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研究成果の概要（和文）：概日時計は分子から個体の各階層を時間・空間的に統合して生理現象の日内リズムを
生み出す。本研究では概日時計の周期制御に中心的な役割を果たすPERとCRYの安定性および複合体形成に焦点を
当て、これらのプロセスを狙った機能調節化合物を探索し、CRY1に選択的に作用する全く新しい化合物を発見し
た。並行してSUMO化修飾に注目した解析を行い、CRYのSUMO化を見出した。独自のツールを用いて概日時計の発
振機構の解明と自在な機能操作を可能にしていく。

研究成果の概要（英文）：The circadian clock regulates daily rhythms of physiological processes 
through temporal and spatial organization from molecular to organismal levels. In this study, we 
focused on stability and complex formation of the clock proteins PER and CRY that play central role 
in the regulation of circadian period. We searched for regulatory compounds targeting these 
processes and discovered new compound that selectively control CRY1 function. In parallel, we 
analyzed post-translational modification of clock proteins by SUMO and identified CRY SUMOylation. 
By using original tools, we are going to reveal and control the molecular mechanism of the circadian
 clock.

研究分野： 時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
 睡眠・覚醒や代謝など多様な生理現象は体
内に存在する概日時計に支配されて一日周
期のリズムを示す。シフトワークや遺伝子変
異によって概日時計が攪乱されると睡眠障
害や代謝疾患など様々な病気につながるこ
とが知られている。そのため概日時計の分子
解析は生物がどのように時間を計って生命
活動に利用するのかという根源的な謎に取
り組むためだけでなく、概日リズムの変調と
諸疾患を時間という観点から理解するため
にも非常に重要な課題である。私たちはケミ
カルバイオロジーという、化合物を用いて生
物機構を解析する手法を取り入れて概日時
計研究への応用に取り組んできた。これまで
に、低分子化合物が特異的で定量的な操作と
解析を可能にすることで、概日時計の機能制
御過程を研究する重要なツールになること
を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 それぞれの時計タンパク質は多様な因子
と相互作用して時間的・空間的に変化するこ
とで機能を発揮すると考えられる。本研究は
時計タンパク質 PER と CRY の安定性調節お
よび両者の複合体形成とそれに伴う局在変
化に焦点を当てる。これらのプロセスは概日
時計の周期調節において特に重要な働きを
することが実験および数理モデル解析から
示されているが、制御機構やダイナミクスの
詳細はほとんど解明されていない。これらの
プロセスに作用する全く新しい化合物の開
発を試みる。さらにタンパク質の安定性およ
び細胞内局在を変化させる翻訳後修飾の
SUMO 化に注目して PER および CRY の調節
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 PER1 および PER2 の C 末端にルシフェラ
ーゼを融合したタンパク質である PER1-LUC
および PER2-LUCを安定発現するHEK293細
胞を作製した。さらに、PER2 と N 末端側ル
シフェラーゼ、および CRY1 と C 末端側ルシ
フェラーゼを融合したタンパク質である
PER2-LUC/NとCRY1-LUC/Cの両者を安定発
現する HEK293 細胞を作製した。これらの細
胞ならびに CRY1-LUC と CRY2-LUC を安定
発現する HEK293 細胞をそれぞれ 384 ウェル
プレートにまき、化合物を投与して発光量に
与える影響を解析した。化合物スクリーニン
グには名古屋大学の佐藤特任准教授の協力
を得た。ルシフェラーゼ自身の活性に対する
効果は LUC 細胞を用いて評価した。概日リ
ズムへの影響は Bmal1-dLuc および Per2-dLuc
レポーターをもつヒト U2OS 細胞を用いて解
析した。化合物合成には名古屋大学の伊丹教
授の協力を得た。 
 HEK293T 細胞に Flag タグを付加した時計
タンパク質を過剰発現させ、名古屋大学の
Bode 教授から入手した合成 SUMO プローブ

