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間のリズムを体内に概日リズムとして取り込むこ
とによって，外界への適応や，恒常性の維持を行っ
ている．概日リズムは，時計遺伝子と呼ばれる遺伝子
群によって発現しており，藍色細菌，アカパンカビ，
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略語：BMAL1 (Brain and Muscle Arnt-like 1)
BMAL2 (Brain and Muscle Arnt-like 2)
CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput)
NPAS2 (Neuronal PAS Domain Protein 2)
PER (Period)
CRY (Cryptochrome)
ROR (Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor)
E4BP4 (Adenovirus E4 promoter binding protein 4)
DBP (D-site of Albumin Promoter Binding Protein)
RORE (ROR/Rev-Erb Response Element)

要旨：時計遺伝子 Bmal1は暗期にピークのある概日リズム性の発現がある．このリズム性発現はBmal1
遺伝子のプロモーター /エンハンサー領域にある2 箇所のROREにROR/REV-ERBファミリー（RORα，
RORβ，RORγ，REV-ERBα , REV-ERBβ）に属する転写因子が作用し形成されていると考えられている．
この中でREV-ERBβは恒常的抑制作用を有するオーファン核内受容体として知られているが，その機能
や発現制御機構に関する報告は少なく，特にプロモーター /エンハンサーに関する詳細な研究はなされ
ていないことから，マウスRev-Erbβプロモーター /エンハンサーをクローニングしその解析を試みた．
　マウスゲノムデーターベースではRev-Erbβ 転写開始点の下流にギャップが存在することから，
このギャップを挟むようにPCRプライマーを設計し，プロモーター領域から第 1エクソンおよびイン
トロン含む約 2.1 kbの領域（mRev-Erbβ -F-L）をクローニングした．さらにNIH3T3の培養細胞系で
ルシフェラーゼアッセイとリアルタイムモニタリングを用いて，時計遺伝子による転写制御機構と
リズム性発現に関する解析を行った．
　mRev-Erbβ遺伝子の第 1エクソンを含む上流約 1.3 kbの領域 (mRev-Erbβ -promoter/enhancer（1.3 
K))には典型的な時計遺伝子結合配列はなかったが，第 1イントロン領域 (mRev-Erbβ -promoter/
enhancer (del-673))に は3 箇 所 のE-boxとD-boxが 存 在 し た．mRev-Erbβ−F-Lは，Bmal1/CLOCK，
BMAL2/NPAS2およびDBPによって転写が促進された．リアルタイムモニタリング法では mRev-
Erbβ - promoter/enhancer(1.3 K)にはリズム性の発現がなく，mRev-Erbβ -F-Lおよび mRev-Erbβ -
promoter/enhancer(del - 673) にはリズム性発現が見られ，しかも mRev-Erbβ -F-L の振幅が大きかった
ことから，第 1エクソンを含む上流域はプロモーターとして，第 1イントロンはリズム性発現を制御
するエンハンサーとして働いていることが明らかとなった．
Keywords: Circadian rhythm, REV-ERBβ, BMAL1/CLOCK, clock genes, transcriptional regulation 
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ショウジョウバエから哺乳類に至る幅広い生物種で保
存されている．哺乳類では時計遺伝子としてBmal1 1)，
CLOCK 2)，PER1-3，CRY1-2 3)などが同定されており，
何れも転写（調節）因子として機能している．BMAL1/
CLOCKヘテロ二量体がPer1 遺伝子のプロモーター /
エンハンサー領域にある E-box(CACGTG) に結合し，
Per1 遺伝子の転写を活性化させ，産生された PER1 が 
BMAL1/CLOCK による転写に対して抑制的に働く 4)．
このような負のフィードバック機構が概日リズム発振
の本体であると想定されている．最近，藍色細菌の細
胞における概日リズムの発振機構の研究から，必ずし
も転写，翻訳そして転写の抑制といった一連のフィー
ドバックシステムがなくても，概日リズムが時計遺
伝子の周期的なリン酸化変動として発現しているこ
とが報告されており 5)，哺乳類においても同様の機構
があるのか注目されているが，哺乳類においては，転
写・翻訳・翻訳後修飾といった生体機構のダイナミッ
クな組み合わせによって，概日リズムが機能している
ことは間違いないものと考えられる．
　視床下部にある視交叉上核 (SCN; suprachiasmatic 
nuclei) には概日リズムの中枢があることが知られて
おり，Clockを除く時計遺伝子の発現には概日リズム
のあることが報告されている．抑制性の因子である 
Per1, Per2, Cry1およびCry2は明期に発現のピークが
あり 6)，促進系の因子である Bmal1 は暗期にピーク
があることが明らかになっている 7,8)．Honma らは 
Bmal1 の解析の過程で，Bmal1のmRNAが視交叉上核
で強く発現し，しかもその発現は視交叉上核で暗期に
ピークのある概日リズム性を示すこと，これは Per1 
などの抑制系時計遺伝子の発現と逆位相であることを
見いだしている 7)．この発現機構を解明するため，Yu 
らは Bmal1 プロモーター /エンハンサー領域を含む 
BACクローンをクローニングし， 5’RACE 法によって
転写開始点からプロモーター /エンハンサー領域を同
定した 9)．このBmal1プロモーター /エンハンサー領
域には少なくとも2 箇所のROR 結合配列（RORE; ROR 
response element）があり 10)，この配列を介してオー
ファン核内受容体の REV-ERB αによって負に転写が
制御されていること 11)，また同じくオーファン核内受
容体であるROR αによって転写が促進されているこ
とが明らかにされ 12-14)，ROREがBmal1のリズム発現
制御に必須の配列であることが示された．Rev-Erbα
遺伝子の発現には明期にピークのある概日リズムがあ
り 10,11,15)，プロモーター /エンハンサー領域には複数
の E-box が存在し 11,16)，リズム発現に関与しているこ
とが報告されている．
　REV-ERBβはREV-ERBαと同様にオーファン核内
受容体ファミリーに属する転写因子で，ROREに結
合し持続性の転写抑制を示すことが知られている 17)．
REV-ERBαとは相同性が高く，Rev-Erbβ 遺伝子は視

