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研究成果の概要（和文）：研究代表者の所属研究室の先行研究により、眠気を制御するセリンスレオニンキナー
ゼSIK3をキーとする細胞内シグナル伝達経路の存在が示唆された。このシグナル伝達経路の実体を明らかにする
ため、SIK3の基質を探索した。KIOSSと呼ばれるin vitro基質スクリーニングを行った結果、38のタンパク質の
56か所のリン酸化部位がSIK3のリン酸化部位の候補として新規に同定された。さらに、今回のスクリーニングで
同定された候補タンパク質について、パスウェイ解析を行い、SIK3の下流で機能している可能性が高いシグナル
伝達経路を特定した。

研究成果の概要（英文）：We recently reported that single nucleotide substitution (Sleepy mutation) 
in serine/threonine kinase SIK3 caused dramatically prolonged sleep time (Funato et al, 2016), and 
increase of sleep need broadly induced cumulative phosphorylation of the brain proteome (Wang et al,
 2018). These results suggested that sleep need was regulated by unknown intracellular signaling 
pathways, in which serine/threonine kinase SIK3 functioned. To reveal these signaling pathways, we 
explored the novel substrate of SIK3. To identify the novel SIK3 substrate, we conducted in vitro 
substrate screening, KIOSS (Kinase-Oriented Substrate Screening) (Nishioka et al., 2015), and newly 
identified 56 phosphorylation sites in 38 proteins as the candidates of SIK3 phosphorylation sites. 
Furthermore, we performed pathway analysis with these candidate proteins, and found one signaling 
pathway, which possibly functioned downstream of SIK3.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠は、記憶形成、感情調節、代謝、発達、老化といった様々な生命機構と関連している。本研究で新規に同定
した新規分子の知見をもとに、睡眠覚醒を制御する細胞内分子機構を明らかにすることで、生命科学における幅
広い分野の研究の発展に寄与することが期待される。また、不眠は鬱病などの気分障害やメタボリック症候群な
どの様々な疾患のリスクを高めることも知られている。本研究で得られた知見をもとに、睡眠障害の治療薬開発
の標的分子を明らかすることは、睡眠障害と関連する疾患の治療の進歩におおいに貢献できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

「睡眠」は広く動物に存在する普遍的な行動でありながら、その生理的な意義や制御機構
の大部分は未解明である。睡眠は、起きている間に蓄積していく眠気の積算量を検知する
「センサー」と、この量が閾値に達した際に睡眠・覚醒を切り替える「スイッチ」の２つの
機構から成り立っていると考えられている。「スイッチ」の機構は、近年、明らかになりつ
つある一方で、「センサー」の機構の理解はほとんど進んでいない。 
研究代表者が所属する研究室では、近年、AMPK ファミリーに属するセリンスレオニンキ

ナーゼ SIK3 の一塩基置換（Sleepy 変異）が覚醒時間の大幅な減少とノンレム睡眠時間の増
加を引き起こすことを見出した 1。さらに、所属研究室では、睡眠要求の増減に比例して、
脳内の膨大な数のタンパク質のリン酸化状態が劇的に変化することを見出した 2。これらの
発見から、我々は、SIK3 をキーとする神経細胞内の未知の細胞内シグナル伝達経路がこれ
を制御している、と仮説を立てた。 

 
 

２．研究の目的 
本研究では、SIK3 をキーとする神経細胞内の未知の細胞内シグナル伝達経路を、質量分

析を用いたプロテオーム解析を用いて網羅的に探索・解析し、睡眠制御の分子機構の全体像
を明らかにすることを目的とする。 

 
 

３．研究の方法 
所属研究室の先行研究により、Sleepy 変異によって約 4000 ものリン酸化部位のリン酸化

状態を有意に変化させることが示されている 2。このことは、単純に Sleepy 変異型脳にお
いてリン酸化状態が変化しているタンパク質を探索するだけでは、その候補の数の膨大さ
ゆえに、SIK3 に制御される分子の同定には至れないことを意味している。 

 
(1) 細胞腫特異的 Sleepy 変異型マウスや Sik3 欠失変異型マウスを用いたリン酸化プロテオー

ム解析 
所属研究室では、Sleepy 変異型マウスは、睡眠異常以外にもいくつかの特異な表現型を

示すことを未発表であるが確認している。このことから、先行研究によって見出された
Sleepy 変異型脳におけるリン酸化状態が変化したタンパク質の多くは、睡眠覚醒制御とは
無関係な機構に関与していると考えられる。ここで、所属研究室における、これまでの研究
から SIK3 が機能する神経細胞集団が同定されている。そこで、本研究では、Cre/LoxP シス
テムや CRISPR/Cas システムを用いて、この細胞種特異的に Sleepy 変異を導入した変異型
マウスや、Sik3 を欠損したマウスの脳について、タンデム質量タグ（TMT）と LC-MS3 を用
いたリン酸化プロテオーム解析を行うことにより、これらの変異によってリン酸化状態が
変化する脳内のタンパク質を探索する。これらの複数の解析の結果を比較し、組み合わせる
ことで、SIK3 の下流分子カスケードの構成分子の候補を探索する。 

