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研究成果の概要（和文）：CS マウスは、給餌サイクルに概日リズムが同調する特異な性質を持つ。また、抗う
つ薬の反応性を調べる強制水泳や尾懸垂テストにおいて無動化しない。申請者は、CS マウスの無動化の原因遺
伝子Usp46 を特定していたが、新たにUsp46KO マウスの概日リズムが給餌サイクルに同調することを見出した。
Usp46 はGABA 神経系の機能制御に関係することから、本研究では、給餌同調にGABA 系が関与しているか否かに
ついて検討した。しかし、給餌同調にGABA系が関与する明確な結論を得ることはできなかった。

研究成果の概要（英文）：Circadian wheel-running rhythms of CS mice perfectly entrain to 24h feeding 
cycles, which is not usually observed in other  strains of mice. In addition these mice show typical
 behavioral phenotype in the tail suspension test and forced swimming test, which are widely used 
for assessing antidepressant activity and depression-like behavior. We have identified Usp46 as a 
causative gene for these behavioral phenotypes. Recently, we found that Usp46 KO mice entrain to 
feeding cycles as CS mice. Because Usp46 affects GABA systems, this study examined the hypothesis 
that Usp46 is involved in entrainment of circadian activity rhythms to feeding cycles. However, the 
results does not support this hypothesis.

研究分野：時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
交代勤務や海外旅行による概日システムのミスアライメント（時差ぼけ状態）や明暗サイクルに同調できない視
覚障害者、あるいは非24 時間睡眠覚醒症候群などの概日リズム睡眠障害に対して、食事などの非光同調因子を
概日リズムの有効な同調因子として利用できる新しい技術の開発につながる学術的、社会的意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
光は概日リズムの最も強力な同調因子であるが、光以外の同調因子として給餌サイクルがよ
く研究されている。ラットやマウスでは、1 日の一定時間に限定して餌を与える（restricted 
feeding schedule,RF）と、給餌２～３時間前から給餌時刻に向かって急激に活動性が増加する
給餌予知活動リズムが観察される。このリズムは、主時計である視床下部の視交差上核
（suprachiasmatic nucleus, SCN）に依存して現れるのではなく、摂食同調振動体（food 
entrainable oscillator,FEO）の働きにより出現する。しかし、FEO の局在や実体については
これまでに多くの研究が行われたにもかかわらず未だに明らかにされていない。一般に、給餌
サイクルは SCN 振動体に影響せず、恒常環境下で制限給餌サイクルを与えると、給餌サイクル
に同調した予知活動リズムと SCN に依存したフリーランニングリズム（同調していないリズ
ム）とが混在して現れる（図１左）。
しかし近交系マウス CS は、給餌サイ
クルに対して SCN と FEO のいずれの
振動体も同調する（１）。すなわち、
CS マウスは、予知活動リズムもフリ
ーランニングリズムも給餌サイクル
に 100 パーセント同調するこれまで
に例のない極めて特異なマウスであ
る（この現象を給餌同調と呼ぶことに
する）。CS マウスは給餌同調以外にも、
周期が長い、リズム分割が起きるなど
野生型マウスとは異なる概日特性を
示す。一方、申請者は、抗うつ薬の反応性を調べる強制水泳や尾懸垂テストにおいて CS マウ
スでは無動化が起きないことを発見し、遺伝学的手法により、無動行動を制御する量的形質遺
伝子、Usp46 を特定することに成功した(２)。この遺伝子は、脱ユビキチン化酵素をコードし
ており、養育行動、認知／記憶行動、スクロース嗜好性など多様な行動表現型に影響を及ぼす
(３)。さらに最近、Usp46 ノックアウト(KO)マウスの概日リズムが、CS マウスと同様に給餌サ
イクルに同調することを新たに見出
した（図１右）。この発見は、給餌同
調の制御機構解明に向けた重要な手
掛かりとなると考えられる。本研究で
は、CS マウスの給餌同調は、図２に示
すように、通常のマウスとは異なる機
構によるものと仮定して実験を行な
った。すなわち、CSマウスにおいては、
FEO を介して摂食情報が SCN に伝わり、
摂食サイクルに同調した活動リズム
が生じると考え、その原因として GABA
神経系の関与を想定した。                       

