
〈研究の目的と進め方〉
多くの生物で様々な生理現象の活性が約24時間周期で

変動することが知られている。この慨日リズムの発振機
構を生物時計と呼んでいる。生物時計は地球の自転に伴
い24時間周期で繰り返される光や温度などの外部環境の
周期的変化に適応するために生物が進化させてきた機構
と考えられ、真核生物にほぼ普遍的に存在する。

我々は、バクテリアである藍色細菌にも生物時計が存
在することを明らかにし（Kondo et al., 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA 90:5672-5676）、24時間の発現リズムを生
み出す分子機構の中核遺伝子クラスターkaiABCのクロー
ニングに成功した（Ishiura et al., 1998, Science 281:1519-
1523）。kaiABCは発現がきれいな慨日リズムを示すこと、
生物時計の本質はkaiABCの遺伝子産物である３つの時計
タンパク質KaiA、KaiB、KaiCによるkaiABC自体の慨日
発現自己制御であることを明らかにした。すなわち、
KaiAはkaiBCオペロンの発現を促進し、逆にKaiCはその
発現を抑制する（図１）。これらは常温性藍色細菌
Synechococcus sp. strain PCC 7942（以後Synechococcus
と呼ぶ）で得られた成果である。

本研究計画は、時計遺伝子クラスターkaiABCの発信す
る振動情報がどのような発現制御ネットワークを介して
下流の遺伝子群へと伝達されて行くのかの全体像とその
機構を解明することを目的とする。

第一に、かずさDNA研究所で全ゲノム配列が決定され
ており（Kaneko et al., 1996, DNA Res. 30:109-136）、グル
コース添加によって暗所でも生育できる常温性藍色細菌
Synechocystis sp. strain PCC 6803（以後Synechocistisと
呼 ぶ ） を 生 物 材 料 に 用 い て 、 宝 酒 造 製 の 市 販 の
Synechocystis DNAアレイを活用して、生物時計による
遺伝子発現制御をゲノムワイドに網羅的に解明する。

第二に、かずさDNA研究所によって全ゲノム配列が決
定されており（Nakamura et al., 2002, DNA Res. 9:123-
130）、タンパク質の研究に適している別府温泉産の好熱
性藍色細菌Thermosynechococcus elongatus BP-1（以後
T. elongatusと略す）で生物時計の実験系を確立し、さら
に新規オリゴDNAアレイを作製し、そのアレイを活用し
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て生物時計による遺伝子発現制御の全体像を解明する。
そのために、簡便かつ安価に作製することができ、遺伝
子特異性の高い非修飾オリゴDNAを用いた新規オリゴ
DNAマイクロアレイを開発する。

〈研究開始時の研究計画〉
当初生物材料としては、宝酒造製の市販のDNAアレイ

が利用できるSynechocystisと当時日本でゲノムプロジェ
クトが進行していたSynechococcusを用いる予定であっ
た。しかしながら、Synechococcusのゲノムプロジェク
トが遅れていたので、もう一つの生物材料は本研究計画
推進の途中でかずさDNA研究所によってゲノム配列が決
定されつつあり、タンパク質研究に適した耐熱性タンパ
ク質が利用できる好熱性藍色細菌であるT. elongatusに切
り替えることにした。

〈研究期間の成果〉
1. 新規オリゴDNAアレイの開発

Synechocystisのkai遺伝子群（kaiA、 kaiB1、 kaiC1、
kaiB2、 kaiB3、 kaiC3）のDNAアレイを作製し、以下の
ことを検討した（成果公表13）。i)オリゴDNAアレイでは、
通常HPLC精製された5’末端修飾オリゴDNAが用いられ
るが、非修飾でHPLC精製しなくてもシグナル強度の低
下はほとんど見られなかった。以後5’末端修飾もHPLC
精製も省略することにした。ii)オリゴDNA鎖長を70塩基
から23塩基まで段階的に減少させて、シグナル強度の変
化を検討した。シグナル強度が、鎖長の減少に伴い減少
する遺伝子と、45塩基で最大となる遺伝子の２種類が見
つかった。前者でも45塩基で十分なシグナル強度が得ら
れたので、オリゴDNAの鎖長は45塩基に決定した。iとii
の改良により、DNAアレイの製作コストを４分の１に削
減できた。iii)クロスハイブリダイイゼーションは、塩基
配列の相同性が70 %以下であればほとんど起こらず、GC
含量が高いと起こりやすかった。iv)そこで、以下の５つ
の条件で最適のプローブ配列が検索できるプログラムを
開発した。a)ゲノムの他の遺伝子に対して70 %以上の相
同性を示さない。 b)GC含量が35-55 %、 c)T含量が22 %以
下、 d) 分子内で安定な２次構造をとらない（ΔG > -10.5
kcal/mol）、e)繰り返し配列を含まない。

