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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞保護作用のある低温ショックタンパク質CIRPに着目し、冬眠動物での
発現調節機構を解明することを目的とした。冬眠動物であるハムスターの主要臓器において、平常体温時にPCR
法で３本のバンドとして増幅されるCIRP mRNAが冬眠中には１本となること、このような選択的スプライシング
は冬眠準備期ではなく体温低下期に起こった。スプライシング調節は、人為的な低体温でも確認できた。非冬眠
動物（ラットとマウス）においてもCIRPのスプライシング調節が起こり、低体温に誘導できた。これらの成果
は、冬眠の有用な特性を医療応用する基盤となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this work was to clarify hibernation-specific regulatory 
mechanism of gene expression of a cold shock protein, CIRP, which protects cells against harmful 
cold temperature. Three major bands were amplified when RNA samples obtained from various organs of 
euthermic hamsters were applied to RT-PCR analysis. In contrast, one specific PCR product encoding 
functional CIRP was amplified when samples obtained from hibernating hamsters were used. The 
hibernation-specific alternative splicing was not occurred during acclimation period before entering
 hibernation, but became evident after dropping body temperature. The alternative splicing was also 
operated in hamsters, in which hypothermia was induced artificially. The alternative splicing of 
CIRP mRNA can be induced in rats and mice, and hibernation-like hypothermia was successfully 
established in these non-hibernators. These findings may provide a basis for the clinical 
application of valuable property of hibernating animals.

研究分野：神経生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 冬眠中の動物は、虚血再環流傷害や物理
的・化学的侵襲に対する抵抗性が高いなど、
さまざまな特性を持っている。この特性を医
療応用するためには、冬眠動物が極度の低体
温下で細胞機能を維持するメカニズムを解
明する必要がある。低温に抵抗する仕組みに
ついては細胞レベルで研究が進んでおり、低
温ショックタンパク質の重要性が指摘され
ている。低温ショックタンパク質は、組換え
タンパク質を哺乳動物の細胞で合成する場
合、３７℃よりも低い温度（３２℃）で高い
効率が得られる現象を分析する過程で発見
されたタンパク質である。具体的に、RBM3
（RNA-binding motif protein 3）や CIRP 
(cold inducible RNA binding protein)が同
定され、特定の mRNA と結合して安定性を高
め翻訳効率を上げることが示されている。 
 培養細胞での低温ショックタンパク質の
機能解析は進んでいるが、哺乳動物における
生理機能に関する知見は乏しい。ようやく時
計遺伝子の発現調節に寄与することが明ら
かになったばかりである。冬眠動物を対象と
した DNAマイクロアレイによるスクリーニン
グにおいて、低温ショックタンパク質が冬眠
中のクマとジリスで上昇することが明らか
になっている。低温ショックタンパク質に細
胞保護作用があることを考えると、これらの
タンパク質が冬眠を可能にする基盤になっ
ていることが予想される。 
 本研究は、低温ショックタンパク質のひと
つである CIRP に着目し、冬眠動物での発現
調節機構を解明すること、およびその成果を
応用し非冬眠動物を冬眠様の低体温に誘導
することを目指すものである。冬眠時の低温
耐性機序の解明のみならず、冬眠時の低体温
が保有する多くのメリット（例えば、虚血再
環流傷害や物理的・化学的侵襲に対する抵抗
性）を医学領域に応用し、様々な疾病に対す
る新しい解決法の提言に至ることが期待で
きる。 
 
 
２．研究の目的 
（１）CIRP遺伝子の冬眠時特異的な発現動態
をスプライシングのレベルでの調節に着目
して解明する。 
 
（２）人工的な冬眠様の低体温との比較から、
CIRP 発現と低温耐性の関連性を明確にする。 
 
（３）冬眠しない動物に CIRP発現を誘導し、
低温耐性の獲得を実現する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ハムスター心臓における CIRPおよび
RBM3 遺伝子の発現調節 
 予備的な実験では、冬眠中のハムスター
の心臓において、CIRP発現がスプライシン

グの段階で制御を受けることを示す知見を
得ている。この現象を確定的にするために
例数を重ねる実験を始めに行う。RT-PCR法
により、スプライシングバリアントを検出
する。 
 
