
概日時計システム研究における生化学およ
び構成的アプローチ

は じ め に

近年，生命科学研究の中心は，ある現象に関与する分子

の同定，解析を中心とした要素還元的な研究から，生体構

成分子が複雑に絡み合って作り上げられる生命システムの

動的挙動とその構築原理を理解しようとする統合的研究へ

シフトしつつある．このような生命科学のパラダイムシフ

トの中で，生化学のような個々の生体構成分子を対象とし

て発展してきた研究手法が，動的な生命システムの理解を

推し進める上でどのように貢献できるだろうか．無論生命

システムの統合的シミュレーションを行う際求められる，

各種触媒反応や相互作用の定量的パラメーターを求める一

手段として生化学の重要性は今後さらに高まるであろう．

一方，生命システム研究のモデルシステムとして長年理

論・実験の両面から研究が行われた概日時計研究では，単

なるパラメーター決定の手段を超えて，生化学が概日時計

システムの理解に大きな貢献を果たしてきた．本稿では，

生命システム研究における生化学的アプローチについて考

察することを目的に，概日時計の生化学および構成的アプ

ローチによる近年の成果について紹介する．

１． 概日時計とは

地球上の生命は地球の自転に伴う環境変化を予測し，生

命活動を外部環境変化にあわせて周期的に変動させてい

る．この生命活動に見られる約１日周期の振動は概日リズ

ムと呼ばれ，地球上の生命がほぼ普遍的に備える概日時計

に起因する．概日時計の本体であり，概日リズムを生み出

す大本の“振動体”は個々の細胞内部に存在し，多くのモ

デル生物で振動体を中心とした概日時計を構成する遺伝子

群（時計遺伝子）とその相互作用ネットワークが明らかに

されている．この時計遺伝子はヒトなどの哺乳類と昆虫の

間で保存性が見られるものの，その他ではそれぞれのモデ

ル生物固有である場合が大多数であり，保存性は低い．時

計遺伝子とそのネットワークの細部は多様であるものの，

基本的なメカニズムは共通していると考えられている．つ

まり時計遺伝子の産物（タンパク質）が自分自身の発現を

負に制御する，転写・翻訳を介したネガティブフィード

バックループが振動を生み出す中枢振動体であると言われ

ている１）．概日時計の際立った特徴は，生命活動が約２４時

間周期で繰り返し振動し続ける点にある．この約２４時間

周期のリズムは恒常条件下でも継続し（自律性），光など

の外部環境の周期的変化に従い位相を調整することができ

（同調性），さらには生理的温度内で周期がほぼ不変である

（温度補償性）という性質を備えている１）．これらの性質は

細胞内の遺伝子発現制御ネットワークの動的挙動（振動）

に依存しており，その周期や位相がどのように決まるの

か，なぜ安定で正確な振動が発生するのかを明らかにする

ことが，概日時計の理解に必須である．

２． シアノバクテリアの概日時計遺伝子

シアノバクテリアは概日時計を持つ最も単純な生物とし

て知られ，各モデル生物に固有な概日時計システムの細部

によらない，概日リズム発振の普遍的な基本原理を理解す

る上で重要なモデル生物である．シアノバクテリア概日時

計研究における近年の成果については既に多くの総説が発

表されており，詳細に関してはそれらに詳しい２，３）．本稿で

はシアノバクテリア概日時計における生化学研究の成果に

ついて概略だけ述べるに留める．研究初期に行われた生物

発光リズム自動測定装置を用いた大規模変異体スクリーニ

ングの結果，１５万に及ぶ変異体の中から，最終的に kaiA，

kaiB，kaiC と名づけられた３種の遺伝子が概日時計で中

心的な役割を果たす遺伝子として同定された４）．３種の Kai

タンパク質の一次構造上に DNAと相互作用するモチーフ

は確認できないものの，その後の解析から，KaiC，KaiA

を過剰発現させると kaiBC プロモーターの発現がそれぞ

れ抑制および促進されることが確認された５）．また ATP加

水分解活性を持つある一群のヌクレオチド結合タンパク質

に特徴的に存在するWalkerAおよびWalkerBモチーフを

持ち，自己リン酸化・自己脱リン酸化活性を持つことなど

も明らかにされた６）．

３． シアノバクテリア概日時計の試験管内再構成

kai 遺伝子の欠損・過剰発現などの分子生物学的解析か

ら Kaiタンパク質が転写調節に関与していることが伺える

