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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアの概日時計はKaiA, KaiB, KaiCと呼ばれる3種類のタンパク質によ
って構成されている。概日時計は温度によって周期長が変化しない性質(温度補償性)を持つことが知られている
が、圧力やpH、有機小分子に対する応答については知られていない。我々は、1気圧下で22時間である周期長が
200気圧下14時間、400気圧で11時間まで短縮すること、ATPase活性が加圧によって上昇したことが要因と解明し
た。また、ATPase活性は、遷移状態で体積が収縮することを見出した。周期長変異体KaiC-R393C、F470Yの圧力
応答も観測し、周期長やATPaseの活性化体積の違いを解明した。

研究成果の概要（英文）：Despite broad-scale adaptations of organisms across domains (from bacteria 
to animals) to various environmental conditions such as temperature, pressure, pH, and salt 
concentrations, the circadian clock is a shared characteristic as a fundamental timing device. 
However, the detailed molecular mechanism of each autonomously operating circadian clock remains 
unclear. The circadian clock of cyanobacteria is controlled by three proteins, KaiA, KaiB, KaiC, and
 ATP. While the circadian rhythm is inherently robust to temperature change, we found that KaiC 
phosphorylation cycles were accelerated from 22 h at 1 bar to 14 h at 200 bar and to 11 h at 400 
bar, decreasing circadian-period length. This reduction resulted from pressure-induced enhancement 
of KaiC ATPase activity and allosteric effects. This relashionship was also investigated in the KaiC
 mutants, R393C and F470Y.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 概日時計　シアノバクテリア　高圧　ATPase
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトを含めた地球上の生物は地球の自転に同調した生物リズムを有する。本研究では、最も構造生物学的研究が
進んでいるシアノバクテリアの概日時計をモデルとして、その圧力効果を調べた。概日時計は３つのタンパク質
KaiA, KaiB, KaiCとATPからなり、KaiCのリン酸化脱リン酸化のサイクルが約24時間の周期を示す。加圧により
周期長が短縮すること、短縮はKaiCの有するATP加水分解活性(ATPase活性）の上昇と相関があることを見出し
た。活性化体積が負であること、つまり反応の遷移状態で体積が収縮することを示す。深海（高圧）など極限環
境での生命現象の理解やその環境適応についての知見となる。

※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 

生命の生息環境の多くは、深海や地中など１気圧以
上であるのに対し、生命の圧力に対する応答は、温度
応答に比べ著しく未解明である。概日時計は種により
異なるタンパク質が関わっているが、地球の自転に同
調した 24 時間という遅い自律的周期を形成し、生理
温度付近（25 ℃〜40 ℃）で周期長が変化しない「温
度補償性」という共通した特徴を持つ。シアノバクテ
リアの概日時計は KaiA-KaiB-KaiC の３つのタンパ
ク質と ATP から成り、試験管内でも概日時計を刻む、
まさにタンパク質時計である（Nakajima ら Science 
2005）（図 1）。応募者は、この概日時計が圧力に脆弱
であることを発見した（100 気圧あたり 3.8 時間周期
長が短縮）。KaiC リン酸化周期について、短周期や長
周期を示す周期長変異体は複数報告されているもの
の、野生型で周期長を極端に短縮した例は初である。 
研究課題の核心をなす学術的な「問い」は、生物の

概日時計（システム、個体）と周期長を制御する酵素
活性（分子）に圧力補償性があるのか？である。 
 
２．研究の目的 
生物の概日周期には広く温度補償性が知られているが、圧力に対する情報は皆無である。圧力

補償性はあるのか？という疑問が本研究に至った発端である。熱力学的には、圧力可変実験は体
積情報を与える。分子の体積変化は、構造変化とも密接に関係するため、時計制御機構の解明に
有効な情報になると考えた。圧力軸実験の特徴：①平衡定数の圧力依存性は、状態間の部分モル
体積差（ΔV）の情報を与える。②反応速度定数の圧力依存性は、活性化体積(ΔV≠)の情報を与
える。圧力という独創的切り口で、概日時計研究に新たな情報を提供することが目的であり、類
似の報告例はなく高い独自性がある。生命現象の圧力応答は、温度応答に比べ未解明な点が多い
ため、学術的新規性が高く、新たな科学技術につながる可能性を秘める。例えば、シアノバクテ
リアを含む藻類（クロレラ、ユーグレナなど）は、健康補助食品や工業原料として用途拡大され、
光合成を利用したバイオ燃料や水素生産の研究がされている。概日周期の圧力による制御は、微
生物を利用した効率的な物質生産につながる可能性がある。また、ヒトを含めた哺乳類では、力
を感受するイオンチャンネル（Piezo1, Piezo2）も見つかっている。細胞の力学/圧力応答はメカ
ノバイオロジーとして学術的な発展を見せており、応用研究や新しい技術開発につながる可能
性がある。 
 
