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研究成果の概要（和文）：体内時計は、体内環境を外界の昼夜の変化に対し最適化する恒常性維持機構である。
この破綻は、睡眠障害や代謝異常といった様々な疾病を引き起こすことが知られている。体内時計の形成には生
物の細胞に内在する細胞時計が光により同じ時刻に同調（光同調）することが必須の過程である。本研究は、ヒ
トの共通の体内時計を持つゼブラフィッシュを用いた遺伝子改変個体の作出と解析から、細胞時計の光同調を制
御する分子を複数、見出した。また、これらの細胞時計の光同調分子が、1）個体内の個々の細胞時計を同調さ
せ体内時計を形成させること、および2）エネルギー代謝を通じて行動量を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks are intrinsic, time-tracking systems that bestow upon 
organisms a survival advantage. Under natural conditions, organisms are trained to follow a 24-h 
cycle under environmental time cues such as light to maximize their physiological efficiency. The 
circadian clock is established by cell-autonomous oscillators called cellular clocks which are 
present in every cell of a living organism. The synchronization of cellular clocks in tissues and 
organs by environmental signals such as light is required to orchestrate the circadian clock at the 
organismal level. This study found that zPER2, zCRY1a, and zCRY2a synchronize cellular clocks in a 
light-dependent manner to form the behavioral rhythms in zebrafish. In addition, we uncovered 
unforeseen roles for zPER2 and zCRY1a in regulating the total level of locomotor activity, likely 
via regulating cellular energy metabolism. 

研究分野： 時間生物学

キーワード： 体内時計　転写　光　ゼブラフィッシュ　細胞時計　メラトニン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現代産業社会の構造は、ヒトが本来自然サイクルに同調していた生活を、社会構造に合わせた生活時間に順応せ
ざるを得ない状況を作り上げている。そのために生じるシフトワークや夜食の常習化といった生活習慣の乱れ
が、体内時計を破綻させ、睡眠障害、代謝異常、または高血圧症といった様々な疾患を引き起こすことが明らか
になっている。このような背景より、体内時計の重要な制御過程である細胞時計の同調の新規メカニズムを明ら
かにした本研究成果には、体内時計の異常と関連する様々な疾患の予防法ならびに治療戦略の構築のための有益
な知見の提供が期待できる。

※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 

体内時計は、行動、睡眠、および代謝といった  

多様な生理機能に観察される約 24 時間の周期変動

を作り出す生体の恒常性維持機構である。この破綻

は、睡眠障害、代謝異常、および癌を含む様々な  

疾病を引き起こす（Sahar S et al. Nat Rev Cancer 

2009）。体内時計は、生物の組織を構成する個々の

細胞に存在する日周性を持つ転写機構（細胞時

計）により制御される（図 1）。細胞時計の日周

期性を適切に維持することは、体内時計の形成   図 1：体内時計の形成機構 

に重要な過程である。                  

体内時計は、脳組織に存在する中枢時計と各末梢組織に存在する末梢時計からなる 

階層構造系として存在する（図 1）。正常な体内時計の制御には、細胞時計が組織内で 

互いに同じ時刻に同調し組織レベルの時計（中枢時計と末梢時計）を形成すること  

また各組織レベルの時計の時刻の関係が適切に維持されることが必要である。 

現代産業社会の構造は、ヒトが本来自然サイクルに同調していた生活を、社会構造に

合わせた生活時間に順応せざるを得ない状況を作り上げている。そのために生じる   

シフトワークや夜食の常習化といった生活習慣の乱れが、細胞時計の組織内の同調を 

破綻させ、睡眠障害や代謝異常を引き起こすことが示唆されている。このような背景 

より、体内時計の障害に起因する疾病を予防するために、細胞時計の組織内同調の分子

機構の理解が求められている。 

 

２．研究の目的 

 光は、細胞時計を組織内で同調させるための重要な刺激である。本研究の目的は  

細胞時計が光依存的に組織内で同じ時刻に同調（光同調）する分子機構を明らかにする

ことである。 

 

