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研究成果の概要（和文）：本研究は、ルシフェラーゼレポーターを用いて、無麻酔・無

拘束の動物の遺伝子発現をリアルタイムで体表より定量･解析するシステムを構築

し、遺伝子レベルでの環境や薬物への応答、臓器間相関などを解明することを目的

として行われた。 2台のCCDカメラによるステレオ撮像による距離に応じた発光値の

リアルタイム補正プログラムと発光マーカーによる自由行動マウスの目的部位追跡プログ

ラムを開発した。本システムを用い、無麻酔・無拘束マウスの嗅球、大脳皮質、皮膚における時

計遺伝子Per1およびBmal1発現を数日にわたり計測し、両遺伝子に特徴的なリズム変動を測定し

た。本システムは、自由行動個体の遺伝子応答を行動と同時に多くの組織で計測することを可能

とし、社会的接触、母性行動などに伴う遺伝子発現など、広範な研究に応用が可能な優れたシス

テムである。 

 

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop a real-time monitoring system for reporter 
gene expression from the body surface of freely moving mice which can respond to various 
environmental stimuli. Using 2 CCD cameras, we performed stereoimaging to identify the 
region in a space and calibrated the luminescence in real-time. We tracked the region 
of interest by using 3 markers surrounding the region. By using this system and programs, 
we succeeded in demonstrating Per1-luc and Bmal1-luc expression from the olfactory bulb, 
cerebral cortex and skin simultaneously from freely moving mice at real time for more 
than 3 consecutive days. The system we developed enables us to monitor gene expression 
not only in single animal but to various social signals.                                
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１．研究開始当初の背景 
生物は、内因性の概日振動機構「生物時計」

により駆動される 24 時間周期のリズムを生
体の殆どの機能に発現する。リズム発振のサ
イクルがある地球環境において、原核生物か
らヒトまでの生物が発達してきた、共通の生
存戦略である。リズム発振の細胞内分子メカ
ニズムは、1997年のほ乳類時計遺伝子クロー
ニング以来、飛躍的に進展を遂げた。一方、
時計遺伝子クローニングや、その発現の発光
レポーターによる計測技術の普及で、胚細胞
を除く生体のすべての細胞は時計遺伝子発
現に明瞭な概日リズムがあり、分子時計が各
細胞で振動していること、各末梢臓器の「末
梢時計」が存在し、中枢時計である視床下部
視交叉上核（SCN)が全統合することで、生体
が調和のとれた生理機能リズムを示すこと
が明らかとなった。しかし、多数の振動細胞
から構成され、複数のペースメーカーのカッ
プリングにより安定した周期を発振する多
振動体階層構造をもつ SCNの中枢時計におい
て振動細胞がいかにカップリングして安定
した単一周期のリズムを発振するかは未だ
不明であった。また、各末梢時計へのリズム
情報の伝達、特に、明暗サイクルのみならず、
発達や季節変動で変化する行動リズムの調
節メカニズムは全く不明であった。視交叉上
核の主要な神経ペプチドである VIPが SCN細
胞間カップリングに重要な機能を示すこと、
テトロドトキシンによるシナプス連絡の遮
断では、時計遺伝子発現リズムのわずかな振
幅低下のみと言う報告と、著しい振幅低下と
脱同期という、相対する報告があり、リズム
カップリングにおける神経連絡の意義につ
いては不明の点が多かった。また、時計遺伝
子発現の測定の多くは培養系での検討であ
り、時計への入力、出力系が intact である
無麻酔・無拘束動物における発光計測は未だ
行われていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究は、自由行動下でのマウスの全身の
様々な臓器における遺伝子発現を同時にリ
アルタイムで計測・解析するプログラムを備
えた計測システムを作成することを目的と
して行われた。また、本システムを用い、光、
温度などの環境刺激や他の動物との接触な
どの社会的要因、薬物投与への反応などを、
全身の多くの臓器で同時に計測すると共に、
自発行動、睡眠覚醒、摂食・飲水などの行動
出力との相関を検討することにより、マウス
の遺伝子応答、臓器間相関を明らかにする測
定系を構築することを目的とした。 

研究には、安定したリズム発振、予測
可能な位相変化など、生理的範囲の変動
を高精度に評価できる時計遺伝子のレ
ポーターを用い、計測システム構築、基

礎データの蓄積による検討、解析プログ
ラムの作成を同時進行で進めた。 
 
３．研究の方法 
実験動物：時計遺伝子 Per1 発現、Bmal1発現
を発光活性にてリアルタイムで計測できる
Per1-luc,と Bmal1-Elucの 2種の時計遺伝子
レポーターマウスの雄の成獣個体を用いた。
これらのマウスは自家繁殖し、明期 12 時間
暗期 12時間の，温度湿度を調整した動物室
で飼育した。 
 
in vivo 計測系：恒温・恒湿室に計測用特注
ケージを設置し、EMCCDカメラ、目的位置の
トラッキングのためのマーカー発光装置な
どを組み込んだ。 
カメラからの位置補正を行い、発光値を標

