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体の一日を刻むタイマー機構を発見 

－遺伝子導入マウス個体高速作成法を用いた概日時計周期長制御の解明－ 

 

要旨                                   

理化学研究所（理研）生命システム研究センター合成生物学研究グループの

上田泰己グループディレクター、大出晃士客員研究員、鵜飼英樹上級研究員、

洲﨑悦生客員研究員らの共同研究グループ※は、さまざまな遺伝子改変マウスを

並列的に作製する手法を確立し、「クリプトクロム 1（CRY1）」と呼ばれるタン

パク質の特定の領域がリン酸化によって制御されることが「概日時計」の周期

の長さ（周期長）を決めるために重要であることを発見しました。 

私たちが夜眠りにつき朝目覚めるように、地球上の生物の多くは 24 時間周期

のリズムを持って行動しています。こうした行動リズムは、概日時計と呼ばれ

る全身の細胞が持つ時計機能によって生み出されます。しかし、周期長がなぜ

24 時間なのかは、不明な点が多く残されています。 

今回、共同研究グループはさまざまに機能を変化させたタンパク質を持つ遺

伝子改変マウスを効率よく作製する新しい手法「遺伝子導入マウス個体高速作

製法」を確立しました。そしてこの手法により、概日時計機能を失ったマウス

に、さまざまに機能を変化させたタンパク質をコードする遺伝子を導入し、概

日時計機能を補完することが可能となりました。その結果、概日時計を動かす

ために重要な働きをする CRY1 タンパク質の特定の領域がタイマーのように働

き、マウスの周期長を決定していることを発見しました。このタイマー領域は、

生体内でタンパク質機能の制御によく用いられるリン酸化と呼ばれる化学修飾

（リン酸化修飾）を受けていることから、タンパク質内のリン酸化修飾が巧み

に時間を数えることで、正確に 24 時間の周期を刻む可能性が強く示唆されまし

た。 

今後、このタイマー領域のリン酸化を薬物で制御することができれば、概日

時計の周期長を効率的にコントロールし、概日リズム睡眠障害[1]等の効果的な治

療につながると期待できます。 

また、遺伝子導入マウス個体高速作製法を用いると、全身の細胞が遺伝子改

変されたマウスをこれまで 1 年以上かけて作製していたのを数カ月で作製でき

ようになります。そのため、この手法により遺伝子改変マウスを用いる多くの

研究が加速すると期待できます。 

本成果は米国の科学雑誌『Molecular Cell』（1 月 5 日号）に掲載されるのに先

立ち、オンライン版（12 月 22 日付け：日本時間 12 月 23 日）に掲載されまし
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た。 

本研究は、国立研究開発法人日本医療研究開発機構 革新的先端研究開発支

援事業（AMED-CREST）の研究開発領域「生体恒常性維持・変容・破綻機構の

ネットワーク的理解に基づく最適医療実現のための技術創出」（研究開発総括：

永井 良三）における研究開発課題「睡眠・覚醒リズムをモデルとした生体の

一日の動的恒常性の解明」（研究開発代表者：上田 泰己）の一環で行われまし

た。なお、本研究開発領域は、平成 27 年 4 月の日本医療研究開発機構の発足に

伴い、国立研究開発法人科学技術振興機構（JST）より移管されています。 

 

１．背景                                   

 

私たちが夜眠りにつき朝目覚めるように、地球上の生物の多くは 24 時間周期

のリズムを持って行動しています。こうした行動リズムは、「概日時計」と呼ば

れる全身の細胞が持つ時計機能によって生み出されます。ヒトを含む哺乳類で

は、「クリプトクロム 1（CRY1）」と呼ばれるタンパク質が概日時計を動かすた

めに重要な働きをすることが知られています（図 1）。しかし、このリズムが繰

り返される時間の長さ（周期長）が、なぜ 24 時間なのかは不明な点が多く残さ

れています。 

 

 
 

図 1  CRY1 タンパク質による概日時計の発振機構 

クリプトクロム 1（CRY1）タンパク質は、遺伝子発現制御 DNA 配列の下流にある遺伝子の転写を抑制する。

Cry1 遺伝子もこの制御下にあるため、CRY1 タンパク質は自身の生産を抑制する。この抑制によって、CRY1

タンパク質が多いときには CRY1 タンパク質の生産が抑えられ、やがて CRY1 タンパク質が減少すると、

CRY1 タンパク質が再び生産されるプロセスが周期的に繰り返される。 

 

