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研究成果の概要：生物時計の組織特異的概日リズム発振機構の分子機構を明らかにするため、

C6 細胞を末梢時計モデルとして用い、組織特異的概日振動遺伝子および振動タンパクを検出し

た。Gene chips により約 300 の特異的振動遺伝子を、2D-DIGEにより数十個の振動タンパクを

認めた。転写の振動を伴わない、タンパクリン酸化による概日振動を示すものもあった。タン

パクリン酸化は細胞機能に関与し、その概日リズムを知ることは、細胞のリズム発振機構解明

に意義深い 
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１．研究開始当初の背景 

ほ乳類における概日時計の中枢は視床下部

の視交叉上核に存在し、約 24 時間周期の振

動を時計遺伝子とそれがコードする時計関

連タンパクによるフィードバックループに

よって生み出している。この概日時計のシス

テムは末梢組織にも保存され、現在では、ほ

とんどの末梢組織の細胞が概日リズムを作

り出すことが出来ることが明らかになって

いる。このような末梢組織での概日時計の意

義については、遺伝子発現解析による概日振

動分子の機能から推し量られている。しかし、

実際に細胞機能をになうタンパクについて

は概日時計との関連について解析がほとん

ど行われておらず、末梢時計の意義について

は明確になっていない。このような機能を明

らかにするためにはタンパク分子に標的を

あて、細胞系のモデルを用いて検討すること

が、最も迅速な方法であると考えられる。申

請者らは株化 C6 グリオーマ細胞が、刺激後
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安定して 1週間あるいはそれ以上持続する振

動を有することを見いだした（Fujioka et al. 

BBRC 2006）。C6細胞には SCN や株化線維芽細

胞で明らかにされた時計遺伝子ならびに時

計関連遺伝子が発現し、振動の位相は視交叉

上核や線維芽細胞で見られるのものと一致

していた。C6 細胞には視交叉上核と同様のリ

ズム発振の分子機構が存在していると考え

られる。C6細胞は単一な細胞から構成されて

おり、また分子機構を検証する上で必要な遺

伝子導入が容易である、一週間以上概日リズ

ムが継続する、といった利点があり、生物時

計の組織特異的概日リズム発振機構の分子

機構を明らかにするための新たなツールと

して用いることが出来る。 

 

２．研究の目的 

長期間にわたって安定した概日リズムを示

す C6 細胞をモデルとして末梢組織における

概日リズムの意義を解明したいと考えてい

る。細胞機能に対して、概日リズムが及ぼす

影響を探索する。そのために組織特異的な概

日振動の転写調節機構を明らかにし、さらに

タンパクの発現量、リン酸化、ユビキチン化、

分解などの翻訳後に生じるタンパクの概日

リズムがどのようにして概日時計によって

制御されるかについて検討を加えたい。概日

振動をもって発現するタンパクやタンパク

修飾に着目して、体内時計がいかにして細胞

機能を修飾するのかについての検討を行う。 

 

３．研究の方法 

(1)C6 細胞特異的概日振動遺伝子の検出 

Affimetrix社 Gene chipを用いて振動遺伝子

を検出、視交叉上核や肝の振動遺伝子との比

較をを行い、C6細胞特異的概日振動遺伝子を

選択した。 

 

(2) C6細胞中に発現する振動タンパクを明ら

かにする 

Dex刺激後、経時的に C6細胞可溶性タンパク

を抽出し、reference を Cy3、target を Cy5

で染色した 2D-DIGEを行い、振動するタンパ

クを検出する。ついで MALDI-TOF/MS 法によ

る質量解析を行い、振動タンパクを同定する。 

Blotting を行い振動を確認する。またこれら

のタンパクの振動が転写の振動により形成

されているかどうかについて real time PCR

により検討する。 

(3) 転写の振動によらないタンパクリン酸

化の振動を網羅的に検討する 

タンパクの活性はリン酸化と脱リン酸化に

よって調節されているものもある。この様な

活性化と不活性化のリズムをみるために、タ

ンパクリン酸化の変動を二次元電気泳動で

検出する。リン酸化タンパクの検出には次の

2 つの方法を用いた。 

①ProQ-Diamond によるリン酸化タンパク特

異的染色： C6 細胞より抽出した可溶性タン

パクを二次元電気泳動する。泳動後、リン酸

化タンパク検出のために ProQ-Diamond、全タ

ンパクに対して SYPRO Ruby でゲルを染色し、

typhoon で画像情報を得る。経時的に採取サ

ンプル像を比較することによりリン酸化、脱

リン酸化の振動を示すタンパクを検出、

MALDI-TOF/MS 法による質量解析を行い、振動

タンパクを同定する。 

②Phosphatase処理によるリン酸化タンパク

の検出：経時的に末梢組織あるいはC6 細胞よ

り 抽 出 し た 可 溶 性 タ ン パ ク の 半 量 を

Phosphatase 処理し、Cy3でラベル。残りの未

処理のタンパクはCy5 でラベルする。両者を

混合後2 次元電気泳動し、typhoonで画像情報

を得る。Cy5 の色調を強くとるスポットはリ

ン酸化タンパクであるとことがわかる。この

ようにして一枚のゲル上で比較することによ

りリン酸化によるわずかなスポットのずれも

検出可能となり、リン酸化タンパクが高い精

度で検出可能となる。 

 

