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研究成果の概要（和文）：非24時間睡眠－覚醒リズム障害の発症に寄与する潜在的な遺伝的要因を明らかにする
ため、視力障害を伴わない日本人非24時間睡眠－覚醒リズム障害患者17例を対象に、次世代シーケンサーを用い
て概日リズムや睡眠に関連する76遺伝子の塩基配列を決定した。さらに、17例を含む64例のN24SWDのCLOCK遺伝
子とNR1D2遺伝子について配列解析を行った結果、CLOCK遺伝子に新規バリアント1つと既知バリアント4つ、
NR1D2遺伝子に新規バリアント1つと既知バリアント8つ同定され、NR1D2遺伝子に新規バリアントを有する症例で
は新規のPER1ミスセンスバリアントも検出された。

研究成果の概要（英文）：To identify potential genetic factors contributing to the development of 
non-24-hour sleep-wake disorder (N24SWD), a subtype of circadian rhythm sleep-wake disorder, 
targeted sequencing of 76 genes was performed using next-generation sequencing in 17 sighted 
Japanese individuals with N24SWD. Sanger sequencing of the CLOCK and NR1D2 coding regions was then 
performed in a total of 64 sighted Japanese individuals with N24SWD, including the 17 N24SWD 
individuals. One novel and four known CLOCK variants and one novel and eight known NR1D2 variants 
were identified in our study population of 64 N24SWD individuals. In addition, the novel PER1 
variant was found in the N24SWD individual carrying the novel NR1D2 variant.

研究分野：時間生物学、睡眠科学

キーワード： 睡眠障害　概日リズム　遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
概日リズム睡眠－覚醒障害は、定まった時刻に寝起きすることができず、通常の社会生活へ適応することが困難
となる睡眠障害である。概日リズム睡眠－覚醒障害の発症には内因性の生物時計周期の延長や光同調機能不全が
関わっているとされているが、その分子機序は未だ明らかにされていない。本研究では、概日リズム睡眠－覚醒
障害のサブタイプである非24時間睡眠－覚醒リズム障害に関わる潜在的な遺伝的要因が特定され、概日リズム睡
眠－覚醒障害発症機序の解明、ヒトにおける概日リズムと睡眠調節分子機序の解明に貢献することが期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

概日リズム睡眠—覚醒障害の遺伝要因は、家族性前進型睡眠—覚醒障害において分子遺伝学的
手法により原因遺伝子がいくつか同定されているが、家族例は非常に稀である。患者の大部分を
占める孤発例に対しては DNA 多型関連解析研究が行われ、疾患に関連するバリアントがいくつ
か同定されているが、原因遺伝子の特定ならびに発症機序の解明には至っていない。一般日本人
集団における概日リズム睡眠—覚醒障害の発症率はすべてのサブタイプを合わせても 0.13%とい
われており、ゲノムワイドアプローチによる DNA 多型関連解析を行うために十分なサンプル数
を集めることは難しかった。そこで、概日リズム睡眠—覚醒障害の遺伝要因を同定するためには
エクソーム解析のような探索型の手法がより望ましいと考えられた。 
 
２．研究の目的 

概日リズム睡眠—覚醒障害患者の DNA サンプルを用いてエクソーム解析を行い、その疾患発症
に関連する遺伝要因を探索・同定する。 
 
３．研究の方法 

概日リズム睡眠—覚醒障害のサブタイプのひとつである非 24 時間
睡眠—覚醒障害患者 64 例（男性 45 例、女性 19 例、平均±SD 年齢：
27.7±9.61 歳）を対象とした。対象者は全員血縁関係がなく、視力障
害を伴わない日本人であり、International Classification of Sleep 
Disorders 2nd edition に基づいて、訓練を受けた精神科医により診
断された。本研究は国立精神・神経医療研究センター倫理委員会の承
認を受けてヘルシンキ宣言に従って実施され、各対象者から書面によ
る同意を得た。 

対象者の血液サンプルから DNA サンプルが抽出され、次世代シーケ
ンサーを用いて非 24 時間睡眠—覚醒障害患者 17 例（男性 11 例、女性
6 例、平均年齢±標準偏差：32.82±10.05 歳）を対象に、概日リズム
と睡眠に関連する 76 遺伝子（表 1）のターゲットシーケンスが実施さ
れた。リファレンス配列は University of California Santa Cruz 
assembly GRCh37/hg19 が使用された。ミスセンスバリアントがタン
パク質の機能に与える影響は Polyphen-2 と PROVEAN で評価された。 
 
４．研究成果 

本研究では、非 24 時間睡眠—覚醒障害患者 17 例を対象に 76 遺伝子
のターゲットシーケンスを行い、合計 94 のバリアントが検出された。
APOE、CLOCK、NR1D2、PER1の各遺伝子で、それぞれ新規のミスセンス
バリアントが検出された。これら 4 つのバリアントは公開データベー
スである Genome Aggregation Database、1000Genomes、Human Genetic 
Variation Database 及び日本人全ゲノム参照パネル 8.3KJPN で評価
された。APOE と CLOCK のバリアント（それぞれ rs1969838696 と
rs1723064872 と指定されている）は 8.3KJPN で稀なバリアントとし
て観察され（対立遺伝子頻度=0.00012）、NR1D2 と PER1 のバリアント
はどのデータベースにも報告されていなかった。これまでの動物モデ
ルを用いた研究から、Clock 遺伝子と REV-ERBβ遺伝子（NR1D2）は概
日リズムと睡眠覚醒リズムを調節するメカニズムに関与しているこ
とが示唆されている。一方、APOE 欠損マウスや Per1ノックアウトマ
ウスでは、野生型マウスと同等の強力な行動リズムが観察される。そ
のため、概日時計システムにおいて複数の時計遺伝子を制御する負の
転写フィードバックループの中核的要素として考えられている 
CLOCK 遺伝子と NR1D2 遺伝子に着目し、17 例を含む計 64 例の非 24
時間睡眠—覚醒障害患者に対しての CLOCK および NR1D2 のコーディ
ング領域についてサンガーシークエンシングが行われた。 

