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１. はじめに
　ショウジョウバエのper変異体の発見［１］に始
まり、遺伝学的スクリーニングは成功を収め、概日
時計の発振系を構成する遺伝子群が様々な生物種に
おいて同定されてきた。さらに、ショウジョウバエ
のper遺伝子との相同性をもとに哺乳類のPer1がク
ローニングされ［２］、両者の間で時計遺伝子が保
存されていることが明らかにされた。哺乳類におい
ては、輪回し行動の周期変化を示す変異体のスク
リーニングにより、マウスからClockおよびFbxl3
が、ハムスターからCKIεが発見された［３］。ま
た、ヒト睡眠相前進症候群の家系解析からPer2お
よびCKIδが見出され［４］、CKIによるPERのリン
酸化が時計の周期調節に重要であることが示され
た。このように、個体の周期変化に着目した表現型
スクリーニングは時計因子の探索において非常に重
要な役割を果たしてきた。一方、既知時計因子の制
御機構を解析することからも新たな時計因子が多数
同定されてきた。本稿ではまず、このようなメカニ
ズム側からのアプローチについて、網羅的なスク
リーニングを用いた手法を中心に概説する。さら
に、近年の技術革新により、周期変化を指標とした
ハイスループットスクリーニングを細胞レベルで行
うことが可能になった。この技術は大規模化合物ラ
イブラリーやゲノムワイドRNAiライブラリーと組
み合わせることにより、新規時計因子を探索するた

めの強力な手段と成り得る。本稿後半では、この
フェノタイプ側からの新しいアプローチについて、
筆者らの試みを中心に紹介する。
　
２. メカニズム側からの網羅的なアプローチ
　既知の時計因子をもとに新たな時計因子を探索し
ようという試みにおいても、網羅的なスクリーニン
グは有効である。その例を、時計発振の重要なプロ
セスである（a）時計タンパク質との相互作用、（b）
時計遺伝子の転写調節、および（c）時計タンパク質
のリン酸化について、以下に挙げる。
　（a）タンパク質間相互作用：結合因子の探索に古
くから用いられているのがyeast two-hybridスク
リーニングである。哺乳類のPer1およびClockがク
ローニングされて間もなく、yeast two-hybridスク
リ ー ニ ン グ に よ りCLOCKの 結 合 因 子 と し て
BMAL1が同定され、両者のヘテロダイマーがPer1
遺伝子の転写を活性化することが発見された

［５］。同時期に発表されたショウジョウバエの一連
の論文とあわせ、動物時計のfeedback loopモデル
が確立された［６］。その後、yeast two-hybridス
クリーニングからCLOCK結合因子としてCIPCも同
定された［７］。一方、時計タンパク質を培養細胞
に発現させてpull downし、質量分析によって結合
因子を同定する試みもなされている。この方法か
ら、PER1結合因子としてNONOとWDR5が［８］、

