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研究成果の概要（和文）：哺乳類概日時計は、発生過程で細胞分化が進むまでリズムを刻まないような仕組みが
備わっている。本研究では、マウスＥＳ細胞のin vitro分化過程におけるクロマチン解析から、分化誘導後3週
間にわたってステージ特異的なクロマチンリモデリングが観察された。さらに、概日リズム形成に必要な
CLOCK/BMAL1タンパク質が発生初期に機能すると、ステージ特異的なクロマチンリモデリングに干渉することが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In mammals, the emergence of circadian rhythm is strictly suppressed during 
early developmental stages as well as in pluripotent stem cells. In this study, we analyzed the 
chromatin accessibilities of mouse ES cells during in vitro differentiation. We found that the early
 expression of functional CLOCK, which is post-transcriptionally repressed in the early 
developmental stages, interferes with stage-specific chromatin remodeling. These findings suggest 
the importance of the late emergence of circadian clock during ontogenesis in mammals.

研究分野：時間生物学

キーワード： 概日リズム　概日時計　クロマチンアクセシビリティ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類では全身のほとんどの細胞で概日リズムが観察されるが、ES細胞や胎生10日目までのマウス胎仔では概日
リズムが形成されておらず、細胞分化の進行によって時計遺伝子の発現概日リズムが細胞自律的に出現する。本
研究の結果は、発生過程で細胞分化が進むまでリズムを刻まないよう厳密に制御されていることの重要性を支持
するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

地球上の多くの生物に備わる概日リズムは明暗サイクルなどの外部環境変化を正確に予

測し生理活動を 24時間周期に適応させている。哺乳類の概日リズム形成分子機構は時計遺

伝子発現の転写翻訳フィードバックループで構成されており、CLOCK と BMAL1 が Per

（Per1, Per2）及び Cry(Cry1, Cry2)の発現を誘導し、その後 PER、CRY タンパク質が

CLOCK/BMAL1複合体を抑制するというサイクルで約 24時間を刻んでいる。哺乳類では

体中のほとんどすべての細胞にこの分子時計が備わっており、線維芽細胞などの培養細胞

でも時計遺伝子の発現に約 24時間周期の振動が観察できる。一方、ES細胞や iPS細胞な

どの多能性幹細胞では概日時計の振動がみられないが、in vitro分化誘導により細胞分化が

十分に進行すると、細胞自律的に時計が形成される。申請者らは、マウス ES細胞で転写因

子 cMycの過剰発現や DNAメチル化酵素(Dnmt1)の欠失株を用いた in vitro分化誘導実験

から、不完全な細胞分化では概日リズムが形成されないことを明らかにし、エピジェネティ

ックプログラムによる遺伝子発現ネットワークの変化が概日時計形成に重要であることを

発見した（Umemura, PNAS, 2014）。さらに、マウス個体発生においても、胎生 10日目で

は概日転写リズムが形成されておらず、これには、ES細胞分化誘導系と共通して Clockの

転写後翻訳抑制が関与していることを明らかにしている（Umemura, PNAS, 2017）。この

ように、ES細胞の分化誘導系と個体発生では共通のメカニズムが概日リズム形成に機能し

ていることが示されたが、概日リズム獲得に関連するエピジェネティック制御機構の全容

解明には至っていない。細胞分化や個体発生過程においてほとんどすべての細胞が獲得す

る概日時計機構と細胞機能発現がどのように関連しているのかという問いについて知見を

得ることは、環境変化をあらかじめ予測し生理機能を最適化する概日時計発振プログラム

の成立や、それが破たんする仕組みの理解につながる重要な課題である。現代の 24時間社

会ではシフトワーク等の急激な環境変化の繰り返しが様々な疾患リスクの上昇につながる

ことが指摘されており、その解決のためには、まず概日時計システム形成の本質的な理解が

不可欠である。 

 

