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一一生物時計関連遺伝子一

PASドメインとPAS因子

-PAS因子は環境適応素子として生まれた.

池田正明

埼玉医科大学 第一生理学教室

PASドメインは，最近相次いで発見された時計遺伝子CLOCKやBMAL1などに含

まれていたことから急速に注目を集めることになったドメイン惰造である。日甫乳

類やショウジョウバ工ではPASドメインを持つ因子はその殆どが転写因子として

機能しており、ダイオキシンレセプターであるAhR 時計遺伝子CLOCK-BMAL1、

低酸素状態に対する適応因子HIF-1αはすべて転写因子として標的遺伝子の転写を

調節する作用を通して特異的な機能を発現している。近年の3次元矯造解析の進

歩によってHERGなどのイオンチャンネルにもPASドメイン構造を持つものが‘発

見され、また植物や細菌に至るまで光や酸素受容能とヒスチジンキナーゼなどの

酵素活性を合わせ持つよ うなセンサーモジュールとしての機能を持つPAS因子が

多数見い出され、PASドメインは環境適応素子のコアドメインとして生物界に広

く分布することが明らかになってきた。本稿ではPAS因子の構造を概観するとと

もにその機能について最近の知見をまとめた。

1. PASドメインの発見

CLOCKやBMALlなど時計遺伝子産物の 配列があることから細胞聞のシグナル伝

多くがPASドメインをもつことが明らかに 達に関与する分子であろうと予想さ れて

なったのはこ こ2-3年の研究からであるが、 いた。

最初の糸口は1980年代半ばに同定された 時計遺伝子研究とは独立に、 Crewsら

period (per)遺伝子にさかのぼる。Konopka は、ショウジョウパエから神経系の発達

とBenz巴rは1970年代はじめにキイロシ ョウ に関与すると思われる新 しい転写因子を

ジョウパエにエチルメタンスルフォン酸 コードする遺伝子singJeminded (sim)をク

処理を したものの中に、周期が24時間 よ ローニングしていたが10)、その産物SIMが

り短くなるもの (perS)、長くなるもの ダイオキシン レセプタ ーを核内に運ぶ転。e円、無周期になるもの(pe戸')の3種の変 写因子と して得られていたARNTと相向性
異体があることを見つけていた36)0 1980年 のある領域があり、しかもその領域はper

代に入りその遺伝子が単離され、周期変 産物 (PER)とも相向性のあることを見い

異を起こす遺伝子であることからperiod 出し、 3つの因子の頭文字をとってPASド

(戸r)と命名された問。当初peI遺伝子産物 メイン(PAS domain)と命名した(図1)明。

の機能はプロテオグリカン類似の
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ショウジョウパエのPER，SIMおよびマウスARNTの構造を模式的に示した。3*重のPAS因子は約250アミ
ノ酸からなるPASドメインを持つ。PASドメインには約50アミ ノ酸からなる2個のリピート領域PAS-Aと

