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序論 

生理現象にみられるリズム 
 生命現象には様々な周期性が観察され、外界の周期的な変化に惹起されて生じる外因性

のリズムもあるが、生体内に振動を惹起するメカニズムを備え内因性に生じるリズムもあ

る（例えば概日リズム）。時間生物学の用語では、１日を基準としてそれより短い周期のも

のをウルトラディアンリズム（ultradian rhythm）、長い周期のものをインフラディアンリ
ズム（infradian rhythm）、１日周期のものを日周リズム（diurnal rhythm）と呼ぶ。ウル
トラディアンリズムの例としてはニューロンの自律発火リズムが挙げられる。心拍や呼吸、

ヒトの睡眠パターンにもウルトラディアンリズムが見られる。また、体節形成時に見られ

る 2 時間周期の遺伝子の振動も、ウルトラディアンリズムの例である。他方インフラディ
アンリズムには、げっ歯類の性周期に見られる約 4 日の周期をはじめ、月の満ち欠けに対
応した約15日の半月周リズム（semilunar rhythm）や約30日の月周リズム（lunar rhythm）、
鳥の渡りに見られる年周リズム（annual rhythm）などが含まれる。 
 生体に見られるリズム現象のうち、もっとも研究されているのが日周リズムである。日

周リズムのうち、外界からの時刻情報（Zeitgeber）のない状態でも周期性が観察されるよ
うな内在性のリズムを、概日リズム（Circadian rhythm; Circa（約）＋Dien（1日））と呼
ぶ（24±4時間周期と定義される）。概日リズムは植物の葉の開閉、アカパンカビの分生子形
成、シアノバクテリアの窒素固定などに、またゴキブリやコオロギの活動リズム、カイコ

の羽化リズム、ショウジョウバエの活動リズムや羽化リズムに観察できることが知られて

いる｡哺乳類でも概日リズムは観察でき、例えばマウスやラットの行動リズムや血中副腎皮

質ホルモン濃度などに見られる。このように概日リズムは、真核・原核生物を問わず単細

胞生物から多細胞生物まで種々の生物の様々な現象で観察される現象である(Dunlap, 
1999; Hastings et al., 2003)。 
 
体内時計の振動体 
 生物におけるリズム現象を司る機構の総称を体内時計と呼ぶ。この言葉は狭義では概日

リズムを駆動する機構のことを指すので、以後本稿では後者の意味で「体内時計」を使う。

体内時計は①内在性の 24時間周期を作り出す振動体、②外界から時刻情報（例えば光）を
振動体に伝える同調機構、③振動体のリズムを生理機構に反映する出力機構、の 3 つから
構成される（図 1-1）。 
 振動体の存在する場所（時計中枢）の探索は精力的に行われており、哺乳類では 1960年
代後半から重要な発見が相次いだ。先駆的な業績として、Richterは視床下部内側底部を破
壊すると概日リズムが消失することを報告した(Richter, 1967)｡また Moore と Eichler は、
視神経の一部（網膜からの視神経繊維の 1%以内）が視交叉の後から視床下部に入り視交叉
上核（suprachiasmatic nucleus; SCN）と呼ばれる神経核に終わっていることを発見し、
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SCN 破壊ラットでは副腎皮質ホルモンに見られるリズムが消失することを報告した

(Moore and Eichler, 1972)。Mooreらとは独立に Stephanと Zuckerも、視交叉上核の破
壊により飲水と輪回しの概日リズムが消失することを報告している(Stephan and Zucker, 
1972)。 
 神経核の破壊実験は SCN が概日リズム形成に重要であることを示唆していたが、SCN
が振動体本体ではなく振動体から出力機構への情報伝達の経路である可能性を否定できな

かった。Inouyeらは、頭頂から挿入した Halászナイフで SCNを含む視床下部の切離手術
を行い、視床下部アイランドを作成して神経連絡を絶った状態の SCNの神経活動を記録し
た。この結果 intact の動物では脳内の様々な場所で昼夜差が確認されたのに対し、視床下
部アイランドを作成した動物では島内のみに昼夜差が確認され、それ以外の部位のリズム

は消失した(Inouye and Kawamura, 1979)｡さらに、視交叉上核のスライス培養系を用いて
SCNの自律発火に概日リズムが観察されたことで、SCNが時刻情報の経路ではなく振動体
そのものである可能性が強く示唆された(Shibata et al., 1982)。SCNが振動体である決定
的な証拠とされるのが、神経核の移植実験である。ハムスターの新生仔から SCNを含む組
織片を摘出し SCNを破壊して無周期になった個体の第 3脳室に移植したところ、行動リズ
ムが回復した(Lehman et al., 1987)。 
 SCN はマウスやラット、ハムスターのほかにヒツジ、サルやヒトでも存在していて、現
在では哺乳類の体内時計の中枢は SCNに存在すると考えられている。 
 
体内時計の分子機構 
時計遺伝子は体内時計を分子レベルで構成する遺伝子であり、時計遺伝子に変異がある

と、例えば行動リズムに異常（無周期になる／長周期になる／短周期になる）が生じる。

分子機構の解析から時計機構に関与することがわかっていても、変異によって行動リズム

には異常が見られず、見かけ上体内時計が正常に機能しているような遺伝子もある。この

ような遺伝子は時計関連遺伝子と呼ばれるが、区別は明確ではない。時計遺伝子は相互に

複雑に絡み合った動的な転写のネットワークを構成している(Roenneberg and Merrow, 
2003)。 
① E-boxを介した制御 
 時計の分子機構の中心となるのが、時計型 E-box（CACGTG）を介した転写調節である
（図1-2A）。BMAL1-CLOCKのヘテロダイマーは促進性にE-boxを介した転写を制御する。
E-boxで制御される時計遺伝子は Per（Per1、Per2）や Cry（Cry1）であり、Rev-erbα、
Dbpである。翻訳された PERや CRYは複合体を形成し、E-boxを介した遺伝子発現を抑
制的に制御する。すなわち自分自身の転写を抑制するネガティブフィードバックループを

形成している。一方で PERタンパク質は CKIε（及び CKIδ）によってリン酸化され、分解
される。Perの転写が少ない時期には分解の速度のほうがまさっているが、十分に Perが転
写されると分解は追いつかず PER-CRYが蓄積する。PermRNAと PERタンパク質のピー
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クには約 6 時間のずれがあることが知られているが、転写活性と分解速度との差がピーク
の差を作るメカニズムのひとつだと考えられる(Reppert and Weaver, 2002)。 
この他、CLOCK と同じファミリーのタンパク質である NPAS2（MOP4）が BMAL1
（MOP3、ARNTL）とダイマーを形成して E-box を介した転写を活性化できること
(McNamara et al., 2001)、BMAL1と同じファミリーのタンパク質である BMAL2（CLIF）
がCLOCKとダイマー形成してE-boxを介した転写を活性化できることが(Maemura et al., 
2000)、それぞれ報告されている。また、bHLH（basic helix loop helix）型転写因子であ
る DEC1、DEC2 は、E-box を介した転写を抑制することでこのループに参加している
(Honma et al., 2002)。 
② RREを介した制御 

E-boxを中心としたループと反対の位相で振動するリズムを作るのが、REV-ERB／ROR
応答領域（REV-ERB／ROR response element, RRE；[A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA）を介
した調節である（図 1-2B）。Perとほぼ逆位相に振動する Bmal1は、RREを介した転写制
御下にある(Preitner et al., 2002; Ueda et al., 2002)。RREに結合する REV-ERBαは抑制
性の転写因子であり、その発現は E-boxに制御されている。つまり Bmal1は E-boxを介し
て自分の転写を抑制する因子の転写活性を制御していることになる。REV-ERBα は抑制性
に機能するが、促進性の転写因子 RORαもこのループに参加している(Sato et al., 2004)。
ファミリーの他のメンバー（Rev-erbβ及び Rorβ、Rorγ）も振動しており、時計のループに
参加していると思われる(Emery and Reppert, 2004)。 
③ D-boxを介した制御 

E-box、RREを介した制御の他に、PAR（proline and acidic amino acid-rich basic leucine 
zipper）型転写因子を介したループも存在する（図 1-2C）。E-box制御によって概日振動す
る遺伝子である Dbp (Ripperger et al., 2000)に代表される PAR型転写因子（Dbp、Tef、
Hlf）は DBP 応答領域（D-box；TTA[C/T]GTAA）に結合して転写を促進する。抑制的な
制御を担うのは E4bp4(Mitsui et al., 2001)で、発現位相は Dbpと反対である。D-boxは
Per1の転写制御領域に見出だされており(Yamaguchi et al., 2000)、E-boxによる発現振動
を修飾すると考えられている。D-boxを介したループはどちらかといえば付加的であり、時
計遺伝子の発現振動を高めるためにあると認識されている。実際 PAR型転写因子 3つすべ
てを欠損したマウスでも、行動リズムがほぼ正常であることが報告されている(Gachon et 
al., 2004)。 
 
時計の階層構造と時計制御下遺伝子 
 時計の振動体である SCNは神経細胞の集まりであるが、電気生理学的解析から神経核を
構成する細胞個々に時計（振動体）が存在していることが知られている(Welsh et al., 1995)。
このことから、細胞ごとに存在する時計遺伝子の分子機構が振動体として機能していると

解釈できる。時計遺伝子は時計中枢である SCNだけでなく、大脳皮質など他の脳部位や末
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梢組織(Albrecht et al., 1997; Shearman et al., 1997; Sun et al., 1997; Takumi et al., 
1998; Tei et al., 1997; Zylka et al., 1998)、さらには Rat-1(Balsalobre et al., 1998)や
NIH/3T3(Akashi and Nishida, 2000)といった株化細胞にも発現し、概日振動する。驚くべ
きことに、SCN と Rat-1 細胞を比較しても時計機構の基本的なメカニズムは共通である
(Yagita et al., 2001)。ただし SCNの時計と末梢組織の時計は等価ではなく、SCN破壊マ
ウスでは末梢組織での時計遺伝子の発現は平坦化することが知られている(Sakamoto et al., 
1998)。このことから体内時計は SCN（主時計）を頂点として各臓器の時計（末梢時計）が
支配されるような階層構造をとっていると考えられている。 
 主時計の機能は身体全体の時計を統御することだと理解できるが、末梢時計の機能はど

うだろうか？生体ではさまざまな組織がさまざまな役割を持って機能している。分子レベ

ルの振動が生理レベルでの概日振動として表出するために、時計遺伝子はさまざまな生理

機構に関与する遺伝子（出力遺伝子; output genes）の転写を調節して、これらの遺伝子発
現に概日振動を引き起こす。こうした、時計の分子機構によって転写活性が直接制御され

る遺伝子を、時計制御下遺伝子（clock controlled genes; CCGs）と呼ぶ。ポストゲノム時
代に入り、「全」遺伝子を対象とした研究が可能となる中で、SCNや肝臓(Panda et al., 2002; 
Ueda et al., 2002)、心臓(Storch et al., 2002)といった組織で概日リズムによって制御され
る遺伝子を包括的に探索した研究が報告されるようになった。その結果、実に発現遺伝子

の 1-9％が概日振動を示すことがわかり、振動遺伝子の機能が多岐にわたっていることが示
された。重要なことに共通に振動する遺伝子はわずかであり、大部分の振動遺伝子が各臓

器間で異なっていた。このことは、末梢時計が生理機構の調節役として組織ごとに特有の

役割を果たしていることを示唆している(Delaunay and Laudet, 2002)。 
 
注記 研究者間で揺らぎがあるが、本稿では言葉を下記のように定義した（図 1-3）。 
  時計制御下遺伝子（CCGs）：時計遺伝子によって直接発現制御される遺伝子 
  出力遺伝子（out-put gene）：体内時計の概日振動を生理機能に反映する遺伝子 
  振動遺伝子（cycling gene）：概日振動を示す遺伝子 
 
研究内容 
 時計遺伝子の同定とそれに引き続く時計機構の分子ネットワークの解明が、時間生物学

の一時代を築いた。時計振動体の基本的な構成因子がほぼ解明された今、研究者は「なぜ

生理機構に 24時間周期が見られるか」という疑問に、分子レベルで回答を与えようとして
いる。24 時間周期で変化する生理現象は多岐に渡り、それを司る組織もまた多様である。
こうした場合に、標的組織で時計がどのように機能するかという問いに答えるために、時

計の分子機構の振動を生理レベルに反映するキーモレキュール、すなわち出力遺伝子を同

定することが重要である。 
 本稿では、末梢組織における時計制御下遺伝子の解明を試みた 2 つの研究を展開する。
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前半では心臓における時計に着目し、循環器疾患に関係する線溶系の概日リズムを扱う。

線溶系をいかに体内時計が制御するかについて、時計制御下にある遺伝子の発現パターン

を検討した。後半では、体内のエネルギーバランスの制御を司る重要な組織である白色脂

肪組織に着目し、振動遺伝子の包括的取得を目指した検討を扱う。見出された振動遺伝子

が直接時計制御下にあるかについて、ゲノムワイドな転写因子調節配列の探索と、いくつ

かの因子については実験的な検証を行った。 
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第一章 出力遺伝子としての Pai-1 
序 
線溶系 
 線溶系は線維素（フィブリン）を溶解するメカニズムである。フィブリノゲンからフィ

ブリノペプチドが分離したフィブリンモノマーは、重合を繰り返してフィブリンポリマー

となることで溶解性が低下して析出する（血液凝固）。不要なフィブリンは血流を障害し、

血管を閉塞して血栓症を導く可能性があるので、フィブリンを溶解するメカニズム（線溶

系）が重要である。線溶系のキーモレキュールは組織型プラスミノゲンアクチベータ

（tissue-type plasminogen activator; tPA）、それによって活性化されるプラスミノゲン、
t-PAの活性を抑制する PAI-1（plasminogen activator inhibitor 1）である。 
 線溶機序はセリンプロテアーゼである tPA の生成から始まる。tPA は主に静脈内皮で形
成され、細胞表面へと移動し血中へと遊離する。tPAはフィブリンに対する親和性が高いの
で、フィブリンに選択的に吸着される。一方で非活性型セリンプロテアーゼであるプラス

ミノゲンもフィブリンに対する親和性が高いためフィブリンに吸着される。フィブリン表

面に濃縮された状態で、tPAはプラスミノゲンを限定分解して活性型のプラスミンとし、プ
ラスミンはフィブリンを分解するのである。分解されたフィブリンは可溶性のフィブリン

分解産物（fibrin degradation products; FDP）となるため血栓が溶解していく。tPAの他
に腎臓傍糸球体でつくられるウロキナーゼ型プラスミノゲンアクチベータ（uPA）もまたプ
ラスミノゲンの活性化能を有することが知られている。 
 血液凝固反応は出血を抑えるなど重要な働きがあるため、過度の線溶は有害である。こ

のため生体には線溶を阻止する機序も備わっていて、その鍵となる因子がセリンプロテア

ーゼインヒビター（Serpine）の 1つである PAI-1である。PAI-1は血管内皮等で産出され、
tPA（uPA）を不活化することで線溶系の活性を抑制する。PAI-1活性は非常に不安定であ
るが、血漿タンパク質であるビトロネクチンと結合することで活性が安定することが知ら

れている(Hekman, 1988)。 
 
線溶系と体内時計 
 一日のうちで循環器系疾患の発症しやすい時間帯があることが知られている。例えば心

筋梗塞の発症は午前中（6-12時）におきやすい(Muller et al., 1987)。この原因としては交
感神経系と副交感神経系のバランスの不安定化、血圧の変動（朝方の急激な上昇（morning 
surge））、線溶系活性の変化などが考えられている。実際ヒトの線溶系の活性には日内変動
が知られており、朝に低く夜に高いパターンを示す(Andreotti et al., 1988)。また、t-PA活
性、血中 t-PA量や PAI-1活性にも日内変動が知られている(Andreotti and Kluft, 1991)。 
 2000 年に線溶系の日内変動を分子レベルで解明しようとする報告がなされた(Maemura 
et al., 2000)。この報告でMaemuraらは、①マウスの心臓と腎臓から抽出した RNAを用
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いたノーザンブロット法による解析で Pai-1 の発現自体が概日リズムを刻むこと、②
Luciferase assay法によって時計遺伝子がヒトPai-1遺伝子のプロモータ領域にある時計型
E-box 配列（CACGTG）を介して Pai-1 の発現を調節していること、を示した。そしてこ
れらを根拠として、Pai-1が時計制御下遺伝子であると主張した。Maemuraらが E-boxに
対する結合能を示したのは、BMAL1-CLOCKのヘテロダイマーではなく、彼らが単離した
Bmal1と同じファミリーに属する BMAL2（CLIF）と CLOCKのダイマーであったが、後
にBMAL1-CLOCKもPai-1のE-boxに結合できることが示されている(Schoenhard et al., 
2003)。 
 
Clock点突然変異体マウス 
 体内時計の遺伝子機構の解析には、遺伝子改変マウスや突然変異体マウスが重要な役割

を果たしてきた。Clock点突然変異体マウス（Clockマウス）は、点突然変異を誘発する変
異原（ethyl-nitrosourea; ENU）を用いたスクリーニングから見出だされてきた点突然変異
体であり、恒暗条件下の行動の自由継続リズムの周期が長い変異体である（26-29時間周期）。
また、14日間以上恒暗条件で飼育するとリズムが消失すると報告されている(Vitaterna et 
al., 1994)。ポジショナルクローニングによって突き止められた原因遺伝子 Clock（circadian 
locomoter output cycles kaput）は哺乳類で始めて同定された時計遺伝子である(Antoch et 
al., 1997; King et al., 1997)。 
 Clockマウスは点突然変異によって 51アミノ酸を欠いた優性阻害型の CLOCKタンパク
質をもつ(King et al., 1997)。優性阻害型 CLOCKタンパク質は E-boxを介した転写活性能
を欠くので(Gekakis et al., 1998)、Clockマウスにおける時計遺伝子発現は振幅が平坦化し
てしまう。 
 
制限給餌性リズム 
 マウスやラットは夜行性であって一日の摂食のほとんどを暗期に行う。摂食時間帯を明

期の一時期のみに設定してこれを続ける（制限給餌）と、自発行動の位相が給餌時間帯に

移ることが知られている。この際、単に行動が給餌時刻に集中するのではなく、給餌時刻

の数時間前に自発行動の開始位相が前倒しになる（予知行動）。重要なことに、制限給餌を

やめてもこの給餌時刻に依存した行動パターンは残るため、外界からの時刻情報（定刻に

提示されるエサ）に依存した外因性のリズムではなく、内因性のリズムであることがわか

る。哺乳類において時計中枢は SCNに存在し、行動の概日リズムを司っていることが SCN
の破壊実験から明らかにされている。しかし、制限給餌性リズムは SCNの破壊によってな
お表出されるリズムであることから、SCN 非依存的なリズムの代表例として知られている
(Mistlberger, 1994)。 
 制限給餌性リズムが形成された個体では SCNの時計遺伝子は位相を変化させないが、そ
の他の脳部位（海馬や大脳皮質など）、肝臓、心臓など末梢臓器の時計遺伝子の発現位相が
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変化することが報告されている(Damiola et al., 2000; Hara et al., 2001; Stokkan et al., 
2001; Wakamatsu et al., 2001)。 
 
実験の目的 
 生体内で Pai-1が体内時計によって駆動されていることを確認する実験を計画した。もし
も Pai-1遺伝子が時計機構の出力遺伝子であるならば、時計遺伝子が振動しない場合には、
Pai-1 の振動も消失すると予測した。そこで、Pai-1 の振動を時計遺伝子発現の平坦化する
Clockマウスで検討した。検討には心臓から得た RNAを用いたが、これはMaemura らが
Pai-1mRNAが心臓で振動することを示していたためである(Maemura et al., 2000)。 
 この検討に次いで、制限給餌法によって時計遺伝子の発現パターンを変化させた場合に

Pai-1 の発現が位相変位するか検討した。制限給餌性リズム形成によって、末梢の時計は
SCN 非依存的に時計遺伝子の位相を変位させる。もしも Pai-1 が時計遺伝子の制御下にあ
るのならば、時計遺伝子の位相変位に依存して発現位相を変化させるものと考えた。 
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方法 
実験動物 
 Clockマウスは Jackson Laboratoryから導入し（Stock No. 002923）、研究室で繁殖維
持した。遺伝子型の同定は polymerase chain reaction（PCR）法によって行った(Jin et al., 
1999)。マウスは室温 23℃の飼育室内で、明暗サイクル下に飼育した（明期 12 時間
（8:30-20:30）、暗期 12時間（20:30-8:30））。全ての飼育条件で自由摂水とし、給餌時刻を
制限しない場合には自由摂食とした。自由摂食下のマウスのサンプリングは ZT5から 6時
間おきに 4 点行った。マウスの一部は外光の影響を避けて遺伝子発現の振動を検討するた
めに、光の消える時刻（Zeitgeber Time (ZT) 12; ZT0を光の点灯時間と定めた）に恒暗条
件に移し、24時間後にサンプリングを開始した（図 2-1A-B）。 
 マウスの飼育・維持、実験上の取り扱いについては、早稲田大学人間科学部実験動物委

員会の承認を得て行なった。 
 
制限給餌法 
 Wakamatsuらの方法(Wakamatsu et al., 2001)に従い、以下のようなスケジュールで給
餌時刻を制限した。明暗サイクル、自由摂食下に飼育したマウスのエサを、暗期に切り替

わる前に取り出した。通常マウスの摂食の殆どは暗期に集中するため、この操作で 1 日絶
食させたことになる（絶食した日を Day0 と定義した）。翌日からエサを明期の ZT5-ZT11
の間のみ提示してそれ以外の時間帯はエサをケージからとりだした。この操作を

Day1-Day6 まで継続した。サンプリングは Day6 の ZT5 から 6 時間おきに Day7 の ZT5
まで計 5点行った。Day7については、エサは与えなかった（図 2-1C）。 
 
サンプルの準備、RNA抽出および RT-PCR法 
 実験には各点 3-6 匹のマウスを用いた。マウスはエーテルで深麻酔し、氷冷生理食塩水
（0.9% NaCl）を心臓から還流した。直後に心臓を摘出して直ちに液体窒素で凍結し、RNA
を抽出するまで-80℃で保存した。 
 Total RNAの抽出は ISOGEN Reagent（Nippon Gene, Tokyo, Japan）を用いて仕様書
どおりに行った。得られた Total RNAのうち 100ngを逆転写反応に用いた。逆転写反応と
続く PCR法は Superscript One-Step RT-PCR System（Invitrogen, CA, USA）を用いて
サーマルサイクラー（GeneAmp PCR system 9700（Applied Biosystems, CA, USA））で
行った。解析対象は時計遺伝子である Per1, Per2, Bmal1、今回のターゲットである Pai-1
と、CLOCK の代わりに BMAL1 とダイマーを形成できることが報告されていた(Reick et 
al., 2001) Npas2とした。また、内標準としてβ-actinの発現量を検討し、半定量的な解析
を行った。用いたプライマーは公開されている遺伝子配列から設計した。プライマーの配

