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研究成果の概要（和文）：試験管内再構成が可能なシアノバクテリア生物時計由来素子であるナ

ノサイズ時計タンパク質KaiA,KaiB,KaiCを油中におけるリン脂質被覆ドロップレット中に封

入し、その活性検出に成功した。その結果、周期は 35 時間の長周期となっていた。蛍光標識

による格タンパク質の局在の観察から、この長周期化の原因は Kai タンパク質の局在が均一で

ないため、濃度バランスが通常の状態と異なるために引き起こされている可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We encapsulated nano-sized clock protein KaiA, KaiB, KaiC, which 
are elements derived from the biological clock of cyanobacteria, in phospholipid-coated 
microdroplets. And then, we have successfully detected its activity. As a result, the period 
length became 35 hr. From the observation of protein localization by fluorescence-label, it is 
suggested that this long-period was caused by Kai protein localization. 
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１．研究開始当初の背景 
 高等動植物から原核生物に至る自然界で
広く見られる、約 24 時間周期の生物リズム
は生物時計により制御されている。生物時計
は、工学系の時計と同様に振動体が中心にあ
り、その振動体をコントロールする入力系と
振動体が発するシグナルを増幅する出力系
を基本構造にもつ。シアノバクテリア（図 3
左上）は光合成を行う細菌で、生物時計を備
える。その一番の特徴は、生物時計の発振機
構が、わずか3種類のタンパク質KaiA,KaiB、
KaiC と ATP(アデノシン三リン酸)による生
化学反応によって、試験管内再構成すること
ができることである（図 1）。時計遺伝子群
kaiABC がクローニングされた当初（Ishiura 

et al. Science, 281, 1519 (1998)）、他の生物
と同様に遺伝子の発現制御がリズムを発生
させると考えられたが、その後の研究により 
(Nakajima et al. Science, 308, 414 (2005))
生化学的反応が振動体の実体であることが
明らかとなっている。 
 このように、最先端の研究により実体が明
らかになりつつあり、その応用が期待されて
いた。 
 本研究は、以上の特徴を持つシアノバクテ
リア生物時計由来素子であるナノサイズ時
計タンパク質を脂質二重膜小胞による微小
空間内に封入し、制御性を高めることでボト
ムアップによりナノ･マイクロサイズの新規
デバイス「人工時計細胞デバイス」を創出、
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「人工生体クロック」として応用可能な基盤
を確立することを目指した（図 2）。 

 
２．研究の目的 
 唯一、試験管内再構成が可能なシアノバク
テリア生物時計由来素子であるナノサイズ
時計タンパク質を世界で初めて微小空間内
に封入し、制御性を高めたナノ･マイクロサ
イズの人工時計細胞デバイスを生み出す。さ
らに人工時計細胞デバイスをクロック発振
器「人工生体クロック」として世界に先駆け
て応用し、効果時間を制御した薬剤輸送機構
の開発や、他の生体由来素子の制御を目指す。
この人工生体クロック制御を用いて、異なる
生体由来素子間での同期を可能にすること
は、より高度・複雑なシステム構築を実現す
る。これにより、現在、単純な反応のみが可
能な生体分子反応応用技術にブレイクスル
ーをもたらすことを目的とする。 
 これまでに申請者は原核生物、特に細菌に
関する研究を推進してきた。その成果として、
まず、細菌べん毛モータの研究に関する、べ
ん毛モータタンパク質の機能的再構成及び
制御機構の解析が挙げられる。前者の研究に
おいて、膜タンパク質であるべん毛モータタ
ンパク質を脂質二重膜中に再構成し、その機
能を計測・評価した。その結果、モータタン
パク質の脂質二重膜中への再構成技術向上
をもたらした。この脂質二重膜中への再構成
実験経験を生かし、唯一再構成を行うことが
可能な生物時計、シアノバクテリア生物時計
の再構成を実現したい興味を持ち、試験管内

