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研究成果の概要（和文）：概日時計は時計遺伝子による転写・翻訳のネガティブフィードバックループとして理
解されているが、周期や位相の決定機構など未解明な点も多い。一方転写・翻訳に不依存な蛋白質翻訳後修飾の
リズムも報告されているが、その普遍性と概日時計システムにおける意義は不明である。本研究では概日時計の
周期や位相を調節する薬剤の探索、および蛋白質翻訳後修飾の解析を通じてこの問題に取り組んだ。その結果周
期を短縮する化合物と位相変位を誘導する化合物について、それらの標的蛋白質の候補が得られた。またリン酸
化をはじめとする蛋白質翻訳後修飾についても解析を進めており、両者の関連性を追求することで問題解明の糸
口を探っている。

研究成果の概要（英文）：The widely accepted models for circadian clocks are based on 
transcriptional-translational negative feedback loops composed of circadian clock genes. However, 
some important aspects, such as how the periods are adjusted around 24 h and how the phase of the 
rhythms are determined, are not fully incorporated into these models. On the other hand, there are 
several examples of protein posttranscriptional modification rhythms independent of the feedback 
loops, though their exact roles in the circadian clock systems are still unknown. In this study we 
tried to elucidate these points by proteomic and chemical biology approach. We obtained compounds 
that affect period and phase and the potential candidates of their target proteins. We also set up 
the system to study posttranslational modification rhythms including phosphorylation. By these 
bidirectional approaches, we are now trying to understand the whole circadian clock systems. 

研究分野：時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
様々な生理活性は、細胞内に存在する自律振
動体である概日時計による制御を受け、約 24
時間周期の概日リズムを示す。現在真核生物
の概日時計は、概日時計遺伝子によって構成
される「転写・翻訳のネガティブフィードバ
ックループ」として理解されている。これは、
概日時計遺伝子産物が自身をコードする
mRNA の発現を抑制し、このループが約 24
時間で 1周することで概日時計が発振すると
いうモデルである  (Hurley et al. 2016, 
Trends. Biochem. Sci. 41, 834)。このモデル
はすべての生物の概日時計を説明できると
考えられているが、まだ不十分な点も残され
ている。例えば、周期が 24 時間となるため
には、ループ内に適切な時間遅れが存在する
必要がある(Novác and Tyson 2008, Nat. 
Rev. Mol. Cell. Biol. 9, 981)。これまでに、時
計蛋白質の安定性の制御や、細胞内局在の制
御など様々な要因が時間遅れをもたらす候
補として挙げられてきたが、明確な結論には
至っていない。 
 さらに、この機構によらない発振機構の存
在も明らかになっている。シアノバクテリア
においては、精製した概日時計蛋白質 KaiA、
KaiB、KaiC を ATP とともに試験管内で混
合することで、KaiC のリン酸化リズムが再
構成できる (Nakajima et al. 2005, Science 
308, 414)。また、核を持たない赤血球細胞に
お い て も 、 抗 酸 化 蛋 白 質 で あ る
Peroxiredoxinの酸化状態が約24時間周期で
変化することが報告されている (O'Neil et 
al. 2011, Nature 469, 498)。しかしながら、
これらは例外的なものと捉えられており、概
日時計システムにおける位置と重要性は明
らかになっていない。 
  
２．研究の目的 
上記のように転写・翻訳のネガティブフィー
ドバックループモデルは、最も基本的な概日
時計の発振機構とされているが、まだ不十分
な点も多い。一方、転写・翻訳に依存しない
発振機構の重要性については評価が定まっ
ておらず、細胞内における転写・翻訳ループ
との関係性についてもほとんど明らかにな
っていない。そこで本研究では、転写・翻訳
に依存しない発振機構の普遍性を追求する
とともに、その概日時計システム全体におけ
る役割を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、生物材料として U2OS 
pBmal1::dLucレポーター株を主に用いた。こ
の細胞株は概日時計遺伝子Bmal1プロモータ
ーの下流にホタル由来の発光遺伝子 dLuc を
連結したレポーターコンストラクトをヒト
U2OS 細胞に導入し得られたものである。翻
訳後修飾の解析、および化合物の標的蛋白質
の同定は、U2OS pBmal1::dLucレポーター株
から M-PER mammalian protein extraction 

reagent (ThermoFisher)を用いて全蛋白質抽出
液を調製し、nanoLC-MS/MS装置を用いたシ
ョットガン法により行った。 
pBmal1::dLucレポーター株の発光リズムの測
定は、CL384（中立電機）を用いた。細胞を
384 ウェルホワイトプレートに播種し、コン
フルエントの状態まで培養した後、
dexamethasone を加えて個々の細胞のリズム
を同調させ、発光基質として D-luciferinを加
え測定に供した。本装置を用いることにより、
一度に 384 ウェルプレートを最大 16 枚測定
することが可能である。 
 
