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研究成果の概要（和文）：本研究は酸化還元及び一酸化炭素依存的に遺伝子の転写を制御する

NPAS2/BMAL1 の遺伝子制御機構を明らかにすることである。転写制御に関係する構造変化を

ラマン分光法を用いて観測した結果、NPAS2/BMAL1 では、多くのヘムタンパク質と異なり、

疎水場に埋め込まれたヘムの側鎖周辺の弱い相互作用を通じて、情報伝達し、DNA 結合能を

制御するという、特異なシグナル伝達機構があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to clarify the mechanism of the redox-
and CO-dependent transcription by NPAS2. By using resonance Raman technique, we
found that CO can bind to heme located inside NPAS2, which leads to a small
conformational change around heme peripheral groups. Such a conformational change
around heme is a trigger for the protein whole structural change to modulate the affinity of
NPAS2 to the target DNA.

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000

2009 年度 1,100,000 330,000 1,430,000

2010 年度 1,200,000 360,000 1,560,000

年度

年度

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000

研究分野：生物学

科研費の分科・細目：生物科学・機能生物化学

キーワード：時計蛋白質、転写制御、DNA 結合、ラマン分光法、NPAS2

１．研究開始当初の背景
哺乳類の前脳には NPAS2 と呼ばれるタンパ
ク質が発現している。このタンパク質は
NAD(P)H が存在すると BMAL1 というタン
パク質とヘテロ二量体を形成し、E-Box と呼
ばれる特定の DNA 配列と結合し、それより
下流の遺伝子の発現を促進する。しかし、発
現産物により NPAS2 に結合した NAD(P)H
が酸化され NAD(P)+になると BMAL1 との
ヘテロ二量体が解消し、単量体となるため、

DNA から解離してしまうというネガティブ
なフィードバックを受ける、と考えられてい
る。一方、NPAS2 の構造的な特徴としては、
N 末端側に DNA に結合するためのヘリック
ス-ループ-ヘリックスドメインをもち、それ
に引き続き、シグナル伝達タンパク質に多く
みられる PAS と呼ばれるドメインをタンデ
ムに二つ有する。この PAS ドメインには、ヘ
ムが結合し、そのヘムに一酸化炭素（CO）
が結合することによっても、遺伝子の転写が
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制御されることが in vitro の実験で示されて
いる。つまり、還元状態の NPAS2 は BMAL1
とヘテロ二量体を形成し、E-Box に結合する
が、CO が存在すると CO がヘムに結合し、
それがタンパク質の構造変化を引き起こし、
その結果、ヘテロ二量体が解消し、遺伝子の
発現が抑制されると考えられている。つまり、
NPAS2 は NAD(P)H と CO の二つの分子を
エフェクターとして利用し、遺伝子の制御を
行っていると考えられている。前脳以外では
NPAS2 と非常に相同性が高い CLOCK とい
うタンパク質がBMAL1とヘテロダイマーを
形成し、転写因子として機能している。この
タンパク質の名前からわかるように生体中
で日周リズムを形成するタンパク質の一つ
として考えられている。そのため、NPAS2
が CO または NAD(P)H に依存し、転写レベ
ルを制御していることを明らかにすること
は生体リズムの解き明かす一つの手掛かり
になると期待される。睡眠障害の患者が朝日
を浴びることで、生体リズムが回復すること
はよく知られるが、本研究はその機構を分子
レベルで解き明かすことにつながると期待
される。また、本研究は脳内で産生される
CO 分子が日周リズムを生み出す源になって
いることを明らかにする研究であり、生体に
おける CO の新たな役割を見出す挑戦的な研
究である。

２．研究の目的
本研究は体内時計タンパク質の一つと考え
られている NPAS2 と呼ばれる転写因子の転
写制御機構を明らかにすることを第一の目
的とする。NPAS2 は CO または NAD(P)H
の酸化還元に依存する転写因子と考えられ
ているが、実験上の制約のため実証されては
いない。そこで、分光学的に観測可能な遺伝
子発現アッセイ系を作製し、これらの分子が
エフェクター分子として転写の制御に利用
されているかを明らかにする。NAD(P)H の
酸化還元はクリプトクロムと呼ばれる脳内
光受容タンパク質により制御されている可
能性が指摘されていることから、本研究は、
人の体内時計が光や CO によって制御されて
いるという可能性を明らかにすることにつ
ながると期待される。また、最終的にはこの
系を細胞に応用し、光による遺伝子の発現制
御が可能なシステムの構築を目指す。

３．研究の方法
(1) NPAS2 の立体構造を結晶構造や NMR に
より明らかにする。気体センサータンパク質
はいくつか存在が知られているが、特定の気
体分子をどのように選別し、その分子の結合
をトリガーとして、DNA の結合や酵素活性
に変化を起こすかという点について充分な
理解が進んでいない。NPAS2 の立体構造の