　KonopkaとBenzerがper変異体を報告してから40年になる。この間、遺伝学的・分子生
物学的・生化学的な手法により、多くの時計遺伝子が発見されてきたが、未知の時計因子
はまだ存在すると考えられる。哺乳類において、一部の神経細胞だけでなく、株化された
培養細胞でさえもが概日時計機能を持つことが明らかになり、細胞をモデルとした研究が
可能となった。近年開発されたハイスループットスクリーニング技術を応用することによ
り、新規時計因子の同定を加速できるに違いない。
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CRY1結合因子としてMybbp1aが［９］、BMAL1結
合因子としてRACK1が［10］それぞれ見出され
た。さらに様々な研究者によって、yeast two-
hybridスクリーニングやpull down-質量分析などの
手法を用いたタンパク質間相互作用の解析がゲノム
ワイドに行われており、その結果がNCBI Gene
データベース (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
にまとめられている。この情報は新規の時計タンパ
ク質結合因子を探索するのに役立つであろう。
　（b）遺伝子転写調節：発現量がリズムを示し（す
なわち時計機構に制御され）、さらに時計遺伝子の
発現を調節するような転写因子として、DBP、
E4BP4、REV-ERB、ROR、DEC、PPAR、TIEG1/
KLF10などが同定された。これらの転写因子は標
的遺伝子群の調節を介して代謝などの出力系にも関
与する［11］。このようなサブループを形成する転
写因子の探索において、発現リズムを示す遺伝子群
のマイクロアレイ解析による包括的な同定［12, 
13］が重要な役割を果たす。各転写因子の標的遺伝
子群のChIP-seq解析による網羅的な同定［14-16］
と組み合わせることにより、新規のサブループを含
む概日時計の転写因子ネットワークが解明されるで
あろう。その階層性から、概日時計がいかに出力系
遺伝子群のリズムを生み出すのかも明らかになるに
違いない。また、これらの遺伝子発現（トランスク
リプトーム）に加え、タンパク質発現（プロテオー
ム）［17-19］や代謝物質量（メタボローム）［20］
のリズムを組み入れた、高次のネットワークモデル
の構築が期待される。
　（c）タンパク質リン酸化：質量分析を用いた解析
から、培養細胞に発現させたPER2およびCRY1の
リン酸化サイトが網羅的に同定されている［21，
22］。これらのサイトは細胞に内在する複数のキ
ナーゼによってリン酸化されると考えられるが、そ
の多くは不明である。リン酸化コンセンサス配列を
もとにした解析から、CRY1のキナーゼとして
AMPKが［22］、CRY2のキナーゼとしてGSK-3βが

［23］見出された。また、時計タンパク質をin vitro
でリン酸化するキナーゼを細胞懸濁液中から生化学
的に精製することで、BMAL1のキナーゼとして
CK2が［24］、CRY2のキナーゼとしてDYRK1Aが

［25］同定された。一方、キナーゼの機能解析から
は、ERK2がCRY1/2を［26］、GSK-3βおよびCK2が
PER2を［27-29］それぞれリン酸化することが見出
された。これらのアプローチに加え、上述のタンパ
ク質間相互作用のスクリーニングや、後述する時計

周期に影響を与えるキナーゼのスクリーニングが、
新規の時計キナーゼの同定に役立つと期待できる。
　
３. フェノタイプ側からの新しいアプローチ：ハイ

スループットスクリーニング系の構築
　リズム周期を指標とした表現型スクリーニングは
非常に強力であるが、マウス個体を用いた遺伝学的
な方法は他のモデル生物（シアノバクテリア、アカ
パンカビ、シロイヌナズナ、およびショウジョウバ
エ）と比べると、世代間隔や個体サイズ、維持費な
どの問題から限界がある。一方、近年の技術革新、
特にロボティクスの発展により、タンパク質や細胞
を用いた様々なハイスループットスクリーニングが
可能になっている。例えば筆者らが共同研究をして
いるノバルティス財団ゲノミクス研究所（GNF）
では、化合物を大規模スクリーニングするための装
置［30］、およびsiRNAスクリーニングをゲノムワ
イドに行うための装置［31］が独自に開発され、多
様な生理現象を対象にハイスループットスクリーニ
ングが行われている。なお、アメリカでは民間の研
究所だけでなく、NIHの主導でスクリーニングセン
ターが各地に設立され、ハイスループットスクリー
ニングは国家プロジェクトとなっている。このよう
なハード面の整備に加え、哺乳類の培養細胞が時計
遺伝子の発現リズムを示すこと［32］、そのリズム
をルシフェラーゼなどのレポーターを用いて単一細
胞レベルで経時的に測定できること［33，34］、さ
らに時計遺伝子の変異は個々の細胞のリズムに影響
を与えること［35］が見出され、培養細胞をモデル
とした概日リズムの表現型スクリーニングを行うこ
とが可能であると考えられた。
　遺伝学における遺伝子変異の代わりに、化合物を
用いて機能変化を導き、その作用機構を探る学問分
野として、ケミカルバイオロジー（ケミカルジェネ
ティクスとも呼ばれる）がある。ユニークな生理活
性をもつ化合物は、生理現象の分子機構を解き明か
すためのプローブとなるだけでなく、創薬の起点に
もなり得る。筆者らは、概日時計の機能を大幅に変
化させる新規の化合物を同定し、その化合物を用い
て概日時計の分子機構に迫ることを目的に、大規模
な化合物ライブラリーをハイスループットスクリー
ニングする系を構築した［36］。具体的には、
Bmal1プロモーターにルシフェラーゼ遺伝子を連結
したレポーターを持つヒトU2OS細胞を384ウェル
プレート上で培養し、各ウェルに化合物を投与した
後に生物発光を2時間おきに3－4日間にわたって計
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測するという作業を、GNFの化合物スクリーニン
グ装置を用いて行った。それまでGNFで行われて
いたスクリーニングは、ある一時刻の状態しか測定
しないものであったため、経時変化を追うための
様々な改変が必要であり、また、他のスクリーニン
グの妨げにならないよう測定は週末に限られた。さ
らに、得られる膨大なデータから周期などのパラ
メーターを抽出するために、CellulaRhythmという
解 析 プ ロ グ ラ ム を 開 発 し た。 な お、 現 在 は
Actimetrics社が開発したMultiCycleという、より
多機能で使いやすいプログラムを用いている。スク
リーニングの成否の鍵を握るのはアッセイ系の安定
性であり、筆者らの系では、コントロール（化合物
なし）の条件において384ウェルプレート内の97%
以上のウェルの周期を平均値から±0.5時間以内に
収めることに成功した。
　
４. フェノタイプ側からの新しいアプローチ：小規

