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要 旨 藍藻は生物時計を備えた単細胞生物であり，3 種類の時計タンパク質からなるシンプルな自律振動系を持つ。

時計タンパク質が時を刻む様子を X 線小角散乱でリアルタイム計測した結果を紹介し，時計の針を安定に進める仕組

み，シンプルさの奥に潜む複雑さ，そして他の生命現象にも共通する今後の課題について考察する。

1. はじめに

無数の生体高分子がひしめく細胞内，そこは常に乗車率

200の通勤ラッシュ状態である。我々は，どれほど通勤

ラッシュで混雑していても，通行人と肩がぶつかっても，

毎日同じ道のりを経て目的地にたどり着く。これは，「定

刻までに出勤する」という強い意志を持っているからであ

る。興味深いのは，本来意志を持たないはずのタンパク質

が，雑音の多い込み入った環境でもそつなく仕事をこなす

点である。

たとえば大腸菌の場合，タンパク質や核酸といった生体

高分子が細胞内に占める体積は全体の30（～300 g/L）

にも達する1)。細胞質はドロドロの状態にあり，希薄溶液

を用いた生化学的な実験条件よりも著しく高粘度である

（拡散速度が低下する）。また，顕著な排除体積効果によ

り，特定の生体高分子が感じる濃度（有効濃度）は実際よ

りも高くなる。よって，細胞質中を漂うタンパク質分子に

してみれば，繰り返される生体高分子や水分子との衝突に

より，その一瞬一瞬は摩擦や雑音に満ちたものとなる。に

もかかわらず，タンパク質はあたかも意志を持っているか

のごとく，特定の分子を選択的に補足したり，細胞内の特

定部位に局在化したり，ある時刻に一斉に一方向へ運動を

開始したりする。このように本質的に乱雑である環境か

ら，時間的空間的に秩序ある現象が生じるのを目の当た

りにすると，そこに何らかの意志（生命）を感じずにはい

られない。本稿で紹介する藍藻の生物時計はその典型例で

あり，その時計タンパク質が“あたかも意思をもつかの如

く”離合集散する様子を X 線小角散乱で観察した結果2)に

ついて解説する。

2. 藍藻の時計タンパク質

生物時計を改めて意識するのは，飛行機で海外出張した

ときである。あの耐えがたい日中の眠気，だるさ，夜間の

覚醒…，我々が時計の発する概日リズム（24時間周期）

を指針に昼夜環境サイクルへ適応しつつ生活していること

の証である。これまでにバクテリアから哺乳類に至る様々

な生物で時計が詳しく研究され3)，現在のところ，転写

翻訳振動モデルが広く受け入れられている。

その概要は次のようなものである（Fig. 1A）。時計遺伝

子が転写され（◯），その mRNA が核外へと拡散する

（◯）。mRNA が翻訳され時計タンパク質が作り出される

（◯，◯）。まるでサケが産卵のために生まれ育った川をさ

かのぼるがごとく，時計タンパク質の一部は再び核内へと

移動し始める（◯）。そして，自分自身を生み出す源であ

る時計遺伝子の転写を阻害し（◯），時計タンパク質の増

産にストップをかける。分解によって核内の時計タンパク

質濃度が低くなると（◯），再び時計遺伝子の転写が再活

性化され，次のサイクルが回り始める。転写翻訳振動モ

デルの本質は，タンパク質や核酸といった多種多様な分子

が関わっていること，そして概日振動を生み出すループが

時間的空間的スケールの異なる複数の生命現象により構

成されている点である。

藍藻の生物時計が興味深いのは，転写翻訳振動モデル

を必要としない点である（Fig. 1B）。日本人研究者の努力

により発見された 3 種類の藍藻時計タンパク質は，“回転”

の“回”にちなんで KaiA, KaiB, KaiC と命名されている4)。

KaiA は KaiC をリン酸化し，KaiB は KaiA の機能を抑制

することで KaiC の脱リン酸化を促す（KaiC は単独で自

己脱リン酸化できる）。ATP 存在下，3 種類の時計タンパ

ク質を細胞内と同様の濃度比率（KaiA: 0.05 mg/ml,
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Fig. 1 Schematic drawings of biological clocks. (A) Transcriptional and translational oscillatory model. (B) Assembly
and disassembly of in vitro Kai oscillator.
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KaiB: 0.05 mg/ml, KaiC: 0.20 mg/ml）で混合し，KaiC

