
１． 時計のありかと時計遺伝子

ヒトを含む我々哺乳類の２４時間リズムを支配するマス

ター時計は，脳内視床下部の視交叉上核（suprachiasmatic

nucleus, SCN）と呼ばれる部分に存在する．左右の視神経

が脳内で交叉する部分の真上に存在するためこの名が与え

られた．この約１０４個から成る神経細胞組織には視神経か

らの入力があり（光が時計の位相を変えられるのはこのた

め），さらに出力系としては松果体（メラトニンの主要な

産生組織）や満腹中枢，摂食中枢，体温中枢，自律神経系

等がある．この SCNでの１個１個の神経細胞の発火頻度

が昼高く夜低いリズムを持ち，SCNでのホルモン分泌等

に２４時間リズムが存在することは長年知られてきたが，

どのような分子（遺伝子産物）がこのような２４時間リズ

ムに必要なのかは全くの謎であった．

近年のショウジョウバエ分子生物学の進展により，この

謎が解明され始めた．ショウジョウバエではリズム異常を

〔生化学 第８１巻 第２号，pp.７５―８３，２００９〕

総 説

時計遺伝子２４時間振動発現転写調節と脂質代謝，
日内休眠の分子機構

石 田 直理雄

哺乳類時計遺伝子 Period２（Per２）の発見から，１０年が過ぎた．その後の生物時計分

子機構の進展についてまとめる．生物時計による行動を始めとする様々な２４時間振動現

象に CLOCK／BMAL，PRIOD／CRYによる E-box制御だけでなく，bZIP型転写因子

E４BP４による Per２振動発現やグリコーゲン合成酵素キナーゼによる PER２リン酸化の時

間特異的核移行が重要であることを明らかにした．時計変異マウスを使った網羅的遺伝子

解析により，時計遺伝子産物にリズム転写制御される遺伝子の中に，核内受容体で脂肪酸

をリガンドとする peroxisome proliferator-activated receptor α（PPARα）を見出し，この
PPARαを介して脂質異化が日周時間特異的に起こることも見出した．時間特異的脂質異
化の帰結として肝臓日周時計が日内休眠の季節時計（脳内）を制御する経路が解明されつ

つある現状についても解説する．あらゆる生物が持つ季節を感じる光周性の謎解きは分子

日時計から垣間見えてきたのである．
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表１ ショウジョウバエと対応するマウスの時計遺伝子

ショウジョウバエ マウス

Period

Timeless
Timeout／timeless２
Cryptochrome（ハエでは入力）

Clock（Jrk）

Cycle

doubletime

shaggy
protein phosphatase２A

slimb
vrille

mPeriod１
mPeriod２
mPeriod３
―
mTimeless
mCryptochrome１
mCryptochrome２
Clock
NPAS２／MoP４
Bmal１／MOP３
Bmal２／MOP９
casein kinase I ε
casein kinase I δ
GSK３β

