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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、時計タンパク質CLOCKが結合しているゲノム領域をChIP-Seq解析により決
定した。本研究では、新しいバイオインフォマティクス技術MOCCSを開発し、時計シスエレメントE-boxの配列モチーフ
を網羅的に抽出した。このE-boxからのリズミックな出力遺伝子として、Nrf2とNfatc2を報告した。また、時計タンパ
ク質DBPの抗体を作製してChIP-Seq解析を行い、時計シスエレメントD-boxの配列を正確に決定した。さらに、時計因子
との相互作用解析から、CLOCKリン酸化酵素CaMKII、BMAL1ユビキチン化酵素UBE3A、CRY脱ユビキチン化酵素USP7などを
同定した。

研究成果の概要（英文）：We previously identified CLOCK-binding sites in mouse liver by ChIP-Seq analysis, 
and in this study a newly developed bioinformatics method, motif centrality analysis of ChIP-Seq (MOCCS), 
revealed CACGNG, CACGTT, and CATG[T/C]G as functional E-box sequences targeted by CLOCK. We reported Nrf2 
and Nfatc2 genes as rhythmic output genes from the E-boxes. Functional D-box sequences targeted by DBP 
protein were determined by ChIP-Seq analysis. We also identified CaMKII, UBE3A, and USP7 as a protein 
kinase for CLOCK phosphorylation, an E3 ligase for BMAL1 ubiquitination, and a de-ubiquitination enzyme 
for CRY ubiquitination, respectively.

研究分野：分子生物学／生化学／時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
 睡眠覚醒リズムやホルモンリズムに代表
されるように、さまざまな生理現象が約 24
時間周期の規則的な変動を示す。これらの概
日リズムは、生物が地球環境の 24 時間サイ
クルに適応して獲得した生理機能であり、概
日リズムを生み出す生体計時システムは概
日時計と呼ばれている。この概日時計の振動
には、時計遺伝子とその翻訳産物が織りなす
転写フィードバックループが中心的な役割
を果たしている。bHLH-PAS 型の転写因子
CLOCK と BMAL1 はヘテロ二量体を形成し、DNA
上の時計シスエレメントE-boxにリズミック
に結合する。一方で、E-box とは異なる時刻
に転写産物のピークを作り出す時計シスエ
レメントとして D-box が知られており、
PAR-bZIP型の転写因子DBPによって活性化さ
れ、同じく bZIP 型の転写因子 E4BP4 により
拮抗的に抑制される。 
 我々はこれまで複数のモノクローン抗体
を自作して生化学的な研究を展開し、CLOCK
と BMAL1が時刻依存的にリン酸化されている
ことを見出した(Mol. Cell. Biol., 2009)。
さらに、CLOCK の Ser38 と Ser42 のリン酸化
が DNA 結合能を低下させるとともに、Ser427
のリン酸化がタンパク質分解へと導くこと
によって、段階的に時計の針を進めるという
転写抑制モデルを報告した。最近では、この
CLOCK-BMAL1 複合体のリン酸化の責任キナー
ゼとしてJNKが概日時計の重要な鍵分子であ
ることを見出した(EMBO Rep., 2012)。本研
究プロジェクトでは、自作抗体を駆使した
ChIP-Seq 解析とトランスクリプトーム解析
を推進し、ゲノムワイドな時計機能の理解に
迫った。 
 
２．研究の目的 
 哺乳類の概日時計において、時計タンパク
質 CLOCK-BMAL1 複合体は E-box との結合と解
離を繰り返す。我々はこれまで、CLOCK のリ
ン酸化がDNA結合を強力に抑制する機構を示
し、ChIP-Seq 解析により CLOCK がリズミック
に結合しているDNA領域を網羅的に決定した。
さらに、同一試料から単離した total RNA を
RNA-Seq 解析および small RNA-Seq 解析に供
し、全転写産物の概日リズムを正確に記述し
た。本研究では、これまでの研究で蓄積した
ノウハウを基に、さらなるステップアップを
目指した。具体的には、E-box と対をなす時
計シスエレメントD-boxに分子レベルでメス
を入れる。つまり、D-box 制御因子である DBP
および E4BP4 の ChIP-Seq 解析を行い、機能
的な D-box を決定する。さらに、BMAL1-KO マ
ウスおよび E4BP4-KO マウスの RNA-Seq 解析
を行い、E-box と D-box がダイナミックな転
写出力に果たす役割を明らかにする。これと
並行してE4BP4が概日時計の時刻あわせに寄
与する可能性を追究し、D-box の生理的な重
要性を証明したい。 
 

