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研究成果の概要（和文）：  
本研究により、理研 ENU マウスミュータジェネシスライブラリーから光誘導かつ概日リズム変
動発現を示す Snk, Slc39a6, Dusp4 遺伝子の 1アミノ酸置換変異体を合計 7系統発見した。し
かし Snk および Slc39a6 変異マウスの概日リズム周期は正常で、各変異の慨日リズムへの関与
は証明できなかった。一方、Slc39a6 変異オスマウスは妊性が著しく低下している事を発見し、
Slc39a6 遺伝子が雄性妊性能に重要な働きを示唆するデータが新たな知見として得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We obtained 7 mutants for Snk, Slc39a6 and Dusp4 genes, which are induced by light and 
oscillated with a circadian rhythm, by RIKEN ENU-based gene-driven mutagenesis system. 
Snk and Slc39a6 mutant mice were normal with respect to the circadian rhythm by constant 
dark condition. Therefore, we could not indicate that these mutations are related to a 
circadian clock system. We however found that the Slc39a6 mutant male mice were infertile. 
It is a new finding that the Slc39a6 gene is related to the male sterility. 
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１．研究開始当初の背景 
生物時計研究は、変異生物の研究の歴史であ
り、ショウジョウバエやマウスなどのモデル
系によって大きく発展してきた。 先日、報
告された生物時計機構を構成する重要分子
のひとつであるClock遺伝子のノックアウト

マウスでは、概日リズムの周期性はほぼ正常であ
った。それまでに報告のあった Clock 点突然変異
マウスの解析では、概日リズムの周期性は異常を
示していた。この２つの表現型の違いは、Clock
遺伝子の変異タイプ（ノックアウト型とアミノ酸
置換型）に依存していることが示唆されており、



1 つの変異型解析では理解出来なかった現象
が、複数の変異アレルから明らかになった例
の 1 つである。生物時計機構を構成する多く
の遺伝子に関して、ノックアウトマウス作製
は盛んに行われているが、アミノ酸置換を有
する点突然変異マウスの作製や解析例は少
ない。 
 
２．研究の目的 

研究代表者は2003年度に高精度遺伝子
発現解析法(HiCEP法)を開発し、この手法を
用い、哺乳動物生物時計の中枢であるSCNで、
光刺激により発現誘導され、さらに概日リズ
ムに応じて発現変動する４つの遺伝子
(Dusp4,Snk,Nnat, Slc39a6)を発見、報告し
た。光誘導性遺伝子、概日リズム発現変動遺
伝子はそれぞれ多くの遺伝子が報告されて
いるが、この２つの性質を併せもつ遺伝子は
少なく、代表的な遺伝子として period 
homolog 1 (Per1)があり、生物時計機構の重
要分子の1つである。4つの遺伝子中で、Snk
は細胞周期に関与する分子であるが、脳では
NMDA受容体からの刺激を受け、SPARをリン酸
化し、ユビチキン化によるシナプス欠落に関
与する分子として知られ、脳において重要な
機能が指摘されている。Dusp4はMAPキナーゼ
ファミリーであるERK1,2およびJNKを脱リン
酸化し不活化する。MAPキナーゼ経路は光同
調機構に関与し、さらにMAPキナーゼ活性自
体の日周振動も示されている。Slc39a6はZIP
トランスポーターに含まれる亜鉛トランス
ポーターであり、亜鉛は、さまざまな酵素の
活性維持に必要な金属元素であり、亜鉛結合
モチーフとしてZnフィンガー、Ringフィンガ
ー、LIM、PHDドメインなどの亜鉛結合モチー
フの存在が知られている。ZIPトランスポー
ターは主に細胞外から細胞内部への亜鉛輸
送に関わり、細胞内亜鉛ホメオスタシス維持
に機能し、アルツハイマー、糖尿病、胚発生、
がん転移、免疫などの疾病や生理機能に幅広
く機能している事が知られている。しかし、
概日リズムとの関連は報告されていない（要
確認！！！）。本研究では4遺伝子の中から、
Snk、Dusp4、Slc39a6の生物時計機構への関
与 を 検 証 す る た め 、 RIKEN ENU-based 
gene-driven mutagenesis system(RGDMS)を
利用した。2遺伝子の点突然変異スクリーニ
ングを行い、アミノ酸置換やスプライシング
異常などの点突然変異発見した。発見変異は、
その個体由来の凍結精子を用い、変異マウス
の復元を行った。それら変異マウスの概日リ
ズムを測定し、変異遺伝子による概日リズム
および光同調機構への影響の有無を検証し
た。変異マウスで異常が観察された場合、異
なる変異アレル間による交配実験、変異型遺
伝子導入による細胞レベルでの概日リズム
測定実験等から、より詳細に標的遺伝子がど
の様なメカニズムで生物時計機構に関与す