β -TrCP１, β -TpCP２
E４BP４



示す変異バエの遺伝子を解析するという方法で period 遺

伝子をはじめ表１で示した１１個の遺伝子産物が２４時間リ

ズム生成に関わっていることが明らかになっている．驚い

たことにこの相同遺伝子がヒトでもほぼ保たれていること

が１９９７年以降，我々を含む世界の四つの生物時計研究グ

ループにより解明された．しかし哺乳類では実験的制約も

あるが，そのうち少なくとも period１，period２，period３，

Cry１，Cry２，Clock，Bmal１，casein kinase I ε，glycogen

synthase kinase３β（GSK-３β），β -TrCP１，β -TrCP２，E４BP４

の１２個の遺伝子について時計遺伝子としての機能的コン

センサスが得られている（http:／／staff.aist.go.jp／s-hanai／）．

この時計遺伝子の定義とは，この遺伝子に変異がある場

合，行動のリズムに影響を与える（表現型としては無周期，

長周期，短周期のいずれか又は全てを示す）遺伝子を言う．

個々の遺伝子の表現形についてはそれぞれ原著にあたって

いただきたい．これら時計遺伝子の特徴の一つにその遺伝

子産物（mRNA又はタンパク質）ほとんどが２４時間でリ

ズミックに我々の体内で発現することがある．我々の単離

したラット Per２遺伝子の例を後述するが文献も参照され

たい１～３）．この性質を利用して，体内時計は SCNばかりで

なく我々の体内のあらゆる組織細胞に存在することも明ら

かとなった（末梢時計）．これら末梢時計が，脳内 SCNに

よりそのリズム同調性をコントロールされていることは，

SCN破壊による末梢時計遺伝子発現リズムの消失や，器

官培養すると SCN細胞は長期間２４時間リズムを失わない

自動性を有するが，肝臓・腎臓・心臓等の末梢臓器はほぼ

数日でそのリズムを消失することからも明らかである．す

なわち我々の体内では細胞ばかりでなく時計遺伝子の発現

も自転しているのである．遺伝子の物質的概念さえも確立

される以前の時代に物理学者の Erwin Schrödingerが生物

は環境の周期性を取り込んでいると述べたことは誠に卓見

であった．

２． 時計遺伝子の細胞内での働き

全ての細胞に存在する時計遺伝子は一体どのような働き

を持っているのであろうか．時計遺伝子産物１２個のうち

八つまでは転写制御因子（たくさんの遺伝子発現を調節す

るいわゆるマスター遺伝子）であることが最近のハエと哺

乳類の比較研究から明らかとなった．すなわち，遺伝子発

現をオンにする転写制御因子（CLOCK，BMAL１）が夜の

特異的な時間にそれらをストップさせる転写制御因子（PE-

RIOD，CRYPTOCHROME）を呼び覚ますという１周の

ループが約２４時間で起きているのである（図１）．おもし

ろいことにこれら転写制御因子ループの元に肝臓で約

３３５，SCNで約３４０の遺伝子が２４時間リズム発現するよ

うに制御されている事実だ．ところが二つの組織間で共通

に制御されているのは約３０個の遺伝子で，その他の非共

通部分にそれぞれ組織特異的なリズム形成に必要な遺伝子

が存在すると考えられる．上述したようにタンパク質発現

量にもリズムがあり，これらの分解，安定性，時間特異的

核内移行７）等を制御するのがカゼインキナーゼ Shaggy等の

リン酸化酵素である．

３． 生物時計における period２の周期決定因子としての

重要性

哺乳類の生物時計分子機構は，PERIODを始めとする時

計遺伝子産物の転写／翻訳のフィードバックループにより

構成されると考えられている（図１）１）．この分子機構の大

筋はショウジョウバエをモデルとして発展してきた２）．

ショウジョウバエの時計変異株 period は，１９７１年に R.

Konoplkaと S. Benzerにより単離された４）．残念ながら，

一昨年１２月に Benzerは他界されたが，この分野の真の創

始者と言える．なぜなら，行動に関る形質は多因子で決ま

ると考えられていた時代に一遺伝子一行動説を提唱した先

見性は今でも輝いており，物理学から転身した第１期分子

図１ 正の転写因子が負の転写因子を活性化するフィードバックループ
哺乳類の２４時間振動の転写機構の基本モデル
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生物学者らしい大胆な仮説は見事に哺乳類まで花開いた．

