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研究成果の概要（和文）：体内時計は時計遺伝子産物の間相互作用や、転写制御により説明されてきた。この研
究では、ミトコンドリアに存在する陽イオン交換体（LETM1）が、ハエのペースメーカーニューロンでは細胞質H
+リズムを形成し、ラットのペースメーカーニューロンでは細胞質Ca2+濃度リズムを形成することを明らかにし
た。これらの概日イオン濃度変動は、神経生理学的な出力リズムを形成する上で重要である。さらに本研究で
は、LETM1ノックダウンにより、時計遺伝子の転写翻訳リズムが遅延したり、抑制されることを明らかにした。
これらの結果は、代謝に並行するLETM1を介したイオン輸送が、時計コア振動を安定化させていることを示唆し
ている。

研究成果の概要（英文）：To anticipate daily energy demands, cellular metabolic pathways are closely 
associated with circadian clock mechanisms. Molecule to molecule interactions and enzymatic 
phosphorylation intermediate molecular clock movements and metabolisms whereas related ionic 
movements were not well characterized. Here we find that mitochondrial cation antiporter (LETM1) 
drives circadian cytosolic H+ rhythms in Drosophila lateral neurons and cytosolic Ca2+ rhythms in 
rat suprachiasmatic nucleus neurons. These ionic oscillations may drive neurophysiological output 
rhythms in circadian pacemaker neurons. Moreover, knockdown of LETM1 prolonged or damped clock gene 
transcriptional and translational rhythms in circadian pacemaker neurons. Therefore, circadian ionic
 rhythms caused in parallel with metabolic activities via LETM1 could be a feedback signal to 
stabilize core clock oscillations, which strengthen neural pacemaker functions.

研究分野： 分子神経生理学

キーワード： 体内時計　細胞内カルシウム　細胞内プロトン　視交叉上核　外側ニューロン　概日ペースメーカー　
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体内時計発振は、時計遺伝子産物の相互作用や転写制御により説明されてきた。また近年では、代謝振動が組み
合わさってリズムを形成することが明らかにされている。本研究ではミトコンドリア内膜に存在するLETM1を介
したCa+/H+の交換に概日リズムが存在することや、これらのイオン濃度リズムが時計遺伝子転写翻訳リズムや行
動リズム形成に重要であること（イオンによるフィードバック）を明らかにした。これまで、哺乳類のペースメ
ーカーニューロンでは概日Ca2+濃度リズムが存在することは知られていたが、ハエでは、Ca2+濃度に代わりH+濃
度がリズムを刻んでいることを、初めて明らかにした点も大きな学術的な成果といえる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

