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緒 言 

 
天然変性たんぱく質（intrinsically disordered proteins：以下 IDPs）は、ヒトの全たんぱく質の約40%に存在する

と予想されている。最近の研究で IDPsが短寿命なたんぱく質間相互作用（PPIs）［1］やRNA合成等の反応場を構築

する液―液相分離に［2］において重要な役割を果たすことが明らかにされ、その生物学的な役割の解明に高い関心が

集まっている［1］。IDPs の構造変換は主として生体分子との相互作用やリン酸化等の可逆的な翻訳後修飾を通じて過

渡的に行われるため、結合パートナーの過剰発現や翻訳後修飾酵素活性の変調による IDPsの機能不全ががんや神経変

性疾患など多様な疾病の原因となることもわかっており、IDPsは未開拓の新しい創薬標的としても注目されている［3］。
したがって、IDPs の構造変化と相互作用を制御する合成化合物は、細胞機能の解明に役立つ化学プローブとして、ま

た新しい創薬を拓くリード化合物としても有用であると期待される。しかし構造情報が乏しく実験的な評価系が未だ確

立されていない IDPsの化学生物学的な研究はほとんど行われていない。 
これまで、たんぱく質阻害剤の合理設計は複合体結晶構造などの“静”の情報に基づいて行われてきた。一方、IDP

構造解析研究は、もともと結晶構造等の解析が困難であったところNMRや計算化学によるシミュレーション研究によ

って端緒についたところである。したがって IDPs阻害剤を創製するための論理的な手法は未だ見出されていない。加

えて IDPs 一般に凝集しやすく実験的な扱いが難しい。IDPs 標的型阻害剤の探索法として細胞レポーターアッセイを

用いる戦略が考えられるが、必ずしも標的 IDPsに作用する阻害剤を発見できる保証はない。こうした課題に対し、仮

に標的 IDPsの特定の機能を in vitroで再現可能なモデルたんぱく質を創出できれば、IDP指向型阻害剤の創出に向け

たツールとして有用であると考えた。そこで、本研究では天然変性概日時計転写因子の Bmal1/Clock のヘテロ 2 量体

形成に着目し、両者のたんぱく質間相互作用（PPI）に必要なドメイン構造を有するモデルたんぱく質を設計・創出す

ることを着想した。そしてモデルたんぱく質の2量体形成を簡便に評価可能な分光学的 in vitro評価系を確立し化合物

スクリーニングに供することで阻害剤のリード化合物を見出すことを目標とした。 
概日時計の調節を司る転写因子である Bmal1、Clock は全体の 30%以上がゆらぎ構造を持つ IDPs であり、ヘテロ

二量体を形成してE-box配列DNAに結合し概日時計遺伝子産物CRY、PERの発現を誘導する。概日時計は生物に広

く保存されており、遺伝子発現フィードバックループにより生体内の様々な代謝活動の調節を行うことがわかっている。

また最近の研究においてこの概日リズム機構の乱れが不眠症や腫瘍形成の原因となる可能性が示唆されている。したが

ってBmal1、Clockの阻害剤を発見できれば、未だ不明な点が多い概日リズムの分子機構の解明、不眠症の治療薬の開

発や腫瘍形成抑制の新たな知見を得るための一助となると考えられる。   
以上の知見を踏まえ本研究では具体的に以下を目標とした。概日時計転写因子であるBmal1、Clock転写因子を標的

IDPたんぱく質と設定し、両者の部分配列を遺伝子組換え体として大腸菌から発現・精製する方法を確立する。取得し

たBmal1、Clockのヘテロ2量体形成と続く5’-FAM修飾E-Box配列含有 オリゴDNA断片への結合を、蛍光偏光

強度変化を指標として評価する実験系を構築する。構築した評価系を低分子化合物ライブラリスクリーニングに供し、

Bmal1/Clock ヘテロ 2 量体形成を阻害する化合物を探索する。ヒット化合物について濃度依存的な阻害活性および選

択性を検証し、Bmal1/Clock PPI阻害剤としての有用性を検討する。見出された化合物は、概日時計調節機構を阻害す

る分子ツールおよび創薬リードとしての応用が期待される。 
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方 法 

 
1．IDPモデルたんぱく質の設計 

DisProt stability simulationプログラムを用いてBmal1 （O00327.2）及びClock （O15516.1）の全長アミノ酸配

列から構造のゆらぎを予測し、2量体形成に必要最小限のドメインを残したモデルたんぱく質を設計した。 
2．たんぱく質の発現精製 
大腸菌BL21を作製したベクターを用いて形質転換し培養後 IPTGの添加により発現誘導したのち集菌、超音波破砕