その後，１９８４年に Period 遺伝子がクローニングされ，別

の位置の一つのアミノ酸変異が，それぞれ短周期，長周

期，無周期（ストップコドン）の形質を生み出しているこ

とが明らかとなった１，５）．

その後，長い暗黒時代があり，哺乳類の時計遺伝子の存

在が知られるのはゲノムプロジェクトが完了する１９９０年

後半のこととなる．我々もかずさ DNAゲノム研究所と共

同で，ラット period２（rper２）遺伝子の同定とその末梢

臓器での２４時間振動発現を見出した３）．ショウジョウバエ

Period 遺伝子のホモログが哺乳類では三つ存在し（per１，

per２，per３），後に最も時計機能に深く関わるのが per２

であることが解るが，これは全くの偶然であった．それぞ

れの遺伝子欠損マウスが作られ，単独では per１が短周

期，per３はほとんど表現型がなかった．ところが，per２

破壊マウスや per２ドミナントネガティブマウスは行動が

恒暗条件下又は恒明条件下で無周期という形質を示した．

さらに，per１破壊マウスでは見られないが，per２破壊マ

ウスでは SCNでの BMAL１等，他の時計遺伝子の振動発

現も失われていた６）．この事実から per２は，他の時計遺

伝子の振動発現をも制御する重要な因子と考えられた．ま

た最初に我々がクローン化した rPER２配列の中に双極型

核移行配列を見出した７）．さらにこの核移行配列を欠失さ

せた rPER２を COS１細胞で過剰発現させると内在性の

PER２ばかりか CRY１をも細胞質にトラップし CRY１の核

移行も阻害することが明らかとなった．そこで我々は，こ

の核移行配列結失型 rPER２を過剰発現させたトランス

ジェニックマウス（TG）と正常 rPER２を過剰発現した TG

作製を試みた８）．その結果，核移行配列欠失型 rPER２マウ

スは，日周行動のリズムが長周期を正常型 rPER２発現マ

ウスは短周期を示した（図２）．SCNへの PER２の核移行

の免疫染色の結果，長周期型で核移行が遅れていたことか

ら，図１の PERIODや CRYの抑制系タンパク質の核移行

の遅れが周期を延長していると考えている．さらに，

rPER２過剰発現マウスでは暗期の覚醒度，体温が高いこと

など SCNの以外の脳の部位での作用も考えられ，今後の

解析が望まれる．最近，PER２の核移行を促進する因子と

して，glycogen synthase kinase-３β（GSK-３β）を見出した９）．

すなわち，GSK-３βが PER２に直接結合し，リン酸化を引

き起こし，核移行を促進する．この経路は，うつ病に効く

LiClの作用機序をよく説明する．すなわち，LiClが GSK-

３βの自己リン酸化を起こすと不活化し PER２の核移行を

遅らせ，これが行動の周期を長くするわけである．この経

路は現在，抗精神薬の開発を目指す人たちの間で新しい創

薬のターゲットとして注目されている．

４． リズム異常症と時計遺伝子変異

ヒトの睡眠覚醒リズム障害として睡眠相前進症候群

（ASPS），睡眠相後退症候群（DSPS）非２４時間睡眠覚醒

症候群がよく知られている．これらの疾患は家族性に見ら
図２ 核移行配列欠失型 rPER２過剰発現マウスは長周期を，正

常 rPER２過剰発現マウスは短周期を示す

図３ ヒトリズム異常症の時計遺伝子産物変異部位
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れるがごく最近までその原因遺伝子が知られていなかっ