地球の自転周期で変動する数多くの生命現象は、体内に存在する自律的な振動機構（体内時計）

により調節されている。これまでの研究により、真核生物では、ほぼ例外なく細胞内に何らかの

体内時計機構が組み込まれていることがわかっている。また、約 1日の周期で転写・翻訳が繰り

返される「時計遺伝子」が、細胞レベルの体内時計制御機構の中核を担うことが示唆されている。

一方、近年、細胞核の無いヒト赤血球においても、ペルオキシレドキシンの酸化還元レベルに、

明瞭な概日リズムが存在することが報告されるなど、これまでに説明されてきた「時計遺伝子産

物間の相互作用（Protein-Protein インターラクション）や、遺伝子産物による転写・翻訳フィ

ードバック制御」のみで細胞時計の振動メカニズムを説明し難いこともわかってきている。 

動物の体内時計システムを考えた場合、ほぼ全身に発現する時計遺伝子の存在を根拠に、末梢

時計というコンセプトが形成された。しかし、脳に存在する中枢ペースメーカーニューロンを破

壊すれば、全身の統合的なリズムは消失するため、最も重要な時計の仕組みはこれらのニューロ

ンに内在されているか、あるいは、その出力経路にあると考えるのが妥当であろう。これまでの

膨大な生理学実験結果に基づき、哺乳動物では、視床下部視交叉上核（SCN）ニューロンが、キ

イロショウジョウバエの場合、側方ニューロン（LNs）が体内時計の中枢ペースメーカーである

ことがわかっている。では、これら時計ニューロンに固有の細胞内振動機構とは何であろうか？ 

われわれのグループは 2003 年に、SCN のスライス培養に Ca2+感受性蛍光タンパク質（Yellow 

Cameleon；YC2.1）遺伝子を導入し、このシグナルを顕微鏡上で長期安定測定する手法を開発し、

個々の SCN ニューロンの細胞内 Ca2+濃度に、概日リズムが見られることを世界に先駆けて報告し

ている。また、この概日 Ca2+濃度リズムは、活動電位や電位依存性 Ca2+チャネルを遮蔽した後も

持続する内在性の（恐らくは cADP リボース感受性小胞体 Ca2+放出）振動であることを報告して

いる。時計遺伝子 Bmal1 のドミナントネガティブ体強制発現や RNA 干渉により、SCN ニューロン

の概日 Ca2+濃度リズムが消失すること（Ikeda & Ikeda, J Neurosci 2014）から、Bmal1 の影響

下（核支配）にある細胞内 Ca2+濃度調節機構が、このリズム発振に不可欠であると考えられる。 

SCN ニューロンにおける概日 Ca2+濃度リズムを Neuron 誌（Ikeda, et al, 2003）に報告した

当初は、植物細胞においても同様の概日 Ca2+濃度リズムが報告されていたため、このリズムが種

間や細胞種を超えて普遍的な現象であると考えられた。しかし、この 10 年間のわれわれの研究

により、少なくとも動物細胞においては、成熟 SCN 細胞の他に同様の概日 Ca2+濃度リズムは存在

しないことが明らかになってきた。つまり、SCN プロジェニター細胞に Yellow Cameleon を発現

させた細胞株（SCN2.2YC）では、時計遺伝子 Per1 の転写リズムが確認されるが、概日 Ca2+濃度

リズムは存在しなかった（Takeuchi et al. Sci Rep 2014）。また、ショウジョウバエの前胸腺

細胞においても、SCN ニューロンと同じレベルの概日 Ca2+濃度リズムは存在せず、時計遺伝子発

現リズムのみが観察された（Morioka, Matsumoto & Ikeda, Nature Communications 2012）。さ

らに、時計遺伝子 Bmal1 のレポーターが組み込まれたヒト網膜色素上皮由来の細胞株（hRPE）

に、Yellow Cameleon を加えて安定発現させた細胞株を作成し、細胞リズムを解析したところ、

Bmal1 発現リズムは観察されたものの、大きな概日 Ca2+濃度リズムは観察されなかった。現在の

ところ、概日ペースメーカーニューロンに固有の振動メカニズムはわかっておらず、この概日

Ca2+濃度リズムはそのメカニズムの解明にとって糸口となる可能性が高いと考えられた。 

 
２．研究の目的 

こうしたことから、本研究ではまずキイロショウジョウバエ LNs のイオン濃度リズム解析を

試みた。YC2.1 発現系統を用いた予備実験で、キイロショウジョウバエ LNs では、細胞質 Ca2+濃



度の概日変動が小さく、少なくとも SCN ニューロンと同じレベルの概日 Ca2+濃度変動は検出され

ないことが明らかとなった。一方で、蛍光タンパク質の輝度変化により、細胞質 H+濃度に概日リ

ズム（周期的な酸性化）が推定された。そこで、本研究ではレシオメトリックなH+センサー（deGFP4）

