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研究成果の概要（和文）：代表的な DNA結合モチーフである C2H2型ジンクフィンガーモチー
フを用いて、時計遺伝子プロモーターに選択的に作用する人工転写因子をデザインした。これ

により、遺伝子発現リズムを制御することに成功した。また、本来は振動発現しない遺伝子に

もリズミックな遺伝子発現を誘起しうる人工タンパク質をデザインすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：An artificial zinc finger transcription factor targeting a core clock 
gene was designed and it successfully changed the circadian time. A simple system to 
manipulate gene expression patterns to be circadian was also constructed using a zinc 
finger motif. These artificial proteins would be useful for elucidating the mechanism of 
rhythmic gene expression and for manipulating gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
１日約 24 時間というサーカディアンリズム
は、各細胞に存在する。リズムを司る「時計
遺伝子」は、それら自身が周期的な発現パタ
ーンを示し、また時計タンパク質の制御を受
ける様々な遺伝子もリズミックに発現する
ことが知られている。近年、真核生物におい
て、概日時計を司る時計遺伝子の同定が進展
し、その振動発現のメカニズムの解明が精力
的に進められてきた。また、周期的遺伝子発
現に関する理論モデルも提唱されてきた。一
方、実際に細胞内で人工的にリズムを生み出

したり、遺伝子発現リズムを制御するという
試みはほとんど無かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝子配列選択的に作用する人
工 DNA 結合タンパク質および人工転写因子
をデザインすることによって、（１）細胞の
時計システムに遺伝子配列選択的に人為的
な摂動を与え、また、（２）本来は振動発現
しない遺伝子に対してもリズミックな遺伝
子発現を誘起することを目的とした。さらに、
これにより、リズミックに振動する時計シス
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テムの制御メカニズムに関する知見が得ら
れることを期待した。 
 
３．研究の方法 
（１）代表的な DNA 結合モチーフとして知ら
れる C2H2 型亜鉛フィンガーは、「各フィンガ
ーあたり３塩基を認識し、複数フィンガーが
連結した状態で連続する DNA 配列に単量体で
結合する」という、特徴的な DNA 結合様式を
有する。この性質を利用して、様々な３塩基
に結合するフィンガー同士を連結すること
により、目的の DNA 配列に選択的に結合でき
る人工 DNA 結合タンパク質のデザインが可能
になってきている。本研究では、これを利用
し、時計遺伝子 period1(Per1)プロモーター
に存在するグルココルチコイド応答配列
(GRE)に選択的に作用する人工転写因子を作
製し、細胞時計のリセット、すなわち、時計
遺伝子発現リズムの位相シフトの誘起を試
みた。	
 
	
 標的 DNA 配列としては、Per1	
 GRE への特異
性を期待し、GRE とその周辺配列を含む１８
塩基対を選んだ。対応する６つのジンクフィ
ンガーモチーフを組み合わせた ZF(GRE)を作
製し、まず、大腸菌発現系から精製した
ZF(GRE)を用いて、その DNA 結合親和性と選
択性とをゲルシフト法により調べた。ゲルシ
フトアッセイには、Per1	
 GRE をはじめ、様々
な遺伝子プロモーター中の GRE 含有配列をも
つ蛍光標識二本鎖 DNA フラグメントを用いた。
また、ZF(GRE)をマウス繊維芽細胞 NIH3T3 に
発現させ、クロマチン免疫沈降法によってゲ
ノム中の標的領域への選択性を調べた。	
 
	
 さらに、この人工転写因子の活性（蓄積量）
をリガンド添加によってスイッチするため
に、Destabilizing	
 domain	
 (DD)を融合した
人工転写因子 DD-ZF-AD をデザインし、細胞
内で発現させた。リガンド添加による
DD-ZF-AD の蓄積量の変化は、ウエスタンブロ
ット法により調べた。さらに、リアルタイム
PCR 法によって、リガンド添加による
DD-ZF-AD の転写活性化能および標的遺伝子
選択性を調べた。	
 
	
 DD-ZF-AD の時計遺伝子発現リズムへの影
響は、時計遺伝子プロモーター駆動性のルシ
フェラーゼ遺伝子をコードしたレポーター
ベクターを用い、ルシフェラーゼ活性のリア
ルタイムモニタリングによって評価した。	
 
（２）任意の遺伝子にリズミックな発現を誘
起できるシステムの構築を目指して、ジンク
フィンガードメインと時計タンパク質
（BMAL1 もしくは CLOCK）との融合タンパク
質、Zif-BMAL、Zif-CLOCK をデザインした。
モデル系として、ジンクフィンガードメイン
には、転写因子 Zif268 由来のジンクフィン
ガーを用いた。	
 
	
 まず、この融合タンパク質の転写機能を調

べるため、レポーターアッセイを行った。レ
ポーター遺伝子としてはルシフェラーゼ遺
伝子の制御プロモーター中にジンクフィン
ガー結合配列を挿入したものを作製した。発
現ベクター、レポーターベクターを NIH3T3
細胞へトランスフェクションし、インキュベ
ート後の細胞を溶解してルシフェラーゼ活
性を測定した。	
 
