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時計遺伝子の転写のシス制御エレメントに点変異を入れると 
体内時計はどうなるのか

Nguyen Pham Khanh Tien，土居 雅夫

1. はじめに

転写を中心とした遺伝子のフィードバックループは本当
に体内時計の自律的な振動の形成に必要なのだろうか？　
今回我々は，体内時計遺伝子の5′上流のノンコーディング
領域にあるシス制御エレメントに点変異を導入したマウス
を世界で初めて作製し，本シスエレメントが細胞時計にお
ける遺伝子発現リズム，ならびに，個体レベルにおける活
動および体温の日内リズムの正常な発現の維持に必要であ
ることを示した 1）．本研究の結果は，体内時計の成立の根
幹に関わる重要な知見を提供するとともに，タンパク質を
コードしないDNA配列の成体における役割を日々の動的
な活動制御レベルにおいて明らかにした初めての成果だと
いえる．

2. 時計遺伝子5′上流シスエレメントに点変異を持つマ
ウスを作製する意義

哺乳動物の行動や体温の日内リズムを生み出す概日時計
は，時計遺伝子のプロモーター上のシスエレメントが仲
介する転写レベルのフィードバックループによって成立
していると考えられている（2017年ノーベル生理学・医
学賞：体内時計を生み出す遺伝子機構の発見）．しかしな
がら，このモデルの論理的根拠は時計遺伝子のタンパク質
コーディング領域を欠落させた遺伝学的見地に基づいてお
り 2），実際にノンコーディング領域のシスエレメントを介
したフィードバックループが生体のリズム形成に不可欠で
あるかどうかは未解明であった．シアノバクテリアにおい
ては転写が阻害された条件においても時計タンパク質のリ

ン酸化の概日変動が継続する 3）．またヒトにおいても脱核
し転写が行われない細胞である赤血球が酸化還元反応にお
いて概日リズムを示すことが報告され，従来のモデルに合
わない分子時計機構の存在が議論され始めている 4, 5）．こ
のような中，我々は今回，体内時計遺伝子の転写フィード
バックループの要となるシス制御エレメントが概日時計
の安定的な振動の維持に不可欠であることを示した．具
体的には，哺乳類の体内時計の中核機能を担うとされる
Period2遺伝子（以下Per2）の5′上流プロモーター領域に
存在するシスエレメントE′-boxに点変異を導入したマウ
スをpiggyBacトランスポゾン法を用いて作製し（図1），
その表現型を詳細に解析した（図2，図3）．本稿ではこの
Per2 E′-box点変異マウス（以下，Per2 E′m/mマウスと呼ぶ）
を用いた解析によって明らかになったPer2 E′-boxの個体・
組織・細胞レベルの概日リズム形成における役割を過去の
関連する文献とともに紹介する．

3. Per2 E′-boxは細胞自律的な概日振動の生成に必須で
ある

最初に，末梢組織から採取した初代培養細胞を用いて時
計遺伝子の発現リズムをmRNAおよびタンパク質レベル
において追跡し，細胞自律的な概日リズム形成における
Per2 E′-boxの役割を調べた（図2A）．具体的には，野生型
マウスとPer2 E′m/mマウスの肺の線維芽細胞を培養し，デ
キサメサゾン投与による細胞時計のリセットを行った後，
4時間ごとに80時間にわたって細胞を回収し，PER2の発
現変化を自作の抗PER2抗体 6）を用いてまずウエスタンブ
ロットにより追跡した（図2A）．野生型では予想どおり4
周期にわたってPER2のタンパク質発現量およびリン酸化
量（電気泳動における易動度）に明瞭な概日変動が認めら
れた 6）．ところが，これとは対照的に，Per2 E′m/m細胞では
デキサメサゾン刺激後の一過性の発現サージは認められる
ものの，その後のPER2の発現には正常なサーカディアン
リズムが認められなかった（図2A）．重要なことに，発現
量のみならず易動度の変化もみえなくなることから，Per2 
E′-boxを失うと翻訳後のリン酸化リズムも維持できなく
なることが証明された．さらに，Per2およびその他のす
べての時計遺伝子群（Per1, Per3, Cry1, Cry2, Bmal1, Nr1d1, 
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Dbp, E4bp4）のmRNAの発現パターンを定量的RT-PCRに
より調べたところ，すべての遺伝子で野生型の細胞でみら
れる特徴的な発現リズムがPer2 E′m/m細胞では失われてし