を発現するキイロショウジョウバエの作出を行い、これを用いて概日リズムを解析することを

目指した。また、予備実験により、H+リズムの発生源を推定するために、さまざまな H+トランス

ポーターのノックダウン系統を作成し、これらの行動リズム解析を行い、ミトコンドリア LETM1 

（leucine zipper-EF-hand containing transmembrane protein 1）RNAi 系統において、自由継

続リズムが長周期化することを突き止めていた。さらに、上記の研究背景に加えて、バーゼル大

学の研究グループを中心に、線維芽細胞のミトコンドリア形状が、約 24時間の周期性をもって、

顆粒状からチューブ状へと変化することや、このミトコンドリアの形状に見られる概日リズム

と ATP 産生の概日リズムが、共に DRP1（Dynamin-related protein 1)に依存して形成されてい

ることが報告されるなど（Schmitt et al, Cell Metab 2018）、細胞レベルの概日リズム形成に

ミトコンドリアが強く関与する可能性が考えられた。こうした経緯から、本研究では、時計ニュ

ーロンのイオンリズム形成におけるミトコンドリアの機能解明を目指した。また、LNs における

核内 PERIOD/TIMLESS 発現を解析し、LETM1 ノックダウンが核内時計タンパク質の発現に及ぼす

影響を解析することとした。さらに、hRPE 細胞やラット SCN ニューロンにおける LETM1 ノック

ダウン解析を行い、哺乳動物の時計細胞におけるミトコンドリアの機能解析も試みることとし

た。 

 

３．研究の方法 

本研究では、下記の実験 1－5 を行うことで、体内時計におけるミトコンドリアの役割を、特に

LETM1 の役割に注目して解析を進めた。 

（1） レシオメトリック蛍光 pH センサーdeGFP4 を LNs 特異的に発現するトランスジェニック

バエを作出し、前蛹の中枢神経系の組織培養を作成し、LNs における細胞質 pH イメージングを

行った。実験には、deGFP4 発現系統（Pdf-gal4; UAS-deGFP4）と、LNs 特異的に LETM1 をノック

ダウンすると同時に deGFP4 を発現させた系統（Pdf-gal4; UAS-deGFP4; UAS-Letm1RNAi）を用い

た。プロトン特異的イオノフォアであるカルボニルシアニド-m-クロロフェニルヒドラゾン（CCCP）

による人為的な酸性化の大きさを指標に、定常状態における細胞質 pHの概日リズムを解析した。 

 

（2） LNs 特異的 GFP 発現系統（Pdf-GAL4-pl2c）と、追加的に LNs 特異的に LETM1 をノックダ

ウンした系統（Pdf-GAL4-pl2c; UAS-Letm1RNAi）の成虫脳を、恒暗条件での飼育 4 日目の異なる

時刻（4時間毎）に解剖し、抗 PERIOD 抗体および抗 TIMESESS 抗体を用いて二重免疫染色を施し

た。共焦点レーザー顕微鏡を用いて各染色画像を取得し、LNs の核領域における平均蛍光輝度を、

画像解析ソフトを用いて解析した。 

 

（3） スライス培養したラット SCN に対して、遺伝子銃を用いて YC3.6、Letm1 shRNA および

Bmal1-luciferase 遺伝子を導入し、細胞質 Ca2+濃度や Bmal1 転写活性にみられる概日リズムを

解析した。なおルシフェラーゼ発光を画像解析するため、暗箱内に顕微鏡および超高感度冷却

EM-CCD を設置し解析に用いた。 

 

（4） ミトコンドリアへの Ca2+取り込みを正確に評価するために、本研究ではケージド Ca2+（NP-

EGTA-AM）を細胞にロードし、細胞質においてこれを光分解（フォトリシス）させることで人為



的に細胞質Ca2+濃度を上昇させ、その結果として生ずるミトコンドリア内のCa2+応答を評価した。

なお、実験には hRPE 細胞と、ラット SCN スライスを用いた。ミトコンドリア内の Ca2+濃度は

Rhod-2 蛍光 Ca2+インジケーターの染色により評価した。 

 

（5） 磁気ビーズを用いたミトコンドリア単離キットを用いて、hRPE 細胞からミトコンドリア

を単離し、これを滴定型マイクロカロリーメーター（VP-ITC）チャンバーにセットした。単離後

12ｈ-84ｈの範囲で、ピルビン酸の滴定を行い、それによって生ずる熱産生に概日リズムが存在

するのかを評価した。 

 

４．研究成果 

本研究では、上記の１－５を通して数多くの研究成果を得た。 

実験１においては、CCCP 投与により誘発される細胞内酸性化の大きさを指標に、LNs の細胞質

における明瞭な概日 H+濃度リズムの存在を明らかにした。また、Letm1 のノックダウンにより、

このリズムが消失することも明らかになった（図１）。 

 

 
 
