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研究成果の概要（和文）：動物細胞を用いて内在性の時計遺伝子の発現リズムに対するCO、NOの影響をリアルタ
イムで解析した。その結果、細胞同調後２４時間後にCO処理すると、Per2遺伝子の発現リズムの位相は処理直後
から顕著に前方にシフトし、Bmal1の位相は時間経過とともに前方にシフトした。Per2遺伝子へのNPAS2転写因子
の結合は、CO処理によって阻害され、CO効果はNPAS2の機能阻害によることがわかった。一方で、同様のNO処理
ではPer2、Bmal1の発現リズムの位相は、それぞれ後方、前方に動いたことから、CO、NOシグナルによる体内時
計の制御は異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the effects of CO or NO on expression rhythms of endogenous 
clock genes using real-time circadian gene reporter studies. We found that the CO treatment of the 
cells at 24 h after the synchronization resulted in the forward phase-shifts of the Per2 and Bmal1 
expression rhythms with different modes. The Chip analysis revealed that the CO significantly 
inhibited the binding of NPAS2 to the E-boxes of Per2 gene, indicating the regulation of circadian 
rhythms by CO via NPAS2. Interestingly, the NO treatment resulted in the reverse effects on the Per2
 and Bmal1 expression rhythms, suggesting that mammalian clock was differently regulated by CO 
and/or NO signaling system.

研究分野： 生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体内時計は高血圧や糖尿病、肥満などの生活習慣病発症や季節的な精神活動の低下と関連する。したがって、本
研究によるガス小分子による時計制御分子機構の解明は、 新たな体内時計の制御システム構築の可能性を含
み、体内時計の変調が原因となる疾患やその治療法や健康問題の解決に大きく貢献する事が期待出来る。さら
に、時計制御因子にCOやNOと同様の構造変化/機能制御を誘起しうる小分子治療薬の開発に役立てることが期待
される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
哺乳類の体内時計は、コア時計転写因子 CLOCK あるいは NPAS2 と BMAL1 とのヘテロダイ

マーによる Per や Cry などの標的時計遺伝子の転写活性化と，翻訳産物の PER や CRY タンパ
ク質による転写のフィードバック阻害によってリズムが形成される。CLOCK、NPAS2、BMAL1
は、さらに核受容体 ROR や REV-ERB の遺伝子発現を制御し、逆にこれらのコア時計転写因子
の発現は ROR や REV-ERB によっても制御されている。近年、これらの因子のなかで、CLOCK、
NPAS2、PER2、ROR や REV-ERB などはヘムタンパク質であることが明らかになり、ヘム合成
系とヘムを介した CO シグナルや NO シグナルによる体内時計の制御が注目されている。 
これまで申請者は、NPAS2 の構造と機能制御機構について研究してきた。NPAS2 はそのヘム

への CO 結合によって DNA 結合活性が阻害されるが、ヘム軸配位子のとなりの Cys170 がヘム
による CO センシングに重要な残基であるということを明らかにした。一方、NO は CO と同様
に NPAS2 の還元型へムに結合するが、 NO 添加によって野生型の DNA 結合活性はむしろやや
増加することがわかった。 以上の結果は、 NPAS2 の機能は CO シグナルと NO シグナルを
介してそれぞれ異なる制御を受けることを示唆している。さらに、NPAS2 のホモログの CLOCK
についても、培養細胞系および in vitro での解析をおこなった結果、 CLOCK は NPAS2 と同様
にヘムを結合するが同じ濃度の CO や NO によってはその機能が制御されないことを明らかに
した。つまり、NPAS2 と CLOCK は、それぞれ CO シグナルおよび NO シグナルによる制御機
構が異なることを示唆している。一方、REV-ERB は、ヘム結合によって活性型、そのヘムヘの
NO 結合によって不活性型となることから、その標的の Bmal1 や Npas2 の遺伝子発現も NO で
制御される事が示唆される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヘムを介した CO シグナルや NO シグナル伝達系による体内時計の制御機構を