そこで共同研究グループは、CRY1 タンパク質による概日時計の周期長の制御

を包括的に明らかにするために、①CRY1 タンパク質のどの部分が周期長を調整

するのかを CRY1 タンパク質全域から網羅的に特定し、②特定した領域が周期長

の制御に本当に重要なのかをマウスの行動リズムの変化として厳密に検証する

計画を立てました。 

特に、共同研究グループは②を実施するために、さまざまに機能を変化させ
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た CRY1 タンパク質を持つ遺伝子改変マウスを効率よく作製する手法の確立を

目指しました。 

 

２．研究手法と成果                              

 

1）CRY1 タンパク質による概日時計の周期長制御に関する解析 

概日時計の周期長の制御に重要な CRY1 タンパク質の領域を調べるにあたっ

て、共同研究グループはリン酸化修飾に着目しました。リン酸化は、細胞内で

タンパク質の機能制御に用いられる化学修飾です。まず、質量分析計[2]を用いて

CRY1 タンパク質を構成するアミノ酸配列の中でリン酸化修飾を受けている場

所（リン酸化アミノ酸残基）を網羅的に調べました。次に、これらのアミノ酸

残基が一つずつ異なるアミノ酸残基に変化するように設計した「変異 Cry1 遺伝

子シリーズ」を作製しました。特に、リン酸化されたアミノ酸残基をリン酸化

されていない状態によく似た異なるアミノ酸残基に置換（疑似非リン酸化変異
[3]）したり、逆にリン酸化された状態に似たアミノ酸残基に置換（疑似リン酸化

変異[3]）したりすることで、それぞれ対応するアミノ酸残基がリン酸化されてい

ないときやリン酸化されているときの CRY1 タンパク質の性質を調べました。 

次に、これらの変異 Cry1 遺伝子シリーズが概日時計の周期長をどのように制

御するか調べました。そのために、Cry 遺伝子群（Cry1 遺伝子と Cry2 遺伝子）

を欠損させ概日時計機能を失った細胞（Cry1-/-：Cry2-/-細胞[4]）に、プラスミ

ド DNA[5]で野生型 Cry1 遺伝子または変異 Cry1 遺伝子シリーズを導入し、概日

時計機能を補完する実験を行いました（Cry1 遺伝子機能補完実験[6]注 1））。この

実験では、野生型 Cry1 遺伝子だけを導入し細胞の概日時計機能を補完したとき

と、変異 Cry1 遺伝子シリーズだけを導入し補完したときとで、周期長がそれぞ

れどのように変化するかが分かります。 

実験の結果、野生型よりも長いあるいは短い周期の概日時計機能を補完する

変異 Cry1 遺伝子を多数発見しました（図 2）。特に、243 番目のアミノ酸残基と

その近くにあるアミノ酸残基はリン酸化されることで、周期長を大幅に短くす

ること、その影響は複数のリン酸化が同時に生じると加算的に増加し、いわば

タイマーのように働きうることが強く示唆されました。 
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図 2 培養細胞の Cry1 遺伝子機能補完実験 

CRY1 タンパク質は 606 個のアミノ酸配列からなる。このうち、図に示した番号のアミノ酸残基がリン酸

化されることが分かった。「野生型 Cry1 遺伝子」または、それぞれのアミノ酸残基が異なるアミノ酸に置

き換わるように設計した「変異 Cry1 遺伝子シリーズ」を、概日時計機能を失った Cry1-/-：Cry2-/-細胞に

プラスミド DNA で導入することで、概日時計機能を補完した。その結果、変異 Cry1 遺伝子シリーズの中

に、野生型 Cry1 遺伝子よりも長いあるいは短い周期の概日時計機能を補完する変異 Cry1 遺伝子を多数発

見した。 

 
注 1）2011 年 1 月 14 日プレスリリース「夕方の遺伝子発現の仕組みと役割を初めて解明」 

http://www.riken.jp/pr/press/2011/20110114/ 

 

