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研究成果の概要（和文）：概日リズムの振幅は肥満や老化によって減少し、生理機能の調節における重要性が知
られているものの、分子レベルの理解が遅れている。本研究は概日リズムの振幅の制御機構にケミカルバイオロ
ジーの手法を用いてアプローチすることを試みた。化合物スクリーニングからリズム振幅を増加させる新規化合
物を発見し、作用機序を解析した。さらに研究を進めることにより、振幅制御の理解が深まると期待できる。

研究成果の概要（英文）：Amplitude of the circadian rhythm is reduced by metabolic disease and aging.
 While circadian amplitude plays an important role in the regulation of physiological outputs, its 
molecular mechanism is poorly understood. In this study, we tried to approach the molecular 
mechanism of circadian amplitude regulation by applying chemical biology methods. From chemical 
screening, we identified new compounds that increase rhythm amplitude and analyzed its mechanism of 
action. Further study will facilitate the understanding of amplitude regulation.

研究分野： 時間生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、振幅を増加させる新規化合物を発見した。このようなユニークな化合物が起点となり、将来的に
は概日リズム疾患の治療への応用に繋がる可能性が期待される。さらに、ケージドlongdaysinを開発して光を用
いて概日リズム周期を誘導的かつ精密に調節することを世界で初めて実現し、chronophotopharmacologyという
新領域を切り拓いた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 睡眠・覚醒や代謝など、多様な生理現象は体内に存在
する概日時計に支配されて一日周期のリズムを示す。シ
フトワークや遺伝子変異によって概日時計が攪乱され
ると睡眠障害や代謝疾患など様々な病気につながるこ
とが知られている。そのため概日時計の分子解析は生物
がどのように時間を計って生命活動に利用するのかと
いう本質的な謎に取り組むためだけでなく、概日リズム
の変調と諸疾患を時間という観点から理解するために
も非常に重要な課題である。遺伝学および分子生物学を
中心に概日時計の分子機構の解明が急速に進み、哺乳類
においては約 10 種類の時計遺伝子が転写・翻訳のフィ
ードバックループを形成することが判明した。 

 

 概日リズムのパラメーターのうち、「周期」と「振幅」
はそれぞれ速度と強度を反映する（図 1）。周期の解析は
概日時計の発振の理解に有効であるのに対し、振幅の解
析は概日時計の出力の理解に有効だと考えられる。私たちは概日時計研究においてケミカルバ
イオロジーの手法を世界に先駆けて応用してきた。周期を変化させる新規化合物を発見し、時計
タンパク質 PERおよび CRYの分解調節が鍵となることを明らかにした（図 1）。一方、核内受
容体 REV-ERBαの生化学的な解析から、この因子のリン酸化を介した分解調節が振幅に影響を
与えることを見出した（図 1）。 

 

２．研究の目的 

 概日リズムの振幅は肥満や老化によって減少し、生理機能の調節における重要性が知られて
いるものの、分子レベルの理解が遅れている。私たちは概日時計の周期制御機構の研究において
ケミカルバイオロジーの手法が非常に効果的であることを示した。さらに、振幅に注目して小規
模の化合物ライブラリーを解析したところ、振幅を大幅に増加させる化合物をいくつか発見す
ることに成功した。そこで本研究は、未開拓分野である振幅の制御機構にケミカルバイオロジー
の手法を用いてアプローチすることを試みた。リズムの振幅を顕著に増加させるユニークなツ
ール化合物を発見することで、振幅制御の理解に突破口を開くとともに、肥満や老化の予防と治
療に応用する起点としたい。 

 

３．研究の方法 

 時計遺伝子 Bmal1のプロモーターにルシフェラーゼを連結したレポーターをもつヒトU2OS

細胞を用い、Bmal1の発現リズムを発光変化としてハイスループットに測定する系を応用した。
2 万 5 千種類の機能未知化合物をスクリーニングし、レポーターリズムの振幅を 2 倍以上に増
加させる「ヒット化合物」を多数見出した。得られた化合物について Bmal1 および Per2 の 2