図２ CS マウスの給餌同調仮説 
 
２．研究の目的                
これまでに、Usp46 は抑制性神経伝達物質である GABA の働きに影響を与える（２、４）こと
が明らかとなっていることから、本研究では、Usp46 変異マウス（CS、Usp46 KO マウス）を活
用して概日リズムの給餌同調に関する GABA 神経系の関与について検討した。そのために以下
の実験を行なった。 
（１）Usp46 変異マウスの概日リズムの特性の把握 
Usp46 KO マウスは CSといくつかの行動異常が共通するが、概日リズムについての共通性は明
らかでない。そこで、C57BL/6J を遺伝的背景に持つ Usp46 KO マウスを用いて、①概日リズム
の各種パラメータ、②光による位相反応、③嗜好餌呈示による概日リズムへの影響を調べた。 
（２）給餌刺激に伴う概日リズムの位相変位誘発法の確立 
給餌同調の神経機構を明らかにするために、給餌刺激に伴う概日リズムの位相変位誘発法の確 
立を行った。給餌同調が生じるためには、概日リズムの位相前進・後退が生じているはずであ
る。そこで、給餌に対する概日リズムの位相変位誘発法として最適な条件について検討した。
その際に、通常の餌に加え、報酬系を刺激する餌についても検討した。 
（３）給餌同調における報酬系の関与 
先行研究において、FEO 依存性リズムの発生に報酬系の関与が報告されていることから（５）、
給餌同調にも報酬系が関与している可能性について検討した。 
（４）行動薬理学的検討 
上記で確立した手法を用いて、位相変位に GABA 系が関与しているかについて、GABA 受容体作
動薬、拮抗薬を用いて給餌に伴う位相変位への影響を検討した。 
（５）組織化学的検討 
 USP46の脳内発現部位を明らかにすることは、給餌同調機構を考察する上で重要である。し



