
－ 214－

公募研究：2001～2004年度

時刻情報の生成・制御を支える転写因子群の発現プログラム

●岡野 俊行1, 2)

1) 東京大学大学院理学系研究科　　2) 現所属: 早稲田大学理工学術院 電気・情報生命工学科

〈研究の目的と進め方〉
概日時計は、シアノバクテリアからヒトに至るまで、

生物界に広く普遍的に見られる生理機能である。特に動
物においては、PER, BMAL, CLOCKという限られたタン
パク質の転写と翻訳を介した複雑な遺伝子発振ループを
構成していることが判ってきた。これらのタンパク質に
含まれるPASドメインはPYPやフィトクロムなどバクテ
リアや植物の光受容タンパク質にも見出され、HIF1 ,
ARNTなど動物の環境応答分子にも広く保存されている。
また、概日時計機能は、哺乳類の培養細胞を含めて多く
の細胞に内在していることも明らかになってきた。本研
究では、ニワトリ松果体細胞を主に用い、さらに種々の
培養細胞を利用しながら、概日時計関連タンパク質群が
どのような遺伝子制御プログラムを介して約24時間とい
う一定のリズムを創り出し、さらに周囲の明暗交代に同
調するのかの解明を目指した。具体的には、(i)光感受性
をもつ概日時計細胞であるニワトリ松果体の時計遺伝子
の探索と機能解析、(ii)ディファレンシャルディスプレイ
解析を用いた時計関連遺伝子の網羅的スクリーニングと
そこで得られた因子の詳細な機能解析、(iii)哺乳類培養
細胞における時刻同調に関わる新規カスケードの探索な
どを行った。これらのテーマは互いに関連し合っており、
得られるデータを補完しながら効率的・統合的に研究を
進めた。本研究を通して、概日時計における遺伝子転写-
・翻訳プログラムの解読の一端をひもとくことができた。

〈研究開始時の研究計画〉
【１】ニワトリ松果体に発現する時計遺伝子の機能解析

ニワトリ松果体細胞は、培養状態でも光受容能とメラ
トニン合成能をもつ時計細胞であり、概日リズム研究に
おいて長い歴史がある。にもかかわらず、遺伝子レベル
からの研究は哺乳類の研究に比べて遅れていた。鳥類の
時計遺伝子を調べ、哺乳類等と比較することは、概日時
計システムの普遍性と多様性を知る上でも必須である。
また、概日時計が遺伝子発現ループの周期的な活性化を
主体とする点において、ゲノム生物学的にも遺伝子発現
制御の基本原理を理解する上で極めて重要であると考え
られた。そこでまず、哺乳類のゲノム配列情報等より得
られた遺伝子情報を元に、ニワトリの時計遺伝子の配列
を予測し、構成因子の網羅的スクリーニングを試みた。

【２】概日時計発振系の光入力系の探索
概日時計の光同調にはおそらく、光による時計遺伝子

の発現調節と、それに至る生化学的プロセス（細胞内情
報伝達経路）があるに違いない。そこで、遺伝子レベル
およびタンパク質レベルの両面から入力系を探るための
アプローチを考えた。遺伝子レベルからのアプローチと
しては、研究開始当初はニワトリゲノム配列が報告され
ていなかったため、ディファレンシャルディスプレイ法
を使い、ニワトリ松果体において光応答する遺伝子を網
羅的に探索した。一方、生化学的なアプローチとしては、
ニワトリ松果体細胞において光受容タンパク質から光情
報を受け取るであろうGタンパク質の解析を進めた。さ

らに、その下流にあると期待されるMAPキナーゼ経路に
ついても詳細な解析を行った。

【３】細胞レベル・個体レベルにおける時計関連因子の機
能解析

概日時計の発振プログラムは当初、遺伝子発現ループ
の解析によって完結するものと期待されたが、その詳細
が明らかになるにつれて、細胞や個体といった高次のレ
ベルからの研究も必須であることが判明した。そこで本
研究では、哺乳類培養細胞を用いて新たな同調経路の探
索を行い、個体レベルからのリズム解析として、ゼブラ
フィッシュの行動リズム形成における時計ホルモン（メ
ラトニン）の役割に関する研究に着手した。

〈研究期間の成果〉
【１】ニワトリ松果体に発現する時計遺伝子の機能解析

ニワトリ松果体に発現する時計遺伝子（Bmal1, Bmal2,
Clock, Per2, Cry1, Cry2）ならびにヒト、マウス、ラット
のBmal2オルソログを単離し、時計タンパク質の機能解
析を行った[論文1, 2,和文解説15, 図1]。その結果、ニワ
トリCry1/2のmRNA量は光刺激により増大すること、
BMAL2は転写の促進だけでなく抑制的作用ももつユニー
クな転写調節因子であることが判明した[論文1]。