模化合物ライブラリーのスクリーニング
　スクリーニング系の有効性を確認するため、筆者
らはまず1,280種類の既知化合物からなる市販ライ
ブラリー（LOPAC; Sigma）を用いて解析を行った

［36］。LOPACは化合物スクリーニングのためのエ
ントリーモデルであり、機能がよく解析されている
ため、当たりの化合物が見つかった時に作用機序を
容易に推測できるという利点があるが、数が限られ
ている。なお、機能がわかっている化合物を用いる
この方法は、遺伝学におけるリバースジェネティク
スに相当する。化合物の終濃度7μMでスクリーニ
ングを行った結果、再現性よく0.5時間以上の周期
変化を導く化合物を11種類見出した。この中には、
時計の周期延長を導くことが他の生物・組織におい
て 既 に 示 さ れ て い たCDKの 阻 害 剤roscovitine

［37］、JNKの阻害剤SP600125［38］、p38の阻害剤
SB203580［39］のアナログSB202190、およびCK2
の阻害剤DRB［40］が含まれていた。なお、これ
ら4つの周期延長化合物は上田先生のNIH3T3細胞
およびU2OS細胞を用いたLOPACスクリーニング

［41］や八木田先生のrat-1細胞を用いたキナーゼ阻
害剤のスクリーニング［42］でも見出されている。
　筆者らはさらに、CDKとGSK-3の両者を阻害する
indirubin-3’-oximeおよびkenpaulloneが周期短縮を
導くことを見出した。GSK-3に特異的な阻害剤およ
びGSK-3βに対するRNAiを用いた解析から、哺乳
類の培養細胞においてはGSK-3の阻害が周期短縮を
導くことを明らかにした。一方、多くの生物におい

て周期延長を導くことが知られているリチウムは、
筆者らの系においても周期を延長させたことから、
その効果はGSK-3以外の標的因子を介していると考
えられる。以上の結果から、ハイスループットスク
リーニング系の有効性が示されただけでなく、哺乳
類末梢時計の周期調節におけるGSK-3の役割が明ら
かになった［36］。なお、LOPACの一次スクリーニ
ングの周期データはPubChem（http://pubchem.
ncbi.nlm.nih.gov/）を介して公開している（AID: 
2774）。
　
５. フェノタイプ側からの新しいアプローチ：大規

