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ショウジョウバエ概日時計の
ゲノムワイドな発現解析

上田泰己

山之内製薬骨紛 NEDO-GIプロジェク ト システムバイオロジーグループ
東京大学大学院医学系研究科細胞分子薬理学教室

我々はショウジョウパ工概日リズムに関与する遺伝子群を網羅的に解析するた

め、体系的かつ定量的な全RNAの発現解析を行った。全遺伝子の振動解析を行
い発現パターンの順位づけを行った結果、全時計遺伝子が高順位に含まれること

が明らかになった。次に遺伝子機能データベースから遺伝子機能カテゴリー情報

を取得し、概日リズムで制御されている生理機能を系統的に予測することに成功

した。さらに、各酵素の発現パターンを代謝データベースを用いて解析した結

果、概日リズムで振動している可能性の高い物質を見出した。最後に全遺伝子を

染色体上にマップし、隣接する遺伝子の発現パターンを比較することによって、

ク口マチン高次構造変換によって転写制御が起こっている可能性が高い染色体領

域を発見した。網羅的遺伝子発現情報を各種データベースを用いて統合的に解析

することで、新しい生理現象・物質・制御が明らかになりつつある。

1.真核生物のゲノムプロジェク卜

ゲノムプロジ、エクトにより出芽酵母ペ

線虫 13)、ショウジョウパエ1)、シロイヌナ

ズナ 12)、ヒ ト9. 15)など真核生物のゲノム

配列が1997年から次々と明らかになって

きている。2002年の出芽酵母の近縁種で
ある分裂酵母16)のゲノム配列決定に象徴

される ように、ゲノムプロジ、ェク トは現

在近縁種のゲノム配列決定へと移行しつ

つある。例えばヒトの近縁種であるマウ

ス、シロイヌナズナと同じ高等植物であ

るイネなどのゲノムプロジェク トが既に

進行しており、近年中に公開されること

になっている。また乱世虫、ショウジョウ

バエについても近縁種のゲノムプロジ、エ
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クトが既に始まっている。さらにパブリ

ックに進行しているゲノムプロジェクト

以外にも、イネやマウスのゲノムはベン

チャー企業がゲノム解読の終了を発表し

ており、 一部の製薬企業やアカデミアが

既に有料でデータベースを利用 してい

る。今後「二本目のゲノム」つまり近縁

種のゲノムが決定されていくことによっ

て比較ゲノムが可能となり、プロモータ

ー上での近縁種問での保存領域が次々と

明らかになっていくことが予想される。

時計遺伝子のPer1のマウス・ ヒト間での
比較ゲノム 8)によって明らかになった保;

存領域に5つのE-boxやDBPの結合配列
がマッピングされたように、近縁種間で



の保存上流領域を同定することで、遺伝

子の転写制御に関する情報が急速に明ら

かになっていくことが予想される。概日

時計研究のように転写の制御が重要な役

割を担っている生命現象の研究分野にと

って、ここ数年の近縁種ゲノムプロジ、エ

クトの進行は無視できないものとなるは

ずである。

2.網羅的発現解析技術

ゲノム配列の決定を受けて近年のもう

一つの大きな技術革新が進行している。

ジーンチップやcDNAマイクロアレイの

ような網羅的発現解析技術である。一度

の実験で一万を超える遺伝子の発現状態

を把握できる技術が、多少割高ではある

が現実のものとなっている。概日時計の

研究でもシロイヌナズナ 7)を皮切りにラ

ットペ ショウジョウパエ 3.10・1，1)と網羅的

な発現解析が行われている。網羅的発現

解析によって得られるデータは非常に多

くの情報を含んでおり、さまざまなデー

タと統合させて解析していくことによっ

て有用な情報を引き出すことができる。

例えば似たような遺伝子発現を示す遺伝

子の上流のゲノム配列を解析することで

転写制御配列を抽出することが可能であ

る111。現在はヒ ト、マウス、ショウジョ

ウパエ、シロイヌナズナのような高等真

核生物においては、転写開始点近傍の情

報が完備されていないので網羅的なプロ

モーター解析が困難ではあるが、近縁種

ゲノム間での比較ゲノムが可能となれ

ば、保存領域だけを解析することで転写

制御配列を探索する領域を劇的に減らす

ことが可能である。例えばPerlの場合、

ヒト ・マウス問での保存領域の総和は~

1kbであり へ この値は酵母のプロモータ
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一領域(数百bp)と近いオーダーであ

