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研究成果の概要：唾液腺細胞(HSG)において末梢時計機構が存在しており、様々な遺伝子の概

日リズム調節の中心をなす時計遺伝子 Bmal1 遺伝子は転写レベルにおいて概日リズム調節さ

れていることが判明した。この Bmal1 遺伝子の転写調節は、時計遺伝子特異的なクロマチン

構造をしているのみならず、唾液腺細胞(HSG)に特異的な転写調節機構を持っており、これに

より様々な唾液腺特異的な生物リズム調節を行っていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、中枢および末梢組織における時計遺伝
子のフィードバックループによる転写調節
機構の報告は数多くあるが、転写調節因子に
関しての報告がほとんどである。またクロマ
チン構造に関してもヒストンタンパクの修
飾の関与の報告があるのみである。これまで、
転写調節においては転写調節因子も重要で
あるが、それにもましてその調節因子がいか
にして標的となる遺伝子上の配列に結合す
るかという事が最も重要であるということ
を、グロビン遺伝子等をモデルにして証明し
て き た （ Nucl. Acids Res., (2001) 29, 

3448-3457, Y. Onishi and R. Kiyama; Gene, 
(2002) 294, 279-290, X-M. Li, Y. Onishi, 
K. Kuwabara, J-Y. Rho, Y. Wada-Kiyama, Y. 
Sakuma and R. Kiyama 等）。さらに転写調節
に重要なクロマチン構造は、ヌクレオソーム
単位を基本とした in vivo におけるクロマチ
ン構造の動態を明らかにすることによって
初めて明らかとなることを見いだした(J. 
Biol. Chem., (2003) 278, 8163-8171, Y. 
Onishi and R. Kiyama)。さらにこのクロマ
チン構造変化を検出するためのツールとし
て、モノクローナル抗体を作成し（抗 DNAモ
ノクローナル抗体及びその産生ハイブリド
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ーマ（特願 2002-201064）大西芳秋；ヒスト
ン H3及び H4リンカー領域を認識するモノク
ローナル抗体及びその産生ハイブリドーマ 
（特願 2003-277250 ）大西芳秋）その有用性
について既に報告している(Hybridoma and 
Hybridomics, (2004) 23, 311-317, Y. Onishi, 
M. Kato and Y. Hanyu)。 
一方、これまで主に解析されている末梢組織
も肝臓等の組織が中心であり、唾液線に関し
てはほとんど報告されていない。 
 

２．研究の目的 

睡眠覚醒といった生物行動や内的生理現象
（体温、ホルモン分泌、神経活動）は、概日
リズムといわれる約 24 時間周期の活動リズ
ムを示す。この 24 時間リズムを支配するマ
スター時計は、脳内視床下部の視交叉上核
(SCN)に存在しており、時計遺伝子によるフ
ィードバックループにより調節されている。
末梢組織においては、このマスター時計の支
配下のもと末梢組織自身も 24 時間リズムを
刻んでいる（末梢時計）。この体内時計は医
療と密接に関連しており、生体リズムの障害
として睡眠相後退症候群、睡眠相前進症候群、
非 24 時間睡眠症候群、躁うつ病などを発症
し、また小児自閉症、精神分裂病、老年性痴
呆症は生体リズムの異常を一症状としてい
る。また最近になり患者の管理や治療に生体
リズムの概念を応用する事により、予後に改
善が見られる等の報告がなされており、歯科
医療現場においても非常に重要なテーマで
あると考えられる。唾液は生体より非侵襲的
に採取でき、血液中で観察されるナトリウム、
カリウム、リン酸塩といった電解質やコルチ
コステロイド等の 24 時間周期の変動が同様
に唾液中においても観察される事が知られ
ている。これは唾液が生体時計をモニターす
る上で有用な試料となりうる事を示唆して
いる。事実、クッシング症候群の診断を唾液
中コルチゾルのリズム変動を用いて行うこ
とも試みられている。 

一方唾液を産生する唾液腺細胞は、EGF、NGF、
FGF、TGFといった増殖因子や CSFといったサ
イトカイン産生しており、これら増殖因子や
サイトカインの発現は他の組織において既
に概日リズムを持って調節されている事が
報告されており、唾液腺細胞においても末梢
時計によりこれらの因子の発現調節が行わ
れている可能性があると推察される。 

