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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、単細胞性緑藻クラミドモナスを用いて核と葉緑体の遺伝子発現を同時に、且つ

リアルタイムに測定するための基盤技術の開発に成功した。この成果は、光合成やバイオエネ

ルギーの研究への応用が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Our study succeeded in developing a basic technology for simultaneous and real-time 
monitoring of the nuclear and chloroplast gene expressions in the green alga 
Chlamydomonas reinhardtii. This technology will be applied to studies on the 
photosynthesis and the creation of new bioenergy. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞内の 3ゲノム（核ゲノム、葉緑体ゲノ
ム、ミトコンドリアゲノム）は相互に影響し
合っている。葉緑体やミトコンドリアゲノム
にコードされた遺伝子の発現は、核から供給
される発現制御タンパク（σ因子など）に制
御されている。一方、オルガネラから核への
逆行的な遺伝子発現の制御シグナルが存在
することも知られている（ミトコンドリアシ
グナル、プラスチドシグナル）。これらのシ
グナルによって細胞内の 3ゲノムの遺伝子発
現はダイナミックに変化することで、時には
協調的、また必要に応じて解離して働き、細
胞全体として調和の取れた生命活動を営ん
でいる。 

 ルシフェラーゼなどのレポーター遺伝子
を用いて、遺伝子発現をリアルタイムに観察
する手法は現在までに多くの研究分野にお
いて様々な生物種に応用されている。それら
の多くは核ゲノムの遺伝子発現のモニタリ
ングである。また、葉緑体の遺伝子発現のリ
アルタイム測定に関してもいくつか例があ
る。一方、ミトコンドリアに関してはこれま
でに例がない。我々は単細胞緑藻のクラミド
モナスにおいて、葉緑体の遺伝子発現のリア
ルタイム測定に成功した（Matsuo et al. Mol 

Cell Biol, 2006, 26:863-870）。さらにそのリア
ルタイム測定系を用いて、核が生物時計を介
して葉緑体の遺伝子発現を制御する機構の
一端を明らかにした（Matsuo et al., Genes Dev, 
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2008, 22:918-30）。 

 

２．研究の目的 

 クラミドモナスは Green yeast と称される
優れたモデル生物であり、核、葉緑体、ミト
コンドリアの全てに関して形質転換が出来
る現時点では唯一の生物である。我々は、ク
ラミドモナスのこの特性を利用すれば 3ゲノ
ム同時リアルタイム測定が可能になるので
はないかと考えた。すなわち、すでに開発済
みの葉緑体に加え、核とミトコンドリアにそ
れぞれ異なる波長で発光する生物発光レポ
ーターを導入すれば、細胞内 3ゲノムの遺伝
子発現を同時にリアルタイム測定すること
が可能になると考え、本研究を提案した。 

 

３．研究の方法 

 遺伝子コンストラクトの作製、遺伝子人工
合成、クラミドモナスの形質転換・交配等は
定法に従って行った（Matsuo et al. Mol Cell 

Biol, 2006, 26:863-870、Matsuo et al., Genes Dev, 

2008, 22:918-30）。 

 生物発光測定は下図の生物発光自動測定
システムを用いて行った（Matsuo et al. Mol 

Cell Biol, 2006, 26:863-870）。 

 

 

４．研究成果 

 本研究ではまず、既存の葉緑体レポーター
の発光量の増強に取り組んだ。本研究では異
なる 3色のルシフェラーゼ発光を光学フィル
ターを使ってどのオルガネラ由来の発光か

を識別するため、十分な発光量があることが
望ましいためである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 既存のレポーター株を遺伝的バックグラ
ウンドの異なる株（137c株、6145c株、S11-32a

株）と交配し、子孫の中から特に強く発光す
る株を選別した。その結果を下図に示す。子
孫の発光値は数百 CPS から 10 万を超えるも
のまで幅広く分布し、最大の発光値は
126500CPSであった。この値は従来の葉緑体
発光細胞の平均発光値 1291.34±40.54CPS の
およそ 100倍である。 

 

 次に核に導入する鉄道虫由来の赤色ルシ
フェラーゼの開発に取り組んだ。クラミドモ
ナスの核ゲノムの遺伝子は、極めて GC リッ
チな配列を特徴としており、鉄道虫のルシフ
ェラーゼは発現しないと予想された。そこで
遺伝子人工合成技術により、クラミドモナス
の核ゲノムに最適化した赤色ルシフェラー
ゼ（crPhRE）を作製した。作製した crPhRE

はコード配列の全体にわたって GC に富んだ
配列で（下図）、全体の GC 含量は 64%であ
る。 

 

 この赤色ルシフェラーゼコード配列に、ク
ラミドモナスの時計遺伝子 Rhythm of 

Chloroplast 75(ROC75)のプロモーターと 3’
UTR 配列を連結したキメラ遺伝子を作製し
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た。この遺伝子をクラミドモナス細胞にパロ
モマイシン耐性を付与するマーカー遺伝子
AphVIII と混合して、クラミドモナスを共形
質転換した。形質転換はエレクトロポレーシ
ョン法によって行った（Matsuo et al., Genes 

Dev, 2008, 22:918-30）。 

 得られた形質転換体の生物発光を測定し
た結果、下図に示すとおり、極めて明瞭な
ROC75 遺伝子発現の概日リズムが測定でき
た。このことは本研究で作製したクラミドモ
ナス用赤色ルシフェラーゼが遺伝子発現レ
ポーターとして有用であることを示してい
る。 

 

 

 次にミトコンドリアに導入するルシフェ
ラーゼとして、バクテリア型の LuxAB を選
択した。これは青色に発光するルシフェラー
ゼで、葉緑体の緑色ルシフェラーゼ、核の赤
色ルシフェラーゼと光学フィルターで切り
分けが可能であると期待されるためである。
ミトコンドリアゲノムの形質転換は可能で
あるが効率はあまり良くないため、まず、核
ゲノムに発現させて、クラミドモナスにおい
てこのレポーターが利用可能かどうかを検
討した。 

 LuxAB は LuxA と LuxB のサブユニットか
ら成る発光タンパク質である。レポーターと
しては単分子で機能することが望ましいの
で、LuxA と LuxB をフレキシブルリンカー
（GGSGGGGSGG）で連結した融合タンパク
質としてデザインし、さらにクラミドモナス
用にコドンを最適化した CrLuxAB を人工遺
伝子合成により作製した。大腸菌でこの融合
タンパク質を発現させ発光能を保持してい
ることを確認した。その後、クラミドモナス
の時計遺伝子の制御下で発現させたが、クラ
ミドモナス細胞においては有意な発光は確
認できなかった。 

 

［まとめ］ 

 本研究では、核と葉緑体の遺伝子発現同時
測定の基礎となる技術の開発に成功した。こ
れは、他に例のない極めてユニークな実験系
である。しかし、研究開始当初ではわからな

かった問題点がいくつか明らかになり、目標
であった細胞内 3ゲノムの同時遺伝子発現測
定には至っていない。今後、クラミドモナス
で利用可能な青色レポーターを探索するこ
とが重要な課題である。 
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