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研究成果の概要（和文）： 

概日リズムとは、睡眠/覚醒やホルモン分泌といった生命現象に観察される約 24 時間周期の

変動であり、生物に内在する分子時計により形成される。分子時計は一連の時計蛋白質により

構成され、細胞自律的に制御されている。本研究の目的は、主要な時計蛋白質の一つである

BMAL1 によるヌクレオソーム形成・維持の分子メカニズムに注目し解析を行った。本研究は、（1）

分子時計標的遺伝子のプロモーターへのヒストンH3.3が日周期的にDepositionされること、（2）

この周期的なH3.3のDepositionがBmal1を機能抑制した細胞において阻害されることを見出した。

これらの知見は、BMAL1 がヒストンH3.3の Depositionの日周性形成に寄与することを示唆してい

る。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

Circadian clocks constitute ubiquitous processes that regulate various biochemical and 

physiological events occurring with a 24 hour periodicity. Dysfunction of these circadian 

rhythms can be the cause of a variety of diseases. The exact timing of this rhythm is 

established in cell-autonomous molecular clocks, and in mammals, the transcription 

factors, BMAL1, is an essential regulator of molecular clock. This study provides several 

lines of evidence indicating that BMAL1 may have important roles in dynamic changes of 

deposition of the specific histone, namely histone H3.3. 
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１．研究開始当初の背景 

真核細胞は、DNA 高次構造であるクロマチン

を有し遺伝情報を安定に維持することで、細胞

機能を健全に調節している。クロマチンはコア

ヒストン(H2A, H2B, H3, H4)各2分子と約147bp

のDNAから構成されるヌクレオソームを基本単

位とする。コアヒストンをヌクレオソームに組

みいれる過程は Deposition とよばれ、ヒスト

ンシャペロンにより調節される。近年、細胞死

制御因子 DAXX は転写制御に関与するヒストン

H3.3 に特異的なヒストンシャペロンとして機

能することが複数のグループから報告されてい

る。一方で、申請者は質量分析法を用いたス

クリーニングにより DAXX を新規の時計蛋白

質BMAL1結合因子として同定してきた。また、

自身の生化学的解析の結果からBMAL1がDAXX

の機能調節を介して Deposition を制御する

という着想に至った。 

  
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、時計蛋白質 BMAL1 による新

規ヒストンシャペロンDAXX の Deposition 制御

に注目し「時計蛋白質によるヌクレオソーム機

能調節」の分子メカニズムならび生理学的意義

を解明することである。 

 

 

３．研究の方法 

（１）細胞培養と遺伝子導入 

マウス繊維芽細胞（MEF）、NIH3T3 細胞、293T

細胞、293gag 細胞は 10％のウシ胎児血清を

添 加 し た Dulbecco's modified Eagle's 

medium (Invitrogen)中で培養した。培養細

胞への遺伝子導入には FuGENE HD (Roche)又

はレトロウイルス感染法を用いた。 

 

 

（2）レトロウイルス感染 

培 養 細 胞 へ の 感 染 実 験 は RetroMax 

expression system (IMGENEX, San Diego, CA)

を用いて参考文献に従って行った。pCLNCX レ

トロウイルスベクター (7μg)とエンベロー

プベクターpMD.G/vsv-g (3μg)を 293gag 細

胞に遺伝子導入しレトロウイルスを産生さ

せた。レトロウイルスを含む培地を回収し、

ポリブレン存在下で目的細胞にレトロウイ

ルスを感染させた。 

 

