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研究成果の概要（和文）：概日時計とは一日周期の体内時計であり、その中枢は脳の視交叉上核に存在する。本研究で
は、AMP-activated protein kinase (AMPK) が、概日時計のリズム形成に深く関与する可能性について検討を行った。
マウス視交叉上核を培養し、AMPKの活性化剤を投与しその効果について解析を行った結果、時計遺伝子発現リズムの周
期は延長することを明らかにした。この結果から、AMPKが視交叉上核において概日リズムの形成に関与している可能性
が示唆された。次に、視交叉上核について、免疫組織化学的解析を行ったところ、AMPKの基質分子が、視交叉上核の腹
側部分に局在していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The circadian clock has an about 24 hour periods. The central circadian clock is 
located in the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus, and controls many circadian rhythms. In 
this study, we examined the role of AMP-activated protein kinase (AMPK) in the regulation of the 
circadian rhythms. Addition of the activator of AMPK to the cultured SCN caused the elongation of the 
circadian period. This suggests the implication of AMPK for the circadian clockwork in the SCN. Next, we 
investigated the localization of the substrates for AMPK in the SCN by immunohistochemistry. They were 
found in the ventral region in the SCN.

研究分野： 感覚受容
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１．研究開始当初の背景 
（１）AMPK とは？ 
AMP-activated protein kinase (AMPK)は酵
母からヒトにいたるまで進化的に保存され
た蛋白質リン酸化酵素であり、細胞内のエネ
ルギー状態を感知してその恒常性を維持す
る働きが知られている。また AMPK はマウス
の中枢神経系では摂食行動を制御するとい
う機能があり、代表者は摂食制御の機構解明
のあまり進んでいない昆虫でも、この事象が
あてはまるという予想した。 
（２）クロキンバエにおける AMPK の解析 
①薬理学的解析  薬理学的解析の結果、
AMPK の活性化状態に依存してクロキンバエ
の摂食行動が大きく変化することを見出し
た。この結果は、まだまだ謎に包まれている
昆虫の摂食行動を明らかにする上で、哺乳類
と共通のメカニズムが働いていることを示
した結果である。 
②組織学的解析  頭部のどの部分におい
て活性が大きく変化し摂食行動を制御して
いるのかを明らかにするために、組織学的解
析を行ったところ、摂食中枢の存在すると言
われる食道下神経節に強い活性化がみられ、
薬理学的解析の結果と非常に整合性のある
結果が得られた。ところが、全く予想外の結
果として、口吻の味細胞や触角の嗅細胞、さ
らには、単眼及び視葉部分に強い活性が観察
された。単眼や視葉は単に視覚だけでなく概
日時計機能に重要であることが知られてい
る部位である。概日時計とは約 1日周期の体
内時計であり、睡眠覚醒のリズムや、食事や
体温、ホルモン量など、様々な体内の約 24
時間周期のリズムを制御している。これらの
感覚受容器官や概日時計における AMPK の機
能については、我々の知る限り報告がないも
のであった。 
 
２．研究の目的 
（１）視交叉上核における薬理学的解析 
AMPK が哺乳類（マウス）の概日時計機構にお
いて、どのような機能を担っているのかを明
らかにするために、哺乳類の概日時計中枢の
存在する、視床下部の視交叉上核（SCN）の
リズムに対して、薬理学的解析を行った。 
（２）感覚器官における組織学的解析 
AMPK がマウスの感覚受容において、どのよう
な機能を担っているのかを明らかにするた
めに、免疫組織化学的解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）生物発光による概日時計リズムの解析 
概日時計細胞のリズムを解析するには、リズ
ムを可視化するための遺伝子改変動物の利
用が最も効率的である。時計遺伝子である
Per1 のプロモーターの下流にルシフェラー
ゼ遺伝子を導入したトランスジェニックマ
ウス（Per1-lucマウス）を用いた可視化シス
テムを用いて解析を行なった。Per1-lucマウ

スより、哺乳類の概日時計中枢の存在する、
視床下部の視交叉上核（SCN）を摘出して培
養条件下におき、発光リズムを計測した。そ
の際に薬剤を添加し、リズムの変化がみられ
るかをモニターした。 
（２）免疫組織化学的解析 
AMPK の概日時計機能、および感覚受容への関
与を調べるために、マウス SCN、網膜、及び
嗅上皮について、免疫組織化学的解析を行っ
た。マウスよりそれぞれの組織を摘出し、凍
結切片を作製し、抗体反応を行った。抗体陽
性像を、共焦点レーザー顕微鏡により蛍光観
察により検出した。 
 

４．研究成果 

（１）視交叉上核におけるAMPKの機能解析 
AMPKの概日時計への関与について調べるため、
SCNのリズムに対して、薬理学的解析を行った。
Per1-lucマウスより摘出したSCNを培養し、
AMPK活性化剤を投与したところ、Per1発現リ
ズムの周期は延長し、位相は前進し、振幅に
ついては一時的な増大の後、減衰がみられる
ことを明らかにした。周期や振幅に影響が見
られたことから、AMPKが視交叉上核において
概日リズムの形成に関与していることが示唆
された。さらに位相にも変化が見られたこと
から、網膜からSCNへの光入力機構にも関わっ
ている可能性が示唆された。 
（２）視交叉上核におけるAMPK基質分子の局
在 
マウス視交叉上核について、活性化（リン酸
化）AMPKに対する抗体を用いて免疫組織化学
的解析を行ったが、特異的な陽性像を得るこ
とは出来なかった。また、網膜や嗅上皮につ
いても、様々な条件検討を試みたが、同様に
陽性像を得ることは出来なかった。そこで、
AMPKの基質分子に対する抗体を用いて、視交
叉上核について免疫組織化学的解析を行った。
その結果、SCNの腹側部分にAMPKの基質分子が
局在していることが明らかになった。この部
分は、網膜からの入力がある部分のため、上
記の光入力機構との関連と整合性のある結果
が得られたといえる。これらの基質の発現量
に概日変動が見られるのか、また、これらの
分子の実態は何であるのかを、今後は明らか
にする必要がある。また、SCNだけでなく、網
膜や嗅上皮においてもこれらの分子が存在す
るのか、存在するならばそれらはどこに局在
するのか、また、光刺激や匂い刺激によって
発現量や存在箇所に変化がみられるのかにつ
いても、今後、明らかにしていかなければな
らない。 
（３）先行する知見との相違 
中枢時計の存在する視交叉上核ではなく、肝
臓に存在する概日時計や培養細胞を用いた
実験より、AMPK が時計蛋白質の一つであるク
リプトクロームをリン酸化し分解に導くこ
とが 2009 年に Science 誌に報告された（引
用）。AMPK の活性化剤投与により、時計蛋白
質クリプトクロームの分解が促進され周期



が短くなり、リズムが減衰するというもので
あったため、AMPK の活性化によりリズムが増
幅される我々の結果とは全く異なるもので
あった。我々の結果は時計蛋白質のリン酸化
による分解促進ということでは説明が難し
く、先行研究と結果の異なる理由として、そ
の論文で扱われているいわゆる末梢時計は、
我々の扱う中枢時計の存在するSCNと性質が
大きく異なる可能性を考えている。これまで、
末梢時計と中枢時計のリズム形成の根本メ
カニズムは基本的に同じと考えられてきた
が、AMPK を研究対象としたアプローチにより
本研究では両者が大きく異なる性質をもつ
ことが示唆された。 
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