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研究成果の概要（和文）：本研究では、部位特異的スピンラベル電子スピン共鳴（SDSL-ESR）法を用いた。KaiB
上の任意の位置にCys残基を導入し、スピンラベル（MTSSL）を化学修飾で付加した。ラベル化したKaiBとKaiAの
C末端ドメインタンパク質を混合し、反応させるとKaiBからMTSSLの遊離が観察されたころから、KaiB上のKaiA相
互作用部位を決定した。次に、KaiABC三者共存下でESR測定を行い、スピンラベルがいつ遊離するのかを検証し
た。その結果、反応開始12時間後からスピンラベルが遊離した。この結果から、KaiA-KaiBは12時間頃から相互
作用を開始することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used a site-specific spin-labeled electron spin resonance 
(SDSL-ESR) method.  An arbitrary position on KaiB was substituted by Cys residue and a spin label 
(MTSSL) was introduced into Cys residue. The KaiA interaction site on KaiB was determined by 
detecting released MTSSL from KaiB when the labeled KaiB and KaiA C-terminal domain proteins were 
mixed and reacted at physiological temperature. Next, ESR measurements were performed in the 
presence of the KaiABC mixture to verify when the spin label was released. As a result, the spin 
label was released 12 hours after the start of the reaction. This result indicates that the 
KaiA-KaiB interaction starts around 12 hours.

研究分野：生物物理

キーワード： 時計タンパク質　藍色細菌　核磁気共鳴法　電子スピン共鳴法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにも、KaiABC三者共存下で、複合体が経時的に変化していることは報告されていた。また、電子顕微鏡
解析によりKaiABC複合体構造も明らかにされた。本研究では、具体的にいつ、どこでKaiA-KaiBが相互作用する
のかを明らかにし、またKaiAのN末端ドメインの構造変化を示唆するデータを得た。SDSL-ESR法を用いた本解析
では、全長タンパク質を用いており、より生理的条件に近い状態を反映している。

※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 
 地球上に生息する多くの生物は、様々な生理活
性を約 24時間周期で自律的に振動させている。こ
の『概日リズム』を制御する細胞内分子機構を『生
物時計』と呼ぶ。藍色細菌の生物時計研究は、1998
年に時計遺伝子や時計関連遺伝子が発見されて以
来（Ishiura et al., 1998）、分子生物学的解析が
進められてきた。その後、生物時計の時計分子装置
本体が時計タンパク質 KaiA、KaiB、KaiC の 3つで
あること、それらを試験管内で混合すると ATP 存
在下で KaiC のリン酸化レベルや ATPase 活性が約
24 時間周期で変動することが明らかになり
（Nakajima et al., 2005; Terauchi et al., 
2007）、生化学的解析や構造生物学的解析を中心に
研究が展開されるようになった。これまでに、KaiA
（Uzumaki et al., 2004）、KaiB（Iwase et al., 2005）、KaiC（Pattanayek et al., 2004）そ
れぞれ単独の X線結晶構造解析がなされ、Kai タンパク質の機能解析も飛躍的に進んだ。さらに
X線小角散乱や電子顕微鏡解析により KaiA-KaiC 複合体、KaiB-KaiC 複合体、KaiA-KaiB-KaiC 複
合体のモデルが発表された（Akiyama et al., 2008; Pattanayek et al., 2011）。しかし、低分
解能のため相互作用部位の詳細は未解明であった。その後、X線結晶構造解析による KaiB-KaiC
複合体の構造（Tseng et al., 2017）とクライオ電子顕微鏡解析による KaiA-KaiB-KaiC 複合体
の構造（Snijder et al., 2017）が発表され、Kai 複合体の詳細な構造が明らかとなったが、こ
れらはリズム発振中に形成される多様な複合体のうちの一つでしかなく（Fig. 1）、KaiA、KaiB、
KaiC がいつ、どのような複合体を形成するのか、経時的に明らかにした研究はまだない。 
 
２．研究の目的 
 藍色細菌の生物時計分子装置は、3 つの Kai タンパク質が 24 時間周期で会合・解離を繰り返
すことで作動している。この作動原理を解明するためには、リズム発振中に形成される多様な
Kai 複合体構造とそれらが形成される時刻を明らかにする必要がある。本研究課題では、リズム
発振中に形成されるすべての Kai 複合体の会合・解離の時刻を決定し、Kai 複合体が形成される
際の KaiA と KaiB の構造変化を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、Kai タンパク質間相互作用を感度よく測定するために電子スピン共鳴（ESR）法
を用いる。ESR 法は回収した試料を溶液状態のまま測定でき、測定時間も短いため Kai 複合体の
構造変化を経時的に観測することが可能である。 
(1) システイン（Cys）残基へ特異的に結合するラベル化剤（スピンラベル）を用いて、部位特
異的にラベル化する（SDSL-ESR 法）。本研究では、ニトロキシドラジカルを持つスピンラ
ベル（MTSSL）を化学修飾により KaiB へ導入する(Fig. 2)。これにより、KaiB 上の KaiA
相互作用部位を網羅的に解析する。 
(2) KaiA の N 末端に His タグを付加する。この His タグに Cu2+を付加し、ESR 測定を行う(Fig. 
3)。Cu2+間距離を測定することで、N末端ドメインの構造変化を捉える。 