列と期待される PCR産物の大きさを表 2-1に示した。事前検討により、PCR産物は増幅を
26-30サイクル行った場合では対数増幅するが 32サイクルでは飽和状態に達したため、28
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サイクルでの増幅産物の差分を比較することとした。PCR条件は下記の通りである。 
 
 cDNA合成 94℃, 2min → 50℃, 30min 
 PCR増幅（28サイクル） 
  Denaturation 94℃, 15sec 
  Annealing 55℃, 30sec 
  Extension 68℃, 1min 
 
 PCR 産物は 3%アガロースゲルを用いて電気泳動により展開し、エチジウムブロマイド
で染色した後 EDAS-290システム（Kodak, NY, USA）で解析した。標的遺伝子発現量は
β-actinの発現量で相対化した。β-actinは細胞骨格を形成するタンパク質をコードし、一
日を通じて一定量の発現が見込まれるハウスキーピング遺伝子の 1 つで、遺伝子発現量の
相対化に用いられる遺伝子である。肝臓のデータではあるが、Per1、Per2の発現量の日内
変動のパターンが、RT-PCR によって遺伝子発現量を β-actin の発現量で相対化して評価
した場合と、ノーザンブロット法で解析した場合とで一致していたことから、今回の検討

結果には妥当性があると考える。 
 
統計処理 
 データは平均値±標準誤差で示した。統計処理は一元分散分析によって行い、有意差が見

られた場合には Dunnett’s two-tailed testによって更なる検討を行った。 
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結果 
心臓における Bmal1、Npas2、Per1、Per2、Pai-1遺伝子発現の日周性 
 心臓における時計遺伝子、Pai-1遺伝子発現を検討するために、明暗サイクル下でマウス
の心臓を 6時間ごと 4点採取し、遺伝子発現量を RT-PCR法で確認した。この結果、調べ
た時計遺伝子（Per1、Per2、Bmal1、Npas2）すべてに明瞭な日内変動が確認された（図
2-2及び表 2-2）。Bmal1、Npas2の発現ピークは夜間に観られたが（図 2-2B-C）、Per1、
Per2のピークは昼間に観察された（図 2D-E）。E-boxを介して発現制御されるならば、Pai-1
は Per1に似た発現パターンを示すと期待された。実際に Pai-1は昼間にピークを示す日内
変動を示した（図2-2F）。なおMaemuraらが報告したとおり(Maemura et al., 2000)、Bmal2
（Clif）は日内変動を示さなかった（data not shown）。 
 優性阻害型の CLOCKをホモに持つ個体（Clockマウス）では、心臓の時計遺伝子発現の
日内変動が減弱もしくは消失していた（図 2-2及び表 2-2）。Oishiらが報告したとおり(Oishi 
et al., 2000)、Clockマウスでは Bmal1発現の日内変動が消失し、発現量は野生型のピーク
に近い値で高止まりしていた（図 2-2B）。Npas2 については有意な日内変動が観察された
ものの振幅は減弱した（図 2-2C）。Per1 遺伝子の発現も変動しなかったが、発現量は低い
値に留まった（図 2-2D）。Per2は有意な振動を示したものの、振幅は減弱し発現量は低い
値に留まった（図 2-2E）。また、有意な振動を検出した Npas2、Per2ともに位相が前進し
ていた。さらに、予想されたとおり Clock マウスでは Pai-1 遺伝子の発現振動が消失して
いた（図 2-2F）。 
 光の影響を除外するために、同様の実験を恒暗条件下で採取した組織を用いて行った。

明暗条件下で行った場合と同様に、時計遺伝子発現、Pai-1遺伝子発現ともに野生型の心臓
では振動しており、ピークもほぼ明暗条件で検討した場合と同じであった（表 2-2）。これ
に対し Clockマウスでは時計遺伝子の振幅が減弱しており（特に Per1）、Pai-1発現の振動
も消失していた。 
 
時計遺伝子発現と Pai-1遺伝子発現における制限給餌性リズム形成 
 野生型マウスに、明期の 4時間（ZT5-ZT11）のみエサを与える制限給餌を施して 6日目
に心臓を採取して遺伝子発現量を検討したところ、時計遺伝子発現が給餌時刻にあわせて

位相を変化させていた（図 2-3B下）。自由摂食下のマウス（図 2-3B上）に比べ、制限給餌
群では 6-12時間の発現位相の前進が観察された。Pai-1発現にも、約 12時間の位相前進が
観察された（図 2-3及び表 2-2）。 
 Clock変異体マウスでも同様の実験を行った。自由摂食下の Clockマウスでも有意な振動
を示した Per2、Npas2 遺伝子発現は制限給餌によって位相を前進させた。驚いたことに、
自由摂食下では有意な振動を示さなかった Per1、Pai-1 遺伝子発現に有意な振動が見られ
た（図 2-4）。制限給餌下の Clockマウス心臓に見られた時計遺伝子、Pai-1遺伝子発現のピ
ークは、同条件下の野生型心臓で見られた発現ピークに似ていた。 
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考察 
時計制御下遺伝子 Pai-1 
 今回の実験で、野生型マウスの心臓でのPai-1遺伝子発現に周期性が見られた。またClock
マウスでは時計遺伝子の発現振動が減弱もしくは消失しており、Pai-1遺伝子の発現振動も
消失した。これらの結果は、Pai-1が時計遺伝子によって制御される遺伝子（時計制御下遺
伝子）であることを示している。また、野生型心臓で時計遺伝子発現が給餌時刻に依存し

て位相を変化させた場合に、Pai-1遺伝子発現も平行して位相を変化させた。このこともま
た、時計遺伝子によって Pai-1が発現制御されている可能性を支持する。時計遺伝子の変異
体で Pai-1 のリズムが消失したという今回の結果は Maemura らの報告を支持した
(Maemura et al., 2000)。 
 時計機構による Pai-1 の発現制御については、詳細な検討結果が報告されている
(Schoenhard et al., 2003)。Schoenhardらは hPai-1の転写開始点から 806bp上流と 5’非
翻訳領域 72bp を含む 878bp 長の断片をホタルルシフェラーゼに導入したコンストラクト
を用いた Lucアッセイを行った。これにより BMAL1-CLOCK、BMAL2-CLOCKのいずれ
もが Pai-1 の転写を活性化させることを示した。また、この領域に含まれる 2 つの E-box
のうち、転写開始点近位のE-boxを変異させた場合には転写活性は少ししか減少しないが、
遠位の E-box を変異させた場合には有意に減少すること、さらに両方を変異させた場合に
は転写が完全に抑制されることを示した。また、BMAL1-CLOCK、BMAL2-CLOCKの影
響が E-boxを直接介していることを、EMSA（Electromobility shift assay）法によって示
した。これらの結果から、彼らは時計機構による Pai-1 の転写活性化には上流域にある 2
つの E-boxが重要であると結論している。 
 ヒト Pai-1 に見られる遺伝子多型である 4G/5G 多型（5G が少数）は、循環 PAI-1 レベ
ルや虚血性疾患との関連性が指摘されていた(Eriksson et al., 1995; Roest et al., 2000)。
Maemuraらは 4G/5G多型が Pai-1プロモータ領域の転写開始点に遠位の E-boxと一部重
なることを示し(Maemura et al., 2000)、これが時計機構が心筋梗塞発症の頻度を支配する
ことと関係するのではないかと考えられたが、Schoenhard らが 4G/5G 多型が Pai-1 の発
現には影響しないことを示したことで 4G/5G多型と時計機能の間には関係がないものと受
け止められている(Schoenhard et al., 2003)。 
 
給餌時刻制限による Pai-1遺伝子発現の位相変化と時間治療 
 Pai-1の発現位相が給餌時刻を制限することによって変化したことは、PAI-1が線溶系活
性の調節因子であることから興味深い。このことは Pai-1の発現位相を変化させることで、
線溶系の活性のピークを変位させられる可能性を示唆しているためである。適切な時刻に

適切な医療を施すことで最良の治療効果を得ようとする時間治療の視点から、循環器疾患

における重要な施療標的である線溶系の活性を、任意の時刻に動かすことができる可能性

が示唆できたことは大きな意味を持つと考える。例えばある種の Ca2+チャネルのブロッカ
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ーや(Mulcahy et al., 1988)、βアドレナリン受容体の拮抗薬(Fujimura and Ebihara, 1988)
で投与時刻依存的な影響があることが期待されていることから、食事時刻を調節すること

でこれらを用いた場合の治療効果をあげることができるかもしれない。 
 制限給餌性リズムは主時計（SCN）のリズムを変えずに、末梢時計だけを位相変位させ
るため、食事時刻のコントロールによって時間治療に取り組もうという方法について、否

定的な意見もある。Yamazakiらは外界からの時刻情報である光が体内時計に影響を及ぼす
際には、SCN の時計をまずリセットして次に末梢組織の時計をリセットすることを示し、
この末梢と中枢の時計の同調していない状態が「時差ぼけ」の原因である可能性を示した

(Yamazaki et al., 2000)。時差ぼけの原因についてはその後議論が続いているが、中枢と末
梢の時計を脱同調したときに生じる現象については未知の部分が多いため、今回のような

中枢時計と末梢時計とを積極的に脱同調させることは、治療中の患者の生活の質（quality of 
life; QOL）を低下させることにも結びつきかねない。また今回の知見をそのまま応用する
となると、ヒトでは真夜中にのみ食事を与えるということになる。すなわち、食事時刻を

変えることそのものが QOLを低下させる原因となってしまう。末梢時計の意義が検討され
る中で、時間治療の標的となる因子が発見されることは予想に易しい。今後の時間治療を

考えていく上で末梢時計のみを位相変位させる意味（主作用）と、中枢と末梢の時計を乖

離することで生じる影響（副作用）について検討することが重要である。 
 
心臓における時計遺伝子 
 野生型心臓で時計遺伝子が明瞭な振動を示したことは、心臓に時計の分子機構が備わっ

ていることを支持していた。新しい知見として、Npas2 発現が明瞭な概日振動を示した。
NPAS2は CLOCKと高い相同性を示し、NPAS2と BMAL1の共発現により Per1、Per2、
Cry1遺伝子の転写が活性化することが知られていて、SCN以外で NPAS2が CLOCKの代
わりに BMAL1のパートナーになりうると考えられている(Reick et al., 2001)。このことか
ら、心臓で Per1や他の E-box制御の遺伝子が CLOCK-BMAL1以外にも NPAS2-BMAL1
（あるいはMaemuraらの示すように CLOCK-BMAL2）によって発現調節されている可能
性がある。例えば Clock マウスでも時計遺伝子の発現振動が完全に消失しなかったのは、
NPAS2-BMAL1を介した概日性の遺伝子発現制御が残っていたためだと考えられる。マウ
ス心臓におけるNpas2の機能についてはCurtisらがクロマチンリモデリングとの関係で報
告をしている(Curtis et al., 2004)。彼らは NPAS2が心臓で時計機構を担っていることを示
唆しており、そのメカニズムは NPAS2-BMAL1ヘテロダイマーに転写のコアクチベータで
ある p300/CBP が共役して E-box を介した時計遺伝子発現を正に制御するものであるとし
た。 
 今回の Clock マウス心臓で見られた時計遺伝子発現リズムの減弱は、次のように説明で
きるだろう。①Per1：E-box を介した転写活性が低下したために、昼間における転写活性
の上昇が見られなかった。このため、低い発現レベルで留まるように遺伝子発現リズムが
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減弱したと考えられる。Per2に関しては時計型の E-boxが同定されていないが、E-boxに
似た配列が転写制御に重要だという学会報告もあり、同様のメカニズムで振動が減弱した

ものと考えられる。②Bmal1：抑制性の転写因子である Rev-erbα が Bmal1 の転写制御を
担うことが知られている(Preitner et al., 2002)。Rev-erbαの発現は時計型 E-boxによって
制御されていて、Clockマウスでは E-boxを介した転写活性が低下したために、肝臓で見ら
れるように(Oishi et al., 2003)心臓でも Rev-erbαの発現量が低下したものと思われる。そ
の結果周期的な抑制が外れ、Bmal1 は終日発現量が高い状態でリズムを失ったと考えられ
る。Npas2については発現調節部位が特定されておらず、現時点で考察が難しい。 
 
制限給餌性リズム形成と Clock遺伝子 
 給餌時刻制限は SCNの時計遺伝子のリズムには影響しないので、末梢時計の制限給餌性
リズム形成には時計中枢の振動は関係ないと考えられる(Damiola et al., 2000)。SCN破壊
マウスの肝臓でも時計遺伝子の位相変位が生じたことは、これを支持する結果である(Hara 
et al., 2001)。このことは、末梢時計それ自体が給餌時刻にあわせて位相を変位させたと解
釈できるが、末梢時計を構成する遺伝子（例えば Clock）の制限給餌性リズム形成に果たす
役割については、解析がなされていなかった。 
 今回の実験で、自由摂食下の Clock マウスでは失われていた時計遺伝子のリズムが、給
餌時刻を制限することで回復することが示された。このことは、正常な CLOCK が制限給
餌性リズム形成に必須でないことを示している。この結果は、Oishiらによって独立に確認
された(Oishi et al., 2002)。制限給餌性リズムは末梢遺伝子発現だけではなく、行動リズム
にも現れる。今回は、Clockマウスで行動リズムにも制限給餌性の日内変動が生まれるかに
ついては触れていないが、Pittsらが行動リズムに給餌時刻制限が与える影響を検討した実
験を行い、自由摂食下では乱れている Clock マウスの行動リズムが、給餌時刻制限により
明瞭な概日周期を示す制限給餌性リズムを形成することを報告している(Pitts et al., 2003)。 
 SCN非依存性リズムの代表に、一定時刻に覚醒剤であるメタンフェタミン（MAP）を与
え続けたときに観察されるMAP依存性リズムがある。Masbuchiらは Clockマウスでも輪
回し行動に見られる MAP 依存性リズムが観察できることを示した(Masubuchi et al., 
2001)。正常な CLOCK がない場合にリズムを生み出すメカニズムについては、NPAS2 が
CLOCKの機能を代償している可能性が示唆できる。事実 NPAS2は SCNでは発現がない
が前脳ではリズミックに発現していて時計機構の一員として機能するという報告があり

(Reick et al., 2001)、SCN非依存性リズム形成に関与する可能性がある。興味深いことに
Npas2遺伝子欠損マウスでは、制限給餌性リズム形成が遅いことが報告されていて、Npas2
が制限給餌性リズム形成に関与することが示唆されている(Dudley et al., 2003)。 



 15

まとめ 
１．心臓の時計において Pai-1が時計制御下遺伝子であることを、時計遺伝子の変異体であ

る Clock マウスを用いることで示した。またこれを支持する結果として、給餌時刻制
限によって形成された時計遺伝子発現位相の変化に平行して Pai-1 遺伝子発現の位相
が変位することを確認した。 

２．Clockマウスにおいても制限給餌性リズムが形成されることを示した。これは制限給餌
性リズム形成に Clock 遺伝子が関与しないことを示唆していて、報告時点では世界初
の知見であった。 
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第二章 白色脂肪組織における出力遺伝子の包括的探索 

序 
白色脂肪組織 
 動物の体内には、褐色脂肪組織と白色脂肪組織の二種類の脂肪組織がある。褐色脂肪組

織の中心はミトコンドリアを多く含む褐色脂肪細胞であり、脂肪を燃やして熱を産生し体

温を維持するのに寄与する組織である。組織分布は限局していて、腋窩部、肩甲骨周囲に

のみ少量見られる。他方白色脂肪組織は、大部分を油滴によって占められる白色脂肪細胞

に加え自律神経や繊維などから成る組織で、腸間膜間、精巣周囲など内臓周囲、腹部、腰

部、大腿部の皮下に特に顕著である。 
白色脂肪組織は、単にエネルギー源としての脂肪を貯蔵する組織だととらえられてきた

が、近年の研究により生体の恒常性を維持する重要な役割を持つ組織であることがわかっ

てきた。肥満（脂肪が蓄積した状態）がインスリン非依存性の II 型糖尿病のリスクファク
ターとなることが示されてきたが、脂肪を蓄積できない患者にも重篤な糖尿病が発症する

ことが知られており、マウスモデルでも示されている(Moitra et al., 1998)。これは脂肪組
織が生体の糖代謝などのエネルギーバランスを整えるのに重要な役割を果たしていること

を示唆する一例である。近年の研究から、白色脂肪組織は貯蔵庫のような静的な組織では

なく、内分泌器官として働く動的な組織であることがわかってきた。例えば Body Mapプ
ロジェクトの一環としてヒト脂肪組織で発現する遺伝子の約 30％が分泌性タンパク質をコ
ードしていることが示されている(Maeda et al., 1997)。白色脂肪組織の分泌する生理活性
物質を総称して、アディポサイトカインと呼ぶ。アディポサイトカインには、レプチンや

アディポネクチン、レジスチン、TNFα、PAI-1などが含まれる。例えばレプチンは摂食を
抑制的に支配するホルモンであるが、血中レプチン濃度には日内変動があることが知られ

ている(Ahima et al., 1996; Licinio et al., 1997)。ラットを使った実験で視交叉上核を破壊
するとレプチンの血中リズムが消失すると報告されていることから、レプチンのリズムは

体内時計の制御下にあるものと考えられる(Kalsbeek et al., 2001)。また前章で議論したと
おり、線溶系の制御因子 PAI-1 には概日リズムが知られている。血中 PAI-1 レベルは肥満
と相関して増大することから、体内の PAI-1 循環量に対する脂肪組織の役割は大きいかも
しれない(Shimomura et al., 1996)。 
 
DNAマイクロアレイ法 
 ヒトゲノム計画に代表されるような種々の生物のゲノム解読計画が進展した結果、これ

までのように標的をしぼりこんで行う候補絞り込み型研究（candidate study）ではなく、
全遺伝子を対象とした包括的研究（Comprehensive Study）が可能な時代が到来した。後
者の代表的な研究手法として、DNA マイクロアレイ法を用いた発現解析研究

（Transcriptome Analysis）があげられる。DNAマイクロアレイ法は、ガラス板に検出し
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たい遺伝子とハイブリダイズするようなプローブを高密度に付着させ、標識したサンプル

がプローブにハイブリダイズした場合に得られるシグナル強度によって、遺伝子発現量を

調べる方法である。 
 DNA マイクロアレイは作成法により大きく二つに分けられる。一つは Stanford 大の
Brownや Davisのグループが開発したタイプ（いわゆる「DNAマイクロアレイ」）で、プ
ローブとして cDNA をガラス表面に高密度にスポットして付着させ、これに対するハイブ
リダイズ強度を調べるものである。DNAマイクロアレイの応用として二蛍光標識法があり、
原理は実験群とコントロール群のサンプルを二色の蛍光色素で別に標識しておき、同一マ

イクロアレイ上で競合的ハイブリダイゼーションを行って、両方の傾向を測定・比較する

ことで遺伝子発現の差を検出しようというものである。よく用いられるのが Cy3（赤）と
Cy5（緑）という蛍光色素で、二つのサンプルで差があれば赤あるいは緑に、同等であれば
黄色に混色した像が得られ、どちらも結合しなければシグナルがでない。利点は比較した

いサンプルを同じアレイ上で処理することが出来る点だが、欠点はスポットが不均一にな

りやすいことである。 
 もう 1つのタイプは Gene Chip（DNAチップ）と呼ばれる。これは光リソグラフィとい
う半導体チップの作成に用いられる技術を応用し、直接ガラス表面にヌクレオチドを合成

して標的遺伝子に対するプローブを作成するものである。特徴はチップ上に 1 遺伝子に対
するプローブが複数組（2004.9.時点の最新のもので 11組）存在すること、またプローブに
perfect much（PM）とmismatch（MM）の二種類があることである。プローブは 25塩基
長であるが、MM では 13 番目のヌクレオチドの配列を A（T）ならば G（C）というよう
にプリン（ピリミジン）同士で変えてあり、非特異的に結合したシグナルについて検討で

きるように工夫されている。予めサンプルをビオチンラベルしておいてチップ上にハイブ

リダイズさせ、蛍光色素（フィコエリスリン）標識したストレプトアビジンを結合させて

画像をスキャナーで読み込み、Affymetrix社のソフトウェアで解析するという方法である。
このタイプの利点は、複数のプローブから遺伝子発現を検出することによって偽陽性を減

らすことが期待できることである。欠点は発色に一種類の蛍光色素しか用いないので、サ

ンプル間の比較を別々のチップで行わなければならない点である。このため比較に際して

は、個々のチップの差（実験誤差）を標準化するような作業を行う必要がある。 
 
体内時計とトランスクリプトーム解析 
 分子レベルで見た場合、体内時計は転写因子の複雑なネットワークによって構成されて

いる。この時計機構の分子ネットワークは時計機構の中枢 SCNの他にも、肝臓や心臓、筋
肉などの様々な臓器にも存在するし、Rat-1ラット由来繊維芽細胞や NIH/3T3マウス由来
繊維芽細胞などにも存在が確認されている（序論参照）。時計遺伝子は転写因子として、時

計機構の中心を形成する遺伝子群（時計（関連）遺伝子群）だけではなく、様々な生理機

構を制御する因子として同定されているような遺伝子の発現をも制御する。 



 18

 体内時計は 24時間という比較的長い時間幅で、一定の状態を繰り返す安定した系である。
転写因子のネットワークがその基本にあるため、転写単位でおきる現象をすべて検討しよ

うというトランスクリプトーム解析には好適であった。DNAマイクロアレイでは、プロー
ブごとにハイブリダイズの条件が異なるので遺伝子発現量の多寡を異なった遺伝子間で比

較することは出来ないが、同じプローブの間ならば可能である。それゆえ 48時間分のサン
プルを 4 時間ごと 12 点にわけて採取すれば、24 時間の周期を持って振動するような遺伝
子を、再現性をもって選択してくることが出来る。言い換えれば、DNAマイクロアレイを
用いることで、一度に標的組織での 24時間周期で振動する特定の生理機能を担う遺伝子（出
力遺伝子）を探索することが可能になった。すでに、実験を行いやすい細胞株（Rat-1）は
もちろん(Duffield et al., 2002; Grundschober et al., 2001)、時計中枢である SCN(Panda et 
al., 2002; Ueda et al., 2002)、肝臓(Akhtar et al., 2002; Kita et al., 2002; Panda et al., 
2002; Storch et al., 2002; Ueda et al., 2002)、心臓(Storch et al., 2002)、松果体(Humphries 
et al., 2002)と様々な組織で概日リズムを刻む遺伝子（一部では昼夜差のある遺伝子）の同
定が試みられており、調べられた遺伝子のうち 1-9％が変化していることが判明した
(Delaunay and Laudet, 2002)。驚くべきことに、時計遺伝子など一部の遺伝子を除いて多
くの振動遺伝子は臓器ごとに異なっており、末梢臓器の時計がそれぞれ特有の生理機構を

