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研究成果の概要（和文）：恒明条件下で光強度が増すと，概日行動リズムの周期が昼行性動物では短くなり，夜
行性動物では長くなるとのアショフの法則は動物界に広く妥当するが，その機構は未解明である。本研究は，恒
明条件下での概日行動リズム周期の伸長が亢進し，アショフの法則が強調された形質を示す遺伝子改変マウスに
おいて，光刺激に対する概日行動リズムの応答性の過敏化を示すことを目的とする。

研究成果の概要（英文）：Aschoff's rule states that, under constant light conditions, brighter light 
shortens period length in diurnal animals and prolongs in nocturnal animals. This rule applies to 
the animal kingdom widely, but its mechanism remains to be clarified. In this study, we aimed to 
reveal that light responsiveness of the circadian locomotor rhythm is hypersensitized in a 
gene-modified mouse strain, which shows enhancement of prolongation in the circadian locomotion 
period under the constant lightness and then exhibits the phenotype of emphasized Aschoff's rule.

研究分野： 時間生物学

キーワード： 生物時計　神経ペプチド
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１．研究開始当初の背景 
 概日（約 1 日の意）リズムは自律性・内因
性の概日生物時計によって発振され，地球の
自転による明暗サイクル等の外部環境リズ
ムに同調して 24 時間の日周リズムを生む。
他方，恒暗，恒明等の恒常条件下においては，
概日時計が外部リズムから脱同調し，内因性
の概日リズムを発振する。一般に，恒暗条件
下での概日行動リズム周期は昼行性動物で
は 24 時間より長く，夜行性動物では短い。
また，恒明条件下で光強度が増すと概日行動
リズム周期は昼行性動物では短くなり，夜行
性動物では長くなる。これはアショフの法則
と呼ばれるが，その機構は未解明である。 
 我々は近年，独自に開発した微量 mRNA
増幅法（Ohtsuka, S. et al. 2004 Genomics 
84, 715; Adachi-Uehara, N. et al. 2006 Exp. 
Eye Res. 83, 849）を用いて，ニューロンに
おけるセクレトグラニン II 遺伝子（Scg2）
の cAMP と Ca2+による強い活性化を明らか
にした。続いて，Scg2 遺伝子のノックアウト
（Scg2 KO）マウスを作成したところ，偶然
にも，同マウスは恒明条件下で 26.1 時間周期
の概日行動リズムを示し（対照マウスは 25.3
時間周期），アショフの法則が強調された形
質を示した。証明をめざす作業仮説は以下の
通りである。(1) 恒暗条件下で，概日リズム
の中枢である視交叉上核に制御された行動
リズムは，その効果を視交叉上核にフィード
バックする。行動量の増加は視交叉上核の概
日リズム周期を短縮させる。(2) 恒明条件は，
昼行性動物では行動量を増加させ視交叉上
核の概日リズム周期を短縮，反対に夜行性動
物では行動量の減少により概日リズム周期
を伸長させる。(3) 網膜から視神経を通り視
交叉上核に直接的に伝わる光情報も，同方向
の作用を示す。(4) 視交叉上核の特にニュー
ロン間の同調機構は概日リズム周期の変動
を緩衝しようとするが，恒明条件下では減衰
する。Scg2 遺伝子はこの緩衝効果に寄与し，
その欠失は恒明条件の影響を増大させる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，Scg2 KO マウスにおいて，
概日行動リズムの光刺激による変動が過敏
化していることを明らかにする。一方，視
交叉上核培養切片を用いて，グルタミン酸
受容体刺激等によりアショフの法則を再現
できる実験系を構築し，Scg2 由来神経ペ
プチドが概日リズム周期変動を緩衝するこ
とを証明する。 
 
３．研究の方法 
(1) Scg2 KO マウスの行動リズムに見られる
光刺激応答性の亢進の検討 
 マウスの飼育と実験は，千葉大学動物実験
実施規程に準拠して行った。マウスは 24 ± 
1°C，自由摂食摂水にて飼育した。マウス飼
育ケージの上方に装着した熱放射感知式運
動検出装置 NS-As01（ニューロサイエンス

社）により行動量を連続的にモニターし，1
分毎にコンピューターに記録した。リズム性
を ClockLab ソフトウェア（Actimetrics 社）
を用いて解析した 
① 概日行動リズム周期長の光強度依存性の
解析： Scg2 KO マウスおよび対照群として
同腹の野生型あるいはヘテロ接合型マウス
を 12 時間:12 時間明暗（12:12LD）サイクル
にて 2 週間飼育後，恒暗（0.5 ルクス以下）
にて 3 週間，赤色電球 2 ルクス恒照射にて 3
週間，続いて LED 電球恒照射を 3 週間ごと
に段階的に 2，10，30，100，350，1000 ル
クスに上昇させ，飼育した。各照度への移行
後 5 日目から 18 日目の間における概日行動
リズム周期を求めた。 
② 暗期光刺激によるマスキング効果の解
析： 夜行性動物について暗期中途での光照
射により運動量の減少が見られ，日周行動リ
ズムのマスキングの典型例として知られて
いる。Scg2 KO マウスおよび対照マウスを
12:12LDサイクルにて 2週間飼育後の 1日の
暗期に 4 時間（消灯後 3-7 時）に 2 ルクス（赤
色電球）の光照射を行い，以後 2 週間ごとに
2（LED 電球，以下同じ）， 5，10，100，1000
ルクスの光照射を行なった。光照射中（0 日），
あるいは翌日（+1 日）の同時間帯の運動量を，
照射前日（–1 日）の同時間帯の運動量と比較
した。 
(2) 視交叉上核の培養切片における概日発光
リズム周期を指標にした解析 
 時計遺伝子 Period 2（Per2）にルシフェラ
ーゼ遺伝子 Luc を融合させた mPer2::Luc ノ
ックインマウスの視交叉上核培養切片は顕
著な概日発光リズムを示す。交配により Scg2 
KO と mPer2::Luc ノックインの二重変異マ
ウスを得た。同マウスおよび対照マウスの脳
から，McIlwain 型ティッシュチョッパーを
用いて視交叉上核の前額断 300 m 厚切片を
調製し，カルチャーインサート上で培養した。 
AB-2550 クロノス Dio ルミノメーター（アッ
トー社）を用いてルシフェラーゼ発光をモニ
ターした。 
 
４．研究成果 
 特許出願まで公表を差し控える。 
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