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研究成果の概要（和文）：概日時計の温度補償性は、温度が変化しても周期長が変化しない、すなわち、振動の
速度が温度に対して一定に保持される、この特性の基盤となる分子機構については大きな謎である。本研究は、
シアノバクテリアにおける時計タンパク質KaiCが内包するATPase活性の温度補償性が担保される分子機構を明ら
かにすることを目指した。KaiCのATPase活性の測定を諸条件下で実施した。またKaiC-likeタンパク質を精製
し、KaiCの生化学的特性と比較した。温度補償性は、KaiCに特有の性質であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The temperature compensatory nature of the circadian clock is a great 
mystery regarding the molecular mechanism underlying this property, in which the period length does 
not change with temperature, i.e., the rate of oscillation is held constant with respect to 
temperature. In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanism that ensures the 
temperature compensatory nature of the ATPase activity of the cyanobacterial clock protein KaiC, and
 measured the ATPase activity of KaiC under various conditions. KaiC-like proteins were purified and
 compared with the biochemical properties of KaiC. Temperature compensatory properties were 
suggested to be unique to KaiC.

研究分野： 植物生理学、時間生物学

キーワード： シアノバクテリア　概日時計　ATPase　温度
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Kaiタンパク質による概日時計再構成系は、試験管内で時間発振可能なタンパク質による唯一の概日振動システ
ムである。動物や植物において生体内で高次な機能をもつタンパク質複合体は多く見出されているが、24時間周
期でその機能が変動するタンパク質はこれまでに知られていない。アレニウスの式に示されるように、酵素反応
の速度定数は温度が増すにつれて指数関数的に増加する。このような通常の酵素反応が適応されない温度補償性
の分子機構解明は、これまでの生化学とは異なる角度から生命現象を理解しようとするものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
バクテリアから植物、ヒトにいたるほとんどの地球上
の生物は概日時計（体内時計、生物時計）を細胞内に備
えている。概日時計は地球上の最も日常的な変化である
昼夜の変化に適応するために、生物が進化の過程で獲得
した分子機構である。概日という名が表すように、その
周期長は、現在の地球の自転周期 24 時間に調整されて
いる。 
概日時計をもつ最も単純な生物であるシアノバクテリ
アは、分子レベルで概日時計を解析できる格好の生物と
なっている。シアノバクテリアでは kaiABC遺伝子がそ
の概日時計の中核をなす 3 つの Kai タンパク質をコー
ドしている。これら３つの時計タンパク質 KaiA、KaiB、
KaiCにより in vitroにおいて ATP存在下で約 24時間
の概日振動を再構成できる（図１）。この再構成実験に
よって、時間を計測するというメカニズムがタンパク質
に組み込まれていることが初めて明確に示された。Kai
タンパク質による概日時計再構成系は、試験管内で時間
発振可能なタンパク質による唯一の概日振動システム
である[1]。生体内で高次な機能をもつタンパク質複合体
がさまざま見出される中で、24 時間周期でその状態が変
動するタンパク質はこれまでに KaiC 以外に知られてい
ない。このような精緻な時計機能をもつ機構の中に、温度
補償性の分子機構が内包されており、きわめてユニーク
な研究対象となっている 
シアノバクテリアの KaiC タンパク質（519 アミノ酸残
基）は、互いに相同な CI、CIIとよばれる 2つの ATPase
ドメインが、ヒンジ配列を介してタンデムに連結した配
列をもつ（図 2）。我々は、これまでの研究で、概日時計
の 24時間の周期長が中心振動体である KaiCの ATPase
活性という生化学的なプロセスによって決定されてお
り、この ATPase 活性に温度補償性が認められることを
見出した[2]。KaiCは、極めて弱い ATPase活性（KaiC分子が 24時間で約 12分子の ATPを加水分
解する）を示し、その活性が概日時計の速さ（振動数）に比例することから、概日リズムの発生機構が
KaiC の ATPase を分子基盤とすることを示している（図 3）。さらに、この ATPase 活性は温度変化
に対して一定である。この発見は、まったく謎に包まれていた概日時計の温度補償性の分子機構を、
KaiCの ATPase活性という一つの化学反応にまでその実体を落とし込むこととなり、その解明に向け
た大きな一歩となった。 
 
２．研究の目的 
 
前述した背景から、本研究ではシアノバクテリアにおける時計タンパク質 KaiC が内包する ATPase
活性に注目し、概日時計の周期が温度によって変化しない温度補償性の生化学的基盤を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
シアノバクテリアの KaiCタンパク質（図 2）は、ホモ六量体として作動し、2つのリング（CIリン
グ CIIリング）が重なった構造をとる。2分子の ATPがそれぞれ CIと CIIのプロトマー界面に結合
する。KaiC は、ATPase 活性に加えて、Ser431 と Thr432 に対し自己リン酸化活性と自己脱リン酸
化活性を示す。これまでに KaiCの CIドメイン側に結合している ATP が加水分解されることで、六
量体 KaiCの構造が変化することを明らかにした。また、KaiC 六量体には、Blue-native PAGE (BN-
PAGE) 法によって分離できる２つの状態が存在することを見出し、ATP 加水分解前の状態を gs 
(ground-state) 型 KaiC、加水分解後を cs (competent-state) 型 KaiC と名付け、cs 型 KaiC にのみ
KaiBが結合することを報告した[3]。 
さらに、KaiC の gs 型および cs 型 KaiC の存在比率が、反応溶液の温度によって異なっていること
を見出した。温度が高いほど、cs 型 KaiCの比率が高くなる。これらの結果から、２つの存在状態 gs

