
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2016～2014

概日時計システムの神経保護機構における役割解析

Analysis of roles of circadian clock-related proteins in neuroprotection

５０４３１８９６研究者番号：

眞田　佳門（Sanada, Kamon）

東京大学・大学院理学系研究科（理学部）・准教授

研究期間：

２６６４０００５

平成 年 月 日現在２９   ５ １８

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：神経変性疾患の一つであるALSは、運動ニューロンが選択的に変性して脱落する疾患
であり、根治療法の確立には至っていない病気である。従来から、神経細胞に内在する神経保護機構を活性化す
ることにより、ALS等の神経変性疾患の症状を緩和できることが知られている。そのため、神経保護作用を示す
新規分子の発見は、症状を緩和する方策の開発の礎になる。
　私共は本研究において、概日時計の分子であるPeriod2が、ALSのin vitroおよびin vivoモデルにおける神経
変性の緩和に寄与することを見出した。この成果により、概日時計と神経保護が密接に連関しているという極め
てユニークなモデルを提示することができた。

研究成果の概要（英文）：ALS is a fatal and untreatable neurodegenerative disease characterized by 
the loss of upper and lower motor neurons. As enhancement of defense mechanisms intrinsic to neurons
 remains a potential strategy to counteract neuron degeneration in ALS, uncovering novel 
neuroprotective molecules within neurons could lead to the development of therapeutic approaches for
 ALS and related neurodegenerative diseases. 　We have previously found that NFIL3 (nuclear factor 
interleukin 3-regulated; also known as E4BP4) plays neuroprotective roles in neurons in vitro and in
 vivo. As NFIL3 is known to play important roles in the circadian clock system, particularly in the 
transcriptional control of clock gene periods, this raises potential roles of clock genes in 
neuroprotection. In the present study, we have found that Period2 protein levels control 
neuroprotective potential of neurons. The present study sheds light on a potential linkage between 
circadian clock proteins and neuroprotection.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患の一つである ALS（筋萎縮性側
索硬化症）は、一次運動ニューロンおよびニ
次運動ニューロンが選択的に変性して脱落
する疾患であり、根治療法の確立には至って
いない病気である。従来から、神経細胞に内
在する神経保護機構を活性化することによ
り、ALS等の神経変性疾患の症状を緩和でき
ることが知られている。そのため、神経保護
作用を示す新規分子の発見は、症状を緩和す
る方策の開発の礎になる。本研究では、概日
時計に着目し、その中枢分子の神経保護にお
ける役割を明らかにすることにより、神経保
護機構のさらなる理解を目指した。 
 
２．研究の目的 
私共は従来、NFIL3（別名 E4BP4）と呼ばれ
る転写因子が神経保護作用を示し、ALS細胞
モデルおよび ALS マウスモデルにおいて過
剰発現すると、神経変性を抑制することを見
出した（Tamai et al., 2014）。 重要なことに、
NFIL3は 概日時計の中枢分子である Period2
遺伝子の発現を抑制し、概日時計機構に関与
することが知られる。この知見から、「概日
時計の中枢分子が神経保護に寄与するので
はないか」という仮説が導き出された。そこ
で本研究では、概日時計の中枢分子である
PERIOD2に着目し、その神経保護作用を検証
した。 
 
３．研究の方法 
マウス大脳由来の神経細胞を初代培養し、各
種の神経毒に暴露することによって神経変
性を誘導した。この細胞を神経変性の細胞モ
デルとして利用した。また、ヒト SOD1タン
パク質の 93番目のGlyがAlaに置換した変異
は家族性 ALS に認められる変異の一つであ
る。この SOD1 G93A遺伝子を培養神経細胞
に発現させると、培養神経細胞は変性するこ
とから、この細胞を ALS細胞モデルとして用
いた。さらに、ALSモデルマウスとして、上
述の変異 SOD1を過剰発現するマウスを用い
た。本マウスは、運動ニューロンの変性が観
察できると共に、筋萎縮に伴う体重減少を示
すことが知られる。 
 
４．研究成果 
(1)	
 神経細胞における Period2(以後、PER2
と呼ぶ)の役割を調べる目的で、神経毒に曝
された神経細胞における PER2 量の変化を調
べた。本実験では、神経毒として高濃度グル
タミン酸および過酸化水素を用いた。グルタ
ミン酸は興奮性神経伝達物質としてよく知
られているが、過剰なグルタミン酸は神経細
胞内への Ca2+の過剰流入を惹起し、神経細胞
死を引き起こすことが知られる（興奮毒性と
呼ぶ）。一方、過酸化水素は活性酸素の一種
であり、神経細胞に酸化ストレスを与えるこ
とにより、神経細胞死を誘発する。ALS をは
じめとする神経変性疾患において、細胞外グ

ルタミン酸濃度の上昇や酸化ストレスの亢
進が認められる。本解析の結果、いずれの神
経毒においても、神経毒への暴露に伴って
PER2 量の低下が観察された（図１）。これら
の結果から、神経細胞が種々の神経毒に曝露
された場合に、PER2 量が低下することが明ら
かになった。	
 

	
 

