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研究成果の概要（和文）：  
 KaiCタンパク質のウエスタンブロット解析により発現を確認することができた。一方大腸菌に

よるプロクロロコッカスの形質転換を試みたが、安定した形質転換体を得ることはできなかった

。そこでアンチセンスオリゴヌクレオチドによるKaiCタンパク質発現レベルの抑制に取り組んだ

。発現レベルはわずかに抑制された。しかし生育面での明確な生理作用の結果は得られていない

。より分解活性に耐性の修飾オリゴであるLNAでも同様の解析を行っている。 

 
研究成果の概要（英文）： 
KaiC protein was detected in Prochlorococcus cell. Transformation of the cell with E. 
coli conjugation was not established. Therefore, a knock-down method as inhibition of 
translation technique was applied. Natural oligonucleotide had a week effect on 
Prochlorococcus KaiC. Now artificial oligonucleotide LNA is being examined. 
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１．研究開始当初の背景 

2005年KaiA, B, Cタンパク質とATPによっ
て試験管内での概日時計再構成実験が行わ
れ、世界で初めて概日時計の実体があきらか
となった。すなわち概日時計はタンパク質と
ATP だけで再構成できることが示された（中
島ら 2005 Science）。この実験系で KaiA は
再構成のための必須要素である。この KaiA 

KaiB KaiCの3種類はシネココッカスのもの
であり、多くの藍藻種に保存されている。 
海洋性プロクロロコッカスには KaiB KaiC

の設計図である kaiB kaiC 遺伝子の 2つしか
ゲノムには存在せず、その機能と発現はいま
だ不明である。大腸菌発現・精製したプロク
ロロコッカス KaiC、KaiB を ATP ともに試
験管で混合して KaiC のリン酸化がおきるこ
とが報告された（Axmman J. Bacteriol. 

2009）、しかしそのリン酸化は概日サイクル
を示さない。またシネココッカス KaiA をそ
こに添加してもその反応に影響はなかった。 

試しに私はプロクロロコッカス KaiC の 2 次
構造をウエブ上の解析ソフトで推定し、シネ
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ココッカスのものと比較した。KaiC は CI と
CII という非常によく似た（DNA レベルでも
相同性が高い）ドメインからなる鉄アレイの
よ う な 形 を し て い る （ 林 ら J. Biol. 

Chem.2004）。C 末端側には A ループと呼ば
れる数十アミノ酸残基からなるループ構造
がある。このループ構造は KaiC との相互作
用に必要である（Kim PNAS 2008）。上述の
比較では CI,CII はプロクロロコッカスとシ
ネココッカスのものともによく似ていた。し
かし A-loop はプロクロロコッカスでは長さ
とへリックスの数にバラエティに富んでい
た。このことからプロクロロコッカスでは、
進化のなかで KaiA を失うとともに KaiC の
A-loop もその形と役割を変えていることが
示唆された。 

kaiA 遺伝子が進化の中で失われたプロク
ロロコッカスにはシネココッカスのような
振動型の概日時計は存在しないと考えられ
ている。しかしながら、kaiB, kaiC 遺伝子が
保存された遺伝子群として多くのプロクロ
ロコッカススに存在するにもかかわらず、そ
の役割は明らかにされていない。 

私はシネココッカスの kaiA kaiB kaiC の
研究をこれまで行い、おもに遺伝子発現とそ
の役割を明らかにしてきた（石浦ら 1998 

Science）。また新規の遺伝子として概日時計
の周期調節遺伝子をクローニングし pexと命
名した。DNA 配列の相同性からはその生化
学的性質がわからなかったが、結晶構造解析
の結果、winged-helx 構造の転写調節である
ことを明らかにした（有田ら J. Biol. Chem. 

2007）。そしてそのターゲットが kaiA 遺伝子
のプロモーターであることを明らかにした
（沓名ら 2007 J. Bacteriol.）。謎の多いプ
ロクロロコッカスの概日時計タンパク質ホ
モログを生化学的、分子生物学的手法で研究
することでいまだ謎の多いKaiタンパク質の
進化への理解を深めることができよう。 

 

 

２．研究の目的 

まずシネココッカスであきらかにされたこ
とがプロクロロコッカスでどこまで保存さ
れているかを明らかにすることが必要であ
る。またシネココッカスでは自由自在な遺伝
子組換えが可能であるが、プロクロロコッカ
スでは遺伝子導入が安定しない。そこで本研
究では、まず、kaiB と kaiC 遺伝子の発現を
ノーザン法とウエスタン法で解析した。プロ
クロロコッカスでは遺伝子操作が確立され
ていないことが、分子遺伝学研究の妨げとな
っている。これを解決すべく形質転換系の確
立に取り組む。また同じ理由から遺伝子ノッ
クダウン系の確立に取り組んだ。 