2）遺伝子導入マウス個体高速作製法 

共同研究グループは、概日時計の周期長に影響を与える変異 Cry1 遺伝子が、

マウスの行動リズムに与える影響を調べるために、胚性幹細胞（ES 細胞）から

作製した個体を利用してCry1遺伝子の機能補完実験を行う新たな手法を確立し

ました。 

この手法ではまず、Cry 遺伝子群を欠損したマウス（Cry1-/-：Cry2-/-マウス）

から、体のさまざまな種類の細胞に分化できる ES 細胞を作製します。次に、こ

の ES 細胞（Cry1-/-：Cry2-/- ES 細胞）の ROSA26 と呼ばれる染色体上の領域に

Cry1 遺伝子を導入（遺伝子ノックイン[7]）することで、欠損した Cry 遺伝子群

の働きを補完します。そして、Cry1 遺伝子をノックインした Cry1-/-：Cry2-/-ES

細胞を、さまざまな細胞に分化する能力を維持できる条件で培養します。その
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後、培養した Cry1-/-：Cry2-/-ES 細胞を発生初期のマウスの胚に移植して生体マ

ウス（ES マウス[8]）を作製します。 

2010 年、理研生命システム研究センター生体モデル開発ユニットの清成寛ユニ

ットリーダーらは、こうして得られる ES マウスは体を構成する細胞がほぼ全て

移植した ES 細胞に由来することを報告しました注 2）。このように ES マウスは全

身のほとんどの細胞が遺伝子改変後の ES 細胞からできているため、交配の必要

がなく、従来のノックインマウス作製の手順に比べて、より高速にかつ並列的

に行うことができるという利点があります。今回確立した手法は、Cry1 遺伝子

のノックイン以外にも、多様な遺伝子についてノックインマウスを作製するこ

とに広く応用できる手法です（遺伝子導入マウス個体高速作製法）。 

 
注 2）Kiyonari et al., Genesis, 48, 317-327 (2010). Three inhibitors of FGF receptor, ERK, and GSK3 establishes 

germline-competent embryonic stem cells of C57BL/6N mouse strain with high efficiency and stability 

 

3）CRY1 タンパク質による概日時計の周期長の制御に関する解析 

共同研究グループは遺伝子導入マウス個体高速作製法を用いて、Cry1 遺伝子

をノックインした Cry1-/-：Cry2-/- ES 細胞から、ES マウスを作製し、行動リズ

ムを測定しました（図 3）。その結果、細胞の Cry1 遺伝子機能補完実験で、243

番目のリン酸化アミノ酸残基を含めて概日時計の周期長を変化させた多くの変

異 Cry1 遺伝子は、マウスの行動リズムの周期長も同様に変化させることが分か

りました。このことから、発見した一連の CRY1 タンパク質のリン酸化アミノ酸

残基は、哺乳類の概日時計の周期長を個体行動レベルで制御するために重要で

あることが示されました。 
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図 3 遺伝子導入マウス個体高速作製法で作製した ES マウスの行動リズム測定 

上： Cry1-/-：Cry2-/-マウスから作製した ES 細胞（Cry1-/-：Cry2-/- ES 細胞）に、Cry1 遺伝子をノックイ

ンする。次に、この ES 細胞（Cry1-/-：Cry2-/-ES 細胞）を発生初期のマウス胚に注入する。すると成

長したマウスは、全身の細胞がこの ES 細胞に由来する ES マウスとなる。 

下： ノックインする Cry1 遺伝子を野生型や、変異 Cry1 遺伝子シリーズに変えることで、さまざまな種類

の ES マウスを作製し、行動リズムの周期長を測定した。 

 

また、一部の変異 Cry1 遺伝子を導入し細胞の概日時計機能を補完した ES マ

ウスは安定した概日リズムを示さず、これらの変異 CRY1 タンパク質は「PER2」

と呼ばれるタンパク質との相互作用が低下していました。PER2 タンパク質は生

化学的な役割に不明な点が多いタンパク質であり、この発見は PER2 タンパク質

の役割を深く理解する手掛かりになる可能性があります。 

 

4）CRY1 タンパク質の特定の領域は、CRY1 タンパク質の分解活性の変化とは異

なる仕組みで概日時計の周期長を制御 

これまで細胞内で CRY1 タンパク質が分解される速度の変化が、概日時計の周

期長を制御するために重要であると考えられてきました。そこで、共同研究グ

ループは今回発見したマウスの行動の概日リズムを制御する変異 CRY1 タンパ

ク質のリン酸化アミノ酸残基が、分解速度に影響を与えるかを調べました。そ
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の結果、変異 CRY1 タンパク質の中には、分解速度が変化するものが複数ある一

