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研究成果の概要（和文）：概日リズム睡眠障害は近年社会問題になっています. この研究ではES細胞を用いて, 
概日リズム睡眠障害を世界で初めて試験管内で再現することに成功しました. また, 昼夜逆転発症の分子メカニ
ズムの一端の解明にもつなげることができました. さらに, 本実験系は組織分化やヒトiPS細胞への応用も可能
なことから, 個々人にあった睡眠障害治療薬を探すのに有用と考えられます.  また, 薬剤探索では, 臨床研究
で時間調節作用が予想された4種類の漢方薬から, 2つの化学物質を発見することができました. これらの薬剤の
効能の個人差の評価には, 先述のiPS細胞を用いた分化誘導系が有効と考えられます. 

研究成果の概要（英文）：Many physiological functions have diurnal variation that follows an 
approximately 24-hour cycle and is regulated by an endogenous circadian clock. Recently, individual 
differences in circadian period length have been shown to be associated with circadian disorders. 
For example, familial advanced sleep phase syndrome (FASPS) is an autosomal dominant disease 
characterized by a natural tendency to go to sleep and wake up at times considered earlier than 
normal. In this study, we established a novel circadian disorder model using pluripotent stem cells,
 first in vitro that recapitulated the period shortening seen in FASPS. Moreover, we found 2 
chemical compoundss regulating circadian rhythm from Japanese herbal medicine. These systems would 
be applicable to real-time bioluminescence analysis using patient-derived iPS cells and may also 
contribute to Tailor-made screening of circadian drugs.
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１．研究開始当初の背景 
体内時計は, 睡眠覚醒リズム, 血圧変動, イ
ンスリン分泌やコルチゾール分泌といった, 
さまざまな生理機能の日内変動を支配して
いる. 体内時計の機序は細胞内の転写翻訳ル
ープに由来し, 我々の個々の細胞が時計をも
っている. 近年, ヒト皮膚線維芽細胞を培養
した際の時計遺伝子発現の概日周期長は, 行
動リズムの個人差と相関している事が示さ
れた. 老化との関連も示唆されるが, 手術を
伴うため, 高齢者診療の日常的な検査項目と
して用いるのは困難である. 特に, 代表的な
疾患として , 家族性睡眠相前進症候群
(FASPS)では, 体内時計の周期が短くなるこ
とで極端な朝型になる. 本疾患は比較的容易
にモデル化が可能と考えられるが, 実際には
時計遺伝子の遺伝子特性の影響で難易度が
高く , 本疾患の体内時計の周期短縮を in 
vitro で再現に成功した報告は存在しなかっ
た. 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目標は, ES/iPS細胞への概日振
動レポーターのリポフェクション法とリア
ルタイム生細胞発光測定を用い, 一回の採血
のみで非侵襲的かつ簡便に, 高齢者個々人の
体内時計の周期長とその老化による変化を, 
測定可能な実験系の構築をめざす. このこ
とは, 将来的な体内時計作動薬のテイラーメ
イド探索へ向けた基盤技術となるものであ
る. この第一歩として, ES細胞を用いて代表
的な体内時計疾患である FASPS の in vitro
でのモデル化と, 汎用的な実験系の構築を目
指した. また, 我々がおこなったビッグデー
タ研究の結果から概日リズム作用が示唆さ
れる薬剤のスクリーニングをおこなうこと
で, 体内時計作動薬の候補薬を同定し, テ
イラーメイド探索への候補薬を同定するこ
とを目指した.  
 
３．研究の方法 
先行文献で FASPS の周期変化を検出できて
いない理由として, Per2 タンパクの特徴, 
すなわち, 発現量が振動していること, ま
た 1 個 1 個の細胞に約 1000 分子という
低濃度で入っていること, この 2 つのこと
が重要ではないかと考えた. 正常な概日振
動を持つことが確実な細胞へ, 外来性の遺
伝子を個々の細胞へ少量均一に発現させ, 
タンパク量を振動させるような実験系の構
築が必要と考えられた.以上の困難を克服し, 
FASPS の試験管内モデル化を達成するため, 
次のような戦略をとった. 
まず Per2 の無い ES 細胞を用意する. そ
して, 全身での発現が担保されているゲノ
ム領域 Rosa26 に  Wild type もしくは 
FASPS の Per2 遺伝子と Luciferase 遺伝
子をゲノム編集により 1 コピーだけ正確に
ノックインする. ES 細胞は時計を持ってい
ないが, 分化誘導することで, 概日振動が

出現することが知られている (Yagita, PNAS 
2010) ため, 培養細胞レベルで FASPS の周
期短縮を検出できると考えられた.  
上記のような Per2 ノックアウトレスキュ
ー系を達成するために, 開発が必要となる
要素技術としては, 
1) 周期長を精密に検出できる ES 分化誘導
系 
2) Rosa26 に 1 コピーだけ正確に導入でき
るような Per2 ノックアウトレスキュー系 
の 2 つである. 代表者これら 2 つの要素
技術の開発に成功し, FASPS の in vitro モ
デル化を試みた. 
 
４．研究成果 
本研究では, まずマウス ES 細胞のゲノム改 
と分化誘導, そしてリアルタイム生細胞発
光モニタリングを用いた実験系の開発に成
功し, FASPS の周期短縮を世界で初めて細胞
レベルで再現する事に成功した.  

 
また, 本実験系は汎用性が高いことが示さ
れ, 昼夜逆転発症の分子メカニズムの一端
の解明にもつなげることができた. さらに, 
本実系は組織分化やヒト iPS 細胞への 用も
可能なことから, 体内時計作動薬・睡眠障害
治療薬のテイラーメイド探索への応用が期
待される. (Tamiya Sci Rep 2016, Nature 
Japan おすすめのコンテンツ, ISSCR (国際
幹細胞学会) Merit Award, Travel Award, 日
本時間生物学会優秀ポスター賞) 

 

また, 探索では, 代表者らが行った臨床ビ
ッグデータ研究 (Tamiya, PLoS ONE 2015)で
時間調節作用が予想された 4 種類の漢方 に



つき, ヒト培養細胞を用いて釣藤散に時計
作用があることを同定した. さらに構成9方
剤の中から時計作用のある生薬を同定した.
また, 薬学部との共同研究において,この生
薬の酢酸エチル分画に作用成分があること
を同定し, さらにクロマトグラフィーを用
いた Activity guided separation を繰り返
し行うことで, 2 種類のセスキテルペンを同
定した. これらの成分の効能の個人差の評
価には, 先述の iPS細胞を用いた分化誘導系
が有効と考えられる. 
以上のようにリアルタイム生細胞発光モニ
タリングを用いた体内時計作動薬のテイラ
ーメイド探索の基盤技術の開発と, その候
補薬の同定に成功した. 
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