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研究成果の概要（和文）：加齢や各疾患でいかに概日時計が乱れるのかは未解明な部分が多く、視床下部にある
概日時計中枢に着目した作用機序の解明が本研究の目的であった。特に加齢や疾患における概日時計中枢の神経
活動変化を捉えるべく、UCLAにて、UCLA Miniscopeをベースに、概日時計中枢のイメージング手法の確立を新規
に目指すことをメインの渡航目的とし、国際共同研究を進めた。老化促進モデル、アデニン誘発性慢性腎臓病モ
デル、カフェイン投与による概日リズム位相後退モデル、概日機能障害を伴う双極症モデル、老齢マウスなどに
ついて、病態の解明だけでなく、概日時計変調のメカニズム解明を目指した。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms by which the circadian clock becomes disrupted due to aging 
or various diseases remain largely unexplored. This study aimed to elucidate these mechanisms with a
 particular focus on the central circadian clock located in the hypothalamus. In order to capture 
changes in neural activity within the central clock, the primary objective of our research stay at 
UCLA was to establish a novel imaging technique for the central circadian clock, utilizing the UCLA 
Miniscope system. Through this international collaborative research, we sought not only to 
understand the pathophysiology of several models, including the senescence-accelerated mouse model, 
the adenine-induced chronic kidney disease model, the caffeine-induced circadian phase-delay model, 
the bipolar disorder model with circadian dysfunction, and the jet lag-induced reproductive cycle 
disruption model, but also to uncover the underlying mechanisms of circadian clock modulation in 
these contexts.

研究分野：時間生物学

キーワード： 概日時計　老化　イメージング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
規則正しい生活と共に、概日リズム、概日時計を健康に保つことは、疾患の発症や予防に役立つことがわかって
きた。一方で、疾患に罹患することで概日時計が乱れ、それが疾患の進行を早めることも分かりつつある。しか
し、疾患や加齢における概日時計の乱れのメカニズムは不明な点が多く、本研究では、概日時計の中枢である視
交叉上核のイメージング手法を基に、様々なモデルマウスを駆使し、その謎に迫った。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
概日時計の分子機構解明に対し、2017年にノーベル医学・生理学賞が授与されている。また、
時計遺伝子を操作した動物モデルの解析から、様々な疾患において、概日時計の乱れが、疾患の
発症や悪化に関与すること、逆に疾患が概日時計をさらに変調させること、が明らかになってき
た。田原（研究代表者）は、Colwell教授（研究協力者、UCLA）と共同で、アデニン負荷による
慢性腎臓病モデルマウスにおける視交叉上核、腎臓の時計減弱を示し、さらに時計遺伝子 Clock
変異マウスでさらに疾患が悪化することを示した（1）。中村（分担者、明治大学）、Colwellらは、
老齢マウスで活動量の低下や睡眠リズムの減弱が起きると共に、概日時計中枢（視交叉上核、
SCN）の神経発火の日内変動がノイズ増加と共に振幅低下することを、in vivo 電気生理手法や
in vitro発光イメージングを用いて報告した（2, 3）。Colwell、田原らは、神経変性疾患（ハンチ
ントン病）モデルマウスを用いて、睡眠障害と共に、概日時計中枢の神経発火リズムが消失する
こと、その原因として Ca2+依存性の BK カレントが関わることを報告した（4）。したがって、
疾患や加齢により概日時計（中枢や末梢臓器）に変調が起きることで、睡眠障害、ホルモンバラ
ンスの乱れなどが起こる。しかし、加齢や疾患がどのように概日時計（特に中枢時計等）に影響
を与えるのかは未解明な部分も多い。研究開始当初、ミトコンドリア機能低下、神経炎症の２つ
の経路が、疾患・加齢による時計変調に関与していると考えた。そこで、本研究では、様々な疾
患モデルを対象に、さらに概日時計変調のメカニズム解明を進めることとした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、UCLAの Peyman Golshani教授らが開発した UCLA-Miniscopeを、国際共同研究
として、技術習得するだけでなく、Mini-scopeを用いた中枢時計（SCN）の in vivo カルシウム
イメージング手法の確立を同時に進めることを研究目的とした。UCLAだけでなく、同じくMini-
scopeを用いて中枢時計イメージングを目指していたライデン大学（オランダ）とも共同で研究
を進めた。また、老化促進モデルマウス、アデニン誘発性慢性腎臓病モデルマウス、カフェイン
投与による概日リズム位相後退モデル、概日機能障害を伴う双極症モデルマウス、老齢マウスの
解析を進めることで、疾患、老化、概日時計の乱れの関連を解析することも同時に進めた。 
 
