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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を用いて試験管内で再構成できる．中で
も KaiCの ATPase活性は概日リズムの周期を規定しており，温度補償されている．本研究で
は KaiCの ATPase活性が広い温度レンジの下でも安定的にリズムを生み出すメカニズムを明
らかにするため，温度ジャンプ時の ATPase活性の挙動を調べると共に，概日リズム異常型の
KaiC蛋白質を精製し，野生型 KaiC蛋白質との挙動の差異を生化学的に解析した．その結果，
温度ジャンプ時の ATPase活性は一過的に上昇するが，即座に抑制される過渡応答が見られた．
また，温度補償異常型では過渡応答が見られなかったことから，KaiC は ATPase 活性を用い
た分子内フィードバックにより，周期の温度補償性を獲得し，その機能には C2 ドメインが重
要な働きを担うと考えられた． 

 
研究成果の概要（英文）： 

The circadian clock comprises three clock proteins named KaiA, KaiB, and KaiC. The ATPase activity 

of KaiC defines the period of circadian rhythms in vivo and vitro and has an essential circadian 

characteristic of temperature compensation. In this study, we show how the ATPase activity of KaiC 

keeps the period of circadian rhythms constant across broad range temperature functions. When an 

ATPase reaction of KaiC are initiated by a temperature jump from on-ice to 45 °C, the ATPase activity is 

elevated instantaneously, and soon repressed by an intramolecular feedback in itself, but nevertheless the 

ATPase activity in KaiC mutant that lose the characteristic of temperature compensation of the period do 

not show this attenuation as KaiC-WT showed. We presumed that KaiC has an intramolecular feedback 

mechanism using ATPase activity of C2 domain in itself, which keeps the period of circadian rhythms 

constant across broad range temperature.   
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１．研究開始当初の背景 

シアノバクテリアのような原核生物から
我々哺乳類をはじめとした高等真核生物まで
ほとんどの生き物には昼夜の環境変動に適応
するために内因性の測時機構である概日時計

が備わっている．この概日時計は植物の葉の
就眠運動や開花，動物の睡眠覚醒や季節性繁
殖等，様々な生命現象を司っていることが知
られている．これらの生命現象の存在は古く
から知られており，様々な概日リズム異常変
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異体が報告されてきた．その中で90年代初頭
から分子生物学的手法が発展してきたことに
より，様々な生物において概日リズムを刻む
ための必須遺伝子（時計遺伝子）がクローニ
ングされた．  

シアノバクテリアにおいても時計遺伝子
kaiA, kaiB, kaiCがクローニングされ，kaiAが
kaiCの発現を促進し，kaiCの発現は自身の発
現を抑制したことから，転写・翻訳のフィー
ドバック制御こそが概日時計の本体であると
長年考えられてきた．しかし，2005年になり， 

KaiA, KaiB, KaiCをATPとともに混合するだ
けでKaiCのリン酸化リズムが試験管内で再構
成できたことから，シアノバクテリアのリズ
ム情報はこれら３つの蛋白質に内包されてい
ることがわかってきた（Nakajima et al., 2005)．
再構成系の解析はさらに進められ，驚くべき
ことにKaiCのATPase活性と概日リズムの振
動数（周期の逆数，即ち時計の速さ）は正比
例し，そのATPase活性は温度を10℃変えても
ほとんど変わらず，概日時計の最大の特性で
ある周期の温度補償性を保有していることが
わかってきた（Terauchi et al., 2007）．この事
実はKaiCが時の長さ（周期）を測りとってい
ることを示している．よって，私はたったひ
とつの蛋白質KaiCの中にこそ全ての時間情報
が内包されているのではないかと考えるに至
った． 

 

