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研究成果の概要（和文）：マウス個体発生初期において、CLOCKタンパク質の発現抑制など概日時計の振動が
様々なメカニズムによって抑制されていることを報告してきたが、その生物学的意義については全く明らかにさ
れていない。そのような個体発生初期において、CLOCK/BMAL1が機能するとHes7の遺伝子発現制御に関わる
signaling pathwayが大きく影響を受け、hes7の振動に影響することがわかった。これらのことから、発生初期
に体内時計が抑制されていることの生物学的意義は、CLOCK/BMAL1の体節形成への干渉を防ぐことが一因である
と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Although it has been reported that there are several mechanisms to inhibit 
the circadian clock oscillation such as the post-transcriptional suppression of CLOCK protein during
 mouse early development, the biological significance is unknown. In the present study, we reported 
that the premature expression of functional CLOCK/BMAL1, circadian clock core transcriptional 
factors, may affect the Hes7 gene expression oscillations and the somitogenesis process via the 
signaling pathways regulating the Hes7 expressions. These results suggested that the suppression of 
circadian clock oscillation during early development may be caused by preventing the CLOCK/BMAL1 
from interfering with the normal somitogenesis process.

研究分野： 時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命は、どのように「時間」を内包して進化してきたのか。これまでに、概日時計と体節時計という２つのリズ
ム制御機構が存在することが知られていた。リズムを刻むということは、同時に、そこに時間が流れていること
を意味する。これら２つの時計は、個体発生過程において相互排他的に存在しているのであるが、その意義につ
いては不明であった。本研究により、これらの２つのリズム制御機構が干渉しうるということが示唆され、生命
が時間を内包する原理を明らかにする手がかりとなる可能性があり、時間生物学的な意義は大きいと考えられ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の体内時計の中枢は視床下部にある視交叉上核であるが、全身の細胞に概日リズムの
遺伝子発現振動があることがわかっている (Yagita et al., Science, 2001)。これまでの研究
から、概日時計は発生初期には無く、個体発生が進むにつれて細胞自律的に約２４時間周期の振
動を生じることが明らかにされている。しかし、その発生初期に概日時計がないことの生物学的
重要性は明らかになっていないし、あまり注目さえされてこなかった。 
 本研究室では、マウス ES 細胞を in vitro で分化させることや体細胞をリプログラミングし
て iPS 細胞を作製することで、「概日時計は細胞分化と細胞レベルで共役する」ということを報
告している（Yagita et al., PNAS, 2010）。加えて、研究代表者は、様々な遺伝子改変した ES
細胞株を用いて、細胞分化に伴う概日リズムの形成メカニズムの一旦を明らかにしてきた
（Umemura et al., PNAS, 2014；Umemura et al., PNAS, 2017）。具体的には、概日時計の振動
をつくりだす時計たんぱく質群えある、CLOCK タンパク質の翻訳後抑制や PER タンパク質の局在
変化など、個体発生の初期では、複数の機構が概日時計を抑制するように働いていたのである。
さらに、驚くべきことに、体内時計のある母親からの同調シグナルでさえ、発生初期の胎児には
伝わっていないことが示唆された（Umemura et al., PNAS, 2017）。これらのことから、哺乳類
の個体発生初期において、概日時計の振動が抑制されていることに大きな意味があることが推
察されるが、その生物学的意義に関しては、これまで全く明らかにされてこなかった。 
  
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、哺乳類個体発生初期における体内時計抑制機構の解明を目的に研究を遂行
していく中で、その生物学的意義について検討を加えることにした。具体的には、個体発生初期
において CLOCK タンパク質の発現抑制などにより、概日時計の振動のコアの転写因子である
CLOCK/BMAL1 が抑制されていることの生物学的意義を明らかにすることを目的とし、本研究を行
なった。 
 
 
３．研究の方法 
 体節形成に中心的な役割を果たすことが知られている hes7 の発現振動を発光イメージングで
モニタリングマウス ES細胞において(Matsumiya et al., Development 2018)、ドキシサイクリ
ン依存的に CLOCK/BMAL1 を機能させることができる細胞株の樹立を行なった。この細胞を用い
て、前分節中胚葉を誘導し(Matsumiya et al., Development 2018)、hes7 の発現振動を発光イ
メージングでモニタリングした。また、同じ ES 細胞から、胎児性オルガノイドであるガストロ
イドを作製し（van den Brink et al., Nature 2020）、体節形成への影響を調べた。さらに、こ
れらの細胞を用いて、免疫染色やウェスタンブロッティングなどによるタンパク質発現解析や、
定量的 PCR や RNA シーケンスによる網羅的な遺伝子発現解析を行なった。また、in situ 
hybridization により、体節形成のマーカーとして知られる Uncx4.1 mRNA の局在を可視化し、
体節形成が in vitro で再現されているか確認を行なった。 
 
 
４．研究成果 
個体発生初期において、CLOCK タンパク質の発現抑制など概日時計の振動が様々なメカニズム

によって抑制されていることを報告してきたが（Umemura et al., PNAS 2017）、その生物学的意
義については全く明らかにされていない。 
本研究課題では、マウス ES細胞において、ドキシサイクリン依存的に CLOCK/BMAL1 を機能させ

ることができる細胞株の樹立を行なった。その結果、ドキシサイクリン依存的に機能的な
CLOCK/BMAL1 を誘導すると、E-box を介した Per や Cry などのコアの時計遺伝子の発現誘導を引
き起こすことができることがわかった。さらに、驚くべきことに、ゲノム上において、Per1 遺
伝子の近傍にある体節形成に必須の遺伝子 Hes7 の発現量も上昇してくることがわかった。これ
らの領域は、高等な脊椎動物でよく保存されている領域である。 
これらのことから、体内時計と体節時計の関係についてさらに検討を進めた。ドキシサイクリ

ン依存的に CLOCK/BMAL1 を機能させることができる ES 細胞から、未分節中胚葉やガストロイド
を作製し、Hes7 発現振動や体節形成への CLOCK/BMAL1 の強制的な発現の影響を検討した。その
結果、体節リズムが大きく影響を受け、体節形成が破綻することがわかった。 
さらに、RNA シーケンスによる網羅的な遺伝子発現解析によって、CLOCK/BMAL1 が機能すると

Hes7 の遺伝子発現制御に関わるシグナリング伝達経路が複数、大きく影響を受けることがわか
った。さらに、ゲノム上において Per1 と隣接する Hes7 だけでなく、さらに近傍の遺伝子も含め
て、遺伝子発現の影響を受けていることがわかった。 
これらのことから、発生初期において、体内時計の振動が抑制されていることの生物学的意義



は、CLOCK/BMAL1 の体節形成への干渉を防ぐことが一因である可能性が考えられる。 
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