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研究成果の概要（和文）：哺乳類の概日リズムの中枢は視床下部にある視交叉上核（SCN）であるが、我々はこ
れまでに、線維芽細胞などの培養細胞でも視交叉上核と同様の概日時計が備わっていることを示し、個々の細胞
レベルでの概日時計制御系が果たす役割について検討を進めてきた。その結果、多能性幹細胞であるES細胞など
を用い「概日時計は細胞分化と密接に関連する」という新たな事象を発見した。さらに最近、ES細胞の系で見出
した分子機構が、マウス個体発生においても共通して機能することを突き止め、これまであまり知られていなか
った哺乳類における概日時計成立過程の理解を推し進めた。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks reside in each cell-level throughout the body in mammals. 
Intrinsic cellular circadian clocks develop cell-autonomously during the cellular differentiation 
process. However, mechanisms controlling the emergence of cellular circadian clock oscillation in 
vivo have not yet been fully understood. Here, we show that Dicer/Dgcr8-mediated 
post-transcriptional mechanisms control the CLOCK protein expression in both mouse fetal hearts and 
in vitro differentiating ESCs, which contributes to the emergence of circadian clock in mammalian 
cells. This event occurs after cell lineage determination into hearts or loss of pluripotent stem 
cell markers in differentiating ESCs, suggesting the cellular differentiation-coupled clock 
development may be conducted by a two-step program consisting of cellular differentiation and 
following establishment of circadian transcriptional / translational feedback loops.

研究分野：環境生理学、時間生物学、細胞分化
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１．研究開始当初の背景 
概日リズム（サーカディアンリズム）はほ
とんどの生物に認められる普遍的な生命現
象である。近年、概日リズム異常が様々な疾
患と関連することが報告されている。特に、
自閉症や認知症といった発生・発達期および
老年期をそれぞれ代表する疾患において、概
日リズム異常を合併するケースが非常に多
い。しかも、両者とも「昼夜のメリハリの低
下」という概日時計の「振幅低下」を想起さ
せるような症状を示す。これは睡眠障害を引
き起こし、患者本人のみならず介護する家族
の QOL を大きく損なわせる症状であり、メカ
ニズムの解明と治療法の確立が待たれる医
学的および社会的要請の高い研究課題であ
る。しかし、発生・発達期から老年期まで一
生を通して変化する概日時計の性質につい
ては、現在まで体系的な研究は少なく、概日
時計の質的変化を標的とした介入法は確立
されていない。 
哺乳類の概日リズムの中枢は視床下部に
ある視交叉上核である。一方で、末梢のほと
んどの細胞に概日時計があることが分かっ
ている。さらに、我々は線維芽細胞など培養
細胞でも視交叉上核と基本的に同様の概日
時計が備わっていることを明らかにしてい
る(Yagita ら, Science, 2001)。この唯一の
例外が精粗細胞といった「生殖細胞」であり、
概日時計のリズムが見られない。生殖細胞に
も時計遺伝子は発現しており、概日リズムが
無い理由は現在でも分かっていない。さらに、
受精卵や初期胚にリズムが見られないこと
が報告されている。これに加えて、我々は、
ES細胞やiPS細胞といった多能性幹細胞に概
日時計の振動が見られないことを世界に先
駆けて発見した(Yagita ら,PNAS, 2010)。と
ころが、ES / iPS 細胞を in vitro で分化誘
導すると、分化に伴って細胞自律性に約２４
時間周期の概日時計が形成されることを明
らかにし、「概日時計は細胞分化と密接に関
連する」という新たな事実を発見した
(Yagita ら,PNAS, 2010; Umemura ら,PLoS One, 
2013)。さらに、我々は最近、分化に伴う概
日時計の発生には、DNA メチル化制御を介し
た転写ネットワーク形成が重要であること
を発見し(Umemura ら, PNAS, 2014)、細胞分
化過程におけるエピジェネティック・プログ
ラミングが概日時計の発生過程において必
須のイベントであることを明らかにした。 
哺乳類概日時計の発生における最大の特
徴は、発生過程において時計遺伝子振動が
徐々に出現してくるときに、周期長にはほと
んど変化が見られず「振幅」が増大してくる
ことである。我々は、ES 細胞の分化誘導系を
用いた in vitro モデルやマウス胎仔細胞に
おける概日時計の発生過程において、これが
「単一細胞レベル」でも認められる現象であ
ることを明らかにしている  (Yagita
ら,PNAS,2010； Inada ら,FEBS Lett, 2014)。 
我々はこのメカニズムとして発生・分化過