３．研究の方法 
 UCLA-Miniscope V4、DAQは、LABmakerより組み立て済みのものを購入した。レンズは線
条体用には直径 1.0mm、長さ 8mm、中枢時計(SCN)用には直径 0.5mm、長さ 8mmの GRINレ
ンズを使用した。実験手法の確立に時間を要することが予想されたため、Mini-scope実験と同時
並行で、以下のモデルマウスについても解析を進めた。ミトコンドリア DNA の変異促進による
早期加齢モデルマウス（Polg mutant）を用いて、概日時計や加齢の影響を評価すると共に、食
事時刻制限による概日時計同調の影響を評価した。0.1%カフェイン＋1%スクロース水の自由飲
水投与による概日リズム変調モデルマウスの解析も進めた。また、ヒト臨床情報に基づき作製し
たシナプス変容新規双極症モデルマウスについて、概日リズム関連表現型を検討した。さらに、
老齢 C57BL/6Jマウスの概日輪回し活動リズムに対するエルゴチオネイン（EGT）の影響につい
て、マウスに飲水に混ぜた EGTを投与し、概日活動リズムを解析した。 
 
４．研究成果 
・国際共同研究交流成果 
 研究が開始した 2020 年度、2021 年度は、コロナ禍で研究が思うように進まなかったが、オ
ンラインミーティング等を通じて研究手法の習得を目指した。2022 年度には、ライデン大学に
1ヶ月間修士課程の学生を派遣し、Mini-scope を用いたイメージング技術や AAVウイルスの新
規注入方法について学ぶことができた。さらに、明治大学の博士学生は、UCLA、コロンビア大
学に行き、実際に Mini-scope を開発したラボの見学、中枢時計イメージングへの改良方法のデ
ィスカッションなどを行うことができた。2022 年度〜2024 年度は、各研究分担者が、UCLA、
コロンビア大学、コーネル大学、米国神経科学会、米国時間生物学会、アジア時間生物フォーラ
ム、中国・日本時間生物交流会、サッポロ時間生物国際シンポジウム、その他国内の国際シンポ
ジウムなどに参加・発表し、博士学生も含め、国際研究交流を行うことができた。さらに、Frontiers 
in Neuroscience、Frontiers in Nutritionにて、中村、田原がそれぞれ Guest Editorとなり、時間
栄養学や時間生物学（特に視交叉上核）の特集を持つことができた。Editorは国際的なメンバー
で構成されており、同分野の多くの研究者から論文を投稿してもらえたため、国際共同研究ネッ
トワークの形成を促進する成果を得られた。成果はそれぞれ、Editorialとして総説投稿を持って
完結することもできた (5-7)。 
 
・Mini-scopeを用いた SCNの in vivoイメージング技術 
2022 年度になり、ようやく mini-scope を用いた線条体シングルセルカルシウムイメージング
の実験系を確立することができた。オペにおけるレンズの保持、挿入、固定、AAVの注入方法、



24時間連続撮影システムなど、多くの調整を必要としたため、時間がかかってしまった。2022
年より、研究代表者である田原が、広島大学に移動したため、メインの研究場所を早稲田大学か
ら明治大学（研究分担者：中村）に移した。中枢時計のある視交叉上核は、視床下部にあり、レ
ンズの挿入位置の確立にさらに時間を要し、結果として 2024年度にようやく撮影画像を得るま
でに至った。その間に、中国、米国より、中枢時計の mini-scope 撮影に関する研究が報告され
たが、疾患モデルマウスも用いた概日リズム解析を行った報告はまだなく、今後の研究継続によ
り新規発見がもたらされると期待している。 
 
