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研究成果の概要：多くの生物の持つ概日時計機構を解明するため、シアノバクテリアを用いて

解析を行った。試験管内での実験からシアノバクテリアの概日時計機構の本質は時計タンパク

質 KaiC のリン酸化サイクルであると考えられてきたが、本研究からリン酸化サイクルが存在し

ない細胞においても概日リズムは形成されることがわかった。つまり、リン酸化サイクルは唯

一の振動体ではなく、細胞ではリン酸化サイクルと転写翻訳サイクルの二重の振動体が存在し、

それによって安定した概日リズムが形成維持されていることが解った。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）地球上の多くの生物は、昼夜の環境変
動に適応するために概日時計と呼ばれる内
因性の時間測定機構を持っている。概日時計
の働きによって、動物の睡眠覚醒、植物の葉
の就眠運動などが約 24 時間周期で変動し、
花の開花などの季節性のリズムは日の長さ
という環境変化を概日時計が評価すること
で引き起こされる。概日リズム形成の分子機
構は、「特定の時計遺伝子のリズミックな転
写によって時計タンパク質の蓄積量が変動
し、その時計タンパク質が自分自身の遺伝子
発現にたいして抑制的にフィードバックす

ることで転写を抑制し、この繰り返しがリズ
ムを生み出す」という転写翻訳のフィードバ
ックによって説明されてきた。 
（２）シアノバクテリアは、原核生物におい
て概日リズムが存在することが報告された
唯一の生物である。時計遺伝子群 kaiABC が
クローニングされ、その発現解析と細胞内で
の Kai タンパク質の生化学的解析によって、
kaiA, kaiB, kaiCの三つの遺伝子はどれもリ
ズムを形成するために必須であり、KaiA が
kaiC発現をポジティブに、KaiC が kaiC発現
をネガティブに制御することによってリズ
ムが形成され、さらに KaiC のリン酸化状態

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19770029 

研究課題名（和文） 「生物」時計の解明、試験管内再構成系からのアプロー 

 チ 

研究課題名（英文） The analysis of biological clock using in vitro reconstitution system 

  

研究代表者 

北山 陽子 ( KITAYAMA YOKO) 

名古屋大学・大学院理学研究科・助教 

研究者番号：20444367 

  



が Kai タンパク質複合体の形成を制御するこ
とで KaiC の転写抑制活性を調節している、
つまり振動発振機構は原核生物と真核生物
において共通であると考えられていた。 
（３）2005 年に、シアノバクテリアの概日時
計機構は転写翻訳のフィードバック制御を
必要としないことがわかった 。精製した
KaiA, KaiB, KaiC と ATP を試験管内で混合す
ると、KaiC のリン酸化状態が概日リズムの性
質をもって振動し、細胞内での転写翻訳リズ
ムの周期と試験管内における KaiC のリン酸
化サイクルの周期はほぼ一致していたため、
試験管内で再構成された KaiC リン酸化サイ
クルが細胞内でも機能している概日時計の
振動体であり、シアノバクテリアの概日時計
は時計タンパク質 KaiC のリン酸化脱リン酸
化振動がリズムを生み出していると考えら
れるようになった。 
 