PAS-Bがある。 ARNTとSIMにはDNA結合と二量体形成に関与するbHLHドメインがある。

PASドメインの機能はこの発見当時は不明 を機能から分類すると、時計遺伝子やダ

であったが、 bHLH-leucinezipper型転写因 イオキシンレセプターのように転写因子

子からの類推から、二量体形成に関与す として働くもの、リン酸化酵素活性を持

るドメインではないかと予想された。 つもの、イオンチャンネルとして機能す

Huangら30)はPERのPASドメインが二量体 るものの3種が今までに同定されている。

形成に必要かを検討した。InvItroの転 転写因子としては、晴乳類では現在の

写 ・翻訳系を用いてPERのホモ二量体と ところ 20のPAS因子が知られており、

SIMとのヘテロ二量体形成を調べたとこ PER1， PER2， PER3以外はすべてPASドメイ

ろ、明らかな相互作用が観察され、 PASド ンのアミノ末端側にbHLH(basichelix-Ioop 

メインの機能の一つが二量体形成のイン h巴lix)ドメインを持っているbHLH-PAS型

ターフェースであることが証明された。 転写因子である。(表1)PAS型転写因子は

またこのことから、 ARNTやSIMと同様に 生体内の様々な機能と関わっていること

PERも転写因子として働いているのではな が知られているが、たとえばCLOCK，

いかと急速に注目を集めることになった。 BMALlそれに3種のPER!土生体リズムの形

その後、ホモロジー検索や立体構造予測、 成などに関わっており、時計遺伝子と呼

結晶化による構造解析などによって、晴 ばれている 1九 またAhRはTCDD(2，3，7，8-

乳類やショウジョウパエ以外にもPASドメ

インを持つ分子の存在が知られるように

なった。それらの分子は、植物、アカパ

ンカピ、シアノバクテリア、細菌など広

く生物界に分布している。

tetrachlorodibenzo-p-dioxin)などのダイオキ

シン類と結合し、 ARNTとヘテロ二量体を

形成後、肝臓の代謝酵素チトクローム

P450C (CYCIAl)などの転写調節領域にあ

るxenobiotic-responsiveelement(XRE)に結

合して代謝酵素を誘導し、解毒や薬物代

謝に関与している 62) (図2)0HIF-lα 

2. PAS因子の種類と機能 (hypoxia inducible factor 1α)はARNTと結

日甫乳類においてPASドメインを持つ分子 合してhypoxiaresponse element (HRE)に結
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表1

0南乳類bHLH-PASスーパーファミリー

表に示したPER1，PER2， PER3にはbHLHドメインはなし、。HAT:histoneacetyltransferase 

迫伝子産物名

CLOCK 

日MAL1

~ERl 

P[R2 

PER3 

AhR 

AhRR 

ARNT 

ARNT2 

HIF-l Q 

HIF-2σ 

HIF-3 Q 

NPASl 

NPAS2 

NPAS3 

SIMl 

51M2 

SRC-l 

TlF2 

RAC3 

惜の岬称

"'01'3， Amt3， JA~3 ， l1C 

終結UI

KJAA0347G 

MOPl 

EPAS1， MO~2 . HLF， HRF 

MOP5 

MOP4 

GRIP1， NCoA-28 

AIB 1 . ACTR. TRAM-I， p/ClP 

TCOD 

• 

ヒト議色惨 健能など

4ql2 B"'ALlとダイマ 聖形...perlプロモーター領蟻白E-boxlこ結合

11 pl 5_1 CLOCKとダイマーを形成、 perlプロモーター領繊のE-boxに鑑合

17pI2-13.1 CLOl1<-6MAL 1のperl伝写活性化を開制

CLOCK-日MALlのperl伝写活性化を知樹

1 p36.2 J -33 CLOCK-BMALl町perl転写活性化を伺制

Ip15 ダイオキンンレセブター ARNTとへテロタJ マーを形成 xenobiotic. 

responsive element (XRE)に結合

ARNTとヘテロダイマーを降慮、 XREに結合.AhRの作用を仰糊

lQ21 AhRとヘテロダイマーを尼耳t.XREに結合し、チトクロームP-4501Alなど

の発現在訴事

SIMIとヘテログイマーを形慮

4Q21-q24 1ft積量により誘導、 ARNTとヘテロダイマ をffilit

2p21-p16 低111.患により誘導

19q13.2 

19qI3.2-013.3 胎生聞と庇悼の神鐙某で発現

2Q13 日MALlとヘテロダイマーを形底 Inν;rroでバゾプレッシン遺伝子の転写促進

胎生期の神経系.心富弁.膏臨などで発現

6Q16.3司q2i ARNT2とヘテロダイマーを形成.発遅刻のparaventricularnuclcus (PVN). 

antcrior perivcntricular nuclcus (aPV)ー supraopticn国 IClIS(SON)に究:現

21 q22.2-q22.3 ダウノ症関連鎖峨

2q23 p300/CBP， PCAFと範合、績向ホルモンレセプターに結合、 HAT

般向ホルモンレセプターに範合.HAT 

20Q12 乳能.卵巣鐙で噌椙.p300/CBP， f'CAfとe合.銭内ホルモンレセブターに
結合 HAT 

XRE 
CYP1Alなど

図2ダイオキシンの作用とAhR-ARNTニ量体 TCDDやPCB(ポリ塩化ビフエにール)、メ チルコランスレ

ン (3MC)は、細胞内に取り込まれるとAhR(arylhydrocarbon receptor; Ahレセプター)と結合する。細胞

質ではAhRは1分子当たり2個のHSP90(heatshock protein 90)と結合しているが、ダイオキシン類が結合す

ると核内へ移行し、 HSP90がはなれると同時にARNTがPASドメインを介して結合し、 AhR-ARNTヘテロ二

量体を形成する。このニ量体は薬物代謝酵素のCYP1A1やグルタチオンS-トランスフエラーゼのエンハンサ

ー領域にあるXREに結合して転写を活性化する。
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合してエリスロポエチンやVEGF(vascular 

