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研究成果の概要（和文）：本研究課題はシアノバクテリアの時計タンパク質KaiCのように概日時計の周波数特性
を備えるタンパク質を哺乳類において探索するための技術開発を目指すものである。我々はKaiCの動態を指標と
した試験管内リズム計測系を整備し、10倍以上の高感度化に成功した。また、独自に確立したマウスの発生過程
を再現したin vitro系を用いて概日リズムの出現と並行して時計タンパク質複合体が形成されることを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：This research project aims to develop technique to search for clock proteins
 in mammals that define circadian timescale such as the cyanobacterial clock protein KaiC. We have 
developed a technique to detect circadian rhythm in a clock reconstructed system using highly 
sensitive Trp fluorescence probe from KaiC and succeeded in increasing the sensitivity by a factor 
of 10 or more. We also found that the clock protein complexes were formed at the stage of the 
emergence of circadian rhythms using an in vitro system that recapitulates the developmental process
 of mice.

研究分野：時間生物学

キーワード： 概日時計　KaiC　周波数特性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果はKaiCの変異体スクリーニング系の整備により周波数特性を創出する因子（配列機能相関）の同定につな
がる基盤技術である。今後、マウスの発生過程において概日リズムの出現とともに形成される時計タンパク質複
合体についてKaiCの知見と照合することが、哺乳類（マウス）において周波数特性を担う因子の同定につながる
と期待される。

※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 
 
我々ヒトをはじめとする哺乳類、植物、コケ、そして微生物にいたる多種多様な生物が、地球
の自転による周期的な環境変化と調和すべく、概日時計を用いて自らの生命活動を約 24時間周
期で変調させる。概日時計には以下に示す 3 つの生理学的性質が生物種を超えて保存されてい
る。 

 
1) 恒常的な条件下において概日周期で自律的に振動する 
2) 周期の長さが外界の温度の影響をほとんど受けない（温度補償性）。 
3) 外界のリズムに同調することができる。 

 
概日時計の分子機構を説明するモデルとして遺伝子の転写・翻訳を介した転写・翻訳フィード
バックモデルがある。このモデルは細胞内リズムをうまく記述することができる一方、転写の速
度、翻訳の速度は本来、分の時間スケールで起こるイベントであることから、24 時間の遅さの
起源は依然として未解明であった。 
光合成細菌であるシアノバクテリアは
概日時計を有する微生物の一種で、
KaiA、KaiB、KaiCの３種類のタンパク
質から構成される。これら 3種類の Kai
タンパク質と ATP を試験管内で混合す
ると、概日時計を再構成することができ、
KaiCの機能（リン酸化、ATPase）、構造、
そして複合体の組成比が約 24 時間周期
でリズミックに変動する。研究代表者（向
山）らは、シアノバクテリア概日時計の
周期長を規定する主要な因子が KaiC た
だ 1種類のタンパク質の中に内包される
ことを突き止めた（Abe et al., Science 
2015）（図 1）。これらの発見から、概日
時計の 1 日に 1 回の頻度を生み出す特性（周波数特性）が限られた数のタンパク質の中に刻ま
れているとする新たな概念を掲げる契機となったのだが、この概念がはたして他の生物種にも
当てはまるものなのだろうか？KaiCはアミノ酸配列の類似度の観点から原核生物に固有のタン
パク質であるが、KaiCの周波数特性は生物界に普遍的に存在する因子（水分子、ATP、ペプチ
ドの異性化反応）を活用することで表出されることから、他生物種においても KaiCと類似の機
能を持ったタンパク質（機能的 KaiCホモログ）が形を変えて存在しているのかもしれない。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究の目的は時計タンパク質の酵素活性、構造変化そして分子間相互作用といったタンパ
ク質ダイナミクスに注目して、哺乳類における機能的 KaiCホモログを探索するための技術の開
発である。具体的には周波数特性を備えた KaiCの配列・機能相関の理解に向けた試験管内再構
成系におけるスクリーニング系の開発、および哺乳類における周期創出機構解明のためのマウ
ス ES細胞を用いた in vitro概日時計形成モデルを用いたタンパク質複合体解析等である。以下
にそれぞれの取り組みについて項目ごとに説明する。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 溶液中における KaiC の構造変化を指標としたリズム計測系の高感度化 
 タンパク質工学的手法により Trp を導入した KaiC 変異体を作成し、野生型 KaiC と同様に、
大腸菌による発現・精製を行った。取得した変異体 KaiC について KaiA、KaiB 共存下における蛍
光強度の時間変化を蛍光分光法により計測し、リズミックに変動する蛍光強度変化を解析した。 
 
(2) 体内時計形成に伴う生体の概日時間秩序の生成機構については、我々が発見し確立したマ
ウス ES 細胞の in vitro 分化誘導による概日時計の発生再現系、および Gastruloid オルガノイ
ドによる発生プロセスの in vitro 再現系を活用し、概日時計の成立プロセスにおける周波数特
性の獲得過程を解析した。 
 