解析はその理解を深めることにつながると
期待される。

(2) NPAS2の転写制御機構を独自のアッセイ
系を構築し、明らかにする。NPAS2、BMAL、
更に DNA、RNA ポリメラーゼ、蛍光ラベル
したヌクレオチドを加え、生成する mRNA
の量を蛍光スペクトル、反応中のタンパク質
の吸収スペクトルを測定することにより直
接観測する。これにより、NPSA2 が CO や
NAD(P)H をエフェクター分子として利用し
ている様子を明らかにすることができる。最
終的には、光受容タンパク質と組み合わせ、
光照射で NAD(P)H の量を制御することによ
り、遺伝子の発現を制御するという光制御発
現系の構築を目指す。

４．研究成果
（１）① BMAL1 の精製：初めに BMAL1
の発現、精製にも取り組んだ。大腸菌で発現
するように遺伝子配列を最適化し、BMAL1
の発現を行った。この結果、十分な発現量が
得られるようになったものの、可溶性が悪い
ため、発現蛋白質がほとんど不溶性画分に移
行するため、十分な収量を得ることができな
いという問題点が現れた。そこで、 培養温
度、培養時間、培養スケール、回転数、培地
組成など様々な条件を詳細に検討すること
により、かろうじて分光学的手法で測定でき
る程度の量が精製できるようになった。

② NPAS2 の精製： NPAS2 の立体構造を明
らかにするため、NMR と結晶構造解析を試
みた。精製試料が多量体を形成しやすく、
NMR スペクトルが著しく幅広化したため、
満足な結果が得られず、結晶化にも成功しな
かった。この間、NPAS2 の相同蛋白質にお
いて、多量体の形成を阻害する変異が報告さ
れたので、NPAS2 に同様の変異を導入した
が、残念ながら効果はなかった。しかし、こ
の変異蛋白質を精製する過程において、 精
製した試料が、発現に用いた大腸菌に由来す
る DNA と結合していることがわかった。こ
れが多量体の形成や DNA 結合能が低い原因
と考えられたので、精製法の再検討を行い、
この問題を解決した

（２）ラマンスペクトルの測定： ラマン分
光法を用いて活性部位の局所構造の解析を
行った。NPAS2 は還元状態で BMAL1 とヘ
テロ二量体を形成し、DNA と結合するが、
CO と結合すると解離する。そこで、還元状
態での NPAS2 のヘムの構造について検討し
た。ヘムとその配位子であるヒスチジンの伸
縮振動は、これまでは光励起数ナノ秒以内の
短寿命でしか観測することができなかった
が、精製度の向上により、定常的に観測する



ことができるようになった。さらに、NADH
の結合による NPAS2 の構造変化を活性中心
であるヘムの振動モードをラマン分光法を
用いて観測することにより検討した。ヘムの
ビニル基及びプロピオン酸基のモードから
タンパク質内部及び溶媒界面に関する情報、
ヘムとタンパク質の唯一の結合である
Fe-His 伸縮振動から活性中心周りに関する
情報が得られると期待された。その結果、
NADHがNPAS2に結合することによりヘム
のビニル基のモードがシフトするが、ヘテロ
二量体を形成しても変化しないこと、ヘムと
タンパク質の唯一の結合である Fe-His 結合
は全く影響を受けないことがわかった。この
ことから、多くのヘムタンパク質では、構造
変化という情報をタンパク質と活性中心の
結合を通じで伝えるのに対し、NPAS2では、
疎水場に埋め込まれたヘムのビニル基周辺
の弱い相互作用を通じ伝達することがわか
った。

（３）NMR スペクトルの測定： ラマン分光
法では、活性中心近傍の構造変化しか得られ
ないので、全体構造の情報を得るため、NMR
を測定したが、NPAS2 が多量体化し、スペ
クトルが広幅化したため、解析可能なスペク
トルは得られなかった

（４）NPAS2/BMAL1 複合体の構造解析：
BMAL1 は著しく発現量低いため、その調製
に時間を要したが、かろうじて構造解析が可
能な量を確保できるようになったため、結晶
化及び NMR による構造解析を試みた。しか
し、蛋白質の安定性などの問題により、十分
に解析可能なデータは得られなかった。

（５）時間分解ラマン測定装置の開発：複合
体の形成、DNA との結合を還元雰囲気下で
観測可能な観測システムの開発を行った。既
存の自作のラマン測定装置に顕微鏡を導入
し、さらに集光系の調整を行い、顕微ラマン
測定装置を作製した。さらに、複合体の形成、
DNA との結合の初期過程を観測するため、
高速混合装置を作製した。顕微観測可能なマ
イクロ流路チップにシリンジポンプと接続
し、二液を高速で混合し、観測点から任意の
位置で反応液を観測することにより、異なる
反応時間で測定可能な時間分解ラマン測定
装置を製作した。さらに、この高速混合装置
を前述の顕微ラマン測定装置に設置するこ
とで、より正確な時間分解能のラマンスペク
トルの測定が可能となった。性能評価のため、
ミオグロビンと過酸化水素反応を観測した
ところ、通常の手法では追跡できない速い反
応であり、また、副反応による蛍光により測
定が阻害されてしまうが、本装置を用いるこ
とにより、Compound II と呼ばれる短寿命の

反応活性種に由来するバンドを観測するこ
とができた。この時間分解ラマン測定装置に
より、数十ミリ秒の時間領域の反応を観測で
きることがわかり、今後の反応解析に向け、
重要な装置開発を行えた。
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