る。ゲノムプロジ、エクトや網羅的発現解

析が生み出す膨大なデータの出現によっ

てバイオインフォマティクス分野の生物

学研究における重要性が現在急速に高ま

っている。本総説では以上のような研究

の流れを意識しながらショウジョウパエ

の概日リズムのゲノムワイドな発現解析

1，1)およびそのデータの解析について簡単

に述べたい。

3. ショウジ‘ョウパ工概日時計の発現解析

我々はショウジョウパエにおける概日

時計がどのようにして広汎な遺伝子発現

を制御しているのかを理解するためにオ

リゴヌクレオチドマイクロアレイ

(GeneChip)を用いて明暗条件、 恒暗条
件でショウジョウパエのゲノムワイドな

遺伝子発現解析を行った。2週間明暗条

件で同調させたショウジョウパエの成虫

を明暗条件あるいは恒暗条件に置き、 2

日間にわたって4時間おきにサンプリン

グを行った。約100匹のショウジョウパ

エの頭部から抽出した総RNAを用いて

GeneChipffJ平析を行ったところ、振動して
いることが知られている時計遺伝子ある

いは時計関連遺伝子全て (period， 白'me-

Jess， clock cryptochrome. vr出e.takeout) 

が、 高い振幅で振動していることが見出

された。別途測定した定量的PCRのデー
タと比較したところ、位相のみならず振

幅の大きさまで近似した定量性の非常に

高いデータがGeneChip解析から得られ

ることがわかった。これらの遺伝子の発

現データには共通して1)振動が美しい、
2 )振l隔が大きい、という 2つの性質が

見出された。 1)は概日周期の余弦波と

の相関係数が有意に高いという客観的な
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によって制御されているのかを確かめる

ために、 Clock変異体での発現解析を行
った。明暗周期で4時間ごとに2日間に

わたってサンプリングし、 GeneChip解キ斤

を行ったところ、これらの遺伝子の大部

分の発現振動がClock変異体では消失す
ることが見出された(図1)。さらに115

遺伝子を形の美しいJII員(余弦波との相関

係数が高い)11員)に並べ替えてみると、 1 

位が位ηeless、3位がvrille、51立がdα:k、
7f立がcryptochrome、231立がperiod、24
位がtakeout.、と高順位に時計遺伝子、時

表現に言い換えることが可能である。2) 

はサンプリングノイズに比べて発現デー

タの変動が有意に大きいと言い換えられ

る。1)、2 )それぞれの性質について
波形フィルター、振幅フィルターを作成

し、両フィルターとも95%のランダムデ

ータをカットするように閥値を定めた。

このようにして抽出された振動遺伝子は

明暗条件で約712遺伝子、恒暗条件で454

遺伝子であった。このうち 115遺伝子が

両方の条件で概日振動していた(図 1)。

次にこれらの遺伝子の発現振動が時計
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図1. ショウジョウパエ頭部のゲノムワイドな発現解析

A. 野生体およびClk変異体における概日振動遺伝子の発現。野生体 (WT)の明暗条件 (LO)および
恒暗条件 (00) の時系列データは平均、標準偏差がそれぞれ 0、 1になるように正規化しである。
Clk変異体 (Clk)の明暗条件 (LD)の時系列データは、野生体の明暗条件での時系列テータの平
均値を減じ、標準偏差で除してある。野生体の明暗条件での位相 (ピークの時間)および恒暗条件
での位相(ピークの時間)を推定し、2つの位相の平均値を計算して、その値が早い順に遺伝子を
並べ替えている。概日振動遺伝子の野生体の明暗条件、恒暗条件での振動はClk変異体の明暗条件
ではほとんど消失する。

時計遺伝子および時計関連遺伝子の日寺系列データ。野生体 (WT)の明暗条件 (LD)および恒暗条
件 (00)の時系列データは平均値が 1になるように正規化しである。Clk変異体 (Clk)の明暗条
件 (LO)の時系列データは、野生体の明暗条件での時系列データの平均値で除しである。

B. 
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いるのかを推測するために、代謝のデー

タベースと発現情報とを統合的に解析す

ることを試みた。最初に代謝物質のデー

タベースであるLIGANDデータベース 51

からシ ョウジョウパエのゲノムの中で現

在知られている酵素群および酵素によっ

て触媒される生体物質のデータを取得し

計関連遺伝子が集中することがわかっ

た。すなわち時計機能に深く 関わってい

ると予想される遺伝子ほどこの順番付け

で上位に位置することが予想される。

概日時計によって生体の代謝が制御さ

れていることが知られている。時計によ

って物質の代謝がどのように制御されて
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図2. 染色体近傍領域の共発現領域。発現相関マ ップ (A、C、E)の明るい正方形は2つの遺伝子の時

