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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアの生物時計システムにおいては，発振周期を規定する候補因子が唯一のタ
ンパク質分子（KaiC）にまで絞り込まれつつある．本研究課題ではKaiCのATPase活性の前定常状態解析を行い，その緩
和ダイナミクスと生物時計システムの周波数（周期の逆数）の相関を調べた．その結果，KaiCそのものに１日に１回振
動するための物理化学的基盤が備わっていることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：This research project aims at analyzing pre-steady-state relaxations of the 
ATPase activity of a clock protein, KaiC, which is known to be a pacemaker of the circadian clock system 
in cyanobacteria. A fine correlation between the relaxation time of KaiC alone and the clock-system’s 
frequency supports the idea that the slow ATPase in KaiC yields the circadian response frequency of 
intermolecular interactions with other clock-related proteins.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 概日時計
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１．研究開始当初の背景 
生物時計とは，地球に生息する多くの生命

が備えているタイミング制御システムで，時
計の発する約 24 時間（概日）周期のリズム
を指針に，様々な生命活動を昼夜環境サイク
ルと同調させている． 
生物時計には次の３つの特徴が種を超え

て保存されている．第一に，外界から刺激の
ない恒常的条件でも自律的に発振する（自律
的発振）．例えば，連続的な暗所もしくは明
所であっても概日周期で時を刻む．第二に，
発振周期が外界温度の影響を受けにくい（温
度補償性）．通常の化学反応が温度依存的に
加速されるのに対し，時計の周波数（周期の
逆数）は夏でも冬でも変わらず一定である．
そして第三に，光や温度といった外界のリズ
ムに同調することができる． 
シアノバクテリアの生物時計は転写や翻

訳を必要としない自律振動系を有する．すな
わち，３種類の Kai タンパク質（KaiA，KaiB，
KaiC）を試験管内で混ぜ合わせると，KaiC
のリン酸化状態が概日周期でリズミックに
変動することが知られている（Nakajima et 
al, Science 308, 414-415, 2005）．試験管内再
構成をかわきりに，生化学，生物物理学，構
造生物学など幅広い分野の研究者が発振機
構の解明に取り組み，それらの研究によって
多くの知見が得られた．しかし，タンパク質
分子という材料だけで，ゆっくりかつ安定し
た反応を実現している物理化学的な基盤は
未解明であった． 
 
２．研究の目的 
３種の Kai タンパク質のうち，KaiC に時

計のコアが秘められていることを示唆する
報告がある．第 1 に，KaiC 単独の ATPase
活性が Kai タンパク質時計（KaiA＋KaiB＋
KaiC）の周波数（周期の逆数）と相関し，か
つ温度補償性を保持している（Terauchi et al, 
PNAS 104, 16377-16381, 2007）．これは，
生物時計に共通する３つの性質の大部分を
KaiC が保持していることを意味する．また，
KaiAやKaiBがKaiCと相互作用するタイミ
ングは，ほぼ KaiC の状態（リン酸化，ATPase
など）により決定されている（Akiyama S, 
CMLS 69, 2147-2160, 2012）． 
本課題では，ATPase 活性の詳細解析を通

して KaiC の時定数（固有周波数）を検証し，
「何が 24 時間を決めているのか」という単
純明快な問いの回答を導く． 
 
３．研究の方法 
概日時間スケールの実験において，試料の

状態や活性の評価はときに何十時間から何
週間という長期間に及ぶ．KaiC のリン酸化
状態や ATPase 活性を長期間かつ安定に定量
するための多チャンネル型精密測定装置を
設計し，安定性およびスループットの向上を
図った． 

KaiC の ATPase 活性の前定常状態解析を

行い，遅く安定した反応を実現している物理
化学的基盤を探索した．野生型 KaiC の測定
に続き，複数の KaiC 変異体について検証を
行った． 
野生型および周期変異型 KaiC のＸ線結晶

構造を行い，ATPase 活性の詳細解析から見
積もった時定数（固有周波数）を構造上にマ
ッピングした． 
 
４．研究成果 
多チャンネル型のプログラム式温調試料

ホルダーを装備したオートサンプラーや分
光光度計は市販されていない．本課題では，
各種のムーブメント，ドライバ，ペルチェ素
子，分光素子などを個別に調達し，制御シス
テムのプログラミングを独自に行うことで
独自の装置を安価に製作した（論文準備中）．
以下，KaiC のリン酸化サイクルや ATPase
活性は，本装置を用いて評価を行った． 

KaiC の ATPase 活性を調べるためには，
ATP を結合していないアポ型 KaiC に ATP
を添加し，その後に系が定常状態へと向かう
反応過程（前定常状態）を詳細に追跡する必
要がある．ホロ型 KaiC が安定な６量体構造
を形成するのに対し，アポ型 KaiC は単量体
で熱的に不安定である．当事，アポ型 KaiC
を安定に取り扱う術がなかったため，
ATPase 活性の前定常状態解析は困難を極め
た．我々は試料調製法の改善と最適化に取り
組み，その結果，ヌクレオチド（ATP, ADP
など）を含まない溶液環境下でアポ型 KaiC
をより安定に取り扱うことができるように
なった（Mukaiyama et al., BIOPHYSICS 11, 
79-84, 2015）．これにより，KaiC の ATPase
活性の前定常状態解析に一定の道筋がつい
た． 
上述の計測・調製技術を用いて，KaiC の

ATPase 活性の前定常状態解析を行った．反
応開始直後に約 35 ATP d-1 KaiC-1であった
ATPase 活性は指数関数的に減少し，ATP 添
加後約 8 時間で最小値（～8 ATP d-1 KaiC-1）
を示し，その後驚くべきことに緩やかな増加
へと転じて，24 時間後に定常状態（12 ATP 
d-1 KaiC-1）へと至った．この減衰振動にも目
される緩和曲線を２次の伝達関数を仮定し
て解析したところ，0.91 d-1の固有振動数（ω
c）が見積もられた．これは，KaiC そのもの
に１日に１回振動するための物理化学的基
盤が備わっていることを示唆する． 
これまでの研究から，Kai タンパク質時計

（KaiA，KaiB，KaiC が全て共存）の周期を
大きく変える KaiC 変異体が幾つか報告され
ている．そこで，短周期型，長周期型，リズ
ム喪失型の KaiC 変異体について同様の解析
を行い，KaiC 単独でのωcと，Kai タンパク
質時計としての周波数（ωabc）との相関を調
べた．ωc とωabc はほぼ１対１で対応してお
り，KaiC に秘められたωcが Kai タンパク質
時計の周波数の根源であると考えられた．驚
くべきことに，ωcとの対応関係はシアノバク



テリア細胞内の転写・翻訳リズムにまで伝播
していた（Abe et al., Science 349, 312-316 
2015）． 
「遅さ ≒ 絶対的に小さいωc」の起源を探

るべく，KaiC の N 末端ドメインのＸ線結晶
構造を詳しく検証した．その結果，ATP への
水分子の接近を妨げる立体障害が存在する
こと，その立体障害の解消にはタンパク質主
鎖のシス－トランス異性化が必要であるこ
とを突き止めた（Abe et al., Science 349, 
312-316 2015）．これらの構造的基盤は，そ
もそも活性の高い ATPase 活性を遅く抑制制
御して活用していることを示唆する． 
今後も種々の KaiC 変異体を用いて研究を

行い，KaiC の固有周波数が分子の何処にど
のような形で書き込まれているのかを検証
する予定である． 
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