方で、概日時計の周期長に大きく影響を与える 243 番目やその周辺のリン酸化

アミノ残基に変異を導入した変異 CRY1 タンパク質の多くは、分解速度に大きな

影響がみられませんでした。 

さらに、AID 法（オーキシン誘導デグロン法[9]）を用いて、野生型 CRY1 タン

パク質を分解したところ、周期長が変化しました。これらの結果から、いくつ

かの変異 CRY1 タンパク質は、従来の考え通り分解速度の変化が周期長を制御し

ていると考えられます。一方、周期長を大きく変えた変異 CRY1 タンパク質は、

分解速度の変化と別の原因で、周期長を制御していると考えられます。 

続いて、CRY1 タンパク質の分解速度に影響を与えないが、周期長を大幅に変

えるリン酸化アミノ酸残基の特徴を調べました。その結果、これらのアミノ残

基は P-loop、C-lid と呼ばれる CRY1 タンパク質の領域を取り囲む場所に集中し

ていることが分かりました（図 4）。特に、P-loop 周辺には 243 番目のリン酸化

アミノ酸残基を含めて、加算的に周期長を変化させると考えられるアミノ酸残

基が存在します。 

これまでの研究から、これらの領域は CRY1 タンパク質の中でも比較的構造が

変化しやすいことが予想されています。リン酸化はこれらの領域の構造変化を

誘導し、周期長を変化させる可能性があります。実際に、共同研究グループが、

予想される構造変化に影響を与えるようにP-loopやC-lidのアミノ酸残基を変化

させたところ、概日時計の周期長に大きな影響がある一方で、CRY1 タンパク質

の分解速度は影響されないことが分かりました。 

これらの結果から、P-loop、C-lid 領域がタイマーとして働き、領域内のリン

酸化が加算的に概日時計の周期長を制御している可能性が示されました。 

 

 
 

図 4 CRY1 タンパク質のタイマー領域の複数のリン酸化による概日時計制御モデル 

CRY1 タンパク質にある P-loop、C-lid と呼ばれるタイマー領域周辺のリン酸化は、特に概日時計の周期長

を変化させる。特に P-loop 周辺に存在するリン酸化アミノ酸残基への複数のリン酸化の影響は、加算的に

周期長を変化させる可能性が強く示唆された。 

 

３．今後の期待                                

 
本研究で確立した遺伝子導入マウス個体高速作製法を用いると、全身の細胞

が遺伝子改変されたマウスを 1 年以上かけて作製していたのを数カ月で作製で

きようになります。これにより、概日時計研究以外にも、睡眠のような個体全

体が関わる生理現象と、特定の性質を持ったタンパク質との関係を調べる上で、

重要な技術になると期待できます。 
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また、これまで知られていた CRY1 タンパク質の分解速度とは異なるメカニズ

ムで周期長が著しく変化し、それに関わる CRY1 タンパク質のタイマー領域

（P-loop、C-lid）のリン酸化修飾の周期長制御における意義を明らかにしたこと

で、概日時計研究の新たな展開につながると考えられます。 

さらに、本研究で示したような、特定の領域周辺に生じる複数のリン酸化に

よって概日時計の周期長が制御される例は、哺乳類や他の生物種の異なる概日

時計関連のタンパク質にも発見されています。時間情報を制御するために複数

のリン酸化を用いる戦略は、生物種を超えて保存されているのかもしれません。 

今回発見した概日時計の周期長を強力に制御するリン酸化残基を薬物で制御

することができれば、周期長を効率的に制御し、概日リズム睡眠障害等の効果

的な治療につながると期待できます。 

 
４．論文情報                                 
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Knockout-Rescue Embryonic Stem Cell-Derived Mouse Reveals Circadian-Period 
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Koji L. Ode, Hideki Ukai, Etsuo A. Susaki, Ryohei Narumi, Katsuhiko Matsumoto, Junko 
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＜雑誌＞ 

Molecular Cell 
＜DOI＞ 
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５．補足説明                                 

 

[1] 概日リズム睡眠障害 
 概日リズムが昼夜の 24 時間リズムと合わなくなることで起きる睡眠障害。例えば、

概日リズムが 24 時間よりも長いと、夜になっても寝付けず、朝起きることができな

いなどが起きやすい。 

 