制御している様子が浮かび上がってきた。 
 
実験の目的 
 白色脂肪組織における時計機構の役割を検討した。まず、白色脂肪組織に内在性の時計

の分子機構が存在することを確認した。白色脂肪の過剰な蓄積によって起きる肥満は多く

の疾患のリスクファクターであり、今後時間治療を考える上で、白色脂肪組織における時

計の出力遺伝子の同定はきわめて意義があることである。この目的で DNAチップを用いた
トランスクリプトーム解析を行い、ゲノムワイドに振動遺伝子を同定した。また、ゲノム

プロジェクトの成果であるマウスドラフトゲノム配列が公開されているので、振動遺伝子

が既存の時計遺伝子が結合する転写因子結合領域（E-box、D-box、RRE）をもつか検討す
ることが可能である。そこで公開されているデータベースを利用し、DNAチップで同定さ
れた振動遺伝子が、機能する時計制御配列をもつ時計制御下遺伝子か検討した。 
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方法 
Per2-dLuc遺伝子導入ラットの作成と培養組織の発光量の PMTによる検出 
 概日振動を惹起するのに必要な mPer2 プロモータ部位（chr1: 91667305-91663790 on 
Mouse Genome UCSC Genome Browser, Feb. 2003）を、改変型ホタルルシフェラーゼベ
クター（pGL3-dLuc vector）に挿入したものを準備した（Per2-dLuc vector:(Ueda et al., 
2002)）。pGL3-dLucベクターは pGL3-basicベクター（Promega, Madison, WI）を改変し
たもので、オルニチン脱炭酸酵素の PEST 配列（自身の分解を促進させるモチーフ）をル
シフェラーゼ（Luc）のカルボキシル末端側に挿入し、半減期を約 30 分にしてシグナルの
時間的な検出感度をよくしたものである（destabilized Luc; dLuc）。Per2-dLucベクターか
ら Per2プロモータと dLucをコードする領域（約 5.4kb）を制限酵素（MluI, SalI）で切り
出して精製し、トランスジェニック（Tg）ラットを作成した（Y.S. New Technology Institute, 
Utsunomiya, Japan）。TgラットはWister系ラットと交配して維持し、導入遺伝子の有無
はルシフェラーゼを認識するプライマーを用いた PCR 法によって判定した（Forward 
Primer; 5’-TTT ATA ATG AAC GTG AAT TGC TC-3’, Reverse Primer; 5’-CGT ATT TGT 
CAA TCA GAG TGC-3’, PCR Products: 539bp）。ラットは 12 時間ごとの明暗サイクル
（light on: 8:30-20:30）で飼育し、エサと水は自由に与えた。 
 サンプリングは、ラットをエーテルで深麻酔にかけて行った。迅速に脳を摘出し、400µm
厚の冠状切片を作成して SCNを含む組織片を切り出した。白色脂肪組織（副睾丸脂肪）を
摘出し、約 3 x 3 mmのブロックを得た。肺を摘出し、同様に約 3 x 3 mmのブロックを得
た。松果体は頭蓋骨をはずして採取し、カットしたりせずにそのまま測定に用いた。組織

片は培養用のメンブレン（Millicell-CM, PICM030-50; Millipore, Billerica, MA）に載せて
フタをグリース（Wako Pure Chemical Industies, Osaka, Japan）で密閉した 35mm培養
用ディッシュ（BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ）に入れて微弱発光計測装置
（Photomultitipler tube (PMT); Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan）にかけた。
培地にはフェノールレッドフリーの DMEM（Dulbecco's modified Eagle medium; 
Invitrogen, Carlsbad, CA）に抗生物質（25U/mlペニシリン、25mg/mlストレプトマイシ
ン）と B27サプルメント（Invitrogen, Carlsbad, CA）を加えて HEPES緩衝液で~pH7に
調整したものを用いた。組織片を 7 日以上連続して静置培養し、37℃に保った保温庫内で
発光量を連続的にモニターした。 
 
遺伝子発現解析用のサンプルの準備と DNAチップ解析 
 10週齢の雄性 C57Bl/6マウス（CLEA Japan, Tokyo, Japan）を購入し、2週間 12時間
ごとの明暗サイクル（LD、light on: 8:30-20:30）で飼育して馴化した。この間エサと水は
自由に与えた。一部のマウスについては光変化のない状態での遺伝子発現プロファイルを

得るために、サンプリングの 2 日前に恒暗条件（DD）に移した。LD 条件における消灯時
刻（=20:30）を Zeitgeber Time (ZT)12、DD 条件における行動の開始時刻（=20:30）を
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Circadian Time (CT)12と定め、サンプリングを行った。サンプリングは、ZT/CT12から 4
時間ごとに 48時間にわたって 12点行った。 
 マウスをエーテルで深麻酔した後開腹し、副睾丸脂肪を採取して直ちに液体窒素で凍結

し、-80℃で保存した。ISOGEN Reagent（Nippon Gene, Tokyo, Japan）を用いて精製し、
DNaseI（Nippon Gene, Tokyo, Japan）で処理して total RNAを得た。DNAチップ解析
には、一時点につき 3-4匹分の RNAをプールしたものを用いた。DNAチップ解析に用い
た cRNA は既報の通りに調整した (Ueda et al., 2002)。SuperscriptII 逆転写酵素
（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて 10µgの total RNAから T7プロモータを持った相
補的（complmentary）DNA（cDNA）を合成し、これを鋳型として in vitro translation
によりビオチン化 cRNAを合成した（ENZO BioArray High Yield RNA transcript labeling 
kit; Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY）。得られた cRNA を断片化し、Affymetrix 
high-density oligonucleotide arrays for Mus musculus（Murine Genome Array U74A; 
Affymetrix, Santa Clara, CA）にハイブリダイズした。蛍光物質をつけたストレプトアビ
ジンを用いて染色し、スキャナーで画像を取り込んで蛍光強度を測定した。 
 
データ解析 
① 振動遺伝子の抽出 
 白色脂肪組織において、LD と DD の両条件下で振動する遺伝子を抽出するために、LD
のタイムコースと DDのタイムコースの 2つに対するフィルターを通した。LD条件で振動
する遺伝子を抽出するために、それぞれのプローブセットの 12 時点の発現変化と 20 時間
周期から 28時間周期まで 1時間おきに周期を変えた余弦波との相関係数を求めて、統計的
に有意なものを抽出した。それぞれの試行周期における位相を 60用意した（= 同じ周期で
刻む等間隔に並ぶピークが 60 ある）ので、合計 540 の試行余弦波を用意したことになる。
540 の余弦波によるフィルターを通すことで、プローブセットの総数約 12,600 に対する
95%のランダム発現パターンが除外されるようにカットオフ値を設定した。同様にして DD
でも同じフィルターを通して振動遺伝子を抽出した。 
② ピーク時刻の解析 
 振動遺伝子の発現ピークを推定するために、各プローブの 12時点の発現データと、ピー
クを 10 分間刻みで変更した 24 時間周期の余弦波との相関係数を求めた。この解析から、
もっとも相関係数の高かった余弦波のピーク時刻を、振動遺伝子のピーク時刻とした。 
③ 階層的クラスタリング法 
 白色脂肪組織で振動を示したプローブについて階層的クラスタリングを行った。ここで

は 4日分（LD2日間＋DD2日間）のデータを用いて、pair-wise average linkageクラスタ
ー解析を行った。クラスター解析の前に、データを 2日分の平均が 0.0、標準偏差が 1.0に
なるように標準化した。類似性を見るためには相関係数を用いた。遺伝子間の関係を樹状

に示し、枝の長さに遺伝子間の類似性の度合いを反映させた。 
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定量的 PCR法 
 定量的PCR法は、PCRによってDNAの二本鎖が合成されたときにのみ結合する試薬（イ
ンターキレート）を反応液にいれて二本鎖の総数を定量することで、遺伝子のコピー数を

リアルタイムに測定することが出来る方法であり、規定量のゲノム DNAを鋳型としてスタ
ートのコピー数を定めることで、サンプルに含まれていた RNAのコピー数を決定できる定
量性の良い方法である。今回は、PRISM7900システム（Applied Biosystems, Forster City, 
CA）を用いた。0.5mgの total RNAから SuperScriptII逆転写酵素（Invitrogen, Carlsbad, 
CA）を用いて cDNAを合成した。1 x SYBR Green Master Mix（Applied Biosystems, 
Forster City, CA）を用いて以下に示す反応条件で実験を行った。 
 
 ①95℃（10分）→②94℃（15秒）→60℃（30秒）→72℃（1分） 
 ただし②を 40サイクル繰り返す 
 
エクソン内に設計したプローブを用い、マウスゲノム DNAを用いた標準線を求めて、遺伝
子発現の絶対量を求めた。また、内標準としてGAPDHの発現量を調べた(Ueda et al., 2002)。 
 サンプルは DNA チップ解析に用いたのと同じ total RNA を使った。データの検証のた
めには、DD条件のプールしたサンプル（各点 n=1）を用いた。振動遺伝子の同定のために
は LD、DD両条件のサンプル（各点 n=3~4）を用いた。後者については一元分散分析（1-way 
ANOVA）によって振動しているかどうかを検討した。 
 
進化的保存領域における包括的時計遺伝子結合領域候補配列の探索 
 マウスとヒトの標的遺伝子のイントロンを含む全長配列及び 10kb 上流までの配列を
UCSC Genome Browserから取得した。進化的な保存領域で時計遺伝子結合領域候補配列
を探索するために、マウスとヒトとの配列を NCBI の BLAST2 プログラムにより比較し、
次に示す時計遺伝子結合領域候補配列を検索した。 
 
 時計型 E-box   CACGTG 
 DBP結合領域（D-box）  TTA[C/T]GTAA 
 Rev-erb/ROR応答領域（RRE） [A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA 
 
RREについては太字で示した 5塩基のうち 1塩基のミスマッチを許した。 
 
SV40ベーシックプロモータでドライブされる dLucレポーターベクターの構築 
 SV40 ベーシックプロモータでドライブされる dLuc レポーターベクターは、
pGL3-promoterベクター（Promega, Madison, WI）より改変して作成した(Ueda et al., 
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2002)。時計遺伝子結合領域候補配列を中央に含むマウスゲノム配列（E-box; 18bp, D-box
及び RRE; 23bp）を 3 回直列に繰り返したものを SV40-dLuc ベクターの MluI サイトと 
BglIIサイトに挿入した（wild-type; W）。これに対し、時計遺伝子結合領域候補配列を以下
のように置換したものも作成した（mutant; M）。 
  
 E-box (M) ACCGGT 
 D-box (M) CACCCGGC 
 RRE (M) [A/T]A[A/T]nTCCTACG 
 
細胞培養、Lucアッセイ及び体内時計による転写のダイナミクスのモニタリング 
 Lucアッセイには NIH/3T3細胞を、転写のダイナミクスのモニタリングには Rat-1細胞
を、それぞれ用いた。NIH/3T3細胞、Rat-1細胞とも DMEM（Invitrogen, Carlsbad, CA）
／10％FBS培地で 37℃、5%CO2に維持されたインキュベータで培養した。 
 Luc アッセイのために、トランスフェクション前日に 24 穴培養用プレートに NIH/3T3
細胞を 1.2 ｘ 105細胞播種した。LipofectAMINE2000（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用
い、内標準として Renilla Luc をチミジンキナーゼプロモータに導入した pRL-TK（2ng, 
Promega, Madison, WI）と SV40-dLuc に時計遺伝子応答領域該当配列を導入したもの
（W/M, 10ng）を細胞にトランスフェクトした。このとき pCI-Bmal1（100ng）、pCI-Clock
（100ng）、pCI-Cry1（100ng）、pCMV-Dbp（100ng）、pCMV-E4bp4 (300ng)、pCI-Rorα
（100ng）、pCI-Rev-erbα（100ng）を組み合わせて導入した。導入した DNA 量が 412ng
になるように pCI-neo（Promega, Madison, WI）もしくは pCMV-Sport6を加えて調節し
た。トランスフェクションの 24時間後に細胞を回収し、Dual-Luciferase Reporter Assay 
System (Promega, Madison, WI)を用いて解析した。 
 体内時計による転写のダイナミクスをリアルタイムモニタリングするために、トランス

フェクション前日に 35mm 細胞培養用ディッシュに Rat-1 細胞を 3.0 x 105 個播いた。

LipofectAMINE（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて SV40-dLucに時計遺伝子応答領域
該当配列を導入したもの（W/M, 1µg）をトランスフェクトした。約 68 時間後、デキサメ
タゾン（Sigma, St.Louis, MO）で 1.5時間刺激し、10mM HEPES (pH7.2)、0.1mMルシ
フェリン（Promega, Madison, WI）、抗生物質（25U/mlペニシリン、25mg/mlストレプト
マイシン）を加えた 2ml の培養用メディウムに置換して、30℃に保った保温庫内で PMT
により発光量を測定した。 
 
タンパク質合成と EMSA 
 N末端 GSTタグと Gateway cassetteをもつ断片を、pDEST15ベクター（Invitrogen, 
Carlsbad, CA）からNdeI、NheIで切り出して平滑末端化し、pEU3-NII（Wakenyaku, Kyoto, 
Japan）ベクターの EcoRV サイトに導入した（pEUGW-5’G）。PCR によってマウス Dbp 
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(739-978bp from start codon)、ヒト E4bp4 (193-432bp)、マウス Rev-erbα (370-651bp)、
マウス Rorα (25-300bp)を増幅し、pDONR221ベクター（Invitrogen, Carlsbad, CA）にサ
ブクローニングした。これを Gateway™テクノロジーによって pEUGW-5’Gに挿入した。 
 GST 融合タンパク質の in vitro transcription / translation は小麦胚芽抽出物による
cell-free translation system（PROTEIOS; Wakenyaku, Kyoto, Japan）によってマニュア
ルどおりに行った。タンパク質の精製は、Glutathione Sepharose4B（Amersham 
Bioscience, Piscataway, NJ）によって行い、精製したタンパク質はウェスタンブロット法
により確認した。 
 IRDye800ラベルによる Electromobility shift assay（EMSA）は Sanoらの報告したと
おりに行った(Sano et al., 2001)。相補的な IRDye800 ラベル化オリゴ（Aloka, Tokyo, 
Japan）と非標識ヌクレオチド（Proligo, Coast Blvd, CA）をアニールして、E-box、D-box
または RREを中心に持ち両サイドに 5-7bpの付加配列をもつプローブを作成した。8fmol
のラベル化プローブを 10mM Tris-HCl、50mM NaCl、0.5mM EDTA、2mM MgCl2、4％
glycerol、0.5mM DTT、0.5mg/ml BSA、0.5µM poly(dIdC)（Amersham Bioscience, 
Piscataway, NJ）存在下で約 100ngの精製 GSTタグ付きタンパク質と 15分間室温でイン
キュベートした（final vol. 10µl）。125倍量の非ラベル化プローブ（配列そのまま（W）お
よび時計遺伝子結合領域候補配列を変化させたもの（M））を competitorとして用いた。ロ
ーディングバッファー（0.015% BPB, 3% glycerol, 3mM DTT）を加えた後、反応液を 10mM 
MgCl2、2.5％Glycerol を含む 8％ポリアクリルアミドネイティブゲル（79:1）で LI-COR 
4000L DNA sequencer（LI-COR Biosciences-Biotechnology, Lincoln, NE）を改造したも
ので展開して（0.5 x TBE）画像を取得した。 
 
動物福祉 
 組織の採取は全て深麻酔下にすばやく行い、動物に与える苦痛を低減するように心がけ

た。動物実験は山之内製薬（株）動物実験委員会の承認を得て行った。 
 
Web-Site 
 DNAチップのアノテーションは以下のサイトの情報に従って行った。 
   Affymetrix http://www.affymetrix.com/index.affx 
   LocusLink* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/ 
   Ref-seq*  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/ 
   UniGene* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene 
   OMIM program* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM 
 マウスの振動遺伝子のヒトホモログは HomoloGeneから同定した。 
 HomoloGene*  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=homologene 
 マウスとヒトの標的遺伝子及び 10kb上流の配列は UCSCのサイトより取得した。 
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 UCSC Genome Browser http://www.genome.ucsc.edu/ 
  Mus musclus : Feb. 2003, NCBI Build 30に基づく 
  Homo sapience : April. 2003, NCBI Build 33に基づく 
 マウスとヒトの標的遺伝子及び 10kb上流の配列の比較は、BLAST2によって行った。 
 Paired-BLAST search* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html 
  
 なお、*を付したものは National Center for Biotechnology Informationが公開している
サイトである。 
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結果 
培養白色脂肪組織片における時計遺伝子の振動 
 はじめに白色脂肪組織に時計の分子機構が内在するか、遺伝子導入ラット（Tgラット）
を作成して検討した。導入遺伝子には、mPer2 遺伝子のプロモータ領域に、易分解性の改
変型ホタルルシフェラーゼ（destabilized luciferase; dLuc）をつないだもの（Per2-dLuc）
を用いた（図 3-1A）。 
 LDサイクル（明期 12時間／暗期 12時間）で飼育した Tgラットから採取した時計中枢
SCN を含む脳組織片を、基質（ルシフェリン）入りの培地で培養して微弱発光計測装置

（photomultitipler; PMT）で発光量を経時的に検出したところ、明瞭な概日振動を示した
（図 3-1B 左上）。同じように、時計と関係が深い組織である松果体を摘出して培養したと
ころ、きれいな発光の概日振動を検出した（図 3-1B 左下）。末梢組織でも振動が捉えられ
るか検討するために、肺の組織片を培養して観察したところ、きれいな概日振動を得た（図

3-１B 右下）。また、白色脂肪組織である副睾丸脂肪組織を採取して PMT で観察したとこ
ろ、発光量の概日振動を確認した（図 3-1B右上）。SCNでは比較的安定した発光の振動パ
ターンを示し、白色脂肪組織では肺や松果体に似てリズムが不明瞭化していくパターンを

示した。 
白色脂肪組織に内在性の時計の存在が確認されたことから、DNAチップを用いたトラン
スクリプトーム解析を行った。以降の検討では遺伝学的検討の進んでいるマウスを用いた。 
 
白色脂肪組織におけるゲノムワイドな遺伝子発現解析 
 白色脂肪組織における振動遺伝子を同定するために、トランスクリプトーム解析を行っ

た。 
 LD 条件下および DD 条件下で飼育したマウスの副睾丸脂肪を 2 日間にわたって
Zeitgeber Time (ZT)/Circadian Time (CT)12から 4時間ごと 12点採取した。Total RNA
を抽出し、各点 3-4 匹分をプールしてサンプルとし、ビオチン化 cRNA を合成して
Affymetrixマウス高密度オリゴヌクレオチドアレイ（DNAチップ）にかけ、得られたデー
タをコサインフィルターに通し、両方の条件で振動する遺伝子を特定した。この結果、白

色脂肪組織では、202遺伝子（206プローブ）が統計的に有意な概日振動を示す遺伝子（振
動遺伝子）として同定され、この中には既知の時計遺伝子が含まれていた（図 3-2A）。 
 図 3-2B には LDと DD のピーク時刻の平均に沿って振動遺伝子を並べたものを示した。
各振動遺伝子のピーク時刻は 24時間にわたって分布しており、ZT/CT0から 4時間ごとに
クラス分けした場合には次のようであった。ZT/CT0-4: 15遺伝子、ZT/CT4-8: 31遺伝子、
ZT/CT8-12: 55遺伝子、ZT/CT12-16: 33遺伝子、ZT/CT16-20: 36遺伝子、ZT/CT20-24(0): 
32 遺伝子。さらに階層的クラスタリング解析によって、図 3-2C に示すように大きく 5 つ
のクラスターを見出すことができ、各クラスターに含まれる時計（関連）遺伝子で代表さ

せた場合次のようになった。Rev-erbβ/Per1 クラスター（50 遺伝子、平均ピーク位相
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ZT/CT10.8）、Per2クラスター（32遺伝子、ZT/CT14.9）、Cry1クラスター（32遺伝子、
ZT/CT19.2）、Bmal1 クラスター（21 遺伝子、ZT/CT21.2）、X クラスター（37 遺伝子、
ZT/CT6.8）。35 遺伝子が主要 5 クラスターに含まれなかった。各クラスターに含まれる遺
伝子の詳細については表 3-1 - 3-6に示した。 
 DNAチップ法で得られた結果を確認するために、各クラスターから 3遺伝子ずつを選び、
計 15遺伝子の発現パターンを調べた。検討は、DNAチップに用いた DD 条件で採取した
RNA（プールしたもの）を用い、定量的 PCR法によって行った。この結果、図 3-3に示し
たとおり DNAチップ法で見られた発現パターンと定量的 PCR法で見られた発現パターン
は発現位相、振幅とも非常に似ており、DNAチップによる測定結果は妥当だと考えられた。 
 
体内時計による生理機構調節遺伝子の制御 
 白色脂肪組織で振動した 202 遺伝子について、振動遺伝子と生理機能とを結び付ける試
みを行った。 
① 線溶系と細胞外マトリクスリモデリング機構 
 前章に詳述したとおり、PAI-1や tPAなど線溶系（図 3-4A）の因子は概日振動を示すこ
とが知られている。今回の解析で、白色脂肪組織での発現が知られている Pai-1発現の明瞭
な概日振動をとらえることができた。Pai-1 の振動は、定量的 PCR 法によっても確認され
た（図 3-4B）。その他の線溶系の因子については、DNAチップでは振動が確認されなかっ
たが、定量的 PCR法による解析で、tPaに明瞭な概日振動を捉えることができた。他に、
in vitroではウロキナーゼ前駆体と結合して活性型（ウロキナーゼ; uPA）にすることが知
られているウロキナーゼ受容体（uPar）の発現も、統計的に有意な変動を示した（図 3-4B）。
しかし、uPA、tPA /uPAによって活性化されるプラスミンの前駆体（プラスミノゲン）や
uPA、また PAI-1 活性を安定化させるビトロネクチンの発現レベルは振動を示さなかった
（data not shown）。 
 線溶系のキーモレキュールであるプラスミンはまた、細胞外マトリクス（ECM; 
extracellurar matrix）の構成因子を分解するマトリクスメタロプロテアーゼ（MMP; 
matrix metalloproteinase）の一部、たとえば MMP9 を活性化することが知られている
(Davis et al., 2001)。MMPは ECMを構成する IV型コラーゲンやエラスチンを分解する
（ECMリモデリング）因子であって、MMPの内在性の阻害因子は TIMP（tissue inhibitor 
of matrix metalloproteinase）と呼ばれる（図 3-4A）。DNAチップ法で見出された振動遺
伝子に、Mmp9（ゲラチナーゼ B）、Mt1-MmP（膜透過型Mmp1、Mmp14）が見出された。
また内因性阻害因子 Timp3にも振動が検出された。さらに、ECM構成因子である IV型コ
ラーゲン（Col4a1）、エラスチン（Eln）にも振動が認められた。これらの振動は定量的 PCR
法で確認され、ECM 構成因子の振動のピークや Mmp の振動のピークが阻害因子である
Timp3のピークより早いことが判明した（図 3-4C）。 
② 細胞周期 
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 細胞周期は G1期、S期、G2期、M期の 4つに大別されるフェーズを繰り返す機構であ
り、フェーズの切り替えにはサイクリンとサイクリンによって活性化されるサイクリン依