【２】概日時計発振系の光入力系の探索
遺伝子レベルからの光入力系へのアプローチとして、

ニワトリ松果体において光応答する遺伝子をデイファレ
ンシャルディスプレイ解析により探索した。当初、光応
答性のみを指標にしてスクリーニングを開始したが、予
想以上の数の遺伝子が光応答することが判明した。

そこで次に、概日時計の特性を考慮して、時刻特異的
に光応答する遺伝子を調べた。その結果、数種類の遺伝
子だけが時刻特異性を示すことが判った。それらを詳細

図1 ニワトリ松果体の概日時計の分子モデル
Per2をはじめとする時計遺伝子は光に応答してその転写が増大する。
E4BP4は夕刻に特異的に光誘導を受け、Per2の転写を抑制することによ
り時計の時刻を送らせると推定された。
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に解析した結果、概日時計の位相後退を導く夕刻の光刺
激によってのみ誘導される分子として、転写因子E4BP4
を同定することに成功した。転写アッセイ等の結果によ
り、E4BP4はPer2遺伝子の転写抑制を介して概日時計の
位相後退（時計を遅らせる作用）に関わる新規時計関連
分子であると推定された[論文3, 和文解説13, 図1]。さら
に、時刻調節におけるE4BP4の役割を明確にするために、
E4BP4を特異的に認識する抗体を多数作製し、リン酸化
とタンパク質の消長について調べた。その結果、E4BP4
は夕刻の光刺激によって、mRNAレベルに加えてE4BP4
タンパク質量も増大することが判明した。さらに、時計
関連キナーゼとして注目されているカゼインキナーゼIe
によってE4BP4がリン酸化を受け、プロテオソーム依存
的な分解が促進されることが明らかになった[論文9, 和文
解説16]。

ディファレンシャルディスプレイ解析で得られた別の
因子として、朝に特異的に光応答する遺伝子を同定し
Lcgと命名した[論文10]。興味深いことに、LCGタンパク
質を培養細胞において発現させると、中心体に局在する
ことが判った。そこで、中心体の主たる構成成分の一つ
であるβアクチンとの関連を調べたところ、βアクチン
とLCGがニワトリ松果体において相互作用することが判
明した。これまでのところ、中心体が概日時計発振に関
わるといった報告も全くなく、中心体が時計の発振や時
刻調節に関わる可能性を示唆する結果がはじめて得られ
たといえる。

E4BP4, LCGと並行して、時刻によらず光誘導を受ける
遺伝子としてHsp90αの解析も行った[論文5]。ニワトリ
松果体において、光照射に伴い顕著にHsp90αのmRNA
レベルが上昇したことから、脳内の温度を測定した結果、
光刺激によって脳内温度が急上昇することが判った。温
度変化は、光と共に強力な時刻調節刺激となることから、
生体内においては光刺激が体内のホルモン濃度変化等を
介して体温を変化させ、末梢組織の概日時計を同調させ
ている可能性が示唆された。

代表者らはこれまでに、Hsp90αと並んで、光受容分
子ピノプシンのmRNAがニワトリ松果体において光誘導
されることを見出していた。そこで、ピノプシンプロモ
ータ上の光入力シスエレメントの同定を試みた。まず、
ピノプシンプロモータにルシフェラーゼ遺伝子を繋ぎ、
培養した松果体細胞中での光応答性を検出する系を構築
した。次に、ピノプシンプロモータのさまざまな変異体
を順次作成することによって、光応答性に必要な領域を
絞り込み、最終的には18塩基対の領域を光応答シスエレ
メントとして同定することができた[論文6、図2]。興味
深いことにこの領域には、動物において概日時計の発振
に関与するE-box(CACGTG)および植物において光応答に
関与するG-box(CACGTGG)が含まれており、動物の時計
発振エレメントに光情報が入力する可能性や動物の光応
答システムが動物にも保存されている可能性が推察され
た。

上記と並行して、タンパク質レベルからの光入力系へ
のアプローチとして、光受容タンパク質から光情報を受
け取るGタンパク質、およびその下流において働く可能
性のあるMAPキナーゼ（MAPK）の解析を行った。ニワ
トリ松果体に発現するGタンパク質を探索した結果、Gt
およびG11が発現していることが判った。これまでの研
究からG11が概日時計への光入力を担っている可能性が
考えられたため、G11の関与の可能性を調べた。その結
果、G11を活性化することによって光刺激と同様の時計
の位相シフトが観察され、G11を介して光情報が時計に

