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研究成果の概要（和文）：	 

概日時計は生命の活動を地球の昼夜サイクルに正確にフィットさせている。その仕組みは細胞

の遺伝子発現制御によると考えられていたが、シアノバクテリアの３つの Kai 蛋白質は試験管

内で安定した２４時間周期の概日リズムを示し、その周期と温度補償性は KaiC の ATPase 活性

が規定している。本研究ではこの時計蛋白質に埋め込まれた概日時計のメカニズムを解明し、

その最終的理解を得るため、突然変異体を利用した KaiC の生化学的解析と構造生物学的解析を

おこなった。その結果、KaiC が機械式振子時計のように時を刻んでいる新たな概日時計のモデ

ルを提案することができた。さらに真核生物の概日時計についても同様な可能性を検討してい

る。	 

 
研究成果の概要（英文）：	 

Circadian	 clock	 fit	 metabolisms	 of	 living	 cells	 with	 the	 day-night	 cycle	 of	 the	 Earth.	 	 

The	 basic	 mechanism	 of	 the	 circadian	 clock	 has	 been	 assumed	 to	 the	 autoregulation	 of	 clock	 

gene	 expression	 in	 the	 cell.	 	 However,	 three	 Kai	 proteins	 of	 cyanobacteria	 generate	 

precise	 and	 stable	 24	 h	 rhythm	 by	 mixing	 three	 proteins	 with	 ATP	 in	 the	 test	 tube.	 	 In	 

this	 project,	 we	 focused	 on	 biochemical	 and	 structural	 analyses	 of	 KaiC	 and	 its	 clock	 

mutants	 to	 elucidate	 the	 timing	 mechanism	 installed	 in	 the	 clock	 protein	 KaiC.	 We	 found	 

that	 KaiC	 ticks	 time	 by	 coupling	 harmonic	 pacemaker	 with	 driver	 oscillator	 by	 the	 

escapement	 mechanism,	 which	 can	 be	 found	 in	 the	 mechanical	 pendulum	 clock	 or	 classical	 

watches.	 	 We	 are	 proposing	 the	 new	 clock	 model	 for	 circadian	 clock	 and	 surveying	 similar	 

mechanisms	 in	 eukaryotic	 clock	 system.	 
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１．研究開始当初の背景 
我々が腕時計を利用するように、動物や植物
あるいは微生物も概日時計を利用して地球
上の昼夜環境下で効率的な生活を実現して
いる。概日時計は「時計」として機能するた
めの特性を備えており、我々ヒトも含め、生
命が進化の過程で獲得した生命活動調節の
ための細胞内基本装置である。本計画では試
験管内で３つの Kai 蛋白質と ATP によって再
構成される概日時計を利用し、概日時計の最
も根源的な発振機構を解明し、さらに広く蛋
白質の情報を処理する機能を解明すること
を目的とする。	 
	 
２．研究の目的 
（１）シアノバクテリアの時計蛋白質 KaiC
の活性を様々な変異体で解析し、この蛋白質
に潜む、安定した概日振動発生機構を解明す
る。	 
（２）生命がいかにして２４時間という地球
の自転周期を蛋白質分子内に記憶したかを
蛋白質構造をもとに理解する。	 
（３）原振動の解明を基礎として、細胞内で
どのように多くの生理機能の時間的統合が
実現されているかを,六量体の機能として解
明する。	 
（４）真核生物で同様の可能性をさぐる。	 
	 
３．研究の方法 
本計画は時計蛋白質の生化学的活性解析、物
理化学的機能解析と構造生物学（X 線構造解
析）を組み合わせ、時計機能の理解を目指す
が、生理学的解析を基礎とした変異体の利用
も積極的に進める。図の作業モデルに従い、
以下の解析を行った。	 
	 