 
 

 
図 1. 細胞内における 24時間のリズムを生み出す時計タンパク質 KaiC 



４．研究成果 
 
(1) 溶液中における KaiC の構造変化を指標としたリズム計測系の高感度化 
KaiC に内在する Trp 残基の蛍光強度を用いた計測法は in vitro における概日リズムを検出
する優れた手法であるが (Murayama et al., EMBO J. 2011)、Trp の本来の蛍光特性から見れば
観測された信号強度は微弱なものであ
った。そこで、Trp 蛍光を用いたリズム
計測系のさらなる高感度化を目指し、
Trp 蛍光プローブを新たに KaiC に挿入
することを検討した（Mukaiyama et al., 
Biochem. J.2022）。化学状態（リン酸化）
の異なる KaiC の結晶構造（Furuike et 
al., Sci. Adv. 2022）から、KaiC のリ
ン酸化修飾を受ける部位近傍が大規模
に構造変化すると予想された。そこで、
リン酸化部位周辺にTrp蛍光プローブを
導入した KaiC 変異体を作成し、得られ
たそれぞれの KaiC 変異体に対して
KaiA、KaiB 共存下での蛍光強度変化を追
跡した結果、アミノ酸 419 番目に Trp を
挿入した KaiC 変異体(KaiCW419)においてリズムの振幅が著しく増加すること（野生型に比べて約
14 倍）を観測した(図 2)。一方、観測されたリズムの安定性や周期長の長さは野生型と比べても
遜色なく、さらに周期の温度補償性も保持されていたことから、コア振動子としての KaiC の機
能は KaiCW419においても担保されているといえる。今回の高感度化の成功により、リズム計測
に必要な試料の大幅な軽減が可能となり、スクリーニングにおけるスループットの向上が
見込まれる。 
今後はこの技術を活用し、周波数特性を備える KaiCの配列‐機能相関の解明につなげる
とともに、その知見を他生物種の機能的 KaiC ホモログ探索に活用する予定である。 
 
(2) 本研究ではマウス ES 細胞の in vitro 分化誘導系を用いた概日時計の発生プロセスに焦点
を当て、周波数特性の獲得過程について解析した。地球の自転周期に生体機能を適応させる概日
時計は、時計遺伝子によって細胞レベルで約 24 時間周期のリズムを生み出している。 
今回、我々は、ES 細胞の分化誘導系において約 24 時間周期のリズム出現が非常に遅いことに
注目し、24 時間の周波数が抑制されている期間に細胞内で生じる現象に着目して解析を行なっ
た。ES 細胞の分化誘導培養では、通常７日間程度の分化誘導培養により未分化マーカーは消失
し細胞が分化したとみなす。しかし、概日時計の 24 時間リズム出現はさらに遅く、分化誘導開
始後１４日間程度を要する。これは、マウスの個体発生における概日時計の発生と非常に類似し
た時間経過である。マウス個体発生では、この間、体節形成という発生学上非常に重要なイベン
トが進行するが、概日時計の鍵因子である転写因子複合体 CLOCK/BMAL1 が体節時計のリズムに
及ぼす影響について、ES 細胞から誘導した胚オルガノイド系を用いて検討した。誘導未分節中
胚葉（induced PSM, iPSM）、および、体節形成が再現できる胚オルガノイドである gastruloid
（ガストロイド：人工擬似胚）を用い、体内時計の鍵転写因子 CLOCK/BMAL1 の発現誘導による
Hes7 リズムおよび体節形成への影響を解析した。その結果、CLOCK/BMAL1 の発現誘導により Hes7
のリズム消失とともに分節構造の形成も消失することが確認された。本研究によって、発生過程
において体節形成の完了まで体内時計を厳密に抑制することは、正常な発生プロセスにおいて
極めて重要な生理学的意義がある可能性が示唆された（Umemura et al, PNAS, 2022）。 
このような結果は、ES 細胞の分化に伴い約 24 時間周期の周波数特性が出現するタイミングに
生理学的に重要な意義があることを示唆するものである。これを踏まえ、ES 細胞の分化に伴い、
時計タンパク質複合体がどのような状態変化をきたすのかを解析した。時計遺伝子 Per1、Bmal1、
Cry１について、Flag-tag をそれぞれの N末端あるいは C末端にインフレームでノックインした
遺伝子改変 ES 細胞株を樹立し、それぞれの ES 細胞株の分化に伴うタンパク質複合体を免疫沈
降法で解析した。その結果、概日時計の 24 時間リズムの出現パターンと並行して時計タンパク
質複合体が成立することを明らかにした。 
今後は、さらに ES 細胞など概日時計のリズムが検出されない細胞における時計タンパク質を
中心としたタンパク質複合体解析を進め、24 時間の周波数特性出現の鍵を握るタンパク質のス
クリーニングを行う予定である。 
 

図 2. Trp蛍光プローブ導入による KaiCの構造変化を指標としたリズ
ム計測系の高感度化 
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