程におけるエピゲノム制御機構と転写ネッ
トワーク構築が重要であると考えており、こ
れを制御する一連の動作原理の解明と分子
パラメータの同定により、概日リズム形成の
体系的理解を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
 哺乳類の概日時計は初期胚には振動が見
られず、発生が進むにつれてリズムが出現し
てくる。本研究課題では、マウス ES 細胞の
分化誘導過程およびマウス胚を用いた個体
発生過程における概日時計の成立メカニズ
ムの解析を通し、概日時計成立原理の体系的
理解を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ES 細胞の分化誘導系を用いたリズム振
幅制御因子の同定 
これまで我々は、細胞分化に伴う概日時計
の発生メカニズムについて解析を進めてき
た。細胞分化の制御に関わる DNA メチル化酵
素 Dnmt1, 3a, 3b の欠損 ES 細胞などを用い
た概日時計発生に関わる因子の網羅的探索
により、現在 484 の遺伝子および約 73 の長
鎖ノンコーディング RNA（lncRNA）を候補因
子として同定している。 
現在、これらの候補遺伝子の一つである
KPNA2の過剰発現が正常なES細胞の分化誘導
過程を阻害し、細胞分化異常を引き起こすと
ともに概日時計の形成が障害されることを
明らかにした。この時、分化異常細胞におけ
る必須の時計タンパク質である PER1 および
PER2 の核内移行が阻害され、細胞質への異常
蓄積が生ずることが概日時計の発生障害の
原因の一つであることが分かった。しかし、
現在でも、どのようなメカニズムで PER タン
パク質の細胞質での蓄積と核移行阻害が生
じているのか分かっておらず、これまでの知
見では概日時計振動の抑制を説明できない。
従って、我々は、概日時計の振幅を制御しな
がら発生させる新規因子が存在すると考え
ている。 
そこで、本研究課題では、概日時計レポー
ターである mPER2::Luc をノックインしたマ
ウス ES 細胞を用いて、これらの候補因子か
らリズム振幅抑制に関わる因子をスクリー
ニングする。 
具体的には、CRISPR/Cas9 法を用いた遺伝
子破壊および Tet-On システムを用いた過剰
発現系を利用して、我々が開発した in vitro
分化誘導による概日時計形成評価を行う。ES
細胞を用いた概日時計発生の遺伝学的探索
法はすでに確立している（Umemura ら, PLoS 
One, 2013）。 
 