2. T.elongatus オリゴDNAアレイの開発と生物時計への応用
開発したプログラムを用いてT. elongatusの全遺伝子に

ついて最適な配列を持つ45塩基のオリゴヌクレオチドプ
ローブを検索し、90 %の遺伝子においてそのようなプロ
ーブが見つかった。これらのプローブを用いて、2397遺
伝子（全遺伝子の95 %）を含むマイクロアレイを作製し
た（成果公表11）。T. elongatusのゲノム上に含まれない
配列を持つネガティブコントロールプローブでは、非常
に低いシグナルしか検出されず、特異的なハイブリダイ
ゼーションが起こっていることが確認できた。このオリ
ゴヌクレオチドマイクロアレイで得られた測定値の信頼
性を評価するために、概日リズム同調2時間後（LL2, 主



観的昼の初期）および14時間後（LL14, 主観的夜の初期）
の細胞からRNAを抽出し、マイクロアレイ実験を行った。
2枚の独立したマイクロアレイ実験から得られた測定値は
非常に似通っており（相関係数0.8以上）、再現性が高い
ことが示された。20遺伝子についてはノザンブロットに
よる確認を行い、アレイ実験から得られた結果は正しい
ことが確認できた（相関係数＝0.832）。さらに、LL2と
LL14との間で発現量に有意差がある143の遺伝子を同定
した。これらは概日発現リズムを示す候補遺伝子である。
そのうち69遺伝子はLL14で高い発現量が見られ、逆に74

遺伝子はLL2に高い発現量を示した。これらの遺伝子の
生理機能は多様であり、代謝や転写翻訳、輸送、DNA複
製、細胞の増殖などに関連していた。

藍色細菌における概日遺伝子発現ネットワークの解明
のために、時計遺伝子kaiCの誘導直後に発現変動を示す
遺伝子を作製したオリゴヌクレオチドマイクロアレイを
用いて同定した（土谷ら、未発表）。kaiC誘導30分後、1

時間後でそれぞれ73遺伝子、33遺伝子が統計的に有意な
発現変動を示した。そのなかにはmRNAの転写に重要な
役割を担う2つのシグマ因子が含まれており、これらが概
日遺伝子発現ネットワークの上流に位置することが示唆
された。

3. DNAアレイ・リズムデータ解析プログラムの開発
DNAアレイを使って得られる膨大な遺伝子発現プロフ

ァイルデータから慨日リズムを示す遺伝子を同定するプ
ログラムを開発した（特許出願：成果公表26,32）。この
プログラムは遺伝子発現量の変動パターンをフーリエ変
換によりコサイン曲線に近似し、その情報を元に慨日リ
ズ ム を 示 す 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。
SynechocystisのDNAアレイ実験において、このプログラ
ムを用いて発現データを解析し、妥当な結果を得ること
ができた（下記8参照）。

4. 生物発光リアルタイム測定・連続培養・サンプリング
装置の開発
DNAアレイ実験などのための試料調製に使用する目的

で、生物発光をリアルタイム測定しながら藍色細菌や藻
類を液体培地中で連続培養し、一定時間毎に細胞をサン
プリングできる装置を開発した（特許出願：成果公表25）。

5. T. elongatusにおける生物時計の分子遺伝学的実験系の
開発
DNAアレイ実験でスクリーニングされる生物時計に関

与した遺伝子や生物時計によって制御されている遺伝子
などの候補を詳細に解析するために、以下の５つを達成
した。i) 自然形質転換の発見による形質転換系の確立、
選択マーカー遺伝子やターゲッティングベクターの開発

（成果公表19；特許出願：成果公表28,29）、ii)耐熱性発光
タンパク質をコードする生物発光遺伝子の開発と生物発
光リアルタイム測定系の開発（成果公表15）、 iii)生物発
光測定装置の開発（成果公表4,7；特許出願：成果公表
27,31）、 iv)生物発光データ・リズム解析プログラムの開
発（成果公表8；特許出願：成果公表30）。これによって
好熱性藍色細菌T. elongatusにおいても、常温性藍色細菌
であるSynechococcusやSynechocystisと同様に生物時計
の運行を生物発光としてリアルタイム測定し、詳細に解
析できるようになった（図２）。

