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研究成果の概要（和文）：クロマチンはコアヒストン各2分子と約147bpの DNAから構成され

るヌクレオソームを基本単位とする。この機能はヒストンの化学修飾を介して調節されるが、この

過程はクロマチンリモデリングと呼ばれる。また、コアヒストンをヌクレオソームに組みいれる過

程はDepositionとよばれ、ヒストンシャペロンにより調節される。概日リズムは生体の生理機能

の周期を外環境に適応させ恒常性を維持する生命現象であり分子時計と呼ばれる転写機構によ

り制御されているが、特にBMAL1は分子時計の重要な制御因子である。一方細胞死制御因子DAXX

は近年 DAXXが新規のヒストンH3.3のシャペロンとして機能することが報告されている。研究代表

者は DAXX を新規の BMAL1 結合因子として同定しており、本研究は特にChIP解析を用いて、分子

時計により制御される遺伝子のプロモーター上に時間依存的にヒストンH3.3がDepositionされる

ことを見出した。さらに、研究代表者はこのヒストンH3.3の Depositionと DAXX：BMAL1複合体形

成が同じタイミングで観察されることを見出した。これらの知見は、DAXX：BMAL1複合体が時間依

存的にヒストンH3.3を分子時計の標的遺伝子のプロモーター上にDepositionすることで、転写を

調節することを示唆している。 
研究成果の概要（英文）：Chromatin, the nucleoprotein structure into which the eukaryotic 

genome is organized, enables essential biological processes such as regulation of 
transcription. A variety of remodeling events enable the architecture of chromatin to 
transition between a condensed and a decondensed state, each state being coupled to 
specific cellular functions. The covalent modifications occur on the N-terminal tails 
of the core histones H2A, H2B, H3 and H4. Several histone modifications contribute to 
chromatin remodeling and thereby to the control of a large array of nuclear processes. 
In addition, the disposition of the tails renders these domains accessible to 
modifications that could reversibly modulate chromatin structure. Although the death 
domain-associated protein DAXX has traditionally been associated with the regulation of 
cell death pathways, recent studies have demonstrated that DAXX can function as a histone 
chaperone.  
Circadian clocks are intrinsic, time-tracking systems that endow organisms with a 

survival advantage. In mammals, the transcription factors, BMAL1, is an essential 
circadian regulator. I have identified BMAL1 as a novel DAXX-interacting protein. This 
study provides several lines of evidence indicating that DAXX-BMAL1 interaction may have 
important roles in dynamic changes in chromatin transitions. 
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１．研究開始当初の背景 

真核細胞は、DNA高次構造であるクロマチン

を有し遺伝情報を安定に維持することで、細胞

機能を健全に調節している。クロマチンはコア

ヒストン(H2A, H2B, H3, H4)各２分子と約

147bpの DNAから構成されるヌクレオソームを

基本単位とする。 “ヌクレオソームの形成・

維持”とクロマチンリモデリングに概日リズ

ムを制御する分子時計が関与することを強く

示唆する知見が以下の通り報告されている。 

概日リズムは生体の多様な生理機能を制

御する生命現象であり、分子時計と呼ばれる

細胞自律的な機構により制御されている。分

子時計は時計蛋白質 CLOCK及び BMAL1が形成

する二量体を主要構成因子とする約 24 時間

の周期性をもつ転写制御機構である。分子時

計に関して、時計蛋白質CLOCKがヒストンアセ

チルトランスフェラーゼ（HAT）を有し、クロ

マチンリモデリング因子して機能すること、ま

たCLOCKがそのHAT活性によりBMAL1を時間依

存的にアセチル化することで分子時計を制御

することが報告されている。さらに、DNA損傷

応答や老化等と関連するNAD+依存的な脱アセ

チル化酵素SIRT1が分子時計により制御される

遺伝子の発現調節領域においてヒストン及び

BMAL1を脱アセチル化しCLOCKと拮抗的に機能

することが知られている。 

細胞死制御因子 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。興味深いことに、DAXXが新規

のヒストンシャペロンとして機能することが複

数のグループから報告された。一方で、研究代

表者は質量分析法を用いたスクリーニング

により DAXX を BMAL1 結合因子として同定し、

DAXX が分子時計調節因子として機能するこ

とを見出した。これらの知見は、BMAL1が DAXX

と協調的に働きヌクレオソームの形成・維持に

関与することを支持する。 

２．研究の目的 

本研究は、特にBMAL1とDAXXの相互関連に注

目し「分子時計によるヌクレオソームの形成・

維持、さらにクロマチンダイナミックス制御」

の分子メカニズムを深索することを目的に行っ

た。特に、分子時計の主要制御因子である

BMAL1 がヌクレオソーム形成・維持因子とし

て機能することを証明し、｢クロマチンダイ

ナミックス調節因子としての概日リズムの

機能｣という新規の概念を確立することを目

指した。 

 

３．研究の方法 

（１）細胞培養と遺伝子導入 

マウス繊維芽細胞（MEF）、NIH3T3 細胞、293T

細胞、293gag 細胞は 10％のウシ胎児血清を

添 加 し た Dulbecco's modified Eagle's 

medium (Invitrogen)中で培養した。培養細

胞への遺伝子導入には FuGENE HD (Roche)又

はレトロウイルス感染法を用いた。 

 