るか検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) RGDMS を用いた Snk、Dusp4、Slc39a6 遺伝子の
変異マウス作製 
RGDMS は標的遺伝子上に点突然変異を持つ変異マ
ウスを作製する事が出来る。RGDMS では ENU 投与
された C56BL/6J 雄マウス(G0)と未処理の DBA/2
雌マウスを交配させ産ませた DBF1 雄マウス(G1)
約 8,000 匹のゲノム DNA と凍結精子を保存し、ア
ーカイブ化している。 この G1 マウスには、雄親
からENU由来点突然変異が1匹当たり約3,000個、
遺伝されていると推測されている。したがって、
ライブラリー全体ではゲノム DNA 上に 3,000ｘ
8,000 ＝ 24,000,000 個の点突然変異が存在して
いる。ゲノム DNA 中の 1％が蛋白質をコードする
配列（ORF）と仮定すると、ORF 中には、240,000
変異が存在する事となる。RGDMS を用いたこれま
での実績から、ORF 中に存在する 70％の点突然変
異がミスセンス変異、10％がノックアウト型変異
となるため、ライブラリー全体でそれぞれ
168,000、24,000 変異が蓄積されていることにな
る。ゲノム DNA アーカイブを用い、標的遺伝子上
にある変異を同定し、凍結精子アーカイブからの
個体復元により、標的遺伝子の変異マウスを得る
事が出来る。RGDMSマウスDNAアーカイブからSnk、
Dusp4、Slc39a6 遺伝子上の変異体スクリーニング
実施するため、Snk 遺伝子の第 7エクソン、Dusp4
遺伝子の第 1、2、3、4エクソン、Slc39a6 遺伝子
の第 7エクソンを増幅する PCR プライマーをマウ
スゲノム上にそれぞれデザインした。Snk、Slc39a6
遺伝子のスクリーニングは Tilling 法で実施した。
Tilling 法は変異箇所を特異的に切断する制限酵
素を用いる手法である。8個体のマウスゲノム DNA
をプールしたスクリーニング用96ウェルDNAプレ
ート 9枚(7502 個体)をテンプレートとし、各 PCR
プライマーで PCR を行い、増幅された産物を CELI
ヌクレアーゼ処理（45℃20 分）した。CELI I ヌク
レアーゼ処理産物を精製後、キャピラリー式電気
泳動装置(QIAxcel、QIAGEN)により分析した。PCR
産物に変異が無い場合は、電気泳動により元の
PCR 産物と同じサイズのバンドが検出されるが、
変異がある場合、変異カ所が CELI ヌクレアーゼに
より切断されるため、元の PCR 産物よりも短いバ
ンドが検出される。Dusp4 遺伝子はエクソン内に
C57BL/6JマウスとDBA/2Jマウス間のSNPが多数、
存在しており、Tilling 法では解析不可能だった。
そのため、変異スクリーニング法に HRM 法を用い
た。HRM 法は 2個体のマウスゲノム DNA をプール
したスクリーニング用 DNA96 ウェルプレート 36
枚（7502 個体）をテンプレートとし、各 PCR プラ
イマーで PCR を行う。PCR の際に、5nM SYTO9 
(Invitrogen) を加えた。PCR 産物を熱変性処理
(98℃20 秒、28℃20 分)し、HRM 解析装置
（LightScanner、Indaho）で融解曲線を計測し、
変異サンプルを抽出した。SYTO9 は二本鎖 DNA 特
異的に結合し、励起する蛍光試薬である。PCR 産
物内の変異の有無により融解曲線に変化が生じる