と混合して in vitro SUMO 化を行った。抗 Flag
抗体を用いて精製し、名古屋大学の桑田特任
助教の協力を得て質量分析を行った。 
 
４．研究成果 
 ルシフェラーゼレポーターを用い、PER と
CRY の安定性および両者の相互作用を評価
す る た め の ア ッ セ イ 系 を 構 築 し た 。
PER1-LUC および PER2-LUC 細胞において
CKI 阻害剤を用いた PER の安定化により、発
光強度が増加することを確認した。さらに、
PER2-LUC/NとCRY1-LUC/Cを共発現する細
胞において PER と CRY の結合により、ルシ
フェラーゼ活性が回復して発光することを
確認した。384 ウェルプレートを用い、アッ
セイ条件を最適化した。 
 小規模の化合物ライブラリーを解析し、
PER2-LUCやCRY1-LUCのレポーター強度を
上昇させる、ならびに PER2-LUC/N と
CRY1-LUC/Cの相互作用レポーターの強度を
変化させる候補化合物を見出した。これらの
化合物のうちルシフェラーゼ自身の活性に
は影響を与えないものは、PER2 や CRY1 の
安定性もしくは両者の相互作用を調節する
と期待された。 
 

 

図 1. KL001 の誘導体 KL044 
(A) KL001 と KL044 の構造。(B) 概日リズム
の周期に対する効果。(C) CRY1 の安定性に対
する効果。 
 
 続いて化合物スクリーニングを行い、複数
の候補化合物を見出した。さらにヒト U2OS
細胞を用いた概日リズムアッセイを行い、時
計発振に与える影響を評価した。これらの化
合物の機能解析を進めた結果、興味深い作用
を持つ新しい化合物を発見した。私たちは以
前、CRY1 および CRY2 のユビキチン化を介
した分解を抑制し、概日リズムの周期を延長
する carbazol誘導体KL001を見出した（Hirota 
et al., Science [2012]）。本研究において KL001
類似化合物を解析し、10 倍も活性の高い
KL044（図 1）および周期を短縮する GO044
を見出した（Lee, Hirota et al., ChemMedChem 
[2015]; Oshima et al., Angew Chem Int Ed 



[2015]）。この過程で、carbazol が活性に必須
であること、ならびに CRY1 と CRY2 を区別
して制御するのは困難であることを明らか
にした。一方、今回発見した新化合物は
carbazole 基を持たないが、KL001 と同様に概
日リズムの周期を延長した。驚くべきことに、
この化合物は CRY1 を安定化するのに対して
CRY2 には影響を与えないことを見出した
（図 2）。 
 

 
図 2. KL001 と異なる構造を持つ新化合物 

(A) 概日リズムの周期に対する効果。 (B) 
CRY1 と CRY2 の安定性に対する効果。 
 
 並行して、SUMO プローブを用いて in vitro
で時計タンパク質を SUMO 化する条件を検
討し、SUMO 化型の CRY1 を検出することに
成功した。モチーフ検索から SUMO 化候補サ
イトを予測し、その変異体を多数作製して解
析したが、候補サイトを絞り込むことはでき
なかった。そこで in vitro SUMO 化の系をス
ケールアップし、質量分析を用いて SUMO 化
サイトの同定を試みている。 
 また、核内受容体 REV-ERBα のリン酸化を
介した分解制御の役割を米国 Salk 研究所の
Evans 研究室と共同で解析した。その結果、
REV-ERBα の分解制御が概日リズムの振幅を
調節し、肝臓において脂質と糖の代謝に重要
であることを明らかにした（Zhao, Hirota et al., 
Cell [2016]）。 
 本研究から、PER および CRY の機能を制
御する候補化合物を得ることができた。その
中のひとつが CRY1 に選択的に作用すること
を発見した。CRY1 と CRY2 はアミノ酸配列
がたいへんよく似ているため、これらを選択
的に制御する分子は非常にユニークである
が、選択性がどのように達成されるのかは全
くの謎である。この化合物は CRY1 と CRY2
の機能的な違いを理解するための有用なツ
ールとなるに違いない。 
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