（２）発生に伴う in vivo での概日時計振幅
制御因子の探索 
これまで、我々を含むいくつかのグループ



から、発生早期には概日時計の振動が見られ
ず、器官形成が完了した胎生後期になって初
めてリズム発振が見られるようになること
が明らかにされている。本研究課題では、こ
れまでの知見を踏まえて、マウス胎仔の組織
を用いて、in vivo で発生に伴う概日時計形
成メカニズムを解析し、リズム振幅制御因子
を同定する。  
マウス胎仔の線維芽細胞を用いた解析で
は、E10.5 日齢の胚では概日時計のリズムが
無く、E15.5 日齢の胎仔細胞では明瞭なリズ
ムが見られる (Inadaら, FEBS Lett, 2014)。
従って、本研究課題では、概日時計が形成さ
れる体細胞組織を材料にして発生段階を対
比させながら、マウス胎仔組織における概日
時計の細胞自律的発生を制御する因子を網
羅的遺伝子発現解析（RNA-seq）によって探
索する。さらに、上述の in vitro 実験での
候補因子群と比較検討して哺乳類細胞に普
遍的なリズム振幅制御原理を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
概日時計は、生殖細胞や受精卵等の初期胚
には概日リズムは見られず、発生過程を通し
て形成される。我々は、ES細胞に、概日時計
のリズムが観察されないこと、in vitro で分
化誘導すると細胞自律的に概日リズムが形
成されること、さらに、リプログラミングに
よって iPS 細胞を作製すると、概日リズムが
再び消失することを明らかにし、「概日時計
と細胞分化との密接な関係」を発見した
（Yagita ら, PNAS, 2010）。さらに、細胞分
化過程におけるDNAメチル化状態の撹乱とい
ったエピジェネティック制御異常によって
概日時計の形成が阻害されることから、正し
く制御された細胞分化プログラムが概日時
計形成に必須であることも示した（Umemura
ら, PNAS, 2014）。これに加え、近年、ES 細
胞を用いた in vitro 分化誘導系だけでなく、
in vivo のマウスの個体発生においても共通
の概日時計形成機構が存在していることを
明らかにし（Umemura ら, PNAS, 2017）、哺乳
類概日時計の発生メカニズムの理解が進ん
だ。細胞自律的な概日時計の発生は、上述の
ように、まず正常な細胞分化へのコミットが
必須であり、これを基盤として必須の時計タ
ンパク質CLOCKの転写後制御による発現が誘
導されるなど、時計遺伝子の転写翻訳フィー
ドバックループが成立することで完成する
（Umemura ら, PNAS, 2017）。しかも、この
CLOCK タンパク質の分化に伴う発現が、Dicer
依存的に転写後制御機構によって調節され
ていることを明らかにした（Umemura ら、PNAS, 
2017）。我々は、これらの分子機構のみなら
ず、概日時計発生の生理的意義についても新
たな知見を見出した。驚くべきことに、概日
時計形成前のマウス胎児では、母体の概日リ
ズムが胎児に伝播される母子同調がほとん
ど見られず、マウス胎児の概日時計の形成に

伴い母子同調も成立することがわかった
（Umemura ら, PNAS, 2017）。これらの結果は、
胎児の概日リズム制御系が、まず細胞自律的
な概日時計形成を軸に構築され、自律発振の
開始に伴って他の細胞機能制御系や環境周
期にドライブされる代謝ネットワークとの
カップリングが成立していくという、「概日
リズム制御系の機能発生プログラム」が存在
することを強く示唆するものである。 
 
概日時計の発生については 1980 年代後半
から生理学的研究が重ねられ、出生直前のげ
っ歯類胎児では概日リズムの母子同調があ
ること、母親の概日時計が胎児の概日時計発
生に必ずしも必要ではないこと、しかし母親
の概日リズム障害が胎児の発育に影響があ
ること、などが国内外の研究者によって報告
されてきた。一方で、概日時計発生の分子メ
カニズムについては、我々がマウス ES 細胞
の in vitro 分化誘導系を開発し解析を進め
るまで全く未解明のままであった。我々のグ
ループは、概日時計の発生が細胞分化とリン
クすることを世界で初めて明らかにし、概日
時計の発生研究に大きな展開をもたらした。
近年は、我々の成果をもとに幹細胞と概日時
計の関連等に着目した研究が増えてきてい
るが、分子機構を基盤とした概日リズム制御
系の機能発生学を目指した研究は世界的に
見てもほとんどなく、本研究は我々の先駆者
としてのアドバンテージを示したものとな
っている。 
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13. 八木田和弘．概日時計の根本原理から紐
解く疾患理解．第２３回日本時間生物学
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14. 八 木 田 和 弘 ． Circadian clock and 
cancer: molecular mechanism of 
circadian clock disruption in in vivo 
reprograming induced mouse Wilms Tumor 
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