のリン酸化状態が試験管内で概日振動することを証明して

見せた中嶋らの論文5)は圧巻の一言に尽きる。複雑かつ巧

妙に作られた哺乳類の生物時計に対し，たった 3 つのタ

ンパク質で機能する藍藻の発振回路はシンプルな美しさを

秘めている。

このように興味深い生命現象を前に構造生物学者がじっ

としているはずもなく，当然ながら厳しい競争が繰り広げ

られている。既に，Kai タンパク質の各々について結晶構

造が報告されており，時計を構築する個々の歯車の構造は

明らかとされている。しかし，歯車の構造がどれほど鮮明

にわかっても，その静的な描像のみから時計が動くメカニ

ズムを読み取ることは困難である。それ故，歯車同士の噛

み合わせ，すなわち Kai タンパク質の複合体構造とその

時間発展の解明が切望されてきた。

大きさや形を時間変化させる系（離合集散系）の構造解

析はどのようにすれば良いだろうか。離合集散する Kai

タンパク質同士の相互作用が本質的に強固とは考えにく

く，複合体を結晶化するためには何らかの方法で反応をト

ラップする必要がある。NMR は魅力的な手法であるが，

KaiC は分子量が大きく扱いづらい。負染色電子顕微鏡

法は使えそうだが，対象が概日周期とはいえリアルタイム

計測は難しい。従来の構造生物学的切り口のみで切り拓く

ことのできない空白領域があるように思われた。

3. タンパク質溶液試料の X 線小角散乱

究極の離合集散系を前に，著者は X 線小角散乱を選択

した。その主な動機は以下の通りである。

3.1 生理的条件でのリアルタイム計測へのこだわり

KaiC がリン酸化型と脱リン酸化型のあいだを概日周期

で往来するのであるから，KaiAKaiC 相互作用と

KaiBKaiC 相互作用の切り替えが時計を動かす重要な役

割を担っていると考察される。この相互作用の切り替えを

詳しく研究するためには，Kai タンパク質の離合集散を実

時間で観察することが必要不可欠である。溶液試料を扱っ

た X 線小角散乱の最大の長所は，温度pH といった条件

の変更が容易なことに加え，試料の時間発展を追跡できる

点である。3 種類の Kai タンパク質を生理的な水溶液中で

混合し，散乱パターンの時間変化から離合集散メカニズム

が検証できると期待される。

3.2 空間分解能への妥協

生理的環境での測定，時間変化測定といった長所に対し，

X 線小角散乱には空間分解能が制限されるという短所が

常につきまとう。あるサイズを持った入射 X 線を溶液試

料に照射すると，照射体積×露光時間の空間に含まれてい

た全タンパク質分子の信号が検出器に記録される。タンパ

ク質分子は溶液中で自由に拡散運動しているため，空間サ

イズが十分に大きければ，そこに含まれていたタンパク質

分子は入射 X 線に対して等確率的に任意方向として扱え

る。結果として観測されるのは，タンパク質 1 分子の散

乱を球面上で全立体角にわたり積分した量と同等になる

（散乱ベクトルを球座標の天頂角方向にとり，座標定義さ

れた電子密度を 0～4 p まで積分）。この空間平均（粒子平

均）により詳細な構造情報が失われ，検証できる空間分解

能に制限が生じる。

制限の度合は実験データとして記録された散乱角度範囲

や粒子形状にも依存するが，おおむね数十 Å である。こ

れは，小さなタンパク質分子 1 個分，大きなタンパク質

であればドメイン程度の大きさに相当する。よって X 線

小角散乱は，構造が既知であるドメインや小タンパク質の

空間配置を解明する際に威力を発揮する。

Kai タンパク質の場合，個々の結晶構造は既に解き明か

されている。よって，離合集散する Kai タンパク質複合
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Fig. 2 Time-resolved small-angle x-ray scattering patterns of a ternary mixture of Kai proteins. The scattering vector, S,
on the horizontal axis is equal to S＝2 sin u/l, where 2u is the scattering angle and l is the wavelength of incident
x-ray. I(S) corresponds to the scattering intensity recorded at S. (A) Assembly process from 0 to 9 hr. (B)Disas-
sembly process from 9 to 24 hr. Insets represent Guinier plots of the scattering curves.
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体の形状を明らかにできれば，そこに既存の結晶構造をあ