入力していると推定された[論文7]。
以上の知見から、ピノプシンが時刻同調に関与してい

る可能性は低いと考えられた。そこで次に、ピノプシン
以外の光受容分子が松果体に発現している可能性を探索
した。その結果、オプシンファミリー分子に加えて光受
容分子の候補となり得る複数のクリプトクロムファミリ
ー分子が発現していることが判った[論文2, 11]。並行し
て、MAPキナーゼが概日時計システムに関与する可能性
を検討した。これは、松果体においてMAPキナーゼ活性
が夜にピークをもつ日周変動を示し、さらに光刺激によ
り不活性化されることを我々自身で突き止めていたから
である。MAPキナーゼが時計構成分子を探索した結果、
活性化型MAPKはBMAL1と会合し、その特定のアミノ酸
残基(Thr534)のリン酸化を介してBMAL1の転写促進活性
を抑制することが明らかになった[論文4、図3]。

【３】細胞レベル・個体レベルにおける時計関連因子の機
能解析

分子や遺伝子レベルからの概日時計発振プログラムの
解析と共に、細胞・個体レベルからの解析を行った。細
胞レベルの解析として、概日時計の発振機構を内包する
哺乳類のrat-1培養細胞を用いて、細胞時計の発振に影響
を与える新規経路の網羅的探索を行った。その結果、生
体における主要なエネルギー源であるグルコースを生理
的濃度で投与することによって、細胞内の概日時計を特
定の時刻（位相）へ導き、さらに顕著なリズムを持続さ
せ得ることを発見した。その後の詳細な解析の結果、こ
の位相変化の原因は、グルコース投与による浸透圧変化
などではなく、細胞内におけるグルコース代謝であるこ
とがわかった。興味深いことに、グルコースによる時計
発振の際の時計遺伝子発現変化を調べてみると、従来報
告されていたいかなる時計同調の様式とも異なっている
ことが判明した。続いて、グルコースによるリズム発振
の分子メカニズムを解明するために、マイクロアレイ解
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析により、グルコース投与に伴う遺伝子発現の変化を調
べた。その結果、転写抑制因子の一つであるTieg1がグル
コース刺激により急速に誘導されることが判った[論文
8]。グルコース投与に伴い、Bmal1およびPer2遺伝子の
転写が抑制されることから、今後はこれら時計遺伝子プ
ロモータへのTieg1の作用を調べることが重要と考えられ
る[図4]。

一方、個体レベルでの概日時計のリセットプロセスを
解明するため、時計中枢の一つである松果体において時
計分子BMALのドミナントネガティブ体を強制発現する
ゼブラフィッシュ系統を複数樹立した。さらに、生きた
ままのゼブラフィッシュの生体リズムを測定する方法を
検討した。その結果、ごく微量のメラトニンが生体外に
放出されており、その量には顕著な概日リズムが存在す
ることが分かった。また、上記トランスジェニックゼブ
ラフィッシュにおいてはこのリズムが消失することが判
明した。このことから、松果体特異的に時計機能を破壊
することができたと考えられた。

〈国内外での成果の位置づけ〉
概日時計の分子機構の解析は、この10年足らずの間に

急速に展開した。特に、マウスをはじめとする哺乳類の
時計遺伝子および時計タンパク質の性状解析が中心に進
められた。古くから研究が盛んであったショウジョウバ
エの成果をふまえ、おそらく動物の概日時計は同一の進
化的背景を持ち、共通の遺伝子をそれぞれの生物に特有
の形で利用していると推定された。しかしながら、哺乳
類以外の脊椎動物の研究は大きく遅れており、時計遺伝
子の発振プログラムを明らかにする上で、マウス以外の
高等脊椎動物の時計発振機構を知ることは、何が共通で
何がどのように多様であるのかを明らかにする上で重要
であると考えられた。本研究以外に鳥類の時計遺伝子の
解析を行ったグループはわずかであり、その点において
国際的にも当該分野に大きく貢献でき、光応答経路の解
析と併せて高い評価を受けた[2002年度米国光生物学会
(American Society for Photobiology) New Investigator
Award]。本研究で特筆すべき点として、鳥類の松果体の
概日時計は、哺乳類の時計に比べて、光に対する応答性
が高いことを見出し、光応答遺伝子と細胞内経路につい
て詳細な解析を行ったことが挙げられる。この性質はむ
しろ、マウスよりもショウジョウバエやゼブラフィッシ
ュの概日時計と共通する点であり、時計発振ループに対
する光入力（リセット）経路の作用機構の共通基盤を知
るために重要な手がかりを得られたといえる。

