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研究成果の概要（和文）： 1997 年哺乳類時計遺伝子のクローニングにより生体リズム研究は

新しい時代に入り、最初の 10 年間で発振の分子機構が解明された。その次の世代である本研究

では、時計遺伝子の生体における生理的・病理的役割解明に注力した。時計中枢の視交叉上核

では、G 蛋白質シグナル伝達が細胞リズムの同期に関わる分子機構を解明した。また、時計遺

伝子プロモーター結合の人工転写因子を創成し、概日リズムの位相変位に成功した。臓器の時

計の研究では、肝臓代謝、膀胱排尿のリズム機構を分子レベル解明し、副腎ではアルドステロ

ン生合成を担う時計に制御される新酵素を同定し、この異常が高血圧に至る機構を解明した。 
 

研究成果の概要（英文）：The discovery of clock genes at 1997 and the following study of the molecular 
machinery of clock genes, have enabled “biological time” as a research object. We begin the present 
study as a project of post-cloning age. We clarified the G-protein mediated novel cellular 
communications in the suprachiasmatic nucleus. We synthesized an artificial transcriptional factor 
regulating the clock gene transcriptions. We also clarified a timing mechanism of nucleic acid 
metabolism in the liver, miturition rhythm in the urinary bladder, and further, we identified a novel 
steroid synthetic enzyme, which links between circadian clock and hypertension, in the adrenal gland.  
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１．研究開始当初の背景 

近年のライフサイエンスの進展で多くの
生体の要素が解明されてきたが、それらがど
のようにして有機的な結合をしてシステム
を構成しているのかは、ほとんど解明されて
いない。我々が取り上げるのは、遺伝子から
細胞、個体に至るまで実に様々な階層に驚く
べき正確さで反映されている 24 時間周期の
生体リズム系である。ここでは時は時計遺伝
子、細胞時計、個体の体内時計と多段階で伝
達され、遺伝子情報を元にして、ダイナミッ

クなシステムを構成している。生体リズム系
は、長時間労働や交代制勤務が常態となり
「24 時間社会」の到来した 21 世紀の現在、
破綻の危機に直面している。我々はこの多層
にわたる分子ネットワークシステムの作動
原理の解明を通して、生体リズムの生理的役
割とその破綻による病気の発症メカニズム
を解明する。 
 

２．研究の目的 
 時計遺伝子の生理機能を解明するにあた
って、我々はまず、各種時計遺伝子のノック
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アウト(KO)マウス、コンディショナルノック
アウトマウスを作成し、その病態を詳細に分
子レベルで解明することを第一目標とした。 
次に、我々が注目したのは、時計遺伝子の

形成するフィードバックループ（分子時計）
に制御される一群の時計被制御遺伝子 clock 
controlled gene (ccg)である。DNA マイクロア
レイ検索の結果、時計遺伝子はせいぜい十数
個であるが、ccg は数千個あり、しかもその
多くは細胞毎に異なると言われているが、
個々の ccg が有する生理的意義はほとんど解
明されていない。我々はこの時計により直接
制御される ccg の異常が疾患の病因ではない
かと考え、各種細胞や組織で ccg を単離する
ことに尽力した。 
 

３．研究の方法 
物質、生理、病態の順に研究項目を並べる

と、時計蛋白質結合物質の同定、SCN 遺伝子
の網羅的解析（SCN-Gene Project）、時間シグ
ナルの神経―内分泌変換系の解明、ccg 同定
による臓器の時計機構の役割の解明、時計遺
伝子改変マウス解析による疾患の分子機構
の解明、生体リズム作動薬の開発を行った。 
 