交叉上核でRev-Erbα と同様に明期にピークのあるリ
ズム発現を示すことが報告され10)，Rev-Erbαと同様に
Bmal1 のリズム発現に転写のレベルで関与している
可能性が高い．しかもそのピーク位相はRev-Erbαより
2 時間遅く，Per2より6 時間早いことが肝臓などの末
梢臓器で報告されており，ピーク位相の発現機構を解
明するためにも興味深い 18)．しかし，Rev-Erbβの発現
を制御するプロモーター /エンハンサー領域の全長を
解析した報告はないことから，本研究ではマウスゲノ
ムからRev-Erbβ のプロモーター /エンハンサー領域
を同定し，その発現制御機構を概日リズム性の発現機
構を中心に解析した．

材料と方法

マウスRev-Erbβ プロモーター /エンハンサー領域の
クローニング
　ゲノムRev-Erbβ プロモーター /エンハンサー領域
は，鋳型にマウスゲノミックDNA（Novagen）を用い
てPCR 法による増幅の後，pCR2.1 (Invitrogen) にTA
クローニング法で導入，自動塩基配列解析装置（ABI）
によって塩基配列を解析した．pGL3 -basic (Promega) 
にはプライマー配列に導入した制限酵素切断部位を
用いて制限酵素消化によってサブクローニングした 

（pGL3 -basic/mRev-Erbβ−F-L）．欠 失 変 異 体 はpGL3 -
basic/mRev-Erbβ−F-Lを鋳型にして欠失変異体用 PCR 
プライマーで PCR による増幅後，pTGRm (TOYOBO) 
にTAクローニング法で直接導入した．
時計遺伝子細胞発現用プラスミドの構築
　時計遺伝子の発現コンストラクトはPCR 法による
翻訳領域の増幅後，pcDNA3（Invitrogen）にはpCR2.1
にTAクローニング法で導入し，制限酵素消化による
サブクローニングで導入した．また pCR3.1にはTAク
ローニング法で導入した． 
ゲルシフトアッセイ
　Rev-Erbβ タ ン パ ク はTNT T7 coupled Reticulocyte 
L ysate System (Promega) によってmREV-ERBβ/
pCR3.1を用いて合成した．Bmal1プロモーター /エン
ハンサー領域にある3 箇所のRORE 周辺領域配列を合
成後，二本鎖としプローブとした．二本鎖オリゴヌク
レオチドはT4ポリヌクレオチドキナーゼ (Takara) を
用いて[γ -32P] ATP (Amersham) によりラベルした後，
REV-ERBβ蛋白とx5結合バッファー（5 mM MgCl2 , 2.5 
mM EDTA, 2.5 mM DTT, 250 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl (pH 7.5), 0.25 μg/μl poly dIdC in 20％ glycerol）中
で4℃，20 分間インキュベーションし，6％ ポリアク
リルアミドゲルで130 Vの条件で電気泳動した．泳動
後ゲルはゲルドライヤーで乾燥し，BAS-5000 画像解
析システム（Fuji Photo Film）を用いて解析した．ゲル
シフトに用いたプローブの配列は以下の通りである．
下線はROREと変異導入位置を示している．
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Bmal1-RORE1			 
ACGCTTGGAGGTCAAGAGAAAA
Bmal1-RORE1mut		
ACGCTTGGACATCAAGAGAAAA
Bmal1-RORE2			 
CGGAAAGTAGGTTAGTGGTGCG
Bmal1-RORE2mut		
CGGAAAGTACATTAGTGGTGCG
Bmal1-RORE3			 
CAGAAAGTAGGTCAGGGACGGA
Bmal1-ROR3Emut		
CAGAAAGTACATCAGGGACGGA