 

３．研究の方法 

藍藻の細胞と培養  
プロクロロコッカスは米国の CCMP のストッ
クコレクションから入手したNATL1Aおよび2
の 2種類を用いた。小笠原および伊豆大島の
海水をベースとした Pro99 培地を使用した。
100-300 ルクスの弱い光の日周的環境下で、
倍量希釈を繰り返した。この環境下での細胞
分裂速度は 2日間であった。 
 
Total RNA の抽出 
O.D.730 =0.25 の細胞培養を 30ｍL 遠心して
得た細胞沈殿から RNA を PureLink 
Micro-to-Midi total RNA Purification 
System で抽出した。 
 
ゲノム DNA の抽出 
藍藻培養からシネココッカスで用いられて
いるフェノール法でゲノム DNA を抽出した。 
 
kai 遺伝子のクローニング 
ゲノム DNA から PCR で kaiB kaiC の遺伝子を
増幅し、pGEM-T ベクターにクローニングした。
塩基配列をシーケンス解析により確認した。 
 
ノーザン法 
Total RNA 20ug を変性アガロースゲルを使っ
た電気泳動法で分画した。この RNA をナイロ
ンメンブレンに転写した。これと上の kaiC
遺伝子から転写した DIG 標識 kaiC アンチセ
ンス RNA をハイブリダイゼーションした。 
 
ウエスタンブロット法 
プロクロロコッカス細胞沈殿を TBSバッファ
ーに懸濁し、超音波破砕により 1-5ug のタン
パク質をアクリルアミドゲル電気泳動で分
画した。ナイロンメンブレンに転写後 KaiC
抗体で検出した。 
 
多量体解析 
本研究費で購入した島津ゲル濾過システム
とゲル濾過カラム superdex200 をつかった
KaiC-KaiB 多量体解析を行った。 
 
大腸菌を介した形質転換 
プロクロロコッカス細胞の遺伝子組換えを
形質転換によって行った。遺伝子組換え可能
領域を探索し、抗生物質耐性遺伝子マーカー
を組み込んだ。 
 
遺伝子発現ノックダウン系 
kaiC mRNA のアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドをプロクロロコッカス細胞培養に添加し、
KaiC の発現レベルを解析した。 
 
 
４．研究成果 
プロクロロコッカス細胞の培養は一般に安



 

 

定しないことが知られているが、いくつかの
株を培養したところ、本研究室の培養環境で
は NATL1A がもっとも安定に培養できること
がわかった。また分裂時間は 2日間であるこ
ともわかった。濁度は低くとも A730 で１程
度までは達した。 
 濁度 0.25 程度ならば安定して細胞分裂す
ることがわかったので、細胞から RNA を抽出
精製した。リボソーマル RNA はほとんど分解
されていなかったことから、実験に供するこ
とのできる品質のものであるといえる。 
 フェノール法で細胞からゲノム DNAを抽出
した。kaiB と kaiC それぞれの遺伝子領域を
PCR 法で増幅し、シーケンスベクターにクロ
ーニングした。シーケンス解析により目的の
2 つの遺伝子をそれぞれクローニングしたこ
とを確認した。次に DIG 標識された kaiB kaiC
遺伝子のアンチセンス mRNA を試験管内転写
によって得た。 
 先述の total RNA を変性ゲルで分画してか
ら、プラス電荷のナイロンメンブレンに転写
した。これに準備しておいたアンチセンス
RNA プローブをハイブリダイズしたのち、プ
ローブを抗 DIG抗体と化学発光によって検出
した。 
 次に抗 KaiC 抗体によって KaiC タンパク質
の検出を試みた。細胞を超音波破砕して得た
細胞祖抽出 1-5ug を SDS ポリアクリルアミド
ゲルで分画した。これをナイロンメンブレン
に転写した。抗 KaiC 抗体と化学発光法によ
って KaiC タンパク質を検出した。シネココ
ッカスと同様なリン酸化が起きているかど
うかは現時点では確認できていない。アクリ
ルアミドゲルの濃度の最適化が必要であろ
う。明暗サイクルにおいて発現量が変化して
いるかどうかも今後の課題である。 
 次に多量体を形成しているかどうかを調
べるために祖抽出タンパク質を Superdex200
でサイズ分画するゲル濾過を行った。得られ
た画分をアセトン沈殿で濃縮した。これを変
性バッファーに溶解した還元サンプルを SDS
アクリルアミドゲルで電気泳動した。その後
KaiC 抗体でウエスタンブロット解析した。多
くのバンドが得られたが、どれが有意な KaiC
複合体であるかが今後の課題である。試験管
内で発現精製した KaiC と KaiA の複合体形成
パターンとの比較が解決策の一つであろう。
また後述の遺伝子ノックアウト法で KaiC の
発現を強力に抑制できる実験系を確立して
から再挑戦する。 
 プロクロロコッカスの形質転換系を確立
するために抗生物質耐性遺伝子マーカーと
ともに生物発光遺伝子を大腸菌に入れた。こ
の大腸菌を LB-Pro99 培地でプロクロロコッ
カスに 1 週間培養して接合させた。その後
Pro99 培地にて培養することで大腸菌を排除
した。得られたプロクロロコッカスに遺伝子

