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研究成果の概要（和文）：本研究においてEM-CCDカメラによる自由行動マウスの生体複数部位からの遺伝子発現追跡定
量解析技術とテレメトリーによる体温、脳波リズムを融合させた測定系を完成させた。生体ターゲット部位の動きを１
ｍｍ単位で測定することで行動解析するプログラムを装置に追加した。この装置を用いて生体内時差ボケ現象を可視化
することに成功した。マウスの行動リズムの位相変化と同時に時計遺伝子発現リズムが変化する部位とそうでない部位
の同定に成功した。以上のことから個体レベルで各組織の時計遺伝子発現リズムが行動および睡眠覚醒リズムとどのよ
うな関係を持ち、形成されているか明らかにする研究の基盤を築くことができたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, I developed a new system recording the gene expression in multiple 
areas of the freely moving mice with analyzing the body temperature and sleep-awake rhythm. In addition, 
new program to analyze the sleep-awake by tracing technique of the target area in freely moving mice was 
added into the system. Using this system, I succeeded in visualizing the internal desynchronization in 
freely moving mice. There were two type of tissues to express the phase shifts of clcok gene expression. 
One showed rapid phase shift with the same speed of that of locomotor activity rhythm, the others showed 
slow phase shifts. Present system is a powerful system for analyzing many areas of biomedical research, 
enabling simultaneous long term tracking of behavior and gene expression in multiple tissues.

研究分野：時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
時計遺伝子は体全体に発現し、培養組織を用
いた研究で各組織ごとに固有の発現リズム
を持つことが報告されているが、個体レベル
で各組織の時計遺伝子発現リズムが行動お
よび睡眠覚醒リズムとどのような関係を持
ち、形成されているか明らかにされていない。
個体レベルにおいて各組織の時計遺伝子発
現リズムの乱れは、様々な疾患の危険因子と
して作用すると推測され、体全体の時計遺伝
子発現の役割を明らかにすることは重要で
ある。脳内視床下部に位置する視交叉上核
(suprachiasmatic nucleus： SCN) が体内時
計の主中枢であり、SCNの個々の細胞に振動
体が存在し、時計遺伝子産物がネガティブフ
ィードバック機構を形成することにより約
24 時間を周期とした振動現象を作り出し脳
全体および体全体の活動リズムを形成する
（Hamada et al., J.Neurosci.2001, 2003）。
しかしながら時計遺伝子は全身に発現して
おり、各組織での時計遺伝子の発現リズムの
乱れや発現量の変化、発現リズムの位相の変
化は、生体に様々な影響を与え、睡眠障害、
喘息、心疾患、精神疾患、癌、生活習慣病発
症の危険因子として作用すると考えられる。
そのため全身の時計遺伝子の発現リズムや
行動などのリズム表現系を個体レベルで長
期間同時に測定できる研究が求められてき
たが、技術的な困難さから現在まで不可能で
あった。 
 
２．研究の目的 
私は、この技術的な壁を超えるべく光イメー
ジングの手法を用いて自由行動下の動物に
おける特定遺伝子発現をリアルタイムでさ
まざまな部位の体表より長期間（数週間から
１年以上の期間）追跡・定量・解析するリア
ルタイム in vivo イメージングシステムを開
発し、Real time-genes expression tracing
（RTGT) systemと名付けた。本研究では申
請者が新規に作製した体全体の時計遺伝子
発現を解析するシステムを用いて、体全体の
時計遺伝子発現リズムの形成および行動、睡
眠覚醒リズムとの関係を明らかにすること
を目的とし体内時計関連疾患の疾患解明お
よび治療薬、睡眠覚醒障害治療薬の基盤を築
くことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
RTGTsystem は、臨床で癌治療などに使用
されている動体追跡技術 Real time Tumor 
tracking Radiation Therapy (RTRT)system
を改良し基礎研究に応用したものである。２
台の高感度 EM-CCD カメラでマウスのター
ゲット部位周辺に取り付けた３つの発光マ
ーカーを手がかりとして、体の標的部位（複
数部位）における遺伝子発現を発光イメージ
ングする。パターンマッチングを用いた精度
の高い追跡及び 3次元空間位置に応じた感度
補正法を用いる本システムにより、従来では

認識できなかった蛍光発光位置情報を正確
に把握し、生体各組織の時計遺伝子発現を長
期間 高精度で定量する。また長期的に 3次
元座標を計測できることから、従来装置では
把握できなかった行動パターンなども計測
する。さらに、上記技術を用いて体の各組織
間において各部位の遺伝子発現リズムがど
のような関係で成り立ち、行動リズム、睡眠
覚醒リズムとどのような関係を持つか、明ら
かにする。以上のことで体内時計関連疾患の
疾患解明および治療薬、睡眠覚醒障害治療薬
の基盤を築くことが可能となる。 
 
４．研究成果 
1). 3 次元動体追跡法を用いた行動およびマ
ウス体表遺伝子発現に対する薬物刺激効果
を行うため、マウス体表遺伝子発現およびテ
レメトリーを用いた脳波解析の同時測定が
できる実験系を確立した。EM-CCD カメラを備
えた飼育ボックス内にテレメトリー送信機
からのシグナルを受信する受信ボードを設
置し脳波、筋電シグナルが十分取得できる条
件を決定し、自由行動マウスの皮膚の時計遺
伝子の長期間の測定とテレメトリーによる
体温リズム測定、そして脳波測定が同一動物
で測定するシステムを完成させた。 
2). 1)で完成させたシステムを用いて、ター
ゲット部位を長期間追跡することにより、マ
ウスの行動を移動中、睡眠中、飲水行動中、
摂食活動中の４つに分類する測定プログラ
ム sleepdetect のプロトタイプを完成さ
せた。動体追跡と同時に測定するテレメトリ
ーを用いた睡眠測定の結果と比較して、
sleepdetect による睡眠行動解析は１０秒
間隔の単位において８０％以上の確立で一
致した。1) 2)の結果により動体追跡法によ
り自由行動マウスの全身の遺伝子発現解析
と種々の行動解析がリアルタイムで連結し
て解析できるシステムおよび解析法が確立
した。 
3). 個体レベルにおいて各組織の時計遺伝
子発現リズムの乱れを測定するために、恒暗
条件下、8 時間の光刺激をマウスに照射し、
行動リズムを約 5 時間遅らせた。この位相変
化は光照射の翌日にはほぼ完了していた。こ
の時に生体６部位（嗅球、背中皮膚、左耳、
右耳、左大脳皮質、右大脳皮質）の時計遺伝
子発現がどのように変化するか調べ、光照射
前は全ての部位で同じ位相で時計遺伝子発
現にサーカディアンリズムが観察された。し
かし光照射後の時計遺伝子発現の位相後退
作用が、それぞれ異なることを発見した。行
動リズムと同様に位相後退する部位と１日
遅れて位相後退する部位があった。この現象
は生体内脱同調であり、時差ボケ症状、糖尿
病などの体内時計関連疾患で生じることが
報告されている。 
以上 1) 2) 3)の結果から長期間 生体各部位
の遺伝子発現と種々の行動をリアルタイム
で連結しながら測定するシステムが完成し、



個体レベルで各組織の時計遺伝子発現リズ
ムが行動および睡眠覚醒リズムとどのよう
な関係を持ち、形成されているか明らかにす
る研究の基盤を築くことができたと考えら
れる。 
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