てはめることによって，相互作用の切り替え機構を詳細に

検証できると期待される。

3.3 分子量変化の検出

Kai タンパク質の離合集散を検出する重要なパラメータ

として原点散乱強度 I(0)と呼ばれる量がある。I(0)は入

射 X 線と同方向に散乱された X 線の強度であり，散乱体

の分子量にとても敏感である。デバイの散乱式6)によると，

N 個の原子からなるタンパク質分子の I(0)は，各原子の

原子散乱因子（ fi≒電子数）の総和の 2 乗に比例する。

I(0)∝
c

Mw
( f1＋f2＋…＋fN－1＋fN)

2

ここで，c は試料濃度（mg/ml），Mw はタンパク質の分子

量である。タンパク質を構成する主要元素（1H, 6C, 7N,

8O, 16S）について，その原子量は電子数の 2 倍とほぼ等し

い（∑fi＝Mw/2）。よって，タンパク質濃度が0.1（1 mg

/ml）ときの原点散乱強度 I(0)0.1 は，

I(0)0.1＝
I(0)

c
∝

Mw

4
(1)

となりタンパク質の分子量に比例するが，形状に依存しな

い。よって，異なるタンパク質分子が混在する希薄溶液の

場合，観測値は各々の粒子（j）についての重量濃度平均

となる。

I(0)0.1
app ＝

I(0)app

ctotal
∝∑

j

cj

ctotal
I(0)0.1

j (2)

上式は，I(0)0.1
app が Kai タンパク質の会合状態や蓄積量変

化についての情報に富むことを示している。

3.4 多様な実験条件への適応

Kai タンパク質複合体の結晶化は単体に比べて難しく，

本質的に会合定数が低いため更に困難を極める。I(0)0.1

は分子量と直結した量であるため（1 式），タンパク質 A

をタンパク質 B で滴定しながら希薄溶液中で I(0)app を測

定することができれば，A と B の会合比や解離定数

（Kd），そして上手くいけば複合体の散乱曲線が決定され

る7)。空間分解能を犠牲にした分，生理的な溶液条件で多

様な実験を展開できるという恩恵を享受できる。

4. Kai タンパク質の離合集散ダイナミクス

4.1 離合集散のリアルタイム計測

安定した試料調製技術が確立した後，直ちに 3 種類の

Kai タンパク質が混在する系のリアルタイム計測に着手し

た。高純度精製した KaiA (0.15 mg/ml), KaiB (0.15 mg/

ml), KaiC (0.60 mg/ml)を ATP と混合し（細胞内濃度の

3 倍量），30度で振動反応を開始させた（時刻ゼロ）。各測

定時刻に一定量の試料を反応溶液より取り分け，その一部

を X 線小角散乱に，残りを SDS ポリアクリルアミドゲル

電気泳動（SDSPAGE）による KaiC のリン酸化定量に

使用した。

散乱曲線は“生きている”かのごとく劇的に変化した。

反応開始直後（0～6 h），散乱ベクトル（S＝2 sin u/l）の

小さな小角領域で強度が増加し，一方で中～広角の散乱強

度が徐々に減少した（Fig. 2A）。この変化は約 8 h で一旦

穏やかとなり，散乱曲線は次に逆方向へと変化し始めた

（Fig. 2B）。逆向きの変化は20 h で穏やかとなり，小角領域

の強度が増加するモードが再び立ち上がった。散乱曲線は
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Fig. 3 Time-dependent changes of apparent forward scattering in-
tensity, I(0)0.1

app , and fraction of phosphorylated KaiC
(Phosapp). Green squares, red circles and blue triangles cor-
respond to the data for a ternary mixture, a binary mixture
without KaiB and a binary mixture without KaiA, respective-
ly. Solid lines represent sine-wave or exponential functions
ˆtted to the data.
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明らかに振動していた。

