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研究成果の概要（和文）：本研究課題においては、体内時計が概日体温変動という微小で緩やかな温度変化によ
り調律される分子メカニズムの解明を行い、コア時計遺伝子Per2のmRNA 5'非翻訳領域にORFがあること
uORF）、これがPer2のmRNA量はそのままにタンパク質発現量だけを温度上昇に合わせて増加させるために必要な
エレメントであることを同定した（Miyake et al., Cell Rep 2023）。さらにその制御分子として、PERK/PKRお
よびPI3Kを同定した（Shao et al., BPB 2024; Miyake et al., Cell Rep 2023）。

研究成果の概要（英文）：In this study, I found a minimal uORF (upstrem open reading frame), which 
consists of only ATG and stop codons, in the 5'UTR region of core clock gene Per2. Biochemical and 
genetic assays revealed an important role of Per2 uORF in the expression of Per2 protein in response
 to physiological temperature changes (Miyake et al., Cell Rep 2023). Further chemical library 
screening and pharmacological experiments identified PERK/PKR and PI3K as molecular mediators for 
temperature-dependent Per2 protein expression (Shao et al., BPB 2024; Miyake et al., Cell Rep 2023).

研究分野：時間生物学

キーワード： 生物時計　発現制御　mRNA翻訳　uORF　体温
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現代化に伴い増えた慢性時差勤務等は、体内時計と外部環境サイクルとの間に同調不良を生み、それが生活習慣
病リスク上昇の起因のひとつとなっている。しかし、外部環境サイクルによる生物時計の位相合わせの仕組みに
は未だ不明な点が多い。特に、われわれ哺乳類の体温はたった1-3℃という微細な幅で1日に1回ゆるやかに変化
する概日リズムを示すが、この概日変動が生物時計を調律する分子機序はほとんどわかっていなかった。本研究
の成果は、概日体温変動が生物時計を調律する機構を明らかにしたものである。本成果を応用すれば、体内での
時計の不調和を是正し、生活習慣病リスクの軽減や慢性時差ストレスの軽減につながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現代化に伴い増えた慢性時差勤務等は、体内時計と外部環境サイクルとの間に同調不良を生
み、それが生活習慣病リスク上昇の起因のひとつとなっている。しかし、外部環境サイクルによ
る生物時計の位相合わせの仕組みには未だ不明な点が多い。その背景には、これまで mRNA 転写
制御を介した生物時計調律機構ばかりが注目されてきた一方で、外部環境サイクルの多くは、日
の出によるゆるやかな照度変化に代表されるように、緩徐かつ連続的であるため、閾値の突破を
要する mRNA 転写を誘導できないことがある。特に、我々の体内の温度（体温）は、1-3℃という
小さい幅で、睡眠/覚醒等に合わせて緩やかに概日変動し、これが生物時計の時刻調律に重要で
あると考えられている。しかし、この緩徐な体温の概日リズムが生物時計に影響を与えるその分
子メカニズムについては、一部は転写や mRNA 安定性により説明がなされていたものの、多くが
不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、体温の概日変動リズムが生物時計の位相を調律するその分子メカニズムの
解明である。特に、我々が研究開始当初にその可能性を見出していた upstream open reading 
frame（uORF）について注目し、体内時計の振動制御に uORF を介した翻訳速度調節機構が関わる
かどうかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
所属研究室でこれまでに用いてきた中核時計タンパク質 Per2 への特異的抗体に加え、本研究
課題内でゲノム内 Per2 のコーディング領域（CDS）の終末にレポーター遺伝子として特殊なルシ
フェラーゼ変異体（LucTS、外部環境温度の影響をほとんど受けないように人為的に変異を加え
たもの、Tisi et al., Anal Chim Acta, 2002 を元に作製）を融合させたマウス線維芽細胞
（Per2::LucTS MEF）を作製し、それらを用いて時計遺伝子発現の日内変動を観察した。また、
uORF を介した mRNA 翻訳を可視化するために、ribosome profiling を実施した。さらに、uORF 
の機能をマウス個体レベルで明らかにするために、uORF に変異を加えたマウスを作出した。In 
vitro における生化学実験に関しては常法に従って行った。なお、本研究における遺伝子改変体
（動物・細胞等）を用いる実験は、京都大学（所属機関）において組換え DNA 実験計画書を提出
し承認を得て行い、本研究におけるすべての動物実験に関しては、京都大学において策定された
動物実験倫理規定に従ったプロトコルの下、動物実験委員会による承認を得た後に実施した。 
 