準値により補正して、場所による補正を行っ
た。また、3 点マーカーによる動体追跡法を
確立し、追跡・定量プログラムを完成した。 
 
基質注入と血中基質レベル計測：基質ルシフ
ェリンは、オスモティックミニポンプの腹腔
内埋め込み、ないしプログラム注入による連
続投与法により行った。血中ルシフェリン濃
度は、尾先端からの連続採血後、HPLC 法にて
計測した。 
 
４．研究成果 
(1)ルシフェラーゼレポーターを用いた、遺
伝子発現量の体表からの定量システムの構
築：マウスの嗅球上部の頭蓋骨を削り、嗅球
からと、耳･鼻・尾等の無毛部の発光を計測
し、発光計測のための露光時間、昼夜差など
を検討した。まず、腹腔内ルシフェリン注射
による基質投与で、昼と夜との発光計測を行
い、時間経過に伴う発光量を計測し、注射直
後の指数関数的に減少，その後 30 分程度の
安定期を経てゆっくりとバックグラウンド
レベルに戻ることが確認された。発光量の時
間経過に昼夜差は検出できなかったが、安定
期の発光レベルには明瞭な昼夜差が見られ
た。Per1-luc は 0.5 秒露光、Bmal1-ELuc は
1 秒露光で昼夜差を検出できること、その差
異は、遺伝子発現量の昼夜差を反映し、基質
の代謝の差異にはよらないことを確認した。
現在、広く用いられている麻酔下での in vivo
計測は、基質投与方法、投与直後の測定は定
量が難しく、安定期を待たなければならない
こと、概日変動を測定する場合は、基質の蓄
積による誤差を生じやすいこと、などの問題
点があることも明らかとなった。 
自由行動中のマウスの遺伝子発現量の連

続撮像と発光量補正のため、２台の EM-CCD
カメラによるステレオ撮像を行なった。
Per1-luc および Bmal1-Eluc マウスの目的部
位の発光レベルを数日間計測し、いずれも明



瞭な概日変動を示すこと、両マウスでの発光
パターンは、ex vivo計測や RT-PCRの結果と
同様，逆位相を示し、内因性の生理的変動が
検出可能であることを証明した。 
 
(2)自由行動中のマウスの目的部位を確実に
追跡しつづける動体追跡プログラムの作
成：マウスの体表から複数のターゲット部位
を自動認識するため、目的部位を発光マーカ
ーにて囲み、マーカーのパターン認識により、
一旦視野から消えても着実に追跡できるよ
う動体追跡プログラムを作成した。嗅球、大
脳皮質は上部の頭蓋骨を薄くして透明度を
上げ、さらに補強することで発光計測を容易
にした。また、背部皮膚の遺伝子発現も計測
した。無毛のために発光量の高い両耳と鼻先
もマーカーとして利用した。これら 6カ所を
同時に追跡し、目的部位の三次元空間内での
位置と発光量をリアルタイム計測するプロ
グラムを完成させた。 
 
(3)カメラからの距離に伴う発光量変動の補
正解析プログラムの作成： マウスが自由に
行動するため、発光レベルは、ルシフェラー
ゼ活性のみならず、カメラと目的部位との距
離により、刻々と変化する。このため、まず、
一定量で発光するマーカーを用いてケージ
空間内の部位による発光量の減少率を詳細
に計測した。この標準値を用いて、目的部位
の空間内位置が確定と同時に位置による発
光量の増減を補正するプログラムを開発し
た。動体追跡、位置の算出、発光計測のプロ
グラムに本プログラムを組み込んで発光量
標準化までをリアルタイムで行うことを可
能とした。 
 
（4）基質ルシフェリンの血中レベルを一定
にたもつ、ルシフェリンの安定的な投与法を
確立と検証： 
基質ルシフェリンの持続注入は２つの方

法によって行った。D-ルシフェリンカリウ
ム塩をオスモティックミニポンプに入
れ 、 腹 腔 内 に 埋 め 込 む 、 あ る い は
iPRECIO ポンプによるプログラム注入
により持続投与を行った。後者では、マ
ウスにハーネスを取り付け、行動を妨げ
ず、連続注入を行った。 
 投与開始後、マウスの尾先端から微量
採血を行い、血漿中のルシフェリン量を
HPLC にて計測し、血中レベルは 1 日を
通して一定に保たれることを確認した。 
 
(5)結論：本システムを用い、基質連続
投与下でマウスの嗅球、大脳皮質、皮膚
の発光リズムを数日間連続計測し、光に
同調した時計遺伝子発現リズムを自発
行動リズムと共に着実に計測するシス

テムを完成させた。本システムは、薬物
投与に伴う全身の様々な臓器における
遺伝子発現の計測、個体間の社会的反応、
母子間の相関などを遺伝子レベルで検
討することができる優れたシステムで
ある。 
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