なお、この成果は好熱性生物種にも生物時計が存在す
ることを証明した初の例である。

－ 173－

6. T. elongatusの生物時計分子装置の実験系の開発
生物時計遺伝子クラスターkaiABCや時計関連遺伝子

sasAなどをクローニングして大腸菌で発現させ、時計タ
ンパク質や時計関連タンパク質を大量発現させて高度に
精製した。これらの耐熱性タンパク質を用いて、時計タ
ンパク質や時計関連タンパク質の構造と機能を生化学的、
生物物理学的、X線結晶構造解析などによって解析した。
これまでに、時計タンパク質KaiAに関しては、結晶構造
を解明し、その構造に基づいて機能残基を同定し（図３）、
さらに構造-機能相関を原子レベルで解明した（成果公表
16）。同様にKaiBでは、結晶構造を解明し、機能残基と
機能サブ構造を同定し、さらに構造-機能相関を原子レベ
ルで解明した（成果公表2,17）。なお、これらの成果は時
計タンパク質の構造-機能相関を原子レベルで詳細に解明
した初の例である。KaiCでは、電子顕微鏡像の単粒子解
析により立体構造を解明し（成果公表20）、さらにATP結
合活性や６量体活性、熱安定性などの生化学的・生物物
理学的特性を詳細に解析した（成果公表12,18,20）。

7. Synechocystisにおける生物時計による遺伝子発現の
DNAアレイを用いた網羅的解析

Synechocystisにおいて宝酒造製らん藻DNAアレイを用
いて、Synechocystisの遺伝子発現をゲノムワイドに網羅
的に解析し、時計制御下で慨日発現する遺伝子を同定し
た（10）。厳しい条件で54個（全体の2 %）、甘い条件で
237個（9 %）の遺伝子が慨日発現リズムを示した。呼吸
や貯蔵炭素源であるpoly(3-hydroxylkanoate)の合成に関
与する遺伝子を含む多くの遺伝子は主観的夕方から晩に
かけて発現のピークを示した（図４）。この結果から、
Synechocystisにおいては、慨日リズムの主な機能は夜間
の環境に備えて予め細胞の生理的な状態を最適化するこ
とだと思われる。また、似たリズムパターンを示す遺伝
子が集団で存在する染色体領域がいくつか見つかった。
このことは、染色体の局所的な構造変化が生物時計によ
る転写制御に関与する可能性を示唆している。さらに転
写や翻訳に関与するいくつかの遺伝子が慨日発現した。



これらの遺伝子は時計遺伝子が生み出す振動情報を下流
の遺伝子に出力する役割を担う可能性がある。

8. Synechocystisにおける生物時計の実験系の確立
Synechocystisでも生物時計の実験系を確立する目的で

以下の２つを達成した。i)以前に開発したSynechocystis
生物発光リアルタイム測定系では、生物発光レベルが低
すぎる欠点があった（Aoki et al., 1995, J. Bacteriol.
177:5606-5611; 成果公表22）。そこで Synechocystis用生物
発光レポーター遺伝子を改変し、発光レベルをこれまで
の10倍に向上させることができた（成果公表25）、 ii)
Cryは高等植物では時計入力系の光受容体として機能し、
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動物では時計タンパク質として機能することが知られて
いる。Cryは藍色細菌にも存在するが、その機能はまだ
不明である。そこでSynechocystisの時計関連タンパク質
Cryの結晶構造を解明し、構造に基づいてその機能につ
いて考察した（成果公表21）。