２．研究の目的 

本研究ではKaiCのまだ明らかになって
いない分子に内包した時間決定機構，そして
概日リズムの最も重要な性質である温度補償
性のメカニズムを明らかにする．これまでに
KaiCの様々な長さの周期変異体が同定されて
いるが，ほとんどの変異体のATPase活性は温
度を10°C変えても低いものは低く，高いもの
は高い状態で温度補償されている．この現象
を説明するには，KaiC の中に何らかの強い復
元力(バ ) が存在すると考えるとわかりやす
い．KaiCは温度に非依存なのではなく，温度
に応じてそのATPase活性は増加するが，そこ
で生まれたエ ルギーは自身のバ の強さに
応じてATPase活性を抑制し，温度が変わって
も，一定の緊張状態で平衡を保っているのだ
ろう．このような仕組みをフィードバック制
御と呼び，ATPase活性の高いKaiCは強く，低
いものは弱い復元力を持つことで一日の活性
を平衡状態に保っているのかもしれない．復
元力とは何だろうか？一つの可能性として，
加水分解によって生じたエ ルギーを使う事
によってKaiCの6量体が構造変化する可能性
が考えられる．このATPase活性に応じた動的
な構造変化の分析は近藤グループの他の研究
者が着々と進めている．よって，私はこれま
でに報告された様々な周期や温度補償の変異
型KaiC蛋白質を精製し，温度のような外乱を

受けても，KaiCの中には一定のATPase活性を
保つための復元力が存在し，KaiCがRecAをは
じめとした他の一般的なATPaseには無い，温
度補償および周期の決定を分子内のフィード
バック制御により行っていることを明らかに
する． 

 

３．研究の方法 

１）KaiCに温度刺激を与えた時の短時間での
ATPase活性の反応速度の解明 

 

予備的な研究としてKaiC蛋白質を氷温
から温度ジャンプさせた時のATPase活性の変
動を調べた．その結果，氷上から45°CにKaiC

を移した最初の1時間の活性を調べた場合，
45°Cでの活性は30°Cの活性の2倍まで上昇す
ることがわかった．45°CでATPase活性が倍に
なるのなら ，KaiCのリン酸化リズムの周期
は半分にならなけれ いけない．しかし，45°C

にしてもKaiCのリン酸化・脱リン酸化リズム
の周期はほとんど変わらないことが報告され
ている（Yoshida et al., 2008)．よって,申請者は
温度を低温から高温に温度ジャンプした時の
ATPase活性の経時変化を調べた.その結果，
4°Cから各々の反応温度に移すと温度依存的
に定常状態の約2倍程度までATPase活性が上
昇し，その後，定常状態（10ATP /day/ KaiC）
まで下がった．この結果はKaiCのATPase活性
は温度補償されているが，温度を上げた瞬間
の活性は温度依存し，非常に速い速度でフィ
ードバック制御を受ける事を示している．そ
こで私は従来より時間分解能の高い手法を用
いて，KaiCのATPase活性の温度に対するより
詳細な反応速度を調べる. 

 

２）周期の温度補償性に異常を示す変異体の
温度に対するATPase活性の反応速度の解明 

 

これまでに，周期の温度補償性に異常を
示すKaiC変異体がいくつか報告されている．
これらは温度が10°C上昇するとATPase活性
が2倍強に増加し，一般的な酵素反応と同様の
挙動を示す．これらの変異体を用いて温度を
変化させたときにATPase活性がどのような挙
動を示すか調べる．さらに，温度補償変異型
は野生型と比べても30°CでのATPase活性が
高いので，RI を用いた手法と同時にHPLCを
用いてATPase活性をモニターし，野生型のデ
ータや温度補償性を持たないATPase (RecA)

のデータと比較する事によって，温度補償の
要因がKaiCに内在するフィードバック制御で
あることを示す. 

