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研究の概要（４行以内） 
本研究では、安定な日周リズムを刻む自律振動体の頑強性と、環境に応答して柔軟に位相応答
する二面性の分子基盤を探る。また、時計遺伝子制御による転写時計の概念から踏み出し、普
遍的な細胞機能に基づく新しい振動原理を追究する。さらに、不可逆な時間軸に沿って進行す
る老化を概日時計の出力と捉え、概日時計と老化時計が双方向性に制御する分子機構に迫る。 
研 究 分 野：生物学 
キ ー ワ ー ド：概日リズム、翻訳後修飾、位相制御、高次脳機能、老化、概日振動機構 

１．研究開始当初の背景 
多くの生物が持つ概日時計は、自律振動して
生理現象を安定に制御する頑強性と、環境変
化に応答して位相制御する柔軟性を兼ね備
えているが、その仕組みは謎であった。さら
に概日時計の振動機構は時計遺伝子の転写
リズムにより生み出されるという従来の考
えに対し、中枢時計遺伝子の欠損、あるいは
転写が起こらない条件でも概日時計振動が
見られる例が報告され、時計振動の本質的な
仕組みは未だ充分な理解に至っていない。 

２．研究の目的 
本研究では、頑強な概日振動が時計遺伝子の
転写リズムにより生み出されるとする従来
の転写時計の概念から踏み出し、時計タンパ
ク質の翻訳後制御によるリズムや、さらに根
源的な振動子を追究する。一方、柔軟な位相
制御として、細胞外環境からの多彩なシグナ
ルに応答する巧妙な分子機構に迫る。また、
不可逆な時間軸に沿って進行する老化と時
計の双方向性の相互制御メカニズムに迫る。 

３．研究の方法 
本研究では、光・温度など外部環境を正確に
コントロールしたマウス飼育環境を整備し、
これまでに作製した数多くの変異マウスと
本研究で新しく系統立って作製する一群の
変異マウスを用いて、脳機能・シナプス可塑
性のリズム制御に迫る。また中枢時計 SCN や
末梢時計の肝臓、さらにそのモデルとして培
養細胞を用い、細胞・分子・アミノ酸レベル
でのリズム解析を展開する。  

４．これまでの成果 
【頑強な時計振動へのアプローチ】 
時計タンパク質の時刻依存的な翻訳後修飾
パターンを記述するため、最新の質量分析装
置を導入し、多検体試料をプロテオーム解析
する実験環境を立ち上げた。時計タンパク質
の修飾状態の組合せで時が刻まれるという
新しい概念「クロノコード」の理解を目指し、
時計タンパク質に Flag タグを付加して培養
細胞に発現させ、それらの相互作用因子を決
定すると共に、翻訳後修飾の状態を解析した。
さらに、マウスに内在する時計タンパク質に
Flag タグを付加した変異マウスを作製し、分
子間相互作用や翻訳後修飾の状態に明瞭な
概日変動があることを示した。また、PER2
のリン酸化コードの新たな責任分子として
キナーゼ SIK3 を同定し、SIK3 による PER2
のリン酸化はその分解を促進し、時計の周期
を制御することを示した  (eLife, 2017)。
PER2 は CKI キナーゼによって Ser478 がリ
ン酸化されると分解に導かれる一方、Ser659
がリン酸化されると安定化する。PER2 の
Ser659 の点変異により時計周期は短くなり
睡眠相前進症候群の原因となるが Ser478 の
生理的な役割は不明であった。本研究では、
PER2 の Ser478 を Ala に置換したマウスを
作成して解析した結果、変異 PER2 タンパク
質が安定化して行動リズム周期が長くなる
ことを見出した (PNAS, in press)。 
時計タンパク質による転写ネットワークを
理解するため、DBP 抗体と E4BP4 抗体を作
製して ChIP-Seq 解析を行うと共に、バイオ
インフォマティクス技術 MOCCS2 を開発し、
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ChIP-Seq データから機能的な時計シス配列
D-box を抽出した (Commun. Biol., 2019)。  
また、生理レベルでの時計出力の理解に向
けて海馬機能の解析を行い、マウスの空間記
憶は明期前半に学習すると長期維持されや
すいことを見出した。この仕組みを分子レ
ベルから解析するため、ニューロステロイ
ド  7 α -OH-Pregnenolone と 7 α -OH- 
DHEA に着目した。これらニューロステロ
イドの合成酵素 CYP7B1 の遺伝子欠損マウ
スは、明期前半に学習しても空間記憶が長期
維持できない。この記憶維持障害は 7α
-OH-Pregと 7α-OH-DHEAの投与により回
復したため、これらのニューロステロイドは
記憶の長期維持に極めて重要な役割を果た
すと考えられた（投稿中）。 
 
