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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアの時計蛋白質（KaiA, KaiB, KaiC）による概日振動の制御機構を理
解するためには、これらの蛋白質が形成する複合体の構造と動態を明らかにする必要である。本研究では特に
KaiCのリン酸化を促すKaiA-KaiC複合体（AC複合体）の形成挙動とその溶液構造を、超遠心分析と中性子/X線小
角散乱の統合手法によって解析した。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism of circadian oscillations by cyanobacterial 
clock proteins (KaiA, KaiB and KaiC), it is necessary to clarify the structure and dynamics of the 
complexes formed by these proteins in solution. In this study, the formation behavior and solution 
structure of the KaiA-KaiC complex (AC complex), which promotes the phosphorylation of KaiC, were 
analyzed by an integrated method of analytical ultracentrifugation and small-angle neutron/X-ray 
scattering.

研究分野： 生物物理

キーワード： 時計タンパク質複合体　コントラスト同調中性子小角散乱（CM-SANS）　X線小角散乱（SAXS）　AUC-SAS

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により解明されたAC複合体の溶液構造は、概日時計システムにおいて重要なKaiCのリン酸化亢進メカニズ
ムの理解に寄与する。また、本研究の独自手法である「AUC-SAS法」はKaiA-KaiC相互作用のように解離-会合速
度が速い平衡系における複合体構造解析に大変有用であることが示された。したがって同様の複合体系の溶液構
造解析にも応用されることが期待される。

※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 
 地球上の全ての生物は生命活動を昼夜の環境に同調させるため生物時計機構を有する。シアノ
バクテリアが有する生物時計機構は、3種類の蛋白質（KaiA・KaiB・KaiC）とアデノシン三リン
酸（ATP）を試験管内で混合するだけで再現できる最も単純なモデルである。この機構の基盤蛋
白質である KaiCの特定のアミノ酸残基（合計 12箇所）は、ATPと KaiA、KaiBの作用を受けて
リン酸化・脱リン酸化する。既往研究では、リン酸化亢進過程では KaiA-KaiC（AC）複合体が形
成され、脱リン酸化過程では KaiB-KaiC（BC）複合体が形成されることが示唆されており、これ
らの複合体形成が KaiCのリン酸化度の増減を制御すると考えられている。しかしながらそれら
の複合体の形成がどのようなメカニズムでリン酸化の増減を制御しているのかということは十
分に解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではリン酸化亢進を促す AC複合体に焦点をあてる。特に、(a) 「AC複合体全体の構造」
（KaiAと KaiCの間の相対配置や化学量論比等）と、(b) 「AC複合体中の KaiA及び KaiCの部
分構造」（リン酸化残基付近の構造や環状構造の広がり等）を、X線/中性子小角散乱（SAXS/SANS）
と超遠心分析（AUC）の統合解析によって解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
SAXS及び SANS（総称して SASと呼ぶ）は溶液中の蛋白質の三次元構造の強力な測定法であ
る。SAS測定で AC複合体の構造解析を行うためには、AC複合体のみに由来する散乱データ（散
乱プロファイル）が必要である。一方、AC複合体は解離-会合平衡下（KaiA + KaiC ↔ AC複合
体）で形成しており、溶液中では少なくとも KaiA・KaiC・AC複合体の三成分が共存する。そこ
で、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）等で AC複合体を単離して SAS測定することが必要
となるが、解離-会合速度が速い平衡のため、SEC で単離を行ってもすぐに一部の複合体が解離
してしまい AC複合体の単離溶液を得られず、結果として AC複合体のみに由来する散乱プロフ
ァイルが得られない。この点が AC複合体の構造解析の最大の問題点であった。 
 本研究では、申請者が最近開発した超遠心分析（AUC）と SASの複合解析法「AUC-SAS法」
で上記の問題の解決を図る。KaiA・KaiC・AC 複合体が共存する解離-会合平衡下の溶液に対す
る SAS 測定データは、それぞれの重量分率に応じた各成分の散乱プロファイルの足し合わせで
ある。AUC-SAS 法では、AUC で得られる溶液中の各成分の重量分率を用いて、解離-会合平衡
下の溶液に対する SAS 測定データから AC 複合体の散乱プロファイルのみを抽出する。このア
プローチにより AC 複合体を試料として単離することが不可能という問題を回避することがで
きる。 AC複合体の散乱プロファイルは、SAXS測定を用いた AUC-SAS法により得られる。（= 
AUC-SAXS） 
 次に注目する「AC複合体中の KaiA及び KaiCの部分構造」に対応する散乱プロファイルは、
AUC-SAXS で求めた AC 複合体の散乱プロファイルから得ることは出来ない。そこで、コント
ラスト同調中性子小角散乱（CM-SANS」）を用いてこの発展的な課題に挑む。中性子散乱では軽
水素と重水素の散乱能力（散乱長）の違いを利用し、重水素ラベルで蛋白質の散乱長を変化させ
ることができる。測定される中性子散乱強度は蛋白質と溶媒の散乱長の差（散乱コントラスト）
の 2 乗に比例するため、散乱コントラストがゼロになるように調整した重水素体蛋白質は中性
子散乱プロファイル上で不可視化することができる。特に、75%重水素化タンパク質は非干渉性
散乱由来のバックグラウンドが低い 100%D2O 中
で散乱コントラストがゼロとなり不可視化でき
るため、軽水素化タンパク質からの散乱を選択的
に観測することができる（= 逆転コントラスト同
調法（iCM））。したがって、iCM-SANSデータに
対して AUC-SAS 法を適用することで、AC 複合
体中の KaiA ないし KaiC のみの部分散乱プロフ
ァイルを抽出することができる（= AUC-iCM-
SANS）。 
 