ものの，Kaiタンパク質そのものに転写調節機能に結び付

けられる特徴は見出せない．このことは，シアノバクテリ

ア概日時計におけるフィードバック制御が，他のモデル生

物とは異なる特殊な仕組みで成立していることを示唆して

いる．鍵となる分子は Kaiタンパク質であり，Kaiタンパ

ク質の機能が何であるのかを明らかにすることが，概日時

計の分子メカニズムの詳細を知るためには欠かせない．同
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時期に冨田らは，光照射のない暗期における転写・翻訳が

停止した状態でも KaiCリン酸化リズムが継続しているこ

とを明らかにした７）．このことはシアノバクテリアでは概

日リズム発生に転写・翻訳ネガティブフィードバックルー

プが必須でないことを意味している．これらの知見を元

に，３種の Kaiタンパク質のそれぞれを精製し ATPと共

に試験管内で混合したところ，KaiCリン酸化状態が約２４

時間周期で振動することが明らかになった（図１）８）．この

リン酸化リズムの周期は温度に依存しないこと，KaiC自

己リン酸化・自己脱リン酸化共に非常にゆっくりとした反

応であること，KaiC自身が持つ ATP加水分解活性により

制御されていることなど，酵素としてはきわめて特殊な性

質を持つことが報告されている９）．近年では，Kaiタンパ

ク質を中心とした遺伝子発現のネガティブフィードバック

ループの役割についても再考され，その同調への関与が指

摘されている１０，１１）．このように KaiCリン酸化リズムを中

心としたシアノバクテリア概日時計システムの複雑な全体

像が徐々に明らかになりつつある．

４． 化合物ライブラリーを用いた哺乳類概日時計関連

遺伝子の探索

哺乳類概日時計では，時計タンパク質 BMAL１／CLOCK

複合体が Period 遺伝子（Per１,Per２）および Cryptochrome

遺伝子（Cry１,Cry２）の転写を促進し，その産物である

PER１,PER２と CRY１,CRY２が BMAL１／CLOCK複合体の働

きを抑制することでネガティブフィードバックループが成

立している．現在では正の転写因子である BMAL１／

CLOCKと負の転写因子である PER１,PER２／CRY１,CRY２か

らなるネガティブフィードバックループに加え，多数の転

写因子と修飾酵素からなる複雑なネットワークが明らかに

されている１２）．近年においても時計関連遺伝子の探索を目

的としたスクリーニングが精力的に行われ，それらの成果

は概日時計の制御を目的とした創薬におけるターゲット分

子としても興味深い．Kayらのグループは，低分子化合物

ライブラリーを用いたスクリーニングを行い，強い周期短

縮効果を示す化合物のターゲットがいずれもグリコーゲン

合成酵素キナーゼ３β（GSK３β）であることを突き止めて
いる１３）．我々も同様な化合物スクリーニングを行い（図２，

上段），非常に強い周期変化をもたらす化合物に着目し解

析を進めたところ，大きな周期変化をもたらす上位１０種

は，結果的にすべて周期延長効果を示すものであり，その

１０種中９種は既知の標的分子ではなく，カゼインキナー

ゼ Iεおよび δ（CKIε／δ）による PERタンパク質のリン酸

化の阻害を介して周期に影響を及ぼしていることを明らか

にした（図２，中段）１４）．GSK３βや CKIε／δの阻害は，顕著
な周期変化をもたらすことが既に知られており，このこと

図１ シアノバクテリア概日時計の試験管内再構成
生物発光リアルタイム測定装置を活用した大規模解析や分子生物学的解析によ
り，KaiCリン酸化サイクルを中枢振動体振動とする新しい分子メカニズムが明
らかにされた．これらの成果は，現象に対する俯瞰的なアプローチの成果という
こともできる．Kaiタンパク質の生化学的解析は，俯瞰的アプローチから得られ
たシアノバクテリア概日時計システムの分子モデルを試験管内で検証する試みで
あり，言い換えれば現象に対する仰視的（ボトムアップ的）なアプローチである
と言うこともできる．KaiCリン酸化リズムの再構成は，俯瞰的アプローチと仰
視的アプローチが上手く組み合わさった成果である．
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は化合物ライブラリーを用いたスクリーニングが概日時計