種類のレポーター細胞を用いて効果を確認し、両者において濃度依存的な効果を示す化合物を
二次ヒットとした。さらに in vitroルシフェラーゼアッセイを行い、ルシフェラーゼを直接的に
活性化する化合物を除外した。 

 

 核内受容体の REB-ERBと RORが振幅を調節することが知られている。本研究は新規の振幅
制御機構の解明を目指すことから、REB-ERB/ROR を介した転写制御に与える化合物の影響を
レポーターアッセイで解析し、作用しないものに絞り込んだ。残った化合物の中で作用が最も強
い化合物について、誘導体の効果を解析し（名古屋大学・伊丹研究室との共同研究）、振幅調節
に必要な部位を明らかにした。さらに、化合物の作用解析を行い、標的タンパク質の候補を絞り
込んだ。このタンパク質に対する既知の阻害剤ならびに遺伝子ノックダウンがともにルシフェ
ラーゼレポーターリズムの振幅を増加させたことから、見出した化合物はこのタンパク質に対
する新規の阻害剤であると考えられる。 

 

 以上の研究と並行して、概日リズムの周期延長と振幅増加を引き起こす化合物として以前に
見出した longdaysinを用い、ケージド化合物の DK325と DK359を開発した（グローニンゲン
大学・Feringa研究室との共同研究；図 2）。これらの化合物は暗条件では活性をもたず、UVま
たは紫色光の照射によって活性化し、標的タンパク質である CKIを in vitroで阻害した。 

 
図 1. 概日リズムの周期と振幅 

 

図 2. ケージド longdaysinの DK325および DK359 



 これらの化合物を用い、光に
よる概日リズムの調節を試み
た。Bmal1 レポーター細胞に
様々な濃度の DK325 または
DK359 を投与し、0 から 30 分
間の UV光（図 3A）または紫色
光（図 3B）を照射した後に概日
リズムを測定した。その結果、
化合物の濃度および光照射の
時間に依存して、概日リズムの
周期を定量的に調節すること
に成功した。さらに、化合物を
投与して 3日間に渡ってリズム
を測定し、その後に紫色光を照
射してさらにリズムを測定し
た結果、リズム周期を誘導的に
調節できることを明らかにし
た（図 3C）。 

 

 Per2 レポーターを持つノッ
クインマウスから脾臓組織を
培養し、同様の実験を行った結
果、株化細胞だけでなく正常組
織においてもDK325とDK359

の濃度および光照射の時間に
依存して、概日リズムの周期を
定量的に調節できることを示
した（図 4）。 

 

４．研究成果 

 本研究により、振幅を増加さ
せる新規化合物を発見し、これ
までに概日時計への関与が知
られていなかった因子を見出
すことに成功した。今後、さら
に研究を進めることにより、振
幅制御の理解が深まると期待
できる。このようなユニークな
化合物の発見が起点となり、将
来的には疾患治療への応用に
繋がる可能性を秘めている。 

 

 さらに、ケージド longdaysin

を用いることにより、光を用い
て概日リズム周期を誘導的か
つ精密に調節することを世界
で初めて実現した。本研究は概日時計
機構の解明と疾患治療への応用に向け
た「chronophotopharmacology」と呼ぶ
新たな領域を生み出すと期待できる
（ Kolarski, Sugiyama, Breton, 

Rakers, Ono, Schulte, Tama, Itami, 

Szymanski, Hirota* (correspondence), 

and Feringa*, J. Am. Chem. Soc., 
2019）。 

 

 なお、私たちのこれまでのケミカル
バイオロジー研究が国際的に高く評価
され、J. Mol. Biol.誌の概日時計特集号
に依頼を受けて総説を執筆した（Miller 

and Hirota*, J. Mol. Biol., 2020）。 

 

 

図 3. DK325 および DK359 を用いた Bmal1レポーター

細胞の概日リズムの調節 

 

図 4. DK325および DK359を用いた培養脾臓組
織の概日リズムの調節 
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