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研究成果の概要（和文）：システムレベルにおける概日リズムの温度補償性の制御機構を解明することを目指
し、ショウジョウバエを用いて時計遺伝子のperiodの翻訳制御に着目した解析を実施した。その結果、periodの
翻訳制御因子であるTYFはperのmRNAとの結合力には温度補償性が備わっているものの、翻訳制御においては温度
依存的であるという特殊性が存在していることを突き止めた。また、perのコドンを最適化したショウジョウバ
エ系統においても概日リズムの温度補償性が異常となることから、perの翻訳にはシステムレベルにおいても温
度補償性を生み出す重要な分子機構が内在している可能性を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the control mechanism underlying temperature compensation in 
circadian rhythms at the system level, I focused on the translational control of one of the clock 
genes, period (per), using Drosophila. I found that TYF, which is a translational regulator of per 
gene, has a temperature compensating property for binding to per mRNA, but has a temperature 
dependent in translational control. In addition, since the temperature compensation of circadian 
rhythms was abnormal even in the Drosophila strain with optimized codons of per gene, I concluded 
that the translation of per gene has an important molecular mechanism that produces temperature 
compensation even at the system level. 

研究分野： 時間生物学

キーワード： ショウジョウバエ　体内時計　概日リズム　温度補償性　ヒドラ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトを含めた多くの生物は生理・代謝・行動において約24時間の周期性を示す。これを概日リズムと呼ぶ。概日
リズムに異常が生じると様々な病のリスクが上昇することが知られている。本研究は、種間共通の概日リズム基
本原理の一つ、周期の温度補償性の分子機構を解明することを目的とした研究である。本成果では、温度補償性
の分子機構の完全解明には至らなかったものの、今後重点的に研究すべき重要な分子機構を発見することができ
た。本成果を足がかりとして概日リズムの基本原理を完全に解明することができれば、概日リズム異常から誘導
される様々な病を副作用なしに治療する手段や創薬等に貢献することが可能となるはずである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
真核生物における概日リズムの発振原理は基本的に共通であり、複数の時計遺伝子産物による
転写制御のフィードバックループであらわされる。概日リズムの周期の安定性に関しては、環境
温度に関わらず非常に安定であるという特筆すべき性質を備えている。これを温度補償性と呼
ぶ。原核生物のシアノバクテリアでは、時計タンパク質 KaiC のリン酸化状態が 24 時間で周期的
に変化することが、概日リズムの発振原理であることがわかっている（Tomita et al., 2005）。
KaiC は物理化学的性質としてリン酸化速度に温度補償性が備わっているために、概日リズムに
も温度補償性が生じると説明されている（Rosbash 2009）。一方、シアノバクテリアと同様に、
これまでに真核生物においても特定の時計タンパク質のリン酸化速度に温度補償性が見出され
ている（Nakajima et al., 2005, Mehra et al., 2009, Isojima et al., 2009, Shinohara et 
al., 2017）。しかし複数の生化学的反応の集合体として概日振動体が成立している真核生物に
おいてこの反応はその要素の一つにすぎず、システムとしてどのように温度補償性を制御する
のかは未だ明らかとされていない。ただ、真核生物の温度補償性に影響するとされる突然変異も
存在はしている（Matsumoto et al., 1999, Mehra et al, 2009, Shinohara et al., 2017）。
しかし、いずれも時計遺伝子産物のミスセンス変異により生じており、それらを温度補償性の原
因遺伝子と見なせるのか、あるいは、温度感受性の変異が概日周期を制御するシステムに影響を
与えた結果、一見は温度補償異常に見えるのか、明確な切り分けができない。 
 このように温度補償性の解明に向けての手がかりはあるものの、真核生物におけるシステム
としての温度補償性成立原理の解明は、未だに残された課題のままとなっている。私はこの状況
を打開すべく、ショウジョウバエを用いてシステムとしての温度補償性を変化させる遺伝子欠
損系統の分離に取り組んだ。その結果、時計遺伝子のひとつである PER の翻訳調節因子である
TYFの欠損系統にその手がかりを得た。TYFの欠損系統の歩行活動リズムは無周期である。しか
し、その欠損系統に TYFのターゲットである PER を、プロモーターを含むゲノム全長（13.2kb）
ごと遺伝子導入して得られたレスキュー系統（tyf(e);per13.2 系統）では、歩行活動リズムが回
復するものの、この歩行活動リズムが温度依存的に変化することを発見した。これは、TYFの機
能に温度補償性を生み出す原因が内在しているか、PER の翻訳異常自体に原因が内在しているか、
どちらかの原因が推測される。そこで本研究では、この翻訳制御因子 TYFと PER の翻訳に着目す
ることで、これまで解明されていなかったシステムレベルでの温度補償性の成立原理の解明を
目指すこととした。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、翻訳制御因子 TYF、および、period遺伝子の翻訳に着目し、概日リズム制御システ
ムにおける温度補償性成立原理を解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、温度補償性成立原理を翻訳制御因子の機能の側面と period遺伝子の翻訳の２つの
側面からアプローチすべく、以下の実験を実施した。 
 