制御分子の探索に有力な手段であることを保証している．

５． 哺乳類概日時計の周期を決める反応

転写・翻訳ネガティブフィードバックループ説に従え

ば，周期はネットワークを構成する素過程の反応速度の複

雑な関係式で定義されることが予想される．一方，我々が

行った化合物スクリーニングの結果は，CKIε／δが概日時
計の周期を決める上で重要な役割を果たしていることを示

唆している１４）．つまり概日時計の周期は，ネットワークを

構成する反応の総和で決まるというよりは，CKIε／δによ
る PERリン酸化反応およびこのリン酸化反応により制御

図２ 哺乳類概日時計の周期および温度補償性決定メカニズムの解析
（a）低分子化合物を用いたスクリーニングによる哺乳類概日時計の周期決定に関与する分子の同
定．非常に強い周期短縮効果を示す１０種の化合物についてその標的分子の同定を行った．（b）ス
クリーニングにより同定された化合物による CKIε酵素反応の阻害実験．１０種中９種の化合物は強
い阻害効果を示した．培養細胞での実験結果１４）も同様に，９種の化合物の標的分子が CKIε／δである
ことを示唆している．（c）CKIε／δ酵素反応の基質および温度依存性の解析．CKIε／δ酵素活性（リ
ン酸化活性）は基質（PER２ペプチド）特異的に温度に非依存であること，短周期となる CKIε／δ突
然変異体（tau）の反応速度変化が PER２ペプチドを基質とした場合のみ上昇し，表現系と一致する
反応特性を示すことが明らかになった．これらの一連のアプローチにより，従来のモデルとは異
なった新しい温度補償性の分子モデルを提唱することができた．
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される PER分解などの素過程が，哺乳類概日時計の周期