模化合物ライブラリーのスクリーニング
　大規模スクリーニングによって多様性に富む化合
物群の作用を解析することは、様々なタンパク質を
標的とし得るため、小規模ライブラリーでは見出せ
ない時計因子を見出せる可能性がある［43］。筆者
らは、GNFが所有する大規模な合成化合物ライブ
ラリー［44］を用いて、概日時計の周期を変化させ
る新規の化合物を探索している。機能未知の化合物
を用いるこの方法は、遺伝学におけるフォワード
ジェネティクスに相当する。筆者らが構築した系
は、１回の実験で60枚の384ウェルプレートを用
い、約２万の化合物をスクリーニングすることがで
きる。この系を用いて12万の化合物の効果を解析
し、用量依存的に顕著な周期延長を導く化合物を複
数見出した。そのひとつについて、スクリプス研究
所化学科のSchultz研究室の協力を得て30種類以上
のアナログを合成した結果、３倍強い活性をもつ新
規化合物を見出し、これをlongdaysinと名付けた

［45］。Longdaysinは上述のLOPACスクリーニング
で同定したどの化合物よりも強い活性を示し、約20
μMの濃度で20時間もの周期延長を引き起こした。
　機能未知の化合物の標的タンパク質を同定するこ
とは、遺伝学における原因遺伝子のクローニングと
同様に手間のかかる作業であり、一般的には化合物
に結合するタンパク質の生化学的な同定を試みる

［46］。筆者らはlongdaysinにリンカーを結合する部
位を探索し、周期延長活性を保つリンカー化合物を
見出すことに成功した。このリンカー化合物にアガ
ロースビーズを連結し、特異的に結合するタンパク
質群を細胞懸濁液中からアフィニティー精製して質
量分析で同定した。さらに、これら結合タンパク質
をsiRNAを用いてノックダウンし、時計周期に与え
る影響を解析した結果、CKIδ、CKIαおよびERK2
がlongdaysinの標的として周期を調節することを明
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らかにした。なお、in vitroキナーゼアッセイにお
いてlongdaysinはこれらのキナーゼの活性を阻害し
た。CKIδ、CKIαおよびERK2を同時にノックダウ
ンしたところ、longdaysinに匹敵する周期延長が観
察されたことから、longdaysinはこれらのキナーゼ
を同時に阻害することによって大きな周期延長を導
くと考えられた。さらに、CKIαとERK2は共に時計
タンパク質のうちPER1とPER2に結合すること、お
よびCKIαがCKIδと同様にPER1をリン酸化して分
解に導き、これらの反応がlongdaysinによって用量
依存的に抑制されることを見出した。以上の解析か
ら、CKIδの重要性を再確認しただけでなく、CKIα
およびERK2の周期調節における役割を見出し、こ
れらキナーゼのネットワークによるPER1タンパク
質の調節が時計周期の安定性に重要であることを明
らかにした。Longdaysinは培養細胞だけでなく、
マウス視交叉上核のスライス培養やゼブラフィッ
シュの個体においても顕著な周期延長効果を示し、
さらなる改良を加えれば概日リズムの調節薬の候補
になるかもしれない［45］。
　
６. フェノタイプ側からの新しいアプローチ：

siRNAライブラリーのスクリーニング
　RNAiを用いたアプローチは標的遺伝子が予めわ
かっているため、機能阻害がうまく働けば、化合物
を用いたアプローチよりも直接的である。ショウ
ジョウバエでは、発現リズムを示す133遺伝子に対
するRNAiスクリーニングから、行動周期を変化さ
せる新たな時計遺伝子としてcwoが見出された

［47］。また、S2培養細胞を用いた発現系において、
CRYの光分解に影響を与える因子のゲノムワイド
RNAiスクリーニングが行われている［48］。
　ヒトU2OS細胞は高いトランスフェクション効率
を示し、GNFにおいても細胞周期調節因子のゲノ
ムワイドsiRNAスクリーニングなどに用いられてき
た［49］。そこで筆者らは、siRNAスクリーニング
装置［31］を応用し、Bmal1レポーター U2OS細胞
を用いて系の構築を試みた。384ウェルプレートを
用いた場合、高いトランスフェクション効率を保ち
つつ顕著なリズムを再現性よく得ることが非常に難
しく、至適条件を見つけるまでに長い時間を要した
が、最終的には40枚の384ウェルプレートを用い、
約１万３千のsiRNAを1回の実験で解析することが
可能になった［50］。ヒトの約２万２千遺伝子に対
する市販のゲノムワイドsiRNAライブラリー