(1)温度補償性異常系統における時計細胞内の PER の挙動 
温度補償性異常系統（tyf(e);per13.2 系統）とコントロール系統を用いて、異なる温度（18℃、
28℃）での PER の発現量を調べる。具体的には、脳内に存在している時計細胞での時計タンパク
質の発現量を、PER 特異的な抗体を用いた免疫組織染色で定量する。各実験は 4時間ごとにサン
プリングした系統を使用することで、発現量の周期性も確認する。 
 
(2)温度変化時における TYFと per の mRNAの結合力の変化 
TYFと per の mRNAの結合が温度変化によりどのような変化を示すのかを調べるため、18℃、28℃
において RNA 免疫沈降を行う。具体的には、培養細胞を利用し、TYFと per の mRNAを各温度で
一定量発現させ、TYFに結合している per の mRNA 量を定量 PCR で調べる。 
 
(3)PER の翻訳制御と温度補償性の関連 
TYF 以外の PER の翻訳制御因子欠損系統での温度補償性を調べる。また、PER の翻訳が温度補償
性に関与している可能性を検証するために、PER のコドンを変化させたトランスジェニック系統
（peropt）を用い、異なる温度で歩行活動リズムを測定する。この系統において、(1)と同様に、
脳内に存在している時計細胞での時計タンパク質の発現量を免疫組織染色で定量する。 
 
(4)他の動物のおける PER の翻訳と温度補償性の関係性 
PER のホモログが存在していない動物を選別し、その動物における概日リズムの温度補償性を調



べる。PER に温度補償性を司る分子機構が種間で共通して内在しているのかを検証する。 
 
４．研究成果 
(1)温度補償性異常系統における時計細胞内の PER の挙動 
tyf(e);per13.2系統では図１のように18℃と28℃で周期が約
6時間異なっている。一方で、PER のプロモーターを含むゲノ
ム全長（13.2kb）を遺伝子導入した系統(per13.2)では、野生
型(iso31 系統)と同様に、温度変化によらず周期がほぼ一定
である。つまり、温度補償性が備わっている。そこで
tyf(e);per13.2系統と per13.2系統を用いて18℃と28℃での
PER タンパク質の発現量を各時計細胞で調べたところ、PER 発
現量のみならず発現位相に明確な差が見られた。PER タンパ
ク質は時刻により細胞質の中にある場合と核の中にある場合
があり、この変化が時刻情報を生み出す要因の一つと考えら
れている。そのため、細胞質と核の中に存在する PER タンパ
ク質の割合を各時刻で調べたところ、tyf(e);per13.2 系統を
28℃においた時のみ PER は細胞質に長く止まっていることが
明らかとなった。18℃の時は tyf(e);per13.2 系統と per13.2 系統に明確な差が見られなかったこ
とから、18℃と 28℃では質的に異なる PER の制御メカニズムが内在している可能性が示唆され
る。 
 
(2)温度変化時における TYFと per の mRNAの結合力の変化  
次に、この環境温度変化に対応した PER の翻訳調節機構の分子機構を解明すべく、温度変化によ
る TYF と per の mRNA の結合力に着目し、培養細胞において RNA 結合タンパク質免疫沈降法を
18℃と 28℃の２条件で実施した。まず、TYFと per の mRNAの発現量を各温度で同じにする必要
があるため、培養細胞に発現ベクターを導入後、各時間における TYFと per の mRNAの発現量を
ウエスタンブロットと定量 PCR でそれぞれ調べた。その結果、18℃では発現ベクターを導入後６
時間後、28℃では発現ベクターを導入後３時間が結合力の比較に最もふさわしい条件である可
能性が得られた。続いて、RNA結合タンパク質免疫沈降法を時系列で実施した結果、18℃では発
現ベクターを導入後６時間後、28℃では発現ベクターを導入後３時間の条件下で TYF と per の
mRNAの結合力には有意な差が生じていないことが判明した。つまり、TYFと per の mRNAの結合
力には温度補償性が存在している可能性が高いと考えられる。通常の化学結合から考えた場合、
温度変化によって結合力に差が生じると予測できる。そのため、この結果は、per の mRNAと TYF
の結合力の温度補償性が概日リズムの温度補償性を生み出す原因の一つとなっている可能性を
示している。また、温度変化による TYFと PER の翻訳効率との関係性調べるため、培養細胞を用
いたアッセイ系で実施した。様々なバリエーションで断片化した TYF タンパク質を培養細胞に
強制発現させ、18℃と 28℃の条件下において PER タンパク質の発現量がどの様に変化するのか
を調べた。その結果、TYFの特定領域のみが PER タンパク質の翻訳において温度依存的な機能変
化を生じる可能性を突き止めることができた。本結果は、概日リズム温度補償性には TYFを介し
た PER の翻訳が深く関与していることを裏付けるものとなった。 
 
