
に胎生１５日以降）腹側部 medial ganglionic eminence由来

の介在ニューロンである．この欠落が背側部低形成の一因

であると推測される．

以上のことから，SHHが前脳の形態形成において，増

殖能の制御等を通じて「大きさ」「形」の決定に重要な役

割を果たしていることが示された．しかしながら，Shh，

Smo コンディショナルノックアウトマウスにおいて，増

殖は完全に停止したわけではなく，FGF，WNT等，他の

シグナルとの統合，タイミング等が重要であると考えられ

る．今後は複数のシグナルを受け取った細胞がどのように

振る舞うのかを詳細に検討することが大切であろう．
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シアノバクテリアの概日時計の出力系

は じ め に

多くの生物は，約２４時間で振動する「時計」を体内，

もしくは細胞内に持っている．これは概日時計（サーカ

ディアンクロック）と呼ばれており，昼夜の環境変動や一

年の季節変化に応じた生命活動の基軸となっている．この

基本振動を生み出すのが概日時計システムの「振動体」で

あり，一定の環境下においても自律的に振動することが可

能である．しかし，その周期長は地球の自転周期と同じで

はないうえ，季節・生息地によって昼夜の長さが変わるた

め，昼夜に伴う光や温度などの変化を利用して，周期的環

境変動と概日時計の振動を日々同期させる必要がある．こ

のような外界の刺激を振動体に伝えるための信号伝達経路

を，概日時計システムの「入力系」という．一方，振動体

はただ振動しているだけでは意味が無く，それによって生

み出された時間情報を遺伝子発現などの生理現象に変換す

るためのシステムが必要である．これを概日時計システム

の「出力系」と呼ぶ．概日時計システムを構成するこれら

三つのサブシステムのメカニズムの研究は，原核生物から

哺乳類を含めた複数のモデル生物を用いて，それぞれ

精力的に進められている．本総説では，酸素発生型の

光合成を行う原核生物であるシアノバクテリアの一種，

Synechococcus elongatus PCC ７９４２の概日時計の出力系に

焦点を絞り，最近の筆者らの知見を含めて紹介する．

１． シアノバクテリアの概日時計の振動体

出力系の話をする前に，シアノバクテリアの概日時計の

振動体について，この節で簡単に説明しておく．シアノバ
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クテリアの概日振動体は三つのタンパク質，KaiA，KaiB，

