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領域目標 
本領域では、分子間相互作用・翻訳後修飾・酵素活性・立体構造変化などのタンパク質ダイ
ナミクスに着目し、時間情報を持った、または「時」を生み出すような生命現象を直接的に
駆動するタンパク質の物性を理解する。研究項目 A01 では、様々な種の真核生物において核
や転写リズムのない条件においても約 24 時間周期で変動する現象を 探索し、異種間で時計
タンパク質を相互移植してもリズムを刻む(クロノフォーミングできる)条件を決定する。A02
では、除核カサノリで生み出されるリズム現象の分子メカニズムを追求する。A03 では、
ATPase 活性に着目して「時」を生み出す分子実体の同定を目指す。A04 では、タンパク質の
凝集活性(LLPS 能)と睡眠誘導活性の相関を調べ、これを操ることを目指す。以上の解析を通
じて、タンパク質ダイナミクスこそが生物種を超えた、そして生命現象すら超越した「時」
を生み出す本質であることを示す。 

 

総括班 研究組織 

領域代表者：吉種 光、公益財団法人 東京都医学総合研究所・副参事研究員 
（総括班） 
研究代表者：吉種 光、公益財団法人 東京都医学総合研究所・副参事研究員 
研究分担者：松尾 拓哉、北里大学・理学部・教授 
研究分担者：大出 晃士、東京大学・大学院医学系研究科(医学部)・講師 
研究分担者：村中 智明、名古屋大学・生命農学研究科・助教 
研究分担者：向山 厚、福井県立大学・生物資源学部・准教授 
研究分担者：戸田 浩史、筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・助教 
研究分担者：八木田 和弘、京都府立医科大学・医学(系)研究科(研究院)・教授 

 

総括班 交付決定額（配分額） 

 合 計 直接経費 間接経費 
2021 年度 6,370,000 円 4,900,000 円 1,470,000 円 
2022 年度 6,370,000 円 4,900,000 円 1,470,000 円 
2023 年度 6,370,000 円 4,900,000 円 1,470,000 円 

総 額 19,110,000 円 14,700,000 円 4,410,000 円 



A01班 交付決定額（配分額） 

 合 計 直接経費 間接経費 
2021 年度 11,830,000 円 9,100,000 円 2,730,000 円 
2022 年度 11,830,000 円 9,100,000 円 2,730,000 円 
2023 年度 11,830,000 円 9,100,000 円 2,730,000 円 

総 額 35,490,000 円 27,300,000 円 8,190,000 円 
 

A02班 交付決定額（配分額） 

 合 計 直接経費 間接経費 
2021 年度 9,490,000 円 7,300,000 円 2,190,000 円 
2022 年度 9,490,000 円 7,300,000 円 2,190,000 円 
2023 年度 9,490,000 円 7,300,000 円 2,190,000 円 

総 額 28,470,000 円 21,900,000 円 6,570,000 円 
 

A03班 交付決定額（配分額） 

 合 計 直接経費 間接経費 
2021 年度 6,760,000 円 5,200,000 円 1,560,000 円 
2022 年度 6,760,000 円 5,200,000 円 1,560,000 円 
2023 年度 6,760,000 円 5,200,000 円 1,560,000 円 

総 額 20,280,000 円 15,600,000 円 4,680,000 円 
 

A04班 交付決定額（配分額） 

 合 計 直接経費 間接経費 
2021 年度 10,920,000 円 8,400,000 円 2,520,000 円 
2022 年度 10,920,000 円 8,400,000 円 2,520,000 円 
2023 年度 10,920,000 円 8,400,000 円 2,520,000 円 

総 額 32,760,000 円 25,200,000 円 7,560,000 円 

 



