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研究成果の概要（和文）：遺伝学的手法による標的同定については、ゲノムワイドノックアウトライブラリーを
ヒト二倍体細胞株に導入し、約3,000クローンのリズムを測定した。その結果約0.5%のクローンにおいて概日リ
ズムの周期や振幅の変化が観察された。今後は化合物の非存在化、および存在化において測定を行い、化合物に
対する応答が野生型と異なる細胞を単離し化合物の標的同定を目指す。また本手法により、新規概日時計遺伝子
を同定できる可能性もある。
概日リズムの周期を短縮する化合物ピクロトキシニンの誘導体展開により1,000倍の高活性を示す化合物が得ら
れた。今後は新規誘導体を用いて再度アフィニティ精製を行い、標的同定を目指す。

研究成果の概要（英文）：For target identification by genetic methods, a genome-wide knockout library
 was introduced into a human diploid cell line, and the rhythms of approximately 3,000 clones were 
measured in 384-well plates. As a result, changes in the period and amplitude of the circadian 
rhythm were observed in about 0.5% of the clones. Using this system, target of the circadian 
clock-modulating compound can be identified by isolating clones whose response to the compound 
differs from that of wild-type cells. This screening system can also be used to identify novel 
circadian clock genes.
By derivatization of picrotoxinin, a compound that shortens the circadian rhythm cycle, we have 
obtained a compound that shows approximately 1,000-fold higher activity. We are going to perform 
affinity purification using the new derivative to identify the target.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な生理活性は内因性の振動体「概日時計」により制御され、約24時間周期の「概日リズム」を刻む。概日リ
ズム異常は、心血管疾患や代謝異常等の生活習慣病、精神疾患、がんなどと密接な関連がある。また動物の繁殖
の季節性は概日時計によって制御されている。概日時計調節化合物の標的の同定を通じて、概日時計発振機構の
全貌が解明されれば、上記疾患の予防や治療法の開発、産業動物の繁殖効率の向上など様々な波及効果が期待さ
れる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

様々な生理活性は内因性の振動体「概日時計」により制御され、約 24時間周期の「概日リズ

ム」を刻む。概日リズム異常は、心血管疾患や代謝異常等の生活習慣病、精神疾患、がんなどと

密接な関連がある。また動物は概日時計を用いて日長を測定し、繁殖、渡りなどを決まった季節

に行う。概日時計機構の全貌が解明されれば、上記疾患の予防や治療法の開発、産業動物の繁殖

効率の向上など様々な波及効果が期待される。 

真核生物の概日時計は、概日時計遺伝子により構成される「転写・翻訳のネガティブフィード

バックループ」として理解されており、哺乳類の概日時計は、Bmal1、Clock、Per および Cryに

より構成されるコアループと、これに共役するサブループから成るシステムであるとされてい

る（図 1）。この形式のモデルが発振可能であることは数理解析により示されているが、周期を

約 24時間に調節する機構や位相制御機構など、時計として機能するために重要な性質はモデル

から一義的には説明できない。 

 近年、化合物を利用して様々な生命現象の解明を目指すケミカルバイオロジーが概日時計

研究に取り入れられている。申請者らもこれまでに 20,000 種類以上の化合物をスクリーニング

したところ、全体の約 1％がリズムの周期や位相に影響を及ぼした。これらのヒット化合物が作

用する標的分子を同定できれば概日時計調節機構の理解に大きく貢献できる。一方ケミカルバ

イオロジーの分野全体において、標的同定の過程がボトルネックとなっている。現在汎用されて

いる同定法として、アガロースビーズ等の担体に化合物を固定化したプローブを利用した「アフ

ィニティ精製法」が挙げられるが、これが適用できるのは標的と化合物の親和性が比較的高く、

細胞抽出液中の標的濃度も十分である場合に限られる。したがって多くの興味深いヒット化合

物の中で標的同定に至るものはごく一部である。また化合物が複数の分子に結合する場合、個々

の分子の寄与を明らかにすることは非常に困難である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、概日時計の周期および位相の調節機構を解明するために、まず概日時計のケミカ