 さらにこれらE-boxやD-boxからの時計出
力に注目して、リズミックに転写制御される
遺伝子がどのような生理機能リズムへと直
結するのか、またそのリズムの破綻がどのよ
うな疾病に繋がるのかを解明する。また、こ
のようなリズム出力の背後にある分子メカ
ニズムとして、E-boxや D-boxの転写制御因
子についてタンパク質レベルでの生化学的
な解析を展開し、その機能出力に重要な要素
を同定し、E-boxと D-boxを中心とした時計
出力経路の全体像を理解する。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、リズミックな転写産物が
E-box や D-box の機能破綻によりそのリズム
性を失うことを明らかにする。具体的には、
ChIP-Seq解析から得られたCLOCK結合DNA領
域に対して ChIP-PCR 解析を行い、BMAL1-KO
マウスにおいて CLOCK の結合が 1日を通して
見られなくなることを示す。これと並行して、
1日の中で様々な時刻にBMAL1-KOマウスから
肝臓の total RNA を調製し、次世代シーケン
サーHiSeq2000を用いたRNA-Seq解析を行う。
得られた DNA断片の情報を Mapsplice 法によ
りゲノムにマッピングしてCuffdiffs法によ
り転写産物の発現量を推定する。以上の解析
により、E-box の機能的な破綻が CLOCK 標的
遺伝子のダイナミックな転写産物リズムに
与える影響を浮き彫りにし、サーカディアン
リズムにおける E-box の重要性を示す。同様
に、E4bp4-KO マウスを用いた研究を展開する。 
 さらに、E-box や D-box の転写出力の意義
を、直接的な標的遺伝子の機能に注目して解
析する。また、インタラクトーム解析など生
化学的な解析から、新規時計関連分子を同定
するとともに、その機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
 (1)我々はこれまで、自作 CLOCK 抗体を駆使
した ChIP-Seq 解析を行い、CLOCK が結合して
いる約8,000のゲノム領域を網羅的に決定す
るとともに、RNA-Seq 解析により全転写産物
の発現プロファイルを正確に記述した。本研
究では Bmal1 欠損マウスにおいて、CLOCK の
DNA 結合は 1 日を通して低いレベルで維持さ
れ、リズミックな転写産物はそのリズム性を
失うことを明らかにした。以上の解析により、
E-box の機能的な破綻が CLOCK 標的遺伝子の
ダイナミックな転写産物リズムに与える影
響を浮き彫りにし、サーカディアンリズムに
おける E-box の重要性を示すことができた。
さらに、新しいバイオインフォマティクス技
術 MOCCS を開発し、CLOCK-ChIP-Seq のデータ
をもとに CLOCK が認識する DNAモチーフを網
羅的に抽出した。これをもとにルシフェラー
ゼレポーター解析を行った結果、CLOCK は典
型的な E-box 配列（CACGTG）に加えて非典型
的な配列（CACGNG、CACGTT、CATG[T/C]G）を
認識していることが判明した(Mol. Cell. 
Biol., 2014)。 



 また、この成果の発展研究として、E-box
により直接的に転写制御される遺伝子の生
理機能リズムを解析した。具体的には、酸化
ストレスシグナルの中心的な転写因子 Nrf2
がリズミックに転写制御され、肺胞繊維化の
防御機構として重要な役割を果たすことを
示した (Genes Dev., 2014)。また、軟骨形
成の鍵因子 Nfatc2 がリズミックに転写制御
され、時計振動の乱れが変形性関節症の発症
へとつながるリスクを示した(J. Clin. 
Invest., 2016)。さらに、転写後調節の一つ
A-to-I RNA 編集の責任酵素 Adar2 の CLOCK 依
存的な転写リズムを発見した（未発表）。 

 (2) E-box とは異なる時刻に転写産物のピ
ークを作り出す時計シスエレメントとして
D-box が知られており、bZIP 型の転写因子で
ある DBP（活性化分子）と E4BP4（抑制分子）
により転写活性が制御されている。本研究で
は、D-box を介した転写の生理的意義に迫る
ために、E4BP4-KO マウスを用いた解析を展開
した。具体的には RNA-Seq 解析を行い、E4bp4
欠損によって実際に転写レベルが大きく変
化している因子をリストアップした。これと
並行して、DBP に対する抗体を新たに自作し、
DBP の発現量が高い夕方と発現量が低い明け
方に ChIP-Seq 解析を行った。実際に生体内
で DBPが結合している 2,725 のゲノム領域の
情報を E4BP4 の結合領域の情報と統合し、機
能的な D-box 配列の決定を試みた。具体的に
は、初年度に開発したバイオインフォマティ
クス技術 MOCCS を元に、出現頻度をスコアー
に組み込み、長い認識配列にも対応できるよ
うに改良した。これにより、DBP と E4BP4 に
よりリズミックに転写制御されるDNA配列を
正確に記述することができた（未発表）。 

 (3)本研究では、培養細胞に発現させた時
計タンパク質 DBP を質量分析に供し、相互作
用分子を決定するとともにリン酸化やユビ
キチン化などの翻訳後修飾部位をアミノ酸
レベルで同定した。同様に時計タンパク質
CRY のインタラクトーム解析を行い、相互作
用分子として、脱ユビキチン化酵素 USP7 と
ALS の原因因子 TDP-43 を同定した。TDP-43
の過剰発現は CRY を安定化したが、この安定
化作用は CRY をユビキチン化する E3 リガー
ゼFBXL3を同時に機能阻害することにより観
察されなくなった。これに対して USP7 によ
る CRYの安定化は FBXL3 の機能阻害下でも観
察されたため、複数の E3 リガーゼによるユ
ビキチン化の全てをリセットする強力な機
能を持つと考えられた (PLoS One, 2016)。
また、BMAL1 をユビキチン化する E3 リガーゼ
として UBE3A/E6AP を同定した。これは、ヒ
トパピローマウイルスの感染による細胞ガ
ン化と体内時計の破綻の関連を示す重要な
知見である (Nuc. Acid. Res., 2014)。さら
に 、 CLOCK を リ ン 酸化するキナーゼ
CaMKII(Genes Dev., 2014)を同定し、時計振
動や細胞間カップリングに果たす重大な役
割を報告した。 
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