３．研究の方法 

3-1; 実験モデルとした動物と系 

本研究では、ヒトと共通の体内時計を有するゼブラフィッシュを実験モデル動物  

として用いた。ゼブラフィッシュの器官形成は 28℃で飼育下、受精後 2 日目までに  

完了し、稚魚は受精後 5 日目より行動を開始する（図 2A）。この行動の日周変動は   

脳の松果体に存在する細胞時計により形成される。ゼブラフィッシュの細胞時計は  

受精後 0から 1日目の初期胚には存在せず、器官形成が完了する受精後 2から 4日目の

間に、松果体を含む各組織内の細胞に形成

されていく。各細胞に形成された細胞時計の

周期の位相は、外界の光に応答し互いに 

組織内で同調する。この結果、松果体を含む

組織レベルの時計が機能的になり、行動 

などの概日リズム（行動リズム）が形成  

される（図 2B）。本研究では、このゼブラ 

フィッシュの発生過程の光による細胞時計

の同調（光同調）と行動リズムの形成を解析

した。                  図 2: ゼブラフィッシュの発生と時計形成 



 

 

 

3-2; 遺伝子改変ゼブラフィッシュの作出  

遺伝子のノックアウト（knock out; KO）ゼブラフィッシュをゲノム編集技術 CRISPR-

Cas9 法を用いて作出した。先ず、in vitro で合成した標的遺伝子を機能阻害する sgRNA

と Cas9 mRNA を、野生型の受精卵にインジェクションした。その胚を成魚まで育て

Germlineに変異が生じた F0 founderを選定した。先ず、この個体を選定し解析に用いた。

また、F0 founder と野生型個体のかけ合わせることで系統を樹立し、安定に KO個体を

解析に使用できるようにした。 

 

3-3； KO個体の行動リズムの解析 

3-2 で作出した KO ゼブラフィッシュ

稚魚の行動リズムを行動解析装置

DanioVision により評価した。この装置

の下部は温度と照明条件を一定に保つ

インキュベーターである（図 3 左）。 

ここに、48個体の稚魚を multi-well plate

に入れ飼育する。機器の上部に設置 

された赤外線カメラで稚魚を追跡し 

経時的にそれらの 10分間あたりの移動

距離を同時測定した。この測定値より  図 3：ゼブラフィッシュ稚魚の行動解析系 

行動解析ソフト ActgramJによりアクト 

グラムを作成した（図 3 右）。このアクトグラムより、再度 ActgramJ を使用し行動   

リズムの有無の判定を行った。行動リズムが観察された場合には、リズムの周期と位相

を算出した。 

 

3-4； バイオプローブを用いた細胞時計の解析 

作出した KO 個体の細胞時計を発光バイオプローブを用いて可視化した。細胞時計の

動態を 1 細胞レベルで解析し、その周期と位相を評価した。これにより作出した KO  

個体の細胞時計光同調の過程を解析した。 

 

４．研究成果 

本研究では、細胞時計の光同調を 

制御する光誘導性の細胞時計の制御 

分子 zPER2 zCRY1a、および zCRY2a 

を次の通り同定した。先ず、これら分子

をコードする遺伝子を全て破壊した 

ゼブラフィッシュ［zPer2;zCry1a;zCry2a 

triple knockout (TKO)ゼブラフィッシュ］

を作出し解析した。その結果、野生型 

ゼブラフィッシュと比較し、光刺激に

よる行動リズム（体内時計）の形成が 

障害されていることを見出した（図 4）。  図 4：ゼブラフィッシュの行動解析の結果 

次に、この原因を解明するために、野生型 

個体と作出した TKO 個体の細胞時計をバイオプローブを用いて可視化した。その結果

野生型細胞では、異なる時刻を示した各細胞時計が光照射により同じ時刻に同調したが

TKO 細胞では、光照射を行っても異なる時刻のままで同調しなかった。以上の結果は



 

 

光誘導性の細胞時計制御分子が個体内の個々の細胞時計を光同調させ、体内時計を形成

させることを示唆する。 

本研究は、野生型ゼブラフィッシュ

に比較して、作出した zCry1a;zPer2 

double KO （ DKO）と TKO ゼブラ   

フィッシュの行動量が低下することを

見出した。これらの遺伝子改変ゼブラ

フィッシュでは、エネルギー代謝を 

調節する遺伝子群の発現パターンが 

変化し、エネルギーの源である ATP 量

が減少することを見出した（図 5）。  

以上の結果は、zPER2 と zCRY1a が  

エネルギー代謝を通じて行動量を制御 図 5：遺伝子改変個体の ATP量の解析の結果 

することを示唆する。 

  以上に加えて、上記の同定した細胞時計の光同調を制御する分子が発現を制御する 

ホルモンであるメラトニンが骨細胞の活性を調節することを報告した。 
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