明らかにすることを目的として、 動物細胞 NIH3T3 を用いて、内在性の時計遺伝子 Per2 や
Bmal1 遺伝子の発現リズムの位相や振幅に対する CO や NO、加えてヘムやヘム合成系阻害の
影響をリアルタイムで解析する。さらに、最近 Per2 遺伝子発現は転写因子 NPAS2 に、また Npas2
遺伝子発現は ROR/ REV-ERB で制御される事が報告されたので、E-box あるいは RORE 領域へ
結合状態を経時的に解析し、時計リズムに対する CO や NO の効果が実際に NPAS2 あるいは
REV-ERB を介した遺伝子発現制御によるかどうかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）Per2 遺伝子と Bmal1 遺伝子の発現リズムの位相は、リアルタイム RT-PCR 法 により約
1 2 時間ずれることが報告されている。 そこで、Per2、Bmal1 の遺伝子のエンハンサー/プロモ
ーター領域をルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み入れたレポーター遺伝子を安定的に発現する
NIH3T3 細胞を作成し、それぞれの遺伝子の発現リズムを、ルシフェリン発光のリアルタイム
モニタリングによって解析する。CO および NO の効果を調べるために、培地に CO あるいは
NO の発生試薬を添加し、時計リズムの振幅、位相に対する影響を調べる。CO あるいは NO を
添加する条件 (リズムの山、谷での処理、処理濃度、処理時間等) を変動させて、その効果を
調べる。 
（２）CO あるいは NO によって時計遺伝子発現のリズムの変化が見られた系について、
NPAS2 や BMAL1,  REV-ERB の抗体を用いた ChIP アッセイによって、遺伝子のエンハンサ
ー/プロモーター領域の E- box あるいは RORE 領域への NPAS2 やBMAL1, REV-ERBの結合
状態を解析する。  
 
４．研究成果 
（１）マウス Per2 あるいは Bmal1 遺伝子のプロモーター/エンハンサー領域 (それぞれ
NPAS2(CLOCK) /BMAL1 の結合する E-box、REV-ERB 結合する RORE を含む)をルシフェラー
ゼ遺伝子上流に組み入れたリポーター遺伝子を NIH3T3 細胞に導入し，安定に発現する細胞株
を単離した。この細胞集団をデキサメサゾン Dex 処理することで時計リズムを同調し、同調後
24 時間目に培地中に CO 発生試薬 CORM2 [Ru(CO)3Cl2]2 を投与することで、リズムに対する
CO の効果をリアルタイムで観測した。その結果、CO 投与後 Per2 レポーターの発現の振幅が
CO 濃度依存的に減少し、位相が前方にシフトした。また、生体内では CO はヘムオキシゲナ
ーゼ HO による遊離ヘムの分解によって生産されることから、その HO の基質となる hemin や
ヘム合成阻害剤の亜鉛プロトポルフィリン (ZnPP) 処理による効果の解析も同様に行った。
Dex 同調から 24 時間後 hemin 処理すると CORM2 を添加したときと同じく Per2 の発現リズム
位相が前方にシフトし、反対に ZnPP 処理によって Per2 発現の位相が後方シフトした。また、
Per2 レポーターとは逆の位相を示す Bmal1 レポーターの発現の振幅は予想に反して CO 投与に
よって減少し、CO 投与後の位相全体が時間経過とともにやや前方にシフトした。一方で、細
胞同調後 3 6 時間後に CO を投与すると Per2 発現リズムの位相が後方に動いたことから、添加
時間によって時計リズムに対する CO 効果は異なることが示唆された。これらの結果は、時計
リズムのコア制御因子である Per2、Bmal1 遺伝子の発現はヘムや分解物である CO によって制
御されるが、リズムのどのタイミングで CO シグナルが入るかで効果が異なることを示してい
る。  



（２）ChIP アッセイを用いて NPAS2、BMAL1 と Per2 遺伝子上の E-box との結合量を調べた
ところ、CO 処理によって NPAS2、BMAL1 の E-box DNA 結合量は減少した。さらに、CO の投
与後の経過時間に従って細胞クロマチンを調整し、NPAS2 抗体、 REV-ERB 抗体を用いて ChIP
アッセイをおこなった。その結果、同調後 24 時間後に CO を投与したとき、数時間にわたり
Per2 E-box への NPAS2 の結合が阻害された。また、REV-ERB αの Bmal1 RORE への結合は CO
を投与によってあまり変化しないことがわかった。このことから、細胞同調後 24 時間後 CO 投
与による Per2 発現リズム位相の前方シフトは、CO による NPAS2 の機能阻害が主な要因であ
ることが示唆された。これに対して同調後 36 時間後に CO を投与したとき 元々の Per2 の発現
が低く明確な CO による影響はみられなかった。 
（３）さらに NO の発生試薬である NOC12 を培地に投与したところ、 NO は Per2 の発現振幅
にはほとんど影響しないが、Bmal1 の発現の振幅を減少させた。また、同調後２４時間目での
Per2、Bmal1 の発現リズムの位相は、それぞれ一過性でやや後方、やや前方に動くが、経過時
間とともに効果が小さくなった。これらの結果から、それぞれの遺伝子発現に関与する転写因
子の機能に対する NO 効果が CO 効果と異なることが示唆された。 
 
以上、細胞内でヘムや CO、NO シグナルが時計リズムの位相や振幅に影響を与えることを示し
た。さらにシグナルの入るタイミングによって時計リズムの位相が前方、後方どちらにも変動
しうることから、CO、NO シグナルの効果の多様性が明らかになった。今後、ヘムや CO、NO
シグナルを時計制御に応用するには、これらの効果の詳細な分子レベルの機構を明らかにする
必要がある。 
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