endothelial growth factor)などの発現を誘導

する。この反応は低酸素によって惹起さ

このPASドメインの機能はまだ詳しく分か

っていないが、 HERGチャンネルのS4-S5

リンカーとの相互作用に関与してチャン

れる。ステロイドホルモンレセプターの ネル活性化の調節を行っている可能性が

コアクテイベーターとして同定された あり、大変興味深い。またこのKチャンネ

SRC-lなどもbHLH-PAS型転写因子である ルはQT延長症候群の原因遺伝子のーっと

ことが知られている 39)。 これらのPAS型 考えられ、同疾患，寵患群からPASドメイン

転写因子の機能はどの因子がそれに関与 領域に変異が見つかっている(図3) 8)0 

しているかではなく、その因子がどのよ 晴乳類では前述のようにPASドメイン

うなPAS因子と二量体を形成するかによ を持つ因子として、転写因子、イオンチ

って主に決められており、組み合わせが ヤンネル、キナーゼが知られているが、

重要になっている 。それは二種類の ショウジョウパエにおいても晴乳類のPAS

bHLH-PAS型転写因子が二量体を形成する 型転写因子やイオンチャンネルと相向性の

時、その塩基性ドメインの組み合わせが、 高い因子が見つかっている(表1)。その殆

結合するDNA配列を決定していることに どはアミノ酸配列の相向性ばかりでなく、

由来している。すなわち同じPAS型転写因 機能にも類似性がみられ、生物の進化を考

子が関係していても、二量体を形成する える上でも興味深い。ショウジョウパエの

相手が異なれば全く異なる機能発現に関 全ゲノム配列が公開されたことにより、晴

与するということもあり得るのである。 乳類の因子との対応が明らかになるものと

PAS型転写因子にはARNTのよ うに、種々

のPAS因子と二量体を形成するものと

思われる。

PASドメインを持つ分子は晴乳類やショ

CLOCKのようにBMAL1という限られた相 ウジョウパエから見い出された分子の大半

手とのみ二量体を形成し、時計機能など が転写因子であったことからPAS因子=転

特定の機能を発現する因子がある。また 写因子と思われがちであるが、枯草菌から

同じ組み合わせでも、発現する細胞や組 発見された胞子形成に関わると考えられる

織が異なると機能が異なってくる可能性 KinAは転写因子としての特徴を持たず、

も考えられるが、この点に関してはまだ そのC末端にはヒスチジンキナーゼ

十分に調べられていない。

最近、晴乳類で転写因子以外にもPASド

メインを持つ分子が発見された。それは

HERGとよばれるKチャ ンネル47)とPDE8A

(cAMP specific3'，5'-cyclic phosphodiesterase 8A) 

というセリンースレオニンキナーゼである

20)0 HERGは細胞膜貫通ドメインを6個持

つ膜蛋白で、 N末端とC末端の両方が細胞

質にあり、 4個の分子が集合してイオノ

(histidine kinase)活性を持つドメインのあ

ることが同定された問。その後、他にも細

菌にヒスチジンキナーゼドメインを持つ分

子が多数あることが確認された。またシロ

イヌナズナ(Arabidopsisthaliana)の赤色光受

容分子フィトクロームにもヒスチジンキナ

ーゼ様ドメインがあり、光センサーとして

働いていること玖細菌のへム結合性酸素

感受性蛋白FixLは、ヒスチジンキナーゼ活

フォアを形成している。このイオンチャ 性を持つ酸素センサーであること 24)などが

ンネルのN末端側にPASドメインのあるこ 次々に明らかにされ、 PASドメインを持っ

とが結晶構造の解析から明らかにされた。 分子は真核生物から原核生物まで広く分布
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図3PAS因子の構造

