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研究成果の概要（和文）：哺乳類の概日リズム制御に関与するヘムタンパク質である NPAS2 の機

能に対するガス小分子の影響を解析した。その結果、NPAS2 の転写活性および DNA結合活性は、

COや NOのヘムへの結合によって濃度依存的に影響されたことから、CO および NOシグナル系に

よる時計遺伝子発現の制御が示唆された。さらに、変異体を用いた実験により、これらにシグ

ナルの分子内伝達に重要な PASA ヘム結合ドメイン内のアミン酸残基を特定した。 

 

研究成果の概要（英文）：We analyzed the effects of gaseous small molecules on function of NPAS2, 

a heme protein associated with mammalian circadian rhythms. The transcriptional activity and 

DNA binding activity of NPAS2 were affected in a concentration-dependent-manner by CO or NO, 

suggesting cross talk between circadian rhythm and CO-, NO-signaling system.  The analysis of 

mutants revealed that specific amino-acid residues in the PASA heme domain are essential to signal 

transduction in the molecule. 
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１．研究開始当初の背景 

体内時計は、光のシグナルのみならず、NO

や CO や酸化還元状態、代謝や加齢などによ

っても制御されることが報告されているが、

その分子レベルの詳細な制御機構は不明で

ある。中でも哺乳類の時計遺伝子の転写因子

NPAS2 は、bHLH-PASファミリーに属する転写

因子であるが、CLOCK と同様に、NADH、NADPH

存在下で BMAL1とヘテロダイマーを形成して

時計遺伝子の発現を制御すること、NPAS2 欠

損マウスは夜間に異常な睡眠パターンを示

し摂食スケジュールの変化に順応できない

ということがわかってきた。こうした結果は、

CLOCK が光による体内時計の制御に関わり、

NPAS2 が摂食やホルモンなどによって制御さ

れるリズムに関わる、というモデルを示唆す

るが、そのメカニズムの全容、および CLOCK

と NPAS2 の体内時計制御での働きの違いな

どは明らかになっていない。また NPAS2 は

PAS ドメインにヘムを結合し、そのヘムへの

CO の結合によって活性が制御されるが、

NPAS2 のヘムセンサードメインの構造変化と

機能の制御機構の詳細は不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、哺乳類の時計遺伝子の転写因子

NPAS2 を遺伝子工学的に分子設計し NO や CO

による構造変化と機能を解析することによ

って、NPAS2 のヘムセンサードメインでの情

報感知機構と転写活性の制御を介した情報

伝達機構を明らかにすることを目的とする。

さらに他の時計転写因子や NAD(P)H、時計遺

伝子 DNA などと、NPAS2 との協調的分子間相

互作用を解析する。それによって、NO シグナ

ルや CO シグナルおよび代謝シグナルと、

NPAS2 を中心とした体内時計制御との分子レ

ベルでのクロストーク機構を理解すること

を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1) 分子設計されたNPAS2のセンサーの構造

と機能解析；変異体のDNA結合活性は、独自

に開発した in vitroのゲルシフトアッセイ系

を使った。それには、大腸菌で発現し精製し

た NPAS2のHis-tag-bHLH-PASAドメインお

よびBMAL1のMBP-tag-bHLH-PASA-PASBド

メインと32
P-E-box (Per1あるいはPer2 エン

ハンサー /プローモター領域にあるE-box, 

E-box様配列)を用いた。またNPAS2野生型と

Trp変異体を用いて、蛍光スペクトル測定に

よってNAD(P)Hとの分子間相互作用の解析を

行った。 

(2) NO、COによるNPAS2のPer１、Per2転写活

性化能に対する効果；NOやCOのDNA結合活

性に対する効果を調べ、NO、COによって誘

起されるセンサー構造の変化と機能の制御

機構を考察する。完全長のHA-tag-NPAS2と

BMAL1 の動物細胞における発現系を作成

し、ルシフェラーゼ遺伝子の上流にPer１、

あるいはPer2のエンハンサー/プロモーター

領域を挿入したレポーターを用いて、ルシフ

ェラーゼアッセイ系を作成してある。その動

物細胞を用いた転写活性アッセイ系を用い

て、NO、COの野生および各種変異体NPAS2

の写活性化能に及ぼす影響を解析した。 

(3) NPAS2とCLOCKの構造と機能の相違の解

析：   CLOCKの bHLH/PASAドメインの大腸菌

発現系を構築し、精製方法を開発して、ヘム

の結合様式を調べた。さらにNPAS2とCLOCK、

それぞれのタンパク質の機能ドメインをス

ィッチした各種キメラタンパク質を構築し、

キメラタンパク質を用いて、Per1あるいは 

Per2遺伝子の転写活性化能を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) CO による NPAS2 の転写活性制御に働く