存性キナーゼ（CDK）が重要な働きを示すことが知られている（図 3-5A）。CDKの活性化
を抑制するのが P21CIP1（CDKN1A）であり DNAチップで振動が検出された遺伝子であ
った。この p21Cip1の振動は定量的 PCRによっても確認された（図 3-5B）。 

CDC25Bによって活性化される CDC2（CDK1）は、抑制因子WEE1によって抑制され
る（図 3-5A）。定量的 PCRによって p21Cip1以外にもWee1、Cdc25bに振動が確認され
た（図3-5B）。しかし、他のサイクリンやCdkには振動が確認できなかった（data not shown）。
重要なことに活性因子 Cdc25bは抑制因子Wee1よりも早いピークを迎えており、遺伝子ご
とにピーク位相を整える時間的な制御が見られた（図 3-5B）。 
 
ゲノム情報を用いた振動遺伝子の遺伝子発現調節領域の探索 
 DNAチップで見出されてきた 202遺伝子と定量的 PCRによって日内発現に統計的有意
差の見られた tPa、uPar、Wee1、Cdc25b が、どのようにして振動するのか検討した。遺
伝子発現領域が重要であれば進化的に保存されていると考え、標的遺伝子のコード領域と

転写開始点（Ref-Seqに登録された RNAの先端を転写開始点と仮定した）から 10kb上流
までのゲノム上で、マウスとヒトで保存された領域に既知の時計遺伝子の結合領域がある

か検討した（表 3-7 - 3-12）。 
① E-box 
 時計型 E-box（CACGTG）は一番よく知られた時計遺伝子の結合サイトである。E-box
を介して BMAL1-CLOCKのヘテロダイマーにより転写が促進され、PER-CRYにより転写
が抑制される。調べた遺伝子のうち 95 遺伝子に E-box に該当する配列が見出された（表
3-7 - 3-12）。E-box該当配列を持つ遺伝子には Per1、Rev-erbαなどが含まれていた。 
 見出だされた E-box 該当配列が機能するか検討した。これまで転写因子の結合サイト該
当配列を見つけた場合に、機能するか確認するために一時点でのみ行うアッセイ法が行わ

れてきた。しかし概日リズムは動的な現象であって、候補配列の機能を確認するならば転

写活性の動的な変化も観察すべきだと考えた。Rat-1細胞は高血清処理やデキサメタゾン刺
激等により簡単に概日振動を惹起できる細胞株であり(Balsalobre et al., 1998; Damiola et 
al., 2000)、SCNとほぼ同等の時計機構を内在している(Yagita et al., 2001)。このことは
Rat-1 細胞には少なくとも既知の時計関連の転写因子が備わっていることを意味している。
それゆえ時計遺伝子の結合サイト該当配列に改変型ホタルルシフェラーゼをつないだレポ

ーター遺伝子を Rat-1 に導入して適切な刺激をすることで、振動が捉えられるか否かで、
配列が機能するかについて評価できる(Ueda et al., 2002)。 
見出だされた E-box 該当配列を持つ遺伝子のうち、肝臓でも振動していて(Ueda et al., 

2002)、振動のパターンが Per1など E-box制御下にある時計遺伝子に似た Tm4sf7に注目
した。この遺伝子は、4 回膜貫通型のタンパク質でテトラスパニンファミリーに属するが、
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機能の詳細はわかっていない。まず、マウスとヒトの Tm4sf7保存領域に見出された E-box
該当配列（図 3-6A、3-7A）が機能するかについて、従来よく用いられてきた細胞株に対す
る一過性発現（transient transfection）による Lucアッセイ法で確認した。このために、
SV40ベーシックプロモータで dLucのベーシック転写活性をドライブさせるようなコンス
トラクトに、E-box該当領域を含む 16bpの配列を 3回直列に繰り返したものを組み込んだ
レポーター遺伝子（図 3-7B）を準備した。BMAL1-CLOCK（転写のアクチベーター）と
共発現させたとき、発光量は単独に導入した場合の約 3倍に増加した。これに加えて CRY1
（リプレッサー）を共発現させた場合には、発現はほぼ基本レベルに戻った（図 3-7C）。
E-box 該当配列を置換した場合には共発現による転写活性の変化が確認できなかったこと
から、Tm4sf7の E-boxは機能していると考えられた。 
見出された E-box 該当配列が機能するならば、時間を追ってモニターすることで発光の
概日リズムを検出できると思われたので、これを検証した。まず Rat-1 細胞で転写活性を
リアルタイムにモニターできることを確認するために、Per2-dLuc を導入してデキサメタ
ゾンで刺激し、PMTで観察したところきれいな概日振動を観察した（図 3-7D上）。時計機
構には関係しないSV40ベーシックプロモータを dLucにつないだコンストラクトを導入し
た場合には概日振動は確認されなかった（図 3-7D中央）。この Rat-1を使った系に一過性
発現に用いたと同じコンストラクトを導入し PMTで観察したところ、4日以上続く概日振
動を観察することができた（図 3-7D 下）。ピークのタイミングは Per2-dLuc に似ており、
時計機構による振動を検出しているものと思われた。E-box 該当配列を置換した場合には、
SV40-dLucに似たパターンで概日振動は示さなかった（data not shown）。 
② D-box 
 DBPに代表される PAR型転写因子は DBP応答領域（D-box；TTA[C/T]GTAA）に結合
して転写を促進する。同じ配列を介して抑制的に制御するのが E4BP4である。D-boxは 27
遺伝子に見出されたが、この中には Per2や E4bp4が含まれていた（表 3-7 - 3-12）。同定
された遺伝子の中で、Timp3とWee1に注目した（図 3-6B, E）。前者は ECMリモデリン
グの調節を（図 3-4）、後者は細胞周期の調節を担っている遺伝子である（図 3-5）。 
 Timp3の D-box該当配列、Wee1の D-box該当配列を含む 23bpの配列を 3回直列につ
ないだ配列を組み込んだ SV40 ベーシックプロモータでドライブされる改変型ルシフェラ
ーゼを用いて Lucアッセイを行ったところ、DBPで転写活性が促進され、この転写活性誘
導が E4BP4により抑制された（図 3-8A, D左）。D-box該当配列を置換した変異体では共
発現による転写活性の変化は観察されなかった。 

Lucアッセイで観察されるのは、転写制御されたルシフェラーゼが翻訳されて基質（ルシ
フェリン）を分解した際の発光である。このため、Lucアッセイだけでは、想定するものと
は別の転写因子が二次的に動員されてルシフェラーゼの発現を誘導している可能性は否定

できない。そこで、DBPおよび E4BP4と D-box該当配列との直接の結合を確認するため
に、Timp3の D-box該当配列及びWee1の D-box該当配列（プローブ）を合成して標識し、



 29

in vitroで DBPまたは E4BP4と結合させてゲル上で展開して、転写因子と結合していな
いものとの移動度の差をみる EMSA（electromobility shift assay）法を行った。この結果、
DBP または E4BP4 を入れた場合に特異的なバンドが形成されたことから、直接結合して
いると考えられた（図 3-8A, D中央）。プローブの配列を変化させるとバンドが形成されな
かったこともこれを支持した。Lucアッセイで用いたのと同じコンストラクトを、Rat-1細
胞に導入してデキサメタゾン刺激し PMTで観察したところ、概日振動を確認した（図 3-8A, 
D右）。D-boxに由来する振動は E-boxに由来する振動よりもピークがやや遅く、振動は 4
日以上観察された。以上の結果から、Timp3、Wee1の D-boxが機能すると結論した。 
③ RRE 
 RRE（[A/T]A[A/T]NT[A/G]GGTCA）配列には促進性の RORα と抑制性の REV-ERBα
が結合する。RRE該当配列は Clock、E4bp4、Bmal1など 33遺伝子にみつかった（表 3-7 
- 3-12）。その中で、Col4a1、p21Cip1に注目した。前者は細胞外マトリクスを構成する遺
伝子であり（図 3-4）、後者は細胞周期を調節する遺伝子である（図 3-5）。 
 Col4a1、p21Cip1 の RRE 該当配列を 3 回直列につないだ配列を組み込んだ SV40 ベー
シックプロモータでドライブされる改変型ルシフェラーゼを用いて Luc アッセイを行った
ところ、RORα による転写活性の促進が観察された。この RORα による転写活性誘導は
REV-ERBαにより抑制された（図 3-8B, C左）。RRE該当配列を置換した変異体では、共
発現による転写活性の変化は観察されなかった。次いで EMSAによって、Col4a1の RRE
該当配列及び p21Cip1の RRE該当配列に REV-ERBαが直接結合するか、EMSA法で検討
した。REV-ERBα、RORαとも RRE該当配列に結合したが、配列を置換した変異体には結
合できなかった（図 3-8B, C中央）。Lucアッセイで用いたと同じコンストラクトを Rat-1
細胞に導入し、デキサメタゾン刺激して PMTで観察したところ、4日以上続く概日振動を
確認した（図 3-8B, C右）。RREに由来する振動は E-boxに由来する振動のほぼ反対のタ
イミングでピークを迎えており、Per1と Bmal1の位相関係に合致していた。以上の結果か
ら、Col4a1、p21Cip1の RREが機能すると結論した。 
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考察 
白色脂肪組織には体内時計が内在する 
 本研究では、Per2-dLlucラットから採取した SCN、松果体、末梢組織である肺できれい
な概日振動が得られた。これは、Per1 プロモータ領域にホタルルシフェラーゼ（Luc）を
つないだ Per1-Luc Tg ラットで報告されたと同じ結果であり(Yamazaki et al., 2002)、
Per2-dLuc Tgラット組織培養系を用いて時計機構の存在を確認する戦略が機能することを
支持した。Per2-dLucラットから採取した白色脂肪組織を採取してPMTで観察したところ、
発光量の概日振動を確認した。SCN では比較的安定した発光の振動パターンを示したが、
白色脂肪組織では肺や松果体に似てリズムが不明瞭化していくパターンを示した。また、

ピークの位相も SCNよりは抹消組織と似たパターンを示した。このことから、白色脂肪組
織に内在する時計は末梢組織型であると考えられた。 

Per2-dLuc ラットで見られた SCN 型の時計と末梢組織型の時計の違いは、これまでの
Per1-Lucラット(Abe et al., 2002; Yamazaki et al., 2000; Yamazaki et al., 2002)での報告
を支持するものであった。一方で、Yooらは PER2 タンパク質に Luc が融合したものを発
現する遺伝子導入マウスを作成して生物発光を観察したところ、末梢組織でも SCNと同じ
ような長期持続型のリズムが観察できると報告している(Yoo et al., 2004)。この差が生じた
原因は明らかではないが、末梢組織ではタンパク質レベルでの制御によって時計の振動の

安定化が図られていて、プロモータによって駆動される発光では捉えられなかったのが、

融合タンパク質では捉えられたのかもしれない。 
 
白色脂肪組織の振動遺伝子 
 今回の研究により、明暗条件下、恒暗条件下で採取した白色脂肪組織を用いたゲノムワ

イドな遺伝子発現解析により、発現時刻によって 5 つの主要なクラスターからなる 202 遺
伝子（206プローブ）の振動遺伝子が見出された（図 3-2、表 3-1 - 3-6）。この中に既知の
時計遺伝子が含まれていたこと、DNA チップ法によるデータが定量的 PCR 法でも確認さ
れたことから、今回のデータは確実性の高いものだと考えられる。ただし解析に用いた統

計的フィルターを変えることで LD および DD で統計的有意な振動を示す遺伝子数が上下
することに留意すべきである。 
振動が見られた遺伝子の中には、脂肪特異的に発現するものも見られた。ホルモン感受

性リパーゼは脂質代謝の律速酵素であるが、明瞭な振動を示した（図 3-9A）。一方で従来振
動が知られていた(Saladin et al., 1995; Xu et al., 1999)レプチンは、DNAチップでは振動
が確認できなかった。定量的 PCR法によって、レプチン発現量には明暗条件では振動が見
られたが、恒暗条件では確認できなかった（図 3-9B）。従来の報告例では明暗条件下に組織
を採取しており、その意味でデータの質を議論するものではないが、恒暗条件で振動が確

認できなかった原因は不明である。レプチンは摂食を抑制する作用を持つ生理活性物質で

あり、マウスの摂食が夜間に集中することを考えれば食餌時刻が発現量に影響を与えると
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考えられるが、今回は明暗条件、恒暗条件ともに自由摂食下に飼育しており、摂食の差が

リズムの強弱の原因ではないと考えられる。 
日周変動の見られたホルモン感受性リパーゼも、従来振動するといわれているレプチン

も、エネルギー調節に関係する遺伝子である。生体外からエネルギー源を補給する｢摂食｣

行為が体内時計に制御されていることを考えれば、生体内でエネルギーを効率よく使える

ようにエネルギー調節のシステムが構築されている（タイミングを整えるために体内時計

の調節が関与している）ことは理にかなっている。脂肪組織がエネルギー代謝を司る重要

な器官であることを考え、この視点から白色脂肪組織における体内時計の役割を検討する

ことは、重要な意義があるだろう。 
 
線溶系因子の概日振動 
 白色脂肪組織での振動遺伝子について、振動遺伝子と生理システムとを結び付ける試み

を行った結果、いくつかの生理機構が転写レベルで概日時計によって制御されている様子

が浮かび上がってきた。線溶系の因子の振動は既に別の臓器でも知られていたが、白色脂

肪組織においても振動が確認された。白色脂肪組織は体中に分布しているため「最大の内

分泌組織」とも表現され、脂肪組織からの PAI-1 分泌が体内の PAI-1 循環量に大きく影響
していると考えられていることから(Shimomura et al., 1996)、白色脂肪組織で見られた
Pai-1の振動が生体全体のPAI-1の日内変動の原因となっているのかもしれない。このほか、
tPaの振動も確認できた。tPAは血管内皮細胞で産生されると考えられており、今回採取し
た脂肪組織には脂肪細胞のほか繊維芽細胞などの充間組織、毛細血管等が含まれていたこ

とから、tPaの振動は血管由来のものであった可能性がある。このことは体内時計が、細胞
種ごとに異なる出力遺伝子の発現を調節することで、組織レベルの生理システムの制御を

しているという、精巧なメカニズムの一端を示すものかもしれない。また、メカニズムの

構成因子の結びつきを考えたときに、ひとつのシステムについて体内時計が複数の介在点

を通じて制御をしていることは、リズミックな制御を維持する上での頑強さを保障してい

るものと考えられる。 
 
細胞外マトリクスリモデリング機構の概日振動 
 線溶系はプラスミンを介し、細胞外マトリクス（ECM）のリモデリング機構と結びつい
ているが、ECMリモデリング機構の構成因子にも振動が見出されたことは、非常に興味深
いことであった。基質であるエラスチンや IV型コラーゲンが振動していたこと、分解者で
ある Mmpが振動していたこと、さらに MMPの阻害者（Timp）が振動していたことは、
ECM リモデリング機構が動的なシステムとして概日変動を繰り返していることを示して

いた。注目すべきことに、Mmpと Timpの位相にはずれがあり、一定量の合成・分解を繰
り返すような機構を体内時計が作り出していることをうかがわせた。線溶系の活性が日内

リズムによって制御されている（体内時計による制御が複数の因子を介している）ことと
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合わせて考えれば、ECMリモデリング機構は生体内で体内時計によって精緻かつ頑強に制
御されているものと考えられる。 
 ECMリモデリング機構は腫瘍の湿潤転移に関係するとして注目を集めている。がん化し
た細胞が転移するためには、元の位置から細胞が切り離されて移動できる必要があり、転

移の背景に ECMリモデリングシステムの過剰な働きがあると考えられている。面白いこと
に、Per2欠損マウスでは腫瘍が生じやすいことが報告されている(Fu et al., 2002)。今回の
データから、時計遺伝子欠損による腫瘍産生は直接的には細胞周期に対する時計遺伝子制

御（次節参照）の消失が原因であり、腫瘍の広まりやすさという点で進行を支えているの

が ECMリモデリングの時間的制御機構の破綻であるという可能性を提示したい。 
 
細胞周期の概日振動 
 細胞分裂が夜明けにおきやすいことが知られており、細胞周期が体内時計に影響されて

いることは従来示唆されていたが、分子レベルでの理解はなされていなかった。この点で

重要な報告が 2003 年に部分切除肝の再生をモニターする系でなされた(Matsuo et al., 
2003)。彼らは肝再生時の細胞分裂が概日リズムを示すこと、このリズムが時計遺伝子に依
存していることを示した。そして時計機構による細胞周期の制御機構として、M 期の制御

因子Wee1が E-boxを介して時計機構の制御下にあることを示した。 
 今回の DNAチップのデータから、新たな細胞周期の制御因子で時計機構の制御下にある
因子として p21Cip1が同定された。p21Cip1は原癌遺伝子 p53に制御される遺伝子であり、
細胞周期エンジンのキーモレキュールであるサイクリン依存性キナーゼの活性を抑制する

重要な因子である。また、p21Cip1は RREによって駆動される時計制御下遺伝子であった
が、RREによる時計制御下遺伝子は存在がいわれてきた(Ueda et al., 2002)もののこれが明
確に証明された始めての遺伝子であった。このことは、時計遺伝子の転写ネットワークの

裾野を拡張する重要な知見であると考えられた。Wee1も白色脂肪組織における時計制御下
遺伝子であることが示された。確かに Matsuo らの示したとおり Wee1 は E-box を持って
いたが（マウスで示されていた 3つの E-boxのうち 2つがヒトでも保存されていた）、Rat-1
による機能検証では保存された E-boxのどちらも機能しているとはいえなかった（data not 
shown）。代わりに DBP の結合領域が機能しているために、振動が惹起されていることが
示された。 
 脂肪細胞は成熟してからは細胞内の油滴を大きくすることで、余剰エネルギーの増大に

対処すると理解されており、成熟脂肪細胞は通常分裂しないものとされている。培養した

脂肪細胞で分裂が起きたとする論文も知られるが(Shigematsu et al., 1999)、組織レベルで
普通に見られる現象とは考えにくい。これに対し前駆脂肪細胞などからなる間質系細胞は

分裂能を有しており、成熟脂肪細胞のみで脂肪の増加に対処できなくなった場合の新たな

余剰エネルギーの貯蔵先として脂肪細胞に分化すると考えられている。このことから、今

回検出された細胞周期関連因子の振動は、間質系細胞由来のものであった可能性が高い。 
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新たな時計の分子ネットワークの可能性 
 今回の検討により、既知の時計遺伝子に従来知られていた以外にも時計遺伝子の結合サ

イト該当配列が見出された。例えば E4bp4に見出された D-box該当配列は、E4bp4がオー
トフィードバックループを形成している可能性を示唆している。PAR 型転写因子のトリプ
ルノックアウトマウスでは E4bp4の発現が低下している(Gachon et al., 2004)ことから、
E4bp4がPAR型転写因子によって制御されていることが示唆される。また、ClockやBmal1
といった白色脂肪組織でDbpおよびDBPによる制御がいわれる Per1と逆位相に振動する
遺伝子に D-box該当配列が見出されたことは興味深い。時刻的には RREによって発現調節
されると考えられる遺伝子が、逆の位相を生み出すと思われる転写調節領域によっても制

御されるメカニズムは、時間的に正確な制御を創るために重要である可能性が考えられる。

ここで議論した配列については機能検討を行っていないので慎重に議論すべきではあるが、

支配する発現ピーク位相が異なる配列の組み合わせで、遺伝子発現の正確な時間的調節が

なされている可能性が提起されるだろう。今後複数の転写因子のネットワーク構造による

時間支配の解明が進展していくものと期待される。 
 
研究の展望 
 本研究はゲノムワイドな発現遺伝子の解析、ゲノムプロジェクトの成果を利用したマウ

ス－ヒトの比較ゲノムによる進化的な保存領域の取得と時計遺伝子制御配列のシステマテ

ィックな探索、正確な計測システムに依拠した転写制御領域の同定を展開したものである。

このアプローチにより従来知られていたよりはるかに多くの E-box、D-box、RRE 制御を
受けると思われる振動遺伝子を示すことができ、実際にいくつかの生理機構の制御を担う

遺伝子で時計関連遺伝子産物による調節領域が機能することを示すことができた。注目す

べきは、時計によって制御されるような生命システムが複数の因子によって時間的に精緻

に制御されていることである。このことは、ひとつの因子に対する時間的な制御が失われ

た際の生命システムの振動能を保障すると同時に、必要なときに必要な因子（例えば基質

と破壊因子と阻害因子の発現時刻に変化をつけてバランスさせることで系の安定性を図る

メカニズム）を準備するという生命システムの合理性を示す知見であった。体内各部の時

計でそれぞれに出力因子が異なることを考えれば、まさに体内時計は生理機構の TPO
（Time; 一日の適切な時刻、Place; 適切な臓器、Object; 生理機能の合理的な運用）を司
るメカニズムであるといえる。 
 今回示したのは転写による制御のみであるが、現実にはこれに生理レベルや代謝レベル

の転写後調節が加わって生体内での概日リズム性の現象が生じていることは間違いない。

それゆえ次のチャレンジは、代謝などの生理レベルでの概日時計の調節機構をシステマテ

ィックに明らかにしていくことであり、概日時計による調節機構の生体維持に対する重要

性を明らかにしていくことである。時間生物学に留まらず生物学全体に、遺伝子レベルで
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の議論からシステムレベルでの議論へと向かうパラダイムシフトが確実に起きている。こ

のことにより環境によって刻々と変化するシステム間の相互作用を明らかにするといった、

より動的でより複雑な生命現象へと研究が展開していくことだろう。 
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まとめ 
1. Per2-dLucを導入したTgラットを用いて白色脂肪組織に末梢組織型の時計機構が内在
していることを示した。 

2. 明暗条件下、恒暗条件下で採取した白色脂肪組織を用いたトランスクリプトーム解析
により、発現時刻によって 5 つの主要なクラスターからなる 202 遺伝子（206 プロー
ブ）の振動遺伝子を見出した。このことは、白色脂肪組織が動的な組織であることを

改めて示すとともに、従来の定点のみで検討した脂肪組織における遺伝子発現プロフ

ァイルを補完するデータを供したものといえた。 
3. 包括的な振動遺伝子の時計遺伝子結合領域候補配列の探索により、95 遺伝子に E-box
該当配列が、27遺伝子に D-box該当配列が、33遺伝子に RRE該当配列が見出された
（表 7-12）。これらのうちのいくつは、Rat-1繊維芽細胞を用いた生物発光のリアルタ
イムモニタリングシステムによって、機能することが確かめられた。 