３．研究の方法 
<タンパク質試料の調整＞ 
大腸菌を用いてシアノバクテリア(Synechococcus elongatus PCC 7942)KaiA, KaiB, KaiC タン
パク質を発現させ、Strep-tactin Sepharose カラム、Superdex 75PG26/60 カラムを用いて精製
した。濃度検定はブラッドフォード法を用いた。緩衝溶液は 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)で、KaiA, 
KaiB, KaiC の最終濃度は、0.04 mg/ml, 0.04 mg/ml, 0.2 mg/ml とした。また、KaiC の CII ド
メインまたは CIドメインの ATP 加水分解活性を失活させた変異体（CIモデル、CII モデル）を
作製し、同様な手法で精製した。 
 
＜高圧蛍光測定＞ 
蛍光装置(FP-8300、日本分光)および耐圧光学セル（シン・コーポレーション）を用いて高圧下
での蛍光測定を行なった。耐圧光学セルの内部セルは石英製で、内径が 4 mm である。蛍光測定
は、キセノンランプを光源として 295 nm で励起し、340 nm のトリプトファン蛍光の時間測定を
行なった。蛍光スペクトル測定は 290-380 nm で行なった。 
 
＜SDS-Page によりリン酸化 KaiC の定量＞ 
KaiA, KaiB, KaiC（それぞれ 0.04 mg/ml, 0.04 mg/ml, 0.2 mg/ml）と 3 mM ATP をシリコンチ
ューブ内に入れ、目的の圧力と温度でインキュベートし、一定時間間隔でサンプリングし、SDS-
Page によりリン酸化 KaiC と非リン酸化 KaiC を分離し定量した。 
 
＜KaiC の ATPase 活性測定＞ 
KaiC の全長または CI, CII ドメイン（0.2 mg/ml）を ATP 2 mM を混合しインキュベートした。
一定時間間隔でサンプリングし、反応溶液を液体クロマトグラフィー測定し、生成物である ADP

 
図 1. シアノバクテリア概日時計の

模式図. 
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の濃度を定量した。ADP 濃度増加の時間依存性より kcatを算出した。ATP 過剰な条件で、見かけ
の反応速度定数を酵素濃度で割ることで kcatが算出できる（kobs=Vmax=kcat[酵素]）。kcatの圧力依存
性から反応に伴う活性化体積を求めた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 高圧蛍光測定および SDS-Page を用いたリン酸化 KaiC の定量実験から得られたリン酸化周

期長は、１気圧で 21.9±0.7 時間、100 気圧で 17.8±0.6 時間、200 気圧で約 13.2±0.9 時
間、300 気圧で約 12.8±0.6 時間、400 気圧で 11.1±0.5 時間と、加圧と共に周期長は短縮
することがわかった（表１）。 

(2) KaiC 全長の ATPase 活性を 1〜400 気圧の範囲で、CIドメイン（CII ドメインを削除）と CII
ドメイン（CI-ATPase 活性を E77Q/E78Q 変異により失活）を 1〜200 気圧の範囲で測定し、
加圧と共に全長とそれぞれのドメインで ATPase 活性が増加することがわかった（表１）。
200 気圧までの範囲の ATPase 活性の圧力依存性から活性化体積（ΔV≠）を見積もった。CII
ドメインのΔV≠は-100±30 mL/mol と CI ドメインのそれに比べ 5倍大きく、反応に伴う体
積収縮が大きい事を示唆する。X線結晶構造解析からも、CII ドメインには分子内空洞が多
いことがわかる。また１気圧における KaiC の結晶構造では、ATP に対して加水分解に関わ
る水分子の位置が反応しにくい位置にあることがわかっている(Abe et al. Science 2015)。
遷移状態では、ATP や水分子、触媒残基が反応しやすい位置をとっている可能性が高く、体
積収縮を伴うものと考えられる。高圧力下でそのような遷移状態が安定化したといえる。 

(3) KaiC のリン酸化サイクルの周期長および ATPase 活性の圧力依存性を１気圧、100 気圧、200
気圧、300 気圧、400 気圧で測定した結果を図 2 にまとめた。周期長と ATPase 活性には正
の相関があり、ATPase 活性が 1 day-1増加すると周期長が 1 h 増加する関係が得られた。
KaiC の周期長変異体で知られている相関と概ね一致する結果となった。 

 

(4) KaiC-R393C および F470Y 変異体に
ついて ATPase 活性測定を行なっ
た。1 気圧では、それぞれ 20±3 
(n=5)と 21±3 (n=4)で、200 気圧で
は23±2 (n=5)と25±2(n=4)となっ
た。200 気圧での活性増加率は
R393C と F470Y でそれぞれ 1.1 倍、
1.2 倍となった。野生型の 1.6 倍に
比べ優位に小さく、負の活性化体積
の絶対値が小さいことが示唆され
た。 

 

(5) 結論 
概日時計には温度に影響を受けに
くい性質（温度補償性）が備わって
いる。これは時計を制御するタンパ
ク質の活性が温度に依存しにくい
あるいは相殺する機能を有する事
を示唆する。一方、圧力に対しては
容易に活性が変化し周期長が変化した。圧力は、分子内空洞が大きいタンパク質に大きな影
響を与える。分子進化と分子内空洞との関係性についても今後研究展開が期待される。 

 

図 2. KaiC リン酸化サイクルの周期長と KaiC 

ATPase 活性の相関。 
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