KaiCから構成されており，それらは隣接する二つの転写

単位，kaiA および kaiBC にコードされている１）．KaiCは

自己リン酸化活性および自己脱リン酸化活性を持ち２，３），隣

り合った２箇所のリン酸化部位を規則的にリン酸化および

脱リン酸化する４～７）．KaiAと KaiBは，KaiCのリン酸化を

それぞれ正負に調節する活性を持つ２，８）．この KaiCのリン

酸化状態はシアノバクテリアの細胞内において約２４時間

周期で振動し，概日時間［CT；概日振動の１周期を２４で

割ったものを１単位とする．ここでは夜明けに相当する時

間（主観的夜明け）を CT０とする］に換算すると，主観

的夜中にあたる CT１６前後でリン酸化のピークを迎える．

最も重要なことは，これら３種類の精製 Kaiタンパク質と

ATPを試験管内で混合し保温することで，KaiCのリン酸

化状態を約２４時間周期で振動させることが可能であると

いうことである９）．この概日振動の試験管内再構成の成功

は，KaiA，KaiB，KaiCタンパク質からなる周期的な化学

反応系こそが，シアノバクテリアの振動体の要になること

を明確に示した．この KaiCを中心とした振動体の解析の

詳細については，大川（西脇）が本誌で解説しているので

参照されたい１０）．

２． 時計遺伝子の転写・翻訳のフィードバック

時計遺伝子の産物が自己の発現を抑制したり，他の時計

遺伝子の発現を活性化したりする現象は，生物種を問わず

普遍的に観察される．例えばシアノバクテリアでは，

KaiCの過剰発現は kaiBC の転写を抑制（KaiCの負の

フィードバック制御）する一方で，KaiAの過剰発現は

kaiBC の転写を活性化できる１）．このような正負の転写制

御を組み合わせることで，持続的な転写の振動を生み出す

ことが理論的に可能であることから，これら時計遺伝子の

転写翻訳を介したフィードバック制御こそが概日時計の振

動体の本体だと長く信じられてきた．しかし先述のとお

り，KaiCリン酸化サイクルの試験管内再構成によって，

少なくともシアノバクテリアの概日時計ではそのような

フィードバック制御による振動システムは必要ないことが

明らかとなっている．シアノバクテリアにおいては，時計

遺伝子を含む転写制御系は概日時計の出力系の一部と考え

られている．また最近では，Kaiタンパク質群で構成され

る振動子と共役した転写・翻訳のフィードバックループ

が，概日時計システム全体の頑健性を高めている可能性が

指摘されている１１）．上述の KaiAによる kaiBC 発現の活性

化には kaiC 遺伝子が必要であり，一方 kaiA 遺伝子破壊株

で KaiCを過剰発現させると（野生株での場合と逆に）

kaiBC 遺伝子発現を活性化させることができることから２），

KaiCはその量的・質的な状態に応じて kaiBC 発現を正負

のどちらにも制御でき，細胞内でのリズミックな KaiCの

状態変化によって概日遺伝子発現が生み出されていると考

えられる．では KaiCを中心とした振動体は，どのように

して転写を正負に制御しているのだろうか？ 近年それら

転写制御に関与する概日時計の出力系因子，SasA

（Synechococcus adaptive sensor A），RpaA（regulator of

phycobilisome-associated A），LabA（low-amplitude and bright

A）が相次いで同定された．以下にそれらについて解説す

る．

３． 正の出力系因子 SasA

SasAは典型的な二成分制御系のセンサーヒスチジンキ

ナーゼであり，KaiCと相互作用する因子として酵母ツー

ハイブリッド法により単離された１２）．SasAは N末端側に

KaiB様の配列を持ち，この領域を介して KaiCと結合す

る．kaiBC をはじめとした様々な概日リズムを持つ遺伝子

の発現量が，sasA 遺伝子の欠損によって著しく減少した

ことから（図１A），sasA は概日遺伝子発現の正の制御因

子であると考えられる．それに伴い，sasA 破壊株では細

胞内の KaiCタンパク質の蓄積量が著しく減少する．また

sasA 破壊株は，概日遺伝子発現の周期が２～３時間短くな

る短周期の表現型を示す（図１A）．一方 SasAの過剰発現

は，概日遺伝子の発現量や位相を変化させるなど，概日時

計の機能に強い影響を与えることができる．加えて，sasA

破壊により１２時間毎に明期と暗期が交代する明暗サイク

ル中での生育能力が損なわれることから，SasAは周期的

な環境変動に応答した代謝システムにも関与していると考

えられる．

４． SasAのレスポンスレギュレーターである

RpaAの同定

一般的に二成分制御系では，ヒスチジンキナーゼと，そ

れからリン酸基を受け取ること（リン酸基転移）で活性化

するレスポンスレギュレーターと呼ばれるタンパク質（転