時計遺伝子には5個のPAS因子がある。BMAL1とCLOCKはともにbHLH-PAS型転写因子であり、 bHLHド

メインとそのC末端側にPASドメインがあり、PASドメインにはPAS-AとPAS-Bと呼ばれる リピー ト配列が

ある 。 またPAS ドメインのC末端にはPACモチーフ と呼ばれる40~45アミノ酸からなる領減があり、 PAS ド

メインの折りたたみ構造と関連した配列であると考えられている。PER1，PER2， PER3はbHLHドメインは

なく、 PASドメインとPACモチーフがある。SRC-1にもbHLHドメインとPASドメインがある。 HERG

(human Ether-a-go-go)は膜貫通領域を6個もった膜蛋白構造をしており、 N，C両末端が細胞質にある。膜貫

通領域よりC末端側にはcNMP(cyclic nucleotide-monophosphatebinding domain)がある。 PDE8A(cAMP-

spec陥cphosphodiesterase 8A)にはPASリピートが1箇所あり、 HD(metaldependent phosphohydro回ewith∞nserved 
'HD' mom)がそのC末端側にある。ヒ卜の配列をもとに模式的に示した。

していることが知られるようになった。こ ングされたPIF3はPASドメインを持つばか

のようにPAS因子の中に、シグナルを受け りでなくそのC末端側にbHLHドメインが

取ってリン酸化を調節するなどセンサーモ ある転写因子様の構造をしていることがわ

ジュールとして機能している分子の存在 かった50)。このようにPASドメインは転写

が、クローズアップされることになった。 因子とセンサーモジュールとして広く生物

これらのPAS因子はPASプラス因子 (PAS- 界に分布していることがあらためて確認さ

Plus Protein)と呼ばれている 12)。このように れたことになる。

原核生物に見い出されたPAS因子はセンサ

ーモジュールとして働くPASプラス因子の

みであったが、フィトクロームと相互作用 3. PASドメインの構造と機能

する因子としてツーハイブリッド法 bHLH-PAS型因子のPASドメインは250・

(Two-hybrid method)によ って最近クローニ 300アミノ酸からなり、その中に約50アミ
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ノ酸のより相同性の高いリピート配列があ する。この時、同部位に2分子結合してい