・Polg mutantマウスの概日リズム変調と、食事介入による効果 
 WTタイプ、Homoタイプの Polg mutantマウスを用いて、暗期 12時間の制限給餌を、3ヶ月
齢から継続して行い、行動リズム、体重、運動機能（握力測定、ロータロッド試験、トレッドミ
ル試験）を評価し、寿命の変化まで追った。体重は、Polg群で食事条件に関係なく、WTに比べ
て低い体重を維持し、12 ヶ月付近から体重減少が見られた。WT 群では ad-lib 群よりも低体重
ではあるが月齢と共に緩やかに上昇した。輪回しを用いた活動リズム計測では、Polg 群で食事
条件に関係なく有意に活動量が低下していた。握力は自由給餌条件では、Polg 群が WT 群に比
べ 10, 13ヶ月で有意に低下したが、その低下は TRFにより抑制できた。また、WTでは TRFに
よる握力の維持が 16, 19ヶ月で見られた。ロータロッド試験は、体重が大きいWT群で滞在時
間の減少が見られ、むしろ Polgの方がよりロッド上に滞在していた。トレッドミルによる持久
力試験は Polg で年齢による低下が見られ、給餌条件による差は見られなかった。WT では 13, 
16, 19ヶ月で TRFによる持久力維持が見られた。Polgは約 13-15ヶ月齢付近で全てのマウスが
死亡し、Polg群、WT群それぞれで、食事条件による統計的な有意差は認められなかった。よっ
て、Polgマウスの概日リズム変化の加齢による影響を評価する基盤が整った。今後、mini-scope
を用いたイメージング解析に繋げていきたい。 
 
・甘味カフェイン摂取による中枢時計非依存的な活動リズム変化 
 カフェインは、概日時計の周期延長効果、位相同調効果が既に知られていた。カフェインの苦
みを考慮して、スクロースまたは人工甘味料であるサッカリンを混ぜたカフェイン水を飲水さ
せた結果、偶然にも活動リズムの大きな変化を捉えることに成功した。甘味カフェイン水の自由
飲水により、活動リズムの有意な後退が見られ、マウスによっては完全に昼夜逆転した行動を示
した。さらに、マウスによっては、約 28-30時間周期の活動リズムが明暗環境にも関わらず確認
された。これらの行動リズム変化は、恒暗条件下でも継続した。一方で、この時の飲水量は、水
に比べて半分程度であったため、カフェインの飲水量そのものが増加したわけではなかった。カ
フェイン水の投与を辞めると、暗期開始時に活動を始める通常の行動リズムがすぐに復活する
ことも分かった。この結果は、中枢時計はカフェインには影響を受けていない可能性を示すもの
であった。同様の行動リズムの変化は、明期開始時期のカフェインの腹腔内投与でも見られた。
つまり、カフェイン投与による急性な活動量増加が明期に起こり、昼行性化した行動を作り出す
ことができた。また、その行動は投与を辞めた日にすぐに消失した。カフェインによる長周期な
行動リズムは、中枢時計の機能を阻害した場合でも見られた。つまり、恒明条件下で飼育したマ
ウス、または中枢時計を破壊したマウスでも、不安定ながら長周期リズムが出現することを確認
した。これらは、甘味カフェインによる変化が中枢時計非依存的に新たな周期的リズムを作り出
している結果であり、似たような現象としてメタンフェタミン誘導性のリズム現象が報告され
ている。本研究においても、メタンフェタミン誘導性のリズム現象に対して、in vivo MUAを用
いた解析を行い、UCLAとの共同研究で論文を報告することができた (8)。また、甘味カフェイ
ンに関する結果は、npj Science of Food紙に掲載され (9)、プレスリリースにより、SNSで広
く取り上げられた。疫学研究においても、夜型な人は朝型な人に比べ、エナジードリンクやコー
ヒーを多く摂取している結果もあることから、臨床的にも意義のある研究結果になったと考え
ている。 
 
