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研究成果の概要（和文）：哺乳類の冬眠の開始や終了などには時刻依存性が報告されており、低温でも機能する
計時機構の存在が推察されていた。この最有力候補は脳深部に存在する概日時計中枢であるが、冬眠中の哺乳類
動物の視交叉上核において時計遺伝子の転写リズムが継続するか否かは長く議論が続いていた。これまで我々は
マウスの視交叉上核における細胞内Ca2+リズムおよび転写リズムの長期イメージング計測を行ってきた｡本研究
課題では、長期光イメージング計測を最大限活用し、低温環境下での視交叉上核の概日Ca2+リズムと転写リズム
の光イメージングにより解明することを試みた。

研究成果の概要（英文）：In mammalian hibernators, a time dependence of the onset and termination of 
hibernation has been reported. There might be a timekeeping mechanism in the body that can function 
at low temperatures, and the most likely candidate is the suprachiasmatic nucleus, the master 
circadian clock in the brain, but whether the transcriptional rhythm of clock genes continues has 
long been debated. We previously established long-term imaging of intracellular Ca2+ and 
transcriptional rhythms in the suprachiasmatic nucleus and found that intracellular circadian Ca2+ 
rhythms persist even in the suprachiasmatic nucleus, where the key clock gene is lacking. This led 
to the idea that circadian Ca2+ oscillations might be a timekeeping system with a transcription 
loop-independent oscillation mechanism. In this project, we attempted to elucidate the dynamics of 
circadian Ca2+ and transcriptional rhythms in the suprachiasmatic nucleus under low-temperature 
conditions using optical imaging. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、代表者の榎木が確立した長期光イメージング計測のアドバンテージを最大限活用し、低温環境
下での視交叉上核の概日Ca2+リズムと転写リズムのダイナミクスを光イメージングにより解明することを試み
た。また分担者の金は、培養細胞を用いたケミカルバイオロジーの手法を駆使して、概日時計におけるCa2+シグ
ナリングの役割を追求した。本研究により､低温でのリズム発振メカニズムを解明し、冬眠休眠実行の分子ネッ
トワークの核心に迫る結果を得た。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の概日リズムは、視床下部の視交叉上核に存在する中枢時計により制御される。冬期の食

糧不足のような厳しい環境下では、幾つかの哺乳類は休眠や冬眠に見られるような基礎代謝や

熱産生能が低下する低体温状態を引き起こすが､温度補償能をもつ中枢時計がこうした低体温時

にもリズムを維持するか否かについては､長年の議論があるものの決着がついていない。これま

で本研究班の代表者の榎木は、マウスの視交叉上核における細胞内 Ca2+リズムおよび転写リズ
ムの長期イメージング計測を行ってきた (Enoki et al., PNAS. 2012, 2017, 2018など)。驚くべ
きことに、主要な時計遺伝子である Cryptochrome 1/2遺伝子が欠損し、転写フィードバックル
ープ (転写ループ)が停止した状態の視交叉上核でも、細胞内の概日 Ca2+リズムは明瞭に継続す
ることを見出した (Enoki et al., Scientific Reports 2017)。そのため概日 Ca2+振動は転写ルー
プに依存しない振動メカニズムを有する計時システムではないかとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
冬眠動物の視交叉上核の時計遺伝子の転写のリズム性の有無に対しては、計測時点ごとに異な

った個体を用いて解析していた為、リズム解析の精度が低いという問題点があった。本研究課題

では、榎木が確立した長期光イメージング計測のアドバンテージを最大限活用し、低温環境下で

の視交叉上核の概日 Ca2+リズムと転写リズムのダイナミクスを光イメージングにより解明する
ことを目指した。また分担者の金は、培養細胞を用いたケミカルバイオロジーの手法を駆使して、

概日時計における Ca2+シグナリングの役割を追求することを目指した。 
 
３．研究の方法 
榎木は､恒温恒湿器内に低温計測用の顕微鏡システム

を設置し、低温条件での視交叉上核培養スライスのタ

イムラプス計測法を確立した (図 1)。マウス視交叉上核
から作成した培養スライスにアデノ随伴ウイルスを感

染させ､赤色蛍光Ca2+レポーター(jRGECO1a)および時
計遺伝子 Bmal1 および Per2 の蛍光レポータータンパ

ク質を発現させ (Bmal1-nls-Venus/Per2-nls-Venus)､
15℃~35℃の様々な温度条件下で時計遺伝子の転写と

細胞内 Ca2+の長期蛍光イメージング計測を行った。 
また金は､概日リズムの温度補償性について解析し

た。これまでに転写ループは細胞内 Ca2+シグナルによって調節されていることを明らかにして

きた (Genes and Development, 2014)。本研究では、概日時計の特徴的な温度特性・温度補償性 
(概日時計の発振速度が生理的温度範囲で保たれる性質)に着目し、薬理学的なランダムスクリー

ニングによる概日振動体の実体解明に挑戦した。 

 

図 1. 低温環境における光イメージン

グ解析 



 

 

４．研究成果 

マウスの視交叉上核の生細胞イメージ

ングを行い、常温 (35度)から低温(15
度)へと段階的に温度を下げた際には、

時計遺伝子の転写リズムおよび細胞内

Ca2+リズムの振幅が温度低下に応じて

減弱することが分かった。さらに 15度
の低温環境においては、転写リズムと

細胞内 Ca2+リズムともにリズム性が検

出されないこと分かった(図 2)。また
15度から 35度への復温により、転写

リズムおよび細胞内 Ca2+リズムは再び検出可能となったが、この際、復温後のリズム位相はリ

セットされることを見いだした｡重要なことに、この低温リセットの際には細胞内 Ca2+リズム
は直ちに安定な 24時間周期のリズムを示すのに対し、Per2や Bmal1の転写リズムは、数日

かけて安定な振動に至ることが分かった。これらの結果より、Ca2+リズムはリセットに際して

即座に位相が安定し、それに追随して時計遺伝子の転写リズムの位相が安定状態になることが

分かった (Enoki et al., Biorxiv, 2022)。 

またケミカルバイオロジーの手法により､

CaMKII 阻害剤、および細胞膜のイオン輸送タ

ンパクであるNa+/Ca2+ exchanger (NCX) 阻害

剤の存在下では、転写リズムの温度補償性が破

綻することを見出した。さらに解析を進めたと

ころ、細胞内 Ca2+-CaMKII シグナルは温度低
下によって NCX 依存的に活性化し、転写ルー

プの振動速度低下を補償することを突きとめ

た。すなわち温度補償性とは、低温で活性化す

る Ca2+シグナルによって、本来であれば低温で

速度低下する生化学反応が活性化されることで

成立していた (Kon et al., Science Advances, 
2021; 図 3)。そして、さらに解析を進めたとこ

ろ、NCXや Ca2+シグナルの役割は、哺乳類だけでなく、昆虫や植物、細菌においても保存され

ていることが明らかとなった。そのため、概日性 Ca2+振動こそが、共通祖先から受け継がれた

概日時計の振動本体ではないかとの着想を得た（図 2）。また、本研究では時計遺伝子が低温に
応答する性質を利用して、細胞内の低温性 Ca2+シグナルを、時計遺伝子 Per2の転写レポーター

を用いて計測する検出系を構築した(Wang et al., Scientific Reports, 2022)。 
 

図 2.マウス視交叉上核の Ca2+リズムと Bmal1 転写

リズムに対する低温の影響 

図 3. Ca2+振動による転写ループの制御 
NCXは低温応答 Ca2+流入を担い、概日 Ca2+
リズム生成にも寄与している。 
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