ルバイオロジーに適した新たな標的同定法を開発する。具体的には、（１）ノックアウトライブ

ラリーを用いた遺伝学的な標的同定法、（２）化合物と標的の親和性に基づく標的同定法細胞透

過性プローブを用いた標的同定法の２つを開発し、周期延長および短縮化合物の標的タンパク

質を同定することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）遺伝学的な標的同定法については、機能欠損変異体の取得を容易にするためヒト一倍体細

胞株 HAP1 にレンチウイルスベクターを用いてゲノムワイド gRNA ノックアウトライブラリー

を導入し、Crispr/Cas9法により 1遺伝子破壊株のコレクションを作成する予定であったが、HAP1

の核型が不安定であること、および HAP1の概日リズムが安定して測定できないことから、ヒト

二倍体細胞株 hTERT-RPE-1 を用いることとした。この細胞株にノックアウトライブラリーを導

入し、標的が未知の概日時計調節化合物を添加した際に、野生株と比較して化合物の効果が減弱、

消失、または増強するなど化合物に対する応答性が異なる株をスクリーニングし、原因遺伝子を



同定する。 

（２）化合物と標的の親和性に基づく方法については、当初は概日リズムを短周期化する天然化

合物ピクロトキシニンについて細胞透過性プローブを作成する予定であったが、周期短縮活性

を保ったまま反応性官能基や標識、触媒部位を化合物に付加することは困難を極めた。そこで、

手法としては従来のアフィニティ精製法を用いることとし、より高活性の誘導体を開発するこ

ととした。 

 

４．研究成果 

遺伝学的手法による標的同定については、細胞の培養条件、レンチウイルスベクターによるラ

イブラリーの導入条件等を検討し、ライブラリー由来の gRNA をコードする単一遺伝子が導入

されたクローンを単離できるかどうかを確認した 35 mm ディッシュ上でライブラリーを導入し

抗生物質でセレクションしたのち、384ウェルプレートに限界希釈法で播種した。いくつかのク

ローンをランダムに選び、gRNA 近傍のプライマーを用いて genomic PCR で増幅したところ、

gRNA配列を確認することができた。次に化合物を添加しない条件で、概日時計遺伝子 Bmal1の

プロモーター活性リズムをルシフェラーゼレポーターにより測定した。約 3,000クローンのリズ

ムを測定したところ、そのほとんどがライブラリー導入前と同様の約 22時間周期のリズムを示

した。全体の約 0.5%程度のクローンにおいては、周期の延長、短縮、振幅の増加、減少など、

概日リズムの変化が観察された。今後は化合物の非添加、添加条件でリズムを測定し、化合物に

対する応答が野生型と異なる細胞の単離および gRNA 配列の決定を通じての化合物の標的同定

を目指す。 

また化合物非添加条件下での測定は、細胞レベルにおける新規概日時計遺伝子の探索と捉え

ることができる。これまで概日時計遺伝子の探索は、変異原処理を行ったマウスを用いて自発行

動リズムを指標に行われてきた。この手法はスループットが低くコストもかかるため、一般的な

研究室で実施するのは現実的ではない。本研究の手法を用いることで、新規概日時計遺伝子を同

定できる可能性が高まることが期待される。今回のパイロットスクリーニングにより得られた

クローンの解析、およびさらなるスクリーニングを実施していく予定である。 

化合物と標的の親和性に基づく方法（アフィニティ精製）については、概日リズムの周期を短

縮する化合物ピクロトキシニンの特定の部位に様々な官能基を導入した誘導体を合成したとこ

ろ、約 1,000 倍の高活性を示す化合物が得られた。ピクロトキシニンは 10 M の投与で 1.3 時

間、30 Mの投与で 3.7時間の周期短縮が観察されるのに対し、新規誘導体は 10 nMで 3.3時間、

30 nM で 5.4時間の周期短縮が観察された。今後は新規誘導体を遊離の競合剤として用いたアフ

ィニティ精製を実施するとともに、この誘導体を固定化したアフィニティビーズの作成も検討

し、再度アフィニティ精製法に取り組む予定である。 
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