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研究の概要 
生物時計は生命活動を約 24 時間(概日)の周期でリズミックに制御するシステムである。しか

し、24時間周期がどのように実現されているのか依然として謎である。本課題では、シアノバ
クテリアの生物時計の中核となる時計タンパク質を対象に、生物物理学、構造生物学、時間生
物学、制御工学などを用いた統合的多階層アプローチにより、この謎の解明に挑戦している。 

研 究 分 野：生物物理学、時間生物学 
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１．研究開始当初の背景 
生物時計は生命活動を約 24 時間(概日)の

周期でリズミックに制御するシステムであ
る。多様な生物種を対象とした研究がなされ、
(1)概日周期での自律的発振、(2)周期の温度
補償性、(3)同調能という 3 つの性質が種を
超えて保存されていることが知られている。 

研究対象であるシアノバクテリアにおい
ては、時計遺伝子(kaiABC)の発見当初は転
写・翻訳サイクルが発振モデルとして採用さ
れていたが(Science 1998)、その後の研究に
より、翻訳物である 3種類の時計タンパク質
(KaiA、KaiB、KaiC)と ATPを混ぜ合わせるだ
けで、概日リズムを奏でる自律振動子が再構
成された(Science 2005)。これを機に研究の
舞台は転写・翻訳から Kaiタンパク質へと移
されたが、24 時間を規定する時定数のエンコ
ード先／方法の解明が次の課題となった。 
 
２．研究の目的 
シアノバクテリアの生物時計システムは

階層間の連動が顕著であり、計時システムの
周波数だけでなく温度補償性までもが KaiC
単体の影響を受ける。本課題では、多階層に
わたる現象を統合的に解析し、計時システム
のコア(KaiC)に秘められた 24 時間周期と温
度補償の制御基盤を解明する。 
 
３．研究の方法 
次の 5項目を並行して研究を進める。 

①周期変異体、温度補償変異体のスクリーニ
ング：ATPaseを指標とした in vitroスクリ

ーニング系を独自開発し、既存の生物発光ス
クリーニング系と併用しつつ、KaiC の周期変
異株や温度補償変異株を大規模スクリーニ
ングする。両スクリーニング系からの結果を
比較検討後にマージして、研究項目②～④に
おける機能解析や構造解析に供する。 
②固有振動数の分子内・進化系統樹上マッピ
ング：我々は、KaiC 単独の固有振動数(ω，
野生型は 0.91 d-1)を実験的に定量する技術
を確立した(Science 2015)。一方で、他種シ
アノバクテリアにおいて KaiA/KaiBの遺伝子
が欠損している例があることを加味すると、
「KaiC ホモログのωに時計の振動数が書き
込まれている」という仮説が導かれる。同技
術で KaiC ホモログを解析し、ωの分布を進
化系統樹上や KaiC 分子内にマッピングして
仮説の是非を検証する。 
③固有振動数を規定する ATPase／リン酸化
構造基盤の解明：野生型／周期変異型 KaiC
のＸ線／中性子結晶構造解析に理論化学計
算を援用して、水分子等と ATPの反応過程や
プロトン還流経路を可視化する。取得した
KaiC の構造情報をもとに、ATPase 活性部位
とリン酸化部位の共役関係、KaiA/KaiB の
KaiCに対する結合親和性を解析する。 
④温度補償制御の解明：In vitroスクリー
ニング系を駆使して、温度補償変異(Q10≧
1.2 or Q10≦0.8)の KaiC分子内マッピング
を実施する。KaiC温度補償変異体の構造を
Ｘ線結晶構造解析するとともに、分子全体
の揺らぎを中性子準弾性散乱で評価する。 
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⑤液中における動的構造解析：KaiA/KaiB
濃度を高精度でアナログ的に連続変化させ
ることができるマイクロ流路型・連続滴定
測定系を整備し、KaiC と KaiA/KaiB の分子
間相互作用を蛍光やＸ線溶液散乱で精査す
ることで、結晶相では検出困難であった多
様な KaiCの構造や状態を捕捉する。 
 
４．これまでの成果 
前述の 5項目について主要成果を記述する。 

①In vitro スクリーニング系を新規開発し
[4]、従来比 10 倍以上のスループットで 200
変異体を解析して、75 種の ATPase 変異体、
62種の ATPase温度補償変異体を取得した[3]。
並行して in vivo スクリーニングを実施し、
これまでに 300 種の KaiC周期変異体、7種の
KaiC温度補償変異体を同定した。そのなかで
も、超短周期(15 h)から超長周期(158 h)に
わたるリズムを表出せしめる同一サイト点
変異群の発見は特筆に値する(論文投稿中)。 
②23 種の KaiC ホモログを研究対象として選
択した。同時に、発現精製過程を最適化する
際の基本戦略を策定し[5]、同戦略に沿って
試料調製を進めた。進化系統樹上に露わとな
ったωの分布図は、我々の仮説を支持するの
みならず、KaiCを核とした計時システムの進
化過程を解明するものであった[2]。 
③既報構造中で最高の空間分解能を誇る
KaiC新規構造を解明した。理論化学計算を援
用することで、ATP 反応過程におけるプロト
ン還流経路や ATPase／リン酸化共役機構の
可視化を達成した[3]。 
④In vitro スクリーニングの結果を KaiC 分
子内にマッピングし、温度依存性を示す変異
群(Q10≧1.2)や、逆温度依存性を示す変異群
(Q10≦0.8)のクラスタを同定した。温度補償
変異体のＸ線結晶構造に基づいて中性子準
弾性散乱を実施し、温度補償制御と揺らぎの
間に明瞭な因果関係があることを発見した。 
⑤Kai タンパク質に特化したマイクロ流路
型・連続滴定測定系を構築した[7]。KaiC に
対して KaiA／KaiB の連続滴定Ｘ線溶液散乱
測定を行ったところ、6 量体内の不均一性に
由来する非凡かつ多様な結合モードが解明
された(論文投稿中)。また、KaiBC 複合体の
形成が KaiCの遅い ATPaseにより律速される
ことを発見した[6]。KaiC はこの仕組みを活
用して、ωに織り込まれた遅い時定数を他の
分子種、延いては計時システム全体に波及さ
せていることを解明した[1,8]。 
 
５．今後の計画 
引き続き前述の 5項目について研究を継続

する。②進化系統樹上におけるωの分布図、
および③ATPase／リン酸化構造基盤を解明
したので、それらを論文発表する。④温度補
償制御の解明については、他の温度補償変異
体を用いた実験を早急に実施し、観察の普遍
性を確認して論文化する。KaiCの①変異体ス

クリーニングと⑤液中動的構造解析は順調
に進捗しているので、今のペースと質を堅持
して研究を進める。 
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