まうことから，細胞自律的な振動の発生にはPer2遺伝子
のE′-boxが必須であることがわかった 1）．

図1 Per2 E′-box点変異マウスの作製
（A）概日振動を生み出す時計遺伝子の転写翻訳フィードバックループ．振動子であるPer2のフィードバック制御
の要となるシスエレメントE′-boxに点変異を導入した．（B） piggyBac法を用いたゲノム改変スキーム．Per2 E′- 
boxのCACGTT配列をGCTAGTに改変した．数字はPer2の推定転写開始点（＋1）からの位置．E1：exon 1, E2：
exon 2, PB-Neo cassette：第一イントロン中のTTAAサイト（＋600から＋603）に挿入されたネオマイシン耐性遺
伝子（Neo）をコードするpiggyBacトランスポゾン．（C）相同組換えにより得たF1ヘテロマウス（＋/PB-Neo）を
ROSA26-PBaseマウスと交配し，得られたマーカーカセットを持たないE′-box変異マウス（＋/m）をC57BL/6Jへ戻
し交配した．このマウスは，E′-boxのみに点変異が入っており，PB-Neo cassetteが元のゲノム配列を変化させるこ
となくシームレスに消え去っていることをシークエンス解析により確認した 1）．文献1より引用改変．

図2 細胞時計と中枢時計のリズム形成維持におけるPer2 E′-boxの必要性
（A）細胞時計の振動形成におけるPer2 E′-boxの影響．Per2 E′＋/＋とPer2 E′m/mのマウス肺線維芽細胞におけるPER2
タンパク質の発現プロファイル（n＝3）．Dex：デキサメサゾン．（B）中枢時計の振動形成におけるPer2 E′-boxの影
響．Per2 E′＋/＋（n＝5）, Per2 E′m/m（n＝5）, およびPer2 E′m/m; Per1＋/−（n＝5）のSCN切片培養におけるBmal1-Elucの生
物発光．detrendしたデータを示す．文献1より引用改変．
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4. Per2 E′-boxは体内時計の中枢器官である視交叉上核
の概日振動に必須である

哺乳類の体内時計の最も重要な中枢は視交叉上核（supra-
chiasmatic nucleus：SCN）と呼ばれる脳の微小な神経核に
ある．SCNは，解剖学的には直径1 mmにも満たない，左
右の視神経が脳底で合流する視交叉の直上にある小さな神
経核だが，ここが体温や活動など，さまざまな全身の生理
リズムを支配する時計のセンターとして機能する 7）．我々
は，体内時計の最高位中枢であるSCNの概日リズムの振
動にE′-boxの欠損がどのような影響を及ぼすのかを次に
調べた（図2B）．具体的には，分子時計の振動を可視化す
るため，Per2以外の振動性時計遺伝子であるBmal1のプロ
モーターの下流にルシフェラーゼをつないで作製されたト
ランスジェニックマウス（Bmal1-Eluc）を用いてPer2 E′m/m 
マウスと掛け合わせ，そのマウスから生体外に単離した
SCNの脳スライス培養から発される生物発光を継続的に
観察した（図2B）．その結果，野生型マウスのSCNスライ
スからは1週間にわたって強靭な発光リズムが観察された
のに対し，Per2 E′m/mマウスのSCNのリズムは2～3サイク
ルですぐに減衰してしまうことがわかった．この残された
減衰リズムはPer2のパラログ遺伝子であるPer1をヘテロ