２．研究の目的 
（１）試験管内再構成系の実験から、試験管
内の時計＝リン酸化サイクルがシアノバク
テリアの時計において非常に重要な役割を
はたしていると考えられる。しかし、試験管
内と生きている細胞では環境が大きく異な
っている。細胞においては、代謝変動や細胞
分裂の影響等の内的環境変化および光温度
条件や周囲の栄養状況などの外的環境変動
にさらされているが、概日時計は安定に維持
され機能している。さらに、概日時計は外環
境の時刻に自分の時刻をあわせる性質を持
っている。 
 本研究は、再構成系で得られた知見をふま
えて、動的で複雑な生きた細胞環境において
生物時計はどのように動き、どのような機能
を持っているのか、を解析することを目的と
した。KaiC のリン酸化振動がどのような仕組
みで時を刻むかを試験管内再構成系を用い
て解析を行い、その仕組みの必要性、重要性
を細胞において検証する。さらに、生きた細
胞の時計において転写翻訳フィードバック
制御がどのような意義を持つのか、KaiC のリ
ン酸化サイクルとのリンクを含めて解析す
る。 
（２）シアノバクテリアは試験管内で時計を
再構成できる唯一の生物であるとともに、概
日リズムを簡単に観察でき、遺伝子操作も容
易である。シアノバクテリアを用いることで
細胞で働く概日時計と試験管内で動く振動
体を比較し、振動体の仕組みを生きた時計に
おいて検証することで、地球上の多くの生物
がもつ「生体内の時計」がどのような要素で
構成され組織化されているかを解明し作動
原理モデルを提唱する。 
 
３. 研究の方法 
（１）シアノバクテリアに概日リズムを生じ

させ環境に適応することを助ける概日時計
は、試験管内で動く KaiC リン酸化振動体と
完全に同一ではないと考えられる。そこで、
細胞で働く概日時計と試験管内で動く振動
体 KaiC リン酸化サイクルの違いを解析・比
較し、細胞の概日時計に特異的な反応を探索
することによって、生体内の時計にとって必
要な要素、特に周囲の内外環境変動に対する
安定性や環境に体内の時計の時刻を合わせ
る同調機構に必要な要素の同定を試みた。 
① 細胞と試験管内で表現型の異なる kaiA, 

kaiB, kaiC 変異体のスクリーニング: 
kaiA, kaiB, kaiCには様々な表現型を示
す変異が同定されている 。その中から長
周期、短周期、無周期をそれぞれ数個選
び、細胞内の Kai タンパク質をウエスタ
ンブロットで解析し、発現が確認できた
変異型 Kai タンパク質を大腸菌発現系で
発現、精製した。試験管内のリン酸化変
動を解析し、細胞のリズムと異なる表現
型を示すものをスクリーニングした。 

② 細胞と試験管内で表現型の異なる kaiABC
変異体の試験管内の時計の性質と、細胞
における Kai タンパク質の動態や温度と
光条件の概日リズムに対する影響を解析
した。 

（２）転写翻訳を阻害しても試験管内におい
ても、KaiC のリン酸化は概日振動をする。し
かし、シアノバクテリアは現実には光を浴び
て生育しており、その時は kaiCは転写活性、
mRNA の蓄積、KaiC 合成速度、KaiC の分解、
細胞内における局在にリズミックな変動が
観察されている。これはどの遺伝子について
も観察される現象ではなく、マイクロアレイ
解析から、シアノバクテリアの遺伝子の中で
概日リズムをもって mRNA が蓄積するのは
10％程度であることが解っている。そのため、
これらのリズムは概日時計を制御するため
に積極的な意味を持っていると考えられる。
そこで、転写翻訳フィードバック制御の生体
内の時計における意義の解明を行った。 
① 細胞内においてリン酸化サイクルを阻害

し、リン酸化サイクルのないと概日リズ
ムが生じるかを検証し、転写翻訳フィー
ドバック制御が概日時計に機能的重要性
を持っているかを調べた。KaiC のリン酸
化を促進する kaiA を過剰に発現する
kaiA 過剰発現株を用いて KaiC のリン酸
化サイクルを阻害、もしくは自己リン酸
化活性が損なわれている kaiC[ K294H]変
異体、KaiC の自己リン酸化部位のアミノ
酸置換変異体 kaiC [S431E;T432E]変異体
において細胞の概日リズム表現型を発光
レポーターによる遺伝子発現、ウエスタ
ンブロッティングによるタンパク質発現
解析をおこなった。 



② 転写翻訳フィードバック制御はリン酸化
サイクルとどのようにカップリングして
いるのか、機能分業が行われているのか
を、野生型細胞と KaiC のリン酸化を促進
するkaiA過剰発現株および試験管内再構
成系に対して擾乱を与えることで解析し
た。 