I(0)0.1
app の時間変化を検証するため Guinier 解析を行っ

た。S が十分に小さい領域において，散乱強度の自然対数

（LnI(S））は，散乱体の種類によらず散乱ベクトルの 2 乗

（S2）に対して直線近似される（Guinier 近似）。

LnI(S)0.1LnI(0)0.1－
4p2R g

2

3
S 2 (3)

よって，振動過程の LnI(S)を S2 に対してプロットし

（Figs. 2AB, Inset），近似直線の勾配から分子の回転半径

（Rg）が，そして切片から I(0)0.1
app が決定される。

3 つの Kai タンパク質を混合した直後(2 分)の I(0)0.1
app

は約1900であった（Fig. 3, ）。別の実験から求めた単体

の I(0)0.1 を考慮すると（I(0)0.1
KaiA＝460, I(0)0.1

KaiB＝236,

I(0)0.1
KaiC＝2200），3 つの Kai タンパク質が会合することな

く混在した場合，（2 式）より I(0)0.1
app ＝460×(0.15/0.90)

＋236×(0.15/0.90)＋2200×(0.15/0.90)＝～1580＜1900

と計算される。よって，混合から測定までの不感時間（約

2 分）に，何かしらの速い会合反応が起こっていることが

示唆された。

その後，I(0)0.1
app は劇的に増加し，約 9 時間でピークを

迎え減少へと転じた。反応開始から18時間以降では，24.4

±0.2 h の周期を持つ美しい正弦振動が現れた。I(0)0.1
app

は試料の重量平均分子量に比例するため（2 式），この結

果は時計タンパク質が非定常的に離合集散を繰り返すこと

を示す直接的証拠となった。

4.2 ウサギとカメの関係が生み出す p/2 の位相差

興味深いことに，I(0)0.1
app は KaiC のリン酸化状態とは

異なる位相で振動していた。リン酸化を受けた KaiC の割

合（Phosapp）は，I(0)0.1
app とほぼ同じ周期の振動を示した

が（23.8±0.5 h），その位相は I(0)0.1
app よりも p/2 進んで

いた（Fig. 3， ）。

位相差の原因を探るため，KaiA もしくは KaiB を含ま

ない系について同様の実験をおこなった。KaiA（0.15 mg

/ml）と KaiC（0.60 mg/ml）のみを含む系では，I(0)0.1
app

が不感時間内で急激に増加し（Fig. 3， ，全く会合して

いなければ I(0)0.1
app 1800），Phosapp は I(0)0.1

app より少し

遅れて増加して一定レベルに達した（Fig. 3， ）。全ての

過程が完了するまでに 3 時間とかからない速やかな反応

であることが理解される。一方，KaiB（0.15 mg/ml）と

KaiC（0.60 mg/ml）の反応はとても緩やかなものであっ

た。I(0)0.1
app は徐々に増加し（Fig. 3， ，全く会合してい

なければ I(0)0.1
app 1850），反応開始後 8 時間で減少に転

じた。その際，Phosapp はゆっくりと単相で減少し（Fig.