に欠損したPer2 E′m/m; Per1＋/−マウスでは2サイクル以内に
消えてしまうので，Per1に依存したリズムであることが
わかった．また同様のPer2 E′m/mおよびPer1に依存したリ
ズムの減衰・消失は肺や副腎のスライスカルチャーにおい
ても観察された 1）．つまり，Per2遺伝子のE′-boxは，中枢
時計であるSCNと末梢臓器のどちらにおいても組織自律
的な概日振動の維持に必要であることがわかった．

5. Per2 E′-boxは成体の行動および体温の正常な日内リ
ズムの形成に必要である

最後に我々は，Per2 E′m/mマウスの行動量と体温の日
内変動を計測し，Per2遺伝子のE′-boxが成体レベルの安
定的な概日リズム形成に不可欠であることを見いだした
（図3）．具体的には，マウスの自発活動および基礎深部体
温制御におけるPer2 E′-boxの役割を明らかにするため，
Per2 E′m/mマウスと野生型マウスの腹腔に温度センサーを
埋め込み，そのマウスの活動量を赤外線センサーで測定す
ることによって，体温と行動量の同時測定を3週間以上に
わたり行った．明期12時間：暗期12時間の外部環境変動
を与える条件下ではどちらのマウスも見かけ上24時間周
期のリズムを示すが，これらのマウスを恒常明条件下に移

図3 生体の活動と体温の振動形成におけるPer2 E′-boxの影響
（A）恒常明（LL）条件におけるPer2 E′＋/＋とPer2 E′m/mのアクトグラム（左）．LL条件下における一定期間ごとの概日
性リズムの強さ（FFT power, 右）（**P＜0.01, Per2 E′＋/＋：n＝7, Per2 E′m/m：n＝9）．（B）LL条件下における体温．体
温が平均以上の時間をプロット（左）．LL条件にしてから7日目から21日目までにおいて体温が上位20％の時間帯を
プロット（右）（*P＜0.05, Per2 E′＋/＋：n＝3, Per2 E′m/m：n＝3）．（C）8時間位相前進させたときのPer2 E′＋/＋とPer2 E′m/m 
のアクトグラム（左）．8時間位相前進させたときの活動開始位相の推移（中央）．再同調が半分回復するのに要した
日数（PS50, 右）（***P＜0.0001, Per2 E′＋/＋：n＝7, Per2 E′m/m：n＝9）．（D） 1日のみ新明暗環境下（8時間位相前進）
で飼育し，その後恒暗条件下で飼育したときのPer2 E′＋/＋とPer2 E′m/mのアクトグラム（左），活動開始点位相の推移
（中央），位相前進した時間（右）（***P＜0.0001, Per2 E′＋/＋：n＝7, Per2 E′m/m：n＝11）．文献1より引用改変．
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して観察を続けると遺伝子型間に明瞭な差が現れた．すな
わち，野生型マウスは体温・行動ともに明瞭な概日リズム
を刻み続けるのに対し，Per2 E′m/mマウスでは徐々に概日
リズムが減衰し，3週間以内にはそのリズムが消えてしま
うことがわかった（図3A, B）．
またこのE′-box変異マウスをジェットラグを模倣した

時差環境に置くと，より顕著な表現型が見いだされる（図
3C）．明暗サイクルを8時間早めて時差を起こすと，ヒト
と同様，野生型マウスでは新しいサイクルに同調するま
でに10日間程度要するが，Per2 E′m/mマウスでは日をまた
ず，即座に再同調する．驚くことに，変異マウスにみられ
る急激な位相シフトは，この動物をたった1回の8時間先
行の光環境に曝露しただけでも生じる（図3D）．このよう
な非常に大きく急激な位相シフトが生まれるメカニズムは
いまのところ不明であるが，過去の limit cycleモデルを基
盤とした数理解析では振幅の小さく脆弱な振動体に摂動を
与える場合に同様の大きな位相変位が生じると予想されて
いる 8）．いずれにしても，以上の観察結果から，Per2遺伝
子のシスエレメントE′-boxをなくすと，行動や体温の正
常な日内リズムが維持されず，時差環境や恒常明環境では
体内時計の時間がくるってしまうことがわかった．