したのち、目的たんぱく質を沈殿として取得した。沈殿を尿素を用いて可溶化し、Ni-NTAカラム精製、透析による再

構成を経て目的たんぱく質を取得した。 
3．蛍光偏光を用いたDNA結合試験系の確立 
遺伝子組換え型Bmal1とClockのヘテロ2 量体形成能は、E-Box 2本鎖DNAへの結合親和性を計測することで評

価した。2本鎖オリゴDNAはPer2 E-boxを含む20塩基対であり、アンチセンス鎖の5’末端にFAMを付与したも

のを用いた。なおE-Boxを含まないオリゴDNAをコントロールとして用いた。DNAに各種たんぱく質を加え蛍光偏

光値（FP）の変化を測定した。結合試験の際にPEG200を添加し、分子クラウディング環境が会合体形成に与える効

果を検討した。 
4．芳香環化合物ライブラリのスクリーニング 
芳香族系低分子化合物およびインドール含有低分子化合物ライブラリについて、96 well フォーマットによるライブ

ラリスクリーニングを実施し、Bmal1/ClockのPPIを阻害する化合物を探索した。96 wellプレートにBmal1、Clock、
各化合物を加え、室温で振とうした後、dsDNAを加えて20分静止し、蛍光偏光を測定した。有意な阻害活性を示した

ヒット化合物について濃度依存的な活性試験を実施して再現性を確認した。 
 

結果および考察 

 

1．Bmal1およびClockモデルたんぱく質の設計・発現・精製と再構成 

図1．Bmal1、Clock全長配列のゆらぎについてシミュレーションした結果 
DisProtプログラム（www.disprot.org）によりBmal1 （O00327.2）及び 
Clock （O15516.1）について解析した。 
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ヒトBmal1、Clockの全長626、855アミノ酸残基についてDisProt解析を行った結果、Bmal1、Clockそれぞれの

およそ30%、50%が非構造性領域であることが分かった。特に、Bmal1のPAS-Aの一部、 ClockのPAS-B、および

両者のTAD （Trans Activation Domain）が不安定であることが示唆された（図1）。これまでの研究によりPAS-AB
ドメイン領域はBmal1/Clock間のPPIに重要であることが示唆されている［4］。一方、激しい構造のゆらぎが示唆さ

れたTAD ドメインはリコンビナントたんぱく質の扱いを難しくし、また両者の相互作用を観察するうえで必ずしも必

要ではないと予想した。そこでbHLH-PASA-PASB配列のN末端側にHis-tagおよびたんぱく質の可溶性を向上させ

る trx-tag（チオレドキシンタグ）を導入した配列をモデルとし、これらを組み込んだベクターpET29、pET32b を作

製した。 
大腸菌を形質転換して常法によりたんぱく質発現を誘導したところ、Bmal、Clock いずれも封入体として発現した

ため、発現精製には実験プロトコルの最適化を必要とした。種々の条件検討を行った結果、ペレットを8 M尿素で可溶

化したのち Ni-NTA カラム精製し、濃度勾配をゆるやかにかけた透析によって 24 時間かけて再構成することにより、

目的のBmal1 およびClock をそれぞれ 1 L 培地から 2～3 mg 程度取得することができた。なおNi-NTA カラム精製

の際に分離不可能なたんぱく質の混入が若干認められたが、精製条件は今後の課題として結合試験に進むこととした。 
2．蛍光偏光を用いたDNA結合試験系の確立 
前項で取得した遺伝子組換え型Bmal1、Clockの2量体形成能を、蛍光基FAMを付与したdsDNA鎖を用い蛍光偏

光（FP）変化を指標とする結合滴定試験によって評価した。実験の結果、Bmal1、Clockのいずれか、もしくは両者の

等量混合物をE-box配列を含まないコントロールDNAに加えた場合、いずれもFP値の顕著な変化は認められなかっ

た（図 2 左：緑の棒グラフ）。一方、E-box 配列含有DNA を用いた場合、Bmal1 もしくはClock のみを加えてもFP
値の大きな変化は認められなかったが、両者の等量混合物を加えると顕著なFP値の増加が観察され、Bmal1とClock
の 2 量体形成に伴う E-box 選択的な DNA-たんぱく質複合体の形成が示唆された（図 2 左：赤の棒グラフ）。続いて