ルシフェラーゼアッセイ
　レポーターコンストラクトおよび一過性細胞発現
コンストラクトはLipofectamine (Invitrogen) によっ
てNIH3T3 細胞に導入した．NIH3T3 細胞は24 wellプ
レートにトランスフェクションの前日に1 wellあたり
5 万個となるように播種した．培地は10％のウシ胎児
血清，ペニシリン(25 U/ml)，ストレプトマイシン(25 
μg/ml)を加えたDMEM（Invitrogen）を用いた．発現
効率の補正のため内部標準としてphRG-TK(Promega) 
を共発現させた．典型的なアッセイでは1 wellあたり
60 ngのレポーターベクター，50 ngの発現ベクター，
6 ngのphRG-TKベクターを混合し，さらに最終のDNA
濃度を一定にするためpcDNA3を加えて合計 260 ngと
した．トランスフェクション後 24 時間経過した時点
において，細胞はPBSで洗浄後，Passive Lysis buffer 
(Promega)を用いて溶解し，Dual Luciferase Assay kit 
(Promega)によってホタルおよびウミシイタケルシ
フェラーゼ活性を測定した．測定には Ascent FII ルミ
ノメーター （Labsystems）を使用した．
時計遺伝子プロモーター活性のリアルタイム計測
　トランスフェクション前日にNIH3T3 細胞を35 mm
プレートに30 万個になるように播種し，SuperFect 
(Qiagen)を用いてトランスフェクションした．24 時間
後，細胞は0.1 μMデキサメサゾン(Sigma)で2 時間処
理し，10％ウシ胎児血清，10 mM HEPES バッファー
(pH 7.2)， 0.2 mMル シ フ ェ リ ン(Dojindo)，25 U/ml 
ペニシリン，25 μg/mlストレプトマイシンを含む
DMEMで置き換え，クロノス（Kronos; ATTO）によっ
て10分間隔で発光量を測定した．

結果

REV-ERBβはROREを介してBmal 1 プロモーターを抑
制する．
　REV-ERBβのBmal1 転 写 に 対 す る 影 響 を 解 析
するためマウスBmal1プロモーター /エンハンサーレ
ポーター (Bp/915 -Luc)9)を用いてルシフェラーゼアッ

セイを行った．REV-ERBβはトランスフェクション
に用いたDNA 量依存的に，Bmal1プロモーターの活
性を抑制した(Fig.1B)．またBmal1プロモーター/エン
ハンサーのレポーター Bp/915-Luc にある3 箇所の
ROREの配列 (Fig. 1A)をもとにプローブを作成しゲル
シフトアッセイを行った．
　3 箇所のROREプローブに対し何れにもREV-ERBβ 
はバンドを形成し，過剰量の非ラベルプローブでは
バンドが消失し，ROREに変異を加えた過剰量の非
ラベルプローブではバンドが消失しなかったことか
ら，特異的にROREにREV-ERBβは結合することが明
らかになった(Fig.1C)．また3 箇所のROREのうち，最
下流のプローブ(Bmal1-RORE3)に一番強いシグナル
が検出されたことから，少なくとも in vitroでは REV-
ERBβは最下流のRORE（RORE3）に強く結合すること
が示唆された．