[2] 質量分析計 
分子の質量を精密に測定する分析装置。ペプチドにリン酸化修飾があると、リン酸基

に応じた質量変化が生じるため、質量分析計を用いてペプチドがリン酸化されている

ことを検出できる。 

 

[3] 疑似非リン酸化変異、疑似リン酸化変異 
リン酸基は細胞内でマイナスに荷電しているため、これらの残基をマイナス電荷を持

つアスパラギン酸に変異させると、リン酸化された状態を疑似的に作ることができる

（疑似リン酸化変異）。また、これらのアミノ残基をリン酸化を受けず電荷を持たな

いアラニンなどのアミノ酸に変異させると、リン酸化されていない状態を疑似的に作

ることができる（疑似非リン酸化変異）。本研究では、セリン・スレオニン・チロシ
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ンへのリン酸化に着目した。 

 

[4] Cry1-/-：Cry2-/-細胞 

ゲノム DNA 上の二つの Cry 遺伝子（Cry1 と Cry2）を欠損させ機能しないようにした

細胞。二つのうち一方だけを欠損しても、細胞の概日時計は発振する機能を保つ。そ

のため、二つの Cry 遺伝子を機能しないようにすることで細胞の概日時計を止め、

Cry1 遺伝子の発現メカニズムや CRY1 タンパク質の機能解析を可能とした細胞。 

 

[5] プラスミド DNA 
宿主であるバクテリアのゲノム DNA とは物理的に独立して自律複製し、安定に存在

できる遺伝因子。ベクター（運び屋）として利用される。 

 

[6] Cry1 遺伝子機能補完実験 
細胞の概日リズムは、概日時計のある時刻に活性が上昇する遺伝子発現制御 DNA 配

列の下流でホタル発光遺伝子であるルシフェラーゼを発現させることで、発光量変動

として観測できる。Cry1-/-：Cry2-/-細胞は発光量の周期的な変動はみられない。こ

の細胞に、適切な遺伝子発現制御 DNA 配列の下流で Cry1 遺伝子を発現するプラスミ

ド DNA を導入すると、発光量の周期的な変動がみられるようになる。 

 

[7] 遺伝子ノックイン 
細胞は傷ついた DNA を修復する手段として相同組換え修復経路を持っているが、こ

れを利用して高い効率で遺伝子を導入する手法。本研究では、TALEN と呼ばれる特定

の DNA 配列を切断する働きを持つタンパク質を、ROSA26 領域を切断するように設計

して用いることにより、この領域を狙って傷をつけ、相同組換え修復を誘発すること

で、高い効率で遺伝子ノックインさせる工夫を行った。 

 

[8] ES マウス 
2010 年に理研生命システム研究センター生体モデル開発ユニットの清成寛ユニット

リーダーらによって報告された発生工学の手法を用いて作製したマウス。この手法で

は、ES 細胞を 3 種類の異なる細胞内シグナルの阻害剤存在下で培養し、さまざまな

細胞種に分化する能力を高いレベルで維持させる。この ES 細胞を発生初期の 8 細胞

期の胚に移植すると、体のほぼ全ての細胞が移植された ES 細胞に由来する ES マウ

スを得られる。ES 細胞に遺伝子組換えを行い、マウスでの表現型を解析する際、通

常の ES 細胞から作製したマウスは、体を構成する一部の細胞が ES 細胞由来となる

キメラマウスとなるため、全身の細胞が ES マウスと同じ遺伝子型を持つマウスを得

るにはマウスを交配し、その子孫を実験に用いる必要があった。 

 

[9] AID 法（オーキシン誘導デグロン法） 
2009 年に国立遺伝学研究所の鐘巻将人教授ら（当時 大阪大学）によって開発され

た方法。植物では植物ホルモンであるオーキシン依存的にタンパク質を分解するシス

テムが存在する。このタンパク質分解経路の一部が動物細胞にも共通することを利用

し、動物細胞にオーキシン応答に必要なタンパク質を導入することで、動物細胞内で

オーキシン依存的なタンパク質分解を誘導する。本研究では、CRY1 タンパク質がオ

ーキシン依存的に分解されるように実験系を設計した。AID は auxin-inducible degron

の略。 
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