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研究成果の概要（和文）：マクロファージに発現する時計遺伝子のRev-erbαをマクロファージ細胞株に過剰発現させ
た結果、Ccl2の発現誘導が抑制され、接着能や遊走能が低下した。さらに、Rev-erbαはCcl2プロモーターの結合領域
に直接作用し、転写抑制因子として機能していることを見出した。すなわち、マクロファージにおいてRev-erbαは炎
症性ケモカインの1つである単球走化性因子（Ccl2）の発現調節を介して、炎症性機能を修飾することを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：Overexpression of Rev-erb in murine macrophage cell line RAW264 cells suppressed t
he induction of Ccl2 following an LPS endotoxin challenge, resulting in the impaired activity of cell adhe
sion and migration. In addition, Rev-erb represses Ccl2 expression directly through a Rev-erb binding moti
f in the Ccl2 promoter region. These findings demonstrate that Rev-erb modulates the inflammatory function
 of macrophages through the direct regulation of Ccl2 expression. 
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１．研究開始当初の背景 
生体機能の概日リズムは進化の過程で保
存されてきた生物時計システムであり、時計
遺伝子により精密に制御されている。一方、
現代社会が生み出す長期のシフト勤務や不
十分な睡眠、時差を伴う移動などの生活習慣、
あるいは段階的な恒常性維持機能の低下と
定義される老化などの生理的変化は、概日リ
ズムに対して強い影響を与える。最近、時計
遺伝子の周期性とその破綻が、炎症反応や免
疫、代謝機能異常、運動能力や記憶力の低下
に関与することが示唆され、時間免疫学・時
間栄養学的研究への関心が急速に高まって
いる。したがって、不規則な生活習慣がもた
らす概日リズムの乱れによる炎症機能異常
のメカニズムを明らかにすることは極めて
重要になる。 
一方、近年老化や肥満は全身性の軽度な炎
症病態であるという考え方が浸透しつつあ
る。病原微生物感染に対して免疫系が惹起する
生体防御反応の第一線で働くマクロファージは、
全身性慢性炎症の制御に密接にかかわってい
る。例えば、肥満においては白色脂肪組織へ炎
症性マクロファージが浸潤し、脂肪細胞とマクロ
ファージの相互作用によって炎症性サイトカイン
が産生される。その結果、脂肪組織での炎症が
始まり、さらに全身性慢性炎症へと進行し、イン
スリン抵抗性が引き起こされると考えられてい
る。 
以上のような知見から、生体内時計機構とマ
クロファージによる全身性慢性炎症の制御機構
がどのようにリンクしているのか明らかにすること
で、炎症性疾患に対する時間免疫学的あるいは
薬理学的な治療や予防法の確立に寄与するこ
とが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、病原微生物感染に対して免疫
系が惹起する生体防御反応の第一線で働く
マクロファージに備わる時計遺伝子と概日
リズムに焦点を当てて、時計遺伝子によるマ
クロファージ炎症機能の制御機能の解明を
目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 老化や肥満によるマクロファージの
Rev-erbα遺伝子発現の解析 
 1～1.5 年齢の C57BL/6J マウスを老化マウ
スとして使用した。また、C57BL/6J マウスを
高脂肪食で 6週間飼育し、食事性肥満マウス
として、ob/ob-/-マウスを遺伝的肥満マウスと
して使用した。これらマウスから腹腔マクロ
ファージを採取し、Rev-erbα遺伝子発現の
日内周期を Real-time PCR 法により解析した。 
 
(2) Rev-erbα作動薬による単球走化性因子
（Ccl2）の遺伝子発現の解析 
 C57BL/6J マウスから採取した腹腔マクロ
ファージ、及びマウスマクロファージ細胞株

のRAW264細胞をRev-erbα作動薬で処理した
ときの、病原微生物成分（LPS）による Ccl2
遺伝子の発現誘導を Real-time PCR 法により
検討した。さらに、LPS が誘導するマクロフ
ァージ細胞内の CCL2 の下流のシグナル伝達
系への Rev-erbα作動薬の影響をウエスタン
ブロット法により検討した。 
 
(3) Rev-erbα強発現細胞株の樹立と遺伝子
発現、プロモーター活性の解析 
Rev-erbα発現ベクターに組み込み RAW264
細胞にトランスフェクトし強発現株を樹立
した。樹立した細胞について Ccl2 遺伝子発
現、及び分泌タンパク質量を解析した。加え
て、Ccl2 遺伝子のプロモーター領域の上流
10kbまでの配列を調べRev-erbαの応答エレ
メント（RORE）が存在したことから、Ccl2 プ
ロモーター組み込んだルシフェラーゼレポ
ーターベクターを構築し Rev-erbα強発現細
胞株に一過性にトランスフェクトし Ccl2 の
プロモーター活性を検討した。また、
Chromatin immunoprecipitation（ChIP）assay
により直接的な結合を評価した。 
 