3， ），その変化は I(0)0.1
app が減少する遅い過程と同期し

ていた。

以上の結果は，KaiC と相互作用するタイミングが

KaiA と KaiB で大きく異なり，両者の性質がウサギとカ

メのように対照的であることを示す。3 者が混在した場合，

KaiA が勢いよくスタートダッシュを切って KaiC と結合

し，速やかに KaiC をリン酸化する（Phosapp のピーク＝

～1 h, Fig. 3， ）。KaiB は KaiC のリン酸化が終わった頃

に遅れてやってきて KaiC と結合し（I(0)0.1
app のピーク＝

～8 h, Fig. 3， ），穏やかに脱リン酸化を促ししつつ KaiC

から解離する。2 つのピークの差はおよそ 7 時間となり，

観察された位相差（p/2＝6.6±0.9 h）を説明することが

できる。以降，位相差を生み出す反応初期（0～18 h）を

シンクロ相，それ以降の安定した領域（18 h～）を振動相

と呼ぶ。

ウサギとカメの仮説が的を射たものであれば，ゆっくり

と確実に追い付いてくる KaiB と KaiC の相互作用は，

KaiA と KaiC のペアより熱力学的に安定であると予測さ

れる。この点を検証するため，X 線小角散乱を用いた滴

定実験を行い KaiC に対する親和性を KaiA と KaiB で比

較した。一定量の KaiC に様々な量の KaiA（もしくは

KaiB）を混合し，30度で十分に平衡化させた後に散乱曲

線を計測した。各測定の I(0)app を KaiA の全濃度に対し

てプロットしたところ（Fig. 4，），I(0)app は初めに急激

な増加を示し，そのあと滑らかな曲線を描きつつ緩やかな

単調増加へと至った。一方，KaiB と KaiC の組み合わせ

の場合（Fig. 4，），I(0)app は急勾配で直線的に増加し，

約～1 当量の KaiB 濃度で鋭い屈曲点を生じて飽和に達し

た。これら滴定曲線の解析から，KaiA と KaiC の解離定

数（Kd）が4.7±0.7 mM，KaiB と KaiC の組み合わせでは

0.12±0.08 mM と求められ，ともに結合比が 1 対 1 である

ことが明らかとされた。以上の結果は，KaiBKaiC の相

互作用が KaiAKaiC より約40倍強いことを示し，先の

p/2 の位相差に関する仮説を支持する。
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Fig. 4 Titration curves of apparent forward scattering intensities,
I(0)app. Solid lines correspond to the least-squares ˆtting to
the data using a 1:1 binding scheme.

Fig. 5 Low-resolution models of Kai complexes. (A) Low-resolu-
tion envelope of KaiA:KaiC complex restored from SAXS
data. (B) Superimposed crystal structures of KaiA and KaiC
to low-resolution model of KaiA:KaiC complex. (C) Low-
resolution envelope of KaiB:KaiC complex restored from
SAXS data. (D) Superimposed crystal structures of KaiB
and KaiC to low-resolution model of KaiB:KaiC complex.

Fig. 6 In vitro assembly and disassembly scheme of the Kai pro-
teins. KaiA, KaiB and KaiC particles are schematically illus-
trated by using orange plums, blue diamonds, and green bar-
rels, respectively.
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4.3 複合体の低分解能像が示唆する反応モデル

上述の反応モデルと Kd をもとに，滴定実験データから

KaiAKaiC および KaiBKaiC 複合体の散乱曲線を見積

り，各々の散乱曲線を説明する低分解能像を計算した。計

算手法やソフトウェアの詳細については本稿の趣旨でない

ため，原著論文8)や総説9)を参照頂きたい。

KaiAKaiC 複合体は150×150×110 Å の大きさからな

る。KaiC は全体積の80を占め（Fig. 5AB，青色），「球状

の頭部」と「短い尾部」で構成される。頭部の中心には空

洞が観察され，そのおかげで KaiC の結晶構造を一意的に

当てはめることができた。KaiC の頭部は C1 と C2 と呼ば

れる二つのドメインで構成されており，KaiA に相当する

20の電子密度（Fig. 5AB，オレンジ色）は C2 ドメイン

と尾部近傍に局在化していた。

KaiBKaiC 複合体は140×130×100 Å の寸法からなり，

KaiAKaiC 複合体よりもわずかにコンパクトであった。

KaiC に特徴的な電子密度が確認でき（Fig. 5CD，緑色），

全体の13の体積にあたる KaiB の電子密度は C2 ドメイ

ンと相互作用していた（Fig. 5CD，紫色）。

以上の小角散乱データおよび低分解能モデルをもとに，

Kai タンパク質の離合集散メカニズムについて考察する。

KaiA が KaiC に結合する速度は KaiB に比べて十分に速

いため，最初に KaiAKaiC 複合体が生じる（Fig. 6, a）。

KaiC が十分にリン酸化を受けた後，反応を脱リン酸化へ

と切り替えるために KaiB がやってくるが，ここで 2 つの

シナリオが想定される。1 つは KaiB が KaiA の近傍に結

合し（Fig. 6, b），KaiAKaiBKaiC 複合体を形成して

KaiA を阻害する場合である。もう一つの可能性は，KaiB

が結合している KaiA を押しのけて入れ替わる可能性であ

る（Fig. 6, c）。複合体モデルをよく観察すると，KaiC に

対する結合位置が KaiA と KaiB で類似している（Fig. 5）。

滴定実験からも明らかであるが，KaiBKaiC 複合体は

KaiAKaiC 複合体より安定であるため，この入れ替わり

は熱力学的に十分可能な反応である。KaiAKaiBKaiC

複合体，KaiBKaiC 複合体の状態では共に KaiA の機能

が抑制されているため，脱リン酸化が進行し（Fig. 6, d &

e），その後に KaiB が解離してサイクルは元に戻る（Fig.
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Fig. 7 EŠects of Ficoll70 on rhythmic changes of phosphorylated
fraction of KaiC (Phosapp). Dotted lines indicate linear
functions ˆtted to the data in the synchronizing stage (light
blue). Solid lines represent sine-wave functions ˆtted to the
data in the oscillatory stage (orange). Black dotted arrows
illustrate Ficoll70-dependent shifts of the oscillatory phases.
Each oscillatory curve is oŠset for clarity of presentation.
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6, f & g）。