（１）KaiC の活性の
解析に基づく時計
モデルの検証。高感
度 ATPase 活性測定
で KaiC の ATPase 活
性の時間的特性を
解 析 し 、 KaiC の
ATPase 活性と概日
周期との関係を明
らかにする。またリ
ン酸化サイクルと
ATPase の共鳴によ
る自励振動発生の
検証めざす。	 
（２）KaiC-蛋白質時計の構造生物学的機能
解析。新規の結晶化技術を導入し、KaiC 時計
蛋白質のＸ線結晶構造解析を可能として、多
くの変異体も含め、構造と機能の相関を解明
する。	 
（３）細胞システムの時計機構の基礎として

Kai 蛋白質の持つ同調機構を明らかにする。	 
（４）KaiC の解析をもとに真核生物の未知の
ATPase を探索し、その周期の決定の可能性を
探る。	 
	 
４．研究成果 
（１）ペースメーカーKaiC	 ATPase の機能	 
	 極めて弱い（10-20	 ATP/day/KaiC）KaiC の
ATPase をできるだけ高い時間分解能で測定
することが最初の困難な課題であった。さら
に KaiC の CI と CII の ATPase は異なる機能
をもっており、この２つの活性を分別するこ
とも必要であった。当初、32P による測定を試
みたが、測定操作や放射能の自己分解などに
よる誤差が障害となり困難であった。そこで
超高速高分離液体クロマトグラフ(UPLC)を
導入し、測定条件を厳密に制御することによ
り、２つの活性を分別する測定精度を得た。
さらに温度などの測定条件を再現性よく行
う装置も自作し、CI と CII の活性を分別し解
析する可能性が生まれた。この方法により時
計機構の進行（位相変位）と相関する ATPase
活性変動を詳細に解析した。	 
	 この方法を集中的な KaiC 変異体のスクリー
ニングから得られた多数の周期変異体、CI と
CII の相関を司る脱進器機構の変異体、およ
びリン酸化サイクルの KaiA 依存性変異体の
解析を進め、KaiC 蛋白質による時計機構のモ
デルを提案できる実験的成果が得られた。一
方、リン酸化や脱リン酸化反応の時間経過を
生化学的手法で追跡し、CII ドメインの
ATPase 活性がリン酸化・脱リン酸化反応を進
めるための重要な素反応であることを示し
た。	 
	 
（２）リン酸化サイクルとの共役メカニズム
の解析とモデリング	 
	 リン酸化や脱リン酸化反応の時間経過を
生化学的手法で追跡し（論文 10）、CII ドメ
インの ATPase 活性が脱リン酸化反応を進め
るための重要な素反応であることを世界に
先駆けて示した（論文 6）。従来、ATPase 活
性は CI リングに局在すると考えられてきた
が、本発見によって、両リングで機能する
ATPase 活性の共役を解き明かすことが次の
重要な課題として位置づけられることとな
り、今後格段の発展をもたらすものと期待さ
れる。これらの成果は以下に述べる構造生物
学的成果と合わせ、概日時計研究の一里塚で
あると位置付けている。	 
	 なお、生物発光による変異体のスクリーニ
ングは様々な方法で継続しており、これまで
に周期４−５日の超長周期変異体や脱進器機
構に影響する変異体などが得られており、今
後の解析に手がかりになると期待している。
また、Kai 蛋白質を異なる蛍光色素で標識し、

 



 

 

蛍光相関分光法を用いて相互作用の様式や
安定度をリアルタイム計測し、リン酸化サイ
クルと Kai 蛋白質の離合集散ダイナミクスを
解明した（論文 9）。この成果は、細胞内にお
ける蛋白質時計の機能を解析するために重
要である。	 
	 
