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研究成果

【研究背景】
　地球上に生息する多くの生物は、地球の自転に伴って
生じる、約24時間周期に合わせて、体内の様々な生理活
性を調節している。この概日リズムを制御する分子機構
を生物時計と呼び、その分子装置は時計タンパク質から
構成されている。生物時計は、原核生物の藍藻から、真
核生物の緑藻、高等植物、菌類、動物に至るまで幅広い
生物で確認されており、どの生物時計も同じ特性（恒常
条件下での24時間周期の持続、温度補償性、リセット機
能）を持っているが、共通した時計因子は現在見つかっ
ていない。
　シアノバクテリアは、最も単純な生物時計を持って
おり、その生物時計は時計タンパク質 KaiA、KaiB、
KaiC の３つから構成されている。これらのタンパク質
と ATP を試験管内で混合すると、KaiC のリン酸化レ
ベル（Nakajima et al., 2005）や ATPase 活性（Terauchi 
et al., 2007）が約24時間周期で変動する。この変動は、
Kai タンパク質が結合・解離をすることで生み出されて
いる（図１）。生物時計によって生み出された時間情報
は、KaiC に結合した時計関連タンパク質 SasA のリン

酸化という形で出力される（図1）。この出力は KaiB が
SasA と競合的に KaiC に結合することで制御されてい
る。また、KaiC のリン酸化レベルの上昇は、SasA のリ
ン酸化を促進し、SasA および KaiB の KaiC への親和性
を高めることで出力の制御に関わっている。これまでに、
各 Kai タンパク質の単独の構造や、ドメインタンパク質
を用いた複合体構造が解析され、生物時計の作動原理が
明らかになりつつあるが、24時間周期の中で、いつ、ど
のように複合体を形成するのか、生物時計から生み出さ
れたリズムはどのように外部へ出力されるのかについて
など、詳細は未解明な部分が多い。
　そこで、本研究では、まず、KaiC に結合した ATP
に着目し、生物時計が生み出す大本のリズムについて
解析を行った。次に、KaiB-KaiC、KaiC-SasA 複合体に
着目し、KaiB と SasA がどのように競合して KaiC と結
合するのかを、核磁気共鳴（NMR）法を用いて解析を
行った。

【結果と考察】
１．KaiC からの ATP遊離測定によるリズム解析
　KaiC は、相同な配列を持ったＮ末端ドメインとＣ末
端ドメインから構成されており、それぞれに ATP 結合
部位を持つ。KaiC は ATP 存在下で６量体を形成する
ので、KaiC は合計12個の ATP を保持している。KaiC
は AAA+ フ ァ ミ リ ー に 属 す る ATPase で、 １ 日 に
KaiC １分子あたり約12個の ATP を分解する。ATP 加
水分解のほか、KaiC から定期的な ATP の遊離を検出
した。本研究では、KaiC からの ATP 遊離のパターン
を測定し、ATP遊離とリズム発振の相関について調べた。
　遊離 ATP 量は、精製 KaiC の溶液中に含まれる ATP
を除去し、そこへホタルルシフェラーゼとルシフェリン
を添加し、生物発光を利用して検出した。まず、野生
型 KaiC（KaiCWT）と様々な KaiC 変異体（リン酸化型図１　リズム振動中のKaiABCおよび SasA の結合・解離モデル
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変異体［KaiCDD、KaiCAA］、ATP 結合部位欠失変異体
［KaiCK53H、KaiCK294H］）の ATP 遊離パターンを測定し

た（図２）。

　KaiCWT は、測定開始後約２時間で１つ目のピークが
出現し、36時間目付近に２つ目のピークが出現した。
２つ目のピークは１つ目のピークよりも1/30の発光
量であった。疑似リン酸化型 KaiC（KaiCDD）では、
KaiCWT と同様のピークパターンを示し、２つ目のピー
クは KaiCWT よりもはっきりと検出することができた。
疑似脱リン酸化型 KaiC（KaiCAA）でも KaiCWT と同様
のピークパターンを示したが、全体的に ATP 遊離量は
KaiCWT と比較すると極端に減少することがわかった。
これは、KaiC から ATP が放出されないように KaiCAA

の構造が強固になったことが示唆される。これは以前に
報告されているＸ線小核散乱のデータと一致する（Aki-
yama et al., 2008）。
　KaiCK53H は、KaiC の N 末端ドメインの ATP 結合部
位を欠失させた変異体であるので、Ｃ末端ドメインか
らの ATP 遊離量を見ていることになる。同様に、Ka-
iCK294H は、Ｎ末端ドメインからの ATP 遊離量を見て
いる。KaiCK53H と KaiCK294H の０時間目から48時間目ま
での ATP 遊離量を比較すると、KaiC のＣ末端からの
ATP 遊離量は、Ｎ末端のそれよりも約５倍多いことが
わかった。これら２つの変異体の ATP 遊離パターンは、
KaiCWT や KaiCDD とは異なり、決まったタイミングで遊
離するのではなく、遊離するスピードが徐々に緩やかに
なると言える。よって、ATP 遊離パターンは ATP 結
合部位を欠失させると周期を示さなくなることがわかっ
た。

