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研究成果の概要（和文）：加齢は体内時計の働きに影響を与え、睡眠の断片化などをもたらすことが知られてい
る。本研究では、主要組織適合遺伝子複合体MHC I の構成因子であるbeta２ミクログロブリンが体内時計の加齢
変化に関与している可能性を検討した。beta 2ミクログロブリンを外来的に投与すると、加齢に伴う変化と同様
に体内時計のリズム周期が延長し、その背景には中枢時計の視交叉上核におけるアルギニンバソプレシン神経細
胞やアストロサイトの存在密度の低下があることが明らかになった。本研究により体内時計の加齢変化が末梢由
来のプロエイジング因子によってもたらされていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It is well known that the function of the mammalian circadian clock is 
altered by aging. In this study, we investigated whether a systemic pro-aging factor, 
beta2-microglobulin is involved in aging-associated alternation of the circadian clock function in 
mice. We found that the administration of beta2-microglobulin induced the elongation of the period 
in the free-running rhythm of clock gene expression in the cultured suprachiasmatic nucleus. It also
 reduced the density of arginin-positive neurons and astrocytes in the suprachiasmatic nucleus. 
These results suggest that a systemic pro-aging factor, beta2-microglobulin is involved in 
aging-associated alternation of the circadian clock function in mice. 

研究分野：薬理学
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  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢は様々な生理機能を同時多発的に変化させる性質をもつこともあり、加齢に伴う生理機能の変化を現象論的
に解析せざるを得ない状況にあった。体内時計研究においても、加齢に伴う行動リズムの異常や、視交叉上核の
神経ネットワーク障害など、大変意義深い研究成果が報告されているにも関わらず、その誘発因子の同定には至
っていない。本研究では、すでに加齢血漿中で増加することが知られているbeta2-ミクログロブリンに着目し、
体内時計機能の加齢変化の誘発因子としての可能性を検証し、これを明らかにした。さらに研究が進展すれば、
加齢に伴う生体リズム障害の新しい診断方法や治療薬の開発にも貢献できる可能性が考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）睡眠覚醒やホルモン分泌リズム等、生体の多くの生理機能には 24時間周期の日内リズム
が観察され、これらは体内時計によって制御される。哺乳類では、視床下部の視交叉上核が中枢
時計として働き、時刻シグナルを全身に伝達して、その他の組織に存在する末梢時計の位相を制
御することによって内的に同調された生体リズムを生みだしている。一方、加齢は認知機能や空
間学習能力等の脳機能の低下をもたらすだけでなく、日内リズムを司る体内時計の働きを変化
させることが知られている（Arellanes-Licea et al., Aging Dis. 2014, PMID 25489492）。ヒト
において、加齢は、深部体温やメラトニン・コルチゾール等のホルモン分泌のリズム振幅の低下
や、起床時刻の前進をもたらし、さらに睡眠の断片化や夜間せん妄を引き起こして睡眠の質や量
を低下させるだけでなく、睡眠覚醒リズムに異常をもたらす（Kondratova et al., Nat Rev 
Neurosci. 2012, PMID 22395806）。また、マウスやラット等のモデル動物を用いた研究により、
加齢は深部体温リズム等の生理リズムの振幅低下だけでなく、恒常暗条件下における自発行動
リズムの周期を変化させたり、外界の明暗環境に対する光同調の程度を低下させることが明ら
かにされている（Asai et al., J Neurosci Res. 2001, PMID11746446）。さらに最近、時計遺伝子
発現レポーター活性のイメージング技術を用いた研究により、加齢は恒常暗条件下における視
交叉上核ニューロン間のリズム位相協調を低下させることが報告され、加齢の作用点は視交叉
上核のニューロン間の神経連絡にあることが明らかにされた（Nakamura et al., eNeuro. 2015, 
PMID26464）。また、時計遺伝子の転写翻訳の 24時間ループの形成に重要なNAD+依存性タン
パク質脱アセチル化酵素 SIRT1の視交叉上核内レベルが加齢に伴い低下し、これが視交叉上核
リズムや行動リズムの加齢変化の起因因子であることが明らかにされている（Chang & 
Guarente,Cell. 2013, PMID23791176）。このように時計遺伝子発現レポーターの開発とそれを
利用したレポーター活性のイメージング技術の発展により、加齢に伴う体内時計の機能変化に
おける分子機序はその詳細が明らかにされつつあるが、しかしながら未だに、視交叉上核の時計
機能の加齢変化をもたらす誘発因子が何なのかという根本的な課題ついては全く解決されてい
ない。 
 