２．研究の目的 

ES細胞の分化誘導による多様な細胞種への分化や異なる細胞機能の獲得は、エピジェネ

ティック制御によって細胞内で形成される転写ネットワークの違いに起因する。また、遺伝

子制御部位（エンハンサー）の活性化は一連の遺伝子発現の変化に先行して起こるとされて

いるため、細胞分化に伴うエンハンサーの活性化を比較解析することで、概日時計のリズム

形成と細胞機能の連動を明らかにすることができる。ゲノム DNA は塩基性タンパク質の

ヒストンに巻かれてヌクレオソーム構造をつくっているが、その巻き付きはゲノム全体で

均一ではなく、ヒストンタンパク質が巻き付いていないヌクレオソームフリーの領域（NFR）

が存在し、転写因子の可触性が高い部位である。ヌクレオソームフリーの領域は ATAC-seq

（Assay for Transposase-Accessible Chromatin with high-throughput sequencing）によってクロマ

チンアクセシビリティ（転写因子の可触性が高い部位）として特定することができる。本研

究では、クロマチンアクセシビリティの解析から、細胞分化と共役した概日リズム獲得過程

におけるクロマチンリモデリングの変動を明らかにすることを目的とした。 



 

３．研究の方法 

 我々の研究室で確立した ES 細胞の in vitro 分化誘導による概日リズム評価系は、細胞

分化に伴った概日リズムの形成過程が非常に再現性良く追跡可能であり、明瞭な概日リズ

ム出現には、2 週間以上を要する。この系を用いて、マウス ES 細胞を in vitro 分化誘導

し、ES細胞と分化誘導後 7, 14, 21, 28 日目の細胞を使って ATAC-seq を実施し、概日リ

ズム獲得前後のクロマチンアクセシビリティの変化を解析した。さらに、ドキシサイクリン

誘導性 CLOCK/BMAL1 発現 ES 細胞を用いて、本来 ES 細胞では機能していないはずの

CLOCK/BMAL1 タンパク質を機能させた際のクロマチンアクセシビリティの変化も検討した。 

 

４．研究成果 

 マウス ES 細胞と分化誘導後 7, 14, 21, 28 日目の細胞を使って ATAC-seq を実施し、ク

ロマチンアクセシビリティの解析を行った結果、分化誘導後 7日目には未分化状態の維持

に関わる転写因子として知られる Oct3/4、Nanog、Sox2 遺伝子周辺のクロマチンアクセシ

ビリティの低下が見られ、RNA 発現量の低下と一致していた。それぞれの細胞分化過程にお

いてクロマチンアクセシビリティの変化がみられたゲノム部位を抽出し比較したところ、

ES 細胞から分化誘導後 7日目では 9888、7～14 日目では 7410，14～21 日目では 1300 か所

が同定され、クロマチンアクセシビリティは細胞分化過程においてゲノムワイドにダイナ

ミックな変化を示していた。明瞭な概日リズムが出現する分化誘導後 21 日目以降のクロマ

チンアクセシビリティの変化はほとんど見られなかった。分化誘導後 7 日目でクロマチン

アクセシビリティが減少した部位では、Oct3/4、Sox2 の結合サイトが濃縮しており、また

増加した部位では中胚葉系譜への分化に重要な転写因子の濃縮がみられるなど、クロマチ

ンアクセシビリティの増減した部位のシーケンスモチーフ解析からは、ステージ特異的な

転写因子の活性化が示唆された。さらに、ドキシサイクリン誘導性 CLOCK/BMAL1 発現 ES細

胞を用いて、ES 細胞では発現していない CLOCK タンパク質を発現させて分化誘導を行った

結果と比較すると、分化誘導後 7日目では約 49％、14日目では約 24％、21日目では約 26％

の部位で、クロマチンアクセシビリティ変動量の有意な減少がみられた。これらの結果は、

細胞分化過程において本来機能していない CLOCK タンパク質が早期に機能すると、ステー

ジ特異的なクロマチンリモデリングに干渉することを示しており、哺乳類において、細胞分

化が十分に進行するまで遅れて概日リズムが形成されることの重要性が示唆された。 
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