かし、免疫組織化学に適する USP46特異抗体が作成できていないため、ここでは Usp46 遺伝
子の第１exon下流に挿入されたトラップベクター由来の lacZ (β-galactosidaseをコード)を利
用した X-Gal染色を用いて発現部位を調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）Usp46 変異マウスの概日リズムの特性の把握 
マウスを回転輪つきの飼育ケージ入れ、明暗周期（LD 12 : 12）と恒暗条件下で輪回し活動リ
ズムを長期間測定した。まず、概日リズムの基本特性である、活動量、活動パターン、概日周
期について調べた。次に、恒暗条件下で短時間（30 分）の光パルスを照射した時の概日リズム
の位相反応を調べた。さらに、高嗜好餌を毎日一定時刻に提示した時の概日リズムの変化につ
いて、明暗条件(LD 14：10)と恒暗条件で調べた。 
（２）給餌刺激に伴う概日リズムの位相変位誘発法の確立 
CS マウスを用いて実験を行った。まず、自由摂食下で概日リズム（回転輪活動）を明暗周期
（LD 12 : 12）に同調させ,次に、24 時間の絶食後、LLdim（恒薄明条件）の下で 3日間連続し
て 1日摂取量（g）の 8割のエサを定刻に与えた（制限給餌）。制限給餌を行う時刻は明期開始
後 0、6、12、18 時間とし、その後自由摂食に戻し、10 日間の活動リズムの記録をもとに位相
変位量を測定した。また、コントロールとして、CSマウスを同じ光条件スケジュールのまま自
由摂食させる群を設けた。さらに、CSマウスの実験結果から、最大位相変位を起こす時刻を求
め、C57BL/6J マウスで制限給餌実験を同様に行った。 
（３）給餌同調における報酬系の関与 
通常餌と嗜好餌(チョコレートクッキ―)を用いて嗜好性テストを行った。その結果、嗜好餌の
摂食量が有意に多く、高い嗜好性が確認された。そこで、CSマウスに嗜好餌を呈示して給餌同
調を調べた。 
（４）行動薬理学的検討 
CS マウスでは、GABA 神経系の機能低下により、FEO から SCN へ情報がより強く伝達されると
考えられる。そこで C57BL/6J マウス(FEO から SCN への情報が弱い)に対して GABAA受容体遮断
薬であるビククリンを、CS マウスに対して GABAA受容体作動薬であるニトラゼパムを投与し、
位相変位への影響を調べた。 
（５）組織化学的検討 
Usp46 KO マウスにおける Usp46 遺伝子の第１exon 下流に挿入されたトラップベクター由来
の lacZ( β-galactosidase をコード)を利用した X-Gal 染色により Usp46 の脳における発現領
域を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Usp46 変異マウスの概日リズムの特性の把握 
①Usp46 KO マウスにおける概日リズムの各種パラメータは CSマウスとは異なっていた。②光
による位相反応は暗期前半の位相後退の変化量が小さく、光への活動の適応性の低さが示され
たが、既知の CS の知見とは異なる特徴を示した。③嗜好餌の提示では、恒暗条件で特徴的な形
質は見られなかったが、明暗条件で明期中央の嗜好餌提示には先行研究にある CS と似た活動増
加が呈された。しかし嗜好餌提示の中止に伴う恒暗条件の移行で、視交叉上核に制御される活
動への影響は見られず、食事による同調の面で CSとは異なる結果を示した。 
（２）給餌刺激に伴う概日リズムの位相変位誘発法の確立 
CS マウスでは、コントロール群でわずかな位相変位しか見られなかった（平均で約 10 分の位
相前進）が、明期開始直後に制限給餌を行った場合、平均約 40 分の位相前進、明期開始後 6
時間で平均約 100 分の前進、明期開始後 12 時間で平均約 65分の前進が見られた。つまり、明
暗条件の明期のいずれの時刻（明期開始後 0時間、6時間、12 時間）に制限給餌を行っても、
コントロール群と比べて位相が有意に前進した。一方で、暗期の中央に当たる明期開始後 18
時間に制限給餌を行った場合は、平均約 5分の位相後退が見られた。また、CSマウスにおいて
最大の位相変位を引き起こした明期開始後 6時間に、C57BL/6J マウスを用いて同様の実験を行
ったところ、ほとんど位相変位を示さなかった（平均で約 12分の位相前進）。これらの結果か
ら、CSマウスでは短期間の制限給餌によって位相変位を引き起こすことができ、明期開始後 6
時間の制限給餌が最も位相変位を引き起こす度合いが強いことが分かった。従って、CSマウス
における食事同調の脳内メカニズムの解明を行うための薬物投与実験の際には、明期開始後 6
時間に制限給餌を行うと良いことが分かった。 
（３）給餌同調における報酬系の関与 
嗜好餌を与えることにより明確な給餌同調が確認できた。また、給餌同調が現れないと考えら
れていた C57BL/6J マウスでも嗜好餌に概日リズムが同調する個体が確認された。このことから、
嗜好性の高い餌(報酬系を強く刺激すると考えられる)により給餌同調が生じやすくなることが
分かった。 
（４）行動薬理学的検討 
位相変位に GABA 系が関与しているかについて、上記で確立した手法を用いて、GABA 受容体作
動薬、拮抗薬を用いて給餌に伴う位相変位への影響を検討したが、C57BL/6J、CS 共にコントロ
ール群と薬物投与群において位相変位量に有意差が認められなかった。 



（５）組織化学的検討 
Usp46 遺伝子座に挿入されたトラップベクター由来の Beta ガラクトシダーゼによる X-gal 染
色を用いた組織学的探索を行ったところ、脳内で広く発現がみられたが、概日時計の中枢であ
る視交叉上核(SCN)での発現は少なかった。従って、Usp46 KO マウスの概日リズム異常は SCN
に依存するものではない可能性が考えられた。 
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