 

図1 Kaiタンパク質による概日時計再構成系 
3 つの Kai タンパク質とATP により 
24 時間周期で振動する。 
 



型 KaiC および cs 型 KaiCにおいて、ATPase活性が大きく異なっており、それらの和としての KaiC
の見かけの活性が温度非依存的になっているのではないかという仮説を得た。本研究では、この仮説
を検証するために KaiCの ATPase活性を詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1)まず KaiC タンパク質の精製方法を再検
討した。その結果、より純度の高い KaiCを
多量に精製することに成功した。また、タン
パク質標品の取扱方法や ATPase 活性の
HPLC の測定方法も改良し、新規の解析で
得られた ATPase 活性データと既存のデー
タを精査した。  
 
(2)改良したHPLCによる ATPase活性の測
定法を用いて、KaiC の ATP 加水分解量を
解析した。先行研究において、30°C におい
て KaiC の ATPase 活性は ADP 生成速度として、およそ 12~15 day-1 と報告されている。この既
報のデータ比較し、その活性 kcat は同等の値を得た。しかし、KaiC のタンパク質精製条件や反応条
件により、Km 値に違いがあることが新たに確認された。ATPase 活性の阻害様式を精査したところ、
非 Michaelis-Menten 型の反応を示唆する曲線が得られた。これらの結果から、KaiC の CI ドメイ
ンと CII ドメインがそれぞれ異なる酵素学的パラメーターをもつ ATPaseであることが示唆された。
KaiC の 2 つのドメインの相互作用が周期の温度補償性をもたらすと重要な要因であることが確認さ
れた。  
 
(3)上記の点を踏まえ、KaiCの総 ATPase活性、CIおよび CIIの各ドメインの ATPase活性を pH変
化に対して評価した。これまでの KaiABCの概日時計再構成系では用いる緩衝液は pH8.0を標準とし

ている。そこで、pH6.0から 9.0の範囲の緩衝溶液を用いて ATPase活性を検証した。30°Cにおい
て KaiC の ATPase 活性は pHが高くなると活性はやや低下したが、その変化は小さかった。また、

CIおよび CII 各ドメインも pH が変化しても活性は大きく変動しなかった。一方、KaiCのリン酸化
および脱リン酸化反応は pHにより影響を受けることがわかった。in vitroの周期長は pHにより影響

を受けるが異なった pH においても温度補償性が維持されていた。これらの結果から ATPase の温度
補償性と周期長の温度補償性に関して考察した。 
 
(4) 一方、時計タンパク質 KaiCの特性を浮き彫りにするために、KaiCに相同性の高い他生物が有す

る KaiC-like タンパク質の解析を実施した。まず、このタンパク質の温度補償性を検証するために大

腸菌内で発現させ精製した。KaiCが 6 量体を形成しているのに対して、ゲルろ過クロマトグラフフィ

ー解析において、KaiC-likeタンパク質はそれよりもさらに多量な複合体を形成していることが見いだ

された。精製したタンパク質を用いて、25℃、30℃、35℃での ATPase 活性を測定した。その結果、

温度上昇により反応速度が増加した。すなわち、KaiC-like タンパク質には温度補償性は認められず、

KaiCとは異なる性質を示すことが明らかになった。KaiC-likeタンパク質は生物時計の原型である可

能性が示唆された。 
 
(5) これらの結果から、CI と CII が分子内でゆるい相互作用をすることによって、CI の ATPaseは
CIIのリン酸化サイクルの速度を調節し、CIIは CIに調和振動を維持するためのエネルギーを与える

ことで安定な振動が持続していると考えられた。KaiCの gs 型および cs 型 KaiCの存在比率がこれら

の機構によって制御されていると考えられた。今後はこの仮説を明らかにすることが重要であると考

えられた。 
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図2 KaiCのATPase活性。KaiCのみをATPと共におき、ATPase活性を測定した。KaiCのみ
の場合はリン酸化リズムは生じていない。(A) KaiCのATPase活性は極めて低いが精密に温度補
償されている。(B) さらにこの活性は概日時計の周波数（速さ）に比例する。振動数との相関。
野生型と5つの周期変異体のATPase活性をその振動数（周期の逆数）に対してプロットした。
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図2 KaiCのATPase活性。KaiCのみをATPと共におき、ATPase活性を測定した。KaiCのみ
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図2 KaiCのATPase活性。KaiCのみをATPと共におき、ATPase活性を測定した。KaiCのみ
の場合はリン酸化リズムは生じていない。(A) KaiCのATPase活性は極めて低いが精密に温度補
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図２ KaiCのみ（リン酸化リズムは生じない）のATPase活性
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