た．ところが２００１年に米国ユタ州の家族性 ASPSの１家

系でリンケージ解析を行ったところ染色体２番にその原因

遺伝子がマップされ，最終的に hPER２遺伝子の６６２番目

のセリンがグリシンに変化していることが報告された（図

３）．この領域はカゼインキナーゼ Iε（CKIε）の結合領域
であり，特にこの N端側最初のセリンがリン酸化を開始

させるのに重要なアミノ酸であるとされている．主に

PER２の機能は位相後退にあると考えられており，このリ

ン酸化部位の変異が PER２タンパクの機能喪失を引き起こ

し位相が前進したのではないかと推定している．この発見

と同時期に海老沢らのグループは，hPER３においてカゼ

インキナーゼ Iεリン酸化部位のごく近傍のアミノ酸のバ
リンがグリシンに変異している例を DSPS家系で見出し

た．per３のノックアウトマウスはわずかではあるが位相

後退を起こすと報告されている．このことから PER３の正

常機能が位相前進にあると考えれば，この変異が位相後退

家系の原因とも考えられる．どちらの家系も時計遺伝子産

物の１個のアミノ酸配列の変化が同調機能を失わせてい

る．最近ではヒトやマウスの夜型昼型傾向の背景に時計遺

伝子配列のポリモルフィズムが関与することも明らかに

なってきた．また，我々は Clock 遺伝子の変異株から夜型

傾向を示すモデルマウス作製に成功した．今後オーダーメ

イド医療の時代が来ると個人の睡眠傾向の遺伝的背景を考

慮することの重要性はますます増加するであろう．

５． period２振動発現に影響する因子

前述したように，Per２の２４時間振動発現は生体リズム

の維持に重要であり，その主要な調節点は転写である．

これまで per２mRNA振動発現に関わるシス配列として

CACGTTという非正規の E２-boxが知られていた１０，１１）．最

近我々は，この PER２振動発現にショウジョウバエ時計遺

伝子 vrille のホモログである bZIP型転写因子 E４BP４が関

与することを生化学的に同定した１２）．mper２プロモーター

付近には A，B２箇所の E４BP４結合サイトが存在する（図

４A，B）．この２箇所の配列に変異を入れたところ，B-site

特異的に per２発現抑制が解除された．さらに，時間特異

的ゲルリターデーション法，ChIP法のいずれでも B-site

の時間特異的結合が確認された．最後に A-site，B-siteと

E２-boxのそれぞれに変異を入れた per２プロモーターの振

動発現活性をリアルタイムモニター系でルシフェラーゼの

活性として測定してみた（図４C）．大変興味深いことに E２

単独の変異では２４時間振動はなくならないが，E２-boxと

B-siteの両方に変異を入れると２４時間振動が消失するこ

とが細胞のレベルで証明できた．このことは従来 in vitro

で A-siteの重要性のみが指摘されてきたが１３），振動発現の

ような複雑な系では細胞の系又は個体の系に戻して解析す

ることの重要性を物語っている．また，E２-box単独の変

異では，振動発現が維持されていることから，これまでの

CLOCK／BMALと PER／CRYだけのネガティブ・フィード

バックモデル（図１）だけでは per２の振動が説明できな

いことが明らかとなった．最近我々は，E４BP４が PER２や

CRY２とも細胞内で結合することを見出した１４）．これらの

事実から新しい生物時計の負の転写調節因子複合体のモデ

ルを提唱した（図５）．これらの複合体が時間特異的に核

内移行を起こし，PER２，CRY２は CLOCK／BMAL複合体

をターゲットにして，E４BP４は B-site（D-box）をターゲッ

トに転写を負に制御することが予想される．その後ホス

ファチジルコリンのトランスポーターMdr２１５）や，薬物代

謝に関わるシトクロム P４５０ ３A４（CYP３A４）１６）や胆汁酸合

成に関わる cholesterol７α-hydroxylase１７）（Cyp７α）の２４時間
振動発現にも E４BP４が重要という報告が相次いでおり，

転写因子 E４BP４が２４時間リズム転写形成に負に働くとい

う構図は末梢時計特に肝臓機能において重要と考えられ

る．

６． 脳内中枢と末梢組織でリズム発現する遺伝子

我々はこれまで時計変異マウス（Clock，Cry１／Cry２ダ

ブルノックアウト）を用いて肝臓でネガティブフィード

バックループ依存的に日周発現する遺伝子群の網羅的解析

を行ってきた１８，１９）．この過程で日周発現する遺伝子は，

SCNばかりでなく，肝臓，腎臓，心臓等の末梢時計にも

多く存在することが明らかになった６）．SCNを破壊する

と，末梢の時計遺伝子や，日周発現遺伝子の日周リズムが

消失することから，中枢由来の物質がこれらの日周発現を

司っていることが考えられた５，２０）．SCNからの活動期開始

前の時刻情報が下垂体からの ACTH分泌を通して副腎か

らのグルココルチコイド分泌として血中に現れることはよ

く知られた事実である．そこで，我々はグルココルチコイ

ドを末梢時計の時刻調節因子と仮定し，副腎除去したマウ

スと疑似手術したコントロールマウスについて日周発現す

る遺伝子の変化を観察した．その結果，肝臓で日周発現す

る遺伝子１６９個のうち，１００個が副腎依存的に日周発現

し，残り６９個は副腎除去後も日周発現を維持していた２１）．

日周性が維持されるものには，per２，E４BP４等の時計遺

伝子そのものや，細胞分裂を制御する wee１，転写因子

Dec２，核内受容体 PPARα等の時計に直接制御されるアウ
トプット遺伝子が含まれていた．SCN破壊でこれら時計

遺伝子発現の日周性が失われたことと考え合せてこの事実

は，グルココルチコイドは SCNからの時刻調節因子では

ないことを示唆している．それでは，SCNからの時刻調

節の物質的背景は何かというと，いくつかの候補物質が存

在するがまだ決定的な証明に至っていない．しかし我々が

１９９８年に発表した SCN由来物質説２）はさらに異なる方法
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で二つのグループにより解析された．Britmanらはパラビ