ため、変異サンプルを検出可能となる。各手
法ともにプール化したサンプルから変異個
体を同定するため、プールしていないマウス
ゲノム DNA を用い、PCR 後にシークエンス反
応を行い、変異同定を行った。変異スクリー
ニングで発見した変異の中から、Snk 遺伝子
のミスセンス変異 Tyr268His を持つ M1994、
Slc39a6遺伝子のナンセンス変異 Tyr541STOP
を持つ M1780 の 2系統を凍結精子から個体復
元した。凍結精子を融解後、C56BL/6J 雌マウ
スから採取した未受精卵に加え、受精卵を作
製し、仮親として ICR 雌マウスに移植、出産
させ、産仔(G2)を得た。G2マウスの遺伝型は
+/+もしくは+/m となるので、ジェノタイプ検
査を実施し、+/m の雌雄を交配させ、野生型
+/+、ヘテロ+/m、変異ホモ m/m 個体(G3)を得
た。 
 
(2)点突然変異マウスの概日リズム測定 
Snk 変異マウス系統 M1994 および slc39a6 変
異マウス系統 M1780 の G3 雄マウス野生型+/+、
ヘテロ+/m、変異ホモ m/m の各遺伝型 6匹を
用意し、概日リズムを測定した。生後 7週目
に各マウスを 2週間の明暗条件下（明期 12
時間、暗期 12 時間）で飼育し、その後、恒
暗条件下（暗期 24 時間）で飼育し、マウス
の活動量を測定した。恒暗条件下 10 日目の
CT6、20 日目の CT14、30 日目の CT22 に光照
射を行い、光同調に対する反応性を測定した。
概日リズム測定は、山口大学井上慎一博士と
の共同研究で行った。 
 
(3)点突然変異マウスの生殖能力テスト 
作製した点突然変異マウスの生殖能力が正
常であるか、検証するため、変異ホモ接合 m/m
雌雄 3組を交配させた。産仔が得られない場
合は、C57BL/6J マウスと変異ホモ接合 m/m マ
ウスを交配させ、生殖能力の雌雄における差
があるか検証した。 
 
(4) 体外受精による M1780雄マウスの受精能
力検査 
slc39a6 変異マウス系統 M1780 雄マウスの精
巣上体尾部から精子を M2培地に懸濁し、37℃、
60 分、5％CO2化で培養後、ホルモン投与処理
した C57BL/6J 雌マウスから採取した未受精
卵と混ぜ、37℃、24 時間、5％CO2化で培養後、
実体 顕微鏡により 2 細胞胚の数を測定し、
精子の受精能力を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)RGDMS を用いた Snk、Dusp4、Slc39a6 遺伝
子の変異マウス作製 
Snk、Dusp4、Slc39a6 遺伝子の合計 6エクソ
ン、1774bp に関して 9つの塩基置換を発見し
た(表 1)。このうち、6つがミスセンス変異、
１つがナンセンス変異、残り２つがシノニマ
ス変異であった。Snk および Slc39a6 遺伝子

からは 4変異が発見出来たが、Dusp4 遺伝子から
は 1つのミスセンス変異のみであった。Snk およ
びSlc39a6遺伝子における変異発見効率は49.8bp、
94.5bp に 1つと、RGDMS 変異ライブラリーにおけ
る変異発見効率と有意差を示す値では無かったが
低かった。Dusp4 遺伝子は 1197bp に１つと、極端
に低い値を示した。この発見率低下は、Dusp4 遺
伝子では全てのエクソンで 1、2個の系統間 SNP
が存在ししたため、既存の変異スクリーニング感
度では、検出が困難であったためと推測される。
発見した変異の中から、生物種間の保存性、アミ
ノ酸組成の変化パターンを考慮し、Slc39a6 遺伝
子の 541 番目のタイロシンが終止コドンに変化し
た M1780、 Snk 遺伝子の 268 番目のタイロシンが
ヒスチジンに変化した M1994 の 2 系統について、
凍結精子を用いて変異マウスに復元した。 
 