（２）心臓以外の臓器における CIRP遺伝子
の発現調節 
 CIRP発現がスプライシングの段階で制御
を受けることは、心臓を対象とした実験か
ら明らかにした。心臓以外の臓器において
も、CIRPの選択的スプライシングによる発
現調節が起こるか検証する。特に、脳にお
いて転写後調節が確認できた場合には、視
床下部や延髄、辺縁系、大脳皮質等、部位
ごとでサンプリングし、比較検討する。免
疫組織化学を併用する。 
 全ての臓器で均一に起こる反応であるの
か、脳や心臓など低体温下でもある程度機
能することが要求される臓器に限定される
のかに注目する。前者の場合は、細胞が低
温にさらされることが選択的スプライシン
グの引き金となる可能性が高いので、強制
的な低体温の実験により精査する。一方、
後者の場合は、神経性、液性の調節因子が
存在することを示唆するので、その因子を
同定する方向へ展開する。 
 
（３）冬眠サイクル（準備期、入眠期、低
体温維持期、覚醒期）における CIRP遺伝子
の挙動 
 冬眠を誘発するためには、環境温度や明
期を段階的に下げ、給餌量を少なくすると
いった環境のコントロールが必要となる。
この期間に冬眠に入るための適応性変化が
起こると考えられている。このような準備
期を含め、入眠期（体温が低下する時期）、
低体温維持期、覚醒期それぞれについて、
CIRPの選択的スプライシングを分析する。 
 準備期に CIRP の選択的スプライシング
が起こる場合は、まだ体温が低下する前で
あるので、神経性、液性の調節因子を追究
する方向へ展開する。体温が低下する時期
に劇的な選択的スプライシングが起こるの
であれば、温度低下が引き金になることを
想定する。覚醒前に制御が解除されるかに
ついても検証する。 
 
（４）人為的な低体温状態における CIRP遺
伝子の発現調節 
 麻酔剤と冷却を組み合わせる方法によっ
てハムスターを冬眠と同等の低体温に誘導
する方法を確立しているので、このような
適応性変化がない状態で強制的に低体温を
誘発した場合にも、CIRPの選択的スプライ
シングが起こるか検討する。 
 冬眠様の低体温を誘導するために、脳内
アデノシン系を賦活化する方法を用いる。
麻酔剤と冷却を組み合わせる方法では不整
脈が発生するが、脳内アデノシン系の賦活



化では正常な洞律動が維持されるので、冬
眠により近い低体温であると言える。脳室
内へのアデノシン A1 アゴニスト投与によ
り低体温を誘導し、CIRPの選択的スプライ
シングの有無を検討する。 
 
（５）非冬眠動物における低温ショックタ
ンパク質遺伝子の発現 
 非冬眠動物であるマウスにおいても、麻
酔剤と冷却を組み合わせる方法で低体温に
誘導することができるので、これらの動物
において CIRP の選択的スプライシングが
起こるか検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）ハムスター心臓における低温ショッ
クタンパク質遺伝子の発現調節 
 予備的な実験により、CIRP遺伝子の発現は
スプライシングレベルで冬眠特異的な調節
を受けることが明らかになっている。これを
確定的にするために実験を重ねた。平常体温
時と冬眠時のそれぞれのハムスターの心臓
から RNA を抽出し、CIRP mRNA のスプライシ
ングバリアントの検出を行なった。平常体温
時には３本のバンドが検出されたが、冬眠中
のハムスターから採材したサンプルでは、
CIRP mRNA は１本のバンドとして検出された
（図１）。５例のサンプルで実験を繰り返し
たが、全て同じ結果が得られた。 
 

 
図１ 心臓における CIRP 発現の冬眠特異的
スプライシング調節 
 
 
 塩基配列を読み、すでに明らかとなってい
るマウスの配列と比較したところ、冬眠時に
検出されるバンドが CIRP タンパク質に翻訳
されるべき mRNA であること、平常体温時に
検出される他の２つのバンド（スプライシン
グバリアント）は活性化部位を欠失したタン
パク質に翻訳されることが予想された（図
１）。後者はドミナントネガティブとして機
能し、平常体温時には CIRP 機能を抑制する
作用を持っていることが予測される。急速に
体温低下する冬眠導入期に、スプライシング
のレベルで切り替えを行うことで機能的な
CIRP タンパク質を速やかに発現させる機序
であると考えられる（図２）。 