4. 細胞外マトリクス（ECM）リモデリングに関与するような因子（ECM を構成する

Col4a1、ECM の分解酵素である MMP を抑制する Timp3）に時計に直接支配されて
生じる概日振動が見られたこと、細胞周期に関与する因子（細胞周期の調節を担う

p21Cip1、Wee1）に時計に直接支配されて生じる概日振動が見られたことを確認した。
これらは時計の分子機構が、転写制御を介し特定の生理機構を調節している例である

と考えられた。 
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総括 

時間生物学の展望 
 時間生物学は、はじめ観察に基づいた 24時間周期の現象の記述に始まった。次いで生理
現象の 24時間周期が内因性の現象か外因性の現象かの検討、そして体内時計中枢の探索と
進んだ。時間生物学研究に参加する研究者数を爆発的に増やしたきっかけは分子機構の同

定であった。さらに、ポストゲノム時代に突入したことで可能になった「全部」を対象と

した遺伝子発現解析は時計の出力遺伝子を明らかにし、時計遺伝子の閉じたループの解明

に留まらず、動を生理機構へと伝えるネットワーク構造の解明に迫ろうとしている。それ

では今後の時間生物学の方向性はどういったものだろうか。 
① 概日リズムの詳細な解析 
細胞レベルで見た場合、今後体内時計研究は「真の」体内時計ネットワークの同定と再

構築という課題に挑むだろう。体内時計システムの同定が｢完了した｣というには、時計機

構のネットワーク構造が時間によってどのように変化しているのかまで、詳らかにしなく

てはならない。現在各国で進行中のマウス ENUプロジェクトなどによる新規時計遺伝子の
同定、ゲノムプロジェクトや高密度ヌクレオチドアレイの進化による転写後修飾研究の展

開、プロテオミクス研究の隆盛に伴ったタンパク質間相互作用の検証といった研究が、今

後時計機構の繊細かつ巧妙な仕掛けを明らかにしてくれるのではないか。可能な限り「全

て」が同定された暁には、時計因子の役割検討のための in silico（計算機内）での再構築と
モデルの検証、タイミング制御のツールとして利用するための大腸菌や酵母などへの哺乳

類時計機構の再構築といった展開、すなわち分子生物学の次を担うと期待されるシステム

生物学の目指す方向性(Kitano, 2002)への進展が期待される。 
個体レベルに目を転じれば、いまだ遺伝子レベルで説明のなされていないいくつかの疑

問に答えようという努力がなされるだろう。具体的には、体内時計の 3 つの特性（自律振
動：振動体が安定して 24時間の周期を刻み続ける、同調機能：外部の情報によって振動体
の位相を変化させる、温度補償性：さまざまな温度で周期を一定させる）ついての解析が

今後もなされていくだろう。たとえば同調機構を考えるとき、主時計である SCNと末梢組
織の時計の関係は、これまでに十分な説明がされていない重要な課題である。ホルモン性

の支配（PK2(Cheng et al., 2002)、TGFα(Kramer et al., 2001)）や交感神経系の支配
(Terazono et al., 2003)が言われるものの、まだまだ解明は不十分である。他にもなぜ昼行
性動物と夜行性動物がいるのかのような根本的なテーマが、未解決のまま残されている。 
② 概日リズム研究のさまざまなリズム現象への応用 
 概日リズムと別の周期との関係を示すような研究が今後さかんとなるだろう。たとえば

第二章でも見たとおり、体内時計と細胞周期の関係が注目を集めているが、きっかけは

Matsuo らの細胞周期の調節因子 Wee1 が体内時計の制御下にあるという報告であった
(Matsuo et al., 2003)。これは概日リズムの因子が別の周期を生む機構と相互作用する例で
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あるが、今後このような形の研究が進むだろう。他に日長による季節性の周期現象（繁殖

期など）の解析が、Yoshimuraらの報告により注目を集めている(Yoshimura et al., 2003)。 
また、概日リズムの解析方法は、周期現象に対する研究の成功例として、今後さまざま

な周期現象へと応用されていくだろう。包括的に時系列を追って取得した遺伝子発現のデ

ータから、一定のパターンを示すものみを選択してくる方法は、時間幅を変更することで

さまざまな周期現象に応用ができる。実際に、酵母における細胞周期のゲノムワイドな転

写解析が試みられている(Klevecz et al., 2004)。また、微弱発光計測装置を用いてリアルタ
イムに転写活性を調べる方法も、生体における種々の周期的な現象への有用なアプローチ

となるだろう。 
③ 時計研究の臨床への応用 
 24 時間稼動の工場労働者や救急医療現場など、シフトワーカーの健康問題は、古くから
時間生物学が扱ってきたテーマである。時計機構の全体像が明らかになり出力となる生理

機構が明らかになることで、時計機構が乱れると具体的に何が問題になるのかを提示でき

るようになると期待される。改善策を検討することができれば勤労者の QOLの向上に寄与
できるかもしれない。また、経済のグローバル化により 24時間を通して世界が連動して動
く現代社会で、空路を移動して短期間で移動先の時刻に体を調節することに対するニーズ

が高まりつつある。先般否定された報告ではあるが(Wright and Czeisler, 2002)、ヒトの膝
裏に光受容体があり(Campbell and Murphy, 1998)飛行中の適切な時刻に膝裏に光を当て
れば「時差ぼけ」が解消できるという奇抜なアイディアが、紹介記事(Oren and Terman, 
1998)つきで米国の一流科学誌である Scienceに掲載されたのも、簡単に時差ぼけが解消で
きる可能性に魅力があったためだろう(Barinaga, 2002)。 
 遺伝性疾患として、時計遺伝子の変異が原因で生活リズムの不全を抱える症例も確認さ

れている。たとえば時計機構のコアループを構成する PER2 の CKIεによるリン酸化部位
を欠いた家系（S662G 多型）では、睡眠時間帯が社会的に望ましい時刻に比べ前進してい
て、早朝に覚醒し夕方早い時刻に眠気をきたす（睡眠相前進症候群）(Toh et al., 2001)。ま
た、Per3 遺伝子の V647G 多型では睡眠時間帯が社会的に望ましい時刻に比べ後退してい
る（朝起きられずに夜眠れない）ことがわかっている(Ebisawa et al., 2001)。その他、活動
の朝型・夜型傾向に Clock 遺伝子多型が影響するという報告や、高緯度で日照時間の少な
い地域に見られる季節性うつ病に Npas2 遺伝子多型が相関するという報告がある
(Johansson et al., 2003)。ヒトでも時計の分子機構が機能することで正常なリズムが生み出
されている証拠であると同時に、時計機構が今後 QOLの向上を図るための有用な治療標的
であることを示唆している。 
今後体内時計のメカニズムの解析が進むことで、時計遺伝子を標的とする薬物の開発や、

中枢と末梢の時計のバランスを調整するような薬物など、時計そのものを標的とした薬物

の開発が進むことが見込まれ、リズム疾患に対処できるようになるかもしれない。 
 生理機構の日内変動を上手に利用しようとする立場から、時間薬理学的、時間治療的ア
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プローチが重要であることは、第一章に既述のとおりである。直接に体内時計を標的にし

なくても、施療に適切な時刻を知り投薬量を適切に調節することで副作用を減じ（たとえ

ば抗がん剤インターフェロンによるうつ病(Ohdo et al., 2001)）、主作用を高めることがで
きると期待できる。従来の時間治療は振動する現象を利用しようというアプローチであり、

病院など個人のスケジュールを管理できる現場においては非常に有効だと思われるが、

個々の家庭で厳密な管理は非常に困難であることを考えれば、逆に時間にとらわれず服用

時に一定効果が得られる薬剤のほうが便利ではないだろうか。出力遺伝子がある程度わか

っているからには、概日振動するような標的をはずすことで「いつ飲んでも均等な効果を

得られる」薬剤を開発することもできるようになるだろう。 
 なお、時間治療を実際に行うためには、ヒトの体が「何時か」を知ることが重要である

が、従来のメラトニンリズムの測定や深部体温の連続測定といった長期拘束型の測定法で

は、QOL の低下を導く危険があった。これを回避する方法として、Ueda らは振動遺伝子
が複数個あることを利用し、一検体から抽出した RNAで約 100遺伝子の発現量を調べてそ
の人の時刻を測る方法を提案している(Ueda et al., 2004)。 
 
 
論文報告 
 第一章で報告した研究成果は、FEBS Lett.誌に掲載された。また、第二章で報告した研
究成果は、2005年 1月現在で専門誌に投稿中である。 
 
Minami, Y., Horikawa, K., Akiyama, M. and Shibata, S. (2002) Restricted feeding 

induces daily expression of clock genes and Pai-1 mRNA in the heart of Clock 
mutant mice, FEBS Lett. 526, 115-118. 
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図表 
序論 
図 1-1．体内時計の構成要素 
（A）体内時計は ①内在性の 24時間周期を作り出す振動体、②外界から時刻情報を振動体

に伝える同調機構、③振動体のリズムを生理機構に反映する出力機構、の 3 つから構成さ

れる。（B）哺乳類における体内時計。振動体は視交叉の直上、第 3脳室底部に位置する SCN

に存在し、振動体からの出力としては行動リズムなどが観察される。一方で内在性のサイ

クルを外界のサイクルにあわせるための同調因子としての光情報が網膜を介してSCNに伝

えられる。 

 

図 1-2．体内時計の分子機構 
（A）時計型 E-boxを介した転写調節。BMAL1-CLOCKのヘテロダイマーは促進性に E-box

を介した転写を制御する。E-boxで制御される時計遺伝子である Per（Per1、Per2）や Cry

（Cry1）は翻訳されて複合体を形成し、E-boxを介した遺伝子発現を抑制的に制御する（ネ

ガティブフィードバックループ）。Dec（Dec1、Dec2）もこのループに参加している。（B）
RRE を介した転写調節。E-box による振動とほぼ逆位相の振動を生み出すメカニズムで、

Bmal1の転写制御に見られる。RREに結合する Rev-erbαは抑制性の転写因子であり、そ

の発現は E-boxで制御されている。（C）D-boxを介した転写調節。Dbpに代表される PAR

型転写因子（Dbp、Tef、Hlf）が転写の促進を担い、E4bp4 が抑制的な制御を担う。Dbpと

E4bp4 の発現位相はほぼ反対である。時計振動体のメカニズムとしてはどちらかといえば

付加的だと考えられている。桃色：促進性の転写因子、水色：抑制性の転写因子 

 

図 1-3．概日振動する遺伝子 
（A）時計遺伝子によって直接発現制御される遺伝子を時計制御下遺伝子（CCG; clock 

controlled gene）と呼ぶ。時計遺伝子によって直接に制御される遺伝子（機能する時計遺伝

子結合領域を持つ遺伝子）がこれに該当する。（B）体内時計の概日振動を生理機能に反映
する遺伝子を出力遺伝子（out-put gene）と呼ぶ。時計の分子機構の中枢を構成する遺伝子

ではないが概日振動する遺伝子で、特異的な生理機能の調節を担うことで生理レベルの概

日振動をひきおこすような遺伝子が該当する。（C）広く概日振動を示す遺伝子を振動遺伝
子（cycling gene）と呼ぶ。一番大きなカテゴリーで、時計（関連）遺伝子や時計制御下遺

伝子を含み、二次的、三次的に時計機構の制御下にあるような遺伝子、また日周変動を示

す様々な要因により発現が振動するような遺伝子がこれに該当する。 
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第一章 
図 2-1．マウスの飼育条件と、心臓のサンプリングスケジュール 
（A）自由摂食、明暗条件下で維持したマウスを用い、ZT5から 6時間おきに 4点の時刻で

心臓を採取した（矢頭）。（B）自由摂食、明暗条件で維持したマウスをサンプリング二日前
に自由摂食のまま恒暗条件に移し、CT5から 6時間おきに 4点の時刻で心臓を採取した（矢

頭）。（C）自由摂食、明暗条件で維持したマウスを暗期の間（ZT12-24）絶食し（Day0）、

翌日（Day1）から Day6まで明期である ZT5-ZT9のみにエサを与えた（斜線）。Day6から

Day7にかけて ZT5から 6時間おきに 5点の時刻で心臓を採取した（矢頭）。なお Day7は

給餌しなかった。 

 

 ZT: Zeitgeber Time、ZT12が暗期の始まり 

 CT: Circadian Time、CT12が行動の開始時刻 
 *CT とは本来固有のリズムを確認して得られた周期から産出されたものであり、ここで用いら

 れているような実験スキームの場合 projected ZT とするのが正確だが、暗期でのサンプリング

 であることを明らかにするために CTの語を用いた 

 

 

図 2-2．明暗条件における心臓の時計遺伝子発現と Pai-1遺伝子発現 
（A）代表的な PCR産物のアガロースゲル泳動像。左側に野生型、右側に Clockマウスの

パターンを示した。（B-F）: 時計遺伝子（B-E）および Pai-1（F）のβアクチンで相対化し
た場合の発現量（n=4~6）。黒丸の実線が野生型のデータを、白丸の点線が Clock マウスの

データを示す。 

 

図 2-3．野生型マウスにおける給餌時刻制限の遺伝子発現に与える影響 
（A）制限給餌下のマウスにおける PCR産物の代表的なアガロースゲル泳動像。（B）給餌
時刻制限による時計遺伝子と Pai-1 遺伝子の発現パターンの変化（下）。灰色の網掛けで示

した時刻（ZT5-9）にのみエサを与えた。データはβアクチンの発現量で相対化し、頂値を

100％として表示した（n=3-6）。比較のため図 2-2で示したデータを再度示した（ZT5のデ

ータはリプロットした）（上）。 

 

図 2-4．Clockマウスにおける給餌時刻制限の遺伝子発現に与える影響 
（A）制限給餌下のマウスにおける PCR産物の代表的なアガロースゲル泳動像。（B）給餌
時刻制限による時計遺伝子と Pai-1 遺伝子の発現パターンの変化（下）。灰色の網掛けで示

した時刻（ZT5-9）にのみエサを与えた。データはβアクチンの発現量で相対化し、頂値を

100％として表示した（n=3-6）。比較のため図 2-2で示したデータを再度示した（ZT5のデ

ータはリプロットした）（上）。 
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表 2-1．実験に用いたプライマーの配列及び想定される PCR産物の大きさ 
 F; forward primer, R; reverse primer 

 

表 2-2．時計遺伝子と Pai-1遺伝子の発現の日内変動とピーク時刻 

Ad lib; 自由摂食（4点）、RF; 給餌時刻制限（5点）、LD; 明暗条件、DD; 恒暗条件 

***p<0.001, **p<0.01, *P<0.05, - : 有意差なし 
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第二章 
図 3-1．PMTによる内在性の時計に依存した生物発光の検出 
（A）Per2-dLuc導入遺伝子の構造。（B）培養下における Per2-dLucから採取した中枢時計

（SCN）と末梢時計（白色脂肪組織、松果体、肺）から検出された発光の概日リズムの代

表例。黒いバーと白いバーはサンプリング前の飼育環境（明暗サイクル）を示している。

ラットのサンプリング時刻（明期）から発光プロットを開始した。 

 

図 3-2．マウス白色脂肪組織における時間的な発現プロファイル 
（A）DNA チップによって得られた白色脂肪組織での明暗条件及び恒暗条件における、既

知の時計（関連）遺伝子の発現パターン。12サンプリングポイント（ZT/CT12-ZT/CT56）

が示した値の平均を 1.0 にあわせた。（B-C）: 白色脂肪組織における頂値時刻による発現
プロファイルの構造（B）と階層的クラスタリング法による解析結果（C）。いずれのダイア
グラムも横軸がサンプリングした点（時間）を、縦軸が遺伝子発現を示している。各タイ

ルの色（赤-黒-緑）はノーマライズした場合の発現量を表現している（12 点の平均を 0.0

に、12点の標準偏差を 1.0にあわせた）。 

 

図 3-3．DNAチップによる解析結果の定量的 PCR法による確認 
（A-E）: 恒暗条件で採取したサンプルを用いた振動遺伝子の解析。定量的 PCR 法による

データ（橙）と DNAチップによるデータ（薄青）を同じグラフ上に示した。異なる方法に

よるデータを比較するために、定量的 PCR によるデータ（左軸）および DNA チップによ

る 12 点のデータ（右軸）をノーマライズして表示した（平均値を 1.0 にあわせた）。それ

ぞれのクラスターから 3遺伝子ずつを選択した。クラスターは以下に示すとおりであった。

（A）Rev-erbβ/Per1、（B）Per2、（C）Cry1、（D）Bmal1、（E）X。DNAチップには p21Cip1

及び 1810044O22Rik に 2 つのプローブが存在した。（D）に示したグラフ内の実線は
94881_at（p21Cip1）もしくは 10319_at（1810044O22Rik）を示し、点線は 98067_at

（p21Cip1）もしくは 96878_at（1810044O22Rik）を示す。グラフの下に示した灰色のラ

インは主観的明期を、黒いラインは主観的暗期を示す。 

 

 主観的明期：時刻情報のない状態で明期に相当する期間（マウスの休息期） 

 主観的暗期：時刻情報のない状態で暗期に相当する期間（マウスの活動期） 

 

 

図 3-4．線溶系と細胞外マトリクスリモデリングシステムのキーレギュレーターの概日振動 
（A）線溶系と細胞外マトリクスリモデリングシステムの概観。（B-C）: 線溶系（B）と細
胞外マトリクスリモデリングシステム（C）のキーレギュレーターの経時的発現パターン。
定量的 PCR法によって得られた遺伝子発現量の相対量（n=3-4/time point）を示した。青が
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明暗条件下でサンプリングした場合、緑が恒暗条件下でサンプリングした場合であり、グ

ラフの下の黒と灰色のバーは、（主観的）暗期と（主観的）明期を示す。* p<0.05, ** p<0.01, 

*** p<0.001（1-way ANOVA） 

 

図 3-5．細胞周期のキーレギュレーターの概日振動 
（A）細胞周期の概観。（B）細胞周期のキーレギュレーターの経時的発現パターン。定量的
PCR法によって得られた遺伝子発現量の相対量（n=3-4/time point）を示した。青が明暗条

件下でサンプリングした場合、緑が恒暗条件下でサンプリングした場合であり、グラフの

下の黒と灰色のバーは、（主観的）暗期と（主観的）明期を示す。* p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.001（1-way ANOVA） 

 

図 3-6．振動遺伝子の時計制御該当配列を含む進化的に保存されたゲノム領域 
（A）Tm4sf7 の E-box 該当配列を含むマウス（NM_053082）とヒト（NM_003271）で保

存された領域。（B）Timp3 の D-box 該当配列を含むマウス（NM_011596）とヒト

（NM_000362）で保存された領域。（C）Col4a1のRRE該当配列を含むマウス（NM_009931）

とヒト（NM_000389）で保存された領域。（D）p21Cip1 の RRE 該当配列を含むマウス

（NM_007669）とヒト（NM_000389）で保存された領域。（E）Wee1 の D-box 該当配列

を含むマウス（NM_009516）とヒト（NM_003390）で保存された領域。時計遺伝子該当配

列は赤字で、マウスとヒトでのミスマッチもしくはギャップ配列は青字で示した。配列情

報は全て UCSC Genome Browserに拠った（方法参照）。Mm; マウス、Hs; ヒト 

 

図 3-7．Tm4sf7の機能する時計型 E-boxの同定 
（A）マウス（Mm）とヒト（Hs）のゲノム配列で保存された時計型 E-box（囲みで示した）

と周囲の配列。（B）3 回直列に野生型（WT）もしくは変異型（MT）の時計型 E-box を含

む領域をつないだ SV40ベーシックプロモータで誘導される dLucプロモータ（SV40-dLuc）

の構造。（C）Tm4sf7の E-boxを介した転写活性に対する BMAL1/CLOCKと CRY1の影響。

Renillaルシフェラーゼの活性を内在性コントロールとして用いた。データは WTの基本転

写活性が 1.0となるようにノーマライズした。黒カラムがWTで、白カラムが MTで検出さ

れた転写活性で、発現プラスミドの有（+）無（-）はグラフ下に示してある。値は実験を 3

回繰り返した際の平均値±標準誤差である。（D）Rat-1繊維芽細胞に Per2プロモータ（上）、

SV40 ベーシックプロモータ（中央）、野生型 Tm4sf7の E-box を組み込んだ SV40 ベーシ

ックプロモータ（下）に、それぞれ発現誘導された dLucレポーター遺伝子を導入した場合

の発光リズムの代表例。 

 

図 3-8．振動遺伝子における機能する D-boxもしくは RRE配列の同定 
（A-D）: 振動遺伝子 Timp3（A）、Col4a1（B）、p21Cip1（C）、Wee1（D）における機能
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的 D-box（A, D）、機能的 RRE（B, C）の検討結果。（左上）マウス（Mm）とヒト（Hs）

ゲノム配列で保存された D-boxもしくは RREと周囲の配列。（左下）D-boxもしくは RRE

を介した転写活性。Renilla ルシフェラーゼの活性を内在性コントロールとして用いた。デ

ータは WT の基本転写活性が 1.0 となるようにノーマライズした。黒カラムが WT で、白

カラムが MTで検出された転写活性で、発現プラスミドの有（+）無（-）をグラフ下に示し

た。値は実験を 3回繰り返した際の平均値±標準誤差である。（中央）転写因子の D-box も

しくは RRE を含むゲノム領域に対する結合活性。結合領域の特異性は野生型（WT）もし

くは変異型（MT）配列の非標識オリゴヌクレオチドを加えて競合させて判断した。アッセ

イには GSTを融合させた転写因子の部分配列を用いた。矢頭は標識プローブと転写因子の

結合したバンドを示し、シャープ（#）はフリープローブを示す。（右）Rat-1繊維芽細胞に、

野生型 D-box もしくは RRE を組み込んだ SV40 ベーシックプロモータに発現誘導された

dLucレポーター遺伝子を導入した場合の、発光リズムの代表例。 

 

図 3-9．白色脂肪組織特異的な遺伝子の経時的な発現パターン 
（A-B）: ホルモン感受性リパーゼ（A）とレプチン（B）の明暗サイクル（左）及び恒暗
条件（右）における遺伝子発現パターン。シグナル強度（DNAチップ）（上）もしくは相対

mRNA発現量（定量的 PCR（n=3-4 / time point））（下）を示した。グラフ内に Affymetrix

プローブ ID 及び最もよく適合した余弦波との相関係数（DNA チップ）、もしくは 1-way 

ANOVAによる p-value（定量的 PCR）を示した。グラフ下に示した白または灰色のバーは

明期又は主観的明期を、黒は暗期又は主観的暗期を示す。 

 
表 3-1. Per1/Rev-erbβクラスターの振動遺伝子 
50遺伝子（50プローブ）が Per1/Rev-erbβクラスターに含まれ、平均ピーク時刻は ZT/CT 10.8

