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研究成果の概要（和文）：本課題の主要な研究成果は，Ｘ線小角散乱を始めとする各種分光法を

用いてＫａｉＣの動的構造変化を捉えたことである．ＫａｉＣはドーナツを２つ積み上げたよ

うな２重のリング状構造をしており，片方のリングにある「周期を規定するＡＴＰａｓｅ」の

制御状態と密に連動して，もう片方のリング半径が膨らんだり，縮んだりを繰り返す．あたか

も，心臓が拍動するかのように形状をリズミカルに膨張・収縮させることで，２４時間周期で

時を刻むことが解明された．また，ＫａｉＣの分子鼓動が蛍光分光法でリアルタイム計測でき

るようになった．これらの成果により，ＫａｉＣに内包された周期決定因子と離合集散プロセ

スをカップリングさせる分子機構の一端が解明された． 

 
研究成果の概要（英文）：Dynamic structural change of the KaiC hexamer revealed in this 
study provides notable insights into the cyanobacterial circadian clock.  Our model 
implies that KaiC ticks through expanding and contracting motions of the C2 ring.  
The timing of the accumulation of KaiC carrying the expanded C2 ring is coincident 
with that of accumulation of KaiC associated both with KaiA and KaiB.  The 
conformational ticking of KaiC is likely to serve as a timing cue for 
assembly/disassembly of KaiA and KaiB. 
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１．研究開始当初の背景 

地球に生息する生命体の多くが生物時計を
備えており，時計が発振する 24 時間周期（概
日周期）のリズムを指針に，代謝や光合成と
いった生命活動を昼夜環境サイクルと同調

させている．２００５年に発表された藍藻に
関する研究成果は(Nakajima et al, 2005, 

Science 308, 414-)，時計遺伝子の転写・翻訳
を介した振動モデルを根底から揺さぶるも
のであった．藍藻の生物時計は 3 種類の時計
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タンパク質（KaiA、KaiB、KaiC）で構成さ
れ，３つの Kai タンパク質と ATP を試験管
内で混合すると，KaiC がリン酸化型と脱リ
ン酸化型のあいだを概日周期で振動するこ
とが発見された．これは，時計遺伝子の転
写・翻訳を介さないタンパク質時計の存在を
実証した画期的な研究成果である． 

現在のところタンパク質時計は藍藻に限
定された観察であるが，生物時計の本質の所
在が「転写・翻訳を介した振動モデル」から
「3 種類の時計タンパク質」へ掘り下げられ，
そして今や「唯一のタンパク質 KaiC」にま
で絞りこまれつつある．本課題では KaiC の
生物物理学的・構造生物学的研究を推し進め，
KaiC 分子内に潜む「24 時間を生み出すから
くり」を解き明かすことを目的としている． 

 

２．研究の目的 

藍藻は生物時計を備えた生物で，その発振周
期は時計タンパク質 KaiC の ATPase によっ
て規定される．KaiC の ATPase 活性は温度
依存性が極めて小さく（温度補償性），これ
は生物時計と名のつくものに必ず備わって
いる性質の１つである．本課題の目的は，生
物物理学的研究（Ｘ線小角散乱，赤外，蛍光）
を推し進め，時計タンパク質 KaiC に織り込
まれた「温度補償性を実現する仕組み」や「24

時間を生み出すからくり」を解き明かすこと
である． 

 

３．研究の方法 

(1) KaiC の低分解能・分光学的解析 
KaiC のみを試験管内に加えて実験する．３つ
のパラメータ（ATPase，リン酸化状態，温度）
を振って，それに伴う KaiC の状態（構造）
変化を３つの分光法（蛍光・赤外・Ｘ線小角
散乱）で検出する． 
 
(2) KaiC 構造歪みの速度論的解析 
ATP などのモノヌクレオチドを除去すると
KaiC はモノマー化する．KaiC モノマーは不
安定で凝集しやすいが，ある特定の条件では
安定に存在し，ATP の添加とともに可逆的に
６量化する．このダイナミクスを３つの分光
法で追跡する．また，外部パラメータを変え
た直後のレスポンスを高い時間分解能で記
録する． 
 
４．研究成果 
(1) KaiC の低分解能・分光学的解析 
我々はタンパク質分子の形状変化に敏感な
Ｘ線小角散乱を用い，時計タンパク質が 24
時間周期で離合集散する様子を丁寧に観察
してきた．その結果，KaiC が ATPase 活性（リ
ン酸化状態)に応じて構造を変化させ，それ
が時計の針を進めるタイミング信号として
利用されていることが予測された．よって解

き明かすべきは，KaiC の ATPase 活性を“ゆ
っくり”かつ“安定”に制御する機構，すな
わち，リン酸化状態や ATP 加水分解状態に応
じた KaiC の構造変化である． 

そこで我々は，ATPase 活性（リン酸化状態)
に応じた KaiC の構造変化を時分割Ｘ線小角
散乱を用いて追跡した[雑誌論文①，②，⑤]．
Rgは時間依存的に変化し，それが凝集や変性
によるものではなく，時計機構と密接に関連
した重要な構造変化であることを突き止め
た． 

既存のＸ線結晶構造をベースに，得られた
時分割散乱データに合致する KaiC の分子形
状モデルを構築した．KaiC はドーナツを２つ
積み上げたような２重のリング状構造をし
ている（図１）．片方のリングにある「周期
を規定する ATPase」の制御状態と密に連動し
て（図 1A），もう片方のリング半径が膨らん
だり，縮んだりを繰り返す．あたかも，心臓
が拍動するかのように形状をリズミカルに
膨張・収縮させることで，24 時間周期で時を
刻む様子が可視化された．また，このような
KaiC の分子鼓動を蛍光分光法でリアルタイ
ム計測できるようになった（図 1C）．今後，
より広い方面への応用が期待される． 

これらの成果は，溶液中の KaiC の分子鼓
動をＸ線小角散乱で捉えた画期的なもので
あり，新聞記事（中日新聞，日刊工業新聞）
だけでなく，Faculty of 1000 Biology，
SPring-8 の施設紹介としても取り上げられ
た． 

図１ KaiC の分子鼓動 フィードバック制御下にある

ATPase 活性（A）をペースメーカーに，KaiC のリン酸化

状態(B)やリング状の６量体構造（C）がリズミックに変

動する．KaiA や KaiB は KaiC の分子鼓動に呼応して離合

集散し(D)，系の振動をより頑強なものとしている． 

 
(2) KaiC 構造歪みの速度論的解析 
試料調製と計測システムの両面から工夫を
重ねた結果，KaiC の６量体再構成過程が安定
かつ高感度で計測できるようになった．我々
の作業仮説にほぼ合致する状態が過渡的に
蓄積する証拠が得られた．これらの成果は，
過渡的中間体における ATPase 活性と構造歪
みの相関を検証するための基盤技術となる
もので，現在，論文として取りまとめている． 

外部刺激に対する分子時計の応答を記録



 

 

したところ，これまでに報告されていない分
子応答が観察され，そのタイムスケールが予
測よりも速いことが確認された．この運動モ
ードがどの Kaiタンパク質に由来するものか
を判断するため，各種変異体などを用いて統
一的な解析を行ったところ，KaiC 由来である
ことがわかった．この構造転移と計時機構の
相関を解明するため，蛍光，赤外，Ｘ線小角
散乱を用いた分光学的解析を進めている． 
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