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シアノバクテリアは現在のところ、概日リス、ムを示す唯一の原核生物であることが知

られており、概日時計の分子機構について多くの研究がなされてきた。その結果、シ

アノバクテリアにおける振動発振の原理は真核生物と共通しているが、細部について

は独自のシステムがあることがわかってきた。最近の研究によって明らかになりつつ

あるシアノバクテリアの概日時計機構について、特に生化学的解析および構造解析か

ら推測される時計タンパク質KaiA，KaiB， KaiCの機能について解説する。

1. はじめに

光合成細菌であるシアノバクテリアは、原核生物

において初めて概日リズムが存在することが示され

た生物である。二十年以上前から光合成活性、窒素

固定活性、アミノ酸の取り込み、細胞分裂などに概

日リズムが観察されていたが、これらの概日リズム

を示すシアノパクテリアでで、は遺伝子操作が困難でで、あ

つた1.3-5. 3削6剖叩叩3却叩7引~}〕。 シアノバクテリアの概日時計機構の分

子遺伝学的解析は遺伝子操作の容易なS砂:Ynecho町co氏ζC白α15

elo仰ngaωtu山J“5PCC 7942としい、うi淡炎水性の単細胞シアノパ
クテリアに発光レポ一夕一を導入し、遺伝子発現の

概日リズムを生物発光と して観察できるようになっ

たことから始まった i剖。 発光レポーターを導入した

シアノバクテリアを用いて概日リズム変異体のスク

リーニングが行われ、時計遺伝子群kaiABCがクロー

ニングされた8.)九 kaiABC遺伝子群の遺伝学的解析

から、 kaiA，kaiB， kaiCの三つの遺伝子はどれもリズ

ムを形成するために必須であり、 KaiAがkaiC遺伝

子発現をポジティブに、 KaiCがkaiC遺伝子発現を

ネガテイブに制御することによってリズムが形成さ

れると考えられている剖。 真核生物でも、時計遺伝

子の転写翻訳のフィードパック制御によって概日リ

ズムが形成されると考えられており州、振動発振機

構は原核生物と真核生物において共通であるといえ

る。しかし、シアノバクテリアと真核生物の概日時

計には大きな違いが存在する。真核生物において時

計タンパク質の多くは転写因子として直接に時計の
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フィードパックループの遺伝子発現を制御するのに

対して日j、KaiA， KaiB， KaiCは転写因子と して直接

遺伝子発現を制御 しているとは考えられていない。

KaiA， KaiB. KaiCはアミノ酸配列上から機能を推測

できず、その生化学的機能は未だにはっきりしない。

さらに、 SynechocOCCU5e/ongatus PCC 7942ではすべ

ての遺伝子発現に概日リズムがあることが知られて

いる却。 これらの特徴をもっシアノバクテ リア概日

時計機構を理解するには、KaiA， KaiB， KaiCの生化

学的性質、機能を知る必要があるだろう。そこで本

総説では、近年のKaiタンパク質の遺伝学的、生化

学的解析および立体構造上のデータから明らかにな

ってきたシアノバクテリアの概日時計機構の概要を

まとめた。

2. シアノバクテリアの概日時計機構

さきほど述べたようにKaiA.KaiB， KaiCは機能未

知であったが、遺伝学的解析から次のような役割が

推測されていた。1)破壊によって概日リズムが消失

することから、概日リズム形成に必須で、ある。2)ア

ミノ酸置換変異によって周期が変化、もしくは無周

期になることから、 Kaiタンパク質の構造や性質が

概日 リズムを維持するために重要で・ある。3)kaiAを

誘導性のプロモーターにつなぎ過剰に発現すると

kaiBC遺伝子発現が上昇するため、 KaiAはkaiBC発

現を促進する働きがある (kaiB，kaiCはオペロンを

形成して発現している)0 4)それとは反対にkaiCを
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図1 IPTGの量に応じて、 kaiBC破壊株での概日リスム
は回復する
(A)ゲノム上のkaiBCを破壊したうえに、 IPTGによっ
て誘導ができる PtrcにkaiCBをつないでkaiCBを発現す
るコンストラク卜を導入したシアノバクテリアを用い
た。誘導をかけたときのkaiBC遺伝子発現を PkaiBCに
ルシフエラーゼ遺伝子をつないで測定した。
(8) kaiBCを破壊すると概日リスムは消失するが (上パ
ネル:IPTGを加えなし、)、 IPTGの量に依存してリズム
が回復した(下パネル:IPTG9ドM)。