であった。標準偏差を平均で割った値（SD/Average）は振幅の強さを示す。定量的 PCRによって

発現解析を行った遺伝子はアステリスク（*）で示した（図 3-3を参照）。 

 
表 3-2. Per2 クラスターの振動遺伝子 
32遺伝子（34 プローブ）が Per2 クラスターに含まれ、平均ピーク時刻は ZT/CT 14.9 であった。

プローブ ID 92820_at及び 92821_atはどちらも Usp2を、93314_g_at及び 93315_atはどちら

も Map2k3 をコードする。標準偏差を平均で割った値（SD/Average）は振幅の強さを示す。定量

的 PCRによって発現解析を行った遺伝子はアステリスク（*）で示した（図 3-3を参照）。 

 

表 3-3. Cry1 クラスターの振動遺伝子 
32遺伝子（32 プローブ）が Cry1 クラスターに含まれ、平均ピーク時刻は ZT/CT 19.2 であった。

標準偏差を平均で割った値（SD/Average）は振幅の強さを示す。定量的 PCR によって発現解析

を行った遺伝子はアステリスク（*）で示した（図 3-3を参照）。 
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表 3-4. Bmal1 クラスターの振動遺伝子 
21遺伝子（23プローブ）が Bmal1クラスターに含まれ、平均ピーク時刻は ZT/CT 21.2であった。

プローブ ID 94881_at 及び 998067_at はどちらも p21Cip1(Cdkn1a)を、103619_at 及び

96878_at はどちらも 1810044O22Rik をコードする。標準偏差を平均で割った値（SD/Average）

は振幅の強さを示す。定量的 PCR によって発現解析を行った遺伝子はアステリスク（*）で示した

（図 3-3を参照）。 

 

表 3-5. X クラスターの振動遺伝子 
37遺伝子（37プローブ）が Per2 クラスターに含まれ、平均ピーク時刻は ZT/CT 6.8であった。標

準偏差を平均で割った値（SD/Average）は振幅の強さを示す。定量的 PCR によって発現解析を

行った遺伝子はアステリスク（*）で示した（図 3-3を参照）。 

 

表 3-6. 主要 5 クラスターに属さなかった振動遺伝子 
30遺伝子（30プローブ）が主要 5 クラスターに分類されなかった。 

 

表 3-7. Per1/Rev-erbβ クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計
遺伝子の結合領域候補配列 
時計型E-box（CACGTG）、D-box（TTA[C/T]GTAA）、RRE（[A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA）。RRE

の場合は青字で示した AT-rich な領域における 1bのミスマッチヌクレオチドを許した。これらの配

列はプロモータ領域から翻訳領域を含み、3’-非翻訳領域まで散っていることに注意する。また、こ

れらの配列が機能しない可能性にも注意する。 

 

表 3-8. Per2 クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結
合領域候補配列 
時計型E-box（CACGTG）、D-box（TTA[C/T]GTAA）、RRE（[A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA）。RRE

の場合は青字で示した AT-rich な領域における 1bのミスマッチヌクレオチドを許した。これらの配

列はプロモータ領域から翻訳領域を含み、3’-非翻訳領域まで散っていることに注意する。また、こ

れらの配列が機能しない可能性にも注意する。 

 

表 3-9. Cry1 クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結
合領域候補配列 
時計型E-box（CACGTG）、D-box（TTA[C/T]GTAA）、RRE（[A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA）。RRE

の場合は青字で示した AT-rich な領域における 1bのミスマッチヌクレオチドを許した。これらの配

列はプロモータ領域から翻訳領域を含み、3’-非翻訳領域まで散っていることに注意する。また、こ

れらの配列が機能しない可能性にも注意する。 
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表3-10. Bmal1クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の
結合領域候補配列 
時計型E-box（CACGTG）、D-box（TTA[C/T]GTAA）、RRE（[A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA）。RRE

の場合は青字で示した AT-rich な領域における 1bのミスマッチヌクレオチドを許した。これらの配

列はプロモータ領域から翻訳領域を含み、3’-非翻訳領域まで散っていることに注意する。また、こ

れらの配列が機能しない可能性にも注意する。 

 

表 3-11. X クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結合
領域候補配列 
時計型E-box（CACGTG）、D-box（TTA[C/T]GTAA）、RRE（[A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA）。RRE

の場合は青字で示した AT-rich な領域における 1bのミスマッチヌクレオチドを許した。これらの配

列はプロモータ領域から翻訳領域を含み、3’-非翻訳領域まで散っていることに注意する。また、こ

れらの配列が機能しない可能性にも注意する。 

 

表 3-12. 主要 5 クラスターに属さない振動遺伝子と定量的 PCR で統計的に有意な振動の見ら
れた遺伝子（tPa、Wee1）におけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の
結合領域候補配列 
時計型E-box（CACGTG）、D-box（TTA[C/T]GTAA）、RRE（[A/T]A[A/T]nT[A/G]GGTCA）。RRE

の場合は青字で示した AT-rich な領域における 1bのミスマッチヌクレオチドを許した。これらの配

列はプロモータ領域から翻訳領域を含み、3’-非翻訳領域まで散っていることに注意する。また、こ

れらの配列が機能しない可能性にも注意する。 



59

SCN

入力機構 振動体 出力機構

睡眠･覚醒
行動
心拍数
血圧
代謝網膜

A.

B.

時刻情報

図1-1．体内時計の構成要素
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図2-4．Clockマウスにおける給餌時刻制限の遺伝子発現に与える影響
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表 2-1．実験に用いたプライマーの配列及び想定される PCR産物の大きさ 
 

Gene Name Product F/R Sequence 

mPer1 289bp F 5’-CAAGTGGCAATGAGTCCAACG-3’ 

  R 5’-CGAAGTTTGAGCTCCCGAAGT-3’ 

mPer2 381bp F 5’-CAGACTCATGATGACAGAGG-3’ 

  R 5’-GAGATGTACAGGATCTTCCC-3’ 

mBmal1 344bp F 5’-CACTGACTACCAAGAAAGTATG-3’ 

  R 5’-ATCCATCTGCTGCCCTGAGA-3’ 

mNpas2 243bp F 5’-CTCAGTGGTCAGTTACGCAG-3’ 

  R 5’-TGGAGGTGGGTTCTGACATG-3’ 

mPai-1 539bp F 5’-TCAGAGCAACAAGTTCAACTACACTGAG-3’ 

  R 5’-CCCACTGTCAAGGCTCCATCACTTGCCCCA-3’ 

mβ-actin 452bp F 5’-GAGGGAAATCGTGCGTGACAT-3’ 

  R 5’-ACATCTGCTGGAAGGTGGACA-3’ 
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表 2-2．時計遺伝子と Pai-1遺伝子の発現の日内変動とピーク時刻 
 

 

genotype Positive Regulators Negative Regulators Out-put

 

Feeding 

Conditions

Lighting 

Conditions Bmal1 Npas2 Per1 Per2 Pai-1 

wild type Ad lib DD CT23*** CT23*** CT11*** CT11*** CT17**

 Ad lib LD ZT23*** ZT5*** ZT11*** ZT11*** ZT11* 

 RF LD ZT17*** ZT17*** ZT5*** ZT5*** ZT23* 

Clk/Clk Ad lib DD CT5*** CT5* - - - 

 Ad lib LD - ZT23* - ZT17* - 

 RF LD ZT11-17*** ZT17* ZT5*** ZT5*** ZT23*
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図3-1．PMTによる内在性の時計に依存した生物発光の検出
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図3-2．マウス白色脂肪組織における時間的な発現プロファイル



70

図3-3．DNAチップによる解析結果の定量的PCR法による確認
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図3-4．線溶系と細胞外マトリクスリモデリングシステムのキーレギュレーターの概日振動
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図3-5．細胞周期のキーレギュレーターの概日振動



73

図3-6．振動遺伝子の時計制御該当配列を含む進化的に保存されたゲノム領域
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図3-7．Tm4sf7の機能する時計型E-boxの同定
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図3-8．振動遺伝子における機能するD-boxもしくはRRE配列の同定
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図3-9．白色脂肪組織特異的な遺伝子の経時的な発現パターン
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表 3-1. Per1/Rev-erbβクラスターの振動遺伝子 
 

Ref-seq ID UniGene ID Gene Symbol 
Correlation 

(Best Fit Period (hrs)) 
Average SD/Average Peak Time (ZT/CT) Affymetrix 

Probe ID 
   LD DD LD DD LD DD LD DD LD&DD 

101836_at NM_011151 Mm.849 Ppm1b 0.77 25 0.77 24 100.3 96.0 0.31 0.29 7.6 10.4 9.0 

103035_at NM_013683 Mm.16122 Tap1 0.84 27 0.78 27 803.3 824.5 0.14 0.19 7.2 10.0 8.6 

102134_f_at NM_026468  Mm.10314 Atp5g2 0.74 28 0.76 26 1087.9 1115.0 0.08 0.10 6.0 12.4 9.2 

98031_at NM_016778 Mm.3295 Bok 0.77 25 0.80 24 1128.5 1445.8 0.26 0.27 8.4 14.8 11.6 

101520_at NM_026470 Mm.8540 Spata6 0.77 24 0.75 26 684.1 798.1 0.25 0.16 10.4 9.2 9.8 

98928_at NM_011778 Mm.28652 Coro1b 0.80 26 0.78 26 3046.3 3088.6 0.15 0.11 12.0 12.8 12.4 

104541_at NM_011178 Mm.2364 Prtn3 0.88 24 0.86 25 760.4 611.1 0.28 0.33 9.2 13.2 11.2 

98114_at NM_008720 Mm.3484 Npc1 0.77 25 0.82 27 1378.0 1155.4 0.13 0.16 12.0 10.0 11.0 

98624_at NM_019547 Mm.3865 Rnpc1 0.88 27 0.78 25 627.3 691.0 0.33 0.27 12.0 9.6 10.8 

160320_at NM_009166 Mm.29030 Sorbs1 0.86 26 0.93 24 7640.0 6631.7 0.18 0.20 9.6 9.2 9.4 

96825_at NM_153533 Mm.29389  Tenc1 0.86 25 0.87 24 1650.0 1784.3 0.40 0.54 9.2 9.6 9.4 

103563_at - Mm.19126 4930534K13Rik 0.79 26 0.94 26 905.8 908.2 0.21 0.31 8.8 9.6 9.2 

98055_at NM_016916 Mm.34330 Blcap 0.87 25 0.86 26 2167.4 2008.7 0.17 0.19 9.2 9.6 9.4 

96596_at NM_008681 Mm.30837 Ndrl 0.96 26 0.89 25 3429.9 3147.7 0.20 0.22 9.2 10.4 9.8 

103083_at NM_010719 Mm.333679 Lipe 0.87 27 0.89 24 18230.8 17985.4 0.17 0.12 10.8 8.8 9.8 

93528_s_at NM_010638 Mm.19788 Bteb1 0.91 25 0.76 24 3886.5 3792.5 0.21 0.17 11.2 9.6 10.4 

160362_at NM_145569 Mm.29815       Mat2a 0.89 24 0.75 26 3042.9 3262.0 0.21 0.16 10.0 10.4 10.2 

104621_at NM_172606 Mm.24236 F830029L24Rik 0.78 24 0.84 25 2639.7 2666.7 0.13 0.11 10.8 10.0 10.4 
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104603_at NM_010361 Mm.24118 Gstt2 0.89 23 0.90 26 1650.4 1670.6 0.28 0.37 12.8 13.2 13.0 

160519_at NM_011595 Mm.4871 Timp3 0.83 23 0.85 28 4041.9 4168.4 0.20 0.20 12.4 12.4 12.4 

99444_at NM_019444 Mm.218611 Ramp2 0.91 23 0.89 26 2368.2 2487.4 0.16 0.21 13.2 12.8 13.0 

104674_s_at NM_008793 Mm.299916 Pcsk4 0.86 25 0.90 24 407.6 497.2 0.43 0.39 12.4 12.8 12.6 

95910_f_at NM_144917 Mm.24440 C330008I15Rik 0.85 25 0.93 25 1774.3 1621.4 0.25 0.27 10.8 11.2 11.0 

160117_at NM_017376 Mm.19258 Tef 0.86 25 0.95 24 3070.8 3012.1 0.58 0.50 12.0 12.0 12.0 

 NM_153484              

99019_at NM_008898 Mm.3863 Por 0.91 26 0.94 23 4412.7 4176.0 0.29 0.28 12.0 11.6 11.8 

103556_at NM_011923 Mm.19081 Angptl2 0.98 25 0.97 24 4786.1 5100.7 0.37 0.35 12.4 12.4 12.4 

100508_at NM_008595 Mm.517 Mfng 0.92 26 0.94 23 1491.2 1617.6 0.34 0.22 12.0 11.6 11.8 

103404_at - Mm.200885 1110033A15Rik 0.90 25 0.82 25 2698.0 2766.7 0.18 0.20 12.0 10.8 11.4 

104200_at NM_177870 Mm.205463 Slc5a6 0.89 24 0.90 22 1400.9 1334.8 0.40 0.37 12.0 11.6 11.8 

104109_at NM_145564 Mm.21912 Fbxo21 0.93 25 0.96 25 1579.9 1349.6 0.28 0.38 10.4 11.2 10.8 

160841_at NM_016974 Mm.3459 Dbp * 0.92 25 0.93 25 885.7 947.6 1.00 1.14 10.8 10.4 10.6 

99076_at NM_011584 Mm.26587 Rev-erbβ(Nr1d2) * 0.91 24 0.98 24 363.8 339.0 0.67 0.79 10.4 10.4 10.4 

97383_at NM_009320 Mm.200518 Slc6a6 0.87 26 0.94 24 1832.5 1894.1 0.36 0.28 10.4 10.0 10.2 

100482_at NM_183149 Mm.219581 Zfp598 0.93 23 0.97 24 1829.9 1658.9 0.22 0.22 10.8 11.6 11.2 

93619_at NM_011065 Mm.7373 Per1 0.86 25 0.85 26 505.8 419.6 0.49 0.58 12.0 10.8 11.4 

104371_at NM_010046 Mm.22633 Dgat1 0.82 25 0.80 22 5466.7 6001.1 0.19 0.15 12.0 11.2 11.6 

94507_at NM_007981 Mm.28962 Facl2 0.82 22 0.74 22 3030.8 3042.8 0.24 0.20 12.0 12.0 12.0 

104760_at NM_025903 Mm.181740 Ifrd2 0.80 26 0.71 22 997.3 1058.6 0.20 0.15 12.0 12.0 12.0 

94147_at NM_008871 Mm.1263 PAI-1 (Serpine1) * 0.85 24 0.86 24 289.2 264.5 0.68 0.83 10.0 10.4 10.2 

93320_at NM_013495 Mm.18522 Cpt1a 0.84 24 0.90 24 3173.3 2840.1 0.16 0.23 8.8 10.8 9.8 
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92487_at NM_011446 Mm.42162 Sox7 0.76 26 0.86 24 789.6 706.3 0.29 0.23 8.8 10.4 9.6 

92384_at NM_011728 Mm.227318 Xpa 0.73 28 0.90 23 268.6 236.1 0.22 0.23 8.8 10.0 9.4 

97353_at - Mm.29629 2310011D08Rik 0.80 23 0.80 22 852.3 819.6 0.21 0.22 9.6 10.0 9.8 

99013_f_at NM_016963 Mm.38445 Tmod3 0.74 20 0.79 23 8940.4 9114.9 0.09 0.07 8.4 10.0 9.2 

97593_f_at NM_022009 Mm.25044 Fliih 0.75 21 0.79 24 4320.2 3848.0 0.17 0.11 10.4 12.4 11.4 

101995_at NM_011018 Mm.40828 Sqstm1 0.80 27 0.77 24 4995.9 4856.2 0.12 0.10 12.8 10.0 11.4 

100011_at NM_008453 Mm.28787 Klf3 0.67 20 0.80 23 940.5 910.7 0.16 0.15 9.6 12.0 10.8 

103460_at NM_029083 Mm.21697 5830413E08Rik 0.83 25 0.76 25 776.9 741.3 0.26 0.42 13.2 12.0 12.6 

103446_at NM_027835 Mm.21551 9130009C22Rik 0.81 23 0.72 21 592.7 664.4 0.19 0.13 12.4 8.8 10.6 

93693_at NM_177338 Mm.844 F830020C16Rik 0.76 22 0.76 24 877.1 974.5 0.19 0.17 11.2 8.0 9.6 
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表 3-2. Per2 クラスターの振動遺伝子 
 

Ref-seq ID UniGene ID Gene Symbol 
Correlation 

(Best Fit Period (hrs))
Average SD/Average Peak Time (ZT/CT) Affymetrix 

Probe ID 
   LD DD LD DD LD DD LD DD LD&DD 

97776_at NM_010077 Mm.41970 Drd2 0.66 20 0.74 26 113.8 105.7 0.38 0.44 15.2 17.6 16.4 

92374_at NM_016749 Mm.200230 Mybph 0.75 28 0.76 23 303.8 318.8 0.19 0.18 14.4 13.6 14.0 

94161_at NM_011104 Mm.12808 Prkce 0.75 21 0.74 22 206.9 216.2 0.38 0.24 13.2 15.2 14.2 

103600_at NM_013514 Mm.20046 Epb4.9 0.84 25 0.67 21 1371.1 1608.2 0.29 0.12 12.4 14.8 13.6 

100596_at NM_009150 Mm.196558 Selenbp1 0.83 25 0.68 28 3293.3 3470.0 0.12 0.08 13.6 16.0 14.8 

98056_at NM_013750 Mm.34346 Phlda3 0.91 27 0.77 25 7800.0 8622.4 0.33 0.21 13.6 17.6 15.6 

93264_at NM_011480 Mm.214958 Srebf1 0.84 26 0.77 24 10128.9 11970.9 0.21 0.16 14.0 17.6 15.8 

160195_at NM_029090 Mm.24821 1200013P24Rik 0.97 24 0.94 24 2271.4 2408.0 0.16 0.17 15.2 18.4 16.8 

92276_at NM_016693 Mm.36640 Map3k6 0.85 26 0.82 25 950.1 882.9 0.29 0.30 16.8 16.4 16.6 

93956_at NM_010501 Mm.271850 Ifit3 0.89 22 0.75 22 280.1 380.4 0.32 0.32 15.6 16.0 15.8 

96120_at NM_011847 Mm.2701 Dnajb6 0.76 28 0.79 24 3379.2 3360.1 0.17 0.17 17.2 16.4 16.8 

94461_at NM_021524 Mm.28830 Pbef-pending 0.93 24 0.86 25 1270.1 1258.4 0.21 0.30 16.0 16.0 16.0 

104320_at - Mm.258945 2310036D04Rik 0.93 26 0.94 26 3868.0 3952.3 0.21 0.23 16.0 17.2 16.6 

98088_at NM_009841 Mm.3460 Cd14 0.75 26 0.88 25 3289.7 3202.2 0.24 0.22 16.0 17.6 16.8 

93500_at NM_020559 Mm.19143 Alas1 0.66 28 0.86 25 11211.6 10413.0 0.27 0.25 16.8 16.4 16.6 

98633_at NM_028766 Mm.38801 1200015A22Rik 0.86 25 0.86 24 7611.8 7517.7 0.17 0.09 12.0 14.8 13.4 

93314_g_at NM_008928 Mm.18494 Map2k3 0.91 24 0.82 24 2139.6 2307.9 0.18 0.13 13.6 15.6 14.6 

92820_at - Mm.253535 B930035K21Rik 0.85 26 0.91 24 1275.0 1284.8 0.39 0.35 13.6 14.8 14.2 
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103223_at - Mm.2013 5830406C15Rik * 0.94 24 0.77 23 351.7 413.3 0.49 0.41 13.6 14.4 14.0 

93694_at NM_011066 Mm.8471 Per2 * 0.92 24 0.94 25 143.7 158.3 0.61 0.62 13.6 14.8 14.2 

93315_at NM_008928 Mm.18494 Map2k3 0.93 25 0.93 25 1753.0 2119.9 0.25 0.19 14.0 14.4 14.2 

97473_at NM_053082 Mm.195498 Tm4sf7 * 0.92 25 0.94 26 3914.4 3910.8 0.36 0.30 14.8 15.6 15.2 

98036_at - Mm.206250 C030005I21Rik 0.83 24 0.93 25 2816.6 2873.5 0.31 0.17 13.6 14.8 14.2 

92821_at NM_016808 Mm.12914 Usp2 0.92 25 0.76 25 610.3 602.9 0.48 0.40 14.0 14.4 14.2 

161436_s_at NM_130895 Mm.63881 Adarb1 0.81 24 0.82 25 504.2 502.5 0.19 0.19 12.4 14.0 13.2 

103369_at - Mm.18538 9430029L20Rik 0.84 24 0.77 25 1533.1 1546.9 0.23 0.13 13.6 14.4 14.0 

92582_at NM_146255 Mm.1056 Slc1a7 0.82 28 0.85 25 8388.9 7506.9 0.16 0.14 13.6 13.6 13.6 

102763_at NM_020568 Mm.12966 S3-12-pending 0.90 25 0.91 23 15310.8 13935.9 0.14 0.11 13.2 12.4 12.8 

160522_at NM_053078 Mm.4919 D0H4S114 0.82 25 0.89 23 1526.4 1294.6 0.25 0.25 14.8 13.6 14.2 

95465_s_at NM_019432 Mm.24750 Pr1 0.84 22 0.79 25 1037.6 941.6 0.17 0.20 15.2 16.0 15.6 

97358_at - Mm.29638 2900070I05Rik 0.81 21 0.76 23 708.8 755.2 0.13 0.16 15.2 14.8 15.0 

94491_at NM_023651 Mm.28912 Pex13 0.74 26 0.75 26 389.5 446.0 0.15 0.12 16.0 18.4 17.2 

96481_at - Mm.25081 A330078N12Rik 0.76 22 0.70 21 73.1 77.1 0.41 0.55 16.8 10.4 13.6 

94734_at NM_011016 Mm.14173 Orm2 0.82 22 0.47 20 150.5 185.1 0.58 0.51 16.0 10.4 13.2 
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表 3-3. Cry1 クラスターの振動遺伝子  
 

Ref-seq ID UniGene ID Gene Symbol 
Correlation 

(Best Fit Period (hrs)) 
Average SD/Average Peak Time (ZT/CT) Affymetrix 

Probe ID 
   LD DD LD DD LD DD LD DD LD&DD 

162249_f_at NM_025998 Mm.46513 2610200G18Rik 0.79 27 0.84 22 145.4 129.0 0.32 0.34 14.8 18.4 16.6 

103934_at NM_144512 Mm.25180 Slc6a13 0.86 24 0.78 24 2922.3 3000.3 0.23 0.21 15.2 19.6 17.4 

101044_at NM_008525 Mm.6988 Alad 0.82 28 0.75 28 3425.8 3525.7 0.16 0.12 20.0 19.2 19.6 

104343_f_at NM_023196 Mm.22526 2310004B05Rik 0.79 27 0.91 25 11941.6 13031.3 0.11 0.12 20.0 19.2 19.6 