Fig. 1. REV-ERBβによる Bmal1 のプロモーターの制御．
A) mBmal1 のプロモーター / エンハンサー領域の構造 .
	 mBmal1 の プ ロ モ ー タ ー / エ ン ハ ン サ ー 領 域 に は

RORE(RORE1, RORE2, RORE3) が 3 箇所存在する．
B)	REV-ERBβによる mBmal1 の転写活性の抑制．NIH3T3

培養細胞系で mBmal1 プロモーター / エンハンサーレ
ポーターとともに REV-ERBβ蛋白を一過性に発現させ，
24 時間後ホタルルシフェラーゼの活性を測定した．REV-
ERBβ発現プラスミドのトランスフェッション量は左か
ら 0, 50, 100 ng をそれぞれ用いた．同時に遺伝子導入し
たウミシ イタケルシフェラーゼ活性を測定し，測定値を
補正した．

C)	REV-ERBβの mBmal1 遺伝子プロモーターへの特異的
結合のゲルシフトアッセイによる解析．mBmal1 のプロ
モーター領域に存在する ROREs 配列に基づいて 3 種類
の二本鎖オリゴヌクレオチドを合成し RORE1, RORE2, 
RORE3 と命名した．（γ -32P）ATP を用いて 5‘ 側をリン
酸化しプローブとした．Competitor はそれぞれ対応する
非ラベルのオリゴヌクレオチドを 100 倍量導入しプロー
ブと競合させた．mut-oligo は Competitor オリゴヌクレ
オチドにある ROR 結合部位に 2 塩基の変異を導入した
もの．REV-ERBβはウサギ網状赤血球による in vitro 転
写 / 翻訳システムを用いて生成した．矢印で表示した NS
は特異性のないバンドを示す．REV-ERBβ＆ probe は蛋
白とプローブが特異的に結合したバンド．Free Probe は
結合していないプローブを示す．
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マウスRev-Erbβ プロモーター /エンハンサー領域の
クローニング
　マウスRev-ErbβcDNAの配列情報から転写開始点を
予測し，PCRクローニング用の上流プライマーの位置
はその約 1 kb 上流に設定し，下流プライマーの位置は
エクソン2と想定される領域から上流近傍に設定した．
このプライマーペアでPCRを行うと約 2.1 kb(2144 bp)
のPCR 産物が得られた．DNA 配列を決定したところ，
転写開始点から上流約 1 kbから第 1エクソンを含み，
更にデーターベースではギャップとなっていた配列
を含む領域がクローニングされていることが明らか
に な っ た(Fig. 2)．こ の 配 列 か らPromoterInspector 
(Genomatix)によってプロモーター /エンハンサー
配列を解析すると，転写開始点から122 bp 上流から
第 1エクソンと第 1イントロンのジャンクションよ
り536 bp 下流の範囲にあることが予想された．また，
MatInspector(Genomatix)によるDNA 結合因子のコン
センサス配列の検索では，このジャンクションより下
流約 130 bp，230 bpおよび280 bpの位置にE-boxが3 箇
所（上流よりE1, E2およびE3），また200 bp付近にD-box
が1箇所あることが予想された(Fig.4)．
ルシフェラーゼアッセイ
　全長のRev-Erbβ プロモーター /エンハンサー領
域をpGL3-basicベクターに導入し，ルシフェラーゼ
アッセイによって時計遺伝子による制御について解
析した．基本活性に対しBMAL1/CLOCKは約 1.4 倍， 
BMAL2/NPAS2は約2.3倍，DBPは約1.5倍の転写活性
化を示した．これに対しCRY1は単独で約 57％の抑制
を示した(Fig. 3A)．BMAL1/CLOCKおよびBMAL2/
NPAS2による転写活性化はCRY1によって抑制された 

（Fig. 3B）．これらの結果から，Rev-Erbβ 遺伝子の転
写制御はBMAL1/CLOCK およびBMAL2/NPAS2 に
よって正に制御され，CRY1によって負に制御される
負のフィードバック機構の存在することが示唆さ
れた．
　第 1イントロンのE-boxおよびD-boxを介する時計遺
伝子による転写活性化能を検討するため第 1エクソン
およびその上流域を欠失させたコンストラクトをレ
ポーターに用いて解析したところ，BMAL2/NPAS2 
は約2.5倍の活性化を起こした(Fig. 3C)．

