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1.研究実施の概要 

 概日時計（生物時計）の分子機構は昨年に引き続き、様々なモデル生物で急速に解明さ

れつつある。我々はシアノバクテリアのkaiABC時計遺伝子とKaiABC蛋白質による基本フィ

ードバックループが、どのようにして「時計」として機能できるほど安定した24時間振動

（概日特性）を実現できるのかを理解することを目指し、kaiABC遺伝子の発現制御、

KaiABC蛋白質の生化学的ダイナミックスを集中的に解析した。その結果、シアノバクテリ

アでは時計蛋白質による発現制御はゲノムワイドに行われており、真核生物のプロモータ

ー特異的な制御とは異なっていること、またKaiABC蛋白質は夜間に大きな複合体を形成し

ていること、KaiCリン酸化にKaiAとKaiBが拮抗的に作用していおり、このリン酸化の制御

が概日振動発生に極めて重要であることを示すことが出来た。この成果に基づき、さらに

解析を進めれば、研究目的を達成できるであろう。 

 一方、概日時計の植物における機能を解析するため、日長測定機構（光周性）の解析に

優れているウキクサから、シロイヌナズナの光周性遺伝子のホモログ(APRR1/TOC1, GI, 

CO, FT, AG)をクローニングした。これらの発現を解析し、概日リズムや日長条件依存的

なパターンをを明らかにするとともに、短日型ウキクサと長日型ウキクサで発現様式が異

なる遺伝子を明らかにできた。さらにウキクサの形質転換を試み、有望な成果を得つつあ

る。 

 

2.研究実施内容 

 シアノバクテリアの概日時計 

 概日時計の分子機構解明を目指した研究は、様々なモデル生物で、活発に進行している

が，どのような生化学的基礎で概日時計が時を刻んでいるかという問題は，いまだどの生

物でも明らかになっていない。我々は当初の計画に従い、この点を明らかにすべくシアノ

バクテリアの概日時計の中核であるKai蛋白質について分子生物学的解析を続け、その分

子レベルの機能について多くの成果を得た。 



１）KaiAによるKaiC蛋白質のリン酸化 

 KaiC蛋白質のリン酸化がKaiA蛋白質により大きく促進されることを明らかにし、この２

つの蛋白質が協同してkaiBCの発現を促進していることを示唆した（PNAS, 2002）。また

KaiC蛋白質の主要なリン酸化部位を見出し，質量分析による残基の決定作業も進展してい

る。 

２）Kai蛋白質の細胞内ダイナミックスの解明 

 KaiC蛋白質の分布をゲル濾過法で解析し、KaiCが夜間に細胞内で大きな複合体を形成し

ていることを明らかにた（J. Biol. Chem, 2003）。この複合体形成には6量体となった

KaiCが不可欠で複合体がkaiBCの発現調節に不可欠であることを示した。 

３）KaiBの機能の解明 

 KaiCの自己脱リン酸化作用を発見し，KaiBはKaiAに拮抗的に脱リン酸化を促進すること

を明らかにした。また，KaiBの細胞内分布パターンに顕著な概日リズムを見出し，KaiC蛋

白質のリン酸化における３つのKai蛋白質の協働を示した（EMBO J 2003）。この成果に

よりこれまで全く未知であったKaiBの機能を位置づけることができた。 

４）KaiC蛋白質による包括的遺伝子発現制御 

 プロモータートラップ法によりシアノバクテリアの遺伝子発現が高振幅型と低振幅型に

わけられることを見いだし、さらに、KaiC蛋白質によるゲノム全域にわたる遺伝子発現の

振動の抑制を示した。一方、大腸菌由来のプロモーターの制御によるkaiBC発現フィード

バックにより概日振動を発生させることが出来た。この２つの成果はKaiC蛋白質はそのプ

ロモーターを特異的に制御するのではなく、ゲノム全域に渡り遺伝子発現を制御すること

を示しており、これまでのシアノバクテリアの時計モデルに大きな変更をもたらした（投

稿準備中）。 

５）その他の成果 

・細胞内の時計蛋白質の分布を調べ、KaiC蛋白質は膜画分と核様体に多く存在することを

明らかにした。 

・鉄道虫のルシフェラーゼを用い，同時に二つの遺伝子の発現パターンをモニターできる

二波長リアルタイムモニター系の開発に成功した（特許出願予定、投稿準備中）。 

まとめ 

 14年度の研究からシアノバクテリアの概日時計のシナリオを解明することができた。引

き続き、概日振動の解明の鍵に握るKai蛋白質および時計関連蛋白質の生化学的解析（特

にKaiCのリン酸化）を中心として、プロジェクトを進める。一方 14年度の成果は，細胞

内の複雑なシステムの理解が必要であることを示唆した。今後はKaiCによる包括的遺伝子

発現制御機構を解明し、概日時計を中心とした細胞全体としてのホメオスタシスの理解す

ることも目指す。 

ウキクサの概日時計と光周性 

 概日時計および光周的花芽誘導関連遺伝子、TOC1,GI,CO,FT,AGのウキクサホモログを短

日ウキクサと長日ウキクサからクローニングし、その全長配列を決定した。概日時計や光



周性に影響を与える日長条件下での基本的な発現様式を解析した結果、FT, AG両ホモログ

は花芽形成のマーカー遺伝子となりうること、CABの発現リズムは概日時計の良い指標と

なることを明らかにした。また、GI、TOC1ホモログについては、アラビドプシスやイネと

ほぼ同じ発現リズムを示した。これらの発現様式は短日、長日ウキクサの違いによらなか

った。しかし、お互いにオーソログと考えられるFTのでは、長日ウキクサの位相が短日ウ

キクサより３時間程度遅れていることが示唆された。一方、レポーター遺伝子を用いた詳

細な発現解析を行うためにウキクサの形質転換法の確立を目指している。カルスを介した

方法によって形質転換組織の作製に成功した。現在、形質転換個体の再生に向けた取り組

みを行っている。 
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