４．研究成果 
 図 1 に様々な混合比の KaiA+KaiC 混合溶液
（KaiC 濃度は 2.5 mg/mLに固定）に対する AUC
測定結果（沈降係数 s20,wの重量濃度分布）を示す。
3.6 S に観測されたピークは遊離 KaiA に相当す
る。一方、解離会合速度が非常に速いため、遊離
KaiC と AC 複合体は一つのピークとして 11.2 – 
12.3 Sの間に観測された。このピーク位置は遊離

7

6

5

4

3

2

1

0

c(
s 2

0,
w
) /

 a
rb

. u
ni

t

1412108642
s20,w / S

KaiA

KaiC

0.5 : 6

1 : 6

2 : 6

4 : 6

6 : 6

8 : 6

[KaiA] : [KaiC]

A2 C6

？
A2C6 

図 1. 様々な混合モル比における
KaiA+KaiC 溶液の AUC 測定結果。 



KaiCと AC複合体の存在比率に依存する。した
がって、ピーク位置の混合比率依存性より、解
離定数 KD を決定し、任意の混合比率における
各成分の濃度を求めることができた。 
遊離 KaiA・遊離 KaiC・AC複合体の三成分か
らなる溶液の散乱プロファイルは I(q) = cAiA(q) 
+ cCiC(q) + cACiAC(q)のように表される（qは散
乱ベクトルの絶対値、cj と ij(q)はそれぞれ成
分 j の濃度と濃度あたりの散乱プロファイ
ル）。ここで、iA(q)と iC(q)はそれぞれ単体の
KaiA、KaiC 溶液の SAXS 測定によって求め
られる。したがって、AUC で求められた各成
分の濃度を用いることで、混合溶液の散乱プ
ロファイル I(q)から AC 複合体の SAXS プロ
ファイル iAC(q)を導出することに成功した
（図 2）。 
 さらに、75%重水素体 KaiA（75d-KaiA）と軽水
素体 KaiC（h-KaiC）を 100%D2O中で SANS測
定し、得られた SANS プロファイルから遊離
KaiCの寄与を AUC-SASによって除くことで、
AC複合体中のKaiCの部分散乱プロファイルが
得られた。得られたプロファイルは単体の散乱
プロファイルと一致したことから、KaiCは複合
体形成によって大きな構造変化を示さないこ
とが明らかとなった。 
SAXS、SANS 測定で得られたデータを基に得
られた Ab initioモデルを図 3に示す。また、粗
視化分子動力学計算によって得られた候補構
造から、AUC-SAXSの散乱プロファイルを良く
再現した構造も併せて示す。両者の計算機解析
結果から、KaiAは KaiCの C 末端 tailに結合し、
両者は重心位置が比較的離れていることが確
認された。天然変性領域である KaiCの C 末端
tailの運動性によって KaiAは KaiCに対してフ
レキシブルに揺らいでいると推察され、この運
動性が KaiCのリン酸化に必要な ATPの取り込
みに有利に働いていると推察される。 
 
 

図 2. KaiA+KaiC 混合溶液（黒丸）、KaiA
単体（マゼンタ丸）、KaiC 単体（青丸）の
SAXS プロファイルと、AUC-SAS 法によ
って導出された AC 複合体の SAXS プロ
ファイル（緑丸）。 

図 3. AUC-SAXS で得られた散乱プロ
フィあるから計算された AC 複合体の
Ab initio モデル（緑色エンベロープ）
と、粗視化分子動力学計算によって得
られた候補構造の中から AUC-SAXS 
の散乱プロファイルを最もよく再現し
た AC 複合体構造。 
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