写因子が多い）が対になって機能する．SasAのレスポン

スレギュレーターを同定するため，ゲノムからレスポンス

レギュレーター様のオープンリーディングフレームを同定

し，それらを網羅的に破壊し，概日遺伝子発現への影響を

調べた１３）．その結果，kaiBC 遺伝子発現がほぼ消失する変

異株を同定した．この変異株の表現型の責任遺伝子が
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図１ シアノバクテリアの概日時計の出力系に関与する遺伝子の破壊株の表現型
（A）kaiBC のプロモーター活性を生物発光でモニタリングするため，kaiBC プロモーターの下流
にホタル由来のルシフェラーゼ遺伝子（luc）を連結した発光レポーター（PkaiBC::luc）を Synechococ-
cus elongatus PCC ７９４２に導入した（AMC５４１株）．AMC５４１株において概日時計の出力系に関与
する各遺伝子を破壊し，明暗サイクル下で同調後，恒明条件下（４０µE m－２ sec－１）に移し，発光基
質であるルシフェリンの存在下で各株の生物発光リズムを測定した．labA はスペクチノマイシン
耐性遺伝子を挿入することで，sasA および rpaA はカナマイシン耐性遺伝子と置き換えることで
それぞれ破壊した．kaiBC の制御における各因子の関係を調べるため，それらの二重破壊株も作
製した．野生型は AMC５４１株そのものを示す．本データは文献１４より改変して示す．
（B）kaiBC プロモーターの下流に Vibrio harveyi 由来のルシフェラーゼ遺伝子（luxAB）を連結し
た発光レポーター（PkaiBC::luxAB）を導入した S. elongatus PCC７９４２（NUC４２株）に，イソプロピ
ル-β-チオガラクトピラノシド（IPTG）により下流の遺伝子発現を誘導できる trc プロモーターに
kaiC 遺伝子を連結した KaiC過剰発現コンストラクト（OX-kaiC）を導入した株（OX-kaiC ／NUC４２）
を用意し，その株の labA 遺伝子をスペクチノマイシン耐性遺伝子の挿入により破壊した（OX-
kaiC ／labA－／NUC４２）．明暗サイクルで同調後に恒明条件下（４０µE m－２ sec－１）に移し，発光基質
であるデカナールの存在下で各株の kaiBC のプロモーター活性を生物発光により測定した．恒明
条件下に移して約２４時間後に，KaiCの過剰発現を誘導するために１mMの IPTG（もしくは陰性
対照のための水）を添加した（矢印）．
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rpaA である．rpaA 破壊株では kaiBC を含めた概日遺伝子

発現の消失（図１A），KaiCの蓄積量の著しい減少，明暗

サイクル中での生育能力の著しい減少が観察され，それら

表現型は sasA 破壊株のそれと極めて類似していた．この

事実は RpaAが SasAのレスポンスレギュレーターとして

機能していることを示唆する．また，精製した組換えタン

パク質を用いた実験により，KaiC依存的に SasAは自己リ

ン酸化反応を活性化し，RpaAへリン酸基が転移すること

が確認された．さらに，Kaiタンパク質群と ATPを混合

した in vitro 概日時計再構築系に SasA，RpaAタンパク質

を添加すると，KaiCのリン酸化のみならず，SasA-RpaA

のリン酸基転移反応も約２４時間周期で振動した．RpaA

のリン酸化のピークの位相は，KaiCのリン酸化のピーク

と比較して，４～８時間前進していた．先述のとおり，細

胞内における KaiCのリン酸化は CT１６辺りで最大になる

ことから，この in vitro 再構築系の結果を考慮すると，細

胞内における SasA-RpaAのリン酸基転移のピークは CT８

～１２（主観的昼から夕方）だと考えられる．これは kaiBC

の発現のピークが CT９～１２あたりになる事実と一致す

る．これらのことから，KaiCと相互作用する SasA-RpaA

二成分制御系が Kaiタンパク質振動体の時間情報に従い活

性化することで，主に主観的昼に kaiBC をはじめとした

概日遺伝子発現を正に制御するというモデルが提唱された

（図２）．RpaAは DNA結合ドメインと予測される領域を持

つ典型的な OmpR型のレスポンスレギュレーターであり，

遺伝子発現制御に関する概日時計の出力系で転写因子とし

て機能すると予測されている．

５． KaiCの負のフィードバック制御に関与する

新規遺伝子 labA

負の出力系因子をコードすると思われる遺伝子 labA は，

KaiCの過剰発現による転写抑制に関与する因子として同

定された１４）．kaiBC プロモーターに Vibrio harveyi 由来の

生物発光遺伝子 luxAB を連結した発光レポーター（PkaiBC::

