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研究成果の概要（和文）：多くの生理現象は、約24時間周期のリズムを示す。この概日リズムの中枢は、脳の視交叉上
核（SCN）である。概日リズムの分子機構は、時計遺伝子Per1やPer2などによる転写・翻訳を介したネガティブフィー
ドバックループ機構である。これらの発現振動は、行動リズムに反映される。そこで私たちは、Per1あるいはPer2のプ
ロモーターでルシフェラーゼを発現する2種類のトランスジェニックラットを用いて、自由行動下のラットSCNに光ファ
イバーを挿入し、長期間にわたってPer1とPer2の転写発現リズムをリアルタイムでモニターすることに成功した。今後
は、これらの転写変動と行動リズム変動の関連を解明したい。

研究成果の概要（英文）：In a variety of neuroscience research fields, in vivo real-time monitoring of 
gene activity in the brains of freely behaving animals offers a challenging issue. Circadian gene 
expression in the neurons of the suprachiasmatic nucleus (SCN), a bilateral and small nucleus in the 
hypothalamus, is reflected in locomotor activity. Intracellularly oscillating gene expression is 
generated by a negative transcription-translation feedback loop by clock genes including two 
representative oscillatory genes, Per1 and Per2. In this study, we have succeeded in real-time monitoring 
of Per1 and Per2 transcription separately by detecting the bioluminescence of luciferase (luc) reporters 
using a plastic optical fiber inserted into the SCN of freely moving rats. Studies of in vivo 
transcriptional states of clock genes in freely moving animals should improve our understanding of how 
clock gene expression is reflected in behavioral rhythm.

研究分野：時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
46 億年間、地球は自転し昼と夜を生み出し
続けた。その結果、生物は約 24 時間周期の
概日リズム、体内時計を獲得した。私達はこ
の体内時計のおかげで睡眠、血圧、体温、食
餌のリズムをコントロールできる。体内時計
の中枢は脳の視交叉上核(suprachiasmatic 
nucleus: SCN)である。SCN の細胞内では、他
の脳領域や末梢組織と同様に、時計遺伝子の
転写・翻訳によるネガティブフィードバック
ループ機構により、24 時間のリズムが形成さ
れている。これらの時計遺伝子の中でも、特
に Per1 や Per2 の振動が中核をなすものとし
て注目されている。興味深いことに、これら
の時計遺伝子の発現振動パターンは概日行
動リズムにまで反映される。しかし、自由に
行動できる動物のSCNから継続して時計遺伝
子の発現振動をモニタリングし、概日行動リ
ズムとの関連にアプローチする研究はこれ
までになされていなかった。 
 
２．研究の目的 
コルチゾルやメラトニンといったホルモ
ン分泌や血圧・体温の変動など、私たちの多
くの生理現象は、約 24 時間周期のリズムを
示す。この概日リズムは、脳の視交叉上核
（Suprachiasmatic nucleus: SCN）と呼ばれ
る小さな神経核が、恒常的に時間情報を全身
に発信することにより、形成されている。概
日リズムを形成する基盤となる分子メカニ
ズムは、時計遺伝子 Per1 や Per2 などによる
転写・翻訳を介したネガティブフィードバッ
クループ機構である。転写活性化因子である
CLOCK と BMAL1 は、Per1 や Per2 遺伝子のプ
ロモーター上にある E (E’) –box に作用し、
Per1 や Per2 の転写を促進する。その後、タ
ンパク質へと翻訳された PER1 と PER2 は、同
じく抑制因子である CRY と共に、CLOCK と
BMAL1 の転写活性化因子を阻害する。この結
果、Per1 と Per2 の転写は減弱される。この
ようなサイクルを一日単位で繰り返すこと
で、Per1 や Per2 は、概日振動を示す。興味
深いことに、これらの発現振動は、概日行動
リズムにまで反映される。したがって、私た
ちは、無麻酔・無拘束下の動物のSCNからPer1
と Per2 の転写発現をリアルタイムでモニタ
ーすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
Per1 あるいは Per2 のプロモーターでルシ
フェラーゼ（luc）を発現する 2 種類のトラ
ンスジェニックラット（Per1-luc ラットおよ
び Per2-luc ラット）を用いた。自由行動下
のこれらのラットSCNに光ファイバーを挿入
し、ルシフェラーゼの基質であるルシフェリ
ンを浸透圧ポンプにより直接SCNに持続投与
した（図１、図２）。ラットが自由に行動で
きるように、光ファイバーをシーベルで連結
した。また、生体発光の計測は、恒暗条件下
で行った。 

 リアルタイム PCRに用いた SCNのサンプル
は、レーザーマイクロダイセクション法を用
いて、SCN のみを単離し、RNeasy micro kit に
より RNA を精製し、逆転写反応により cDNA
を得た。 

 

 
４．研究成果 
Per1-luc ラットおよび Per2-luc ラットの
どちらを用いた場合でも、長期間にわたって
明瞭な概日リズムを示す生体発光を計測し
た（図３）。 
 

これらの発光リズムを解析したところ、振動
の大きさは共におよそ 2倍であり、周期長は
どちらも 24 時間であった。しかし、振動の



ピーク時刻は異なっており、Per1-luc の発光
ピークは主観的明期の中頃に、Per2-luc の発
光ピークはそれより 3 時間程度遅れていた
（図４）。 

 
 
これらのピーク時間の違いは、Per1-luc ラ
ットおよび Per2-luc ラットの SCN サンプル
を用いたリアルタイムPCR法による定量によ
っても示された（図５、図６）。 

 
今後は、時差のような SCN の時間恒常性が
破綻するような環境下で、Per1 や Per2 がど
のように変動するか、あるいは短期間の光パ
ルスによる概日行動リズムの位相変動にお
ける Per1 や Per2 の発現変動をモニターし、
これらの再同調過程や行動リズム位相変動
との関連を解明したい。 
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