非 24時間睡眠—覚醒障害患者 64例からなる対象集団において、1つ
の新規バリアントと 4 つの既知バリアントが CLOCK 遺伝子で同定さ
れた。さらに、非 24 時間睡眠—覚醒障害 47 例うち 1 例において、エ
クソン 18 の新規バリアントが同定された（NM_004898.3: c.1488C>G: 
p.Q[Gln]496H[His））（図 1A）。アミノ酸の Q と H は等電点で異なり、
Q496H 置換は Polyphen-2 によっておそらく有害（0.887）と予測され、
PROVEAN によって有害（-2.854）と予測された。Q496H 置換は、NAD+
依存性ヒストン脱アセチル化酵素である SIRT1 と結合する可能性の



あるドメインで起こる。SIRT1 は CLOCK:BMAL1 クロマチン複合体にリクルートされ、CLOCK のヒ
ストンアセチル基転移酵素機能を調節することで標的遺伝子の転写を制御する。Q496H 置換によ
り、CLOCK と SIRT1 の結合相互作用が変化し、クロマチンリモデリングが阻害される可能性があ
る。また、エクソン 22 の既知のバリアント（rs1723064872）は、グルタミン酸へのアミノ酸置
換（NM_004898.3: c.2278C>G: p.Q[Gln]760E[Glu]）を引き起こす。アミノ酸 Q と E は等電点に
おいて異なるが、Q760E 置換は Polyphen-2 によって良性（0.033）と予測され、PROVEAN によっ
て中立（-1.289）と予測された。Q760E 置換は C 末端ドメインのポリ Q 領域にある。Q-rich モチ
ーフは転写因子の活性化ドメインの特徴として知られている。さらに、Clock 変異マウスは野生
型マウスよりも行動リズムの周期が長い。 Clock 変異マウスが持つ遺伝子変異はエクソンスキ
ップを引き起こし、CLOCK 転写活性化ドメイン内の 51 アミノ酸が欠失する。注目すべきことに、
CLOCKの機能的ドメインにおけるミスセンスバリアントが 2人の非 24時間睡眠—覚醒障害で同定
された。これらの CLOCK ミスセンスバリアントは非 24 時間睡眠—覚醒障害の表現型に寄与して
いる可能性がある。 

非 24 時間睡眠—覚醒障害患者 64 例からなる対象集団において、1 つの新規バリアントと 8 つ
の既知バリアントが NR1D2遺伝子で同定された。エクソン 2 の新規バリアントは、グリシンから
セリンへのアミノ酸置換を引き起こす（NM_005126.4: c.274G>A: p.G[Gly]92S[Ser]）（図 1B）。
アミノ酸の G と S は極性が異なるが、G92S 置換は Polyphen-2 によって無害（0.011）と予測さ
れ、PROVEANによって中立（-1.094）と予測された。エクソン 5の既知のバリアント（rs139583758）
は、グルタミンをヒスチジンに置換するアミノ酸置換を引き起こす（NM_005126.4: c.696A>C: 
p.Q[Gln]232H[His]）。アミノ酸の Q と H は等電点において異なり、Q232H 置換は Polyphen-2 に
よって有害である可能性（0.925）があると予測され、PROVEAN によって有害（-2.518）であると
予測された。エクソン 7 の別の既知のバリアント体（rs78292562）は、アラニンからスレオニン
へのアミノ酸置換を引き起こす（NM_005126.4: c.1351G>A: p.A[Ala]451T[Thr])。アミノ酸 A と
T は極性が異なる。さらに、A451T 置換は Polyphen-2によっておそらく有害（0.995）と予測さ
れ、PROVEAN によって有害（-3.157）と予測された。A451T 置換は NR1D2 の潜在的リガンド結合
ドメインで起こる。ヘムはリガンド結合ドメインに結合し、NR1D2 がコアプレッサーをリクルー
トし、標的遺伝子の転写を抑制する能力を調節する。NR1D1（REV-ERBα）と NR1D2（REV-ERBβ）
は、マウスの睡眠構造と情動行動を制御する。 REV-ERB アゴニストは覚醒を誘発し、急速眼球
運動と徐波睡眠を減少させる。興味深いことに、REV-ERBβ欠損マウスを用いた薬理学的研究で
は、REV-ERBβが活動期間中の覚醒状態の維持を調節していることが示されている。これらの
NR1D2 ミスセンスバリアントは NR1D2 の機能に変化をもたらし、睡眠調節障害を引き起こす可能
性がある。また、エクソン 2 に NR1D2 の新規バリアントを持つ非 24 時間睡眠—覚醒障害患者に
おいて、PER1 の新規バリアントが発見された。この PER1 バリアント（NM_002616.2: c.1198G>A: 
p.E[Glu]400K[Lys]）はサンガーシークエンシングにより確認された（図 1C）。 

これらのバリアントが非 24 時間睡眠—覚醒障害の発症に寄与していることを証明するには、
さらなる解析が求められるが、本研究は非 24 時間睡眠—覚醒障害の表現型に関連しうる新たな
遺伝要因の存在を明らかにした。 
 
図１ 非 24 時間睡眠—覚醒障害患者で検出された時計遺伝子 CLOCK (A)、NR1D2 (B)、PER1 (C) 
の新規ミスセンスバリアント 
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