り、それぞれPAS-A、PAS-Bと呼ばれてい たHSP90が離れ、 AhRは核内へ移動し、

る。一方PASプラス因子は一つのPAS-Aあ 核内でホモ二量体を形成していたARNTと

るいはPAS-Bに相当するドメインを持って ヘテロ二量体を形成し、 XREのTNGCGTG

おり、細菌のPASプラス因子であるPYP といっ DNA配列に結合する。このコア配

(Photoactive yellow protein)のPASドメイン 列のGTGにはARNTの塩基性領域が結合

は立体構造のモデリング研究からARNTの し、 TNGC側はAhRが認識していることが

PAS-Bドメインに非常によく似ていること 確かめられている。はじめARNTは細胞質

が証明されている 22)0 PASドメイ ンは5な でAhRと結合して核内にAhRを運ぶ因子と

いし6個の戸シートがαヘリックスーループ して単離され命名されたが初、実際には核

に挟まれた構造をしており、リガンドやク 内に主に存在していてAhRの核内運搬に

ロモフォアを取り込むグローブのような格 は働かないと考えられている。ARNTのC

好をしている 1九 PAS型転写因子のPASド 末端側にある転写活性化ドメインにはヒ

メインはPAS型転写因子とホモあるいはヘ ストンアセチルトランスフエラーゼ活性

テロニ量体を形成するためのインターフェ を持つCBP/p300が結合しており 35)、AhR-

ースとなっているが、ショウジョウパエの ARNT二量体がXREに結合するとプロモ

PERとTIMの相互作用やARNTあるいは ーター領域のク ロマチン構造が変化し、

AhRのGCbox*吉合因子で、あるSplとの相互 CYCIAlなどの転写が活性化されるものと

作用67)のようにPAS因子以外の分子聞の相 考えられる。また、このようなリガンド

互作用にも関与している。もう一つのPAS に依存して活性化される機構以外に、リ

ドメインの機能は晴乳類のARNTや細菌の ン酸化などを介したリガンド非依存性の

PYP， FixLのようなセンサーとしての機能 AhR-ARNT二量体によるCYCIAl遺伝子の

である。しかしフィトクロームのクロモフ 転写活性化機構の存在も知られている叫。

オアの結合部位やHIF-lα の酸素センサー ARNTに非常に相向性の高いbHLH-PAS型

部位はPASドメイン外にあることが知られ 因子ARNT2も同定されている 2九 ARNT2

ており 55)、必ずしもセンサーの機能がPAS もAhRとヘテロ二量体を形成し、 XREに

ドメインに位置しているとは限らない。 結合することが確かめられている。ARNT

との主な違いは発現部位であり 33)、amt2領

域欠損マウスでは胸腺の形成がみられな

4. 夕、イオキシンと AhR-ARNTによる薬 い7%

物代謝酵素誘導機構 晴乳類以外でもAhRやARNTに相向性の

TCDDなどのダイオキシン類は体内に吸 高い因子が同定されている。ショウジョ

収されると肝臓などでCYCIAl(チトクロ ウパエではAhRのホモログとしてSpineless

-ムP-4501Al)などの薬物代謝酵素を誘導 (SS)l旬、そのパートナーとしてARNTに相同

するが、この機構にはbHLH-PAS型転写因 性のあるTango(Tgo)が知られている 1九 こ

子であるAhRとARNTが関与している的。 の二つの因子は二量体を形成し、 XRE配

図2に示すように、細胞内に取り込まれた 列に結合してその遺伝子を転写活性化す

TCDDなどは、細胞質でAhRのPASドメイ る点は同じであるが、晴乳類のAhR-

ン内に存在する リガンド結合部位に結合 ARNTとは全く異なった機能を持ってい
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る。spineJess遺伝子は足や触角、感覚器の 神経系や心血管系の重度の異常がみられ、