 

図２ CIRP 発現のスプライシング調節の意
義（仮説） 
 
 
（２）心臓以外の臓器における CIRP遺伝子
の発現調節 
 心臓以外の臓器においても CIRP 発現のス
プライシング調節が起こっているか RT-PCR
法を用いて解析した。平常体温時と冬眠時の
それぞれにおいて、脳、肺、腎臓、肝臓の RNA
を抽出し、CIRP mRNA とスプライシングバリ
アントの mRNA の検出を行なった。平常体温
時には、いずれの臓器においても、CIRP mRNA
とともにスプライシングバリアントの mRNA
が検出された。一方、冬眠時の RNA 発現は、
CIRP mRNA のみであり、スプライシングバリ
アントの mRNAの発現は消失していた（図３）。
脳においては、大脳、小脳、延髄等の部位に
わけて解析したが、部位による明らかな特異
性は検出できなかった。また、精巣において
も同様の解析を行なったところ、冬眠時のみ
ならず平常時にもスプライシングバリアン
トの発現が少ないことが判明した（図３）。 
 

  

図３ さまざまな臓器の CIRP発現 
 
 これらの結果から、CIRPにおける冬眠時特
異的なスプライシング調節機構は、臓器特異
的な機構ではないと考えられる。また、精巣
において平常体温時に冬眠様のスプライシ
ング発現様式を示すことは、精巣の温度は体
温より常に数度低く３３℃付近に保たれて
いることに起因すると思われる。つまり、冬
眠様スプライシング調節は低温という因子
により発現している可能性が示唆された。 



（３）冬眠準備期における CIRP発現 
 冬眠前に必要な冬季への順応期間が CIRP
遺伝子の発現に影響するかを明らかにする
ために、ハムスターを低温及び短日条件下で
飼育し CIRP 発現の解析を行った。４匹のハ
ムスターを同時に低温及び短日条件での飼
育し、３匹のハムスターが冬眠を行なった時
点で冬眠していない１匹を、冬眠の準備期間
の完了したハムスターとした。脳、心臓、肺、
肝臓及び腎臓の RNAを抽出し、RT-PCR法によ
る CIRP mRNA発現を解析した。６例において、
全ての臓器で CIRP mRNA及びスプライシング
バリアントの mRNA が検出された（図４）。こ
の結果から、準備期間に冬眠に先行してスプ
ライシングレベルの調節が起こるものでは
ないことが判明した。冬眠に入るとスプライ
シング調節が完了しているので、この調節は
冬眠導入期に引き起こされることが示唆さ
れた。 
 

 
図４ 冬眠準備期における CIRP発現 
 
 次に、冬眠導入期にスプライシングが変化
するか検討した。自発的な冬眠において導入
期を見極めるのは困難であるため、実験的に
導入期を再現した。冬眠への導入に脳内アデ
ノシン A1 受容体の賦活化が重要であること
が明らかになっているので、A1受容体アゴニ
ストをハムスターの脳室内に投与し、2-8℃
の低温環境下に置いた。直腸温が 10℃に達し
た時点で、脳、心臓、肺、肝臓及び腎臓を採
材し、CIRP の mRNA 発現を解析したところ、
全ての臓器において、スプライシングバリア
ントの発現が少ないことがわかった（図５）。
アデノシン A1 受容体アゴニストを投与した
後に、体温を３７℃付近で維持したハムスタ
ーにおいては、スプライシングバリアントの
mRNA が検出されたので、低体温になることが
必要であることも明らかとなった。 
 

 

