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研究の概要 
定量的な測定・解析に基づく解析的アプローチと、in vitro/in cellulo および in vivo での再構成・ 

設計・制御による構成的アプローチとを相補的に用いることで、哺乳類概日振動体の構性的な 

理解、とりわけ温度補償性を有する酵素・基質システムの設計と制御、酵素・基質からなる、 

自律振動システムの設計と制御、およびそれらの個体レベルでの実装に取り組む。 

研 究 分 野：総合生物 

キ ー ワ ー ド：合成生物学 

１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでに哺乳類概日振動体を構

成する転写あるいはタンパク質ネットワー
クの解析を行い、転写ネットワークの設計様
式が時間遅れをもった負のフィードバック
であることを実験的に示してきた。 
 しかしながら、転写翻訳に基盤をおく機構
は、概日時計を特徴づける周期長の温度非依
存性（概日時計の 24 時間周期が反応温度に
よらずほぼ一定の性質）を説明することは難
しい。転写、翻訳、タンパク質分解の速度は
一般的に反応温度に強く依存する過程だか
らである。興味深いことに、我々は CKIε/δ
によるリン酸化反応が哺乳類概日周期長決
定における律速過程であり、かつ温度非依存
的な反応速度を示すことを見出した。さらに
理論的な側面からは、温度非依存的な振動子
が、可逆的なリン酸化過程のみから構築可能
であることを示している。 
  
２．研究の目的 
これらの結果に基づき、本研究計画では、

CKIε/δ の温度非依存的なリン酸化速度の
分子機構の理解に基づいて、温度補償された
自律的振動子を設計することを目指し、次の
３点を目的に掲げる。 
まず、試験管内で再現された温度補償性を

持つリン酸化反応を解析し、温度補償性を生
み出す基質と酵素を設計可能な程まで理解
する。次に、哺乳類概日振動子において、リ
ン酸化を介して制御される基質の性質を、自
律振動を生み出す基質と酵素を設計可能な
程まで理解し、可逆的リン酸化を駆動力とす

る概日振動子の動作原理を探求する。特に、
その周期長制御機構に着目し、振動周期を加
速する化合物を設計し概日振動の制御を可
能とする。さらに、これらの研究で得られた
in vitro/in cellulo の知見を高速に生体内
で検証することを目指す。生体内への温度補
償機構、自律振動機構、および発振周期長制
御機構の実装を通じて、新たに見出された哺
乳類概日時計動作原理の十分性の証明を行
う。 
 
３．研究の方法 

CKIε/δ 反応速度の温度補償機構を知る

ために、粗過程の反応速度を異なる温度条件

で測定する。つまり、1) 酵素と基質の結合、 

2) リン酸基の基質への転移、3) リン酸化産

物と酵素の解離の各過程である。ほとんどの

酵素的な反応は、原理上は逆反応も生じうる

ことを踏まえて、CKIε/δ についても逆反応

にも着目して解析する。これらの結果に基づ

き、温度補償性を成立させるために重要な反

応ステップを明らかにする。次に、CKIε/δ

を用いて、試験管内での可逆的リン酸化反応

に基づく自律振動子を設計する。このために、

概日振動子において重要な役割を果たすリ

ン酸化基質や脱リン酸化酵素の探索を行い、

リン酸化振動子の構成要素に加える。これら

の酵素・基質群は周期長制御にも重要と考え

られる。さらに、100％ES 細胞由来マウス作

製技術（8 細胞期胚への injection と３種の

阻害剤を含む ES 細胞培養を組み合わせ、キ
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メラマウスでの ES細胞の寄与率をほぼ 100％

にまで高める方法）を用いて、機能改変型タ

ンパク質をマウスに導入することで、それら

の影響を個体レベルで検証する。 

  

４．これまでの成果 
 CKIδ による温度非依存的リン酸化が、リ
ン酸化サイトを一か所のみ有する人工基質
ペプチドでも生じることを明らかにした。こ
の単純化したペプチドを用いて、詳細なリン
酸化反応機構を解析し、温度が上昇すると見
かけの酵素反応速度が抑制される反応ステ
ップが存在することを見出した。酵素の変異
体スクリーニングおよび、低分子化合物ライ
ブラリーのスクリーニングから、上記の抑制
ステップに重要なサイトを推定し、試験管内
でのリン酸化温度非依存性を崩すことに成
功した。 
 さらに、それらの変異体・低分子化合物は
CKIδ のリン酸化活性を亢進させることが明
らかとなった。個体レベルでの変異体導入・
解析技術の開発を進め、高効率な遺伝子ノッ
クアウト技術や、行動周期の正確な測定手法
を開発した。実際に、上記の変異 CKIδ を有
するマウスの行動周期が顕著に短縮してい
ることを実証した。 
 
５．今後の計画 
 温度補償性や周期長を制御する CKIδの重
要なサイトを明らかにできたことを受けて、
このサイトの特性を他のタンパク質に移植
することで、温度非依存性リン酸化酵素の設
計を行う。さらに、試験管内リン酸化の温度
非依存性が崩れた酵素を有するマウス個体
を用いて、個体レベルでの概日周期長の温度
補償性の有無、およびその意義を問う。 
 また、概日周期長を制御する酵素・基質複
合体を、精製用のタグを付加したタンパク質
を発現する遺伝子改変マウス個体の組織か
ら精製し、その構成要素を網羅的に決定、生
化学振動子の再構成を進める。 
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