を決める上で重要な反応であることを示唆している．

６． 哺乳類概日時計の温度補償性を決める反応

仮に哺乳類概日時計の周期決定において重要な役割を

担っている反応の速度が温度依存的に大きく変わるとすれ

ば，温度補償性を成立させることは難しいであろう．そこ

で培養細胞を用いて CKIε／δによるリン酸化に依存した
PER２分解の温度依存性を調べたところ，その分解速度も

周期と同様温度に非依存であった１４）．PER２の安定性はプ

ロテアソーム系や，CRYとの相互作用，さらにはリン酸

化の逆反応である脱リン酸化などにより制御されていると

考えられており，この培養細胞での結果は，CKIε／δリン
酸化反応の温度依存的な速度上昇の周期長に対する効果を

相殺する逆反応とのバランスにより，見かけ上温度非依存

になっていると解釈することも可能である．我々はさらに

踏み込んで PER２分解の温度非依存性が何に起因するのか

を明らかにするために，精製 CKIε／δのリン酸化反応を測
定したところ，カゼインを基質とした場合は温度依存性を

示したものの（温度を１０℃上げたときの反応速度増加率，

Q１０＝約１．６），PER２のリン酸化部位を参考に設計したペ

プチド（PER２ペプチド）を基質とした場合，温度依存性

を示さなかった（Q１０＝約１．０）（図２，下段）１４）．興味深い

ことに，PER２ペプチドのリン酸化は，カゼインを基質に

した場合と比べ非常に遅い反応であること，さらには短周

期変異体である CKIεの tau 変異体（R１７８C）はカゼイン

のリン酸化では活性が低下する一方，PERペプチドのリ

ン酸化ではむしろ野生型よりも高い活性を示し，この変異

体が短周期変異体であることと一致した（図２，下段）１４）．

これらの結果は，CKIε／δによる PER２リン酸化反応が哺

乳類概日時計の周期と温度補償性を規定する上で重要な役

割を担う反応であることを示唆している．

７． 生命システム研究における生化学

および構成的アプローチ

今回紹介したシアノバクテリアおよび哺乳類における概

日時計研究では，いずれも変異体や化合物ライブラリーな

どのスクリーニングとネットワークの動的挙動解析の結

果，周期や温度補償性などの概日時計の基本特性と密接に

関連する分子として，シアノバクテリアにおける Kaiタン

パク質と哺乳類における CKIε／δがクローズアップされ
た．それらのタンパク質分子を細胞から取り出し試験管内

で調べることで，概日時計システムの特性を理解する上で

欠かすことができない構成分子の特殊な性質を明らかにす

ることができた．さらにシアノバクテリアでは，試験管内

で概日リズムを再構成することで概日時計の深い理解に繋

がった．細胞から分子を取り出して詳細に試験管内で調べ

てみなければ，その分子の本当の姿を理解することは難し

いであろう．

今回紹介した概日時計だけでなく，スクリーニングなど

の大規模解析や動的挙動解析の結果クローズアップされ

る，生命システムの特性と密接に関係する分子を生化学的

に解析することで，生命システム全体の性質を理解する上

で欠かすことができない重要な知見が得られるかもしれな

い．試験管内に取り出してその性質を調べるということ

は，生命現象を試験管内で再構成することでもある．シア

ノバクテリア概日時計だけでなく，例えばバクテリアの分

裂位置を決定するMinDEタンパク質による人工脂質膜上

でのパターン形成や１５），バクテリアの分裂リングの試験管

内再構成１６）などに代表される生命現象の再構成に関する報

告例は，生化学などの生体構成分子を取り扱う技術を発展

させた構成的アプローチが，動的な生命システム研究の一

手法として有力な手段となりうることを示してもいる

（図３）．
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匂いに対する先天的な恐怖反応を制御する
嗅覚神経回路の発見

は じ め に

嗅覚研究において誰もが重要な一歩であったと認識して

いるのは，１９９１年の Richard Axelと Linda Buck両博士に

よる嗅覚受容体遺伝子の発見であり，それからほぼ２０年

の時間が経過した．この２０年間の研究によって，嗅覚受

容体遺伝子の発現制御や，嗅覚神経回路の形成のメカニズ

ムが徐々に明らかにされてきた．次の飛躍のためには何が

必要なのかを模索する中で，私たちが２００７年１１月に報告

した論文は，哺乳類が匂いを嗅いだ時にどのように感じる

のかは遺伝的に決められていることを初めて示すもので

あった．この発見は，哺乳類の情動や行動の少なくとも一

部は遺伝的プログラムによって規定されている可能性を示

唆していた．本稿では，匂いに対する嫌悪反応や恐怖反応

を先天的に制御する嗅覚神経回路の発見と，その後の嗅覚

研究の展開について紹介するとともに，嗅覚研究の特徴

や，嗅覚研究が脳の理解に与えるインパクトを解説したい．

１． 嗅覚と情動との関係

情動とは，食欲，性欲，母性，恐怖，嫌悪などの生存に

欠かすことのできない本能を呼び起こす心の働きであり，

ヒトや動物の行動を動機づける要因になる．匂いは複数の

種類の情動と結び付く性質がある．例えば，空腹時におい

しそうな食べ物の匂いがすると脳に食欲の情動が発生し，

食べ物の匂いがする方向へ向かっていくだろうし，腐敗物

の匂いがすると脳に嫌悪の情動が発生し，思わず顔を背け

てしまうだろう．動物では，天敵の発する匂いがすると脳

に恐怖の情動が発生し，すくみ行動や逃避行動を示す．も

ちろん，視覚系や聴覚系によってもたらされる情報も情動

と結び付いていないわけではない．例えば，蛇を見ると恐

怖や嫌悪を感じて，逃げ出す人も多いので，蛇の視覚情報

は恐怖や嫌悪の情動と結び付いていると考えられる．で

は，情動を解明するために嗅覚系に着目する理由は何だろ

う？

嗅覚系に着目する理由の一つには，私たちの研究によっ

て，特異的な嗅覚神経回路によって様々な種類の情動や行

動が先天的に制御されていることが明らかになりつつある

ことが挙げられる．もう一つの重要な理由は，嗅覚系では
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みにれびゆう