(３) 24 時間を記憶するメカニズム	 
	 	 －概日時計の構造生物学－	 
６量体 KaiC の機能発現機構を理解する上で、
単量体化した KaiC を利用することの重要性
が指摘されてきたが、ヌクレオチド除去によ
り得られる単量体 KaiC が溶液中で極めて不
安定であることが技術的な問題となってい
た。我々は、単量体 KaiC の安定性を高める
溶液条件をスクリーニングし、２種類のアミ
ノ酸（グルタミン酸およびアルギニン）を含
むリン酸バッファー中で単量体 KaiC が安定
に存在しうることを突き止めた（論文 5、
BIOPHYSICS	 2015）。さらに、ATP を加えて再
構成された６量体 KaiC が単量体化を経てい
ない６量体 KaiC と同一の機能を保持してい
ることを、X 線小角散乱などの物理化学的手
法を用いて示した。本成果は KaiC の ATPase
活性、および自己リン酸化/自己脱リン酸化
活性の前定常状態解析に向けた技術基盤と
なった。	 
	 そこで分子科学研究所に結晶構造解析に
取り組むための諸設備を導入し、構造解析に
向けた準備として Kai 蛋白質および各種変異
体の調製方法を最適化した。CI リングについ
て、２オングストロームを切る高精度の構造
解析を行い、「遅さ」の構造基盤および分子
科学的起源を突き止めた（論文 4、Science,	 
2015）。本成果は学術的インパクトが高く、
「KaiC が太古の地球のリズムを如何にその
内に取り込み、今日まで保持・進化させてき
たか」という時間生物学における最終回答に
迫るものであり、専門家から一般市民まで幅
広く支持されるものと考えられる。また、高
精度蛍光計測システムを用いて KaiC の CI ド
メインの概日揺らぎを計測し、その動的な構
造変化をアミノ酸レベルで計測した。その結
果、上記の結晶構造解析で観察されたような
構造変化が溶液中で実時間計測され、これま
での構造生物学的観察を支持する結果が得
られた。	 
	 
(４) 細胞内における KaiC 時計の機能	 
	 単独で安定に発振する Kai 蛋白質時計も、
細胞内では種々の因子とのカップリングを
介して計時機構に影響を受ける。たとえば、
我々は、Clp プロテアーゼファミリーである
clpP1、clpP2、clpX	 をシアノバクテリア中
でノックアウト、また clpP3 を過剰発現する
と、いずれも時計が長周期化することを発見
した（Bacteriol.	 2013）。	 
	 他方、KaiC 自身は細胞内での雑音に対して
頑強に設計されていることが示唆された。す
なわち６量体を形成している個々のサブユ

ニットの間には、リン酸化状態を介してお互
いの状態を監視・伝達するような仕組みが存
在し、６量体 KaiC の全体としての活性が頑
強となるよう制御していることが明らかに
なった（論文７、Nature	 Comm.	 2013）。	 
	 
(５) 真核生物の概日時計	 
	 平成 24-25 年度より、KaiC 様 ATPase の蛋
白質群を哺乳類の cDNA ライブラリから１次
スクリーニングしてきた。ATPase 活性を指標
としたスクリーニングからは、KaiC のように
低い ATPase 活性を有する候補が複数見出さ
れた。これらの候補について、RNAi による抑
制等の手法を用いて時計機能への影響を検
証したが、劇的な表現系を示すクローンは得
られていない。スクリーニング指標や条件を
再検討し、平成 27 年度以降も真核生物の蛋
白質時計のスクリーニングを続けたが、これ
までの基本的な問題点は候補蛋白質の精製
が high-throughput な方法では不十分であっ
たと考えている。そこで今後は、個別に精製
し、特異な ATPase 活性の正確な検定を、行
い、候補蛋白質を絞りたいと考えている。	 
	 
(６) ATPaseの新たな機能	 「遅く」、「安定」、
かつ「秩序」ある KaiC の非凡な機能が、蛋
白質という軽く柔軟な素材によってどのよ
うに実現されているのか――、これを学問と
して取り組むべき課題や問題点について物
理化学的に考察して総説として発表した（論
文 11、Cell.	 Mol.	 Life.	 Sci.	 2012）。この
検討は今後、分野として扱うべき課題や研究
の方向性をシアノバクテリア以外の時間生
物学者に向けて発信するものであり、また同
時に真核生物における時計のスクリーニン
グ指針の策定などにも貢献するものである。	 
	 