オシス手術により SCN破壊マウスと正常なマウスの体液

循環をつないで末梢の時計遺伝子のリズムを見るという大

胆な実験を行った２２）．この結果，正常マウスから体液を供

給された SCN破壊マウスの肝臓，腎臓におけるリズムは

回復した．しかし，心臓，脾臓，骨格筋では回復しなかっ

たことからこれらの臓器では神経支配が強いと推測された

が，少なくとも肝臓や腎臓においては，SCN由来物質が

その末梢時計の日周性維持に必要なことが明らかになっ

た．一方，P. Sassone-Corsiらは Per１－／－マウスより胎児線

図４
A mPer２遺伝子上の E４BP４結合配列
→は，転写開始点，E２; E２-box

B A-siteと B-siteの周辺配列；生化学的解析から B-siteの重要性が解る
C Per２プロモーターの２４時間振動活性

図５ E４BP４を介する転写調節
PERIODや CRYと結合して転写抑制に働く．
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維芽細胞（MEF）を取り出し，コラーゲンと共に正常マ

ウスの皮下へ移植するという実験を行った２３）．その結果，

本来短周期の Per１－／－のMEFが正常周期に戻った．さら

に，おもしろいことには clock 変異マウス（clock／clock）由

来のMEFを移植しても，その無周期性は回復しなかった

のである．この結果は，末梢時計のリズム発現には末梢細

胞内の分子時計機構が必要なこと，一方その分子時計が備

わっていればその周期は SCNからの液性物質情報で修正

可能なことを示している．このように，現在我々が１９９８

年に示した SCN由来物質仮説２）は多くの実験により裏付け

られているが，いまだにその物質的実体は謎のままである．

７． 肥満マウスに時計遺伝子変異マウスを交配すると

肥満が増大する

我々は中枢の食欲調節ホルモン，レプチン遺伝子をホモ

に欠損した obese－／－マウスを用いて，時計遺伝子変異

clock－／－との関連を調べた２４）．まず，obese＋／－マウスに

clock＋／－マウスをかけ合わせることで両遺伝子欠損のホモ

マウスを選別した（clock－／－，obese－／－）．驚いたことにこ

の二重変異マウスは体重のみでなく，血中コレステロー

ル・中性脂肪量とも obese－／－よりさらに増大した（図６）．

この分子機構を探る目的で色々試みてみたが，内臓の白色

脂肪のサイズが野生型＜clock－／－＜obese－／－＜clock－／－，

obese－／－の順で大きくなることが明らかとなった．この結

果からも時計遺伝子 clock の変異は脂質代謝機能に影響を

与えることが推察された．これは，F. Turekらが発表した

clock－／－マウスを通常食，高脂肪食のどちらで飼育しても

昼夜なくえさを食べることにより肥満となりメタボリック

シンドロームを誘起するという報告２５）と似ているように思

われるが，clock－／－単独変異では我々の結果は彼らのもの

と異なり，体重増加は見られない（図６）．彼らとの違い

の原因は今のところ解からないが，ジェネティックバック

グラウンドを含めいくつかの可能性の議論は他の総説や論

文を参照されたい２６～２８）．

８． 時計遺伝子が制御する核内受容体のリズム発現

最近我々はマイクロアレイ解析の過程から脂質代謝に関

わる重要な遺伝子が clock 遺伝子に支配されていることを

見出した．核内受容体で長鎖脂肪酸をリガンドとする

PPARαである．この遺伝子産物は，肝臓や心臓で特によ
く発現しており，ミトコンドリアやペルオキシソームの中

で脂肪酸異化 β-oxidationの機能を調節している．PPARα
の発現に日周性があることは知られていたが，どんな転写

調節機構がリズミックな発現を生じさせるか知られていな

かった．我々は，PPARα遺伝子中のエキソン２の中に E-

boxを含む領域が存在し，ここに clock／Bmal１が結合し，

日周的発現が見られることを時間特異的ゲルシフト法，ク

ロマチン免疫沈降法等を用いて示した２９）．すなわち，マウ

スは昼間（非活動期）clockが上昇して来るがこの時間帯

に PPARαが上昇し，呼応して脂質燃焼が起こることが推