【柔軟な位相制御機構へのアプローチ】 
行動リズムの光同調を担う網膜神経節細胞
ipRGC において、光受容体メラノプシンが新
奇シグナル経路を光活性化する可能性を見
出し、マウス個体での機能解析を展開してい
る。また、行動リズムの光同調を担う鍵分子
の同定を目指し、カリフォルニアマウス
CM558 変異体を米国テキサス大学より入
手・繁殖し、日本初となるカリフォルニアマ
ウスのクローズドコロニーを樹立した。
RNA-Seq 解析やゲノムシーケンシングによ
り原因遺伝子の同定に向けて解析を進めて
いる。さらに、概日時計の柔軟な位相制御に
関わる新規時計分子として ASK キナーゼを
同定した。培養細胞のリズム解析において、
培養培地の浸透圧の変化に伴い培養細胞の
リズム周期や位相が変化することを見出し
た。この時計の浸透圧応答には ASK が必須
であることが判明した。リン酸化プロテオー
ム解析を行った結果、浸透圧変化に応答して
ASK依存的にCLOCKのC端領域の Ser845
がリン酸化されることを見出した。また、Ask
欠損マウスにおいて恒明条件化での時計周
期の延長効果が有意に減弱していることを
見出した。さらに、光照射による時計位相シ
フトも Ask 欠損マウスにおいて顕著に減弱
したことから、ASK は光入力にも寄与するこ
とを見出した (PNAS, 2018)。また、時計中
枢（SCN）や光入力系（網膜）の発生を制御
する分子としてホメオボックス型転写因子
Six3/6/7 ファミリーに注目した研究を行い、
Six6 と Six7 が網膜の青色および緑色の光受
容細胞の発生分化および遺伝子発現に必須
であることを見出した (PNAS, 2019)。 
 
５．今後の計画 
細胞時計の自律振動性を指標として機能因
子をスクリーニングしたところ、細胞の普遍
的なシグナル経路に関わる遺伝子群が分子
発振メカニズムに必須である可能性が浮上
した。そこで、これら遺伝子の改変マウスを

用いて概日時計機能を解析したところ、変異
マウスにおいては行動リズム異常だけでな
く光入力にも欠陥が観察された。すなわち、
頑強な自律振動と柔軟な位相応答性という 2
つの性質は、環境応答性シグナルの自律振動
を基盤とすることが見えてきている。今後の
研究では進化学や発生学的視点も含めて時
計振動子の実体解明に尽力する。また、光受
容細胞ipRGCにおける新奇シグナル経路が古
典的経路とどのように役割分担しているの
かを、人工リガンド受容体等を用いて追究す
る。さらに、「老化」と「時計」の双方向性
制御の実態解明に向け、若齢・老齢マウスか
ら様々な時刻の試料調製を完了した。今後、
RNA レベル、転写後調節レベル、タンパク
質量レベル、細胞内局在レベル、翻訳後修飾
レベルでの時刻変動を網羅的に解析し、加齢
と時計振動の相互作用の分子基盤に迫る。 
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