４．研究成果 
本研究課題において私はまず、Per2::LucTS MEF 細胞を作製した。具体的には、CRISPR-Cas9
を用いてコア時計遺伝子のひとつである Period2（Per2）のコーディング領域に LucTS をノック
インした MEF 細胞を作製した。その後、この Per2::LucTS MEF を 4 つの異なる dish に播種し、
互いの細胞時計時刻に6時間の位相差を持つように、それぞれに6時間毎にデキサメタゾン（Dex）
を処置した。次に、これら 4つのディッシュを長時間リアルタイム発光測定が可能で庫内温度を
0.1℃レベルで制御可能な装置（Kronos DIO）にセットし、4 つのディッシュに等しくマウスの
体温を模した温度サイクルを与えながら、各ディッシュから放出される発光を経時的に観察し
た。測定開始 1-2 日目では、各ディッシュは温度の影響を受けておらず、それぞれ互いに 6時間
の位相差を保ったまま、24 時間周期の発光リズムを示した。ところが、観察 1週間後（180 時間
後）では、それぞれのディッシュから観察される発光リズムは完全に同調した。この同調したリ
ズムを詳細に調べると、庫内温度が上昇する少し前のタイミングから Per2::LucTS の発光量が
増加してくるということがわかった（図 1）。この結果は、Per2 の発現量が増加するタイミング
に温度が上がることが、細胞にとって都合が良いことを示唆している。 

図 1 Per2::LucTS 発現の概日リズムは、マウス体温を模したの温度サイクルに同調する 



では、Per2 の発現量が増加するタイミングで温度
変化を細胞に与えると、Per2 の発現量にどういった
変化が起こるのであろうか？我々は、endogenous な
Per2 の発現量を指標に、Per2 発現量に体温レベル
の温度変化が与える影響を確かめるために、マウス
線維芽細胞（MEF）の時計を Dex でリセットし、その
24 時間後（Per2 タンパク質の増加するタイミング）
に、細胞に対して温度変化（35℃から 38.5℃の温度
上昇、以降 warming temperature shift（WTS）と呼
ぶ。なお、本温度設定はマウスの休眠期（35℃）と
活動期（38.5℃）における平均体温に基づいている）
を与えた。その細胞よりタンパク質を回収し、ウェ
スタンブロッティングに供したところ、Per2 ののタ
ンパク質発現量がWTSに伴い増加することがわかっ
た。しかし、その同時タイミングにおいて回収した
RNAサンプルをqRT-PCR方にて解析したところ、Per2 
mRNA の発現量は WTS を受けても全く変化していなかった（図 2）。さらなる生化学的実験を行い、
この温度依存的な Per2 タンパク質発現量の増加は、転写やタンパク質分解速度の変化ではなく、
タンパク質合成速度すなわち翻訳レベルで変化していることが明らかになった。これらの結果
から、概日体温変動など、生体内における微小な生理的温度変化は、Per2 のタンパク質発現速
度（翻訳速度）に影響を与え、生物時計を調律する可能性が示唆された。 
次に我々は、ribosome profiling 法により mRNA 上のリボソーム位置を可視化することで、
Per2 の翻訳が温度によってどのように制御されるのかを調べた。WTS を与えていないコントロ

ール群の細胞では、リボソーム
は Per2 mRNA の CDS 上に位置す
ることがほとんどであった。と
ころが、WTS を与えた細胞では、
リボソームはPer2の CDSだけで
なく、その上流の非翻訳領域
（5′untranslated region, 5′
UTR）にも多く存在することが明
らかになった。このリボソーム
の集積している場所を 1 塩基レ
ベルで調べると、5′側の非翻訳
領域であるにもかかわらず、開
始コドンと終止コドンからなる
オープンリーディングフレーム