研究成果 

（A01 班）21H05130 
時間タンパク質学:時計タンパク質の相互作用リズムと翻訳後修飾コード 

研究代表者：吉種 光 
公益財団法人 東京都医学総合研究所・基礎医科学研究分野・副参事研究員 

研究分担者：深田吉孝（2022-2023） 
公益財団法人 東京都医学総合研究所・基礎医科学研究分野・研究員 

本研究計画においては、生化学と質量分析装置を駆使して時計タンパク質の相互作用リズム
や翻訳後修飾の状態リズムを「コード」として捉えることにより、「時」を生み出すタンパク
質の分子特性に迫ることを目標とした。時計タンパク質に Flag タグを付加した遺伝子改変マ
ウスを活用し、さまざまな時刻に生化学と質量分析装置を駆使した大規模解析を展開し、時
計タンパク質の相互作用リズムや翻訳後修飾のリズムを正確に記述した。さらに、培養細胞
に発現させた時計タンパク質の相互作用や翻訳後修飾の状態を、まるでマウスにおける昼の
ような状態や夜のような状態に制御できる条件を見出した。これら条件の精査から、重要な
リン酸化酵素の同定と温度補償性の理解に繋がり得る新事実を見出した。 

培養細胞における概日リズムの可視化実験において、一連の時計遺伝子の欠損細胞株を樹
立し、その中でもリズム性に大きな影響が見られた遺伝子に対してノックアウトレスキュー
する実験系を確立した。特に時計遺伝子 Clock と Bmal1 の欠損細胞では、細胞の概日リズム
が完全に停止することを確認し、プラスミドの一時的なトランスフェクションにより、明瞭
なリズム回復が観察された。この実験系を活用し、CLOCK と BMAL1 の全ての Ser と Thr を
Ala に置換した変異体を作製し、そこから順番に絞り込んでいくことにより、CLOCK の Ser38
と Ser42 が Ala に置換した非リン酸化模倣変異体では概日リズムの周期が短くなることを見
出した。一方で、リン酸化模倣変異体ではリズムが回復しなかった。同様の結果が BMAL1 の
Ser78 の変異体でも観察された。これら 3 つのリン酸化部位は、PER 依存的な転写抑制に寄
与して、DNA との結合力を制御している可能性を提唱した。以上の研究成果は PNAS 誌に掲
載された。 

これら実験の過程で新規時計関連分子を同定した。当該分子は、時計タンパク質をユビキ
チン化する新規時計関連 E3 リガーゼで、これが概日時計の分子メカニズムにおいて重要な
役割を果たす可能性を検証した。具体的には、当該分子に作用することが知られている低分
子化合物を培養細胞に投与したところ、概日リズムの周期が延長するとともに、リズム性が
低下した。この結果を受けて、当該分子を CRISPR-Cas9 システムで欠損した結果、阻害剤
と同様の表現型が観察された。今後、これらの研究を継続することにより転写に依らない 24
時間のカウントメカニズムに迫りたい。 

さらに本研究では、領域メンバーと協力して、 カサノリなどさまざまな生物種を実験材料
に利用し、哺乳類で培ったノウハウを最大限活用して生化学的な解析を展開した。非モデル
生物に最先端の科学技術を適用することにより、大きな成果が得られた。 