細胞などで発現しており、 spineJessの欠損 HIF-lαの標的遺伝子発現の低下をきたす

したショウジョウパエは遠位の触角が足 と報告されている32)0 arnt欠損マウスにも

になり、足の末端が欠損し、体毛のサイ 卵黄嚢や胎盤の血管欠損がみられ、 HIF-l

ズも短くなる。Tgoは常時細胞質に発現 α-ARNT二量体機能が失われた結果と考

しており、 Ssが発現すると二量体を形成 えられる。最近HIF-lαの機能を調整する

して核に入り、 XREに結合し転写を活性 因子としてp35srjが同定された九 HIF-lα

化するが、これはダイオキシンなどの リ はコアクティベーターであるp300あるい

ガンド非依存的な活性化機構による。 はCBPと結合して転写活性化を起こすが、

p300とCBPのHIF-laとの相互作用部位で

あるシステインとヒスチジンに富んだ領

5. HIFによる体内酸素環境の調節 域(CHlregion)にp35sりが結合し、 HIF-lα

HIFにはHIF-lα、EPAS1 (endothel ial とこれら コアクテイベーターとの結合を

PAS domain protein 1 ; HIF-2α)， HIF-3α の 阻害するのである。低酸素状態で、はp35srj

3つのbHLH-PAS型転写因子が知られてお は上昇するので、この因子はオフのスイ

り、これらの因子はA町、IT.ARNl立、 BMALl ツチとして働いている可能性がある。ま

とヘテロ二量体を形成してエリスロポエ たCBPとHIF-lαの結合を抑制することで、

チンやVEGFなどの低酸素によって誘導さ CBPが他の転写因子と結合できる よう調

れる遺伝子のエンハンサー領域にある 整しているのかもしれない。

HRE(hypoxia response element ; ACGTG)に

結合し、これらの因子の発現を誘導する

1抑

は急急、速に分解される性質があるが、体内 シヨウジヨウパエのSIM!は土神経系の発生

が低酸素状態にあるとHI町Fの分解が弱ま 段階において正中細胞に発現し、分化し

り、安定性が上昇し、その結果H凹IFが増加 た段階でも正中の神経細胞とグリア細胞

することによつて主に起こつている。低 に発現する蛋白でで、ある。S訂im汀mの欠損したシ

酸素によ つて起こる反応応、はこのようにエ ヨウジヨウパエでは正中線の細胞分化が

リスロポエチン、 VEGFの誘導、これらの 全く認められなくなり、典型的な細胞形

結果おこる造血反応や血管内皮細胞の誘 態や分化した神経細胞、グリア細胞が形

導による低酸素組織における毛細血管の 成されなくなる川)。またsimをヒー トショ

増殖、低酸素性の呼吸に備えた解糖系の ック誘導性のベクタ ーを用いて異所性に

酵素や糖トランスポーターの誘導、胎盤 発現させると、そこに正中線に発現して

の細胞栄養層細胞の増殖などがあるが、 いる遺伝子が誘導されることが確かめら

これらの反応にHIFの関与が示されてい れている明。SIMは主に核内に存在し、晴

る。またHIF-lαは癌抑制因子p53と結合 乳類のARNTと相向性の高いTgoとヘテロ

してその安定性を調節することに よって 二量体を形成して CME(CNS midline 

細胞周期に関わっていることも最近明ら enhancer element;コア配列=ACGTG)に

かにされた5九 hif-la遺伝子のノックアウ 結合し、中枢神経系正中線において特異

トマウスは胎生期にまでしか生きられず、 的な遺伝子の発現を誘導する。Tgoは全身
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に発現していることから、この誘導はSIM どの原基に発現し、ダウン症と関連する
の発現に依存していると考えられる。slm 部位でもあることから、ダウン症の原因

のプロモーターにはCMEがあり、 simの転 遺伝子の一つではないかと考えられてい

写はSIM自身 によ って活性化される 。 る!円は山5.引.19仇附.

H晴甫乳類のS釘1M!は土S訂IM1とS訂1M2の二種類が 体を形成 してCMEに結合して転写を活性

知られており 、両者ともARNTとヘテロ二 化するが、反対にS訂1M2はARNTと結合し

量体を形成し、 シヨウジ ヨウパエS訂IM-Tg伊O て転写を抑制する方向に働くことが確か

ヘテ ロ二量体と同様にCMEに結合する。 められ、転写を活性化するという報告は

ショウジ ョウパエのsimの発現は中枢神経 ない。またSIM2はこのような直接の抑制

系に限局されているが、晴乳類のslmは中 ばかりでなく、 ARNT-HIF-]αによる転写

枢神経系ばかりでなく 中匪葉にも発現す 活性化をARNTがHIF-lα に結合すること

る9.19.45.71)0 マウス胎生期においては、原節、 を阻害することによって間接的に抑制作

鯨弓や肢節 (sim2)に発現がみられ、中枢 用を発揮するという 。またSIM1のARNT

神経系での発現は両者とも腹側間脳に認 との相互作用に対しでもSIM2は阻害的に

められ、simlは中脳、脊髄での発現もみ 働く ことが報告されている4~ダウン症は
られる。成体ではsimlは肺と腎臓、 sim2 21番染色体の一部の領域の トリ ソミーで

は骨格筋と腎臓に主に発現している 。 あるが、そのため、この領域にある遺伝

siml!土視床下部にあるPVN(paraventricular 子の発現増加が想定されている。sim2を

nucleus)、aPV(nateriorperiven出cularnucleus)， 

SON(supraoptic nucleus)の前駆*目胞に発現

しており、 siml欠損マウスではこれらの

核で十分な神経細胞の分化が行われず、

CRH( corticotropin-releasing hormone)， 

TRH(thyrotropin-releasing hormone)，パソフ

トランスジェニックマウスによって過剰

発現させると恐怖条件回避課題や水迷路

による学習課題が中程度に阻害されたと

しミつ 16)。

レッシン(vasopressin)、オキシトシン(oxytocin)， 7. bHLH-PAS型転写因子と時計発振機構

ソマ トスタチン(somatostatin)などのペプチ 今までに晴乳類から一番下等な生物と

ドホルモン産生がなくなって しま うこと してアカパンカピ(NeurosporaCrassa)まで、

が確かめられている42)0 amt2欠損マウスで 生体リズムの形成にPAS因子を用いてい

もPVNとSONで同様の低形成が起こって ることが分かっている。それぞれの生物

いるので、arnt2が同部位で、発現している で構成因子の相違はあるものの、大きく

こと、ARNT2はSIM1と相互作用が認め 分けてDNAに結合して転写を活性化させ

られること、ARNTは同部位ではあまり発 る促進系の因子と、促進系の因子に直接

現が見られないことなどからお}、SIM1は あるいは間接に作用して転写を抑制する

ARNT2とともに、視床下部のこれらの核 抑制系の因子に大別できる。そして促進

での神経系の分化とその特異的なベプチ 系の因子は抑制系の因子の転写を促進さ

ド発現を制御していることが示唆される せ、産生された抑制因子によって促進国

43.70) 0 sim2はヒ トの染色体21q22領域にある。 子自身は抑制され、その結果抑制因子の

この領域はダウン症の責任領域に含まれ、 転写が抑制されるという負のフィードパ

しかもsim2が頭骨、顔面、口蓋、脊椎な ックループを形成している 1402%
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Neurosporaには時計機構に関連するPAS 転写の活性化を抑制するメカニズムは、