Fig. 2. mRev-Erbβプロモーター / エンハンサー領域の構
造．図はクローニングしたマウスの Rev-Erbβプロモーター
の約 2.1 Kbp のゲノム構造を示している．マウスゲノムデー
ターベースには Gap（配列未同定領域）が第 1 エクソン領
域の 5’ 寄りにあった．黒塗り長方形部分は左よりそれぞれ
エクソン 1，エクソン 2 を示し，エクソン 1 より左は 5’ 上
流のプロモーター / エンハンサー領域と，エクソン 1，エク
ソン 2 の間はイントロン 1 を太線で示している．

Fig. 3. mRev-Erbβプロモーター / エンハンサーに対する時
計関連遺伝子の転写制御．
A ，B) レ ポ ー タ ー と し て mRev-Erbβ−F-L を pGL3-basic 
に導入したコンストラクトを用いた．A の EMP で示した
レーンは pGL3-basic ベクターの活性を表している．また，
第 2 レーンは mRev-Erbβ−F-L/pGL3-basic を示す．発現コ
ンストラクトはそれぞれの遺伝子の蛋白翻訳領域配列を
pcDNA3 または pCR3.1 ベクターに導入したコンストラクト
を一過性に発現させた．BM1, Bmal1; BM2, mBmal2 ; CLK, 
Clock; NP2, Npas2.
値は mRev-Erbβ−F-L/pGL3-basic の活性を 1 とし，時計関
連遺伝子を共発現させたときの活性を表す．発現プラス
ミドは 50 ng ずつ導入し，個々トランスフェクション総
量は pcDNA3 ベクターで合わせた．C) レポーター mRev-
Erbβ−del-673/pGL3-basic に対し BMAL2 と NPAS2 発現に
よる影響を検討した．
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Rev-Erbβ プロモーター /エンハンサー領域の欠失変
異体作成と転写活性
　クローニングした全長のRev-Erbβ プロモーター /
エンハンサー領域 (Rev-Erbβ−F-L) を鋳型に5’ 欠失
変異体をPCRによって作成し，転写活性化能を解析
した．第 1エクソンより上流を欠失させるとプロモー
ター活性は全長の約 36％に低下した．このことから第
1エクソンより上流域に強いプロモーター活性がある
ことが明らかになった．また，del-673, del-570および
del-496の間で活性に大きな相違がないことから，第 1
イントロンの E-box， D-boxの欠失の有無はプロモー
ター活性に大きな影響がないことが分かった(Fig. 4)．
リアルタイムモニタリング法によるRev-Erbβ プロ
モーター /エンハンサーの概日リズム性発現の解析
　Rev-Erbβ は視交叉上核を及び末梢臓器で明期に
ピークのある概日リズム発現をすることが報告され
ている．Rev-Erbβ プロモーター /エンハンサーが自
律的な概日リズム振動を示すことを確認するため，
NIH3T3 細胞を用いてレポーター活性を経時的に測
定した(Fig. 5)．全長のRev-Erbβ プロモーター /エン
ハンサー (Rev-Erbβ−F-L)は4 日間にわたって約 24 時
間周期でリズム発現を示した．また，第 1エクソンお
よびその上流を欠失させたレポーター (mRev-Erbβ−
promoter/enhancer (del-673))も 振 幅 はRev-Erbβ−F-L
と比べ低いものの，Rev-Erbβ−F-Lと同位相の概日リ
ズム発現を示した．これに対し第 1イントロン領域を
欠失させたレポーター（Rev-Erbβ -promoter/enhancer 
(1.3 k))は全くリズム発現を示さなかった．以上より
第 1エクソンおよび上流配列は強力なプロモーターと
して，また第 1イントロンは概日リズム性発現のエン