（A02 班）21H05131 

時間タンパク質学：巨大単細胞緑藻で探る１日を規定するタンパク質特性 

研究代表者：松尾 拓哉、北里大学・理学部・教授 
研究分担者：村中 智明、名古屋大学・生命農学研究科・助教 

本研究では、近年ほとんど行われていないカサノリの概日リズムに関する実験系を再構築し、
転写に依存しないカサノリの概日時計を現代の技術で解析できる体制を確立することを目的
とした。 
(1)遅延蛍光リズムの測定系の整備 
遅延蛍光は、暗所に移した植物でクロロフィルの電荷再結合により発生する発光現象である。
本研究では、EM-CCD カメラと LED 照明を PC 制御し、遅延蛍光を経時的に計測するシス
テムを構築した。このシステムを用い、連続明条件下で除核細胞の概日リズムを測定し、リ
ズムの基本的性質（自由継続性、温度補償性、位相シフト）、および、除核時刻依存性、切断
箇所の影 響を解析した。さらに、遺伝子発現阻害剤の影響を検証した。Actinomycin D (ActD)
および Rifampicin (Rif)は核・オルガネラ両方とオルガネラの転写を、Chloramphenicol (Chl)
および Cycloheximide (Chx)はオルガネラおよび細胞質の翻訳を阻害する。遅延蛍光リズム
は、ActD、Rif、Chl 処理では維持されたが、Chx 処理で消失した。Chx 処理後の wash-out
実験では、処理時間に応じて位相後退が見られた。 
(2)トランスクリプトーム解析 
カサノリの分子解析のため、de novo トランスクリプトーム解析を実施した。明暗サイクル
下で同調させたカサノリを 3 時間ごとに 1 日間採取し、BrAD-seq 法で配列を取得した。得
られた配列は fastp でフィルタリング後、Trinity により de novo アセンブリした。CDS 領域
は TransDecoder (Acetabularia 用遺伝コード)で推定し、推定アミノ酸配列を eggNOG-
mapper および HMMER (pfam データベース)でアノテーションした。その結果、約 3 万の遺
伝子を同定し、緑藻(chlorophyta)の BUSCO スコアは 92.2%であった。クラミドモナスやシ
ロイヌナズナの時計タンパク質ホモログも複数検出された。全体として概日リズムを示す転
写産物は陸上植物に比べ少なく、これは転写産物の安定性の高さによる可能性が考えられた。 

以上により、カサノリの概日リズムの実験系を現代技術で再現し、精度・スループットと
もに高い解析環境を構築した。これにより、除核カサノリの概日時計の性質を従来以上の精
度で詳細に記述できた。さらに、トランスクリプトーム解析を通じて分子解析の基盤を整え、
転写非依存的概日時計解明への足掛かりとなる成果を得た。 
  



（A03 班）21H05132 

時間タンパク質学：生命の時間を宿す機能的 KaiCホモログの探索技術の開発 

研究代表者：向山 厚、福井県立大学・生物資源学部・准教授 
研究分担者：八木田 和弘、京都府立医科大学・医学(系)研究科(研究院)・教授 

本研究の目的は、時計タンパク質の酵素活性、構造変化、そして分子間相互作用といったタ
ンパク質ダイナミクスに注目して、哺乳類における機能的 KaiC ホモログを探索するための
技術の開発である。具体的には、周波数特性を備えた KaiC の配列・機能相関の理解に向けた
試験管内再構成系におけるスクリーニング系の開発、および哺乳類における周期創出機構解
明のためのマウス ES 細胞を用いた in vitro 概日時計形成モデルを用いたタンパク質複合体解
析を実施した。 
(1) 溶液中における KaiC の構造変化を指標としたリズム計測系の高感度化 
KaiC に内在する Trp 残基の蛍光強度を用いて in vitro における概日リズムを検出することが
可能だが、本研究ではさらなる高感度化を目指した。リン酸化状態の異なる KaiC の結晶構造
から、KaiC のリン酸化修飾を受ける部位近傍が大規模に構造変化すると予想された。そこで、
リン酸化部位周辺に Trp 蛍光プローブを導入した KaiC 変異体を作成し、得られたそれぞれ
の KaiC 変異体に対して KaiA、KaiB 共存下での蛍光強度変化を追跡した。その結果、アミノ
酸 419 番目に Trp を挿入した KaiC 変異体（KaiC^W419）においてリズムの振幅が約 14 倍
に増加することを見出した。以上の研究成果は Biochem. J.誌に掲載された。今回の高感度化
の成功により、リズム計測に必要な試料の大幅な軽減が可能となり、スクリーニングにおけ
るスループットの向上が見込まれる。今後はこの技術を活用し、周波数特性を備える KaiC の
配列‐機能相関の解明につなげるとともに、その知見を他生物種の機能的 KaiC ホモログ探
索に活用する予定である。 
(2) 体内時計形成に伴う生体の概日時間秩序の生成機構 
マウス ES 細胞の分化誘導系において、7 日間の分化誘導培養により未分化マーカーは消失
し、細胞が分化したとみなす。しかし、概日時計の 24 時間リズム出現はさらに遅く、分化誘
導開始後 14 日間を要する。誘導未分節中胚葉および胚オルガノイドにおいて、体内時計の鍵
転写因子 CLOCK と BMAL1 を発現誘導すると、Hes7 のリズム消失とともに分節構造の形成
も消失することを見出した。本研究によって、発生過程において体節形成の完了まで体内時
計を厳密に抑制することは、正常な発生プロセスにおいて極めて重要な生理学的意義がある
可能性が示唆された。以上の研究成果は PNAS 誌に掲載された。 