因子としてWC-l(WhiteCollar-I)とWC-2の PERやTIMが直接この二量体形成を阻害す

2つの因子が同定されている叫。これらの るのでなく、 三量体あるいは四量体を形

因子はPASドメイン以外にZincフィンガ 成してDNAへの結合を回害しているため

ー ドメイン(Zincfinger domain)があり、 であると考えられている九 CycJeは24日寺間

PASドメインを介して二量体を形成し、転 を通じてその発現に変動はないが、 dClock

写因子として働いている。Neurosporaには はperと反対の位相でサーカデイアンリズ

早くから時計変異体の存在が知られてお ムを示す4.58)。この現象の時計発振機構に

り、その本体はfrqで、ある ことが分かつて おける役割とそのメ カニズムはまだ分か

いたが、このWC-l・WC-2ヘテロ二量体は

介q遺伝子に作用 して、そのリズム発現に

関与しているのではないかと考えられて

いる。またFRQはWC-2に直接作用してそ

の作用 を抑制することで、負のフ ィード

パックループを形成している。

っていないが、リ ズムを減衰する ことな

く維持するために促進因子と抑制因子を

全く反対の位相で積極的に活性化する機

構が存在するのかも知れない。ショウジ

ヨウパエの光同調機構として、 光によっ

てTIMの分解が起こり 、抑制系が解除され

ショウジョウパエの生体リズムはPER るものが知られているが札72)、CRYの機能

の発見が早かったことも あり、解明が一 解析に よってその分子機構と関連すると

番進んでいる。ショウジ ョウパエの負の 思われる現象が発見された。その機構に

フィードパックループはPER，dCLOCK2)， はCRYが光依存的にTIMあるいはPER-

CY CLE( dBMAL 1 )13.58)の3つのPAS型転写因 TIMに結合することが重要な役割を演じて

子によって構成され、そこにTIM(Timeless)、 いる。実際invitroで、CRYはTIMと相互作用

CR Y(Cryptochrome)17)などが関係して することが確かめられているが、CLOCK-

いる26)0PERは1980年代半ばにクローニン CYCLEによってtim遺伝子は転写活性化さ

グされたが、dCLOCK(dCLK)とCYCLE れ、 PER-TIMを加える ことでこの反応は

(CYC ; dBMAL1)の発見は10年以上たった 抑制されるが、さら にここ にCRYを加え

1998年である。PERは前述したようにPAS ることでこの抑制が完全に解除されると

ドメインのみのPAS因子であり、 dCLOCK いう 。しかもこの反応は光存在下でしか

とCYCLEはbHLH-PAS型転写因子である。 起こらないという九

dCLOCKとCYCLEはHLH-PASドメインを 晴乳類の時計遺伝子の構成はシ ョウジ

介して二量体を核内で形成し、 perとtimの ヨウパエと殆ど同じであるが、詳しく 見

プロモー ター領域にあるE-box(CACGTG) るとPERが3種類ある ことなどだけでな

に結合し、その転写を活性化する 13)。この く、それぞれの役割が微妙に異なってい

活性化で産生されたmRNAはやや遅れて ることが分かる問。ClockはENUによる変

蛋白に翻訳されPERはTIMと結合して核内 異マウスの中から約28時間周期を示す個

に移動し、 dCLOCK-CYCLE二量体に作用 体からポジシ ョナルク ローニングに よっ

してその転写活性を阻害するため、 perの て得られた遺伝子で、生物時計と関連す

転写が抑制されることになり 、負のフィ るbHLH-PAS型転写因子としては、 初めて

ー ドパック ループが完成するわけである。 のものであった問。その後Perlがシ ョウジ

PERとTIMがdCLOCK-CYCLE二量体のper ヨウパエとのホモロジーを利用してクロ
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ーニングされ刷、またBmaJlがSCN(視交 暗期に光照射するとそのmRNAが誘導さ