　次に、この ATP 遊離パターンが KaiC の周期変異体
とどのような関係があるのかを調べた。周期変異体とは、
in vivo において、遺伝子発現の周期が短周期または長
周期になる変異体である。上記と同様に、精製 KaiC を
用いて ATP 遊離パターンを測定した。ここでは、短周
期変異体（21h）として KaiCR321Q を、長周期変異体（60h）
として KaiCY422H を使用した。周期変異体を用いた場合、
ATP 遊離パターンも変異体の持つ周期に依存して周期
が変わることを期待した。しかし、長周期変異体のほう
が、より遅い時間帯にピークが出ているものの、どちら
の変異体 KaiC も48h にピークが見られたウェルがあり、
今回の結果では有意差があるとまでは言えなかった（図
３）。in vivo で見られる周期の異常は、KaiABC から発
せられ、そのリズムが SasA などに伝わり、下流の遺伝
子発現でのリズムである。ATP 遊離リズムは、KaiC そ
のものから発せられるリズムである。これらのことから、

図２　KaiC と KaiC 変異体の
ATP遊離パターン

図３　短周期および長周期KaiC 変異体の ATP遊離パターン
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周期の決定は、KaiC 自身が持つのではなく（または潜
在的に持っているので）、下流に到達するまでの間にほ
かの因子によって決められる可能性があることが示唆さ
れた。今後は、周期を決定している因子の探索をするこ
とで、自由に周期を操れるようになれば、食物増産や睡
眠障害の治療などへの応用へ発展していく可能性がある。

２�．NMR法による KaiC 上の KaiB または SasA の相互
作用部位の解析

　NMR 法は、溶液中のタンパク質の構造変化を捉え、
分子構造や分子間相互作用を解析することが可能な分光
法の一種である。NMR は核スピンを観測するため、ター
ゲットタンパク質を NMR 標識する必要がある。アミド
基を検出する場合には15Ｎ標識、メチル基を検出する場
合には13Ｃ標識を行う。本研究では、KaiC 上の相互作
用部位を同定するために、［13Ｃ，15Ｎ］標識した KaiC
のＮ末端ドメインタンパク質（［13Ｃ，15Ｎ］-KaiCN）を
用いた。分子量の大きいタンパク質を NMR 測定する場
合には、アミノ酸の標識過多によるピークの重なりやブ
ロードニングにより観測が困難な場合があるため、ドメ

インに分けて測定することが一般的である。
　まず、KaiCN 上の SasA と KaiB の相互作用部位を明
らかにするために、SasA のＮ末端ドメインタンパク質

（SasAN）と KaiB2量体変異体（KaiB1-94）を使用した。
まず、［15Ｎ，13Ｃ］-KaiCN のみで［15Ｎ］-HMQC スペ
クトルと［13Ｃ］-TROSY スペクトルを測定した。次に、［13

Ｃ，15Ｎ］-KaiCN と SasAN、KaiB1-94をそれぞれモル濃
度１：１で混合し、NMR 測定を行った。［15Ｎ］-KaiCN 
HMQC スペクトルでは、206個のピークが検出された

（図4A）。SasAN 存在下（図4B）と KaiB1-94存在下（図
4C）で NMR 測定をした結果、両方でピークがシフト
した、または消失したピークが３個、SasAN のピークの
みがシフトした、または消失したピークが10個、KaiB1-

94のピークのみがシフトした、または消失したピークが
５個確認された（図4B，Ｃ）。13C-KaiCN TROSY の結果
からは、127個のピークが検出された（図5A）。SasAN

存在下（図5B）と KaiB1-94存在下（図5C）の両方でシフ
トしたピークは26個、SasAN 存在下でのみピークがシフ
トした、または消失したのは６個、KaiB1-94存在下での
みピークがシフトした、または消失したのが５個確認さ

図４　［15N］-KaiCN の HMQCスペクトル
（Ａ）KaiCN 単独、（Ｂ）SasAN 添加、（Ｃ）KaiB1-94添加

図５　［13C］-KaiCN の TROSYスペクトルの一部
（Ａ）KaiCN 単独、（Ｂ）SasAN 添加、（Ｃ）KaiB1-94添加
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れた（図5B，C）。［15Ｎ］-KaiCN HMQC または［13Ｃ］
-KaiCN TROSY の測定結果から得られたピークの数を用
いて、SasAN の相互作用部位中に占める KaiB1-94の相互
作用部位の割合を算出すると、それぞれ約23％（［15Ｎ］
-HMQC）、約81％（［13Ｃ］-TROSY）となった。また、
同様に KaiB1-94の相互作用部位中に占める SasAN の相互
作用部位の割合を算出すると、それぞれ約37％（［15Ｎ］
-HMQC）、約83％（［13Ｃ］-TROSY）となった。この結
果は、KaiCN 上の SasAN と KaiB1-94の相互作用部位は、
かなりの割合で一致していることを示している。先行研
究（Vakonakis et al., 2004）からも SasA と KaiB のア
ミノ酸配列の相同性が高く、類似の相互作用部位を持
つと考えられている。そのため、KaiB による SasA の
KaiC への結合阻害様式は、KaiC の同一部位への競合
であることが示唆された。今後は、KaiC 上の KaiB や
SasA の相互作用部位を具体的に同定するために、KaiC
の NMR ピークの帰属が必要となる。
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