 
４．研究成果 
(1) Cys スキャニングによる、KaiB 上の KaiA 相互作用部位の同定 
 KaiB 上の KaiA 相互作用部位を同定した。KaiB は、単独で 2 量体-2 量体の 4 量体を形成する
（Iwase et al., 2005）。2量体-2 量体境界面には、活性残基が集まっており、KaiA や KaiC と
相互作用する際には、露出し、単量体へと構造変化する。ここでは、活性中心部位を中心に、N
末端ループ、C 末端ループを含めて、20 種類の Cys 残基導入変異体 KaiB を作製し、MTSSL を導
入した。以下に導入部位の一例を示した（Fig. 4）。これらのラベル化タンパク質と、KaiA の C
末端ドメインタンパク質（KaiAC）を 40℃で 3時間反応させ、反応前と反応後の ESR スペクトル
をそれぞれ測定した。 



 
MTSSL-KaiBE55Cでは、スピンラベルの遊離は見られな
かった(Fig. 5A)。隣接する MTSSL-KaiBE56Cでは、KaiAC
添加によるスペクトル変化が観察され(Fig. 5B)、保温
前と後の差スペクトルから、等価な 3 本のピークが得
られた。これは、KaiA に内在する Cys 残基が、MTSSL と
KaiB 間の S-S 結合を還元したことにより、ラベルが遊
離したと考えられる。脱塩カラムにおいて反応後の
MTSSL-KaiBE56C-KaiA の低分子画分を回収した。それを
ESR 測定したところ、差スペクトルと同様に等価な 3本
のピークが得られ、スピンラベルが遊離したことを確
認した。ほかの KaiB Cys 残基置換変異体においても同
様に実験を行ったところ、KaiBD57Cから KaiBP63Cまで、遊
離量に差はあるものの(Fig. 5C, D)、すべてにおいて
スピンラベルの遊離が観察された。一方、KaiB の N末端ループ（Fig. 4B）と C末端ループ（Fig. 
4C）にも MTSSL を導入し、同様の実験を行ったが、これらの部位では、いずれもスペクトル変化
は見られず、これらの部位は KaiA の相互作用部位ではないことが示された（Mutoh et al., in 
preparation）。 
 
(2) KaiA-KaiB 相互作用時刻の決定 
 (1)の結果のうち、KaiAWTではスペクトルが変化せず、KaiACのときのみスペクトルが変化する
変異体があった（MTSSL-KaiBE56C、MTSSL-KaiBD57C）。これは、KaiA の N末端ドメインが KaiB との
相互作用を阻害していることを示唆している。そこで、MTSSL-KaiBE56Cと KaiA、KaiC を混合して
ESR 測定を行えば、KaiA の N 末端ドメインが構造変化する時間帯すなわち KaiA-KaiB 相互作用
時刻を決定できるのではないかと考えた。 
 まず、MTSSL-KaiBE56Cの活性を確認するため、MTSSL-KaiBE56C、KaiA、KaiC を混合し、4時間ご
とに試料を回収した。SDS-PAGE を行い、リン酸化バンドと非リン酸化バンドに分離した（Fig. 
6A）。それぞれのバンドからリン酸化 KaiC の割合を求めグラフにプロットした（Fig. 6B）。その
結果、MTSSL-KaiBE56Cを用いてもリン酸化リズムに影響がないことがわかった。次に、これらの
試料を用いて、ESR 測定を行った。KaiABC 三者混合の ESR スペクトルから、KaiB 単独の ESR ス
ペクトルの差スペクトルを取り、3 本のピークのうち、一番高磁場側のピーク（h-1）を用いて、
そのシグナル強度の変化をプロットした（Fig.6C）。その結果、12 時間目までは変化がなかった
が、16 時間目以降の差スペクトルではシャープな 3本のピークが検出された。以上の結果から、
KaiABC 三者共存下では、12 時間目以降に KaiA と KaiB が相互作用することが明らかになった
（Mutoh et al., in preparation）。 
 

 
(3) His-tag 付加による KaiA の構造変化の解析 
(2)で得られた、KaiA の N末端ドメインの可動を検証するため、パルス ESR 法により N末端ド
メインの距離を測定しようと試みた。KaiA には、内在する Cys 残基が 6 つあり、任意の位置に
スピンラベルを導入するためにはそれらを Ala や Ser に置換する必要がある。しかし、多くの場
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合、内在の Cys 残基に変異を導入すると、タンパク質の変性や活性の低下につながる。そこで、
スピンラベルの代わりに Cu2+を付加したパルス ESR 法を検討した。 
まず、KaiA の N末端に His タグを付加した（His-KaiA）。そこへバッファーで調製した硫酸銅
水溶液を添加した。CW-ESR で確認したところ、Cu のピークが検出され、付加できたことを確認
した。次に、KaiC を添加し、ESR スペクトルが変化するのか否かを観察した。その結果、ESR ス
ペクトルに変化は見られなかった。これは、ESR 測定条件が適切でないのか、または KaiA-KaiC
複合体が形成されていない可能性が考えられた。そこで、His-KaiA が KaiC リン酸化促進能を持
つのか否かを確認した。KaiAWTまたは His-KaiA に KaiC を添加し、0、1、3、5、24 時間後に試料
を回収し、SDS-PAGE を行った。His-KaiA の活性は KaiAWTの約 8割であることが分かった（Fig. 
7）。同様に試料を回収し、Native PAGE で KaiA-KaiC 複合体を確認したところ、His-KaiA では安
定な複合体を確認することはできなかった。今回、His-tag を付加した N末端側は、KaiC と直接
の相互作用はないとされている。しかし、His-tag 付加によって、活性や複合体形成に影響が出
たことから、His タグを付加したことにより KaiA の N 末端側の電荷が変わり、それが KaiC との
相互作用に影響を及ぼしたのではないかと考えられる。今後、N末端ドメインの構造変化を検証
するためには、電荷をもたないラベルの修飾などを用いる必要がある。 
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