(2) 点突然変異マウスの概日リズム測定 
Slc39a6 および Snk 遺伝子産物が、マウスの概日
リズム活動に影響を及ぼすかどうかを検討するた
め、変異マウスと野生型マウスの概日リズムを測
定した。M1780 系統の各遺伝型(+/+、+/m、m/m)の
雄マウスを 6匹、計測した所、自由継続周期はそ
れぞれ 23.78、23.66、23.72 時間と有意差は見ら
れなかった（図 1）。続いて、遺伝子産物の光同
調機構への影響を調べるため、日中に当たる CT6、
日が沈んだ 2時間後にあたる CT14、日の出の 2時
間前にあたる CT22 にマウスに光照射を与えて、自
由継続周期の位相変化時間を計測した。その結果、
各ポイントにおける位相変化時間は各遺伝型で有
意差は見られなかった(図 2)。M1994 の各遺伝子型
でも、自由継続周期と位相変化時間に有意差は見
られなかった。この結果から、2系統の点突然変
異マウスを用いた解析からは、Slc39a6 および 
Snk に発見した変異がマウスの概日リズムを司る
メカニズムに関与しているという証明は出来なか
った。 
(3)M1780 変異ホモマウスの雄性不妊 
得られた変異マウスは概日リズム測定前に、目視
によって外見や行動に明らかな異常が無いか、検
証した。その結果、作製した 2 系統とも、特段、
異常は確認されなかった。続いて、生殖能力を調
べるため、各系統間で、変異ホモ雌雄 3 組を交配
させた所、M1994では3組共に産仔を得られたが、
M1780 では、3組共に産仔を得られなかった。雌雄
どちらに原因があるか調べたところ、雌マウスは
正常であるが、雄マウスの妊性に有意差が確認さ
れた(図 3)。 
 
(4) 体外受精による M1780 雄マウスの受精能検査 
雄性不妊の原因究明のため、M1780 雄マウス精子
の受精能が正常であるか検討した。変異ホモマウ
ス 8 匹、野生型マウス 5 匹から精子を採取し、そ
れぞれ C57BL/6J マウス由来未受精卵と体外受精
させた結果、変異ホモと野生型で差は見られたが、
有意差は確認出来なかった(図 4)。精子濃度、運
動性に関しても、特に差は検出されなかった。以
上から精子の受精能はほぼ正常で、他の要因によ



り不妊症状を示している事が示唆された。マ
ウスの妊性は日照時間と強い相関があり、ま
た概日リズムも光によって強く制御されて
いることから、この発見は極めて興味深い。
今回の研究から、光誘導かつ概日リズム変動
を示す Snk, Slc39a6, Dusp4 遺伝子の変異体
を合計 7 種類発見した。しかし Snk および
Slc39a6 変異マウスの概日リズム周期は正常
で、各変異の慨日リズムへの関与は証明でき
なかった。Dusp4 遺伝子関しては、１変異体
しか発見出来ず、研究期間中に変異マウスを
作製する事が出来なかった。近年、次世代シ
ークエンス技術を用いた変異スクリーニン
グ法の解析が進み、Dusp4 遺伝子の様に、従
来の方法では、発見困難な遺伝子もより効率
的に解析可能となる可能性があり、より多く
の変異体作製が期待でき、概日リズム研究材
料として活用される事が期待される。一方、
Slc39a6 遺伝子は雄性妊性能に重要な働きを
示唆するデータが新たな知見として得られ、
今後、雄性妊性能に対する Slc39a6 遺伝子の
機能解明を進める予定である。 
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