（Qiagen）を用い、各遺伝子に対する4種類の

siRNAを、2種類ずつ混ぜた２つのプールとしてス
ク リ ー ニ ン グ し、 そ の 結 果 をBioGPS（http://
biogps.gnf.org/circadian/）にて公開した。この
データベースはsiRNAスクリーニングの結果だけで
なく、遺伝子発現リズムや組織分布などのデータも
各遺伝子について検索できる。
　このスクリーニングによって見出した約300の時
計調節遺伝子から、Cry1およびCry2に匹敵する強
い周期効果を持つものをいくつか選び、そのノック
ダウンが既知時計遺伝子の発現量に与える影響を解
析した。その結果、大部分においてDbpおよびRev-
erbαの発現が低下していたことから、これらの因
子はCLOCK-BMAL1の活性調節に関与すると考え
られた。一方、約300の時計調節遺伝子を上述の
NCBI Geneデータベース（項目２（a）を参照）およ
びGNFが所有するタンパク質間相互作用データ
ベースで検索した結果から、新規の時計調節因子群
の一部が直接的あるいは間接的に既知時計タンパク
質に結合すると考えられた。また、DAVID（http://
david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp） を 用 い た パ ス
ウェイ解析からは、インスリンシグナル伝達と概日
時計との相互関係が明らかになった。以上の解析か
ら、新規の時計調節因子を多数見出し、それらがど
のように時計機構に関与するのかを解明するための
手がかりを示した［50］。なお、ドイツのKramer
博士らはレンチウイルスを介したRNAiスクリーニ
ングをU2OS細胞を用いて行い、キナーゼ、フォス
ファターゼおよびF-boxタンパク質の解析を完了し
た［28］。彼らのデータが公開されれば、筆者らの
データとの比較から、時計発振に関与するキナーゼ
に対するより精度の高い情報が得られるに違いな
い。
　
７. おわりに
　留学をきっかけに、ハイスループットスクリーニ
ングといういかにもアメリカらしい研究に足を踏み
入れることになった。素晴らしいリソースに恵まれ
ているからこそできた研究であり、Steve Kay教授
をはじめ、チームの皆様に心より感謝したい。大規
模スクリーニングは強力な手段であるが、気を付け
ないといけないのが特異性である。例えば、
LOPACスクリーニングから見出された周期延長を
引き起こす化合物群は、CKIεおよびCKIδをオフ
ターゲットとして阻害することが報告されている

［41］。また、臨床試験で用いられているキナーゼ阻
害剤でさえも、それまで知られていなかった標的キ
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ナーゼを持つことが明らかにされている［51］。こ
れらの結果は、化合物を用いた研究において、その
標的因子を正確に評価する必要性を示している。筆
者らは、新規化合物longdaysinの標的タンパク質群
を同定し、CKIδ、CKIαおよびERK2を同時に阻害
することが大きな周期延長効果に重要であることを
見出した。複数の標的タンパク質を持つことは、抗
がん剤のsunitinibやsorafenibでも見られ、強い効果
を示す化合物の特徴であると考えられる。一方、
siRNAスクリーニングでは、同一遺伝子に対する2
種類以上のsiRNAが同様の効果を示すことを指標と
したが、様々な方法での検証が必要であろう。化合
物スクリーニングとsiRNAスクリーニングは互いに
相補しあうと考えられる。ハイスループットスク
リーニングを用いたアプローチは始まったばかりで
ある。得られた膨大な情報をいかに知識に変え、還
元していくかが重要な課題であり、まさにこれから
が面白いところであろう。
　
謝辞
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した深田吉孝教授に心より感謝申し上げます。岡野
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ご指導を頂き、とても感謝しております。また、共
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申し上げます。なかでも、金尚宏さん、倉林伸博さ
ん、辻崇裕さん、羽鳥恵さんは、それぞれ主体的に
研究を行い、成果を挙げてくれました［18，25，
52，53］。さらに、留学の機会と素晴らしい研究環
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申し上げます。最後に、共同研究を通じてお世話に
なった数多くの方々にこの場を借りてお礼申し上げ
ます。
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