４．研究成果 
① 蛋白質翻訳後修飾リズムの解析 
①−１ プロテオミクスの手法による翻訳後
修飾解析の基盤整備 
本研究においては、プロテオミクスの手法に
より翻訳後修飾が 24 時間周期で振動してい
る蛋白質を同定することを目指し、翻訳後修
飾の解析のため、質量分析装置にゲルフリー
ショットガンプロテオミクスシステム、リン
酸化ペプチド高効率検出システム、ノイズ軽
減システムを導入し、プロテオミクスに最適
なシステムを構築した。また試料の前処理用
にリン酸化ペプチド濃縮の完全自動化シス
テムを稼働させた。予備実験においては、細
胞内の存在量があまり大きくないことが知
られている時計蛋白質のリン酸化型も検出
することができた。また、分析の過程で生じ
る誤差を排除するため、培養細胞に対して安
定同位体標識アミノ酸を用いた代謝ラベル
法である SILAC 法の適用を検討し、97%の
蛋白質を 13Cで標識できる条件を確立できた。
13C 標識サンプルを内部標準として各時系列
サンプルと共に質量分析を行うことで、デー
タの信頼性が大きく向上することが期待さ
れる。  
 また上記のショットガンプロテオミクス
の手法に加え、二次元電気泳動を用いた手法
についても検討を行い、全自動二次元電気泳
動装置（SHARP）を用いて 2D-DIGEにより
解析を行っている。 
 
①−２ 時計蛋白質のリン酸化の解析 
シアノバクテリア KaiC には全部で２ヶ所の
リン酸化部位が存在するが、これらは概日時
計発振において、互いに拮抗する役割を担っ
ていることが明らかとなっており (Nishiwaki 
et al 2007, EMBO J. 26, 4029)、これを手がかり
として、転写・翻訳に依存しない概日時計発
振機構の解明が進んだ。哺乳類の多くの時計
蛋白質もリン酸化修飾を受けることが知ら
れているが、すべてのリン酸化部位を網羅的
に解析し、個々の部位のリン酸化状態の変動
と概日時計発振における役割を明らかにし
た例はまだ報告されていない。そこで本研究
では、哺乳類の時計蛋白質についてこの点の
解明をめざした。 
 U2OS pBmal1::dLucレポーター株に対し、



Crispr/Cas9法を用いて内因性の時計遺伝子を
ノックアウトした後、時計蛋白質をアフィニ
ティタグとの融合タンパク質として発現さ
せるコンストラクトを導入した。適切な誘導
条件により、pBmal1::dLucレポーター由来の
発光リズムが復活することが確認できた。現
在は経時的に調製した細胞抽出液からタグ
を用いて時計蛋白質を精製し、概日時計発振
における時計蛋白質のリン酸化の機能を解
明している。 
 また上記の細胞レベルの系を用いて、ネガ
ティブフィードバックモデル(Mohawk et al. 
2006, Annu. Rev. Neurosci. 35, 445) の再検
討にも取り組んでいる。 
 
② ケミカルバイオロジーによる概日時計
の周期および位相決定機構の解明 
現在、概日時計の周期決定機構の全貌は明ら
かになっていないが、リン酸化などの翻訳後
修飾が関与している可能性が挙げられてい
る(Zheng and Sehgal. 2012, Trends. Neurosci. 35, 
574)。また概日時計の位相は細胞内の酸化還
元状態によって制御されるという報告もあ
る(Putker et al. 2018, Antioxid. Redox Signal. 28, 
507)。したがって、周期および位相を調節す
る化合物が得られその標的が明らかになれ
ば、蛋白質翻訳後修飾と概日時計の関係につ
いて理解が深まることが期待される。 
 本研究は、名古屋大学トランスフォーマテ
ィブ生命分子研究所 (ITbM)の大井グループ、
ケミカルライブラリーセンター、および分子
構造センターと共同で実施した。当初は、概
日時計中枢である視交叉上核由来の細胞株
SCN2.2 を用いて研究を進める予定であった
が、分化処理を行っても神経細胞マーカーが
発現しないなど、神経細胞の性質を保持して
い な い 可 能 性 が あ っ た た め 、 U2OS 
pBmal1::dLucレポーター株を用いて研究を進
めた。 
 