過剰に発現すると kaiBC発現が減少するため、 KaiC

は自分自身の遺伝子発現の抑制因子である。5)kaiC 

を一過的に過剰発現すると過剰発現させた時刻に応

じて振動の位相が変化するため、 KaiCが時計の時刻

を決めている。つまり、シアノバクテリアの概日時

計はKaiAとKaiCの転写翻訳のフ ィードパック制御

によってコントロールされ、特にKaiCは時計を動か

し、時刻を決めている非常に重要な因子である剖。

先ほど述べたようにkaiCはkaiBC遺伝子発現を抑

制するが、 Synechococcuselongatus PCC 7942におい

てpromotertrap法を用いて調べた結果、 kaiCの過

剰発現はkaiBCだけでなくゲノム上の大部分の遺伝

子発現を抑制していた2~また、 kaiBCを破壊しリ
ズムを喪失させたシアノバクテリアにおいて、 kaiBC

遺伝子を本来のプロモーターではなく誘導性プロモ

ーターを用いて発現させると、リ ズムが完全に回復

した(図1)却制。 これらの結果から KaiCは自分自

身を含めてゲノム上の遺伝子すべての発現を制御し

ていると考えられるようになった。
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3.時計の中心因子 KaiC 

三つのKaiタンパク質のうち、 KaiCにだけはアミ

ノ酸配列に機能を推測するヒントが存在していた。

KaiCにはATP/GTP結合モチーフ存在することであ

る則。 このKaiC上のATP結合モチーフには実際に

ATPが結合し、変異を導入すると概日リズムが損な

われる制。そのため、 KaiCにATPが結合すること

が機能上重要であると考えられる。さらにKaiCが

RecA/DnaBファミ リーに属することもわかった 21}O

RecA/DnaBファミリーは6量体構造を持つことが知

られているが、電子顕微鏡を用いた研究からKaiCは

ATPとの結合に依存して6量体を形成することが報

告されている 6.:m。また、ゲルろ過実験によ って調

べた結果、細胞内でのKaiCも6量体に相当するサイ

ズで存在していた 1210 RecAはATP依存的DNA組

み換え酵素であり、 DnaBはDNAへリケースである

ため、 KaiCも同様にDNAに結合し機能するのでは

ないかということが推測されるが、実際にゲルシフ

トア ッセイによ ってKaiCはforkedDNAに結合す

ることが示されている2~これらの結果に加えて
Synechococcus elongatus PCC 7942ではすべての遺伝

子発現に概日 リズムが観察されることから却、KaiC

はDNAに直接結合し、染色体の構造を変化させる

ことで細胞全体の概日遺伝子発現を制御するのでは

ないかというモデルが提唱されている 訪叫。

Chlamydomonasのクロロプラストにおいて、 DNAの

supercoilingの状態が概日リズムをもって振動して

いることがすでに報告されており 川、クロロプラス

トの染色体は原核生物の染色体に相似していると考

えられるため、シアノバクテリアにおいても同様の

現象がおこっている可能性があるだろう。しかし、

KaiCがシアノバクテリア細胞内でDNAに結合して

いるかどうかはまだ示されておらず、またKaiCが特

定のDNA配列に結合する という結果も得られてい

ない。

DNAとの結合以外にも、 KaiCにはもう一つ機能

に結びつく特徴がある。KaiCは自己リン酸化し 301、

細胞内では時間依存的にリン酸化している川。 KaiC

のリン酸化は概日リズムにおいて重要だと考えられ

ているが、リン酸化がどのような役割を持っている

かは明らかではなかった。最近、我々の研究グルー

プによって質量分析法を用いてKaiCのリン酸化サイ

トが決定された 31)。その結果、 KaiCは431番目の

senneおよび432番目のthreonineの二ケ所がリン酸

化される ことがわかった。それぞれのリン酸化サイ

トに変異を導入したシアノバクテ リアでは概日リズ
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図2 KaiCのリン酸化が概日リズムに与える影響

