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時系列データ統合解析プログラムの開発とこれによる生物時計
ネットワークの網羅的解析
●石浦 正寛
名古屋大学遺伝子実験施設

＜研究の目的と進め方＞
地球上に棲息するほぼすべての生物は生物時計を持っており、

約２４時間の周期的な生命活動を営んでいる。我々は、時計を持
つことが知られている最も単純な生物である藍色細菌において、
生物時計の中核遺伝子である時計遺伝子クラスター kaiABC と、
時計機能を修飾する時計関連遺伝子 sasA、pex のクローニングに
成功し、分子遺伝学的に解析してきた。さらにこれらのタンパク
質を生化学的・生物物理学的、構造生物学的に解析している。ま
た、高等植物（シロイヌナズナ）や緑藻（クラミドモナス）でも
生物時計の解析を進めている。

時計タンパク質と時計関連タンパク質とから構成される生物時
計は、遺伝子発現制御ネットワークやタンパク質間相互作用ネッ
トワークと連携して細胞内で起こる様々な現象を概日制御してい
る。このような生物時計システムの全体像を分子レベルで理解す
るためには、生物時計分子装置を中心に置いて転写・翻訳・分子
間相互作用（核酸－タンパク質間、タンパク質間など）・代謝な
どの種々のネットワークを網羅的に解析できる手法が必要であ
る。

本研究では、「生物発光リアルタイム測定システム」を中核の
研究手法に用いて、すでに全ゲノム配列が決定されている藍色細
菌から高等植物に至る植物系細胞の生物時計システムを網羅的・
ゲノムワイド的に解明することを目指す。

＜研究開始時の研究計画＞
大量の生物発光データから概日リズムのパラメーターを抽出す

る時系列データ統合解析プログラムを作成する。
シアノバクテリア、クラミドモナス、シロイヌナズナにおいて

様々な生物発光レポーター株を作製し、生物発光の測定を行う。
得られた生物発光の時系列データを本研究で作成したプログラム
で解析し、リズムパラメーターの様々な異常を検出する。

＜研究期間の成果＞
大量の生物発光データから概日リズムのパラメーターを抽出す

るプログラムが完成した。このプログラムは１）時系列データの

視覚化、２）コサイナー法および VIP 法 (Visual inspection 
peak)、VIT 法（Visual inspection trough）によるリズム解析、３）
解析結果の統計処理、４）データの検索が可能である。

作成したプログラムを利用し、未知であった緑藻クラミドモナ
スの時計遺伝子を網羅的に同定することに成功した（Matsuo et 
al., Genes Dev, 2008）。

クラミドモナスの属する緑藻類は、進化の上では高等植物と共
通の祖先をもつ。また、葉緑体は細胞内に共生した藍色細菌を起
源とすると考えられている。これらのことから緑藻は生物時計の
進化を研究する上で極めて興味深い生物である。また、分子遺伝
学・細胞生物学・生化学的な実験に適したモデル生物であり、酵
母に例えて “Green yeast” とも呼ばれる。しかし、生物時計の研
究はあまり進んでおらず、時計遺伝子はまだ同定されていなかっ
た。

我々は、クラミドモナスの葉緑体に最適化したルシフェラーゼ
遺伝子を開発し、生物発光リアルタイム測定システムを用いるこ
とで葉緑体の概日リズムを大規模に測定することに成功した。ま
た、全ゲノム配列情報を利用した極めて効率的な順遺伝学的遺伝
子同定法をクラミドモナスにおいて開発し、葉緑体の概日リズム
に異常をもたらす遺伝子群（Rhythm of Chloroplast (ROC) 遺伝子
群）を同定することに成功した。さらに、それらのうち少なくと
も６つはクラミドモナスの生物時計機構において中心的な役割を
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果たす時計遺伝子であることを明らかにした。６つの時計遺伝子
（ROC15, ROC40, ROC55, ROC66, ROC75, ROC114）のうち４つ
（ROC15, ROC40, ROC66, ROC75）は高等植物の時計遺伝子、ま
たは花成制御遺伝子と部分的に類似していた。一方 ROC55 と
ROC114 は緑藻独自の遺伝子であった。これらの結果から、緑藻
の生物時計は高等植物の特徴と独自の特徴を合わせ持った時計で
あることが明らかになった。

また、ROC81 遺伝子の変異体は葉緑体の概日リズムには異常
が見られるが、その他の概日リズムは正常であることが明らかに
なった。これは、概日リズムの中核である生物時計自体は正常で
あるが、概日リズム情報を葉緑体へ伝達する途中段階に異常を来
していることを示唆している。今後、核－葉緑体間の時間情報ク
ロストークの解明への手がかりとなると期待される。

クラミドモナスにおいて葉緑体以外のオルガネラ（核、ミトコ
ンドリア）に、それぞれ葉緑体とは異なる波長で発光する生物発
光レポーターを移入することで、細胞内３ゲノムのクロストーク
機構の解明を目指した。鉄道虫由来の赤色ルシフェラーゼ遺伝子
をクラミドモナスの核ゲノムにコドン最適化し、それを用いるこ
とで核の遺伝子発現を赤色の発光でレポートすることに成功し
た。

＜国内外での成果の位置づけ＞
本研究で作成したプログラムは、リズム解析に関しては世界最

大規模のサンプル数に対応できるプログラムである。網羅的・ゲ
ノムワイド的なリズム解析には必要不可欠である。

クラミドモナスの時計遺伝子の同定は世界で初めての成果であ
る。この成果を含めると我々のグループは藍色細菌、緑藻、高等
植物の時計遺伝子を世界に先駆けて同定してきたことになる。こ
れらは植物時計の進化の解明において極めて重要な貢献である。
また、クラミドモナスにおける時計遺伝子の同定は、生物時計の
研究分野に最も単純な真核細胞モデルを提供する成果である。真
核細胞モデルとしては酵母が非常に優れているが、酵母は概日リ
ズムを示さないため生物時計の研究に利用できない。今後、真核
細胞がリズムを発振する基本的なメカニズムを解明する上でクラ

ミドモナスは重要なモデル生物になるに違いない。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
ミトコンドリアで機能するレポーター遺伝子の作製が達成でき

なかった。クラミドモナスではミトコンドリアの形質転換は可能
であるが、発現系の理解があまり進んでいないため、外来遺伝子
を発現させるコンストラクトの作製には試行錯誤が必要である。

＜今後の課題、展望＞
Split ルシフェラーゼ等のタンパク質間相互作用を生物発光と

して検出する系を使うことで、生物発光リアルタイム測定システ
ムをさらに広範囲の研究に応用できる。また、達成できなかった
クラミドモナスのミトコンドリアレポーターを作製し、生物時計
を介した核・葉緑体・ミトコンドリア間の相互作用とクロストー
クの解析を進める。
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