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研究成果の概要（和文）： 質量分析法を用いたスクリーニングにより、概日リズム制御因子

CLOCK：BMAL1 二量体に結合する新規因子として細胞死制御因子 DAXX を同定した。DAXX は紫外

線等のストレスに応答し、細胞周期、分化、及び細胞死誘導に関わる。DAXX は BMAL1 と時間依

存的に結合することを見出し、この時間依存的結合の分子メカニズムとして、ヒストンアセチ

ル化酵素CBPによるBMAL1のアセチル化によるBMAL1とDAXXの結合能の亢進を支持する知見を

得た。さらに、本研究は DAXX：BMAL1：CLOCK 複合体の形成が CLOCK:BMAL1 二量体の転写能を亢

進し、分子時計の周期性を調節することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Accumulating evidence suggests that the death domain-associated protein 

DAXX has a variety of functions in regulating apoptotic pathways. In this study, we have identified 

BMAL1, an essential circadian regulator, as a novel DAXX-interacting protein. The temporal association 

of circadian clock components is required for establishing and maintaining circadian rhythms. Notably, 

the interaction between endogenous DAXX and BMAL1 showed a circadian rhythmicity. Small 

interfering RNA (siRNA)-mediated silencing of endogenous DAXX expression and genetic ablation of 

the Daxx gene affected the amplitude of circadian gene expression in mammalian cells. In addition, 

DAXX enhanced the transcriptional capacity of the BMAL1:CLOCK heterodimer, a vital transcriptional 

activator in the circadian system. Our results reveal a novel function for DAXX as a modulator of 

circadian clock regulation.  
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１．研究開始当初の背景 

概日リズムはホルモン分泌等の基本的生

理現象の周期を外環境に適応させ維持する

機構である。この機構の異常は精神（時差症

候群、不眠、うつ）、循環器(心筋梗塞、高血

圧)、呼吸器(喘息)疾患等の病態に関与してい

る。最近では、近代化がもたらす飽食に伴う

メタボリック症候群、老齢化と関連する骨粗

鬆症や発癌といった現代生活を脅かす疾患

が概日リズムと密接に関係していることが

明らかになっている。脊椎動物の概日リズム

は全身の個々の細胞に存在する分子時計に

より制御されている。この分子時計は CLOCK, 

BMAL1, 及び CRY の 3 つの蛋白質により構成

される転写/翻訳に依存したフィードバック

ループである。CLOCK と BMAL1 は二量体を形

成し、Cry の転写を活性化する。転写活性化

された CRY は翻訳後、CLOCK:BMAL1 二量体に

直接結合しその転写を抑制する。過去 10 年

の間にこの分子時計自体の制御機構につい

ての研究は急速に進展してきたが、分子時計

がどのように疾患に関与する様々な基本的

生理機能を制御しているかについては現時

点ではほとんど解明されていない。 

 
２．研究の目的 
本研究は概日リズムの分子時計が基本生

理機能を調節する分子機構の解明を目指し、

概日リズムの異常が原因となることが知ら

れている生活習慣病の疾患の発症機構の理

解のための基盤的を得ることを目標とする。

研究代表者は概日リズム制御蛋白質の酵素

活性及び翻訳後修飾に注目して研究を進め

る。 

研究者自身が見出した「CLOCK が BMAL1 を

アセチル化することで概日リズムを制御す

る」という知見は、CLOCK が非ヒストン蛋白

質をアセチル化することでターゲット蛋白

質の機能調節を行うことを示している。そこ

で、申請者は「概日リズム制御蛋白質 CLOCK

がアセチル化により細胞周期制御因子や核

内受容体等の生理機能制御蛋白質の機能調

節をするという仮説」を立て研究を進めた。

概日リズム制御因子 CLOCKが基本生理機能の

調節を担う蛋白質を直接翻訳後修飾しその

機能を調節することを証明することで、概日

リズムによる生理機能制御の機構の解明を

目指した。 

 
３．研究の方法 
 分子時計制御に関して自身が見出した知

見を発展的に展開するために、分子時計と細

胞の DNA 損傷応答機構の相互関連に注目し

解析を行った。質量分析法及び免疫沈降法を

用いて、時計蛋白質に結合する新規因子のス

クリーニングを行い、（１）キナーゼ Casein 
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kinase2α (CK2α)、（2） DNA 損傷応答因子

DAXX、を BMAL1 と結合する因子として同

定した。それぞれの因子に関して特に培養細

胞を用いた分子生物学的解析を行った。 
 
４．研究成果 

（1）キナーゼ CK2α による分子時計制御  

本論文は、キナーゼ CK2αが概日リズムを制

御することを哺乳動物において初めて報告

した（Nat Struct Mol Biol 2009）。1)CK2α

が BMAL1 を時間依存的にリン酸化すること、

2)CK2α による BMAL1 のリン酸化は BMAL1 の

時間依存的な核内局在を制御すること、

3)CK2α による BMAL1 の細胞内局在の制御は

分子時計の周期性の維持に必須であること

を見出した。CK2α は DNA 損傷応答や糖代謝

制御等多くの生理機能を制御することが知

られている。従って、本研究の知見は分子時

計が DNA損傷応答をはじめとする他の細胞機

能と時計蛋白質の翻訳後修飾を介して相互

作用することを強く支持する。 

 

（2）DNA 損傷応答制御因子 DAXX の分子時計

制御における役割 

 研究代表者は、ゼブラフィシュ培養細胞に

おいて、概日リズムと DNA 損傷修復を共通に

制御するシグナル伝達経路の存在を示した

(Cell Cycle 2009)。この研究成果は、哺乳

動物においても概日リズムと DNA損傷応答が

共通に制御されている可能性を示唆してい

る。本研究は,哺乳動物における概日リズム

と発癌に関連する DNA損傷応答の相互関連の

分子機構を解明するために、DAXX と BMAL1 の

結合の分子時計制御における意義を解析し

た。 

DNA 損傷応答因子 DAXX は、哺乳動物におい

てアポトーシスの制御に関わることが広く

知られている。また、DAXX の発現制御の異常

と発癌の関係についての報告がある。さらに、

DAXX は、p53、ETS1、E2F1、Pax3 等の多くの

転写因子の機能制御を担うことが知られて

いる。本研究において、DAXX が CLOCK:BMAL1

二量体に時間依存的に結合し、その転写能を

活性化することが明らかになった。また、本

研究は DAXX による CLOCK:BMAL1 二量体の転

写能の制御は、分子時計の周期性の制御を担

うことを見出した。特に、DAXX の発現を抑制

したヒト細胞では、分子時計の周期が 1日あ

たり約 5 時間短くなり、3 日目に分子時計の

周期の位相の反転が観察された。さらに、時

間依存的な DAXX の BMAL1 への結合が HAT 活

性を有する CREB-binding protein (CBP)によ

る BMAL1のアセチル化に依存していることを

見出し、分子時計制御に関わる新規の翻訳後

修飾として CBP 依存的な BMAL1 のアセチル化

を見出した。さらに、DAXX が CLOCK による

BMAL1 のアセチル化を抑制することを明らか

にした。 
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