叉上核)に発現し、夜間にピークのある れることが知られているが3.61)、Crylと

サーカデイアンリズムを示すこと 問、 Cry2の両者を欠損したマウスに同様の処

CLOCKとヘテロ二量体を形成し、 PeI遺伝 置をしても mRNAの誘導性は全く変わら

子のプロモーター領域にある E-box

(CACGTG)に結合してその転写を活性化す

ることなどが明らかになり 21)、晴乳類の生

物時計を司る因子が一気に出そろうこと

なかったからである日)。

H甫乳類の時計遺伝子もショウジョウパ

エと同様に抑制因子と促進因子の発現位

相が正反対になる現象が見つかっている。

になった31.44.曲 .63)0 CLOCK-BMAL1は促進国 ショウジョウパエの場合、リズム発現す

子としてPer1， Per2， Per3， Cry 1， Cry2などの るのはCJockで、あるが23川、日甫乳類では

抑制系の因子の転写を促進し、産生され Bmal1がオシレーションする悶)0 SCNでは

たこれらの因子がCLOCK-BMALlを介し 暗期の前半にBmaJlの発現がピークにな

て自身の転写を抑制する機構はショウジ り、おそらくヲ|き続いて蛋白の産生がピ

ヨウパエと全く同じである 14.37)。しかし ークを迎え、増加したCLOCK-BMALlが

CLOCK-BMAL1と抑制因子の作用様式は 暗期の後半からPerlの転写を活性化するた

抑制因子間で異なることが一部分かつて め、明期の前半にPer1の発現がピークを迎

きている。CRYは直接BMAL1と作用して えるものと考えられる。その後産生され

転写抑制作用を及ぼしていると考えられ たPERlなどの抑制因子は明期の後半にか

るが、 PER，TIMはCLOCK-BMAL1とin けて自身の転写を抑制することになる。こ

vitroで、の結合は認められず、 CLOCK- の時なんらかのメカニズムでBMAL1の発

BMAL1と直接には相互作用していないよ 現抑制をPERlなどの抑制因子が解除する

うである。またCRY1.2のCLOCK-BMAL1 メカニズムが存在する可能性がある。すな

を介した転写活性化抑制能は、抑制因子 わち抑制因子が負のフィードパックで自身

の中では一番強いことが分かつており、 を負に制御するだけではなく、促進因子を

BMALlと直接作用することと関係してい 正の方向に制御していると考えられる。ま

る可能性がある。CrylあるいはCry2のノ た反対にBMAL1は自身の転写を抑制し、

ックアウトマウスは周期がそれぞれ短く 反対に抑制因子を増加させる方向に働くの

なるあるいは長くなる現象が観察されて である。このメカニズムが実際に機能して

おり川町、これらの遺伝子のダブルノック いるかは今後の研究の展開を待たなければ

アウトでは行動リズムが消失している刷。 ならないが、 SCNに限らず肝臓などの末梢

このことからマウスのCRYlおよびCRY2 組織においてもPerlとBmal1の発現が正反

は時計発振機構のなかで重要な構成因子 対の位相を示すことから時計発振機構に重

であると考えられる。 要な現象と思われる。(図4)

哨乳類の光同調を担う因子はまだ見つ

かっていない。前述のようにショウジョ

ウパエではCRYが光受容と光同調を行う

因子であることが証明されたが、晴乳類

のCRY1、CRY2にはそのような作用カfな

いことが確かめられている。PerlやPer2は、
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図4bHLH-PAS型転写因子のDNA結合配列
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ショウジョウパエ

晴乳類

ショウジョウハエのCMEとXRE，哨乳類のHRE，XRE，E-boxを示した。bHLH-PAS型転写因子の二量体は

標的遺伝子のプロモーターにあるそれぞれの配列に塩基性領域を介して結合し、標的遺伝子の転写調節をす

る。CLOCK-BMAL1はper1とハゾプレッシンのプロモーター領域にあるE-box'こ結合しper1、vasopressinそ

れぞれの転写を活性化する。MOP4(NPAS2)はBMAL1とヘテロ二重体を形成しパゾプレッシンプロモーター

領域にあるE-boxに結合して転写活性化する。図中に示した配列はコア!!iC91Jo

Ss:Spineless， Tgo:Tango 
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