(A)野生型 (WT)およびリン酸化部位に変異を導入した変異

体 (8431 A， T432A)、二カ所に変異を導入 した 株

(8431A;T432A)、kaii宣伝子破壊株 (Dkai)を12時間暗処理後、

連続明4時間後と 16時間後にサンプリ ンクし、ウエスタンフロ

ットを行った。野生型の上4本のバンドがリン酸化KaiCであ

り、8431AおよびT432A株ではそれぞれ2本しか検出されなか

った。二重変異株ではリン酸化KaiCは完全に検出されなかっ

た。

(8)野生型およびリン酸化変異株のkaiBC遺伝子発現リスム

(C)リン酸化がKaiCのnegativefeedback活性に与える影響

野生型のKaiC (左パネル)とKaiC[8431A;T432A](右パネル)

を過剰発現したときの、kaiBCプロモーター活性を測定した。

太い線で示した時間に IPTGを与えた。

ムが完全に消失 していた(図 2B)0 KaiA. KaiB， 

KaiCは相互作用しており へ 3つのKaiタンパク質は

主観的夜に大きな複合体を形成 しているが 12)、リ ン

酸化しないKaiCはKaiA.KaiBとの相互作用はおこ

らないこと も分かった。さらに、リン酸化サイトに

変異を導入しリ ン酸化しな くなったKaiCを過剰に発

現すると、野生型のKaiCを過剰発現した時に観察さ

れる kaiBC遺伝子発現の完全な抑制がおこらないこ

とが分かった (図2C)。そのため、 KaiCはリン酸化

する ことで転写抑制活性が調節されていると考え ら

れる。リン酸化の有無によってKaiAやKaiBとの相

互作用が変化することからKaiCのリン酸化がKai複

合体形成を コントロールし、 時計タンパク質の複合

体による転写調節を制御しているのかもしれない。

真核生物の時計因子では リン酸化が分解のシグナ

1時間生物学 Vol.l 0.No.2 (2004) 
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図3 KaiCの合成速度と分解速度