②-1 低分子化合物ライブラリーのスクリ
ーニング 
U2OS pBmal1::dLucレポーター株を用いて、
ケミカルライブラリーセンター所有の約
20,000種類の低分子有機化合物を含む化合物
ライブラリー （ITbMライブラリー）のスク
リーニングを行った。CL384（中立電機）を
用いて約 1週間発光リズムを測定後、付属の
解析ソフトでデータを解析した。スクリーニ
ングの結果、全体の約 1.5%の化合物が、周期、
位相、振幅など、リズムに対して何らかの影
響を示した。特に顕著な周期延長効果を示し
た化合物 3種類、周期短縮効果を示した 1種
類について、それぞれの標的蛋白質をアフィ
ニティ精製法により同定するため、アフィニ
ティビーズの作成を行っている。また周期延
長化合物の１つ（化合物 A）については、ゼ
ブラフィッシュの飼育水中に加えて行動リ
ズムに関する影響を確かめたところ、U2OS
細胞と同様に周期延長効果が確認された。こ

のことから、化合物 Aは中枢神経系にも作用
することが期待できる。 
 
②-2 リズムを短周期化する化合物の標的
同定 
picrotoxininは、セスキテルペンに属する痙攣
薬で、GABAA 受容体の阻害薬として知られ
ている。近年 picrotoxininが概日リズムの周期
を大幅に短縮することが見出され、この効果
は GABAA受容体を介していないことが示唆
された(Freeman et al. 2013, J. Neurophysiol 110, 
103)。そこで本研究では、アフィニティ精製
法による picrotoxinin の周期短縮効果に関す
る標的蛋白質の同定を試みた。 
 まず picrotoxinin をアガロースビーズに共
有結合するため、リンカー部分を有した
picrotoxininの誘導体を多数合成し、これらの
中から周期短縮効果を保持しているものを
スクリーニングによって選択した。これをア
ガロースビーズに共有結合しアフィニティ
ビーズを作成した。 
 アフィニティ精製においては、アフィニテ
ィビーズへの非特異的吸着や、質量分析にお
ける測定ごとの誤差が問題となってきた。こ
れらの問題に対処するため、本項目において
も、SILAC法を導入することとした。13C-Lys、
13C-Arg 存在下で培養した U2OS 細胞の抽出
液、および通常の 12C-Lys、12C-Arg 存在下で
培養した U2OS細胞の抽出液を調製し、一方
にアフィニティビーズを、他方に化合物を結
合していないコントロールビーズを加え、そ
れぞれのビーズに結合した蛋白質を溶出し
た後、混合し質量分析に供し、結果を比較し
た。さらに、アフィニティビーズに遊離の化
合物を添加したものと添加していないもの
についても同様に分析を行い、結果を比較し
た。その結果、picrotoxininのターゲット候補
の 1つとして、薬物代謝に関わる蛋白質 Aが
得られた。この蛋白質が真のターゲットであ
るか否かを確かめるため、Crispr/Cas9法によ
り蛋白質 A および近縁の蛋白質をコードす
る遺伝子をノックダウンし、概日リズムに対
する影響を確認している。 
  
②-3 位相変化を誘導する化合物 
抗酸化蛋白質であるPeroxiredoxinの酸化状態
が、多くの生物において普遍的に概日リズム
を示すことが報告されていたため (Edgar et 
al. 2011, Nature 489, 501)、本研究では、レ
ドックス関連化合物を含むライブラリーの
スクリーニングを行った。その結果、複数の
周期延長化合物と、位相変位を誘導する化合
物が得られた。合計のヒット率は約 14%と高
いことから、細胞内の酸化還元反応は概日時
計の制御に重要な役割を果たしていること
が示唆された。これらの化合物の中から、天
然のポリフェノール類である化合物Bについ
てさらに解析を進めた。 
 化合物 Bを pBmal1::dLucレポーター、ある
いはpPer2::dLucレポーターを導入したU2OS



株に投与したところ、20 Mで約２時間の周
期延長効果を示すとともに、濃度および時刻
依存的に概日リズムの位相変位を誘導する
ことが明らかとなった。 
 in vitroの kinase assayにより、周期延長効
果については、既知のプロテインキナーゼが
標的である可能性が高いが、位相変位効果の
標的は種々の状況証拠から、細胞内のレドッ
クス制御等に関わる蛋白質Bであることが示
唆された。また、スクリーニングで得られた
他の数種の位相変位誘導化合物についても、
蛋白質Bおよびその近縁の酵素に対して作用
するという報告があることから、この結果を
手がかりに細胞内酸化還元反応と概日リズ
ムの位相調節の関係について、プロテオミク
ス解析などを組み合わせて包括的な解析を
進め、概日リズムの位相変位をもたらす経路
を明らかにしたい。 
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