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研究成果の概要（和文）：

これまでに、概日リズム制御機構に関与すると考えられる複数の遺伝子候補の機能を生体内

で明らかにするために、レンチウイルスベクターを用いて shRNA を発現させたノックダウン

マウスの作製してきた。本研究では、この手法をさらに発展させ、複数の遺伝子を同時にノッ

クダウンするマウスの作製を試みた。その結果、2 種の遺伝子の shRNA を同時に発現するマ

ウスの作製に成功した。一方、ノックダウン効率や世代間のノックダウン効果に著名な個体差

を認めたため、日米欧でバンク化の進むノックアウトマウスを用いて、複数遺伝子ノックアウ

トマウス、あるいは、マウスの一部で観察された胎生致死を回避するべく細胞特異的なコンデ

ィショナルノックアウトマウスを作製することにした。その結果、注目された複数の遺伝子の

ノックアウト個体で行動リズムに異常を認め、新たな概日リズム制御の分子メカニズムの一端

が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：
We have previously generated knockdown mice expressing shRNA of candidate genes
involved in circadian rhythm regulation using a lentiviral vector. In this study, we further
developed a technique to express two different shRNAs in vivo and successfully generated
double knockdown mice. However, these mice exhibited significant individual differences in
the knockdown efficiency and silencing effects among generations. Therefore, we next
examined double knockout or cell type-specific knockout mice. Our data demonstrated
abnormal circadian behavioral rhythms in different knockout mice strains and suggested
involvements of novel candidate genes in the circadian clock machinery.
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ーを導入したノックダウンマウスを複数作
製し、その成果の一部を論文化してきた
（Hayasaka et al., 2011)。当初は、複数遺
伝子を同時ノックダウンしたマウスを作製
する計画で研究を進めてきたが、ノックダウ
ン効率や世代を経たノックダウンマウスの
維持等に問題を生じたため、ダブルノックア
ウトマウスやコンディショナルノックアウ
トマウスの作製により、計画していた研究を
実施することにした。

２．研究の目的
これまで、概日時計関連の単一遺伝子ノッ
クダウン(KD)マウスや過剰発現マウスの解
析を行ってきた。しかし、一部のマウスでは、
特に異常を認めないものもあり、その中には、
同一組織で複数のファミリー遺伝子が発現
しているものがあった。そこで、複数の遺伝
子を生体内で同時に操作することを目的と
して、レンチウイルスベクターを用いてマル
チ遺伝子 KDマウスの作製を試みた。
３．研究の方法
各遺伝子の shRNA を発現する２種のレン
チウイルスを同時に受精卵に感染し、複数遺
伝子ノックダウンマウスを作製することに
成功した。その結果、両遺伝子が安定的に組
み込まれたマウスを得た。しかし、両遺伝子
の発現量の制御は困難であり、個体差も大き
かった。
そこで我々は、現在世界的にバンク化が進
められているノックアウト(KO)マウス、特に
時期、組織特異的に発現を制御可能なコンデ
ィショナルノックアウト(cKO)マウスに注目
した。我々はまず、概日時計に必須である
Bmal1 遺伝子の flox マウスと、神経と同様
に概日時計機構の中心的役割を担う可能性
があるアストロサイトで特異的に相同組み
換えを起こす GFAP-Creマウスを入手し、そ
れらの交配により、アストロサイト特異的に
時計遺伝子を欠損したKOマウスを作製した。
これは、概日時計中枢（視交叉上核）で、神
経の概日時計は正常であるが、アストロサイ
トでは時計が機能しないマウスである。この
マウスの行動リズムをはじめとした概日リ
ズムの解析を行うことにより、体内時計にお
けるアストロサイトの機能を in vivo で証明
することを目的とした。
このような cKO マウスは、材料である２
種のマウスが容易に入手可能になった今日
では有効な手段である。また、我々がこれま
で作製してきたマウスでは致死であったマ
ウスでも、KO される組織を限局することに
より、解析が可能となると考えられる。更に、
所期の目的である複数遺伝子のマルチサイ
レンシングには、２種の floxマウスと１種の
Creマウスとの交配で可能となる。

４．研究成果
まず、RGS ファミリーの中で、概日時計中
枢SCNで概日振動が観察されるRgs16と Rgs2
遺伝子のダブルノックダウンマウスを作製
した。その結果、一部の個体で各々のシング
ルノックダウンマウスの表現型を合わせた
相乗的なリズム異常が観察されたが、表現型
の個体差が大きく、また、世代を経るとその
異常が消失することが明らかになった。従っ
て、生体内における複数遺伝子のノックダウ
ンは可能であるが、技術上問題があることが
示唆された。そこで、個体差や世代間の表現
型の差異が見られない KO マウスを用いて概
日リズム研究を実施することにした（上記の
2 遺伝子については、その後新たにダブルノ
ックアウトマウスを作製し、解析を行ってい
る）。
cKO マウス：SCN で神経と同様に活動や遺伝
子発現に概日リズムを示すアストロサイト
の機能を明らかにすべく、アストロサイト特
異的 Bmal1 KO マウスの行動リズムを解析し
たところ、リズム周期や光同調機構の異常を
見出した。このことから、概日時計中枢にお
けるアストロサイトの能動的な関与が示唆
された。この成果は現在論文を投稿中であり、
この成果を基に新たに提案したアストロサ
イとリズムに関する研究提案が JSTさきがけ
に採択された。
続いて、体内時計による行動や代謝を制御
する新たな遺伝子候補として、SIK 遺伝子フ
ァミリーに注目した。このリン酸化酵素は機
能がよく分かっていないが、脳内の体内時計
中枢や肝臓などにおいて、約 24 時間周期で
発現が変動しており、体内時計との関連が注
目された。そこで、SIK 遺伝子の KO マウスを
用いて、活動リズム、代謝リズムその他の解
析を行った結果、マウスにおいて、活動や呼
吸商のリズムに異常を見出すと共に、代謝の
劇的な異常を観察した。また、光による概日
リズムの位相変異や、夜間の活動リズム位相
にも異常を認めた。更に、SIK によるリン酸
化の異常が，時計遺伝子の発現リズム異常と
相関していることも見出した。
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