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研究成果の概要：本研究は、in vivo で、無麻酔・無拘束動物から時計遺伝子発現リズムを計測

し、視交叉上核（SCN）に局在する哺乳類の中枢時計の行動リズム制御メカニズムを明らかに

することを目的として行った。時計遺伝子 Per1 プロモータ支配下に発光酵素ルシフェラーゼ

を発現する Per1-luc マウスを用い、自発行動量と光ファイバーによる SCN の時計遺伝子発現

を同時計系を構築し、1 分毎の連続測定を行った。その結果、SCN、嗅球いずれからも、安定

した Per1-luc のフリーランリズムが計測された。さらに、光同調や位相反応を示すことから、

内因性振動を反映していることが確認できた。 
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１．研究開始当初の背景 哺乳類における分子時計機構の研究は、時

計遺伝子プロモーター支配下にルシフェラ

ーゼを発現するトランスジェニック動物の

開発により著明に進展し、視交叉上核以外の

末梢培養組織(Yamazaki et al,Science2000)や
株化細胞(Nagoshi et al,Cell.2004)が、安定し

た時計遺伝子発現リズムを示すことが分か

った。この結果、視床下部視交叉上核（SCN）

約 24 時間のリズムを発振する生物時計は、

単細胞からヒトまですべての生物がもつ生

存のための重要な生体戦略である。生物時計

の分子機構は、単細胞からヒトまで、時計遺

伝子の転写･翻訳フィードバックループによ

る自律的リズム発振にあると考えられてい

る(Reppert&Weaver, Nature 2002)。 



にある生物時計(中枢時計）の機能は、自律振

動する各組織時計の同調や統合にあること

が分かったが、そのメカニズムは依然不明で

ある。研究代表者は、哺乳類時計遺伝子クロ

ーニング当初から、Bmal1のリズム発振をは

じめ(BBRC,1998)30編以上の時計遺伝子機能

に関する論文を発表すると共に、bHLH転写

因子Dec1,Dec2サブループの存在を発見し(H
onma et al, Nature,2002)、多重ループによる

振動の安定化が哺乳類生物時計の特徴であ

ることを明らかにした。さらに、Bmal1のレ

ポーターマウスを世界に先駆けて作成し、こ

れを用いて組織時計の安定性と高精度な位

相調節を明らかにした(Nishide et al,GTC, 20
06.図3)。また、発光分子イメージングの開発･

普及、測定系の開発・改良に努めた。この間、

光、蛍光、RIなど各種プローブによるイメー

ジングや放射線量in vivo測定に関するプロジ

ェクトに参加し、各種光ファイバーの改良が

進み、覚醒動物において同時多臓器のモニタ

リングを行う研究環境が整ってきたことを

知った。光ファイバーは急速な普及により単

価が下がり、周辺機器も揃ったため、in vitr
o測定で蓄積したノウハウをin vivo測定に応

用できる段階にある。 
 一方、研究代表者は、は、Clock 変異マウ

ス SCN 神経のマルチ電極測定により、細胞間

リズム同期が個体のリズム発振に必須であ

ること（Nakamura et al. Nat.Neurosci.2002）を

明らかにして以来、細胞レベルと個体レベル

での時計遺伝子機能の差異の原因を追及し

てきた。遺伝子機能の生理的意義は、個体機

能との照らし合わせなくしては不明である。

優れた分子マーカーの動きを、自由に行動す

る動物の個体内で連続測定することにより、 
中枢時計が末梢機能、特に行動リズムを制御

するメカニズムを検討することを着想する

に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、無麻酔・無拘束の動物個体の脳

深部からの時計遺伝子発現と自発行動リズ

ムを、リアルタイムに連続測定解析システム

を構築し、これを用いて SCN の中枢時計が環

境変化に応じてリズム変位を示すと共に、全

身の各臓器に局在する組織時計を統合する

メカニズムを明らかにすることを目的とし

て行った。このため、光ファイバーを脳内に

挿入し、高感度測光システムに組み合わせ、

時計遺伝子発現を長期計測する。これまでの

発光リズム計測は、培養組織や培養細胞に限

られてきた。一方、体表から発光を計測する

イメージング機器は市販されているが、麻酔

動物における短時間計測のための機器であ

り、生理的な刺激への反応や、長期に渡る計

測を想定したものは皆無である。個体内、し

かも環境情報を正常に感受し、かつ全身レベ

ルで刺激に応答可能な自由行動中の覚醒個

体においてレポーター解析を行うには、未だ

機器開発を含め多くの障害が存在する。本研

究では、時計遺伝子 Per1 プロモータ支配下に

発光酵素ルシフェラーゼを発現する Per1-luc
トランスジェニックマウスを用い、SCN や他

の脳部位からの発光活性を計測することに

より、生理的な全身の反応が可能な動物にお

いて、中枢時計がいかに全身を統合している

かを検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
動物：研究には独自に開発した Per1 プロモ

ーター活性支配下にホタルルシフェラーゼ

を発現する C57BL/6J バックグラウンドの

Per1-luc マウスを用いた。使用したレポータ

