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概日リズムとは地球上のほとんど全ての生物が示す約一日周期の変動現象であり、この

リズムを支配する生体内の自律的振動システムを概日時計という。哺乳類の概日時計は、

行動リズムを支配する視床下部の視交叉上核だけでなく、肝臓や心臓など様々な末梢組織

にも存在し、それぞれを中枢時計・末梢時計と呼ぶ。これらの時計は互いに類似した機構

によってリズムを形成しており、いずれも時計遺伝子の転写と翻訳を介した負のフィード

バックループに基づいている。哺乳類においては、正の制御因子である CLOCK および

BMALが複合体を形成して E-box配列（CACGTG）やその類似配列に結合することにより、

Period（Per1, Per2, Per3）および Cryptochrome（Cry1, Cry2）遺伝子の転写を活性化する。

翻訳された PER および CRY タンパク質は核へ移行し、CLOCK-BMAL 複合体の機能を負

に制御することによって自らの転写を抑制する。このような概日時計の分子発振機構が約

24 時間という非常に長い周期を正確に維持するには、転写と翻訳の制御に加えてタンパク

質の翻訳後の機能制御が重要な役割を果たす。特に、時計遺伝子の転写活性が適切な時刻

に正と負の制御を受けて正確なサーカディアン変動を形成するためには、時間制御された

時計タンパク質の分解が極めて重要なステップとなる。 

負の制御因子の一つである時計タンパク質 CRY2 は、E-box を介した時計遺伝子の転写活

性化を強力に抑制する。マウス肝臓において、CRY2 の C 末端領域に位置する 557 番目の

Ser 残基（Ser557）がリズミックにリン酸化されることを私は見出した。Ser557 がリン酸化



された CRY2 はさらに GSK-3βによって Ser553 がリン酸化され、この 2 段階リン酸化に依存

して CRY2 はプロテアソームによって分解される。そのため、この一連のリン酸化反応は、

CRY2 のタンパク質量を制御する重要なメカニズムであると考えられた。さらに CRY2 

Ser557 のリン酸化レベルは、個体の行動リズムを支配する視交叉上核において日内変動を

示すことを明らかにした。以上の知見から、CRY2 の Ser557 リン酸化に依存した分解は、

行動リズム周期の制御といった中枢時計の機能にも寄与する重要な調節機構である可能性

が示唆された。ここで、CRY2 Ser557 は ERK によって in vitro でリン酸化されるが、培養細

胞において ERK を強制発現したり不活性化しても CRY2 Ser557 のリン酸化レベルは変化し

ない。そのため、生体内では ERK 以外のタンパク質キナーゼが Ser557 をリン酸化して CRY2

を分解に導くと考えられた。 

そこで、CRY2 Ser557 をリン酸化するキナ

ーゼ（以下、Ser557 キナーゼと記す）を探索

するために、Ser557 リン酸化活性を定量的に

解析できる in vitroキナーゼアッセイ系を構築

した。次に、マウス肝臓の懸濁液を核と細胞

質の二画分に分けて Ser557キナーゼ活性を測

定した結果、細胞質に多くの活性（約 81%）

が存在することがわかった。そこで、細胞質

画分のタンパク質を DEAE カラムクロマトグ

ラフィーによって分画し、各画分の Ser557 キ

ナーゼ活性を測定した。その結果、Ser557 リ

ン酸化活性が複数のピークに分離すること、

および活性化型 ERK を含まない活性ピーク

が存在することがわかった（C-3 ピーク；図 1）。

この活性ピークに注目し、様々なキナーゼ阻

害剤の存在下で Ser557キナーゼ活性を測定し

た結果、多くの阻害剤はほとんど阻害効果を

示さなかったが、CK2 および DYRK1A の阻害

剤である TBBt が Ser557 キナーゼ活性を減弱することを突き止めた。そこで GST-CRY2 を

基質とした in vitro の実験によって、CK2 と DYRK1A の組み換えタンパク質が CRY2 Ser557

をリン酸化する可能性を検討した。その結果、DYRK1A が CRY2 Ser557 をリン酸化するこ

とを見出し、さらに DYRK1A が C-3 ピークに含まれる事から（図 1）、Ser557 キナーゼの候

補として DYRK1A が考えられた。 

DYRK1A は、ヒトやマウスにおける脳の発生や機能形成に重要な役割を果たす Ser/Thr

キナーゼであり、幅広い生体組織に発現している。実際、末梢時計の研究モデルとして広

く用いられている NIH3T3 細胞や Rat-1 細胞においても DYRK1A の発現が認められた。そ



こで次に、NIH3T3 細胞内において DYRK1A が CRY2 Ser557 をリン酸化するか否かを検証

するため、細胞に内在する Dyrk1a をノックダウンし、共発現させた myc-CRY2 の Ser557

リン酸化レベルを解析した。この時 CRY2 タンパク質の分解を防ぐため、プロテアソーム

