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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・空間的に統合して多様な生理現象の日内リ
ズムを生み出す。多細胞から成る概日時計システムの理解に向けた重要課題として、細胞間の相互作用がある。
本研究では光に応答して時計タンパク質の機能を調節する化合物を開発し、細胞集団の概日リズムの時間的な制
御に成功した。これと概日リズムの1細胞イメージングを組み合わせ、細胞間相互作用の解析に向けた空間的な
操作を試みた。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks are hierarchically integrated from molecules to organisms 
in time and space to generate diurnal rhythms of diverse physiological processes. A key challenge in
 understanding the multicellular circadian clock system is cell-cell communications. In this study, 
we developed compounds that modulate the function of clock proteins in response to light and enabled
 temporal control of circadian rhythms in cell populations. By combining these compounds with 
single-cell imaging of circadian rhythms, we attempted spatial manipulation toward the analysis of 
cell-cell communications.

研究分野： 時間生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちはケミカルバイオロジーの手法を応用し、概日リズムの周期を変化させる新規化合物を発見して鍵となる
制御機構を明らかにしてきた。この時計調節化合物と光薬理学を組み合わせることによって、狙ったタイミング
に狙った細胞で概日時計を定量的に操作する新技術の開発につながるであろう。光を用いたタンパク質の活性制
御という観点から、概日時計分野を超えて広く細胞間相互作用の研究に応用できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生物は睡眠・覚醒や代謝など、様々な生理現象において一日周期のリズムを示す。これらのリズ
ムを支配するのが、体内に存在する概日時計である。時計遺伝子の発見と制御機構の解明により、
概日時計の基本骨格である転写・翻訳ループの理解は大きく進展した。このループは全身の個々
の細胞に存在するため、多細胞から成る概日時計システムの理解に向けた次のステップとして
解明すべき重要課題が、細胞間の相互作用である。概日リズムの周期は個々の細胞で異なるため
不均一であるものの、細胞集団においては秩序だったネットワークを形成して統合され、強固な
リズムを形成する。このネットワークは空間と時間の両者の変化を伴い非常に複雑であるため、
従来の手法だけでは解析が困難であった。すなわち、
薬理学および遺伝学では空間・時間分解能が不足し
ており、その発展形である薬理遺伝学および光遺伝
学では時計タンパク質を制御できるツールが存在し
なかった。 

 

私たちはケミカルバイオロジーの手法を世界に先駆
けて概日時計研究に応用し、概日時計の周期を大幅
に変える新規化合物を多数発見した。これらの時計
調節化合物の標的タンパク質をアフィニティー精製
によって同定し、作用機序を解析することで、概日時
計の鍵となる制御機構の一端を明らかにしてきた。
以上の背景から、時計調節化合物と光薬理学を組み
合わせることによって、概日時計機能の時間・空間的
な精密制御にアプローチするという本研究構想に至
った。その第一歩として、longdaysin と名付けた時
計調節化合物を基にケージド誘導体 DK359 を開発
し、標的タンパク質である CKIの光による活性調節
と概日リズム周期の制御を実現した（図 1）。 

 

２．研究の目的 

私たちが見出した時計調節化合物は、標的である時計タンパク質の直接的かつ定量的な機能操
作を可能にする非常に強力な手段である。光薬理学を応用して、光によって時計タンパク質の機
能を制御する。光は空間・時間的な調節が容易である上に、照射の強度や時間で量を、波長で質
を変化させることができる。この「光調節化合物」を概日リズムの 1細胞イメージングと組み合
わせ、狙ったタイミングに狙った細胞で概日時計を定量的に操作することで、細胞間相互作用の
ダイナミクスを解析する突破口とする。 

 

３．研究の方法 

時計遺伝子Bmal1のプロモーターにルシフェラーゼを連結したレポーターをもつヒトU2OS細
胞と、超高感度カメラを搭載した顕微鏡システムを用いて、1細胞レベルの概日リズム測定系を
セットアップした。この系においてケージド longdaysin の DK359 を用い、概日リズムの空間
的な制御を試みるために、局所的な光照射条件の検討を行った。その結果、DK359 の活性化に
必要な紫色光の照射によって、化合物の有無にかかわらず細胞毒性が見られた。UV域が少ない
光源に変更した上に UVカットフィルターを用い、さらに照射時間や強度を変えても、概日リズ
ム周期の評価に必要な長期的な測定においては紫色光照射による細胞毒性が見られた。時計遺
伝子 Per2のレポーターマウスから採取した組織においても同様に、顕微鏡システムを用いた実
験系においては紫色光照射によって起こる細胞毒性の問題を避けられないことが判明した。 

 