我々の実験データは反応系路上に枝分かれが存在するこ

とを示唆し，生化学的な実験結果について合理的な説明を

与える。2 段階のプルダウンアッセイを用いた生化学的解

析結果によると10，KaiAKaiBKaiC 複合体が蓄積す

る前かほぼ同時期に KaiBKaiC 複合体が蓄積する。経

路の枝分かれ無しに，このような反応順序を説明するのは

容易でない。

4.4 雑音に強い振動相，敏感なシンクロ相

冒頭で触れたように，種々の生命現象は細胞内の雑音を

乗り越え，ときには雑音を巧みに利用しながら進行する。

Fig. 6 に示される Kai タンパク質の離合集散はどうであろ

うか。溶媒の粘度，浸透圧，排除体積効果などが Kai タ

ンパク質の振動反応に及ぼす影響を検証した。

顕著な変化が観察されたのは，Ficoll70と呼ばれる球状

ポリマーを添加して系の溶媒粘度に変調を与えたときであ

る。Ficoll70の添加量に応じ（溶媒粘度の増加），Phosapp

の第 1 ピークに続く減少過程が減速され（Fig. 7，点線），

その結果として振動相の位相は後退する傾向にあった

（Fig. 7，矢印）。興味深いのは，この位相後退がシンクロ

相（0～18 h）で生じており，振動相（18 h～）の周期や

位相そのものは粘度の影響を受けない点である（位相のず

れを保ったまま概日振動を継続）。以上の結果は，シンク

ロ相のみが溶媒粘度に敏感であることを示す。

一般的な化学反応において，「溶媒粘度への依存」と

「遅い反応」というキーワードは互いに相容れない。系の

粘度が高まれば，種々の Kai タンパク質分子の並進拡散

速度は低下する。よって反応が拡散律速であれば，系の粘

度増加に応じて減速が観察されても良い。しかし，現実に

起こっているのは時間オーダーの反応で，10－7 cm2s－1 程

度の拡散定数を持つ Kai タンパク質同士が衝突して複合

体が生成するといった単純な反応では説明がつかない。

相反する 2 つのキーワードを同時に説明するために

は，「特別な条件」もしくは「検索」といった点を考慮す

る必要がある。例えば，反応は拡散律速であるが，単純に

2 つのタンパク質が衝突すれば良いのでなく，「◯ある特

定の状態にある，◯複数の分子が，◯決まった配向で衝突

して初めて反応が進む」という確率的制限を課せば，溶媒

粘度に依存した遅い反応として説明できるのではなかろう

か。伊藤らの研究結果によると11)，複
・

数
・

の
・

KaiC 分子が情

報をやり取りする過程が各サイクルに存在し，その反応は

KaiC のリン酸化状
・

態
・

に大きく依存している。その情報交

換が行われるタイミングは，Ficoll70によって減速される

脱リン酸化ステップの初期段階であると考えられてい

る10)。

決して忘れてはならないのは，シンクロ相のみが溶媒粘

度に依存している点である。時計の機能に対して積極的に

作用していた離合集散は，シンクロ相から振動相への移行

に伴い，その役割を従属的なものへと変化させている。こ

こで，シンクロ相における離合集散を通じて何
・

ら
・

か
・
の
・

ペー

スメーカー的存在が構築され，振動相では成熟したペース

メーカーが逆に離合集散タイミングを制御するという考察

に至る。

このような観点のもとに，KaiAKaiC および KaiB

KaiC 複合体の構造を再度眺めると，KaiC が時を刻むた

めのペースメーカーであるという仮説に至る。Fig. 5 が示

すように，KaiA や KaiB は KaiC の C2 ドメインや尾部と

相互作用している。リン酸化を受けるアミノ酸はKaiC の

C2 ドメインに局在化しており，尾部の根元は KaiC に結

合した ATP の近傍にアンカーされている。よって Fig. 5

の複合体構造は，「KaiA や KaiB がタイミングを見計らっ

て KaiC に結合した状態」とも解釈できるが，むしろ

「KaiC が自身のリン酸化状態に応じた C2 ドメイン～尾部

の構造変化によって，KaiA や KaiB を呼び寄せたり，ま

た突き放したりしつつ離合集散タイミングを制御するのに

最適化された構造」と解釈すべきであろう。そうすると，

雑音の多い込み入った環境で正確に時を刻むことができる

謎の一端が理解される。

5. まとめと今後の展望

5.1 真のペースメーカーを追い求めて

初期の離合集散により生み出される Kai 発振回路の

ペースメーカーとは一体どのようなものであろうか。

KaiA や KaiB が KaiC へ呼び寄せられるのであれば，そ

の信号の源であるリン酸化状態がペースメーカーであろう