図１．deGFP 蛍光比測定による LNs 細胞質 H+濃度解析．コントロール（左）では、昼間の CCCP 投
与で大きな酸性化が引き起こされることがわかる。これは定常状態の LNs 細胞質 H+濃度が夜間
に比べてアルカリに傾いていることを示している。同様の実験を LNs 特異的 LETM1 ノックダウ
ン系統で行った結果（中央）、昼夜差がほとんど検出できないことが明らかになった。右の図に
は、LNs における CCCP 誘発性プロトン流入（細胞内酸性化）の振幅を 3 時間毎に解析した結果
を示した。 

 

実験２においては、ショウジョウバエ LNs の核内 PERIOD タンパク質発現リズムや TIMLESS タ

ンパク質の発現リズムが Letm1 ノックダウンにより長周期化することが明らかになった。この

変化は Letm1 ノックダウンによる概日行動リズムの長周期化と矛盾しない結果である。 

 

実験３においては、ラット SCN ニューロン細胞質において観察される概日 Ca2+濃度リズムが、

Letm1 ノックダウンにより徐々に減衰することが観察された（図２）。さらに、Bmal1 転写活性リ

ズムは、Letm1 ノックダウンにより振幅が半分以下に抑制されることも明らかとなった（図２）。 

 

実験４においては、hRPE 細胞とラット SCN ニューロンのそれぞれにおいて、ミトコンドリア

Ca2+取り込みの大きさに概日リズムが観察された。取り込みのピークは明期後半（ZT8 時）であ

り、これは細胞質 Ca2+リズムにおいて Ca2+濃度の減少期と一致していた。hRPE細胞の Letm1 shRNA

安定発現株において同様の評価を行ったところ、ミトコンドリア Ca2+取り込みの減少と、細胞質

Ca2+濃度上昇の増大が観察された。 

 



   
 
図２．ラット SCN スライス培養における細胞質 Ca2+濃度リズムと時計遺伝子（Bmal1）転写リズ
ムの解析．(a)カルシウムセンサー（YC3.6）の蛍光、Letm1 shRNA の発現マーカーとしての赤色
蛍光タンパク質（RFP）蛍光、および Bmal1 ルシフェラーゼ発光像を示した。(b) SCN ニューロ
ンにおける細胞質 Ca2+濃度にみられる概日リズムは Letm1 ノックダウンにより徐々に減衰した。
(c)Letm1 ノックダウンにより Bmal1 転写リズムは強く抑制された。 
 

実験５においては、ピルビン酸滴下時のミトコンドリアの熱量産生を、単離条件で 82 時間に

および測定を行ったが、概日リズムは検出されなかった。 

 

 以上の結果は、キイロショウジョウバエ LNs においては、(i)概日 Ca2+濃度リズムの代わりに

H+濃度リズムが観察されること、(ii)そのリズムは Letm1 を介して引き起こされることを示唆し

ている。さらに、本研究により(iii)LNs における Letm1 ノックダウンは、時計遺伝子産物

PERIOD/TIMLESS の核内発現リズムを遅延させることも明らかとなった。また、ラット SCN ニュ

ーロンにおいては、(i)細胞質 Ca2+濃度にみられる概日リズムは Letm1 に依存していることや、

(ii)Letm1 はミトコンドリアへの Ca2+取り込みを制御していることが明らかとなった。さらに、

(iii)時計遺伝子 Bmal1 の転写リズムは、Letm1 の発現に大きく依存していることも明らかにな

った。LETM1 は、キイロショウジョウバエでは H+/K+交換輸送体として働き、哺乳動物では Ca2+/H+

交換輸送体として働くことが知られているので、LETM1 を介して概日振動するイオンの種類は、

生物種によって異なる可能性が高い。いずれにせよ、これらのミトコンドリア代謝と連動する細

胞質イオン濃度リズムは、活動電位発火頻度調節などを通して、神経生理学的なリズム出力に直

結するものと思われる。また、細胞質における概日イオン濃度リズムは、フィードバックして時

計遺伝子の振動を制御し、体内時計ペースメーカーの振動を安定化させている可能性が高い。こ

れらの結果は、LNs や SCN ニューロンにおいては、時計遺伝子転写翻訳フィードバックリズムや

代謝リズムの他に、イオン濃度リズムが複合的に組み合わさることで、体内時計中枢ペースメー

カーに固有の強い振動体を形成していることを示唆している。 
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