（２）前述したように加齢は体内時計の機能変化だけでなく、認知機能等の高次脳機能の低下を
もたらすことが知られているが、最近、Smithらは、加齢に伴い末梢循環血液中に上昇する液性
因子のスクリーニングを行い、主要組織適合遺伝子複合体 MHC I の構成タンパク質であるβ2
ミクログロブリンが加齢マウス血中で上昇し、海馬依存性認知機能や海馬歯状回ニューロン新
生の加齢に伴う低下の原因物質であることを遺伝子欠損マウスを用いて明らかにした（Smith et 
al., Nature Medicine. 2015, PMID26147761）。β2ミクログロブリンは分子量 11,800の単鎖ポ
リペプチドであり、末梢循環血液中から脳に移行することが知られているため、我々は加齢に伴
い増加したβ2ミクログロブリンが視交叉上核にも作用し、時計遺伝子の発現振動に影響を及ぼ
して体内時計の加齢変化をもたらす原因物質なのではないかと考えるに至った。すなわち、海馬
機能のプロエイジング因子として見出されたβ2 ミクログロブリンが視交叉上核の時計機能の
加齢変化をもたらす誘発因子である可能性が示唆された。この仮説を証明するためには、視交叉
上核の時計遺伝子の発現振動に対するβ2 ミクログロブリンの作用をより詳細に解析すること
に加え、個体レベルでのβ2ミクログロブリンの作用を検討し、さらにβ2ミクログロブリンが
どのような機序で体内時計の機能変化をもたらすのかを明らかにする必要があると考えるに至
った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、β2ミクログロブリンが視床下部・
視交叉上核に存在する中枢時計の機能を変化させる
機序を明らかにし、体内時計の働きにおける加齢変化
に寄与している可能性を検討することである（図１）。
この目的を達成するために次の項目について検討を
行う。 
（１）β2 ミクログロブリン投与が若齢マウス視交叉
上核の体内時計の機能に与える影響を解析する。 
（２）β2 ミクログロブリンの発現レベルに対する加
齢および時計遺伝子変異の影響を解析する。 
（３）β2 ミクログロブリンによる体内時計機能変化
の分子機序を解明する。 
（４）β2ミクログロブリン遺伝子欠損マウスを用い、
末梢循環血液中のβ2 ミクログロブリンが本当に加齢に伴う体内時計の機能変化の誘発因子で
あるかどうかを直接的に証明する。 
 
３．研究の方法 
（１）β2 ミクログロブリン投与が若齢マウス視交叉上核の体内時計の機能に与える影響の解
析：すでに予備的実験により観察されているβ2ミクログロブリンによる若齢マウス視交叉上核
スライス培養の時計遺伝子-ルシフェラーゼ発光リズムのリズム周期の延長作用や減衰係数増加