が組み込まれて遺伝子が機能しているかど
うかを生物発光によって調べたが、有意な発
光を示さなかった。プロクロロコッカスの分
裂時間が 2日間と長いため形質転換できてい
ないことが考えられる。 
 そこで、形質転換実験は一時停止し、遺伝
子発現ノックダウン系に着手した。ウエスタ
ンブロットで KaiC タンパク質を検出するこ
とができるようになったので、このタンパク
質の発現レベルを指標として遺伝子発現ノ
ックアウト効果を得ることにした。シネココ
ッカスにおいてこの遺伝子の発現は大量発
現しているわけではなく、プロクロロコッカ
スでも同様であると仮定した。したがって大
量発現しているほかの遺伝子よりはアンチ
センスによる遺伝子発現効果が出やすいと
考えられる。まず通常の kaiC アンチセンス
オリゴヌクレオチドを翻訳開始コドンをカ
バーするように設計した。これをプロクロロ
コッカス培養にいれた。12 時間後に培養を回
収してウエスタンブロットを行った。KaiC の
発現レベルはわずかに低下していることが
確認された。現在より安定したアンチセンス
効果を得るために人工修飾オリゴヌクレオ
チドのひとつ LNAのアンチセンスオリゴヌク
レオチドをつかって実験を繰り返している。 
 この 2年間でプロクロロコッカスの培養面
での課題はクリアできたと考える。また発現
解析も十分可能であることが分かった。これ
までプロクロロコッカスの生理面での指標
が乏しいことが概日研究面での課題であっ
た。昨年（2010 年）Osburne らは、UV 耐性の
遺伝学的解析系を確立している。今後私が
kaiC の発現を十分低いレベルまで落とすこ
とができれば、KaiC タンパク質の生理的役割
とＵＶ耐性との関係として明らかにできる
と期待する。今年（2011 年）Science に KaiC
タンパク質の試験管内リン酸化リズムのリ
セットに ATP と ADP 濃度の変化が関わってい
ることが報告されている。プロクロロコッカ
スの KaiC も同じように ATP 濃度変化によっ
て時刻調節されているのかどうか興味深い。
昨年２つの真核生物細胞（緑藻オクトコッカ
スと赤血球）ではリン酸化ではなく、酸化還
元のリズムが概日リズムを示すことがネー
チャーで報告されているのだが、依然として
KaiC タンパク質はトピックとして位置づけ
られていることが分かる。プロクロロコッカ
スの KaiC の機能がどのようなものなのかは
生化学的にも進化の面でも興味深い。本研究
室ではこれからまず KaiC の発現プロファイ
ルを明らかにするとともに、遺伝子ノックダ
ウン系を並行して確立して KaiC の生理的役
割を明らかにする。またプロクロロコッカス
KaiC の A-loop の機能が未知であるが、シネ
ココッカスにおいては KaiA との相互作用に
とって必要で、KaiC リン酸化を促進している。



 

 

プロクロロコッカスには KaiA がないにも関
わらず、この A-loop は失われていないので
その機能を試験管内再構成実験で確認でき
るだろう。予想としてこの配列を除去した
KaiC は自己リン酸化が進まないことがあげ
られる。もちろん KaiA 以外のリン酸化促進
因子がプロクロロコッカスでは機能してい
て KaiC に A-loop を介して促進していること
も考えられる。 
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