図５ アデノシン A1 受容体アゴニストの
脳内投与による低体温誘導時の CIRP発現 

（４）人為的な低体温状態における CIRP遺
伝子の発現調節 
 CIRPの冬眠様スプライシング調節には、低
温という条件が関与している可能性が示さ
れた。そこで人為的に低体温に誘導し、CIRP
のスプライシング調節が起こるか調べた。実
験には、通常の室温で飼育し冬眠しない状態
のハムスターを用いた。吸入麻酔薬であるイ
ソフルランにより体温調節中枢を抑制し、
2-8℃に設定した冷蔵庫内で全身を冷却した。
冬眠の低体温期を再現するため、ハムスター
の直腸温が 10℃付近となるように維持した。
脳、心臓、肺、肝臓、腎臓の RNA を抽出し、
RT-PCR 法によって各臓器における CIRP の
mRNA発現を解析した。いずれの臓器において
も、人為的に誘導した冬眠様体体温の場合に
は、CIRP mRNA およびスプライシングバリア
ントの mRNA が検出された（図６）。つまり、
冬眠時に見られるようなスプライシングバ
リアントの消失という現象は再現できなか
った。したがって、冬眠時特異的なスプライ
シング調節機構は、単純な低体温によっては
引き起こされないことが明らかとなった。 

 

図６ 人為的な低体温下での CIRP発現 
 
 アデノシン A1 受容体の賦活化及び冷却に
よって、CIRPの冬眠様スプライシング調節が
引き起こされることが明らかとなった。一方、
麻酔薬を用いた人工低体温ではスプライシ
ングが調節されなかった。アデノシン A1 受
容体の賦活化による体温低下は、その速度が
非常に遅く、実際の冬眠導入の様子と類似し
ていた。そこで、中枢を麻酔した状態で、冬
眠時のようなゆっくりとした低体温誘導を
行い、その間にスプライシングが変化するか
調べた。吸入麻酔薬であるイソフルランを用
いて中枢を麻酔し、30℃付近に設定した恒温
槽にハムスターを静置し、マイルドな低体温
へと誘導した。マイルドな低体温でしばらく
維持し、臓器から RNAを抽出した。RT-PCR法
の結果、解析対象とした全ての臓器において、
CIRP mRNA のスプライシングバリアントが減
少することが明らかとなった（図７）。 
 したがって、CIRP の冬眠様スプライシング
調節は、冬眠導入期のゆっくりとした体温低
下により引き起こされていることが明らか
になった。 



 

 

図７ マイルドな低体温時の CIRP発現 
 
 
（５）CIRP発現のスプライシング調節と臓器
傷害の関連 
 本研究では、CIRPのスプライシング調節に
よって、低体温耐性がもたらされると考えて
いる。そこで、心臓の組織傷害に着目して、
CIRP 発現のスプライシング調節と臓器傷害
の関連を調べた。図６に示したスプライシン
グ調節の起きない低体温と自然発生した冬
眠（スプライシング調節が起こる）を比較し
た。採材した心臓を HE 染色し組織学的に解
析したところ、人為的低体温では心臓の内膜
面に水腫様変性、細胞質の好酸性の増加、核
の濃縮好酸性の上昇が検出された。一方、冬
眠時にはこのような組織障害が起こってい
なかった（図８）。確証を得られる実験では
ないが、スプライシング調節を起こすことが
臓器障害を軽減させる可能性が示唆された。 
 

 

図８ 心臓の組織学的解析 
 
 
（６）非冬眠動物における CIRP遺伝子の発
現 
 非冬眠動物であるマウスにおいて、平常体
温時にスプライシングバリアントが存在す
るか、人為的な低体温誘導法を適用したとき
にスプライシング調節が起こるかを調べた。 
 平常体温時にマウスにおいても、ハムスタ
ーと同様の CIRP mRNAスプライシングバリア
ントが検出された（図９）。次に、マウスに
対してイソフルランと冷却の組み合わせに
より２種類の低体温を誘導した。急冷し直腸
温を１５℃に低下させた場合にはスプライ
シング調節は起こらなかったが、マイルドな

低体温とした場合には、冬眠中のハムスター
と同じように機能的な CIRP をコードする
mRNAに集約されることが明らかとなった（図
９）。したがって、冬眠しない動物であるマ
ウスにおいても、CIRP のスプライシング調節
には、マイルドな低体温が重要であることが
示唆された。 
 

 

図９ マウスにおける CIRP 発現のスプライ
シング調節 
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