 
(3)PER の翻訳制御と温度補償性の関連 
タンパク質の翻訳が温度補償性を制御する要因であるかどうかの証明のため、PER タンパク質を
構成するアミノ酸は同じであるが、塩基配列のみを変化させた遺伝子組み換え系統（per-opt)を
用い、18℃と 28℃での概日リズムの測定をおこなった。系統間にやや差は見られるものの、PER
コドンを変化させた系統では温度補償性に異常が見受けられた。これらの結果は実際に PER が
温度補償性と何からの関係性があることを明確に示唆するものとなった。また、本系統を用いて
脳内時計細胞における PER タンパク質の量的変化を抗体染
色により調べた結果、PER タンパク質の量的変化が生じて
おり、これは行動実験の結果と一致していた。つまり、温
度補償性を生み出す機構の一つに、環境温度変化に対応し
た PER の翻訳速度調節機構が深く関与していることを強く
示唆している。次に、TYF の PER 翻訳制御が温度補償性を
司る原因なのかを検証すべく、他の PER 翻訳制御である
LSM12 の欠損系統の温度補償性を調べた。その結果、先の
tyf(e);per13.2 系統ほどではないものの、per のレスキュー
なしに温度補償性が破綻している結果が得られた(図２)。
これは per13.2 を用いたレスキュー系統では見られなくな
ったことから、TYF と PER の関係性において温度補償性が
生み出されていると考えることができる。 
 
 

21.0

22.0

23.0

24.0

25.0

26.0

27.0

28.0

29.0

18 23 28

P
e
ri

o
d
 (
h
o
u
rs

)

Temperature (℃)

iso31 
(Slope: -0.04)

per0 ;per13.2 
(Slope: 0.03)

tyfe (Slope: N.S.)

tyfe ;per13.2/+ 
(Slope: 0.55)

tyfe ;per13.2 
(Slope: 0.54) 

per13.2 
(Slope: -0.04)

Lsm12Δ6 ; 13.2 
(Slope: 0.08)

Lsm12Δ2 ; 13.2 
(Slope: -0.01)

Lsm12Δ6

(Slope: 0.16)

Lsm12Δ2

(Slope: 0.03)

22

22.5

23

23.5

24

24.5

25

25.5

26

26.5

27

18 23 28
Temperature (℃)

P
e
rio

d 
(h

o
u
rs

)

図１:各温度における活動周期 

図２: LSM12 の欠損系統の活動周期 



(4)他の動物のおける温度補償性と PER の関係性の確認 
温度補償性を生み出す機構が環境温度変化に対応した PER の翻訳調節機構によるものなのかを
検証するべく、あえて PER 遺伝子を保有していない動物に着目した。そこで選定した動物がヒド
ラである。ヒドラのゲノムには時計遺伝子である Cryptochrome(Cry)などが存在しているが、PER
は存在していないことが報告されていた(Chapman et al., 2010)。ヒドラの行動解析システム
を構築し、活動リズムの計測を実施した。しかし、ヒドラの活動には明確な内因性の概日リズム
を示さず、むしろウルトラディアンリズムが観察された。このウルトラディアンリズムには温度
補償性が存在している可能性を示唆する結果も得られたが、概日リズムの温度補償性の検証を
目的とした実験では、ヒドラは不適当であるとの結論に至った。 
 

 

このように、少なくともショウジョウバエにおいては per の mRNAの配列と per の翻訳因子 TYF

の間に存在する特殊性が温度補償性を司ることまでは突き止めることができたが、なぜ per の

mRNAと TYFの結合力に温度補償性が備わっているか、なぜ TYFの特定領域のみが PER タンパク

質の温度依存的な翻訳制御が可能となるのか、また、それがシステムレベルにおいてどのように

温度補償性を生み出すのかなどの詳細な分子機構を解明することができなかった。しかし、本研

究から、TYFと per の翻訳に着目することでシステムレベルの温度補償性制御機構を解明できる

可能性は高いと判断するには十分な証拠を得られたと考える。 
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