 
(2) KIOSS による SIK3 の基質の探索 

KIOSS (Kinase-Oriented Substrate Screening)と呼ばれるスクリーニング 3を行うこと
で、SIK3 によってリン酸化される基質を探索する。このスクリーニングでは、あらかじめ、
SIK の阻害剤を添加した培養細胞に、ホスファターゼ阻害剤を添加する。ホスファターゼ阻
害剤が添加されると、細胞内のリン酸化が全般的に向上するが、SIK の阻害剤を事前に添加
しておくと、SIK の基質のリン酸化のみが抑制されるため、他のリン酸化基質とのリン酸化
状態の差が増強され、SIK の基質のみを明瞭に分離することができる。さらに、リン酸化タ
ンパク質結合タンパク質14-3-3を固相化したビーズでリン酸化タンパク質を濃縮すること
によって、分子カスケードで機能するリン酸化タンパク質を選択的に濃縮し、リン酸化され
たハウスキーピングタンパク質や構造タンパク質を除去することができる。このように濃
縮したリン酸化ペプチドについて、LC-MS/MS で検出を行い、SIK3 の基質候補を探索する。 

 
 
４．研究成果 
(1) 主な研究成果 
① 細胞種特異的 Sleepy 変異型脳を用いた定量的リン酸化プロテオーム解析  

所属研究室が見出した SIK3 が機能する神経細胞集団特異的に Sleepy 変異を導入した変
異型マウス脳を用いて、野生型マウス脳との比較定量的リン酸化プロテオーム解析を行っ
た。その結果、約 400 か所のリン酸化部位のリン酸化状態が上昇し、約 100 か所のリン酸
化部位のリン酸化状態が低下していることが分かった。 

 
② Sik3 欠損マウス脳を用いた定量的リン酸化プロテオーム解析  

既存の研究から、Sleepy 変異は機能獲得型変異であると推定できるため 4、SIK3 に制御
される分子カスケードは Sik3 欠損マウス脳では Sleepy 変異型脳とは逆のリン酸化状態の



変化を示すと推測される。そこで、まず、Sik3 欠損マウス脳と野生型脳とで定量的比較リ
ン酸化プロテオーム解析を行い、リン酸化状態が変化するタンパク質を探索した。その結
果、約 2000 か所のリン酸化部位のリン酸化状態が変化していた。このリン酸化部位と、前
項の細胞種特異的 Sleepy変異型脳と野生型脳との比較でリストアップされた約500か所の
リン酸化部位とを比較した結果、Sleepy 変異型脳と Sik3 欠損マウス脳の両方で顕著なリン
酸化状態の変化を示すタンパク質のリン酸化レベルは、非常に強い正の相関を示し、2種の
変異型マウス間で逆のリン酸化状態を示すタンパク質はほとんど見つからなかった。この
ことから、我々は、数秒から数分で完了するリン酸化という現象を、恒常的な変異導入とい
う、大きくタイムスケールの異なる方法で追うことには限界があるのではないかと考えた。 

 
③ KIOSS による SIK3 の基質の探索 

①、②の結果を受けて、KIOSS を用いた in vitro 基質スクリーニングに方法を転換して
研究を行うこととした。KIOSS の結果、38のタンパク質の 56 か所のリン酸化部位が SIK3 の
リン酸化部位の候補として同定された。これらの候補部位と所属研究室において行われた
マウス脳のリン酸化プロテオーム解析 2で同定されたリン酸化部位とを比較した結果、7か
所が重複していることが分かった。さらに、今回のスクリーニングで同定された候補タンパ
ク質について、パスウェイ解析を行った結果、GTPase シグナル伝達経路の構成因子が有意
に含まれていることが分かった。このことから、SIK3 の下流では、このシグナル伝達経路
が機能している可能性がある。 

 
(2) 得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 

分子レベルでの睡眠・覚醒制御に迫る研究は、ここ 20 年ほど、多くのトランスクリプト
ーム解析やプロテオーム解析、リン酸化プロテオーム解析がなされており、睡眠に関連する
膨大な数のタンパク質が報告されている 2, 5, 6, 7。しかし、これらの先行研究は因子の同定
までにとどまっており、これらの因子の睡眠・覚醒制御における機能まで追求したものは、
後述するごくわずかの例以外はない。ここで、所属研究室で発見された Sleepy 変異型マウ
スは顕著なノンレム睡眠時間の増加を示すことから、SIK3 は睡眠覚醒制御において重要な
機能を有していると考えられる 1。そのため、この SIK3 が機能する細胞内シグナル伝達経
路の全容を明らかにすることで、長年明らかにされてこなかった「眠気」の実体を解明でき
る公算が高いと考えられる。本研究で特定された SIK3 の基質候補はいずれも SIK3 との関
係も睡眠覚醒制御との関係もほとんど報告されていないタンパク質であり、現在ほとんど
明らかにされていない睡眠覚醒制御の分子機構を明らかにする新たな手がかりとなる可能
性が高い。 

 
(3) 今後の展望 

本研究で新規に特定された SIK3 の基質候補について、in vitro キナーゼアッセイや変異
型マウスの作製・解析を通して、睡眠覚醒制御において SIK3 の基質として機能するタンパ
ク質を特定する実験がすでに進行しており、この進行中の研究をもとに睡眠覚醒制御の分
子機構を明らかにできる可能性は非常に高い。 
睡眠は、記憶形成、感情調節、代謝、発達、老化といった様々な生命機構と関連すること

から、睡眠覚醒を制御する細胞内分子機構を明らかにすることで、生命科学における幅広い
分野の研究の発展に寄与することが期待される。また、不眠は鬱病などの気分障害やメタボ
リック症候群などの様々な疾患のリスクを高めることが知られているため、本研究によっ
て睡眠障害の治療薬開発の標的分子を明らかにすることは、睡眠障害と関連する疾患の治
療の進歩におおいに貢献できる。 
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