本研究では、鳥類概日時計の光特性を見出したのみな
らず、さらに光応答遺伝子の網羅的スクリーニングを行
った。このような試みは国内外を通してほとんど前例が
なく、光応答シスエレメントも初めて同定することに成
功した[論文6]。また、BMAL2およびE4BP4の２つの時
計因子は、代表者らが鳥類で先に発見した時計遺伝子で
あり、時計発振に関わるこれらの基本因子の性状解析を
世界に先駆けて進められたことは意義深いと考えている。
リン酸化による時計タンパク質の寿命調節は、当該分野
におけるホットトピックの一つであり、E4BP4のリン酸
化と分解やMAPキナーゼによるBMAL1のリン酸化と活
性調節の発見はまさに、時計関連分子が「いつ、どこで、
何を」しているのかという時計発振プログラムの一端を
明らかにしたものと言える。

哺乳類の概日時計分野においては、光以外の社会的・
生物学的要因による概日時計の同調が一つの大きなトピ
ックであった。なかでも、末梢臓器の個々の細胞が時計

を持つことが明らかになったため、食餌時刻等による時
計の位相シフト現象について、遺伝子レベルからの研究
が進んだ。この種の研究のほとんどは、個体や臓器のレ
ベルでの研究であったのに対して、グルコースが培養細
胞の時計を同調し得ることを明瞭に示すことができ、個
体レベルでの現象を分子・細胞レベルから一挙に解決す
る大きな前進となった。この成果は、概日時計という観
点に加え、代謝調節や糖尿病などとの関連からも重要な
研究として位置づけられた。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
予想外の困難な点として、ゼブラフィッシュの個体レ

ベルでの行動リズム測定があげられる。本研究において
は、トランスジェニックゼブラフィシュの作成に成功し
た。現在、それらの動物を用いて行動測定を行っている
が、マウスに比べ、ゼブラフィッシュは個体間の形質の
差が大きくトランスジェニック系統から得られる結果の
ばらつきが大きくなっている。この理由はおそらく、ゼ
ブラフィッシュが近交系として十分に純化されていない
ことが考えられる。解析に供する個体数を増やす、純化
系統を確立する等の対策が必要である。

〈今後の課題〉

これまでの研究から、遺伝子レベルにおける概日時計
発振プログラムのフレームワークは解読の糸口が掴めて
きた。一方、タンパク質レベルからの概日時計の発振プ
ログラム解読は手つかずに近い。そこで次のステップと
して、時計因子を認識する抗体を用いたアフィニティー
カラムクロマトグラフィーにより時計因子（転写因子）
複合体を精製し、そこに含まれる分子群の網羅的解析を
行うことが急務である。このような複合体構成分子のin
vivoにおける実体解明に際しては特に、リン酸化などの
翻訳後修飾にも重点をおき生化学的検証を行う必要があ
る。本研究において、時計関連分子に対する複数の抗体
が完成したので、時刻情報を制御する時計因子（転写因
子）複合体の状態を経時的に追跡することが可能になっ
た。こうした解析によって、時刻生成に関わる未知の分
子が同定できる可能性も期待できる。

本研究において、概日時計の入力経路の一つとしてグ
ルコース応答経路を発見し、さらにそこに関与する候補
分子を特定することができた。次のステップとしては、
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TIEG1をはじめとするグルコース応答分子が、時計遺伝
子の転写に関与する可能性を精査する必要がある。これ
と共に、個体レベルにおいても血中グルコースの濃度上
昇が末梢組織の時計発振を同調させ得るかどうかの検証
が望まれる。

グルコースによる末梢時計のリセットメカニズムの解
明には、細胞の時刻を経時的にモニタリングするレポー
タシステムが強力であるが、このようなシステムを現在
立ち上げている。これを利用することによって、外来刺
激が時計関連分子の転写にどのように影響を与え、さら
にそれに伴って細胞時計がどのように変動してゆくのか
をリアルタイムで検出できるようになろう。

一方、個体レベルにおいては概日時計の出力として行
動リズムを測定することが重要である。ゼブラフィッシ
ュの行動測定装置のセットアップがほぼ完了したので、
メラトニンリズムが消失したトランスジェニック個体の
行動パターンを早急に解析する必要がある。松果体が合
成・放出するメラトニンリズムの生理的役割は未だ明確
ではなく、本研究によって、行動リズムへの寄与を詳細
に検討することが可能になると期待される。
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