４．研究成果 
 

(1) 視交叉上核 SCN での G 蛋白質シグナル
による細胞間時計調節機構の発見
（Nature Communications 2:327, 2011） 

抑制型 G 蛋白質を不活化する RGS16 が朝に
SCN に発現し、24 時間より長い周期の体内時
計を 24 時間に調律していることを発見した。 

SCN は強い安定した生体リズムを示すが、
これは、他の身体の時計には見られない特質
である。興味深いことに、百日咳毒素を用い
ると SCN リズムは消失する。これは SCN リ
ズム発振が抑制性 G 蛋白質と強く関連する
ことを示している。そこで、抑制性 G 蛋白質
に関連する物質を SCN-Gene Project（後項で
説明）にて網羅的に解析したところ、RGS16
が夜明け前のみに SCN に強く発現すること
が明らかとなった。RGS16 は時計遺伝子によ
って直接転写をコントロールされる SCN 特
異的な ccg であり、夜明け前に発現し、抑制
性 G 蛋白質を抑制し、その結果、細胞内サイ
クリック AMP が上昇し、Per1 プロモーター
上の CRE を介して時計を進めることが分か
った。RGS16-KO マウスでは、上記機構が障
害され、朝起きられず「お寝坊」マウスとな
ることが分かった。 
 さらに、RGS16 遺伝子を介する上記機構が
存在するのは、SCN 背側細胞だけで、この部
位の時計が SCN を先導していると考えられ
る。すなわち、RGS16 という「目覚まし時計」
を持つ「早起き細胞」が SCN 背内側部に存在
するのである。シングルセルレベルの Per1
遺伝子発現を可視化させたトランスジェニ
ックマウス(Per1-luc)の解析では SCN は朝か

ら夕方まで 10 時間以上もピーク位相の異な
る時計細胞の集合体であるが、その中でも
RGS16 による目覚まし機能は早起き細胞み
が持つ特質であり、これが障害されるだけで
SCN の全体の周期が狂ってしまうのである。 
 RGS16 のリズム機能発見のきっかけにな
っ た の は、 SCN 発 現 遺 伝 子を in situ 
hybridization で網羅的に検索する SCN-Gene 
Project である（Okamura, Cold Spring Harb 
Symp Quant Biol 72: 551-556, 2007）。これは、
SCN が直径 1 mm にも満たない小さな球形の
核で、DNA マイクロアレイを含む生化学的検
索が難しいことから、形態学的スクリーニン
グにより、機能遺伝子を単離する世界初の試
みである。2006 年から開始しており、現在ま
で、53 の機能未知の SCN に特異的に遺伝子
を検出し、各々の遺伝子のコンディショナル
KO マウス作成中で、すでに行動解析で睡眠
覚醒リズム異常が認められたものが 4 遺伝子
あり、リズム異常の分子機構を検索中である。 
 

(2) 生体リズムが消失した Cry-null マウスか
らの新規高血圧関連遺伝子 Hsd3b6（ヒト
HSD3B1）の同定（Nature Medicine 16: 
67-74, 2010） 

時計遺伝子は通常、昇圧物質アルドステロン
の産生を調節して血圧を一定に保っている
が、時計遺伝子 Cry が無くなると、調節が効
かず、高血圧になることを発見した。 
時計遺伝子をクローニングした後、その生

体における機能を確認し、疾患における役割
を見つけるため、完全にリズムの消失したマ
ウスの作成を急いだ。その結果、発見したの
が、中枢の時計も末梢の時計も消失した、哺
乳類初のマウスである Cry-null である
（Okamura et al., Science 1999; Yagita et al 
Science 2001）。血圧は、日内変動がある代表
的な生理現象なので、この分子機構の解明を
目指し 2002 年研究を開始した。マウスの血
圧測定に難渋したが、テレメトリー法を導入
し、ついに 2008 年、このマウスに食塩水付
加をすると高血圧を呈すことを発見した。同
時にこのマウスでは、血漿アルドステロン量
が正常の 10 倍も高い高アルドステロン症を
呈していた。そこで、Cry-null 副腎の時間特
異的 DNA マイクロアレイによる網羅的解析
を行い、新規ステロイド合成酵素である
Hsd3b6遺伝子がCry-nullマウスで異常に発現
増加していることを明らかにした。この酵素
は時計遺伝子にその転写をコントロールさ
れる ccg で、副腎皮質球状層のアルドステロ
ン産生細胞にのみ発現増加していた。Cry-null
マウスではその結果、アルドステロンの過剰
産生が起こり、この酵素の阻害剤投与で血圧
が下がった。ヒト副腎の検索の結果、それに
対応するヒト酵素HSD3B1も副腎で発見した。
この酵素の SNPs が高血圧症で頻度が高いと
の報告も有り、疾患との関係が注目される。 



 

 

(3) 膀胱の時計は平滑筋細胞間のギャップ結
合 Cx43 の転写を制御し、夜間の収縮を
抑制し、夜間の排尿を抑える（Nature 
Communications 3:809, 2012） 