系列データの相関係数が高いことを示している。縦軸、横軸上の番号は染色体上の遺伝子の番号 (染色

体左腕あるいは右腕の左端に存在する遺伝子を 1とする)を示す。共発現している遺伝子の明暗条件

(LO)および恒暗条件 (00)の時系列データ (8、D、F)は各条件における平均発現量が 1となるよ

う正規化しである。

A. 第2染色体右腕における遺伝子発現の相関マ ップ。中央の明るいブロ ックは近接する 6つの P450

遺伝子 (Cyp6a17、Cyp6a23、Cyp6a19、Cyp6a9、Cyp6a20、Cyp6a21)の共発現領域を示して

いる。

6つのP450遺伝子 (Cyp6a17、Cyp6a23、Cyp6a19、Cyp6a9、Cyp6a20、Cyp6a21)の明暗条

件 (LO)および恒暗条件 (00)における時系列データ。

第 3染色体右腕における遺伝子発現の相関マ ップ。中央の明るいブロ ックは近接する 3遺伝子
(CG11891、CG11889、CG10513)の共発現領域を示している。

3遺伝子 (CG11891、CG11889、CG10513)の明暗条件 (LO)および恒暗条件 (00)における

時系列データ。

第 3染色体左腕における遺伝子発現の相関マ ップ。中央の明るいフロ ックは近接する 3遺伝子
(CG7646、CG7654、CG7433)の共発現領域を示している。

3遺伝子 (CG7646、CG7654、CG7433)の明暗条件 (LO)および恒暗条件 (00)における時系

列データ。

B. 

C. 

O. 

E. 
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た。次に明暗条件、恒暗条件それぞれに

おいて概日振動遺伝子のリストと各生体

物質のリストを比較検討した。具体的に

は、 一つの物質が関わる反応を触媒する

酵素群の中から概日振動遺伝子を数え上

げ、そのような状態が偶然に起こる確率

を超幾何分布を用いて計算した。P値

(-Log(確率))が高い)11買に物質を抜き出

した結果、いくつかの生体物質がショウ

ジョウパエの頭部で振動していることが

示唆された。特に、明暗条件においては、

GABA、グルタミン酸などの神経伝達物

質や、 NADPH、NADH、NAD、NADH

などの細胞内での酸化還元反応に重要な

物質などが振動していることが示唆され

た。酸化還元物質の振動はMcKnightら

が報告している ClockやNPAS2のDNA

結合活性がNAPDHの酸化還元状態によ

る制御されているという報告と関連して

注目している。またショウジョウパエに

おける光情報の伝達にGABAやグルタミ

ン酸がどのように関わっているのか興味

深い。このイ也にも GeneOntologyデータ

ベース 2) という遺伝子の機能分類を行っ

ているデータベースからその機能カテゴ

リーと各カテゴリーに分類される遺伝子

名のリストを取得し、明暗条件、恒暗条

件で振動していると予測される生理現象

を抽出している。この手法によって例え

ば光受容のシグナル伝達系が有意に明暗

周期で振動していることが予測されてい

る。

最後に概日時計による転写制御機構に

ついて解析するために全てのショウジョ

ウバエ遺伝子を染色体上にマップした。

染色体上で近傍に存在する遺伝子群が似

通った発現制御を受けている部分を抜き

出したところ、染色体上で複数の領域が

共通な発現制御をうけていることがわか

日本l時11日生物学会会誌 Vo 1.8. No. 1 (2002) 
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った(図 2)。このような染色体領域の

制御の詳細はまだわかっていないが、概

日時計によって染色体の高次構造が制御

されている可能性があるのではないかと

考えている。

4. おわりに

現在概日振動遺伝子の転写開始点をゲ

ノムワイドに決定している。これにより

概日時計の分子機構の詳細があきらかに

なってくるのではないかと期待してい

る。概日時計を単なる振動体ではなく時

計たら しめている分子機構とはどのよう

なものであろうか?単純な負のフィード

バックよりも複雑な機構が予想される概

日時計の分子システムの全貌の解明に向

けて、ゲノムプロジ、エクトの成果や最近

の技術革新を最大限に利用できればと考

えている。
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