	
 さらに、遺伝子発現リズムへの効果を調べ
る為に、ルシフェラーゼ遺伝子の制御領域に
SV40 プロモーターおよびジンクフィンガー
結合配列を挿入した、ZBS-luc を作製した。
コントロールとして、ジンクフィンガー結合
配列に変異を導入した mtZBS-luc、および、
ジンクフィンガー結合配列を欠損させた、
noZBS-luc を作製した。発現ベクターとレポ
ーターベクターを NIH3T3 細胞へトランスフ
ェクションし、フォルスコリンを添加後、ル
シフェラーゼ活性をリアルタイムでモニタ
リングした。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）ゲルシフトアッセイの結果、作製した
ZF(GRE)は高い結合親和性と選択性で標的と
する Per1	
 GRE	
 配列へ結合することが明らか
になった。また、クロマチン免疫沈降の結果
から、クロマチン状態であっても、ZF(GRE)
は標的領域へ高い選択性で結合しているこ
とが確認できた。内在のグルココルチコイド
レセプターがゲノム中の膨大な遺伝子プロ
モーターの GRE へ作用してしまうのに対して、
デザインしたジンクフィンガーは、高い選択
性で Per1	
 GRE のみに結合できることが示唆
された。	
 
	
 人工転写因子 DD-ZF-AD に対するリガンド
添加の効果に関しては、ウエスタンブロット
の結果、リガンド非添加時には蓄積がほとん
どみられないが、リガンド添加によって、
DD-ZF-AD が核内に蓄積することが明らかに
なった。また、リアルタイム PCR の結果、リ
ガンド添加によって、period1 遺伝子の転写
が上昇する一方で、グルココルチコイド応答
性の他の遺伝子の発現には影響を与えない
ことが明らかになった。すなわち、DD-ZF-AD
の機能がリガンドによってスイッチできる
ことが明らかになった。	
 
	
 時計遺伝子発現リズムへの影響を調べた
結果、DD-ZF-AD 発現細胞では、リガンド添加
によって、Per1、Per2、Bmal1 プロモーター
駆動ルシフェラーゼレポーター遺伝子にリ
ズミックな発現が誘起された。この結果は、
DD-ZF-AD の作用によって、細胞の時計システ
ムのリセットが誘起された可能性を示唆し
ている。このことを確かめるために、リガン
ド添加のタイミング依存的に発現リズムに
おける位相シフトが見られるかどうかを検
証した。そのために、DD-ZF-AD の安定発現株



を構築し、その細胞へ Per2 駆動ルシフェラ
ーゼレポーターベクターをトランスフェク
ションし、異なる位相において、リガンドを
添加した。その結果、リガンド添加のタイミ
ング依存的に、位相の前進もしくは後退がみ
とめられた。この結果は、period1 遺伝子が
リズムの調節にとって重要な役割を果たし
うることを示している。	
 
	
 これまで、細胞時計のリセットにはフォル
スコリンやデキサメタゾンなどの化合物が
用いられてきたが、これらは様々な遺伝子に
影響を与えてしまう。高い選択性で時計遺伝
子ネットワークに直接作用できるこの人工
転写因子は、時間治療の新しい手段として、
またリズミックな発現メカニズムを解明す
るためのプロモーター解析ツールとしての
有用性が期待される。	
 
（２）時計遺伝子の周期的な調節を担う時計
タンパク質には、E-box 配列に結合し転写を
活性化する活性化因子として BMAL1／CLOCK
ヘテロダイマー、およびこれらの抑制因子と
して PER や CRY などが知られている。本研究
では、活性化因子が E-box 配列のみならず、
様々な標的配列へ近づくことができれば、周
期的に抑制因子による制御がかかり、結果と
して、リズミックな遺伝子発現が生じるので
はないかと考え、Zif-BMAL、Zif-CLOCK をデ
ザインした。	
 
	
 ジンクフィンガー結合配列を有するレポ
ーターを用いたルシフェラーゼレポーター
アッセイの結果、Zif-BMAL は CLOCK 依存的に
レポーター遺伝子の転写を活性化し、CRY に
よってその活性が抑制されることが確認で
きた。また同様に、Zif-CLOCK は BMAL 依存的
に転写を活性化し、CRY によってその活性が
抑制されることが明らかになった。すなわち、
BMAL1 と CLOCK	
 が E-box 配列に直接結合して
いない状態であっても、ジンクフィンガー領
域を介して標的プロモーター配列近傍でヘ
テロダイマーが形成され、その機能を発揮で
きることが示唆された。	
 
	
 さらに、レポーター遺伝子の発現をリアル
タイムでモニタリングした結果、Zif-BMAL も
しくは Zif-CLOCK のどちらを発現させた細胞
においても、プロモーター領域にジンクフィ
ンガーの結合配列を有する場合にのみ、約２
４時間周期のリズミックな遺伝子発現が誘
起された。	
 
	
 これらの結果は、時計タンパク質が直接
DNA に結合していなくても、リズミックな遺
伝子発現を誘起できることを示した初めて
の例であり、また、任意の遺伝子をリズミッ
クに発現させることができる可能性を示唆
している。	
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