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研究成果の概要（和文）：緑藻クラミドモナスは最近時計遺伝子が同定された生物である。

本研究では、クラミドモナスの時計遺伝子、時計タンパク質の解析を行った。その結果、

時計タンパク質の細胞内局在、時計遺伝子間の遺伝学的相互作用、時計タンパク質複合体、

時計タンパク質の光応答に関する新しい知見が得られた。これらの知見は、緑藻の生物時

計機構の分子基盤の理解に繋がると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：The clock genes of the green alga Chlamydomonas reinhardtii have been 
identified recently. In this study, we analyzed the clock genes and proteins and found new 
characteristics of them in their genetic interactions, intracellular localizations, protein complex 
formations, and light responses. These findings are important for understanding of the molecular 
basis of algal circadian clock. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物時計は細胞内に備わった分子装置で、
様々な生命現象の起こるタイミングを最適
な時刻に調節している。現在までに、藍色
細菌（シアノバクテリア）、高等植物（シロ
イヌナズナ）、菌類（アカパンカビ）、昆虫
（ショウジョウバエ）、哺乳類（マウス）で
生物時計を構成する遺伝子群(時計遺伝子
群)が発見され、それぞれ精力的に分子機構
の研究が進められている。 
 単細胞性の緑藻であるクラミドモナス
（Chlamydomonas reinhardtii）は、優れたモ
デル生物であるが、最近まで生物時計の分
子基盤の理解は全く進んでいなかった。 
 我々はクラミドモナスの時計遺伝子を決
定すべく、一連の研究を行った。まず最初

に、生物時計によって制御されることが知
られていた葉緑体遺伝子 tufAのプロモータ
ーとホタルのルシフェラーゼ遺伝子（葉緑
体ゲノムにコドンを最適化したもの）を連
結して、クラミドモナスの葉緑体ゲノムに
組み込んだ。これにより、生物時計の活動
を光の強度として可視化することに成功し
た（Matsuo et al., Mol Cell Biol, 2006, 
26:863-70）。次にその発光強度の概日リズ
ムを指標として、約 16,000 の変異体をスク
リーニングし、105 個のリズム変異体を分
離した。それらから、30 個の原因遺伝子（原
因遺伝子座）を同定することに成功し、そ
れらのうち 6 つは緑藻の生物時計において
極めて重要な役割を持つ「時計遺伝子」で
あることを明らかにした。6 つのタンパク
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質の中には、機能ドメインが高等植物の生
物時計や光周性花成制御に関わる転写因子
と類似したものが４つ含まれていた
（ROC15、ROC40、ROC66、ROC75）。残
りの２つは F-box タンパク質（ROC114）と
新奇タンパク質（ROC55）で、いずれも緑
藻にしか見られないタンパク質であった。
これらの結果から、緑藻の生物時計は陸上
植物とある程度共通した因子と緑藻独自の
因子とが複合した時計であることを明らか
にしたと共に、クラミドモナスを生物時計
研究の新たな、そして最も単純な真核生物
モデルとして確立することに成功した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では申請者らのこれまでの研
究を発展させ、緑藻の時計遺伝子、時計タ
ンパク質の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、クラミドモナスの時計遺伝
子のゲノム断片に、各種タグやレポーター
タンパク質の配列をインフレームで挿入し、
それらを指標として解析を行った。タグ融
合遺伝子が時計遺伝子としての機能を保持
していることは、ルシフェラーゼレポータ
ーを用いた概日リズムの測定により確認し
た。 
 
４．研究成果 
１）DNA 結合モチーフを持つ時計タンパク質

である ROC15、ROC40、ROC66、ROC75
に HA タグを融合し、クラミドモナス細胞
に発現させた。免疫細胞染色によりそれら
の細胞内局在を解析した結果、ROC15、
ROC40、ROC66、ROC75 は細胞核に局在
することが明らかになった（図 A）。 

２）ROC75 遺伝子変異株における他の時計遺
伝子の発現を解析した結果、ROC75 の変
異により ROC40 mRNAの発現が上昇する
ことを明らかにした。 

３）ROC75 タンパク質の DNA 結合ドメイン
を、大腸菌で発現させ精製し、ROC40 遺
伝子の上流領域の DNA断片との結合を解
析した結果、ROC75 は ROC40 遺伝子の上
流領域の特定の配列に結合することを明
らかにした（図 B）。 

４）ロイシンリッチリピートを持つ ROC55
（188kDa）にルシフェラーゼを融合した
ROC55-LUCタンパク質をクラミドモナス
細胞に発現させた。細胞粗抽出液を、ショ
糖密度勾配超遠心法により分画し、各分画
のルシフェラーゼ活性を測定した結果、
ROC55 は約 670kDa のタンパク質複合体
を形成していることが明らかになった（右
図 C）。 

５）ROC15-LUC の生物発光測定、および

ROC15-HA のウエスタンブロット解析の
結果、クラミドモナス細胞に光を照射する
と ROC15 は急速に減少することを明らか
にした（右図 D, ルシフェラーゼアッセ
イ）。この現象は青色から赤色の幅広い波
長の光で誘導され、特に赤色光に対して高
い感受性を持つことを明らかにした。また、
これはユビキチン・プロテアソーム系によ
るタンパク質分解によるもので、F-box タ
ンパク質である ROC114 が関わっている
ことを明らかにした。さらに、ROC15 の
欠損がクラミドモナスの生物時計の位相
リセット機構の異常を引き起こすことを
明らかにした（PNAS 論文改訂中 2013）。 
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