 
４．研究成果 
本研究は、再構成系で得られた知見をふまえ
て、細胞の時計システムの構造を解析し、以
下の成果を得た。 
（１）細胞で働く概日時計と試験管内で動く
振動体 KaiC リン酸化サイクルの違いの発見 
 試験管内と細胞の時計の相違点を比較し、
細胞の概日時計に特異的な反応を探索し、生
体内の時計システムにとって必要な要素を
同定するため、試験管内と細胞で表現型の異
なる kaiABC 変異体の探索を行った。これま
でに同定されていた様々な表現型を示す
kaiABC変異体から数個選び、変異型 Kai タン
パク質を大腸菌発現系で精製を行い、試験管
内で表現型を解析したところ、細胞と異なる
変異体が得られた。 
（２）転写翻訳フィードバック制御の生体内
の時計における意義の解析 
 リン酸化サイクルは転写翻訳フィードバ
ック制御がなくても概日リズムを生み出す
ため、転写翻訳フィードバック制御ではなく
リン酸化サイクルが概日時計機構の本質で
あると考えられてきたが、シアノバクテリア
の細胞内において KaiC のリン酸化を促進す
る KaiA を過剰に発現することによって KaiC
リン酸化サイクルが阻害される kaiA誘導株
を用いて概日リズムの表現系を観察した結
果、遺伝子発現に概日リズムが存在すること
を発見した（図１）。 
 さらにリン酸化修飾がおこらない KaiC 変
異体 KaiC [S431E;T432E]を用いた解析から、
リズム形成と kaiC 遺伝子発現のフィードバ
ック制御には KaiC のリン酸化が必要ではな
いこともわかった。これらの結果は、リン酸
化サイクルはシアノバクテリアにおいて概
日リズムを形成するための唯一の振動体で
はなく、転写翻訳フィードバック制御と協調
して細胞にリズムをもたらしていることを
示している。 
 さらに、KaiA 過剰発現株を用いて解析を行
った結果、細胞の時計では、リン酸化サイク
ルと転写翻訳のフィードバック制御が両方
とも存在しないと、振動周期が短周期化し、
さらに振動は安定性を欠くことがわかった。
この結果から、概日時計機構は時計タンパク
質 KaiA, KaiB, KaiC を基盤とする二つの振
動発振機構が存在し、それらが協同して機能
することで安定で正確な概日リズムが維持
されることがわかった。 

図１ KaiC リン酸化サイクルがなくても概

日リズムは持続する 
A, B) KaiA を誘導すると KaiC リン酸化サク
ルは阻害された。A.模式図、B.ウエスタンブ
ロッティングによって KaiC のリン酸化状態
を検出し時間変化を測定した。C)KaiA 誘導株
における遺伝子発現の時間変化を測定した
ところ、明らかな概日リズムが検出された。 
 
（３）KaiC リン酸化サイクル概日時計の備え
るべき性質（約２４時間周期のリズムの自律
振動性、環境同調、周期の温度補償性）をす
べて備えている。しかし、細胞は KaiC リン
酸化サイクル単一ではなく転写翻訳フィー
ドバックループとの二重の振動発振機構を
持っていた。これは、『生物』の時計は互い
に補い合う複数の振動体が必要であること
を示唆している。真核生物では転写翻訳フィ
ードバックによって概日時計が動くと考え
られているが、細胞なかで概日リズムを正確
に安定に維持するためには、シアノバクテリ
アで発見された複数の振動体機構が生物に
共通して存在することが考えられる。多くの
生物で概日時計の研究は進んでいるが、二つ
の振動システムが概念モデルではなく時計
タンパク質を基盤として実在すること、また
その意義を示したのは本研究の大きな成果
である。本研究の成果をもとに、他の生物を
用いては困難な概日時計システム全体の分
子レベルでの解析を細胞および試験管内再
構成系を用いて行い、概日時計の仕組みを明
らかにし、活用していくことが期待できる。 
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