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研究成果の概要（和文）：ヒトからシアノバクテリアまで、地球上のほとんどの生物は概日時計を持っていま
す。本研究では、池などに住む緑藻の一種であるクラミドモナスを用いて、概日時計の分子メカニズムの研究を
行いました。その結果、光がクラミドモナスの概日時計をリセットするメカニズムや、陸上植物の概日時計との
共通点や相違点が明らかになりました。

研究成果の概要（英文）：From cyanobacteria to human, most organisms on the earth have the circadian 
clock. In this study, we investigated a molecular basis of the clock by using Chlamydomonas, a 
freshwater alga, as a model. We revealed molecular mechanisms of resetting of the algal clock by 
light, and common and different features of clocks between algae and land plants.

研究分野： 時間生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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
な時刻に調節することで、生物が外界の周期
的な変化（昼夜変化）適応することを可能に
している。現在までに、原核生物（シアノバ
クテリア）、陸上植物（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、しばしば
「Green Yeast」と呼ばれ、真核細胞の生物時
計モデル系として有用である。研究代表者ら
は、クラミドモナスにおいて時計遺伝子の網
羅的同定に成功し、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。またこれにより、クラミドモナスを時
計遺伝子研究の新たな、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 
クラミドモナスの時計遺伝子とその産物

（時計タンパク質）の解析を進めることで、
真核生物の生物時計の分子基盤の理解を進
めると共に、光合成生物がもつ生物時計の共
通性と多様性の理解を深めることを目的と
した。 

具体的には、DNA 結合モチーフを持つ時
計遺伝子産物である ROC75 のターゲット遺
伝子の探索と、同じく DNA 結合モチーフを
持つ時計遺伝子産物である ROC15 の生物時
計の光リセットとの関わりに関する解析を
中心に行った。 

 
３．研究の方法 
(1)ROC75 のターゲット遺伝子の探索 
クロマチン免疫沈降法（ChIP）により

DNA-ROC75 タンパク質複合体を精製し、次
世代シークエンサー（SOLiD 5500 [Life 
Technologies]）を用いて結合 DNA を網羅的に
同定した。まず、クラミドモナスの ROC75
遺伝子の変異株にヘマグルチニンエピトー
プ配列（HA）をタグとして融合した ROC75
タンパク質を発現させ、生物発光リズムが回
復した株を作製した。その細胞をグルタルア
ルデヒド処理して DNA とタンパク質を架橋
し、超音波破砕によりDNAを断片化した後、
抗 HA 抗体で免疫沈降した。脱架橋後、DNA
を精製し、SOLiD5500 のプロトコールに従い
ライブラリー化・シークエンシングを行った。 
(2)ROC15 と生物時計のリセット機構 

ROC15 を欠損する変異株において位相シ
フトが正常に起こるかどうかを調べた。具体
的には、様々な波長および強度の光パルスを
与え、生物発光リズム（tufA-luc）の位相シフ

トの程度（時間）を調べた。また、この研究
を発展させ、ROC15 の光誘導性の分解に関す
る変異体の分離および遺伝子同定を行った。 

 
４．研究成果 
(1)ROC75 のターゲット遺伝子の探索 

ChIP-seq 解析の結果、100 以上の遺伝子が
ROC75 のターゲット遺伝子として検出され
た。特徴としては、まず、他の時計遺伝子
（ROC15、ROC40、ROC66、ROC59）が検出
された。また、ROC75 自身も検出された。さ
らに、シロイヌナズナで時計遺伝子として知
られる TOC1 と類似した遺伝子も検出された。
その他の遺伝子としては、光合成関連遺伝子、
クロロフィル合成関連遺伝子、光受容タンパ
ク質遺伝子などが検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ROC75 は GARP 型の転写因子であり、

ROC40 は Single Myb 型の転写因子である。
それぞれ、シロイヌナズナの時計遺伝子では
PCL1 (LUX)および CCA1/LHY に相当すると
考えられる。本研究の結果から、これらの転
写因子間の関係が緑藻と陸上植物で異なる
ことが明らかになった。すなわち、緑藻では
GARP転写因子が直接Myb転写因子遺伝子を
制御するが、陸上植物ではそれらの間に PRR
遺伝子が介在している。 
 
(2)ROC15 と生物時計のリセット機構 

ROC15 を欠損する変異株において生物時
計の位相シフトを解析した。 

 
その結果、この変異体では生物時計の位相シ
フトが極めて異常であり、位相前進領域にお
いては、ほとんどシフトを示さないことが明
らかになった。 



本研究では、ROC15 と生物時計のリセット
機構に関してさらに解析を行った。まず、
ROC15 とルシフェラーゼの融合レポーター
タンパク質を発現する株を用いて、ROC15 の
光誘導性分解に異常を来した変異体を分離
した。ランダム変異を導入した約 14000 個体
からスクリーニングし、10 個の変異体を得た。
そのうちの 1 つは、赤、および紫領域の光に
対する応答に異常が見られたが、青色光に対
しては正常な応答を示した。 

 
さらに、光による位相応答を調べた結果、

ROC15 の光応答と同様に、赤色光、紫色
光に対して応答の異常が見られた。 
 

 
そこで、この変異体において ROC15 の

光応答を分子レベルで解析した。その結果、
ROC15 タンパク質の細胞内局在は正常で
あるが、光照射後におけるタンパク質のリ

ン酸化が起こらない異常を持つことが明ら
かになった。 

 
 この変異体において変異の起こった遺伝
子を同定したところ、ヒトから酵母で保存さ
れたSHOC2と呼ばれるRas/Rafシグナル伝達
機構に関わるロイシンリッチリピートタン
パク質と類似したタンパク質をコードする
ことが明らかとなった。 
 

 
 クラミドモナス等の緑藻において、ROC15
の光応答のような波長特性を示す光シグナ
ル伝達経路はこれまで見つかっていなかっ
た。本研究は緑藻の新しい光応答機構の解明
に繋がる研究である。 
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