（3）共免疫沈降 

phosphate-buffered saline (PBS)で培養細

胞を洗い、Binding buffer (150 mM NaCl, 1 

mM EDTA, 0.5 % Nonidet P-40, 1 mM EGTA, 5 % 

glycerol 20 mM Tris-HCl pH 7.4 protease 

inhibitor mixture tablet)で細胞を回収し

10 分間 15, 000 x g で遠心した。遠心後、

上清を回収し 15 μl の protein G-agarose 

beads (Amersham Biosciences)を加え 1時間 

4 ℃で穏やかに混和した。再び 1分間 3000 x 

g で遠心した後に上清を回収し、Flag 抗体と

20 μlの protein G-agarose bead.を加え12 

時間 4 ℃で穏やかに混和した。その後、

Binding buffer で 3 回 protein G-agarose 

beads を洗い、SDS sample buffer を加え

100 ℃で 5分間サンプルを加熱した。サンプ

ルをウエスタンブロッティング法を用いて

解析した。 

 

（４）レポーター遺伝子安定発現培養細胞株

の樹立とリアルタイムルシフェラーゼ解析 

線 形 化 し た mPER2 promoter 

(1.8kb)-luciferase-pGL3basic 7ug と

pcDNA3.1 1ugを哺乳動物培養細胞に遺伝子導

入し、ゲノムにレポーター遺伝子が組み込ま

れた培養細胞を複数クローン得た。これらの



クローンの中から luciferase 活性の高いク

ローンを選択し、実験に用いた。 

 

（5）その他の分子生物学・生化学的解析 

 ウエスタンブロッティング, クロマチン

免疫沈降法, In vitor ヌクレオソーム解析

は参考文献にしたがって行った。(Nakahata Y 

et al Cell 2008, Lewis PW et al. PNAS 2010) 

  

 

４．研究成果 

ヌクレオソームを構成するコアヒストン

(H2A, H2B, H3, H4)には様々なバリアントが存

在し、バリアントの組み合わせを変えることに

より多様な細胞機能を制御している。特に、ヒ

ストンH3のバリアントであるH3.3は転写の活

性化と相関するが、DAXXはヒストンH3.3に特

異的なヒストンシャペロンとして機能する。 

本研究は、時計遺伝子レポーター発現培養

細胞を用いたリアルタイムルシフェラーゼ

解析より、siRNA によりヒストン H3.3 を機能

阻害すると培養細胞の分子時計に依存した遺

伝子発現が顕著に抑制されることを見出した

（図1A）。また、研究代表者は、クロマチン沈

降法を用いて、分子時計の標的遺伝子のプロモ

ーター上に時間依存的にヒストン H3.3 が

Depositionされることを見出している（図1B）。 

さらに本研究は、分子時計標的遺伝子のプロ

モーターへのヒストンH3.3のDepositionの

周期性がBMAL1を機能阻害した細胞内ではコ

ントロール細胞に比較して抑制されること

を見出した。 

 生化学的な解析を用いた自身の先行研究

により、BMAL1 が DAXXのヒストン Deposition

活性を促進することを見出していることか

ら、本研究の成果は、時計蛋白質BMAL1がDAXX

による Deposition 能を調節することで、時計

標的遺伝子のプロモーターへのヒストン H3.3

の Deposition に周期性を与えること、またこ

の周期的なヒストンH3.3のDepositionが分子

時計調節に寄与することを示唆している。 

 

上記の成果に加えて、本研究は、ストレス

応答性JNKシグナル経路の主要構成因子であ

るキナーゼ JNKが BMAL1 に結合しリン酸化す

ることを見出した。JNK は物理化学的ストレ

ス刺激に応答した MKK7 により活性化され、

細胞死や分化などの様々な細胞機能を制御

する。特に、本研究では、JNKによる BMAL1

のリン酸化には、MKK7 によるリン酸化を介し

たJNKの活性化が必要であることを支持する

知見を得ている。興味深いことに、JNK がク

ロマチンリモデリング制御因子であること

が近年報告されている（Tiwari VK et al. Nat. 

Genet. 2011）。この背景より、今後の研究は、

BMAL1 による DAXX の Deposition 制御における

JNK の役割に注目し「時計蛋白質によるヌクレ

オソーム機能調節」の分子メカニズムを深索し

ていく予定である。 
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