9. 単細胞性緑藻クラミドモナスにける生物時計の実験系
の開発
クラミドモナスでは古くから慨日リズムが知られてお

り、リズム変異体も分離されている。しかしながら時計
の本体に関しては全く分かっていない、そこで時計遺伝
子のクローニングを目指して、生物時計の新たな実験系
を開発した。i)クラミドモナスにおいて、10,000のESTク
ローンのDNAを貼り付けたDNAマクロアレイを作製し、
生物時計に制御されて慨日発現する遺伝子を網羅的に同
定した（成果公表6）。69個の遺伝子が慨日発現し、その
全てが主観的昼と夜の移行期に発現のピークを示した。
８つの葉緑体リボソームタンパク質遺伝子が主観的昼の
初期に発現ピークを示し、葉緑体における翻訳が慨日制
御を受けている可能性が示唆された。 ii)葉緑体で発現す
るホタルルシフェラーゼ遺伝子を全合成し、葉緑体に組
み込んで葉緑体遺伝子の発現をリアルタイム測定できる
発光株を作製し、葉緑体生物発光リズム測定系を開発し
た（成果公表1；特許出願：成果公表24）。この葉緑体生
物発光リズムが慨日リズムであることを証明した。さら
に、既存の核ゲノム上のリズム突然変異がこのリズムに
及ぼす影響を調べることにより、核の時計遺伝子（ある
いは時計関連遺伝子）によって制御されていることを明
らかにした。

10. シロイヌナズナにおけるリズム変異体の網羅的分離と
時計遺伝子の網羅的クローニング

モデル高等植物であるシロイヌナズナでは、生物時計
に関連する遺伝子がクローニングして解析されているが、
それらの遺伝子を破壊してもリズムは消失しないので、
真の時計遺伝子とは言えない。そこで真の時計遺伝子の
クローニングを目指して、シロイヌナズナで生物時計の
新たな実験系を開発した。先ずGI遺伝子とFT遺伝子のそ
れぞれの発現を生物発光リアルタイム測定できる生物発
光株を２種類作製した。これらの株を親株に用いて種子
を突然変異源EMSで処理して突然変異を誘発し、合わせ
て10万個体の芽生えをスクリーニングして、多種多様な
新規のリズム表現形を示す35個のリズム突然変異体を分
離した（成果公表14）。５個の無周期変異体は３つの相補
性群に分類された。３つの相補性群に属するどの変異体
においても、生物発光リズムと葉の就眠リズムが共に無
周期であった。さらにこれらの変異体では花芽形成にお
ける日長感受性が失われていた。したがってこれらの変
異は３つの「真の時計遺伝子」上の変異であることが示
唆された。そこで先ず１つの相補性群の原因遺伝子PCL1
をマッピクローニング法でクローニングした（成果公表
3）。PCL1はゲノムプロジェクトが完了あるいは進行中の
植物種で相同遺伝子が存在した。PLC1は新規のGARPタ
ンパク質（DNA結合タンパク質）の一種であり、実際に
核に局在した。pcl1変異は２つ見つかっており、いずれ
もGARPモチーフを欠失させており、タンパク質機能を
ほぼ完全に消失させていると思われるナンセンス変異で
あった。PCL1は慨日発現し、PCL1によって負のフィー
ドバック制御を受けていることが判明した。pcl1変異体
では、これまでクローニングされている時計関連遺伝子
TOC1、CCA1、LHYの発現を無周期にし、逆にPCL1遺伝



子を過剰発現するとこれらの遺伝子は最終的に無周期に
なった。以上の結果は、PCL1が高等植物の真の時計遺伝
子であることを示している。

〈国内外での成果の位置づけ〉
1. 生物時計による遺伝子発現のDNAアレイを用いた網羅
的解析は、シロイヌナズナとショウジョウバエでなされ
ているが、藍色細菌では世界初であった。
2. 市販のオリゴDNAアレイは依然高価であり、我々が開
発した新規オリゴ DNAアレイは安価で簡便なので、自
作アレイの作製に最適と思われる。T. elongatusのDNA
アレイに関しては、国内外から問い合わせがある。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
1. 当初はSynechococcusにおいてもDNAアレイを作製す
る予定であったが、ゲノムプロジェクトの遅れから、研
究期間中にはアレイ作製に着手できなかった。
2. 研究員や大学院生の異動により、T. elongatusにおいて
は生物時計による遺伝子発現のDNAアレイを用いた網
羅的解析がまだ達成できていない。

〈今後の課題〉
1. T. elongatusにおいては、生物時計による遺伝子発現制
御のDNAアレイを用いた網羅的解析を早急に達成した
い。
2. Synechocystisにおいては、生物時計による遺伝子発現
制御のDNAアレイを用いた網羅的解析が完了し、既に
価値ある膨大なデータが得られている。今後はこのデー
タを活用して、鍵候補となる遺伝子を破壊したり、過剰
発現したりすることにより、生物時計による遺伝子発現
の制御機構に迫りたい。
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