 
図１：高濃度グルタミン酸の曝露による
PER2量の低下 
マウス大脳由来の培養神経細胞を、培養 8

日目において高濃度グルタミン酸(50 µM ま
たは 100 µM)に曝露し、各時間において神経
細胞を回収した。その後、細胞懸濁液を抗
PER2抗体および抗 β-ACTIN抗体を用いたウ
ェスタンブロット解析に供した。Vehicleはグ
ルタミン酸の代わりに水で処理した場合、
Glu は高濃度グルタミン酸で処理した場合を
表す。(上) ウェスタンブロット像の典型的な
例。（下）PER2のバンド強度を定量し、平均
値±標準誤差（各グルタミン酸濃度における
時間 0の平均値を 1とした相対値）で示した。
n = 4, *p<0.05, **p<0.01 (時間 0の値に対する
ステューデントの t検定)。 
	
 
(2)	
 PER2	
 量の低下が神経変性に及ぼす影響
を調べるため、大脳由来の培養神経細胞で
PER2 量を低下させた。さらに、これら神経細
胞を高濃度グルタミン酸（50	
 µM）に 30 分間
曝露した。その後、神経細胞の変性を神経突
起の退縮・断片化、および核の萎縮・断片化
により判断した。	
 
	
 PER2 の発現を抑制しなかった場合、高濃度
グルタミン酸への曝露に伴って、変性した神
経細胞の割合が約 38％にまで上昇した。一方、
PER2 を抑制した場合、その割合が約 27％に
まで低下した。このことから、PER2 量の低下
は、高濃度グルタミン酸の興奮毒性に起因す
る神経変性を抑制することが明らかになっ
た。	
 
	
 次に、PER2 の過剰発現が興奮毒性に起因
する神経変性に与える影響を調べた。そこで、
大脳由来の培養神経細胞において PER2 量を
増加させて、高濃度グルタミン酸に曝露した。
その結果、PER2 の発現を増加しなかった場合、
高濃度グルタミン酸への曝露に伴って、変性
した神経細胞の割合は約 37％にまで上昇す



るが、PER2 過剰発現細胞では 54％にまでそ
の割合が顕著に増加した(図２)。以上の結果
から、PER2 量の増加に伴って神経細胞は興
奮毒性に対して脆弱になること、さらに
PER2 量の低下に伴って神経細胞は興奮毒性
に対して抵抗性を示すことが判明した。	
 
	
 

 
 
図 2：高濃度グルタミン酸曝露に起因する神
経変性に及ぼす PER2の影響 
神経細胞中で、神経変性している細胞（神

経突起の退縮・断片化、および核の萎縮・断
片化が認められる細胞）の割合を定量し、平
均値±標準誤差で示した。データは独立した 3
回もしくは 4回の実験の平均値。Vehicleはグ
ルタミン酸の代わりに水で処理した場合、
Glutamate は高濃度グルタミン酸で処理した
場合を表す。各実験において、それぞれの条
件について 100個以上のGFP陽性細胞を調べ
た。**p<0.01, ***p<0.001 (ステューデントの
t検定)。 
 
(3)  ALS モデル細胞の神経変性に対して
PER2 量の変化がどのような影響を及ぼすか
を次に調べた。具体的には、大脳由来の培養
神経細胞において、PER2 量を変化させた場
合に、変異 SOD1に伴う神経変性に及ぼす影
響を調べた。その結果、PER2 量を減少させ
ると、神経変性する細胞の割合が低下した。
逆に、PER2 を増加させると、神経変性する
細胞の割合が顕著に増加した。これらの結果
から ALSモデル細胞の神経変性においても、
PER2 量の低下が神経保護作用を示すことが
示唆された。 
 
(4) PER2量の低下が生体内においても神経保
護作用を示すか否か検証するため、ALSモデ
ルマウスにおける PER2 の役割を調べた。こ
の目的のため、PER2 を過剰に発現する ALS
モデルマウスと PER2 の発現が減少している
ALSモデルマウスを作製した。ALSモデルマ
ウスでは、運動神経の脱落によって、投射先
の筋委縮が引き起こされ、疾患の進行に伴い
体重が減少することが知られている。そのた
め、野生型マウスは老齢化が進むまで体重が
増加傾向にあるが、ALS モデルマウスでは、
ある時期を境に体重が減少傾向に転じる。従
来の多くの研究において、体重がピークに至

る時期を測定して、病態の指標とする方法が
広く利用されている。そこで PER2 量の変化
が、この病態に及ぼす影響を調べた。その結
果、PER2 量の低下に伴って、病態が緩和さ
れる傾向が観察できた。一方、PER2 量の増
加によって、病態が進行する傾向が見出され
た。さらに、脊髄における運動ニューロンの
変性の度合いを調べたところ、PER2 量の低
下によって、運動ニューロンの変性が緩和さ
れる傾向が観察できた。一方、PER2 量の増
加によって、神経変性が進行する傾向が見出
された。このことから、PER2量は in vitroお
よび in vivoにおいて、神経保護に大きく関与
することが示唆できた。これらの知見から、
概日時計に関与する分子が神経保護機構に
大きく寄与しているという、極めてユニーク
な現象が明らかになった。また、概日時計を
調節することによって、神経変性を緩和でき
る可能性が示唆できた。 
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