ハンサーとして機能しており，両領域が組み合わさる
ことによって安定したリズム発現が維持されている可
能性が示唆された．

考察

　地球上の生物は地球の公転と自転の影響を受け進化
の過程で固有の体内時計を持つようになっている．概
日リズムは体内時計の一つであり，およそ24時間の周
期で，生体内に新陳代謝のリズムなど，リズム性変動
を生み出している．哺乳類の概日リズム中枢は視交叉
上核に位置しており，神経連絡とホルモンの作用など
を通して末梢臓器にある末梢時計を同調させている．
また概日リズム中枢も太陽の光などによって24 時間
周期に同調されている8)．
　遺伝子レベルで見ると，概日リズムを示す遺伝子に
はグルココルチコイドのリズムによってリズム発現
するものと 19)，遺伝子のプロモーター /エンハンサー
領域に存在する時計遺伝子結合部位を介してリズム
発現するものと，大きく2つに分けられる．後者のプ
ロモーター /エンハンサー領域にある時計遺伝子結合
部位は現在 3 種類が知られており，それらは E-box4), 
D-box20,21)およびRORE10,11)で，それぞれ対応する時計
遺伝子及びその関連因子が結合し転写調整を行うこ
とによってリズムが作り出されている 22)．その中でも
E-boxは最も重要な転写因子の結合部位と考えられ，
Per1などの時計遺伝子をはじめ，明期に発現する多
くの遺伝子のプロモーター /エンハンサー領域に存在
することが知られている．
　時計遺伝子 BMAL1はCLOCKとのヘテロダイマー
を 形 成 し てE-boxに 結 合 し， 時 計 の 抑 制 系 因 子 で

Fig. 4. 様々な長さの mRev-Erbβ プロモーター / エンハン
サー領域の転写活性．
A) mRev-Erbβ のプロモーター / エンハンサー領域約 2.1 
Kbp の領域を pTGRm ベクターに導入したコンストラクト
を F-L と命名した．第 1 エクソンの位置と 3 つの E-box，
D-BOX をそれぞれ図に示した．
他のコンストラクトは F-L コンストラクトを 5’ 側から順次
に削った構造である．EMP で記したのは pTGRm ベクター
のみの活性である．
B) A) のコンストラクトに対するルシフェラーゼアッセイの活
性を示している．F-Lの活性を1とし，他をそれに比較して示した．

Fig. 5. mRev-Erbβプロモーター / エンハンサーのリズム性
発現．
A,B,C) は 3 種類の mRev-Erbβプロモーター / エンハンサー
の配列を pTGRm ベクターに導入し，そのリズム性の発現
をリアルタイムで計測した．細胞は NIH3T3 を用い，測定
期間は 4 日間である．転写活性は発光量として Y 軸で示した．
D) は 3 種類のレポーターコンストラクトの構造をそれぞれ
示している．
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あるPer1やCry1の転写を促進し，産生された産物が
BMAL1/CLOCKによる転写を抑制することによって
概日リズム発振の駆動を中心的に行っている．それ
に加えて，BMAL1/CLOCKは概日リズムの出力因子

（clock-controlled genes）のリズム発現を直接駆動し
ていると考えられる8)．
　Bmal1の発現には概日リズムの中枢である視交叉上
核で暗期にピークのある概日リズム性の発現があり，
肝臓などの末梢臓器においても同様にリズム発現が
ある．Bmal1のリズム発現機構については，Bmal1プ
ロモーター /エンハンサー 9) 領域がクローニングされ，
その転写調節機構が解析されているが，そのリズム発
現機構はBmal1 プロモーター /エンハンサー領域に
あるROREに促進系因子としてRORαが，抑制系因子
としてREV-ERBαが結合してリズムが形成されると
報告されている 12,13)．しかし，Bmal1プロモーター /
エンハンサー領域にあるROREに結合する可能性の
ある因子は他にREV-ERBβなどがあり，Bmal1のリズ
ム発現機構を解明するためにはこれらの転写因子の発
現動態やBmal1プロモーター /エンハンサーへの影響
について同時に明らかにしていく必要がある．
　REV-ERBβ は オ ー フ ァ ン 核 内 受 容 体 で 23)，REV-
ERBαと相同性が極めて高く 24-26)，REV-ERBαと同
様にリガンド結合ドメイン(LBD)にAF-2ドメインが
ない．AF2ドメインはリガンド結合と関連するドメ
インであることから，REV-ERBβがリガンド非依存
的に持続的な転写抑制を行うことと関連するものと考
えられている．また，cAMP 依存性のリン酸化酵素活
性化を起こす8-Br- cAMPによって抑制が解除されない
ことも報告されており 17)，転写抑制能がリン酸化など
を介するシグナル伝達によって変動しない可能性が
ある．REV-ERBβはモノマーあるいはホモダイマー
を形成してコンセンサス配列 (A/T)6RGGTCAに結合
するが 27)，AGGTCA 配列は結合に必須であり，モノ
マーで結合する場合はAGGTCA 配列の5‘ 側にはA/T
の多い配列が必要である．REV-ERBβにはN-CoRや
SMRTなどのコレプレッサーが結合し転写抑制性に
働く 28)．Rev-Erbβ は神経系，骨格筋，脾臓などに発
現しており 29)，発達段階では脊索や神経管にも発現
のあることが報告されている．また，REV-ERBβは
alpha-fetoprotein(AFP) 遺伝子の発現を抑制すること，
骨格筋の脂質代謝に関与していること 30)などが報告さ
れているもののその標的や生体における機能につい
ての詳細は明らかではない．Rev-ErbαがBmal1のリ
ズム制御因子の一つであることが報告されたことか
ら，その関連因子であるRev-Erbβ についても解析が
行われ 10)，その発現は視交叉上核ばかりでなく末梢
臓器においても概日リズム性発現のあることが報告
された 18)．
　REV-ERBβはDNA 結合領域を含めREV-ERBαと相

