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研究成果の概要（和文）：本研究はシアノバクテリアの概日時計の進化的多様性の解明に向けた実験研究であ
る。
3種類のタンパク質（KaiA, KaiB, KaiC)から構成されるシアノバクテリアの概日時計において、周期長を規定す
る主要な因子がKaiCただ1種の時計タンパク質に内包されている。配列相同性が様々なKaiCホモログを調製し、
それらの時計としての機能を評価したところ、現在のKaiCが段階的な分子進化を経て計時機能を獲得したことを
示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：This project aims to clarify the mechanism underlying the evolutionary 
diversity of cyanobacterial circadian clock.
The cyanobacterial circadian clock is composed of the three kinds of proteins (KaiA, KaiB and KaiC),
 and the periodicity is encoded in KaiC solely. Biochemical analysis of diverse KaiC homologues 
suggests that KaiC has acquired its clock function through a stepwise evolutionary process.

研究分野： タンパク質科学

キーワード： 生物時計　シアノバクテリア　KaiC　ATPase

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果から、現在のシアノバクテリア生物時計が段階的な進化を経て形作られたことが示唆された。今
後、その詳細を解析することで生物時計の起源を知る手がかりが得られると予想される。

※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 

生物（概日）時計とは地球の自転に伴う周期的な環境変化に合わせて自らの生理・行動を約 24
時間周期でリズミックに変調させる内在性のシステムのことを言い、ヒトを始めとする哺乳類
から、植物そして微生物に至るまで様々な生物種に共通して存在する。シアノバクテリア
Synechococcus elongatus PCC 7942 株では、時計遺伝子 kaiABC の翻訳産物である 3 種類の時
計タンパク質（Se-KaiA、Se-KaiB、Se-KaiC）を ATP とともに混合することで、試験管の中で約
24 時間周期の概日リズムが再構成される (Nakajima et al., Science 2005)。中心振動体としての役
割を担う KaiC は ATP を加水分解する酵素（ATPase）であり、その活性は 1 日に 10 数個の ATP を
分解する程度で、良く知られているモータータンパク質の活性（1 日に 103～107個の ATP を分解
する）と比べて著しく低活性である (Terauchi et al., PNAS 2007)。申請者らは、Se-KaiC の ATPase
としての機能を詳細に調べたところ、KaiC 単体に生物時計の振動の起源がコードされていて、
自身の ATPase の活性の強さが振動周期、つまり 24 時間の周期を規定していることを明らかに
した (Abe and Mukaiyama et al., Science 2015)。 
この観察から概日時計が KaiC を中核として進化したという仮説が導かれる。KaiC ホモログは

シアノバクテリアのみならず、それ以外のバクテリアやアーキアにも一部存在する。研究回避当
初、S. elongatus 以外の KaiC ホモログの ATPaee 機能についての報告例は少なく、多様な配列
空間に位置する KaiC ホモログの時計としての機能については十分にわかっていなかった。 
 

２．研究の目的 

 そこで、本研究では様々な他種 KaiC ホモログを単離し、それらの ATPase 機能がどのような特
徴を示すかを明らかにする。ATPase の特徴を進化系統樹と対応付けることで、Kai タンパク質時
計の進化的多様性について検証する。 

 

３．研究の方法 

(1) 大腸菌を用いた異種発現による他種 KaiC ホモログの大量取得 
公開されているデータベースをもとに、候補となる KaiC ホモログを選定し、発現ベクターを

構築、大腸菌による発現を試みた。発現した KaiC ホモログは各種クロマトグラフィーを用いて
精製し、機能解析に供した。精製純度は CBB 染色により評価した。 
 
(2) 他種 KaiC ホモログの機能解析 
 Se-KaiA、Se-KaiB が共存すると Se-KaiC の ATPase活性は 24 時
間周期で上下に変動する。条件を整えると、Se-KaiCの ATPase 活
性は単独（Se-KaiA、Se-KaiB 非存在下）でも減衰型の振動を示し
（図 1）、減衰振動に含まれる固有振動数は細胞スケールの振動数
（周期の逆数）と一致する。この技術を用いて単離した KaiC ホモ
ログを解析することで、振動能およびその固有振動数を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌による他種 KaiC ホモログの大量取得 
本研究を円滑に進めるために、まず 3 種類の発現ベクターと 3 種類の培養条件からなる計 9 種

類の発現スクリーニング系を構築した（図 2A）。一例を挙げると、シアノバクテリア Gloeocapsa 
sp. PCC 7428 株由来 KaiC
（Gl-KaiC）では、3 条件
で良好な発現量が見られ
(図 2B)、かつ高純度試料
の調製に成功した（図 2C）
(Mukaiyama et al., Int. J. 

Biol. Macromol. 2019)。こ
のスクリーニング系を
Se-KaiC との配列同一性
が比較的高い（～80%）の
種から同一性が低い（～
20%）種に適用し、最終的
に Se-KaiCを含 13種類の
KaiC ホモログを揃えるに
至った。 
 
 
 

 

図 2. 他種 KaiCホモログの発現スクリーニング系 

（A）スクリーニング基本条件 (B) Gl-KaiCの発現量の比較 値は条件 a-1における

発現量を 100 とした相対値で表されている。表中の－は発現量が検出限界以下であっ

たことを示す。(C) 精製した Gl-KaiCの純度チェック。  

  

  

  

           
           
           

   

      

       

      

   

 
図 1. KaiC ATPase の時間変化 



(2) 他種 KaiC ホモログの機能解析 
 取得した KaiC ホモログに対して ATPase 機能解析を行った。3
種の KaiCホロモグについては安定性の問題により定量的な解析
ができなかったため、残りの 10 種について比較解析を行った。
その結果、2 種(図 3、赤)を除くすべての種で減衰振動が観測さ
れた。そのうち 4 種 (図 3、緑)が Se-KaiC 同様、24 時間周期に
相当する固有振動数を示したのに対し、残りの 3 種（図 3、青）
の中には 24 時間より短（長）い周期に相当する振動数を備えた
種が存在していた。こうした機能による分類が進化系統樹を基
にした分類と対応し、概日リズムを司る現生の KaiCが進化の過
程で「振動能の獲得」、「24 時間に対応する固有振動数の実現」
の少なくとも 2 段階を経て形作られた可能性が示唆された。今
後、機能の違いを生み出す因子を同定することで、KaiC 単体に
内包される計時機能の解明につながると期待される。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3. KaiCにおける機能と 

分子進化との連関  
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