作用について濃度依存性などの詳細を発光センサーPMT を用いて解析するとともに、高感度
CCD カメラを用いた発光イメージングにより視交叉上核ニューロンレベルでのβ2 ミクログロ
ブリンの作用を明らかにする。また、マウス個体レベルの評価として、β2ミクログロブリンの
脳室内持続投与が若齢マウス輪回し行動リズムにおけるリズム周期や明暗再同調などのリズム
パラメーターに対する作用を解析し、加齢マウスとの類似性を検討する。 
（２）β2ミクログロブリンの発現レベルに対する加齢および時計遺伝子変異の影響の解析：加
齢に伴う視交叉上核のβ2 ミクログロブリン発現の増加について、3 および 24 ヵ月齢に加え、
6、12、18ヵ月齢も解析する。また、この発現増加が末梢血液由来なのか、それとも視交叉上核
自身の遺伝子発現変化に起因するのかを明らかにするためにβ2ミクログロブリンの mRNA発
現に対する加齢の影響を検討する。また、時計遺伝子の変異は加齢を促進することが報告されて
いるため、Clock変異マウスや Bmal1ノックアウトマウスを用い、血漿中および視交叉上核に
おけるβ2ミクログロブリンの発現レベルを野生型マウスと比較検討する。 
（３）β2 ミクログロブリンによる体内時計機能変化の分子機序の解明： β2 ミクログロブリ
ンは主要組織適合遺伝子複合体MHC Iの構成因子であるため、体内時計に対する作用にMHC 
Iが必要なのかどうかを Tap1ノックダウン法を用いて検討する。さらに、既に報告されている
視交叉上核の加齢変化（AVP 陽性細胞密度など）に与えるβ2 ミクログロブリンの作用を検討
する。 
（４）β2ミクログロブリン遺伝子欠損マウスを用いた検討：末梢循環血液中のβ2ミクログロ
ブリンが本当に加齢に伴う体内時計の機能変化の誘発因子であるかどうかを直接的に証明する
ためには、β2ミクログロブリン遺伝子欠損マウスにおいて加齢に伴う体内時計機能の諸変化が
見られなくなることを検討しなければならない。そこで、β2ミクログロブリン遺伝子欠損マウ
スの加齢マウスを準備し、輪回し行動リズムや視交叉上核における時計遺伝子の発現リズム（in 
situ hybridization）を野生型マウスと比較検討する。 
 
４．研究成果 
まず、β2ミクログロブリン投与が若齢マウス視交叉上核の時計遺伝子発現リズムおよび若齢
マウス輪回し行動 リズムに与える影響の解析と、β2 ミクログロブリンの発現レベルに対する
加齢および時計遺伝子変異の影響の解析を行った。その結果、β2ミクログロブリン添加（3-10 
μg/mL）は濃度依存的に若齢（3ヵ月齢）PER2::LUCノックインマウスより培養した視交叉上 
核スライスの発光リズム周期を長くすることが明らかになった。一方、高感度 CCDカメラを用
いた発光イメージング解析では、β2ミク ログロブリン添加（3-10 μg/mL）は濃度依存的に細
胞間の発光リズム位相の同期を低下させることが観察された。したがって、β2 ミ クログロブ
リンは視交叉上核の細胞時計間の同期性を低下させることによってリズム周期に影響をもたら
していることが明確になった。一方、視交叉上核の内因性β2ミクログロブリンのタンパク質レ
ベルは加齢に伴う血中濃度の増加の二次的影響であることが明らか になった。また、マウス個
体を用いた研究により、比較的高用量のβ2 ミクログロ ブリンの脳室内投与が若齢マウスの行
動リズムの周期長を延長させるとともに、行動の断片化を引き起こすなど、加齢マウスの類似パ
ターンを示すことを明らか にした。このように外来的に投与したβ2 ミク ログロブリンは in 
vitro および in vivo の両実験系において体内時計機能の加齢変化と類似した変化をもたらすこ
とが明らかになった。次に加齢変化に本当にβ2ミクログロブリンが寄与しているかどうかを明
らかにするためにMHC Iの構成因子である Tap1のノックダウンの影響を検討したところ、が
β2ミクログロブリンによるリズム周期の延長作用を抑制することが観察され、β2ミクログロ
ブリンが細胞内に取りこま れた後にMHC Iと会合し、Tap1依存的に細胞膜表面に輸送される
ことが、リズム周期延長作用に必要であることが明らかになった。最後に、β2ミクログロブリ
ン慢性投与後の若齢マウスの視交叉上核を免疫染色によって検討したところ、先に観察さ れた
アルギニンバソプレシン陽性細胞の密度低下のほかに時計ニューロン間のリズム位相同期作用
を担うアストロサイトの細胞密度の低下が観察された。このモデル細胞での Tap1ノックダウン
の実験条件の検討に時間を要したため、β2ミクログロブリン遺伝子欠損マウスの解析は当該年
度中に解析を終了できなかった。 
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