6．Per2転写ループのインパクトの範囲

一方で，驚くことに，図3Dの結果から，個体レベルで
はPer2 E′-boxがなくても恒暗条件下においては約24時間
の活動リズムが維持されることがわかった．つまり，生体
外に取り出した細胞での自律的な振動にはPer2 E′-boxは
なくてはならない必須のエレメントであるが（図2），個
体レベルではその欠損を代償しうる未知の機構が存在する
といえる．
実際，細胞・組織・個体に表出するリズムは実に多種

多様なレベルのフィードバックループ（FBL）やフィード
フォワードループ（FFL）などの相互作用によって形成・
維持されると考えられる．時計遺伝子の転写・翻訳後修飾
を介した細胞内のFBL/FFL相互作用のみならず，細胞間
結合による組織内の相互作用，複数の臓器をまたいだ円環
による相互作用，さらには外部環境との相互作用を間に挟
んだ他個体との相互作用も生物個体のリズム維持に重要で
ある．しかし，これらの多種多様な相互作用は生体内・生
体間で相互にリンクしているため自律性と他律性の分界に
ついての検討はいまだ十分になされていない．今後の課題
といえる．

Per2以外の転写ループによる補償も十分考えられる．
Per2のE′-boxを中心としたフィードバックループには複
数のサブループが連結しており，リズム発振の強度や安
定性をアシストする 9）．その一つにD-boxがあり，本配

列に結合する転写因子であるDBPとE4BP4がそれぞれ転
写を促進および抑制する 9）．さらに，RORαとREV-ERB
αは，RRE配列を介してBmal1やCry1の転写を制御するこ
とにより，両遺伝子の時刻依存的な発現パターンを生み出
し 9），それによって間接的にPer2の発現を調節している．
最近，Cry1の第一イントロンにあるRRE配列を含むゲノ
ム領域が欠落したマウスの行動が解析され，概日周期の
15分の短縮という表現型が報告された 10）．非常に軽度な
表現型であるが，Cry1のRREが仲介する転写ループも概
日時計へ寄与すると考えられる．

7. おわりに

遺伝情報のほとんどは最終的にタンパク質へと変換され
て発揮されるため，これまでに行われた多くの研究ではタ
ンパク質をコードするコーディング領域の配列に着目した
研究がなされてきた．これは体内時計の分野でも例外で
はない．24時間周期のリズム発生機構においてノンコー
ディング領域の役割はこれまで実験的に確かめられずにい
た．データの繰り返しとなるが，ウェスタンブロットの結
果からも認められるようにシスエレメント変異マウスでは
時計タンパク質自体は正常に残された状態なのにリズムが
消えてしまう（図2）．この結果は，タンパク質発現の源
となる遺伝子の転写の制御が少なくとも細胞レベルでの概
日時計の形成に不可欠であることを示している．
シス制御エレメントなどのノンコーディング領域の重要
性は，これまで進化発生生物学的な見地から，細胞の運命
決定や形態形成，個体発生，系統発生を対象とした研究に
おいて詳細に解明されてきた 11‒13）．しかし，タンパク質を
コードしないDNA配列が発生の段階を過ぎた成体におい
て日常の動的な生理制御にどの程度の寄与を有するのかに
ついては不明であった．この課題に対し，体内時計を題材
に独自の点変異マウスを用いて時計遺伝子の上流エレメン
トがマウス成体の活動・体温リズムに必須であることを示
した本研究は，これまでの進化発生生物学的な枠組みを超
えたノンコーディング域の生理的重要性を裏づける重要な
結果を提供したといえる．
最近の大規模ヒトコホート試験におけるゲノムワイド
相関解析において，朝型・夜型に相関する一塩基多型
（SNP）が見いだされ，その多くがヒトのゲノム上のノン
コーディング領域に位置することが示されている 14, 15）．
我々の今回の解析結果は，体内時計をコントロールするノ
ンコーディング配列の役割を理解する上で最初の一歩にな
るかもしれない．
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