この成果を踏まえ、ES 細胞の分化に伴い、時計タンパク質複合体がどのような状態変化をき
たすのかを解析した。各種時計タンパク質に Flag-tag を付加したノックイン ES 細胞株を樹立
し、タンパク質複合体を免疫沈降法で解析した結果、概日時計の 24 時間リズムの出現パター
ンと並行して時計タンパク質複合体が成立することを明らかにした。  



（A04 班）21H05133 

睡眠恒常性の時間タンパク質学：Nemuri複合体の同定とその物性理解 

研究代表者：戸田 浩史、筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・助教 
研究分担者：大出 晃士、東京大学・大学院医学系研究科(医学部)・講師 

睡眠はヒトを含む動物が有する高次の生理現象であるが、その本質的な意義や分子・神経メ
カニズムは謎に包まれたままである。モデル生物であるショウジョウバエを用いて無作為・
ゲノム規模で行った行動スクリーニングによって睡眠を強く誘引する新規睡眠誘引遺伝子
「Nemuri」が同定された。本研究は、Nemuri のタンパク質特性を理解することを通じて、
「時間タンパク質」の備えるべき物性を生化学的・構成的に明らかにすることを目的とする。
特に、Nemuri タンパク質が司ると考えられるタンパク質複合体形成活性に着目し、Nemuri
凝集体構造に含有される因子を網羅的に同定し、その機能を解析する。また、Nemuri ペプチ
ドの物性を制御・設計することにより、睡眠誘導活性（どのくらい深く・長く寝るのか）を
操作することを目指した。 

Nemuri およびその変異体に近位ビオチン化酵素 TurboID を付加したタンパク質をショウ
ジョウバエに発現させ、ビオチンを含む餌を食べさせることによって、Nemuri の近傍にいる
分子を in vivo でラベルした。その後、ビオチン化修飾が付加されたタンパク質を生化学的に
濃縮して質量分析することにより、Nemuri の野生型に特異的に相互作用する 23 のタンパ
ク質を同定した。 

Nemuri は天然変性ドメインを持ち、in vitro で液滴形成をすることを見出したが、Nemuri
と相互作用するタンパク質修飾酵素がその Nemuri 液滴に含まれることが判明した。当該修
飾酵素を特異的に認識する抗体を自作し、免疫染色をすることにより、その発現パターンを
記述した。重要なことに、Nemuri と当該修飾酵素は、細胞内で顆粒状に共局在していること
が判明した。 

当該修飾酵素が睡眠に関わっていることを検証するため、脳神経特異的に RNAi を発現し
てノックダウンをした結果、細菌感染誘引性の睡眠量の増加が著しく低下することを見出し
た。このように、睡眠誘引遺伝子「Nemuri」と言うオリジナリティの高いタンパク質を軸に
研究を展開することにより、新規睡眠関連分子を同定するとともに、その発見と機能解析を
通じて、Nemuri タンパク質が睡眠を誘導する仕組みに迫る重要な研究成果である。遺伝学か
ら発見された Nemuri はやはり、タンパク質の特性として極めてユニークな特徴を持ち、こ
の物性の理解を領域全体で共有することにより、時間タンパク質学の理解に大きく貢献した。 
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