ー配列は Per1 プロモーター領域 6.8kb を含

み、生理的な反応をほぼすべてレポート可能

であることが示されている。また、本マウス

の行動リズム、明暗サイクル下における自発

行動、恒常暗の下でのフリーラン周期、光パ

ルスによる位相依存性リズム位相シフトな 
ど の サ ー カ デ ィ ア ン リ ズ ム の formal 

property はすべて野生型と有意差がない。

SCN や大脳皮質における時計遺伝子発現リズ

ムにも、野生型と有意差がないことをすでに

確認済みである。 

発光計測システム：光ファイバーはファイバ

ー直径 0.5mm、被覆を加えて直径 1mm のプラ



スチックファイバーを用い、両端を研磨して

使用した。発光計測機器は、アトー社クロノ

スに準じ、恒温槽とターンテーブルを除いた

計測部のみで作成した。 

行動リズム計測：赤外線感熱センサーを用い

て自発行動量を計測し、Stanford Chrono Kit

を用いて 1分ごとにコンピュータに蓄積した。

リズムの解析には Clock Lab を用いた。 

動物手術：イソフルラン麻酔下で定位脳固定

手術法にてガイドカニューレを SCNおよび嗅

球直上に設置し、１週間の回復期をおいて光

ファイバーを介して発光･行動同時計測を行

った。腹腔内に移植したオスモティックミニ

ポンプを介し、基質ルシフェリン K塩を連続

投与した。ポンプは、所定の期間で、イソフ

ルラン麻酔下に新たなポンプに入れ替えた。 
 
４．研究成果 
(1)In vivo 発光計測システムの構築 

浜 松 ホ ト ニ ク ス 社 性 光 電 子 増 倍 管

PMT:R7518P を用い、光ファイバーから連続発

光計測を行った。第一号機は、不安定で高い

基礎値のため内因性発光計測に不適と判断

し、改造を行った。光電子増倍管を 4℃にペ

ルチェ冷却した結果、安定した低レベルの基

礎値を得ることができた。また、集光レンズ

の焦点距離を 1mm から 9mm に変更し、ファイ

バーの多少のずれが集光に影響しないよう

にした。さらに、光パルスや光同調実験のた

め、照明タイマーと連動したシャッターを設

け、照明点灯前にシャッターを閉め、消灯後

にシャッターを開けるシステムを追加した。 

 また、研究開始時には透過率の高いグラス

ファイバーを選択して実験を行ったが、可動

性が悪く、重く、マウスに多大な負担がかか

るだけでなく、先端が折れることが多く、マ 

ウスを対象とした実験には不向きであるこ

とが判明した。そこで、メチルメタクリル樹

脂ファイバーに変更し、先端の十分な研磨に

より透過率を上げることに成功した。このフ

ァイバーは、軽くて可動性がよく、数ヶ月間

ファイバーを取り付けてもマウスの摂食や

自発行動に影響しないことを確認した。 

また、LED を用いた実験により、先端形状、

光源からの距離と発光値を検討した。その結

果、先端は平坦であることが望ましく、かつ、

光源とごく近接した発光のみ測定できるこ

とが判明した。(図 1) 

 

図1.光源からの位置と先端形状の発光値への影響.

左端:光源点灯なし.1.先端密着斜めカット、2．密

着水平カット,3-7:光源から 1,2,3,4,5mm 離す. 

 

(2)in vivo Per1-luc リズム計測 

Per1-lucマウスを用いたSCNからの連続発光

計測の結果を図２に示す。本システムを用い、

脳深部からの長期間の計測が可能となった。

SCN、嗅球とも発光リズムピークは内因性リ

ズムピークと一致し、同時計測した自発行動

リズムと一致したフリーラン周期を示した。

このため、計測した発光リズムは、内因性の

Per1 発現を反映していることが明らかとな

った。 

図 2:無麻酔無拘束マウス SCN からの発光リズム

(24 時間デトレンドデータ) 

 

(3)光反応性 

12 時間の明暗サイクルに同調していたマウ

スを、光ファイバーによる発光測定の前半に

点灯と消灯時刻にあたる 6時と 18時に 30分

のみ光を照射する枠光周期に曝露した。その

後、枠光周期を 6時間位相変位した。その結



果、Per1 発現に２つの光パルスに一致した発

光変動が確認され、このリズムは枠光周期の

変動に伴い、変化した。また、恒常暗下では

フリーランを示した(図 3)。一方、1 分毎の

発光レベルには活動に 7-8分遅れた上昇が現

れ、行動によるノイズあるいは、活動に伴う

血流量上昇がもたらした基質・酸素濃度の上

昇による影響、などの可能性が考えられた。

今後、基質濃度を増やす、行動を抑制する、

などの方法でノイズ原因を明らかにし、より

時間分解能のよい測定系を構築する予定で

ある。 

今回、光パルスによる Per1 誘導は観察で

きなかった。理由の１つには、上記ノイズが

考えられるが、測定した部位が Per1 の光誘

導を示さない位置である可能性もある。図１

に示したように、光源からわずかに離れただ

けで、ファイバーを介した発光値は激減する。

測定値、ファイバー先端の狭い範囲の発光量

を反映する可能性が大である。むしろ、この

特徴を活かし、今後、SCN 内の光反応性の部

位差を in vivo 計測により追求していきたい。 

図 3：SCN からの Per1-luc リズム(上段)と同時に

計測した行動リズム（下段）水色は 1分毎の発光

値、藍色は 4 時間移動平均値を示す。 
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