同性が高く，Bmal1 プロモーター /エンハンサー領域
のROREに結合する可能性が高い．またmRNAの発現
解析から転写レベルでリズム性発現する機構が備わっ
ている可能性が高い．さらにリガンドやリン酸化状態
によって影響を受けにくい性質が予想されること，発
現量がその転写抑制能を主に決定している可能性が
高いことなどから，Bmal1 遺伝子のリズム発現にRev-
Erbβの転写が直接関連するものと考え，Rev-Erbβプ
ロモーター /エンハンサー領域のクローニングをおこ
ない，リズム発現機構について解析した．
　Rev-Erbβ はBmal1の転写を発現量依存性に抑制
した．これはゲルシフトの実験からBmal1プロモー
ター /エンハンサー領域の転写開始点近傍にある2つ
のROREを介して行われていることが分かった．私は
REV-ERBαについてもゲルシフトでREV-ERBβと同
様にROREに特異的に結合していることを確認してお
り（未発表），REV-ERBαとREV-ERBβがBmal1 転写
の抑制因子として働いていると考えられる．
　Rev-Erbβプロモーター /エンハンサー領域は第 1エ
クソンを挟んで，エクソン上流は主にプロモーター
として，第 1イントロンは概日リズム性のエンハン
サーとして機能していることが，今回の解析で明ら
かになった．Rev-Erbβ の時計遺伝子による制御に関
しては，BMAL1/CLOCKで転写の活性化が見られた
他，末梢リズム形成に主に働いていると考えられる
BMAL2/NPAS2 によってBMAL1/CLOCKより強い活
性化がみられ，末梢臓器でのRev-Erbβの発現に関与し
ている可能性が高い．第 1イントロン領域にはE-boxが
3 箇所あり，この領域を用いたルシフェラーゼアッセ
イでもBMAL2/NPAS2 によって約 2.5 倍の転写活性化
が見られたことから，これらのE-boxを介する活性化
である可能性が高い．UedaらはRev-Erbβのプロモー
ター /エンハンサー領域にE-boxを2箇所同定している
が 22)，私は今回の全領域に亘るプロモーター /エン
ハンサー領域のクローニングによって，それに加えて
更に1 箇所 E-boxがあることを見いだしている．また
DBP 結合部位が第 1イントロンにあることをUedaら
は報告しているが，このD-boxを含むRev-Erbβのプロ
モーター /エンハンサー領域がDBPによって転写活性
化されることが，今回の解析で示された．
　時計遺伝子の発現調節はE-box，ROREおよびD-box
の3 種類のDNA 結合配列によって主に行われている
と考えられている 22)．抑制系の時計遺伝子のプロモー
ター /エンハンサー領域には前述のようにE-boxが，
また促進系時計遺伝子 Bmal1にはROREが存在し，
また，Per2などE-boxによる転写制御によってリズム
発現する時計遺伝子より発現のピークが前にあるPer3 
には E-boxがない代わりにD-boxが存在することから，
これらのDNA 結合配列の組み合わせとその配列に結
合する時計遺伝子が位相を決定している可能性が示唆
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されている．E-boxなどのDNA 結合配列を取り出して
SV40などのプロモーターで駆動させたレポーターで
リズム発現を確認する手法が採られているが，転写調
節はDNA 結合配列ばかりでなくその周辺の配列やそ
の配列と関連した転写因子群の構成，リン酸化などの
修飾によっても行われており，DNA 結合配列の組み
合わせのみで転写の位相を決定しているかどうか，さ
らなる解析が必要と思われる．本研究で解析したRev-
Erbβ のプロモーター /エンハンサー配列は，リズム
位相の発現機構を解析する極めて有望なシステムの一
つである．
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