唾液腺細胞において末梢体内時計機構が存
在していることを証明し、さらにその調節機
構を解明する事により、唾液による生体リズ
ム測定の有用性が科学的に実証され、これら
を応用する事が可能となる。さらにこれらの
知見を歯科も含めたその他臨床に応用する
事は、歯科医療ならびに臨床検査上非常に重
要であると考えられる。 

上述のごとく唾液腺細胞内に末梢時計機構
が存在している事が示唆されているものの、
その存在は明らかにされていない。そこで唾
液腺細胞内に末梢時計が存在する事を明ら
かにするとともに、その末梢時計機構の解析
を行う。これまでのところ中枢時計、末梢時
計に係わらず基本的な分子メカニズムは、ポ
ジティブ及びネガティブのフィードバック
ループにより調節される事が報告されてい
る(Nat. Genet., (2005) 37, 187-192, H.R. 
Ueda, et al.)。このフィードバックループ
による転写調節にはクロマチンのリモデリ
ングを伴うことが中枢 (Nat. Neurosci., 
(2000) 3, 1241-1247, C. Crosio, et al.)
ならびに末梢(Nature, (2003) 421, 177-182, 
J. P. Etchegaray, et al.; J. Biol. Chem., 
(2004) 279, 7091-7097, A. M. Curtis, et 
al.; Mol. Cell. Biol., (2004) 24, 
6278-6287, Y. Naruse, et al.)において報
告されているが、その時の詳しいクロマチン
構造の動態についてまでは明らかとなって
いない。Per、Cry、Bmal1、Clock といった時
計遺伝子は複数の転写開始点を持ちプロモ
ーターに TATA box を持っていない。また時
計遺伝子は、約 24 時間周期で正確に転写調
節を行っていることより、時計遺伝子特異的
なクロマチン構造が存在し他の一般的な遺
伝子と異なる機構により転写調節されてい
るのではないかと推察される。本研究におい
ては、体内時計における転写調節機構を明ら
かにするにあたり、転写調節因子そのもので
はなくクロマチン構造の動態に焦点を当て
解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 培養細胞において生物リズムを観察す
るためには、まずはじめに培養ディッシュに
コンフルエントになるまで培養した後、血清
を含まない培養液に置換し培養を続ける。こ
れにより細胞周期を停止させ個々の細胞内
でバラバラに働いている末梢時計機構をリ
セットする。無血清の状態で２４時間培養し
た後、高濃度血清(50%)により細胞を刺激す
ることにより末梢時計を働かせる。また
NIH3T3 細胞等では、高濃度血清の代わりにグ
ルココルチコイド(デキサメサゾン)による刺
激がよく行われている。そこで唾液腺細胞
(HSG)を用いて上述のような生物リズムの有
無を確認する。これは、HSG 細胞刺激後、経
時的に mRNA を回収し、リアルタイム RT-PCR
により時計遺伝子（Bmal1 等）の発現につい
て検討する。 

(2) HSG 細胞において観察された時計遺伝子
Bmal1 遺伝子の概日リズム発現が転写レベル
における制御であることの確認とそのメカ
ニズムを検討するために、Bmal1 遺伝子のプ
ロモーター領域の解析を行う。Bmal1 遺伝子



 

 

の概日リズム発現に必要なプロモーター領
域を決定し、このプロモーター領域によって
発現が誘導されるルシフェレースのレポー
ター遺伝子プラスミドを作製する。作製した
レポータープラスミドを HSG 細胞に導入し、
デキサメサゾンによる概日リズム誘導をし
た後、ルシフェリンを含む培養液で培養を行
い、プラスミド内に挿入した Bmal1 遺伝子プ
ロモーターにより転写されたルシフェレー
ス活性をルミノメーター(Kronos, ATTO社製)
でリアルタイムに測定する。これにより唾液
腺細胞(HSG)に転写レベルでの末梢時計機構
が存在するか的確に知ることが可能となる。 