アミノ酸残基の特定： NPAS2 のヘムセンサー 

PASAドメインのアミノ酸点変異体の動物細

胞発現系を作成し、ルシフェラーゼレポータ

ーを用いて時計遺伝子 Per１、Per2 の NPAS2

依存型転写活性に対する COの効果を調べた。

その結果、各種変異体の中で、へムの内部リ

ガンドである His171 に隣接する Cys170 の

Ala変異体のみが COによる転写活性の阻害を

受けなかった。そこでさらに Cys171Met, 

Cys171Ser 変異体を作成し解析したところ、

Cys171Metは野生型と同様 COによる阻害を受

けたが、Cys171Ser変異体は CO 感受性がなか

った。

それぞれの変異体の DNA結合ドメインとヘム

センサードメイン（NPAS2 bHLH-PASA）を大

腸菌で発現精製し、ゲルシフトアッセイを行

ったところ、C170A は COの添加による BMAL1

とのヘテロダイマー形成、DNA結合活性が阻

害されなかった。以上のことから、Cys170 は

NPAS2において COのヘムへの配位シグナルを

機能へ伝達する重要な残基であるというこ

とが示唆された。

  

(2) NO シグナルと時計制御： NOは COと同

様に NPAS2 の還元型へムに結合するが、NO添

加によって野生型の DNA結合活性はむしろ増

加することがわかった。さらに、NOが結合し

ない酸化型ヘムの NPAS2 でも NO による DNA

結合活性の増加が観察されたことから、NOの

効果に NPAS2ヘムへの結合は関与しないと考

えられる。以上の結果は、 NPAS2 が CO を感

知し機能変化を引き起こす構造要因が、既知

のバクテリア系ガスセンサータンパク質と

は異なること、また NPAS2の DNA結合活性は、

CO シグナルと NOシグナルを介して、それぞ

れ異なる機構によって制御されることを示

している。 

さらに、NPAS2 の bHLH-PASA ドメインの構造

を明らかにするために、安定なタンパク質の

大量精製系を工夫し、約 800 条件での結晶化

を試みている。 

(3)  NPAS2 の DNA 結合活性と NAD(P)H 効

果：活性型の NPAS2/BMAL1 ヘテロダイマー形

成は NAD(P)H により促進され、NAD(P)+により

阻害されると報告されているが詳細は不明

である。そこで、NPAS2 と NAD(P)H 補因子と

の相互作用について解析を行った。励起光

295 nm で野生型 NPAS2 bHLH PASA の Trp残基

を励起すると、340 nm 付近に蛍光が観測され

るが、種々の濃度で NAD(P)H を加えると、そ

の濃度依存的に NPAS2 由来の 340 nm 付近の

蛍光強度が減少し、NAD(P)H 由来の 455 nm 付

近の蛍光強度が増加した。NPAS2 由来の蛍光

強度の減少量から KD値を求めたところ、NADH、

NADPH どちらに対しても約 0.2 mM であった。

一方、NPAS2 bHLH PASA 野生型と BMAL1 bHLH 

PASA/B を用いた EMSA から、NPAS2-BMAL1 ヘ

テロダイマーの DNA 結合活性に対する NADPH

の効果を調べたところ、EC50は 1.9 mM であっ

た。対して、NPAS2 bHLH PASA K76A、F85A、

F96A、Y108Aの各点変異体ではいずれも約 1.4 

mM で、野生型と同等の EC50を示した。また、

NPAS2 bHLH C 末端欠損変異体を用いて同様の

実験を行ったところ、NPAS2 は N 末端の 61 ア



ミノ酸 (1-61 aa) だけでも BMAL1 とヘテロ

ダイマーを形成して DNAに結合し、その活性

は NADPH 濃度依存的に増加した。これより、

NADPHとの相互作用に必要な NPAS2の領域は、

1-61 aaにある事が示唆される。また、BMAL1

のみの系に NADPH を加えると、濃度依存的に

BMAL1 ホモダイマーの DNA 結合活性が阻害さ

れた。よって、NADPH は NPAS2-BMAL1 ヘテロ

ダイマーの DNA 結合に対しては正の、BMAL1

ホモダイマーの DNA結合に対しては負の制御

効果を持つと示唆される。 

 

(4) CLOCK と NPAS2 の分子レベルの比較： 

マウス CLOCK の大腸菌発現系は、 N 端のア

ミノ酸をいくつか欠損することで、野生型よ

り格段に発現量、精製効率、精製タンパク質

の安定性が向上した。また、CLOCK の PAS2

ドメインへも NPAS2 と同様 1：1 でヘムが結

合し、その DNA 結合カッセイは CO で阻害さ

れた。このことは CLOCK もまた CO シグナル

による制御があることを示している。さらに 

CLOCK/NPAS2 のキメラタンパク質の動物培養

細胞での発現系を構築し、最近ようやく Per

２レポーターを用いた転写活性解析条件を

確立した。今後、 CLOCK あるいは NPAS2によ

る Per1, Per2 発現制御の選択性や Per2共発

現の効果について解析予定である。 
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