160275_at NM_013759 Mm.28212 Sepr 0.70 28 0.80 21 9050.7 8394.6 0.12 0.17 19.6 20.4 20.0 

99535_at NM_009834 Mm.86541 Nocturnin (Ccrn4l) 0.75 26 0.88 23 979.0 1037.7 0.24 0.38 22.0 20.4 21.2 

99816_at NM_008301 Mm.296181 Hspa2 0.81 24 0.75 23 147.8 131.0 0.33 0.36 18.4 18.4 18.4 

103493_at NM_026523 Mm.22246 Nmb 0.91 25 0.76 25 288.3 256.0 0.28 0.30 18.4 17.2 17.8 

95133_at NM_012055 Mm.2942 Asns 0.84 22 0.90 23 5598.7 6334.0 0.20 0.21 18.4 20.4 19.4 

101489_at NM_009665 Mm.7880 Amd1 0.77 26 0.80 24 1296.8 1338.5 0.25 0.28 18.0 19.2 18.6 

96718_at NM_020491 Mm.27657 Sssca1 0.79 24 0.78 24 3727.4 3851.4 0.14 0.16 16.4 19.6 18.0 

96588_at NM_011196 Mm.30424 Ptger3 0.85 26 0.77 26 250.0 290.0 0.45 0.43 16.4 18.8 17.6 

160248_at NM_057172 Mm.26469 9530027K12Rik 0.70 28 0.84 24 453.7 451.2 0.26 0.35 17.2 18.8 18.0 

160376_at NM_178111 Mm.30000 1110029F20Rik 0.88 25 0.88 24 8079.4 7375.8 0.30 0.31 18.0 19.2 18.6 

102295_at NM_145983 Mm.222831 Kcna5 0.91 24 0.82 22 323.6 360.2 0.31 0.24 17.6 20.0 18.8 

160330_at NM_025844 Mm.29138 Chordc1 0.71 28 0.89 25 979.5 1238.6 0.21 0.26 17.6 20.0 18.8 

94420_f_at NM_007771 Mm.26237 Cry1 * 0.94 25 0.89 24 822.1 1021.2 0.38 0.46 18.8 20.4 19.6 

94906_at NM_007409 Mm.2409 Adh1 0.95 25 0.95 25 4384.2 4834.1 0.18 0.24 18.8 19.2 19.0 
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98111_at NM_013559 Mm.34828 Hsp105 * 0.83 25 0.97 23 915.2 1145.4 0.38 0.48 19.6 20.4 20.0 

101991_at NM_010231 Mm.976 Fmo1 0.76 25 0.88 25 5430.0 5867.5 0.20 0.22 19.6 20.4 20.0 

102955_at NM_017373 Mm.136604 E4bp4 (Nfil3) * 0.76 25 0.90 24 246.9 361.7 0.51 0.58 19.2 21.6 20.4 

97261_at NM_008298 Mm.27897 Dnaja1 0.88 24 0.79 26 3920.7 4452.8 0.17 0.18 18.4 20.4 19.4 

101091_at NM_009460 Mm.7353 Ubl1 0.79 28 0.81 25 3659.9 3691.3 0.11 0.13 18.4 18.8 18.6 

94048_at NM_177613 Mm.21981 Cdc34 0.68 28 0.84 26 1530.8 1738.5 0.14 0.18 18.4 21.2 19.8 

94264_at NM_029780 Mm.184163 Raf1 0.63 28 0.88 25 1902.9 1919.9 0.13 0.20 16.0 22.0 19.0 

160333_at NM_026124 Mm.29264 1110008F13Rik 0.80 26 0.76 22 4272.5 4344.1 0.09 0.10 18.4 21.2 19.8 

96564_at NM_031165 Mm.290774 Hspa8 0.82 23 0.85 24 4098.0 4428.5 0.30 0.27 20.4 21.2 20.8 

98532_at NM_013812 Mm.196624 Cdkap1 0.78 27 0.78 23 1643.3 1720.2 0.16 0.13 21.6 20.4 21.0 

160998_at NM_028053 Mm.27184 D4Ertd89e 0.74 22 0.74 28 915.1 1035.9 0.16 0.18 18.4 22.0 20.2 

97410_at - Mm.257701 D130005A03  0.76 22 0.56 28 905.7 1223.1 0.19 0.18 17.2 22.4 19.8 

97987_at NM_008340 Mm.3135 Igfals 0.81 24 0.60 28 1870.5 1906.2 0.21 0.13 16.4 21.2 18.8 

104301_at NM_029354 Mm.22351 2410018G20Rik 0.80 24 0.68 28 1555.7 1738.6 0.08 0.12 16.4 22.0 19.2 
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表 3-4. Bmal1 クラスターの振動遺伝子 
 

Ref-seq ID UniGene ID Gene Symbol 
Correlation 

(Best Fit Period (hrs))
Average SD/Average Peak Time (ZT/CT) Affymetrix 

Probe ID 
   LD DD LD DD LD DD LD DD LD&DD 

92257_at NM_007715 Mm.3552 Clock 0.79 26 0.93 26 458.1 454.9 0.20 0.30 0.4 23.6 0.0 

102033_at NM_011571 Mm.10154 Tesk1 0.80 26 0.85 27 1333.3 1370.5 0.12 0.13 20.4 23.2 21.8 

160314_at NM_026438 Mm.28897 2010317E03Rik 0.78 26 0.88 26 5468.3 5364.4 0.13 0.12 21.2 23.2 22.2 

94881_at NM_007669 Mm.34446 p21Cip1 (Cdkn1a) * 0.93 24 0.94 25 651.1 768.2 0.52 0.55 22.8 23.6 23.2 

102382_at NM_007489 Mm.12177 Bmal1 (Arntl) * 0.94 23 0.97 24 367.5 399.2 0.66 0.68 23.6 23.6 23.6 

98067_at NM_007669 Mm.34446 p21Cip1 (Cdkn1a) * 0.85 27 0.94 25 297.9 311.0 0.50 0.58 23.6 23.2 23.4 

102343_at NM_019421 Mm.11175 425O18-1 0.86 27 0.78 27 1934.1 1886.6 0.12 0.14 20.4 21.2 20.8 

94807_at NM_153150 Mm.229291 Slc25a1 0.78 25 0.82 26 5209.1 6541.8 0.19 0.24 19.6 0.0 21.8 

92637_at NM_008826 Mm.1166 Pfkl 0.82 24 0.96 24 2675.1 2835.7 0.17 0.14 20.8 23.6 22.2 

96352_at NM_025605 Mm.30003 2400001E08Rik 0.80 27 0.69 28 2367.7 2506.1 0.14 0.14 22.0 0.0 23.0 

101254_at NM_009391 Mm.7521 Ran 0.80 26 0.86 26 9037.9 9764.3 0.05 0.12 22.0 23.2 22.6 

103619_at NM_025558 Mm.20242 1810044O22Rik * 0.90 24 0.88 27 3543.2 4219.1 0.19 0.23 22.4 0.4 23.4 

96353_at NM_025387 Mm.30005 1110021D01Rik 0.81 25 0.75 27 2555.1 2564.4 0.16 0.13 22.4 23.2 22.8 

96878_at NM_025558 Mm.20242 1810044O22Rik * 0.76 25 0.90 26 1173.7 1314.7 0.31 0.30 22.4 23.6 23.0 

93496_at NM_134255 Mm.19130 Elovl5 0.78 24 0.93 25 4152.7 3912.2 0.14 0.12 22.0 22.0 22.0 

103861_s_at NM_138589 Mm.21103 D7Wsu128e 0.76 25 0.87 27 803.8 896.9 0.16 0.14 22.4 22.0 22.2 

94875_at NM_025570 Mm.23825 Mrpl20 0.86 24 0.73 26 1351.6 1335.7 0.09 0.15 20.0 22.8 21.4 

94322_at NM_009270 Mm.22663 Sqle 0.83 24 0.69 28 573.6 694.2 0.23 0.31 21.6 23.2 22.4 
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96594_at NM_008300 Mm.1032 Hspa4 0.69 28 0.88 26 1657.8 1875.5 0.14 0.18 21.6 22.4 22.0 

93015_at NM_010356 Mm.14719 Gsta3 0.80 26 0.83 25 1022.5 1290.5 0.13 0.31 19.6 22.4 21.0 

94522_at NM_016890 Mm.29025 Dctn3 0.88 23 0.81 26 4366.1 4635.4 0.09 0.13 20.8 21.2 21.0 

92809_r_at NM_010219 Mm.12758 Fkbp4 0.77 28 0.79 22 732.1 735.0 0.20 0.11 20.4 22.0 21.2 

160391_at NM_146094 Mm.30158 0710001O03Rik 0.79 28 0.77 27 1893.3 1891.1 0.15 0.11 21.6 20.0 20.8 
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表 3-5. X クラスターの振動遺伝子 
 

Ref-seq ID UniGene ID Gene Symbol 
Correlation 

(Best Fit Period (hrs)) 
Average SD/Average Peak Time (ZT/CT) Affymetrix 

Probe ID 
   LD DD LD DD LD DD LD DD LD&DD 

161914_s_at NM_019391 Mm.2183 Lsp1 0.74 22 0.69 28 1198.0 1284.5 0.16 0.14 7.6 10.0 8.8 

98590_at NM_011521 Mm.3815 Sdc4 0.62 20 0.76 28 1535.4 1660.1 0.18 0.10 6.4 9.2 7.8 

102670_at NM_139061 Mm.204682 Vps54 0.64 20 0.62 28 2103.3 1939.6 0.14 0.10 9.6 7.6 8.6 

160664_at NM_026169 Mm.21230 1200004M23Rik 0.71 21 0.73 27 890.1 927.5 0.14 0.11 10.8 5.6 8.2 

93677_at NM_010654 Mm.8186 Klrd1 0.84 22 0.74 28 79.2 82.9 0.30 0.42 10.0 7.2 8.6 

98314_g_at NM_011858 Mm.10696 Odz4 0.65 28 0.82 28 715.4 849.2 0.17 0.21 8.8 6.0 7.4 

96195_at NM_010112 Mm.28543 Efs 0.56 28 0.68 28 562.1 679.9 0.26 0.22 8.8 6.8 7.8 

101093_at NM_009931 Mm.738 Col4a1 0.88 25 0.85 25 8331.2 9054.3 0.09 0.12 6.4 4.0 5.2 

93174_at NM_133983 Mm.5356 6030411F23Rik 0.80 22 0.71 28 260.9 259.2 0.25 0.23 7.6 3.6 5.6 

161491_r_at NM_020593 Mm.143768 Fbxo3 0.76 28 0.60 28 71.3 92.2 0.45 0.43 4.0 4.4 4.2 

160118_at NM_008608 Mm.280175 Mmp14 0.70 28 0.71 28 1877.8 1799.3 0.23 0.13 4.8 7.6 6.2 

104118_at NM_026034 Mm.21972 2810037C14Rik 0.81 25 0.82 25 584.4 607.8 0.15 0.15 7.2 9.6 8.4 

160469_at NM_011580 Mm.4159 Thbs1 * 0.86 27 0.77 25 631.3 563.6 0.62 0.46 4.8 6.0 5.4 

92502_at NM_009538 Mm.220978 Plagl1 0.75 27 0.74 26 143.6 148.5 0.45 0.36 4.8 7.2 6.0 

92836_at NM_007925 Mm.111845 Eln 0.91 24 0.92 25 4804.3 4597.9 0.15 0.16 6.4 4.4 5.4 

96288_at NM_028447 Mm.29889 3110038B19Rik 0.78 24 0.93 23 623.6 656.2 0.17 0.20 6.0 7.2 6.6 

102058_at NM_030116 Mm.218515 Mrpl9 0.85 22 0.71 27 618.7 729.5 0.12 0.10 6.4 6.0 6.2 

104464_s_at NM_134090 Mm.29644 Kdelr3 0.83 23 0.86 25 466.7 485.9 0.27 0.28 6.4 7.2 6.8 
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103901_at NM_026254 Mm.21331 4930451A13Rik 0.74 27 0.77 24 269.6 279.7 0.11 0.19 5.2 7.2 6.2 

99441_at NM_172952 Mm.40282 Gphn 0.77 28 0.81 25 659.0 673.0 0.15 0.14 5.6 6.0 5.8 

100459_at NM_009012 Mm.4888 Rad50 0.80 25 0.94 25 930.5 1076.9 0.26 0.28 8.4 7.6 8.0 

92272_at - Mm.3609 E430024N19Rik 0.85 24 0.89 24 148.4 155.2 0.24 0.34 6.8 6.8 6.8 

96841_at NM_145478 Mm.30018 Pim3 0.86 27 0.91 23 2440.6 2264.8 0.40 0.37 6.4 7.2 6.8 

98507_at NM_145434 Mm.193097 Rev-erbα *(Nr1d1) 0.92 25 0.95 24 1140.5 1261.2 0.78 0.86 7.6 8.4 8.0 

92708_at NM_030242 Mm.4614 4921519L13Rik 0.80 25 0.81 24 559.2 601.4 0.24 0.14 8.4 8.0 8.2 

104220_at NM_008542 Mm.27935 Madh6 0.85 26 0.91 24 569.2 637.3 0.28 0.22 9.2 8.0 8.6 

160458_at NM_023061 Mm.39103 Mcam 0.83 24 0.80 24 4482.0 4728.6 0.15 0.13 8.8 6.8 7.8 

96765_at NM_008817 Mm.257474 Peg3 0.80 26 0.87 23 1304.5 994.5 0.35 0.27 6.4 8.0 7.2 

93284_at NM_007705 Mm.17898 Cirbp 0.88 27 0.84 23 1599.5 1566.4 0.19 0.27 5.2 8.0 6.6 

102990_at NM_009930 Mm.147387 Col3a1 0.79 23 0.78 25 471.2 449.0 0.23 0.23 5.6 7.2 6.4 

96207_at - Mm.256909 2600014B10Rik 0.78 23 0.78 23 2336.4 2275.3 0.14 0.12 9.6 7.6 8.6 

92205_at - - Irs2 0.80 24 0.82 22 605.5 515.3 0.44 0.48 7.6 9.6 8.6 

103029_at NM_011050 Mm.1605 Pdcd4 0.74 22 0.93 24 1892.8 1995.8 0.20 0.22 7.6 10.0 8.8 

92786_at NM_028889 Mm.12454 4931430I01Rik 0.74 28 0.65 28 175.9 178.4 0.29 0.22 5.2 4.0 4.6 

99957_at NM_013599 Mm.4406 Mmp9 * 0.94 23 0.93 25 194.6 230.4 0.74 0.67 3.6 4.0 3.8 

104412_at - Mm.28859 Gnai1 0.84 24 0.85 23 5971.6 6581.7 0.14 0.16 4.4 4.4 4.4 

160215_at NM_010347 Mm.2626 Aes 0.68 21 0.67 21 5157.5 4852.4 0.10 0.09 4.8 4.0 4.4 
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表 3-6. 主要 5 クラスターに属さなかった振動遺伝子 
 

Ref-seq ID UniGene ID Gene Symbol 
Correlation 

(Best Fit Period (hrs)) 
Average SD/Average Peak Time (ZT/CT) Affymetrix 

Probe ID 
   LD DD LD DD LD DD LD DD LD&DD 

102114_f_at NM_020581 Mm.196189 Angptl4 0.79 27 0.71 20 1660.9 1497.5 0.17 0.19 1.2 22.8 0.0 

103736_at NM_175155 Mm.24385 2500002E12Rik 0.76 23 0.82 25 1373.7 1349.4 0.24 0.26 0.4 0.8 0.6 

95725_at NM_027857 Mm.29735 0610006H10Rik 0.93 24 0.87 23 728.0 637.6 0.15 0.10 1.2 0.4 0.8 

104516_at NM_013805 Mm.22768 Cldn5 0.88 24 0.78 23 2766.3 2427.8 0.44 0.31 1.2 1.2 1.2 

162206_f_at NM_007707 Mm.3468 Socs3 0.78 21 0.78 24 240.7 282.8 0.13 0.24 0.8 2.0 1.4 

161967_at NM_146120 Mm.21109 Gsn 0.70 28 0.77 23 436.2 523.8 0.50 0.31 4.0 23.2 1.6 

102217_at NM_018869 Mm.10188 Gprk5 0.85 24 0.82 25 587.9 673.7 0.32 0.23 3.2 0.8 2.0 

160312_at NM_026036 Mm.28858 Cklfsf6 0.78 22 0.83 23 921.0 885.8 0.25 0.20 1.6 2.4 2.0 

94917_at NM_015791 Mm.24156 Fbxo8 0.83 24 0.69 28 147.8 126.9 0.20 0.26 0.8 4.0 2.4 

95934_at - Mm.24796 D7Ertd187e 0.74 27 0.75 22 8.4 8.3 0.37 0.42 7.2 22.0 2.6 

98016_at - Mm.218494 D3Wsu161e 0.79 25 0.65 28 180.4 198.3 0.23 0.18 1.6 4.4 3.0 

92616_at NM_009457 Mm.1104 Ube1x 0.84 23 0.70 21 2789.7 3033.2 0.07 0.09 21.6 9.6 3.6 

104482_at NM_007941 Mm.3003 Epim 0.62 28 0.75 28 1612.2 1811.5 0.17 0.11 8.0 23.2 3.6 

94953_at NM_012025 Mm.27141 Racgap1 0.79 23 0.71 21 93.9 115.0 0.46 0.24 4.8 3.2 4.0 

101904_at NM_009762 Mm.234274 Smyd1 0.73 28 0.76 22 128.6 150.1 0.38 0.31 9.2 0.8 5.0 

99382_at NM_008172 Mm.56936 Grin2d 0.75 22 0.75 28 183.9 246.4 0.35 0.32 6.8 3.6 5.2 

99979_at NM_009994 Mm.4443 Cyp1b1 0.78 25 0.82 22 941.8 678.6 0.23 0.28 1.6 9.2 5.4 

93632_g_at NM_008487 Mm.7634 Lbcl1 0.74 28 0.60 28 226.2 244.4 0.31 0.32 8.8 2.0 5.4 
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94834_at NM_007801 Mm.2277 Ctsh 0.69 28 0.85 26 1758.3 1736.8 0.12 0.10 0.8 11.6 6.2 

97147_at - Mm.34947 C530030P08Rik 0.74 27 0.48 20 40.8 31.5 0.74 0.59 8.8 4.0 6.4 

99355_r_at - Mm.5507 C76554 0.74 27 0.74 21 12.6 16.0 0.89 0.54 14.8 4.0 9.4 

161857_r_at NM_153577 Mm.254849 0610012K07Rik 0.58 28 0.60 28 117.2 79.1 0.39 0.49 12.4 6.8 9.6 

102832_at NM_172126 Mm.1453 Adam1a 0.90 25 0.55 28 158.5 193.9 0.51 0.22 13.6 6.0 9.8 

94392_f_at NM_007447 Mm.202665 Ang1 0.68 28 0.79 26 393.5 413.0 0.18 0.13 16.8 19.2 18.0 

100009_r_at NM_011443 Mm.4541 Sox2 0.49 20 0.62 20 27.7 31.9 0.73 0.40 16.0 20.0 18.0 

102746_at NM_007866   Mm.12896 Dll3 0.63 21 0.62 28 42.3 40.1 0.34 0.28 13.6 1.2 19.4 

94020_at NM_011876 Mm.21852 Ptk9l 0.63 28 0.69 28 981.1 911.5 0.24 0.17 20.0 20.8 20.4 

99489_at NM_011020 Mm.4150 Osp94 0.64 20 0.67 28 373.3 388.8 0.23 0.27 21.6 19.2 20.4 

100913_at NM_025590   Mm.210047 Thea 0.57 20 0.87 22 89.4 101.3 0.55 0.64 16.0 3.6 21.8 

97250_at NM_025403 Mm.27858 Nola3 0.73 28 0.78 27 8052.7 7750.6 0.12 0.07 0.0 20.4 22.2 
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表 3-7. Per1/Rev-erbβクラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結合領域候補配列 
 

Affymetrix 

Probe ID 
Gene Symbol Species RefSeq ID Chr (+/-)  E-box D-box RRE 

98031_at Bok Mm. NM_016778 1 (+) 93911311-93911316 ggtaccacgtgtccca     

    Hs. NM_032515 2 (+) 242519265-242519270 aggagcacgtgtcccg     

160320_at Sorbs1 Mm. NM_009166 19 (-) 39663836-39663846   gggaataaacaggtcagcagc 

  Hs. NM_015385 10 (-) 97306820-97306830   gggattaaaaaggtcagcagc 

  Mm. NM_009166 19 (-) 39663761-39663766 tgttgcacgtgactcg   

  Hs. NM_015385 10 (-) 97306745-97306750 tgttgcacgtgaccct   

  Mm. NM_009166 19 (-) 39782402-39782409  agtaattacgtaattaga  

  Hs. NM_015385 10 (-) 97433543-97433550  agtaattacgtaattaga  

93528_s_at Bteb1 Mm. NM_010638 19 (+) 22427857-22427862 tagctcacgtgggcgc     

    Hs. NM_001206 9 (-) 66604396-66604401 tagctcacgtgggcgt     

    Mm. NM_010638 19 (+) 22456691-22456696 ccctgcacgtggccag     

    Hs. NM_001206 9 (-) 66573016-66573021 ccctgcacgtggccag     

    Mm. NM_010638 19 (+) 22428596-22428601 tctgacacgtgatcct     

    Hs. NM_001206 9 (-) 66603618-66603623 tccaacacgtgatcct     

    Mm. NM_010638 19 (+) 22433564-22433571   gccggttacgtaaagatg   

    Hs. NM_001206 9 (-) 66598585-66598592   gccggttacgtaaagatg   

160362_at Mat2a Mm. NM_145569 6 (-) 72905246-72905251 gctaccacgtgttcgc   

  Hs. NM_005911 2 (+) 85724642-85724647 gcgaccacgtgtttgc   

160519_at Timp3 Mm. NM_011595 10(+) 85872586-85872593   cttggttatgtaatgttc   
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    Hs. NM_000362 22 (+) 31571546-31571553   tctggttatgtaatgtcc   