（７）最終年度の展開と今後の研究について	 
最終年度は極めて低いが安定性の高い
ATPase 活性の詳細な解析を中心に研究を展
開した。前年度の測定法の改善によりこの活
性を再現性良く測定することを可能とした
が、測定できるのは２つの ATPase 活性の和
であり、相互作用の解明には分別して測定す
ることが不可欠である。２つの活性を変異導
入により調整してそれぞれを測定すること
が良く行われるが、KaiC のように計時機構が
相互作用に深く依存している場合には、この
方法で分別することはできない。しかし、２
つの成分は異なった温度感受性をもつこと
が期待できるので、我々は様々な温度条件で
波形を正確に評価することで２つの成分の
分別を試みた。その結果、２つの ATPase 活
性はペースメーカーとして機能する調和振
動とリズムの駆動装置としてのリン酸化サ
イクルを生じる緩和振動として評価できる
ことを示した。この成果は概日振動の正確な
周期発生機構と全体を駆動する振動発生機
構を説明することを可能とし、概日時計のデ
ザインについて新たなモデルを提案するこ



 

 

ととなった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 一方、2016 年度までの研究活動を通して、
N 末端ドメイン(CI)の高分解能 X 線結晶構造
解析を実施し、KaiC の固有振動数と密接に関
係している ATPase 活性の制御機構について
詳しく検証してきた。結晶中での構造変化が、
より生理的な溶液中における KaiC のリズミ
ックな運動とどのように対応するかを調べ
るため、KaiC の高感度蛍光計測を実施した。
その結果、６量体リング内径側で ATP 加水分
解に連動した主要な構造変化が起こる一方
で、外径側は ATP 近傍の小規模な構造変化に
とどまることが明らかとなり、結晶構造解析
から示唆されていた ATP 加水分解機構を支持
する内容であった。これらの成果は本研究の
主要な２つの目的に対し大きな進展をもた
らしたものである。	 
	 
本プロジェクトの継続について	 
特別推進研究終了後は以下の２つのプロジ
ェクトが採択されており、引き続き分担・協
力して研究を継続している。蛋白質の生化学、
物理的機能および原子構造の解析に基づき、
様々な生命現象の新たな定量的な理解を追
求していきたい。	 
	 
○1 基盤研究(A)	 KaiC 概日時計の動作プログ
ラム：２つの ATPase の協働の生理・生化学
的解析	 2017-2019 年度	 
代表	 近藤孝男	 名古屋大学	 
	 
○2 基盤研究(S)	 統合的多階層アプローチに
よるシアノバクテリア生物時計システムの
新展開	 2017-2021 年度	 
代表	 秋山修志	 分子科学研究所	 
分担	 近藤孝男	 名古屋大学	 
	 
論文発表について	 
この報告で記載したように、本プロジェクト
の研究は KaiC の ATPase 活性の解析を基礎と
して展開した。その成果は KaiC による機械
式概日時計モデルを強く支持するものであ
った。この成果は多くの研究者の注目すると
ころとなり、内外で多数の招待講演をする機
会を得た（学会発表参照）。聴衆の反応はつ
ねに大変肯定的であったが、しかし、論文と

して発表するにはいくつかの困難があり、難
解であるとの評価もあった。無論、原稿の不
十分さも認めなければならないが、新たなモ
デルが既存の分子生物学的パラダイムを大
きくはみ出していることが主要な原因だと
考えている。このため、モデルの支持するデ
ータをより具体的に準備し、モデル全体をま
とめて提案することが必要であり、そのよう
な形で、成果をまとめて発表すること計画し
ている。すでに、新たなデータとモデルを加
えた KaiC を核にした機械式時計モデルの目
処がついたので、早急に投稿したいと考えて
いる。論文は紹介することはここではできな
いが、我々のモデルを解説した小文を添付し
ておく。これは最近（2017 年 12 月）に行っ
た講演の解説である。	 
	 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	 
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