(3)概日リズム発現の解析に汎用されている
NIH3T3細胞を用いた実験より Bmal1遺伝子プ
ロモーター領域のクロマチン構造は非常に
ユニークな構造をしており、Bmal1遺伝子 DNA
は低メチル化状態にあることが示唆された。
そこで、HSG細胞を用いて Bisulufite 法によ
り Bmal1遺伝子プロモーター領域 DNAメチル
化解析を行う。 

(4) HSG 細胞における唾液腺組織特異的クロ
マチン構造を明らかにし、さらにそのクロマ
チン構造が Bmal1遺伝子転写調節機構に与え
る影響を明らかにする事を目的とし、in vivo
における当該領域のクロマチン構造をマイ
クロカコッカルヌクレアーゼ消化による
indirect endlabeling 法により解析を行う。
また概日転写調節に必要と考えられている
RORE 周辺領域に関しては、LM-PCR により詳
細に検討する。 

(5) Bmal1 遺伝子転写調節機構を明らかにす
る目的で、HSG 細胞における Bmal1 遺伝子の
転写調節因子群について RT-PCR解析を行う。 
 

４．研究成果 
(1) 唾液腺細胞(HSG)をグルココルチコイド
刺激する事により Bmal1遺伝子が概日リズム
を持って発現することが RT-PCR により観察
され、HSG 細胞において末梢時計機構が機能
している事が示唆された。これまでのところ
中枢時計、末梢時計に係わらず基本的な分子
メカニズムは同一であり、ポジティブ及びネ
ガティブのフィードバックループにより調
節される事が報告されている。この時計遺伝
子のフィードバックループによる転写調節
は、クロマチンの構造変換を伴った調節機構
であることが末梢組織においても報告され
ており、唾液腺細胞においても同様にクロマ
チン構造の変化を介した転写調節機構であ
る可能性が示唆された。 

(2) Bmal1 遺伝子プロモーター上流約 700bp
に概日リズム転写に必要な調節領域が含ま
れていることが判明した。また本領域により
転写されるルシフェレース遺伝子を持つプ
ラスミドを唾液腺細胞(HSG)に導入し、リア
ルタイムレポーター測定を行ったところ、レ

ポーター遺伝子の概日リズム発現が観察さ
れた。これらの結果は、唾液腺細胞(HSG)に
おける Bmal1遺伝子の概日リズム発現は転写
レベルで調節されており、その調節領域は今
回用いたプロモーター領域中に存在するこ
とを示唆している。さらに本領域中には２つ
の RORE 配列(RORおよび Rev-erb 結合配列)
が存在していることが判明した。 
(3) HSG 細胞においても Bmal1 遺伝子プロモ
ーター領域は低メチル化状態であることが
判明し、NIH3T3 細胞と同様に、ユニークなク
ロマチン構造をとっている可能性が示唆さ
れた。 
(4) HSG 細胞における Bmal1 遺伝子のクロマ
チン構造をマイクロカコッカルヌクレアー
ゼ消化による indirect endlabeling により
解析したところ、NIH3T3 細胞と同様に RORE
周辺領域がオープンなクロマチン構造にな
っていることが示唆された。この様なオープ
ンクロマチン構造は、HeLa 細胞や MCF-7細胞
においても観察されたことより、時計遺伝子
Bmal1 遺伝子に特異的な構造であることが推
察された。また、LM-PCRによる RORE周辺領
域の解析において、周期的なクロマチン構造
の変化が観察されたことより、HSG細胞にお
ける Bmal1遺伝子の概日リズム転写制御には
クロマチン構造を介した調節機構が存在し
ていることが示唆された。 
(5) HSG細胞における Bmal1 遺伝子の転写調
節因子群の発現プロファイルは、NIH3T3 細胞
や肝臓細胞また HeLa細胞や MCF-7 細胞とは
異なっていることが判明した。これらの結果
より、HSG細胞の Bmal1 遺伝子は時計遺伝子
特異的なクロマチン構造をしているのみな
らず、唾液腺細胞(HSG)特異的な転写調節機
構を持っており、これにより唾液腺特異的な
生物リズム調節を行っていることが示唆さ
れた。 
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