luxAB）を保持したシアノバクテリア株中で KaiCを過剰

発現させると，kaiBC プロモーターの活性が強く抑制さ

れ，luxAB レポーターの発現がほぼ停止し，その結果生物

発光がほとんど検出できなくなる（図１B）．一方この株中

で labA を破壊すると，KaiCを過剰発現させても kaiBC プ

ロモーターは抑制されず，高い生物発光レベルを維持する

（図１B）．このことから，labA は KaiCの負のフィード

バック制御に必須な遺伝子であると考えられる．また，

labA 破壊株では kaiBC の概日遺伝子発現の谷の部分のレ

ベルが上昇し，低振幅のリズムを示す（図１Aおよび B）．

それに伴い，細胞内の KaiCの蓄積量も増大する．これら

のことは，labA は主観的夜の位相において kaiBC の概日

遺伝子発現を抑制する遺伝子であることを示唆している．

また，KaiCの負のフィードバック制御にはリン酸化型

KaiCが強く関与していることが示唆されており４），LabA

の機能もリン酸化型 KaiCに依存していると考えられる．

実際に，リン酸化型 KaiCの蓄積量が最大になる時間帯は

主観的夜（CT１６近辺）であり，labA 破壊株から予想され

る labA の機能する時間帯と一致する．

さらに重要な点として，labA 破壊により sasA 破壊の表

現型を抑圧できることがあげられる．先述のとおり sasA

破壊株では kaiBC プロモーター活性が著しく低下するが，

labA／sasA 二重破壊株においてはそれが部分的に回復する

（sasA 破壊株と labA 破壊株の中間となる）（図１A）．それ

図２ シアノバクテリアの概日時計の転写・翻訳のフィード
バックに関る出力系のモデル図（文献１４より改変）

本モデルでは，KaiCを中心とした Kaiタンパク質振動体によ
り刻まれる時間情報を元に，SasAは主観的昼に RpaAを活性
化する．一方 LabAはリン酸化型 KaiCの蓄積量の情報に従い，
主観的夜に RpaAの活性を抑制する．RpaAの活性を通してプ
ロモーターの活性が調節され，リズミックな概日遺伝子発現が
生み出される．
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に伴い，sasA 破壊株で激減した KaiCの蓄積量も回復す