（ORF）があり、ここに温度変化に合わせてリボソームが集まることが明らかになった（図 3）。
さらなるレポーターアッセイにより、この上流 ORF（upstream ORF, uORF）があるだけで、下流
CDS は温度変化に応じて翻訳量を変化させることもわかった。 
Per2 の翻訳温度応答はどのような分子メカニズムで制御されうるのか？我々は Per2::LucTS 
MEF 細胞の Per2::LucTS 発光強度温度応答を指標に、150 種類程度の化合物をライブラリスクリ
ーニングし、6種類のヒットを得、そのうち 4つが PI3K 阻害薬であることがわかった。PI3K が
生物時計の体温リズムに対する同調を制御する因子である可能性が高いため、我々は図 1 で行
った実験を、PI3K 阻害薬（17βヒドロキ
シワートマニン, Wortm）存在下で行った。
Wortm 存在下においても Per2::LucTS の
強い概日発光リズムは観察された一方
で、これらの細胞は 1週間、温度サイクル
条件下に附してもまったく同調すること
はなく、それぞれ 6 時間の位相差を保ち
続けたまま 1 週間振動し続けた（図 4）。
これらの結果より、PI3K が Per2 翻訳温度
応答のマスターレギュレーターであるこ
とが明らかになった。その後の検討によ
り、PI3K の活性を制御する因子として
eIF2α制御キナーゼであるPKR/PERKを同
定した。WTS は、細胞内において Akt およ
び eIF2αのリン酸化を誘導する（それぞ
れ PI3K および PKR/PERK のリン酸化基質
である）。WTS にともなう Akt のリン酸化
は PKR/PERK の阻害薬（C16/GSK2656157）
で阻害される一方で、WTSにともなうeIF2

図 2 Per2 の発現は生理的微小温度変化に応
答し タンパク質レベルで変動する 

図 3 温度に応答するPer2 uORF の発見 

図 4 Per2 温度応答制御因子 PI3K の発見 



αのリン酸化は Wortm では抑制されなかった。これら一連の薬理学的検討の結果より、生理的微
小温度変化はまず PKR/PERK に作用し、その後 PI3K の活性化を介して Per2 の翻訳温度応答を惹
起すると考えられる。 
Per2 uORF の生理学的な意義を明らかにするため、我々は作出した Per2 uORF 変異マウスの背
面に傷を与え、その創傷治癒効率を調べた。ヒト臨床において、ヒト活動期である昼間に負傷し

た患者の方が、休眠期である夜間に負
傷した患者よりも、その傷の修復が早
いことが報告されている（Hoyle et 
al., Sci Transl Med, 2017）。マウス
においても同様に、活動期である夜間
（ZT12）と休眠期である昼間（ZT0）そ
れぞれで傷を与え、その修復を調べた
ところ、野生型マウスにおいてはヒト
と同様に、活動期（夜間）に傷を与え
たマウスの方が、休眠期（昼間）に傷
を与えたマウスよりも、傷修復効率が
高かった。ところが、同様の実験をPer2 
uORF 変異マウスで実施すると、そのよ
うな傷修復の時刻依存的変化は観察さ

れず、全体的に野生型マウスの休眠期と同様の修復効率を示した（図 5）。このことは、Per2 uORF
を介した生物時計の体温リズムへの同調が、皮膚をはじめとした臓器ホメオスタシスの維持に
重要であることを示唆している。 
最後に、野生型マウスおよびこの Per2 uORF 変異マウスより線維芽細胞を回収し、Per2 タン
パク質発現リズムをウェスタンブロッティングにより調べた。一定温度で培養した細胞より 4時
間おきに連続 4日間、サンプルを回収し、その Per2 発現量を anti-Per2 抗体で可視化すると、
野生型マウス・Per2 uORF 変異マウス両方において Per2 の発現は、はじめの 2日間で強いリズ
ムを示し、3日目にはそのリズ
ムは減弱し、4日目には消失し
た。次に、同様の 4 日間連続
サンプリングを、概日温度変
動条件下で培養した細胞より
実施すると、野生型マウス由
来の細胞においては、先程と
は異なり、3日目にも強いリズ
ムが観察され、4日目にもリズ
ミックなPer2タンパク質の発
現が確認された。ところが、
Per2 uORF 変異マウスにおい
ては、温度変動条件にもかか
わらず、一定温度条件と同様
に、4日目には Per2 発現リズ
ムは消失した（図 6）。これら
の結果より、Per2 uORF は生物
時計の概日体温リズムへの同
調に重要であることがわかっ
た（Miyake and Inoue et al., Cell Rep, 2023; Shao and Miyake et al., Biol Pharm Bull, 
2024、各図はこれら原著論文データの一部を改変して掲載した）。 
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図 5 Per2 uORF 変異マウスは皮膚修復効率が悪い 

図 6 Per2 uORF 変異細胞は温度サイクルに同調しない 
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