ケージド化合物は光照射によって保護基が解離し、不可逆的な変化をもたらす（図 1）。これに
対して、可逆的な調節が可能である光スイッチを時計調節化合物に導入し、概日リズム制御に応
用することを試みた。光によってトランス体とシス体の間で構造変化するアゾベンゼンを、
longdaysin および時計タンパク質 CRY1 に選択的な新規化合物として同定した TH129 に導入
した（図 2A；オランダ Groningen大学・Feringa研究室および名古屋大学・伊丹研究室との共
同研究）。導入部位を検討した結果、シス体とトランス体がそれぞれ安定して存在し、標的タン
パク質である CKIと CRY1の活性をUV光と白色光を用いて可逆的に制御することが可能な光
スイッチ化合物を開発することに成功した。Longdaysin誘導体の compound 4は UV光によっ
て不活性化したのに対し、TH129誘導体の GO1323は UV光によって活性化した（図 2B）。さ
らに、テトラフルオロアゾベンゼンを用いることで緑色光と紫色光による構造変化を可能にし、
これらの化合物 compound 9 と GO1423 を用いて概日リズムの周期を細胞集団において可逆的
に制御することを実現した 1, 2)（図 3）。 

 

図 1. ケージド longdaysinの作用 

光照射によって概日リズムの周期を 

延長する。 



 

緑色光によって CRY1 を活性化
する光スイッチ化合物 GO1423

を用いて、顕微鏡システムにお
いて局所的な光照射条件の検討
を行った。緑色光を用いること
によって細胞毒性の問題を回避
することができた一方で、化合
物による周期変化の度合いがケ
ージド longdaysinと比べて大幅
に小さいために、この化合物を
用いて局所的な変化を検出する
ことが困難であることが判明し
た。TH129や GO1423と似た構
造をもち CRY1 に選択的な化合
物 KL101の誘導体の探索から、
より高い活性を持つ化合物を見出すことに成功した。この化合物をもとに光スイッチ化合物を
改変することで、周期変化の効果の上昇が期待される。 

 

以上の研究と並行して、CRY1 とそのホモログである CRY2 の化合物選択性について興味深い
メカニズムを見出した。CRY1 に選択的な KL101 および CRY2 に選択的な TH301 と相互作用
するアミノ酸は CRY1 と CRY2 の間で配列が同じであるにもかかわらず、鍵となるトリプトフ
ァンの側鎖の向きが異なり、この違いが選択性に寄与することを発見して、このトリプトファン
をゲートキーパーと名付けた 3)。さらに、CRY1と CRY2の両方に作用する化合物 KL001の誘
導体として開発された化合物 SHP656 が予想外にも CRY2 に選択性を示し、それにゲートキー
パーが関与することを見出した 4)。 

 

４．研究成果 

本研究で用いたケージド longdaysin の DK359 は、一般的な光保護基である 6-

nitroveratryloxycarbonyl基を持ち、紫色光の照射によって解離する。概日リズムという、秒や
分ではなく日の単位で測定を行う実験系においては、顕微鏡システムを用いた局所的な紫色光
照射による細胞毒性が問題となることが判明した。ケージド化合物を用いて概日リズムの空間
的な制御を実現するには、細胞毒性の問題を回避するためにより弱い強度の紫色光で解離する
保護基や緑色光などのより長い波長の光で解離する保護基が必要である。 

 

光によってシス-トランスの構造変化をする光スイッチを用いることによって、CKIと CRY1の
活性ならびに細胞集団の概日リズムを可逆的に制御することに初めて成功した。アゾベンゼン
誘導体のシス型はバッファー中において非常に不安定であることが多く 5)、日の単位で作用する
ことが必要な概日リズム制御への応用は困難であった。本研究によって安定なシス型をもたら
すデザインを見出すことができ、概日時計の自在な操作に新たな道が拓けると期待される。緑色
光による化合物の構造変化が可能になったことで、紫色光による細胞毒性を回避することがで
きた一方で、概日リズムの空間的な制御の実現に向けて、より高い活性をもつ光スイッチ化合物
の開発が課題である。 

 

さらに、CRY1 と CRY2 という非常によく似たホモログにおいて同一のアミノ酸から化合物選
択性がうまれる謎について、側鎖の向きの違いというユニークなメカニズムを見出した。この知
見は CRY アイソフォームの違いの理解だけでなく、理解に基づく制御を通じて CRY に対する
光応答性化合物の開発にも役立つと考えられる。 

 

私たちのこれまでのケミカルクロノバイオロジー研究が国際的に高く評価され、Front Pysiol誌
および Methods Mol Biol 誌の概日時計特集号に依頼を受けて総説を執筆するとともに 6,7)、
Springer Natureおよび Royal Society of Chemistryから依頼を受けて本の編集を行った 8,9)。 

 

図 2. 光スイッチ化合
物 GO1323の作用 

UV光照射によって
活性化して CRY1 と
相互作用する。 

 
図 3. 光スイッチ化合物 GO1423の作用 

緑色光と紫色光照射によって概日リズムの周期を可逆的に
調節する。 
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