（２）レトロウイルス感染 

培 養 細 胞 へ の 感 染 実 験 は RetroMax 

expression system (IMGENEX, San Diego, CA)

を用いて参考文献に従って行った。pCLNCX レ

トロウイルスベクター (7μg)とエンベロー

プベクターpMD.G/vsv-g (3μg)を 293gag 細

胞に遺伝子導入しレトロウイルスを産生さ

せた。レトロウイルスを含む培地を回収し、

ポリブレン存在下で目的細胞にレトロウイ

ルスを感染させた。 

 

（３）共免疫沈降 

phosphate-buffered saline (PBS)で培養細

胞を洗い、Binding buffer (150 mM NaCl, 1 

mM EDTA, 0.5 % Nonidet P-40, 1 mM EGTA, 5 % 

glycerol 20 mM Tris-HCl pH 7.4 protease 

inhibitor mixture tablet)で細胞を回収し

10 分間 15, 000 x g で遠心した。遠心後、

上清を回収し 15 μl の protein G-agarose 

beads (Amersham Biosciences)を加え 1時間 

4 ℃で穏やかに混和した。再び 1分間 3000 x 



 

 

g で遠心した後に上清を回収し、Flag 抗体と

20 μlの protein G-agarose bead.を加え 12 

時間 4 ℃で穏やかに混和した。その後、

Binding buffer で 3 回 protein G-agarose 

beads を洗い、SDS sample buffer を加え

100 ℃で 5分間サンプルを加熱した。サンプ

ルをウエスタンブロッティング法を用いて

解析した。 

 

（４）その他の分子生物学・生化学的解析 

 Western Blot, ChIP, In vitor ヌクレオ
ソーム解析は参考文献にしたがって行った。
(Hirayama Jun et al. Nature 2007, Hirayama 
Jun et al. PNAS 2007, Nakahata Yasukazu et 
al Cell 2008) 
 
 
４．研究成果 

ヌクレオソームを構成するコアヒストン

(H2A, H2B, H3, H4)には様々なバリアントが存

在し、バリアントの組み合わせを変えることに

より多様な細胞機能を制御している。特に、ヒ

ストンH3のバリアントであるH3.3は転写活性

化と相関するが、DAXXはヒストンH3.3に特異

的なヒストンシャペロンとして機能すること

が報告されている。本研究は、ChIP解析を用い

て、分子時計により制御されるDbp遺伝子のプ

ロモーター上に時間依存的にヒストン H3.3 が

Depositionされることを見出した。さらに研究

代表者は、培養細胞の分子時計をDEXにより同

調し時間依存的なDAXX：BMAL1複合体形成を免

疫共沈法により解析した結果、DAXX：BMAL1 複

合体形成が時間依存的に制御されることを見

出した。興味深いことに、Dbp 遺伝子のプロモ

ーター上へのヒストン H3.3 の Deposition と

DAXX：BMAL1 複合体形成が同じタイミングで観

察された。これらの知見は、DAXX：BMAL1 複合

体が時間依存的にヒストン H3.3 を分子時計の

標的遺伝子のプロモーター上に Deposition す

ることで、転写を調節することを強く示唆して

いる。「細胞内のヒストンの Depositionの日

周性」という現象は非常に興味深くその生物

学的な意義の解明は、新しい原理の発展や斬

新な理論の提唱に貢献することが期待され

る。さらに、分子時計の転写制御、すなわち

概 日 的 な 遺 伝 子 発 現 、 は 転 写 因 子

CLOCK:BMAL1 二量体の活性調節に依存すると

現在まで考えられてきた。DAXX：BMAL1複合体

に依存的したヒストンH3.3のDepositionによ

る遺伝子の転写制御という概念は、概日的な遺

伝子発現調節の新規の分子機構を提唱につな

がる可能性を有する。 

 時計蛋白質の変異マウスは、概日リズムの

異常に加えて、精神疾患（躁病）、脂肪代謝

異常等の表現型を示すことが報告されてい

る。特に BMAL1 の変異マウスは老化や発癌の

表現型を示す。これらの事実は、時計蛋白質

の制御異常が様々な疾患と関連しているこ

とを示唆する。哺乳動物の分子時計は全ゲノ

ム上の約 10％の多様な遺伝子の転写制御を

担うことが報告さえており、時計蛋白質変異

マウスの表現型は分子時計の転写制御の破

綻に起因すると考えられている。しかし、

BMAL1 と二量体を形成し分子時計において転

写活性化因子として機能する CLOCKの変異マ

ウスは BMAL1変異マウスの老化や発癌の表現

型を示さない。この事実は、時計蛋白質 BMAL1

が分子時計以外の機構を介して老化又は発

癌に関与する細胞機能の制御を担うことを

支持している。BMAL1 のヌクレオソームの形

成・維持の制御の分子メカニズムの理解は、

BMAL1 の変異マウスで観察される老化や発癌

等の疾患の病態解明、さらに時計蛋白質の新

規の細胞機能制御における役割の同定に貢

献することが期待される。 
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