再構成系に改良を加えることで新たな実験
系を考案し、シアノバクテリア細胞中の現象
に近い条件で、再構成された生物時計の振舞
いを調べた。そして、時計を正確に維持する
ことを可能にする合成、分解量を見積もるこ
とに成功した。この見積もりから、時計を維
持するための細胞分裂速度の限界も推測す
ることができ、分裂速度の速すぎる原核生物
では時計を維持できない可能性を示した。こ
の次の段階として、生物時計再構成系の改良
を進め、生体内の現象を明らかにする方向性
の他に、過去の研究背景を生かし、生物時計
分子を細胞膜中で再構成することで生物時
計をデバイスとして利用することが可能に
なるのではないかと考え、人工時計細胞デバ
イス創出を目標とする本研究計画を立案し
た。 
 先ずは再構成技術開発の前段階として、油
中におけるリン脂質被覆ドロップレット中
での時計タンパク質の再構成とその活性検
出を試み、この研究を発展させ、油中から水
中の脂質二重膜中再構成に切り替えること
で人工時計細胞デバイス創出を実現する。 
 
３．研究の方法 
 KaiA,KaiB,KaiCと ATPを油中水滴法を用い
て人工膜小胞中に再構成し、時計としての活
性を保持しているかを確認する。各タンパク
質濃度、人工膜小胞の大きさ、人工膜小胞構
成に使用する脂質といった条件を検討し、活
性を保持するのに最適な条件を探索し、人工
時計細胞デバイスとしての基盤を築く。次に、
時計タンパク質に蛍光標識を行い、膜小胞中
での動的変化を明らかにする。また、人工膜
小胞の大きさを制御することで再構成され
た時計分子の数を制御し、時計構成に必要な
分子の最小数を見積もる。この試みと並行し
てナノ・マイクロスケールの人工膜小胞制御
技術を確立する。さらには、時計タンパク質
を封入した膜小胞の応用も目指す。 
 
(1) 油中水滴法を用いた人工膜小胞への生
物時計タンパク質再構成系の確立 
大型人工膜小胞の形成には既存の方法とし
て静置水和法などがあげられるが、この方法
では ATP を加えるときに必須である Mg2+が膜
小胞形成を阻害してしまう問題を抱えてい
る。そこで本研究では、最近開発され、ATP
駆動型分子モータータンパク質の封入に成
功した実績のある油中水滴法を用いて再構
成を試みる(図 3B)(Takiguchi et al. 
Langmuir, 24, 11323(2008))。 
 油中水適法は内液組成にかかわらず膜小
胞を形成することができるため、ATPを駆動
力とする生物時計を再構成するのに適した
方法である。 
 さらに、油中でリン脂質で被覆されたドロ

 
図 1 シアノバクテリア生物時計の再構成 
 

 
図 2 人工脂質二重膜小胞中に時計タンパク質
を再構成し、ナノ・マイクロサイズの人工時計
細胞デバイスを創出、基礎・応用に役立てる。 
 



ップレットを形成しそこから脂質二膜小胞
を形成するため、リン脂質被覆ドロップレッ
ト内での再構成実験を行った後、その実験系
をそのまま利用してさらに実験を進めるこ
とができる。 
 まずはミリスケールのチャンバー中(図３
A)で再構成を行い膜小胞の大きさにはこだ
わらず、生物時計活性が維持される再構成系
を構築する。活性の評価は KaiCのリン酸化
リズムとして検出できるため、ウエスタンブ
ロッティングによって検出する。再構成され
た膜小胞を高効率で得るため、膜小胞を形成
する脂質組成なども検討する。 

(2) 人工膜小胞中での蛍光標識時計タンパ
ク質の動的変化の観察 
(1)の研究結果から得られた安定して時を刻
む条件下で時計タンパク質の膜中での動的
な変化を観察する。強い蛍光を発することが
できる蛍光標識のうち、Kai タンパク質に利
用可能な蛍光色素のいくつかは既に明らか
になっている。そこで、KaiA,KaiB,KaiC を異
なる蛍光色素で蛍光標識し、時間変化に伴う
膜小胞中での各分子の動的な変化を蛍光顕
微鏡を用いて観察する。特にシアノバクテリ
ア細胞中で KaiBは生物時計の刻んでいる時
間によって細胞質中から膜へと局在を大き
く変化させている可能性が示唆されている
ため(Kitayama et al. EMBO J. 22, 2127 
(2003))、人工膜小胞中で同様の現象が起こ
るかを確認する。 
 先ずはラベル化の手法が確立している
KaiB、KaiC に関して動的な変化を確認する。
KaiAに関しては適した蛍光標識がないため
これらタンパク質の結果を確認した後、動的
変化の確認を試みることにした。 
 なお、これらの実験は油中におけるリン脂