(4) Rev-erbα強発現細胞株の細胞内情報伝
達系と炎症性機能の解析 
Rev-erbα強発現細胞株におけるCCL2の下
流のシグナル伝達系への影響をウエスタン
ブロット法により検討した。また、フローサ
イトメトリ―法により Rev-erbαの強発現細
胞表面上のインテグリン分子の発現、及び
Real-time PCR 法によりインテグリン分子の
遺伝子発現をそれぞれ解析した。さらに、細
胞の接着能は Ashida らの方法（Ashida, N., 
et al.: J. Biol. Sci. 276: 16555-16560, 
2001）を改変し測定した。遊走能は市販の
Chemotaxis assay kit を用いて測定し、炎症
性機能を評価した。 
 
(5) Rev-erbαノックアウトマウスの解析 
Rev-erbαノックアウトマウスの腹腔マク
ロファージを採取し、Ccl2 やインテグリンの
遺伝子発現を Real-time PCR 法により解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 老化や肥満によるマクロファージの
Rev-erbα遺伝子発現への影響 
マウス腹腔マクロファージにおける
Rev-erbα遺伝子発現は明期（zeitgeber time, 
ZT10）で高く、暗期（ZT22）で低かった（図
1）。このことから、マクロファージにおける
Rev-erbαの遺伝子発現には日内の周期性が
あることが確認された。さらに、老化や肥満
により明期での Rev-erbαの遺伝子発現は減
少した（図 1）。以上の結果より、老化や肥満
による全身性の慢性炎症に Rev-erbαが関与
する可能性が示された。 
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図 1．老化や肥満によるマクロファージの Rev-erb
α遺伝子発現への影響． *P<0.05 (vs. 
control mice), #P<0.05 (vs. ZT10) 
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図 2．Rev-erbα作動薬による Ccl2 遺伝子発現、
LPS-stimulated cells without GSK4112 
and Hemin) 
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図 3．Rev-erbαによる RORE への結合 
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図 4. Rev-erbαによるマクロファージ細胞 
表面上インテグリン1 の発現への影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) Rev-erbα作動薬による Ccl2 遺伝子発現
への影響 
 腹腔マクロファージ、及び RAW264 細胞を
LPSで刺激した時の Ccl2 発現誘導は Rev-erb
α作動薬の GSK4112、及び Hemin 処理により
低下した（図 2）。CCL2 の下流の細胞内情報
伝達系として、extracellular signal 
-regulated protein kinase（ERK）と p38 
mitogen-activated protein kinase（p38）
経路が知られている。そこで、LPS が誘導す
るマクロファージ細胞内の ERKと p38 のリン
酸化レベルへの Rev-erbα作動薬の影響を腹
腔マクロファージ、及び RAW264 細胞を用い
て検討した。その結果、Rev-erbα作動薬の
GSK4112、及び Hemin は LPS 刺激による ERK
と p38 のリン酸化の亢進を抑制した（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

(3) Rev-erbαによる Ccl2 遺伝子発現、及び
Ccl2 プロモーター活性への影響 
Rev-erbα強発現細胞株ではCcl2遺伝子の
発現誘導、及び Ccl2 タンパク質の分泌が低
下した。Ccl2 遺伝子のプロモーター領域にお
ける推定上の RORE と Rev-erbαが直接結合
することが、ChIP assay により明らかとなっ
た（図 3）。また、reporter assay により、
Rev-erbαが Ccl2遺伝子のプロモーター活性
を負に制御していることを明らかにした。 

 

 

 

 

 

(4) Rev-erbαによるマクロファージ細胞内
シグナル伝達系、及び炎症性機能への影響 
細胞の炎症性機能として、接着能や遊走能
が知られており、それぞれは CCL2 の下流の
シグナルである ERKと p38 により制御されて
いる。そこで、Rev-erbα強発現細胞株にお
ける ERKと p38 の活性や細胞の炎症性機能を
検討した。Rev-erbα強発現細胞株では ERK
と p38 のリン酸化が低下した。また、この低
下はリコンビナント CCL2 タンパク質の添加
により回復したことから、Rev-erbαによる
CCL2 の発現抑制が寄与していることが示唆
された。さらに、Rev-erbα強発現細胞株で
は接着分子の vascular cell adhesion 
molecule-1（VCAM-1）特異的に接着能が減弱
した。VCAM-1 は細胞表面上のインテグリン1
と特異的に結合することが知られているた
め、次にインテグリン1 の発現を検討したと
ころ、Rev-erbα強発現細胞株では細胞表面
上のタンパク質レベルでの発現（図 4）、及び
遺伝子レベルでの発現が減少していた。
Rev-erbα強発現細胞株では遊走能も減弱し
ていた。以上の結果より、マクロファージに
発現する時計遺伝子のRev-erbαはCCL2の発
現調節を介して、炎症性機能を修飾すること
が示唆された。 
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(5) Rev-erbαノックアウトマウスの解析 
腹腔マクロファージにおける Ccl2 遺伝子
発現は野生型に比べ Rev-erbαノックアウト
マウスで高く、LPS 刺激による Ccl2 遺伝子の
発現誘導も亢進していた（図 5）。同じ傾向が
インテグリン1 の遺伝子発現でも見られた。
以上の結果より、in vitro と同様に in vivo
でもRev-erbαはCcl2発現を負に制御してい
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の研究成果により、マクロファージに
発現する時計遺伝子の Rev-erbαが炎症性ケ
モカインの 1 つである Ccl2 の発現調節を介
して、炎症性機能を修飾することを見出した
（図 6）。 
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