膀胱の体内時計が、夜に尿を多く貯めること
ができ、良好な睡眠を確保するしくみを支え
ていることを発見した。これはおねしょや夜
間頻尿といった排尿リズムが崩れている病
気の背後にある分子機構と考えられる。 
コネキシン 43（Cx43）は膀胱平滑筋細胞で、
細胞同士の連絡をしており、Cx43 の遺伝子を
減らしたマウスは、通常のマウスよりも一回
の排尿量が増えていた。さらに、Cx43 は活動
時間帯に増え、睡眠時間帯に減るリズムをも
っていた。膀胱平滑筋の培養系でも Cx43 の
タンパク量と Lucifer yellow の dye-coupling が
リズミックに変化していた。分子レベルの検
索の結果、Cx43 は時計遺伝子 RevErbαが SP1
を介する新しい機構で転写制御されている
ccg であることが明らかとなった。 
 
(4) 核酸の産生は昼夜で大きく異なり、その

時間は肝臓の時計遺伝子により決められ
ている（Cell Reports 1:341-349, 2012） 

肝臓は全臓器に核酸（RNA、DNA）の原料と
なるヌクレオチドを供給しているが、それが
肝臓の時計によりリズミックに行われるこ
とを発見した。 

AMP から ADP を作るミトコンドリアにあ
る酵素である Ak2, Ak4 は共に ccg で、活動期
である夜間に ADP の産生量を上げる。肝細
胞特異的 Bmal1-コンディショナルKOマウス
ではリズムが消失するだけでなく、酵素が減
少し ATP が減少する。また、核の成分である
遺伝情報を担う DNA の構成成分となるデオ
キシヌクレオチドを生成する酵素である
Rm2 も ccg で、時計が無いと減少し、時計が
ないと再生が遅れる可能性が高い。このよう
に、核酸代謝は時計に強くコントロールされ
ており、時計遺伝子を標的とした新しい治療
薬を、癌の化学療法と組み合わせることで、
新しい癌の化学療法が開ける可能性がある。 
 
(5) 人工転写因子を用いた生体リズムの位相

操作の成功（Angew Chem Int. 50:9396- 
9399, 2011） 

概日リズムを自由に制御し、思い通りの時間
位相で活動することができれば、時差は解消
し、夜間労働が身体に与える影響も軽微にと
どまる可能性がある。現在、薬剤スクリーニ
ングは多くの製薬企業で進んでいるが、我々
は全く異なる視点より検索した。それは、時
計遺伝子に選択的に結合する Zinc-finger 型人
工転写因子を考案し、リズム位相を変えるこ
とであり、今回、世界で初めて成功した。 

我々はすでに、SCN で生成された時間は自
律神経に出力され、副腎で糖質コルチコイド

に変換され（Ishida et al., Cell Metab 2005）、こ
れが、時計遺伝子 Per1 プロモーターの GRE
（糖質コルチコイド受容体結合エレメント）
に結合して、全身の細胞時計を調律すること
を証明していた。我々は、この Per1 の GRE
に特異的に作用し、生体リズムを自在に変化
させることのできる新規の Zinc-finger 型人工
転写因子を開発することに成功した。 
  
(6) その他の成果 
➀迷走神経による気管上皮の粘液・漿液腺の
リズミックな制御の解明。喘息発作の早朝
発現の原因の可能性（J Neurosci 27:4359- 
4365, 2007）。 

➁ Cry-null マウスでは、LPS-抗コラーゲン抗
体による関節炎症が増悪するが、これは Cry
による TNFαの転写抑制不全が原因の可能
性（J Immunol. 184:1560- 1560, 2010)。 

➂全暗黒でも検出可能なヒト用超高感度カ
メラを開発し、身体からの数フォトンレベ
ルの極微弱発光の 24 時間リズムを検出し
た（Plos ONE 4(7):e6256, 2009）。 

➃SCN の AMPA 型グルタミン酸受容体刺激
応答性の時間差（Plos ONE, 5:e10951, 2010） 

➄SCN シングルセルの数理解析の結果、従来
の永久振動モデルで無くとも減衰振動モデ
ルでも、SCN の強力な永続的発振を説明で
きる事が判明した(PLoS Computational Biol 
2009 5(11):e1000580, 2010）。 
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③ Okamura H: (Plenary Lecture) Dysregulated 
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American Society of Nephrology: Renal 
Week 2010, Denver (Colorado), November 
16 – 21, 2010. 

⑥ Okamura H. (State-of-the-Art Presentation) 
Aldosterone and clock, The 36th International 
Aldosterone Conference, San Diego 
(California), June 17-18, 2010. 

⑦ Okamura H: (Plenary lecture) Clock genes 
and diseases, XI Congress of the European 
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