(A)ノサンブロットによ って定量した kaiBC

mRNAの蓄積 (上パネル)、358メチオニンの

パルスチ工イ スによ って求めたKaiCの合成速

度 (中パネル)、ウエスタンフ ロットによ って

定量したKaiCの蓄積 (下パネル)の時間変動。

mRNAは連続明 10時間目，合成は12時間目，タ

ンパク質は 18時間目に振動のピークがきてい

る。
(8)タンパク質合成阻害剤クロラムフェニコー

ルを用いて、358メチオニンでラベルしたKaiC

の分解を4時間おきに調べた。分解速度は主観

的夜に最も遅くなっていた

ルになり 、その結果と して転写を制御する例が良く

知られている 15.li且民且刷。 KaiCの一過的な過剰発現

は位相変位を引き起こすことやへ KaiCの蓄積量は

主観的夜にピークとなる リズムがあること 山、時間

によ ってリン酸化レベルが変化する ことから 111、

KaiCの量や状態が時計の時刻を決めている と推測さ

れている。KaiCの蓄積量を調整するには合成および

分解のバランスが重要であるため、合成速度および

分解速度の解析がおこなわれた~ パルスチェイス

実験からKaiCの合成速度はきれいな概日リズムをも

つことがわかった (図3A)oKaiCの安定性も概日時

間によ って変化しており、蓄積レベルがもっ とも高

くなる時間には分解 しに くいことがわかった (図

3B)。この合成と分解の リズムがkaiC mRNAと

KaiC タンパク質の蓄積リズムのタイムラグ形成や

9 



蓄積リズム形成に重要であることが確かめられた。

KaiCの安定性とリン酸化の関係についてはまだはっ

きりとはわからない。細胞全体のタンパク質合成を

とめて分解速度を測定した結果ではリン酸化KaiCの

レベルが高くなる主観的夜にはKaiCの分解はおこり

にくいことがわかった(図3B)。しかし、 KaiCを一

時的に過剰発現しそのKaiCの分解速度を測定した結

果では、リン酸化KaiCは非リン酸化KaiCよりも不

安定であるという報告がある川。リン酸化の有無が

単純にKaiCの安定性を制御しているのではないよう

だ。

4. KaiAとKaiBの役割

KaiAとKaiBの配列にはKaiCのように機能を示す

ヒントはなかった。そこで我々は、 Kaiタンパク質

が細胞でどのくらい、どのような状態で存在するか

を解析することが機能を解明する手がかりになると

考え、 Kaiタンパク質の細胞内の存在量、局在、タ

ンパク質問相互作用、 KaiCのリン酸化などの一日を

通しての動態を調べた 1九 まず、細胞質画分とl民画

分にわけでKaiタンパク質の存在を調べたところ、

KaiAとKaiCは大部分が細胞質に存在するがKaiBは

約50%程度が膜画分に存在していることがわかった

ため、細胞質におけるKaiタンパク質の相互作用を

調べた。すると、 KaiAとKaiBのKaiCへの結合は

KaiCのリン酸化の時間変動に相関するように変化し

ていた。また、細胞内でのKaiタンパク質の絶対量

を測定した結果からKaiAがKaiBとKaiCに対して非

常に量が少ないことがわかった。そこで、細胞内で

の存在比に合わせてKaiA とKaiBをKaiCの自己リ

ン酸化反応に加えて影響を調べたところ、 KaiAを加

えると自己リン酸化は促進されることがわかった

(図4A)。それに対してKaiBを単独で加えても全く

影響はなかったが、 KaiAとKaiBを加えると KaiAを

加えたときと比較してKaiCの自己リン酸化が少なか

った。さらに反応時間を延ばすにつれて自己リン酸

イヒKaiCが減少していることから、 KaiBはKaiCの脱

リン酸化を促進させていることが推測された(図

4A)。細胞内でも同様にkaiA破壊株においてはリン

酸化KaiCがほとんど検出されず、逆にkaiB破壊株

ではリン酸化KaiCが多く蓄積していた(図4B)。こ

れらの結果から、 KaiAはKaiCのリン酸化を促進し、

KaiBはKaiAの促進するKaiCのリン酸化を減少さ吃

るという逆の機能があると思われる。また、 KaiA，

KaiB， KaiCはそれぞれが単独でというよりむしろ時

間特異的に状態の異なる時計複合体を形成すること

時間生物学 Vol.l 0.No.2 (2004) 
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図4 KaiAとKaiBのKaiCリン酸化に及ぼす影響
(A) KaiC単独 (・)、KaiCにKaiBを加えた条件 (0)、
KaiCにKaiAを加えた条件(口)、 KaiCにKaiAとKaiB
を加えた条件(・)で [y-32PjATP存在下で反応させ、
In vitro自己リン酸化アッセイを行った。反応液を SDS-
PAGEし，PVDF膜に転写しオートラジオクラフ ィーを
行った。結果は4回実験の平均値土標準偏差であらわし
である。
(B)野生型 (WT)， kaiA不活性株 (kaiA-)， kaiB不活

性株 (kaiB-)， kaiC破壊株 (kaiC-)について 12時間暗
処理後、連続明条件で 16時間培養後、集菌しウエスタ
ンプロットを行いKaiCを検出した。