99444_at Ramp2 Mm. NM_019444 11 (+) 102089433-102089438 ccccccacgtggccgc   

  Hs. NM_005854 17 (+) 40821913-40821918 ccccccacgtggccgc   

160117_at Tef Mm. NM_153484 15 (+) 82070768-82070773 cccagcacgtgtctac     

    Hs. NM_003216 22 (+) 40020792-40020797 ccccgcacgtgtctat     

99019_at Por Mm. NM_008898 5 (+) 133340498-133340503 gagatcacgtggctgt   

  Hs. NM_000941 7 (+) 75211359-75211364 gggaccacgtggctgt   

100508_at Mfng Mm. NM_008595 15 (-) 79007350-79007355 ctagacacgtgggtct     

    Hs. NM_002405 22 (-) 36125022-36125027 cttgacacgtgggttt     

    Mm. NM_008595 15 (-) 79011807-79011812 tcatccacgtggaggt     

    Hs. NM_002405 22 (-) 36130833-36130838 tcatccacgtggaggt     

104200_at Slc5a6 Mm. NM_177870 5 (-) 29277592-29277597 tggtccacgtggctcg     

    Hs. NM_021095 2 (-) 27398029-27398034 cggtccacgtggctaa     

104109_at Fbxo21 Mm. NM_145564 5 (+) 115263303-115263308 gccagcacgtgacggc   

  Hs. NM_015002 12 (-) 117387636-117387641 gccagcacgtgactgc   

160841_at Dbp Mm. NM_016974 7 (+) 34345779-34345789     ggcccgaagtgggtcacggtc 

    Hs. NM_001352 19 (-) 53817037-53817047     ggcccaaactgggtcacggtc 

    Mm. NM_016974 7 (+) 34345824-34345834     ggccaaatataggtcagtgtc 

    Hs. NM_001352 19 (-) 53816991-53817001     gggcaaatgtaggtcagtgtc 

    Mm. NM_016974 7 (+) 34348932-34348937 ggccacacgtgatgcg     

    Hs. NM_001352 19 (-) 53813839-53813844 gtcagcacgtgactcg     

99076_at Rev-erbβ Mm. NM_011584 14 (-) 13588472-13588478 ctggccacgtgcacgg   

  Hs. NM_005126 3 (+) 23837148-23837153 cgagccacgtgcgcgc   
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  Mm. NM_011584 14 (-) 13588402-13588409  cagcattacataatgcga  

  Hs. NM_005126 3 (+) 23837218-23837225  cggcattacataatgggc  

  Mm. NM_011584 14 (-) 1358479-13358484 ctggccacgtgcacgg   

  Hs. NM_005126 3 (+) 23837148-23837153 cgagccacgtgcgcgc   

  Mm. NM_011584 14 (-) 13588369-13588374 ggagacacgtgaggcc   

  Hs. NM_005126 3 (+) 23837257-23837262 ggggacacgtgaggcc   

  Mm. NM_011584 14 (-) 13588324-13588329 aggaacacgtgggggc   

  Hs. NM_005126 3 (+) 23837307-23837312 agggacacgtgggggc   

93619_at Per1 Mm. NM_011065 11 (+) 69758130-69758135 aagtccacgtgcaggg     

    Hs. NM_002616 17 (-) 7998425-7998430 aggtccacgtgcgccc     

    Mm. NM_011065 11 (+) 69754230-69754235 gcctgcacgtgttccc     

    Hs. NM_002616 17 (-) 8002576-8002581 gccggcacgtgtaccc     

    Mm. NM_011065 11 (+) 69754414-69754419 gccctcacgtggctct     

    Hs. NM_002616 17 (-) 8002392-8002397 tctctcacgtgtatct     

    Mm. NM_011065 11 (+) 69757767-69757772 aacgacacgtgggccc     

    Hs. NM_002616 17 (-) 7998860-7998865 ggtcacacgtggaccc     

    Mm. NM_011065 11 (+) 69757021-69757026 ttagccacgtgacagt     

    Hs. NM_002616 17 (-) 7999591-7999596 taggccacgtgacagt     

104760_at Ifrd2 Mm. NM_025903 9 (+) 107765386-107765391 gctcgcacgtgcccca   

  Hs. NM_006764 3 (-) 50183915-50183920 gctggcacgtgcccca   

  Mm. NM_025903 9 (+) 107765409-107765414 ttggccacgtgtgcgc   

  Hs. NM_006764 3 (-) 50183892-50183897 ttggccacgtgcgtgc   

94147_at PAI-1 Mm. NM_008871 5 (-) 134678261-134678266 gtggacacgtgggggg     
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  (Serpine1) Hs. NM_000602 7 (+) 100328360-100328365 gtggacacgtgagggg     

93320_at Cpt1a Mm. NM_013495 19 (-) 7366345-7366350 gccgtcacgtgacccg   

  Hs. NM_001876 11 (-) 68856848-68856853 gccgtcacgtgacgcc   

  Mm. NM_013495 19 (-) 7367780-7367785 ggcgtcacgtgacctg   

  Hs. NM_001876 11 (-) 68858336-68858341 ggtgtcacgtggccgt   

  Mm. NM_013495 19 (-) 7329651-7329658  acaaattatgtaagtaat  

  Hs. NM_001876 11 (-) 68816683-68816690  acaaattacgtaagtctg  

100011_at Klf3 Mm. NM_008453 5 (+) 63840814-63840824     cttaaaatctaggtcagtggg 

    Hs. NM_016531 4 (+) 38521925-38521935     attaaaatctaggtcataggg 

    Mm. NM_008453 5 (+) 63827119-63827129     catgaatatagggtcagggag 

    Hs. NM_016531 4 (+) 38503458-38503468     catgaatatagggtcagggag 

103446_at 9130009C22Rik Mm. NM_027835 2 (-) 63454696-63454701 tcgttcacgtgaagat   

  Hs. NM_022168 2 (-) 163121762-163121767 tcgttcacgtgaagat   

  Mm. NM_027835 2 (-) 63458098-63458108   tggagtttctgggtcaaacga 

  Hs. NM_022168 2 (-) 163125460-163125470   tggaatttctgggtcaaatga 
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表 3-8. Per2 クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結合領域候補配列 
 

Affymetrix 

Probe ID 
Gene Symbol Species RefSeq ID Chr (+/-)  E-box D-box RRE 

97776_at Drd2 Mm. NM_010077 9 (+) 49468912-49468917 caatacacgtgagctg     

    Hs. NM_000795 11 (-) 113340102-113340107 cagtgcacgtgagctg     

94161_at Prkce Mm. NM_011104 17 (+) 84830101-84830106 cgcctcacgtgaccag   

  Hs. NM_005400 2 (+) 45835081-45835086 ctcctcacgtgaccag   

  Mm. NM_011104 17 (+) 84832782-84832787 agagacacgtggagct   

  Hs. NM_005400 2 (+) 45837683-45837688 aaaggcacgtggagcc   

  Mm. NM_011104 17 (+) 84939940-84939945 ccaaacacgtgtttta   

  Hs. NM_005400 2 (+) 45949171-45949176 tcaaacacgtggttta   

  Mm. NM_011104 17 (+) 84840953-84840960  ctattttacataaataaa  

  Hs. NM_005400 2 (+) 45845531-45845538  atattttacataaataaa  

  Mm. NM_011104 17 (+) 84904094-84904101  agaggttatgtaacccag  

  Hs. NM_005400 2 (+) 45906199-45906206  acaagttacataacccag  

  Mm. NM_011104 17 (+) 84869989-84869996  cggacttatgtaacagcg  

  Hs. NM_005400 2 (+) 45873530-45873537  ctgacttatgtaacactt  

  Mm. NM_011104 17 (+) 84855604-84855614   aaggaaaaacaggtcataaat 

  Hs. NM_005400 2 (+) 45859479-45859489   aaggaaaaacaggtcataaat 

  Mm. NM_011104 17 (+) 84941738-84941748   aaaaaaaaaaaggtcaagtat 

  Hs. NM_005400 2 (+) 45950495-45950505   ttatgaaaagaggtcaagtaa 

  Mm. NM_011104 17 (+) 84874846-84874856   tttccaaattgggtcacaagt 
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  Hs. NM_005400 2 (+) 45877371-45877381   tttccaaatcaggtcacattc 

160195_at 1200013P24Rik Mm. NM_029090 16 (+) 3334048-3334055   gccggttacataatctgt   

    Hs. NM_024845 16 (+) 3508359-3508366   gccggttacataactcgt   

96120_at Dnajb6 Mm. NM_011847 5 (+) 27985266-27985276   cactccatttgggtcactagg 

  Hs. XM_370665 11 (-) 127844536-127844546   tacttcatttgggtcactagg 

98088_at Cd14 Mm. NM_009841 5 (-) 37001163-37001170  caggattacataaaattt   

    Hs. NM_000591 18 (-) 139995935-139999542  caggattacataaaactg   

98633_at 1200015A22Rik Mm. NM_028766 6 (+) 91928662-91928667 cggctcacgtggtaac   

  Hs. NM_024334 3 (+) 14168577-14168582 cagctcacgtggtaac   

93315_at Map2k3 Mm. NM_008928 11 (+) 61465775-61465780 aaccccacgtgagtct   

93314_g_at   Hs. NM_145110 17 (+) 21106309-21106314 aaccccacgtgagtct   

    Mm. NM_008928 11 (+) 61457488-61457495  gcatcttacataagtggg  

    Hs. NM_145110 17 (+) 21094311-21094318  atgccttacataagtggg  

92820_at Usp2 Mm. NM_198092 9 (+) 44124782-44124787 ctgcccacgtggtccc   

92821_at  Hs. NM_004205 11 (-) 119272427-119272432 ctgcacacgtggcccc   

  Mm. NM_198092 9 (+) 44130533-44130540  aggtcttatgtaacaggc  

  Hs. NM_004205 11 (-) 119267805-119267812  aggtcttatgtaacaggc  

  Mm. NM_198092 9 (+) 44133059-44133069   atataaatataggtcatttga 

  Hs. NM_004205 11 (-) 119265551-119265561   gtacaaatataggtcatttga 

93694_at Per2 Mm. NM_011066 1 (-) 91664133-91664140  gcgtcttatgtaaagaga  

    Hs. NM_022817 2 (-) 239213850-239213857  gcgtcttatgtaaaaaga  

97473_at Tm4sf7 Mm. NM_053082 7 (+) 130495223-130495228 aggtccacgtgtgcta   

  Hs. NM_003271 11 (-) 358068-358073 aggtccacgtgggcca   
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  Mm. NM_053082 7 (+) 130498211-130498216 ggagccacgtgcagag   

  Hs. NM_003271 11 (-) 354428-354433 ccagccacgtgcggag   

92582_at Slc1a7 Mm. NM_146255 4 (+) 105953332-105953337 ccgaccacgtggcctg     

    Hs. NM_006671 1 (-) 52966899-52966904 tagaccacgtggtctg     

160522_at D0H4S114 Mm. NM_053078 18 (-) 33729523-33729530   gaaggttatgtaatgcag   

    Hs. NM_004772 5 (-) 111122836-111122843   gaaggttatgtaatgcag   

    Mm. NM_053078 18 (-) 33710657-33710667     atagctgacctaaatctgtgg 

    Hs. NM_004772 5 (-) 111102793-111102803     agagctgacccaaatcttagt 
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表 3-9. Cry1 クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結合領域候補配列 
 

Affymetrix 

Probe ID 
Gene Symbol Species RefSeq ID Chr (+/-)  E-box D-box RRE 

101044_at Alad Mm. NM_008525 4 (-) 59918459-59918464 tttgtcacgtgagtcc     

    Hs. NM_000031 9 (-) 109609385-109609390 tttgtcacgtgagtct     

160330_at Chordc1 Mm. NM_025844 9 (+) 18157896-18157903   cgaagttatgtaactatg   

    Hs. NM_012124 11 (-) 90120227-90120234   cgaagttatgtaactatg   

94420_f_at Cry1 Mm. NM_007771 10 (-) 84758929-84758939   actagaaagtaggtcattgtg 

  Hs. NM_004075 12 (-) 107354516-107354526   actggtaagtaggtcattgtg 

98111_at Hsp105 Mm. NM_013559 5 (-) 147595747-147595752 agtggcacgtggaggc     

    Hs. NM_006644 13 (-) 30672776-30672781 agtggcacgtggaggg     

102955_at E4bp4 Mm. NM_017373 13 (-) 52041028-52041035  atgcattacataaacttt  

 (Nfil3) Hs. NM_005384 9 (-) 87484893-87484900  attcattacataaacttt  

  Mm. NM_017373 13 (-) 52040112-52040119  tgaggttatgtaactgcc  

  Hs. NM_005384 9 (-) 87484009-87484016  ttgcattatgtaactgcc  

  Mm. NM_017373 13 (-) 52035262-52035272   cagaaaaagtgggtcagtttg 

  Hs. NM_005384 9 (-) 87479281-87479291   tagaaaaagtaggtcaatttg 

97261_at Dnaja1 Mm. NM_008298 4 (+) 40621527-40621537     caatgtctttaggtcagattg 

    Hs. NM_001539 9 (+) 33027007-33027017     caatgtttttaggtcagattg 

101091_at Ubl1 Mm. NM_009460 1 (-) 60309006-60309013  cccagttatgtaacggga  

  Hs. NM_003352 2 (-) 203066778-203066785  cttagttatgtaacggga  

94264_at Raf1 Mm. NM_029780 6 (-) 116326815-116326825   atgataaataaggtcatccaa 
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  Hs. NM_002880 3 (-) 12661992-12662002   atgataaataaggtcacaaaa 

160333_at 1110008F13Rik Mm. NM_026124 2 (+) 158727604-158727609 gggggcacgtgggagc     

    Hs. NM_018840 20 (+) 35876511-35876516 ggtggcacgtgggagc     

160998_at D4Ertd89e Mm. NM_028053 4 (+) 53012791-53012801   cctcgtgacctagtttcccag 

  Hs. NM_018112 9 (+) 101941296-101941306   ccgcatgacctagtttcccag 

162249_f_at 2610200G18Rik Mm. NM_025998 4 (+) 128581919-128581924 ctgtacacgtgggtcc     

    Hs. NM_024522 1 (-) 31081347-31081352 ctgtacacgtgggtca     
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表 3-10. Bmal1 クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結合領域候補配列 
 

Affymetrix 

Probe ID 
Gene Symbol Species RefSeq ID Chr (+/-)  E-box D-box RRE 

92257_at Clock Mm. NM_007715 5 (-) 75486953-75486960  cttaattacataatggca  

  Hs. NM_004898 4 (-) 56257352-56257359  tataattacataatggca  

  Mm. NM_007715 5 (-) 75428961-75428971   gtggatgacctagaaaatctg 

  Hs. NM_004898 4 (-) 56172011-56172021   gtggatgacctagaaaatttg 

  Mm. NM_007715 5 (-) 75490410-75490420   ccttgtgacccactttattcc 

  Hs. NM_004898 4 (-) 56262229-56262239   ccttgtgacccactttattcc 

94881_at p21/Cip1 Mm. NM_007669 17 (+) 27808373-27808383   cacagtgacctatttggcggg 

98067_at (Cdkn1a) Hs. NM_000389 6 (+) 36648761-36648771   cacagtgacctatttggctgg 

102382_at Bmal1 Mm. NM_007489 7 (+) 101468306-101468313  acctgttacataaaaacg  

 (Arntl) Hs. NM_001178 11 (+) 13345044-13345051  acctgttacataaaaatg  

  Mm. NM_007489 7 (+) 101470524-101470531  tatcattatgtaaatcac  

  Hs. NM_001178 11 (+) 13347485-13347492  tataattatgtaaattgt  

  Mm. NM_007489 7 (+) 101461816-101461826   ggcagaaagtaggtcagggac 

  Hs. NM_001178 11 (+) 13338517-13338527   ggcagaaagtaggtcagggac 

  Mm. NM_007489 7 (+) 101563235-101563245    caggataagagggtcatcgcc 

  Hs. NM_001178 11 (+) 13441864-13441874    caggataagagggtcatcgcc 

  Mm. NM_007489 7 (+) 101497531-101497541    ctgtgtgacccacattggcca 

  Hs. NM_001178 11 (+) 13378132-13378142    atgtatgacccacattggtga 

  Mm. NM_007489 7 (+) 101505573-101505583    ttgtttgaccttgatttgttg 
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  Hs. NM_001178 11 (+) 13390621-13390631    ttgtttgaccttgatttgctc 

93496_at Elovl5 Mm. NM_134255 7 (+) 78232990-78232995 cgagacacgtgaacca   

  Hs. NM_021814 6 (-) 53215350-53215355 agagacacgtggaacc   

  Mm. NM_134255 7 (+) 78300059-78300066  gatatttatgtaaatacc  

  Hs. NM_021814 6 (-) 53133908-53133915  gatatttatgtaaatatc  

103861_s_at D7Wsu128e Mm. NM_138589 7 (+) 110588840-110588845 acacacacgtgggctc     

  Hs. NM_019116 16 (+) 23496119-23496124 tagcacacgtgggctt     

  Mm. NM_138589 7 (+) 110600369-110600379     gagactgacccaaagtgaagg 

  Hs. NM_019116 16 (+) 23509378-23509388     gagactgacccaaagtgaagg 

94522_at Dctn3 Mm. NM_016890 4 (-) 41620867-41620877   ctggatgacctatttagcttc 

  Hs. NM_007234 9 (-) 34615758-34615768   ctggatgacctgtttagcttc 
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表 3-11. X クラスターにおけるマウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結合領域候補配列 
 

Affymetrix 

Probe ID 
Gene Symbol Species RefSeq ID Chr (+/-)  E-box D-box RRE 

101093_at Col4a1 Mm. NM_009931 8 (-) 11317208-11317218   gcaggaaaatgggtcagtgct 

  Hs. NM_001845 13 (-) 108648866-108648876   gcaggaaaatgggtcagtgat 

  Mm. NM_009931 8 (-) 11322270-11322280   ggaactgacccagaaagccta 

  Hs. NM_001845 13 (-) 108653568-108653578   ggaactgacccagaaaaccta 

93174_at 6030411F23Rik Mm. NM_133983 9 (-) 58706037-58706042 accatcacgtgctcta   

    Hs. NM_025240 15 (+) 71572512-71572517 accatcacgtgctcca   

160118_at Mmp14 Mm. NM_008608 14 (+) 45089264-45089274   tgctctaagtgggtcatggtc 

  Hs. NM_004995 14 (+) 21297612-21297722   cgttttaattgggtcatgggc 

98507_at Rev-erbα Mm. NM_145434 11 (-) 99615437-99615542 ccaatcacgtgaagct   

 (LOC217166) Hs. NM_021724 17 (-) 38167644-38167639 gcaatcacgtgaagcc   

  Mm. NM_145434 11 (-) 99623384-99623489 agggccacgtgcccca   

  Hs. NM_021724 17 (-) 38174986-38175991 agggccacgtgcccca   

  Mm. NM_145434 11 (-) 99613996-99614001 gggcccacgtgctgca   

  Hs. NM_021724 17 (-) 38166030-38166035 gggcccacgtgctgcg   

  Mm. NM_145434 11 (-) 99613922-99613929  cctcgttacataatgagc  

  Hs. NM_021724 17 (-) 38165956-38165963  cctcgttacataatgagc  

  Mm. NM_145434 11 (-) 99613716-99613721 ggtgccacgtgcgagg   

  Hs. NM_021724 17 (-) 38165749-38165754 ggagccacgtgcgaga   

  Mm. NM_145434 11 (-) 99613701-99613706 gggcacacgtggagtg   
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  Hs. NM_021724 17 (-) 38165734-38165739 aggcacacgtggagca   

  Mm. NM_145434 11 (-) 99621923-99621930  agtgtttatgtaagcctc  

  Hs. NM_021724 17 (-) 38173483-38173490  agtgtttatgtaagcctc  

104220_at Madh6 Mm. NM_008542 9 (-) 64165722-64165827 gctcccacgtgcctcg   

  Hs. NM_005585 15 (+) 64634592-64634597 gcccccacgtgcccag   

93284_at Cirbp Mm. NM_007705 10 (+) 79980073-79980078 cgtcgcacgtggaccc   

  Hs. NM_001280 19 (+) 1201216-1201221 cgccgcacgtggaccc   

103029_at Pdcd4 Mm. NM_011050 19 (+) 53678671-53678678  gaatcttatgtaatacct  

  Hs. NM_145341 10 (+) 112780559-112780566  gaattttatgtaatacct  

99957_at Mmp9 Mm. NM_013599 2 (+) 166804814-166804824     cctggaaatggggtcaaaacc 

    Hs. NM_004994 20 (+) 45269115-45269125     tctggaaatggggtcaaatgc 
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表 3-12. 主要 5 クラスターに属さない振動遺伝子と定量的 PCR で統計的に有意な振動の見られた遺伝子（tPa、Wee1）における
マウス（Mm.）とヒト（Hs.）の保存領域における時計遺伝子の結合領域候補配列 
 

Affymetrix 

Probe ID 
Gene Symbol Species RefSeq ID Chr (+/-)  E-box D-box RRE 

161967_at Gsn Mm. NM_146120 2 (+) 35674051-35674056 tcaaacacgtggtacc     

    Hs. NM_000177 9 (+) 117526650-117526655 tcaagcacgtggtacc     

    Mm. NM_146120 2 (+) 35676386-35676391 aagtacacgtgtctga     

    Hs. NM_000177 9 (+) 117528386-117528391 gagtgcacgtgtctga     

94917_at Fbxo8 Mm. NM_015791 8 (+) 55280926-55280936   aacagtgacccagagaaatta 

  Hs. NM_012180 4 (-) 175777015-175777025   aacagtgacccagagatgtta 

92616_at Ube1x Mm. NM_009457 X (+) 18461678-18461683 cccaccacgtgcacca   

    Hs. NM_153280 X (+) 45876371-45876376 cccaccacgtgcacca   

    Mm. NM_009457 X (+) 18481720-18481725 tacctcacgtgagtaa   

    Hs. NM_153280 X (+) 45895413-45895418 tacctcacgtgagtaa   

99382_at Grin2d Mm. NM_008172 7 (-) 53577824-53577829   acacctgaccccttttcctct 

  Hs. NM_000836 19 (+) 34510682-34510692   acacctgaccccttttccctc 

  Mm. NM_008172 7 (-) 34510682-34510692   ttccctgaccccattactcac 

  Hs. NM_000836 19 (+) 53576585-53576595   tcccctgaccccattatccac 

100009_r_at Sox2 Mm. NM_011443 3 (+) 34509585-34509592   tttccttatgtaatgaaa   

    Hs. NM_003106 3 (+) 182827657-182827664   tttccttacataatgaaa   

97250_at Nola3 Mm. NM_025403 2 (+) 113794821-113794828  cccacttacataaggaag  

   Hs. NM_018648 15 (-) 32220013-32220020  cccacttacataagaaaa  
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93981_at tPA Mm.  NM_008872 8 (+) 21514386-21514391 agaggcacgtggagca     

  (PLAT) Hs. NM_000930 8 (-) 41785986-41785991 aggggcacgtggagca     

101458_at Wee1 Mm. NM_009516 7 (+) 98355370-98355375 gccctcacgtggttaa   

  Hs. NM_003390 11 (+) 9634343-9634348 gcactcacgtggttaa   

  Mm. NM_009516 7 (+) 98355570-98355575 gatcgcacgtggcgga   

  Hs. NM_003390 11 (+) 9634547-9634552 agccgcacgtggcgga   

  Mm. NM_009516 7 (+) 98356450-98356457  taagattatgtaactgaa  

  Hs. NM_003390 11 (+) 9635386-9635393  tgagattatgtaactgaa  

 

 


