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研究成果の概要（和文）：　Ｇ蛋白質共役７回膜貫通型受容体キナーゼ（GRK）は、Ｇ蛋白質共役７回膜貫通型受容体
（GPCR）をリン酸化することによりGPCRを脱感作へと導くキナーゼとして知られてきた。我々はGRK5のノックアウトマ
ウスの心臓においていくつかの時計遺伝子の発現量が変化していることを見出した。そこで、GRK5と生物時計の分子メ
カニズムとの関連を調べたところ、GRK5が時計タンパク質、PER1, 2, 3およびCRY1,2と相互作用することを見出した。
また、生物時計の中枢を司る視交叉上核においてGRK5のmRNAが日周リズムを示す事を見出した。

研究成果の概要（英文）： G protein-coupled receptor kinases (GRKs) have been known as kinases that 
phosphorylate G protein-coupled receptors (GPCRs) and lead to desensitization of the receptors. We found 
that the expression levels of several genes involved in the molecular mechanisms of circadian clock are 
altered in the hearts of GRK5 KO mice. To investigate the contribution of GRK5 to the circadian clock 
machinery, we examined whether GRK5 bind to circadian clock proteins. By immunoprecipitation assay, we 
found that GRK5 interacts with clock proteins, PER1/2/3 and CRY1/2. We also found that mRNA level of GRK5 
displays circadian rhythm in the suprachiasmatic nucleus that is located in the hypothalamus and is 
responsible for controlling circadian rhythms of our whole body.

研究分野： GRK

キーワード： GRK　リン酸化
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１．研究開始当初の背景 
 
 私達の睡眠・覚醒のように、約一日の周期
をもつ生物リズムは概日リズムと呼ばれ、体
内に存在する概日時計によって支配されて
いる。この概日時計は、恒常条件下において
も約２４時間の周期で自律的に時を刻むと
共に、光などの環境因子によって周期を補正
することができる。概日時計の生成は、
PERIOD（ PER）や CRYPTOCHROME
（CRY）など、種々の時計タンパク質による
Negative feedback loopによって制御されて
いる（図 1）。時計蛋白質のリン酸化は、この

制御において、その蛋白質の核内移行や分解
などに関して重要な役割を果たしているが、
依然として不明な点は多い。 
 GRK は、アゴニストが結合して活性化し
た種々の GPCR の C 末端部をリン酸化する
キナーゼとして知られてきた。GRK によっ
てリン酸化された受容体はβアレスチンと
結合し、脱感作へと導かれる（図 2）。   

 現在、哺乳類において GRK ファミリー分
子は７種、βアレスチンは２種存在する。
GRK は長い間、GPCR をリン酸化するキナ
ーゼとしてのみ知られてきた。しかし、最近
になってGRKがGPCR以外のタンパク質を
リン酸化することが報告され、脱感作以外の
機能も有する事が明らかとなりつつある。実
際、我々は最近、GRK6 が GPCR 以外のタ
ンパク質を介してマクロファージによる死
細胞の貪食に関与することを見出した。
(Nakaya et al., Nature Comuunications 
2013) 
 私は主な研究テーマの一つとして心臓の
病態時におけるシグナル伝達の研究を行っ
ている(Nakaya et al., JBC, 2012)。その研究
の過程で偶然にもいくつかの時計遺伝子の
発現量が通常時の GRK5ノックアウト（KO）
マウスの心臓において野生型（WT）マウス
に比して顕著に変化していることを見出し

た。この結果から GRK5が生物時計の分子メ
カニズムに関与する可能性が考えられた。そ
こで、GRK5と生物時計の分子メカニズムの
接点を調べるために、GRK5 と 15 種の時計
タンパク質との相互作用を免疫沈降法によ
り検討した。その結果、驚いた事に GRK5と
PER1,2,3 および CRY1,2 が相互作用する事
を見出した。 
 
２．研究の目的 
 
 これまで生物時計の分子メカニズムにお
ける GRK の役割に関する研究は国内外を問
わず、全くない。そこで本研究では、上述の
研究背景をもとに、生物時計の分子メカニズ
ムにおける GRK5 の役割を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）GST-PER2およびGST-CRY2の精製。 
 
 Per2、Cry2 遺伝子をタカラバイオ社の
pColdII vector に組み込んだ。これら DNA
を用いて大腸菌 BL21(DE3)を形質転換した。
その後、コロニーをそれぞれピックアップし、
37℃、LB+Amp培地中で OD595=0.4~0.6に
なるまで培養した。その後、IPTG を最終濃
度が 100Mになるように添加し、15℃で 24
時間、培養した。遠心により大腸菌を回収し、 
リゾチームとTritonX-100を用いて蛋白質を
抽出した。抽出したタンパク質は、グルタチ
オンセファロースビーズを用いて精製した。
精製後は、4℃、100mM Tris-HCl(pH8.0)溶
液中で透析し、最終濃度 0.1g/ml に調製し
た。 
 
（２）マウス脳切片を用いた in situ 
hybridization。 
 
 WTマウスあるいは GRK5KOマウスを明
期 12時間、暗期 12時間の明暗周期下で飼育
し、４時間おきにマウス脳をサンプリングし
た。視床下部の視交叉上核を含む脳切片を作
成した後、放射性標識された GRK5のプロー
ブを反応させ、各時刻の視交叉上核に発現す
る GRK5mRNA量を測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）GRK5 による PER（PER1,2,3）およ
び CRY（CRY1,2）のリン酸化の検討。 
 
 GRK5 によって PER（PER1,2,3）および
CRY（CRY1,2）がリン酸化されるかについ
て検討を行うため、まずは、基質となる（GST-
時計タンパク質）の精製を行うことにした。
PER（PER1,2,3）および CRY（CRY1,2）の
５種類の時計タンパク質のうち、まずは
GST-PER2、GST-CRY2について大腸菌を用
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いて精製した。PER2の分子量が非常に大き
いことを考慮し、タンパク質が効率よく発現
可能な、コールドショックベクター（タカラ
バイオ社）を用いてコンストラクトを作成し
た。タンパク質誘導に関しての条件検討
（IPTG の濃度、および低温誘導の時間）を
行い、GST-PER2、 GST-CRY2 に関して発
現誘導の至適条件を定めた。その後、引き続
き、これら融合タンパク質の可溶化に関する
条件検討を行い、可溶化のための至適条件を
定めた。しかしながら、GST-PER2について
は、分子量が非常に大きく、可溶化タンパク
質として回収出来る量が極めて少なかった。
そこで培養する大量の大腸菌を増やして、in 
vitro kinase assayに必要なタンパク質量を
回収した。現在、 [32P]-γ-ATP を用いた in 
vitro kinase assayを行い、これら GST-時計
タンパク質が GRK5 によって直接リン酸化
されるかどうかを検討している。 
 
（２）GRK5の発現が各種臓器、組織等にお
いて概日リズムを示すかについての検討。 
 
 我々は GRK5のmRNA発現量が心臓およ
び脳、肝臓において明確な概日リズムを示す
事を見出している（脳と肝臓についてはデー
タベースによる）。これらの結果からマウス
の概日リズムの中枢である視床下部の視交
叉上核においても GRK5 の発現が概日リズ
ムを示す可能性がある。そこで、視交叉上核
部を含んだマウス脳切片を用いた in situ 
hybridization 法によりその可能性を検討し
た。その結果、GRK5の発現は暗期にピーク、
明期にトラフを示す概日リズムを示す事が
明らかとなった。Negative control となる
GRK5KO マウスの視交叉上核においては、
シグナルは観察されなかった。 
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