質被覆ドロップレット中で行った。 
 
(3)ナノ・マイクロスケールの人工膜小胞制
御技術の開発 
 マイクロチャンバー、ナノピペットによる
微小量インジェクション技術を利用するこ
とにより大きさを制御した膜小胞を作成す
るシステムを開発する。 
 特にマイクロフルイディクスを応用した
チップデバイスを作成することで、均質なド
ロップレットの形成が可能な環境を生み出
す。 
 
４．研究成果 
 唯一、試験管内再構成が可能なシアノバク
テリア生物時計由来素子であるナノサイズ
時計タンパク質 KaiA,KaiB,KaiC を微小空間
内に封入し、制御性を高めたナノ･マイクロ
サイズの人工時計細胞デバイスを生み出す
ことを目的として本研究を推進した。 
 
(1) 油中水滴法を用いた人工膜小胞への生
物時計タンパク質再構成系の確立 
 時計タンパク質を人工膜小胞中に再構成
し、時計としての活性を保持しているかの確
認を行う前段階として、油中におけるリン脂
質被覆ドロップレット中での時計タンパク
質の再構成とその活性検出を試みた（図 4）。
その結果、再構成された時計タンパク質は 24
時間周期ではなく 35 時間の長周期となって
いたが、少なくとも 4日間、時計として機能
することが確認された(図 5)。人工脂質膜中
での時計タンパク質の再構成と活性評価は
世界に先駆けた初めての試みであり、この結
果から人工時計細胞デバイス創製の可能性
が示された。 
 
(2) 人工膜小胞中での蛍光標識時計タンパ
ク質の動的変化の観察 
 何が原因となって長周期化が起こってい
るのかを明らかにするために、時計タンパク
質に蛍光標識を行い、膜小胞中での動的変化
を明らかにすることを試みた。蛍光標識によ
る Kaiタンパク質のドロップレット内の局在
を観察した結果、KaiCがドロップレット膜近
辺へ局在していることが確認された。一方、
KaiB タンパク質は一様に分布することが確
認され、これらの局在は変化しないことが確
認された(図 6)。このため、長周期化の原因
は KaiC が膜近辺へ局在することで、局所的
な KaiCタンパク質濃度が上昇し、Kaiタンパ
ク質の濃度バランスが通常の状態と異なる
ために引き起こされている可能性が示唆さ
れた。この局在の違いはタンパク質の特徴に
より引き起こされるのか、物理的な要因によ
るものなのかは今後明らかにしていく必要
がある。 

 
図 3 油中水滴法の模式図 



(3)ナノ・マイクロスケールの人工膜小胞制
御技術の開発 
 ナノピペットを埋め込んだマイクロチッ
プを形成することで、マイクロ流路中に均一
なドロプレットを作製することに成功した。
しかしながら、大きさの制御派手は至らず、
今後、微小量インジェクション技術を応用す
ることで大きさを自由に制御した均質なド
ロップレットの形成が可能な環境を生み出
す必要がある。 
 
 これらの結果から、Kai タンパク質の混合
比率を操作することで、時計の周期が制御で
きる可能性が示された。これらの成果は生物
時計の応用への土台となるだけでなく、より
細胞に近い膜小胞中再構成における生物時
計の新たな振る舞いを明らかにし、新しい知

見をもたらす成果である。 
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図 4 光学顕微鏡観察による油中リン脂質被覆
ドロップレットとドロップレットへの生物時計
再構成模式図 
 

 
図 5 ドロップレット封入時計タンパク質の機
能検出結果 

 
図 6 蛍光観察によるドロップレット内での格
タンパク質の局在確認 