か12)。最近の報告では13)，KaiC の ATPase 活性がペース

メーカーとしての役割を担っている点が指摘されている。

今後，ペースメーカーである KaiC の発するタイミング
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信号，即ち KaiC の構造変化を捉えることが重要な課題の

一つとなる。これまでに KaiC の結晶構造が幾つか報告さ

れているが，それらの構造は全て同じ構造であるといって

もよい。この事実は，期待される KaiC の構造変化が小さ

く，弱い相互作用によって保たれていることを示唆する。

なんとか結晶構造解析が解けても，核心部分に手が届かな

いという状況は Kai タンパク質に限ったことでなく，現

在の生物物理学や構造生物学が抱える共通の課題でもあ

る。いま X 線小角散乱に求められているのは，溶液中で

のみ起こる小さな構造変化を捉えるためのアイデア技術

革新，そして結晶構造の前後一コマについての情報を得る

ことではなかろうか。

5.2 放射光利用の重要性

概日周期のダイナミクスであれば，実験室系の X 線小

角散乱装置で十分に計測できると思われるかもしれない。

実験室系で実際に計測したわけではないが，かなり厳しい

戦いになると著者は予測する。

まず，時間分解能の観点から測定が難しい。いま仮に，

y(t)＝sin (2pt/24)という正弦振動反応を考える。最も急

激な時間変化を示す t＝24での勾配は，y′t＝24＝2p/24＝～

0.26となる。これは，露光積算している僅か20分のあい

だに信号が 9 も変化することを示しており，とてもリ

アルタイム計測とは言えない。計測中の信号変化率を 1

以下に抑える条件は，露光時間2分以内と逆算される。

よほどの高濃度試料を用いない限り，実験室系でこの条件

をクリアすることは難しい。

また，測定感度でも困難が伴う。自律振動は 3 種類の

Kai タンパク質を混合して誘導するが，その生理的濃度は

低く，合計でも 1 mg/ml を超えない希薄溶液である。放

射光を用いた計測でも数 mg/ml の試料を使用することが

一般的であることを考えれば，測定が容易でないことは理

解いただけるであろう。また，この希薄溶液から発せられ

る微弱な信号のわずか 6 程度が時間変化として観察さ

れるわけであるが（Fig. 3），その微弱な揺らぎを数日にわ

たって安定に計測しなければならない。目的を達成するた

めには，高いレベルでビームの安定性が要求される。

本稿で紹介した実験データは，全て SPring-8 の理研構

造生物学ビームライン（BL45XU）で取得したもので

ある14)。2004年より本格的に導入されたトップアップ運

転の恩恵は大きく15)，散乱を安定に計測する上で助けと

なった。その他にも，試料調製，ビームサイズ調整，ビー

ム強度補正，検出器選定16)といった点で多くの試行錯誤

があった。異なる日に調製した試料を異なる日のビームタ

イムで計測し，再現性の高い70時間連続データを得るま

でに 2 年を要した。本研究の遂行に放射光を用いた X 線

小角散乱計測が必要不可欠であったことを重ねて強調した

い。
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Assembly and Disassembly of Cyanobacterial
Clock Proteins Studied by Real-time Small-angle
X-ray Scattering
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Abstract In the presence of ATP, three Kai proteins from cyanobacterium Synechococcus elongatus PCC
7942 are repeatedly assembled and disassembled into heteromultimeric complexes in a circadian fashion. A
mechanism, by which the clock activity persist stably even under noisy and crowded conditions, was dis-
cussed on the basis of real-time observations of the assembly and disassembly dynamics with small-angle X-
ray scattering.