・概日機能障害を伴う双極症モデルマウスの確立 
双極症（双極性障害）は躁状態とうつ状態を繰り返し、生命の危険や社会的損失の大きい気分
障害である。ヒト患者では、睡眠覚醒リズムの乱れや躁状態における睡眠欲求の極端な低下など
の概日機能障害も主症状として知られている。国内外の先行研究により、双極症を含む精神疾患
は「シナプス病」である可能性が示唆されているものの、その生物学的基盤（患者さんの脳内で
どのような変化が生じているか）は未解明であることから、対症療法以外の治療法に乏しいのが
現状である。研究分担者である太田の所属教室では、興奮性の神経伝達を中核的に担っているシ
ナプス機能分子（脳内情報処理の実行部隊）である AMPA 受容体を生きたヒトの脳で可視化可
能な PETプローブを世界で初めて開発し（10）、この AMPA-PET技術を用いて「双極症（うつ
／躁それぞれ）の重症度と AMPA受容体密度変化が相関する脳領域」を見出している（11）。本
研究期間中、躁状態のヒト患者脳を模倣する形で小脳の AMPA 受容体を減少（ノックダウン）



させた新規双極症モデルマウスが、様々な躁様行動に加えてヒト患者（躁状態）と類似した概日
リズム障害（活動時間帯の有意な増加、活動の断片化）を示すことを明らかにした。逆に抑うつ
状態のヒト患者を模倣（小脳虫部を薬理遺伝学的に活性化）したマウスでは、強制水泳試験や尾
懸垂試験における無動時間の増加等のうつ様行動を示した。これらモデルマウスの躁様行動／
うつ様行動は、双極症の代表的な治療薬であるリチウムの経口投与により、いずれも改善した。
すなわち、本モデルマウスは理想的な精神疾患モデル動物に求められている 3 つの妥当性（構
成妥当性 [ヒト臨床情報に基づく AMPA 受容体密度の変化]、表面妥当性 [ヒト患者との行動・
病態の類似性]、予測妥当性 [ヒトで効果が認められている治療法がモデル動物にも効果を示し、
新規化合物等の臨床効果の予測が期待できること]）を高いレベルで満たしていることが確認さ
れた。さらに、活性化させることにより顕著な躁様行動を誘起する神経回路（深部小脳核 [DCN]-
腹側被蓋野 [VTA] 経路）も同定した（未発表）。VTAでは、時計遺伝子 Clockの変異をもつ別の
躁モデルにおいてドーパミン細胞の発火頻度上昇が報告されている（12）、我々の躁モデルが示
した概日リズム障害との関連は興味深く、将来的に mini-scopeによる解析対象となり得るもの
である。 
 
・老齢 C57BL/6Jマウスの概日輪回し活動リズムに対するエルゴチオネインの影響 
 エルゴチオネイン（ergothioneine, EGT）は、キノコ類に豊富に含まれる天然アミノ酸であり、
強力な抗酸化作用を有することが知られている（13）。さらに、EGTは社会的ストレスによる睡
眠障害に対して改善効果を示すことも報告されている（14）。しかし、これまで EGT が概日リ
ズムに与える影響についての研究は存在せず、本研究ではこの点に着目して検討を行った。本研
究では、7週齢の雄性マウスに対し、18カ月齢まで EGTを飲水中に添加して投与した。投与量
は、低用量群で 5 mg/kg/day、高用量群で 20 mg/kg/dayと設定した。18カ月齢時において、明
暗条件および恒常暗条件下での回転輪活動を記録し、概日活動リズムを解析した。先行研究によ
り、老齢マウスでは活動量の低下や活動の断片化、さらには恒常暗条件下での概日リズム周期の
延長が観察されることが報告されている（2）。本研究の結果、EGT 投与は概日リズムの周期や
活動期の長さには明確な影響を及ぼさなかったが、明暗条件および恒常暗条件下において活動
量を有意に増加させる効果が認められた。EGT は、NAD⁺の産生を介して、時計遺伝子である
Per2 の発現を促進する可能性が示唆されている。NAD⁺は加齢に伴い減少することが知られて
おり、EGT が NAD⁺濃度を回復させることで、老齢マウスの活動量増加に寄与している可能性
が考えられる。今後は、培養細胞を用いた実験により、EGT の作用メカニズムの詳細な解明を
進める予定である。 
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