る．さらに，sasA 破壊株の短周期の表現型（図１A）や明

暗サイクル中での生育も部分的に回復する．これらの事実

は，labA と sasA が概日時計の出力系ではそれぞれ独立の

経路上で機能していることを示唆する．一方，labA／rpaA

二重破壊株の kaiBC プロモーター活性は，rpaA 破壊株の

それと同様であった（図１A）．このことから，kaiBC プロ

モーターの活性制御に対して，labA と rpaA は同一の経路

で機能していると考えられる．加えて，rpaA の過剰発現

による kaiBC プロモーター活性の抑制は，labA 破壊に

よって影響されないことから，kaiBC の転写制御において

rpaA は labA の下流で機能していると考えられる．筆者ら

はこれらの遺伝学的な解析の結果から，KaiCからの時間

情報が，SasAの関与する正の制御経路と LabAの関与す

る負の制御経路に別れ，後に RpaAに集約するモデルを提

唱した（図２）．このモデルにおいては，主観的昼の時間

帯ではリン酸化反応が進行する状態の KaiCが SasA-RpaA

を介して kaiBC プロモーターを活性化し，一方で主観的

夜では蓄積したリン酸化型 KaiC量の情報を元に，LabA-

RpaAを介して kaiBC プロモーターを抑制する．このよう

に，概日時計の下流の複数の出力経路が，異なる位相で同

一のプロモーターを活性化もしくは抑制することによっ

て，高振幅な概日遺伝子発現が実現すると考えられる．現

在までのところ LabAと RpaA間，もしくは LabAと KaiC

間の直接的な相互作用は観察できておらず，これらのタン

パク質間には他の因子が介在している可能性がある．

６． シアノバクテリアにおける概日遺伝子発現の多様性

S. elongatus PCC７９４２では kaiBC プロモーターだけでな

く，ほとんど全ての遺伝子のプロモーターの活性が何らか

の概日振動を示すことが，発光レポーターを用いたプロ

モータートラップ法により示唆されている１５）．定常条件下

において，発現量（のトレンド），振幅の高低，位相，波

形を含め遺伝子発現の変動様式は多種多様であるが，その

振動成分に関わる制御系はどれも KaiCに依存しているよ

うだ１６）．ではこの出力の多様性はどのように生み出されて

いるのだろうか？ 一つの可能性として，複数の出力経路

の組み合わせが考えられる．上記のように SasA依存的な

経路と LabA依存的な負の経路が RpaAを介して kaiBC プ

ロモーターを異なる時間帯に制御している可能性を挙げた

が，プロモーター毎に出力の制御経路の組み合わせが異な

れば，多様性を生み出すことが可能であろう．また，シア

ノバクテリアの中にはプロモーター認識・転写開始に働く

RNAポリメラーゼのサブユニット（シグマ因子）が複数

存在するが，生育に必須ではないグループ２と呼ばれる一

群のシグマ因子の破壊もしくは過剰発現によって，位相や

波形などの概日リズム発現変動様式が変化し，それらの影

響はプロモーター毎に異なることが観察されている１７）．シ

グマ因子の中にはそれ自身の発現量が概日リズムを示すも

のが知られており，時刻依存的な転写制御に働きうると考

えられる．このような転写活性を制御する因子の量的な変

化は，その下流で制御される遺伝子の概日振動の多様性に

寄与しうるだろう．これに加え，ゲノムワイドに概日遺伝

子発現を制御するメカニズムのモデルとして，「染色体振

動モデル」が提唱されている１８）．これは概日時計が染色体

全体のトポロジーを制御することによって遺伝子発現全体

を概日振動させる，というもので，実際にそのような現象

が観察されたという報告もある１８）．以上述べてきた，転写

制御に関わる様々な階層の分子機構を介して，多様な振動

様式を生み出していると考えられる．

７． 今 後 の 課 題

筆者らが同定した labA は生化学的な機能が未知のタン

パク質をコードしており，そのパートナーとなる因子の同

定を含め，KaiCから LabA，そして RpaAへのシグナル伝

達のメカニズムを明らかにする必要がある．また，RpaA

による転写制御機構も不明であることから，そのターゲッ

トを発見することは，出力系の理解に極めて重要であろ

う．さらに，labA／sasA 二重破壊株において kaiBC プロ

モーターが明瞭な概日リズムを示すことから，kaiBC の概

日遺伝子発現制御に対して SasAにも LabAにも依存しな

い第３の出力経路が存在していることは明白である．それ

らを含め，複雑な出力経路のひとつひとつを丁寧に解析し

ていくことが，出力系のネットワークの全体像をとらえ，

その多様性の機構を解明する近道であると，筆者らは考え

ている．
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細胞膜透過ペプチドベクターの開発とメカ
ニズム

は じ め に

細胞膜（形質膜）は細胞の内外を隔てるバリアであり，

タンパク質や核酸といった親水性が高い物質は通常細胞膜

を透過しない．細胞の恒常性の維持という意味ではこの性

質はありがたいものではあるが，細胞機能を探ったり，制

御するため，あるいは医療目的で，これらの分子を細胞外

から細胞内に導入することは一般的に困難である．このた

め，マイクロインジェクションやエレクトロポレーション

といった細胞膜を一過的に破って導入する方法や，膜融合

をもつリポソームを用いて導入する方法などがこれまで用

いられてきた．しかし，これらの方法は，導入効率，操作

の煩雑さ，細胞に与える損傷の大きさから，必ずしも満足

のいく方法とは言えなかった．

一方では，膜透過性を有するペプチドをベクターとして

用いて，細胞内にタンパク質をはじめとする膜不透過性の

分子を導入する方法が盛んに試みられるようになってき

た．膜透過ペプチドは CPP（cell-penetrating peptide），あ

るいは PTD（protein transduction domain）とも呼ばれ，こ

れらの用語を論文で目にする機会も増えてきた．膜透過ペ

プチドと導入する物質との化学的架橋体あるいは融合タン

パク質を調製し，細胞培養液に加えるだけで，多くの場合

細胞への取り込みの促進が見られる．また，これにより細

胞機能が制御された例も数多く報告され，細胞生化学的手

法の一つとして認知されるとともに，医薬品の新しい送達

法としても注目されている１）．本稿では，膜透過ペプチド
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