阻害剤である MG132 を培地に投与した条件で実験を行った。独立した 2 つの Dyrk1a shRNA

をそれぞれ細胞に発現させると、いずれの場合においても myc-CRY2 の Ser557 リン酸化レ

ベルが減弱した（図 2）。一方、DYRK1A を NIH3T3 細胞に過剰発現させると、共発現させ

た myc-CRY2 の Ser557 リン酸化レベルが亢進した。以上の結果から、NIH3T3 細胞におい

ても DYRK1A が CRY2 Ser557 をリン酸化すると考えられた。この時、DYRK1A が CRY2

のタンパク質量を負に制御することを見出した。すなわち、MG132 非存在下では、NIH3T3

細胞において Dyrk1a をノックダウンすると myc-CRY2 のタンパク質量が著しく増加した。

一方、NIH3T3 細胞に DYRK1A を過剰発現させると myc-CRY2 のタンパク質量が減少した。

myc-CRY2 とは異なり myc-CRY1 のタンパク質量は DYRK1A の過剰発現によって低下しな

いことから、DYRK1A によるタンパク質の分解制御は、CRY2 に特有のメカニズムである

可能性が示唆された。 

      

 

 

 

 

 

興味深いことに、マウス肝臓において DYRK1A のタンパク質量は、暗期の中頃をピーク

とする日周変動を示した。そこで、マウス肝臓から免疫沈降した DYRK1A の CRY2 Ser557

リン酸化活性を、GST-CRY2 を基質とした in vitro キナーゼアッセイによって解析した。一

日の様々な時刻に調製したマウス肝臓の抽出液を用いて解析した結果、DYRK1A の Ser557

リン酸化活性も日周変動を示すことが判明した。その日周変動のプロファイルは DYRK1A

タンパク質量の日周変動パターンとよく似ており、CRY2 の Ser557 リン酸化レベルの日周

変動の位相より約 4 時間先行していた。この結果から、DYRK1A は CRY2 タンパク質量が

増加する時間帯において CRY2 の Ser557 リン酸化に強く寄与すると考えられた。 

DYRK1A が概日時計の発振制御において果たす役割を調べるため、細胞時計のリズム可

視化実験を行った。具体的には、時計遺伝子 Bmal1 のプロモーター領域に luciferase 遺伝子

を連結したレポーターを培養細胞に導入し、その生物発光を連続観察して細胞時計を可視

化した。その結果、DYRK1A の過剰発現によって NIH3T3 細胞の時計の周期が約 0.8 時間延

長した。一方、Dyrk1a のノックダウンが細胞時計の周期に与える影響を解析するために、

Rat-1 細胞において Dyrk1a shRNA を安定に発現する複数の細胞株を樹立した。これらの細

胞に内在する時計の周期を解析した結果、いずれの場合も約 0.5 時間の時計周期の短縮が認

められた。さらに、時計周期の短縮が引き起こされた分子基盤に迫るため、Dyrk1a ノック



ダウン細胞の核と細胞質における CRY2 タンパク質量の経時変化を調べた。その結果、細

胞質においては一日の全ての時刻において CRY2 タンパク質量の著しい増加が認められた。

一方、核内の CRY2 タンパク質量に大きな変化は認められなかったが、Dyrk1a ノックダウ

ン細胞において CRY2 がコントロール細胞よりも早く蓄積することが判明した（図 3）。以

上の結果から、DYRK1A は主に細胞質において CRY2 の分解を促進し、CRY2 の核移行タ

イミングを遅延させる重要な因子であると考えられた。つまり CRY2 の Ser557 リン酸化に

よる分解制御は、時計遺伝子の転写抑制時刻の遅延メカニズムとして時計の周期を調節す

ると考えられた。 

以上の研究から、CRY2

タンパク質を分解へと導

く二段階のリン酸化メカ

ニズムを明らかにした。最

近、CRY1 と CRY2 は共に

AMPK によってリン酸化

される事、さらにこのリン

酸化依存的に Fbxl3 を介

して CRY タンパク質が分

解されることが明らかに

された（Lamia et al., Science, 

2009）。この分解系は主に核

においてCRY2の分解を促進

し、時計遺伝子の転写活性化

のタイミングを調節する機

構であると考えられている。

一方、主に細胞質において起

こるCRY2の二段階リン酸化

依存的な分解は、CRY2 が蓄

積する時間帯に重要な役割

を果たすと考えられた。つま

りこの分解系は、核移行に充分な量の CRY2 が細胞質に蓄積するまでの時間を延長させ、

CRY2 の核移行を遅延する。その結果、E-box を介した時計遺伝子の転写活性化が適切なタ

イミングで負に制御される。したがって本研究で明らかにした CRY2 タンパク質の分解制

御系は、AMPK・Fbxl3 依存的な分解系とは異なる生理的役割をもつと考えられる。すなわ

ち、時空間的に異なる 2 つの分解制御を受けることによって CRY2 のタンパク質レベルが

巧みに調節され、これらが概日時計発振に重要な役割を果たすと考えられた（図 4）。 

 