Bmal1、Clock の等量混合物と E-boxDNA の滴定実験を行ったところ、実験結果は 1:1 複合体形成モデルと良く一致

し、文献値 （Kd = 58 nM）［4］とほぼ同程度の解離定数（Kd = 36±10 nM）を与えることを確認した（図2右）。以

上の結果から、本研究で作製した遺伝子組換え型Bmal1、Clockモデルたんぱく質はヘテロ2量体を形成し、E-box配

列選択的なDNA結合能を有すると結論した。 

 
図2．E-box dsDNAとBmal1/Clock間の結合滴定試験の結果 

左）各種dsDNAにBmal1、Clock、Bmal1/Clock等量混合物を作用させた場合のFP値の変化：proteins = 500 nM、

dsDNA = 510 nM、10 mM Tris HCl pH8.0、NaCl 150 mM、PEG200 10 %v/v、Ex = 488 nm、Em = 526 nm、

r.t.、20 min incubation、n = 3。 
右）各種dsDNAとBmal1/Clock1：1混合物の結合滴定実験の結果：dsDNA 10 nM、proteins （nM）：300、200、

66.7、22.2、7.4、2.5、0.82、0.27、10 mM Tris HCl pH8.0、NaCl 150 mM、PEG200 10 %v/v、or 10 mM Tris 
HCl pH 8.0、NaCl 150 mM、Ex = 488 nm、Em = 526 nm、r.t.、n = 3。 
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3．芳香環化合物ライブラリのスクリーニング結果と考察 

図3．化合物ライブラリースクリーニングの結果 
含窒素複素環化合物および芳香族系低分子化合物ライブラリ1,780個のうちp-value < 0.05をヒッ

ト化合物とした（赤）。Compound: 50μM、dsDNA 10 nM、proteins 500 nM、10 mM Tris HCl 
pH8.0、NaCl 150 mM、PEG200 10%v/v、Ex = 488 nm、Em = 526 nm、r.t.、n = 2。 

 

図4．化合物1および2のBmal1/Clock結合阻害試験の結果 
左）化合物1 右）化合物2：dsDNA 10 nM、proteins 500 nM、Compound = 5 nM ～ 50μM in 
10 mM Tris HCl pH8.0、NaCl 150 mM、PEG200 10 %v/v、Ex = 488 nm、Em = 526 nm、n = 3。 
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前項で確立した Bmal1、Clock の 2 量体形成評価系を用いて、含窒素複素環化合物および芳香族系低分子化合物ラ

イブラリ 1,780 個について 96 well フォーマットHTS スクリーニングを実施した。T 検定により p 値 0.05 未満につ

いて FP の有意な減少がみられたと判断し Bmal1/Clock PPI の阻害剤候補ヒット化合物とした（図 3）。その結果、4
種類の基本骨格を有する化合物群に分類される27個のヒット化合物を見出した。 
ヒット候補化合物のうち、化合物1について化合物濃度依存的なE-box結合阻害活性を検討した。その結果、化合物

1 は明瞭な濃度依存的な阻害活性を示すことを確認できた一方（図 4 左）、化合物 1 と類似の構造をもつ化合物 2 につ

いては全く変化が認められず、この結果から化合物1が化学構造依存的にBmal1もしくはClockに結合し両者の2量

体形成を阻害することが示唆された。また、化合物 1 は zinc finger たんぱく質とDNA の特異的結合に対しては阻害

活性を示さなかったことから、DNA側に結合してBmal1/Clock複合体の形成を阻害しているのではないことが示唆さ

れた。 
以上、本研究では、IDPsモデルとしてTADを除去したBmal1、Clockたんぱく質の発現と精製を行い、DNA結合

機能を指標とする評価系の構築に成功した。96 well フォーマットに展開可能な本評価系は、Bmal1/Clock阻害剤の探

索スクリーニングに有用であると考えている。本知見を踏まえ、現在ヒット化合物の活性の確認および構造展開を進め

ている。一方、Bmal1 と Clock モデルたんぱく質の機能は確認できたもののそれらの純度向上は今後の課題であり、

異なるタグの使用などの検討が必要であることがわかった。現在、両者の PPI を直接観測可能なスクリーニング系の

開発を検討しており、今後ヒット化合物のより詳細な分子間相互作用解析に生かしていくとともに、有望な化合物につ

いては細胞実験を含めた生物評価を行う予定である。また、本助成研究の一環としてジテルペン系天然物誘導体を用い

たリン酸化 IDPs変調剤の開発にも取り組んでおり、興味深い結果が得られつつあることを付記しておく［5］。以上本

研究により、遺伝子組換え型 IDPモデルたんぱく質を切り口とする新しい IDP化学生物学研究に向けた有益な知見を

得ることができたと考えている。 
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