定される．人間の場合，夜間に clock が上昇することを考

えると，脂肪燃焼は夜間上昇すると考えられる．非活動期

の脂肪異化上昇という構図は種を越えた一般的現象かもし

れない．また，現代人の睡眠時間不足がメタボリックシン

ドロームを増やす一因であるとする疫学を説明する可能性

がある．さらに，最近の様々な研究から絶食時に PPARα
が rev-erbαを介して PAI-１や ApoClllの日周発現を制御す

ることが明らかとなった（図７）．この事実は血栓症や動

脈硬化が朝方起きやすい現象が時計遺伝子によることを説

明するが，詳細は他の総説を参照されたい３０）．

図６ Clock変異マウスでは，肥満が促進される
T-Cho：総コレステロール量，TG：血中の中性脂肪；三つの肥満のインデックスが
ob／obマウスに clk／clkをかけ合わせると増大する．
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９． 核内受容体 PPARαのリガンドが時計の位相を
前進させ日内休眠を引き起こす

これまで主に分子時計→脂質代謝の制御という事例を述

べてきた．しかしその逆のフィードバックすなわち，脂質

分解産物→時計という道筋は我々の生体に存在しないのだ

ろうか．最近，我々は偶然にも PPARαのリガンドであ
り，高脂血症剤として繁用されているフィブレートが行動

のリズムを前進させることを見出した３１）．興味深いこと

に，この位相前進は長日（明：暗＝１６h：８h）特異的で短

日条件下（明：暗＝８h：１６h）で観察されない３２）．夜行性

の齧歯類であるマウスを明暗環境下で飼育した場合，通常

その活動時間帯は夜間に限られている．このマウスに，

PPARαのリガンドであるフィブレートを餌とともに自由
に投与すると，活動時間帯が３時間程度前進（早寝早起き）

し，明期の後半から活動を始めるようになることを見出し

た（図８a）．次に活動時間帯が後退（夜更かし朝寝坊型）

する DSPSのモデルマウス（早大 柴田重信先生から供与）

にフィブレートを投与したところ，活動時間帯の正常化が

確認された（図８b）．リズムの位相に影響を与える薬剤は

稀だが，今回の知見は，PPARαをターゲットとした新規
なリズム障害治療薬の開発につながるものと考えている．

さらに，このフィブレートを２週間餌にまぜて与えるとマ

ウスの暗期後半に日内休眠（冬眠に似た一過性低体温）を

引き起こすことを見出した３３）（図８c）．この時，マイクロア

レイ解析により脳視床下部より摂食ホルモン NPYの発現

が上昇すること，NPY受容体の Y１のアンタゴニストによ

り，日内休眠が消失することが明らかとなった．冬に秋ま

でに内臓等に貯めた脂肪を燃やし，交感，副交感神経活動

を維持する哺乳類の持っている基礎代謝分子機構は我々冬

眠しなくなった哺乳類にも遺伝子進化的に残存している可

能性がある３４）．

終 わ り に

遺伝性の睡眠障害のみならず，社会の２４時間化に伴う

様々な睡眠障害が社会的問題となっている．概日リズム睡

眠障害と呼ばれる一連の睡眠障害の発症には，時計遺伝子

によって構成されている体内時計が関係しているものと考

えられているが，特に非遺伝的な睡眠障害の詳細なメカニ

ズムに関しては不明である．睡眠障害の治療法としては，

高照度光療法の他に，ビタミン B１２やメラトニンの投与

が一般的であるが，その作用機序は不明であり，効果に関

しても大きな個人差が認められている．さらに冬季うつ病

等の季節性障害も生物時計機構が深く関わっている．今

後，これらの日周時計分子機構が季節変動の分子機構につ

ながる経路を解明する上で PPARαと FGF２１は重要な鍵分

子となる３５）．またこれからの生化学分野として時計遺伝子

転写のクロマチン環境の問題３６）も重要であろう．

図７ 腹時計のフィードバックループ
絶食刺激が Hemeと PPAR-αの両経路から様々な２４時間振動に影響を与える．また FGF２１の経
路を介して季節時計にも影響する．PAI-１; plasminogen activator inhibition１, apoCIII; apolipoprotein
CIII
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