 

3）周期異常変異体の温度に対するATPase活性
の反応速度の解明  

 



 

 

次に，周期長の異なるKaiC蛋白質に内包
された分子内フィードバックの強さを確かめ
るために，様々なKaiC周期異常変異体の温度
に対するATPase活性の変化を測定し，KaiCが
内包する時間成分がフィードバック制御によ
り生まれることを示す．短周期型（ATPase活
性が高い）変異体ではより強く，長周期型
（ATPase活性が低い）変異体ではより弱く復
元力が働き，ATPase活性を瞬間的に高めてか
ら定常状態へと戻る速度に差が現れることが
予想される． 

 

４）KaiCを構成するC1およびC2の寄与 

 

KaiCは相同性の高い二つのドメインか
ら構成されている．これらはどちらにも ATP

の結合サイトが存在するが，リン酸化サイト
は C2ドメインに存在する．さらに，C1ドメ
インのみの ATPase活性を測定すると，全長
の活性の 80%程度の活性を示したことから，
KaiCの ATPase活性のほとんどは C1が担っ
ているものと考えられる．そこでこれらの変
異体を作成し，各々のドメインがどのように
寄与してKaiCのATPase活性が一定に保たれ
ているのかを解明する． 

 
４．研究成果 
1）KaiCに温度刺激を与えた時の短時間での
ATPase活性の反応速度の解明 

 

RIの自然分解で生じる遊離のリン酸基
を除去することにより，分単位での ATPase

活性の変化をモニターすることを可能にし
た．氷温から高温に KaiCを温度ジャンプさ
せると，温度変化直後はその温度に比例して
活性が上昇するが，温度に関わらず一定の速
度を保って野生型独自の ATPase活性
（10ATP/day/KaiC）まで抑制された．このこ
とは外乱に応じて ATPase活性が上昇しても
そこで生まれたエ ルギーが自身の ATPase

活性に対して抑制的に負のフィードバック
が働いていることを示している．また，
ATPase活性に対して負のフィードバックが
働くことから，KaiC自身が単独でも概日リズ
ムを刻める可能性を示唆している． 

 
２）周期の温度補償性に異常を示す変異体の
温度に対するATPase活性の反応速度の解明 

 

周期の温度補償性の異常型 KaiC蛋白質
を精製し，ATPase活性を測定したところ，そ
の活性は野生型とは全く異なるものであっ
た．まず，野生型では温度補償性が働くので
反応温度を 10˚C変化させてもATPase活性も
周期もほとんど変化しない．しかし，この温
度補償変異型蛋白質は温度に依存して
ATPase活性が増大し，その活性は振動数に対

して正比例することがわかった．さらに，温
度ジャンプ時の ATPase活性の変動をモニタ
ーすると，野生型で見られたフィードバック
制御がほとんど失われているように見られ
た．温度補償性を持たない RecAについても
調べてみると同様にフィードバック制御は
見られなかった．このことは温度補償性の維
持にフィードバック制御が必須なことを示
唆している． 

 

3）周期異常変異体の温度に対する ATPase活
性の反応速度の解明 

 
短周期から長周期型の KaiC変異体を精

製し，温度ジャンプ実験を行った．それら
各々の定常状態の活性までの緩和速度を調
べると，当初の予想通り，変異型固有の周期
に応じて活性の高い（短周期型）ものは速く，
低い（長周期型）ものは遅く，緩和速度が変
化し，周期と緩和速度に一定の相関が見られ
た．このことは フィードバック制御のかか
る速度のずれが発振周期の長さを規定して
いる可能性を示唆している． 

 
４）KaiCを構成するC1およびC2の寄与 

 

KaiCの ATP結合サイトの変異体や C1

を精製した．C2の精製も試みたが，6量体を
構築できないため，KaiCとしての解析に不適
だと判断し，解析から除外した．これらの活
性の温度補償性を調べてみると，C1蛋白質は
全長に比べて温度補償性に欠陥が生じるの
にも関わらず，C1の ATP結合部位の欠損変
異体では全長に比べて活性は下がるものの，
温度補償性はほとんど維持されていた．この
ことは温度補償性の維持にC2のATPase活性
が重要なことを示唆している．また，温度ジ
ャンプ実験を行ったところ，温度補償性に欠
陥のある C1蛋白質はほとんどフィードバッ
ク制御が失われていた．以上の結果は 

ATPase活性のジェ レーターとしては C1が
ほぼ全てを担うが，その活性の制御装置とし
て C2が働き，フィードバック制御が維持さ
れることにより，振動体としての機能を KaiC

が獲得していることを示唆している．  
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