で機能すると考えられる Il.lti，<l1制。

KaiAについては、この2-3年いくつかの他の研

究グループからNMRやX線結晶構造解析の結果が

数多く報告されているが2却 'II.'J.I)、その構造データが

KaiAの機能について新たな情報を与えてくれた。

kaiCはシアノバクテリアに広く存在するが州、kaiA

配列は保存性があまり高くない。特にSynechococcus

elongatus PCC7942のN末端はいくつかの糸状性シ

アノバクテリアでは存在していない 38.""0 KaiAをN

末端側とC末端側にわけた解析からKaiCのリン酸化

を促進する効果はN末端側KaiAにはなく、 C末端側

KaiAによっておこることがわかった。このN末端側

KaiA のNMR解析を行ったところ、その構造が

pseudo response regulatorのreceiverdomainに似て

いることがわかった刊。 r巴sponseregulatorは二成

分情報伝達系のタンパク質であり、パートナーであ

るhistidin巴 kinaseから信号をうけとり下流に情報

を伝える。そのため、 KaiAはinputシグナルを受け

取り KaiCにイ云える役目があるのではないかと考えら

れるようになった。KaiAのC末端側の構造解析も進

んでおり、 N末端側KaiAがなくてもC末端側KaiA
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図5 シアノハクテリア概日時計システムのモデル図

細胞内におけるKaiタンパク質の蓄積量や複合体の矯成の変化、 KaiAのリン酸化促進効果、逆にKaiBの
リン酸化を減少させる効果等によって、 Kai複合体の状態は一日 をとおして大きく変動している。Kai複

合体の状態変化、特にKaiCのリン酸化の有無によってKaiCを中心とした時計複合体の活性は変動し、
chromosomeに結合することでその矯造を変え、細胞全体の概日リスームを生み出している。

は、それだけでリズムを形成し割、KaiCのリン酸化

を促進甜側、 KaiAのダイマー形成部位 2 酒 ι10州、

KaiAとKaiCとの相互作用部位をもっ2直一叫州、時計

機能にとって必須なドメインであることがわかった。

KaiAだけでなく KaiBとKaiCの結晶構造解析結果

とそれに基づく機能解析も報告されている。バnabae-

na sp PCC7120のKaiAとKaiBの結晶構造解析の結

果からはKaiAとKaiBのKaiC結合部位が構造上の相

似していることがわかり、 KaiAとKaiBはKaiCへの

結合を競合しているというモデルが提唱されている

九 Synechococcuselongatus PCC 7942のKaiCのX線

構造解析結果も報告された 3引。 このようなKaiタン

パク質の構造解析によってさらに機能の解明が進む

ことが期待できるだろう。

5.おわりに

KaiCが抑制因子であり、 KaiAが促進因子である

ということ しかわかっていなかった頃から、ずいぶ

んと解析が進んできた。しかし、これらの結果を合

わせてもシアノバクテリアの概日時計機構における

Kaiタンパク質の役割を明記することはまだ難しい。

Kaiタンパク質がどのようにリズミックな遺伝子発

現(特定の遺伝子ではなく、ゲノム全体)をコント

ロールするのだろうか?現在のところ言えることは、
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Kaiタンパク質は細胞内における量、修飾状態、複

合体の構成などが時間によって変化する。KaiCを中

心とした時計複合体の状態(特にリン酸化状態)が

時間によ って変化することがシアノバクテリア細胞

全体にリズムをもたらしているのだろう 。Syneco-

coccus elongalus PCC 7942ではKaiAはN末端側で

mputシグナルを受けとり Kai複合体に伝達する役割

をもっと推測されている。また、 KaiAとKaiBは

KaiCのリン酸化を調節、複合体を形成することで

KaiCを含む時計複合体の時間による変化をうむ役割

を持っている。では、 KaiCを含む複合体がどのよう

に遺伝子発現を調節するかだが、現在のところ解明

されていない。一つのモデルとして、 chromosome

に結合することでその構造を変え細胞全体の概日リ

ズムを生み出しているという考えが提唱されている。

図5に、これらの結果をふまえたシアノバクテリア

の概日時計機構の概観を示した。

最後に、本総説ではKaiAKaiB， KaiCについてだ

けまとめたが、 kaiABC遺伝子の同定以降にも時計因

子を探すアプローチが行われており、いくつかの時

計関連遺伝子が見つかっている 旧日 M却酒却。 これらは

Kaiタンパク質のように振動形成に必須で、はなく、

環境からのインプットやアウトプッ ト経路で働くと

考えられている。これらの時計関連因子と Kaiタン
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パク質の聞のつながりを調べることや、時計機構で

働く因子をさらに見つけていくことも非常に重要で

あろう。
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