(4)免疫沈降による振動タンパク関連タンパ

クの検出 

振動を確認したタンパクについて免疫沈降

を行い、二次元泳動する。検出されたスポッ

トの同定を MALDI-TOF/MS 法で行い、振動タ

ンパクの細胞内における機能を考察する。 

 

４．研究成果 

(1) 組織特異的概日振動遺伝子の転写調節機

構 

gene chipを用いた解析からC6細胞特異的に

振動する遺伝子を300以上も見つけた。それら

の一つにTgf-aがある。Tgf-aは、Dex投与後C6

細胞では、リズミックな発現を示した。一方

rat1細胞ではリズムを示さなかった(図1)。し

たがってTgf-aはC6細胞特異的振動遺伝子の

一つと考えられる。Tgf-aはSCNでは神経細胞

ではなくアストログリアに発現する。C6細胞
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図 4 ProQ Diamond 染色により検出された 

リン酸化タンパク 
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図 3 Dex刺激後、EF2のリン酸化に 

概日リズムを認めた 

はグリオーマ細胞であり興味深い。TGF-aタン

パクは、マスキング反応との関係が示唆され

ている。マスキングの分子機構は不明であり

、細胞特異的に発現しているC6細胞を用いる

ことにより、マスキングに関連したTgf-a誘導

機構など、分子事象の解明をさらにすすめて

いる。 

 

(2)C6細胞中に発現する振動タンパク 

二次元泳動によるプロテオーム解析の結果、

数十個の振動タンパクが認められた。それら

の振動タンパクの一つにEF2がある。EF2は2D 

DIGEでは塩基性側（右）から酸性側（左）に

連続するスポットとして認められた。Dex刺激

後28時間(Cy5標識：赤)では塩基性側に、16

時間(Cy3標識：緑)で酸性側に強く発現してい

るのがわかる（図2）。このような酸性側への

スポットのシフトはタンパク(EF2)のリン酸

化による場合が多い。すなわちEF2リン酸化の

振動が示唆されるので、リン酸化EF2のSDS 

PAGEを行った。刺激後8〜12時間および32時間 

で高いリン酸化EF2の発現をみた(図3)。一方

EF2には発現量の振動を認めなかった。また

EF2 のmRNA 発現レベルにも概日リズムはな

かった。EF2はペプチド伸長に重要な役割を持

つタンパクで、リン酸化により不活性化する

ことが知られている。EF2のリン酸化-脱リン

酸化は、転写によらないタンパク発現の制御

に関係している可能性があり、興味深い。さ

らにリン酸化EF2振動機構を明らかにするた

め、リン酸化EF2による免疫沈降を行い、関係

するタンパクおよびシグナル伝達機構につい

て解明しつつある。 

 

(3) 転写の振動によらないタンパクリン酸化

の振動 

時計関連タンパクによって作られるフィード

バックループでは、タンパクの核内移行時や

タンパク分解の際に、リン酸化脱リン酸化の

サイクルが関与している（M. Gallego et 

al,Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2007）。細

胞におけるシグナル伝達経路の多くも、リン

酸化と脱リン酸化によって活性調節を受ける。

このように転写のリズムに依らない、細胞の

機能に直接関与するタンパクの発現量やリン

酸化、脱リン酸化の概日リズムを知ることは、

細胞におけるリズム発振機構を解明する上で

意義深い。Dex刺激後、経時的に採取したサン

プルをホスファターゼ処理あるいはリン酸化

タンパク特異的染色(ProQ-Diamond)によりリ

ン酸化タンパクを検出、リン酸化の振動を検

出した（図4）。Dex刺激後、40時間と52時間

ではリン酸化タンパクの発現に明らかな差を

生じるものがいくつも認められた（矢印）。

振動をしめすリン酸化タンパクを網羅的に明

らかにするにはプロテオーム解析が有用であ

る。MALDI-TOF/MS法でタンパクを同定し、末

梢組織におけるリズム発振機構とシグナル伝

達機構を機能するタンパクレベルで明らかに

しつつある。 

 

 

 

図 2 EF2二次元電気泳動像 

Dex投与後 16時間 Cy3(green), 28 時間：Cy5(red) 

                 

図 1 Dex 刺激後の C6 細胞（左）、rat1 細胞

（右）における Per2,Tgf-aの発現 
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