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研究成果の概要（和文）：生体リズムの異常と気分障害には深い関係性があることが指摘されているが、体内時
計の異常が気分障害発症の一因であるかどうかはわかっていない。本研究では、気分障害の発症に深くかかわる
ことがしられている海馬ニューロン新生に対する影響を調べ、その変化の分子基盤を明らかにすることを目的と
した。その結果、Clock変異マウス躁病様行動異常が観察され、同時に神経幹細胞の増殖因子EGFに対する応答性
が増強していた。また、神経幹細胞の増殖亢進には、Clockタンパク質が細胞周期関連因子の発現レベルに影響
することに起因している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is well known that the circadian rhythm dysregulation is associated with 
onset of mood disorder in human. In this study, we investigated the effects of clock gene mutation 
on the hippocampal neurogenesis and tried to clarify the underlying molecular mechanism. We found 
that clock mutant showed the mania-like behaviour of mice and hypersensitivity to EGF of cultured 
neural stem cells. The detailed assay revealed that clock mutaion altered EGF-induced acute changes 
in clock-related genes as well as the cell cycle-related genes in the neural stem cells. These 
findings suggest that the molecular clock in the neural stem cells causally involve the onset of 
mood disorder via regulation the cell cycle conditions.

研究分野：精神神経薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 大うつ病や双極性感情障害、季節性感情障
害などの気分障害の病態には、睡眠やホルモ
ン分泌などの日内リズムの異常が観察され、
体内時計の機能異常が気分障害発症の一因
になっている可能性が指摘されている
（ Monteleone et al., Biol Psychiatry 
35:1569-, 2011）。また、気分障害などの治療
に用いられる睡眠剥奪療法や光療法が体内
時計を調節する作用をもつことや、抗うつ薬
や気分安定薬のリチウムが体内時計の機能
を調節する作用をあらわすことも知られて
いる。さらに、生体リズムの形成に重要な時
計遺伝子の一塩基多型と気分障害の発症頻
度および症状の間には高い相関性がみられ
ることが明らかになり、体内時計の機能障害
が気分障害などの精神疾患の発生要因であ
ると考えられるようになった。したがって、
体内時計の機能異常に伴う気分障害発症の
メカニズムを解明し、それを治療法開発に応
用することは喫緊の課題であるが、体内時計
のどのような機能異常が気分障害を発症さ
せる要因になっているのかについては全く
明らかになっていない。 
 私たちはこれまで、神経栄養因子である
BDNF の低下が双極性障害の発症に関係す
ることを明らかにしてきた。さらに気分安定
薬のバルプロ酸が培養アストロサイトの
BDNF 遺伝子発現と細胞外分泌を促進する
ことを報告し、気分障害の発症・治療に
BDNF が深く関与していることを明らかに
してきた。BDNFは脳内ではニューロン新生
を担う神経幹細胞の増殖や生存、ニューロン
分化に重要であるが、近年、成体海馬におけ
るニューロン新生の低下が気分障害の原因
の一つであり、抗うつ薬の治療効果には神経
幹細胞の活性化（増殖促進）が必要であるこ
とが証明され（Santarelli et al., Science, 
2003）、気分障害の病態に海馬ニューロン新
生の異常が関与していることが明らかにな
った。 
 近年、海馬歯状回の神経幹細胞の増殖は特
定の時刻に好発することが報告され（Tamai 
et al., PLoS One, 2008）、私たちも夜行性の
マウスでは神経幹細胞の DNA 合成（S 期）
は明期（休息期）に活発になり、引き続く有
糸分裂は暗期（覚醒期）に多くみられること
を観察しているが、神経幹細胞の増殖におけ
る日内リズム形成の分子メカニズムは全く
明らかになっていなかった。ところで十数種
類の時計遺伝子はそのほとんどが転写調節
因子をコードしており、相互の転写調節作用
の結果として形成される転写・翻訳のフィー
ドバックループが日内リズム形成の駆動力
として働いており、時計遺伝子制御エレメン
トを有する多くの下流遺伝子の発現が日内
リズムを示す。このような「時計支配下遺伝
子」には細胞周期関連遺伝子も多く含まれて
いることから、海馬歯状回における神経幹細
胞の増殖リズム形成のメカニズムとして、

「時計遺伝子が細胞自律的に神経幹細胞の
増殖における日内リズムを作り出している」
ことが予想された。私たちはこの作業仮説を
証明すべく、生体から切り離した培養下の神
経幹細胞を用いて検討したところ、増殖因子
EGF の刺激により神経幹細胞の増殖に約 24
時間の周期性が認められ、これが時計遺伝子
による周期的な制御によってもたらされる
こ と を 報 告 し た （ Moriya et al., 
Neuroscience 146:494-498. 2007）。また、国
外のグループから時計遺伝子 Per2 の変異マ
ウスでは海馬の神経幹細胞の増殖が亢進し
ていることが報告され（Borgs et al., BMC 
Neurosci., 2009）、神経幹細胞の増殖リズム
は時計遺伝子の分子時計の制御によって形
成されることが in vivoおよび in vitroの両
面から明らかになった。一方、私たちはヒト
の時計遺伝子 CLOCKの SNP（3111 T/C）
と双極性障害の躁相に関連があるとの報告
（Benedetti et al., Am J Med Genet B 
Neuropsychiatr Genet 144:631–635, 2007）
を受け、Clock 遺伝子に着目して検討を進め
た。ところで、clockΔ19 変異マウスは化学
変異誘導剤と行動リズムスクリーニングに
よって見出された長周期リズムを示すマウ
スであり、転写活性化を担う Qリッチ領域の
部分的欠損によりE-boxを介した転写活性化
能が低下することが知られているが、最近、
clockΔ19 変異マウスは躁様の行動変化を示
すことが報告された（Roybal et al., PNAS 
104:6406-6411, 2007）。私たちは clockΔ19
変異マウスでは海馬ニューロン新生を担う
神経幹細胞の細胞分裂が亢進していること
を見出した。このような背景から私たちは、
clock 遺伝子の変異に伴う体内時計機能の脆
弱化がどのような仕組みで海馬・神経幹細胞
の細胞分裂を亢進し、それが双極性障害など
の気分障害の発症に寄与しているのかどう
かを明らかにしていく必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「clock遺伝子による神経
幹細胞の細胞分裂制御機構を明らかにし、神
経幹細胞における体内時計の機能異常が気
分障害の発症の一因になっている可能性を
検討する」ことである。この目的を達成する
ために、１）ClockΔ19変異が海馬ニューロ
ン新生に与える影響、２）clock 遺伝子によ
る細胞周期制御機構の解明、３）ClockΔ19
変異による躁様行動発現に対する気分安定
薬の改善効果の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）成体マウス海馬神経幹細胞の増殖活性
に対する clock変異の影響 
 明暗環境下（明期１２時間、暗期１２時間）
の１日の様々な時刻で脳をサンプリングし
（３時間毎のサンプリング）、海馬歯状回の
神経幹細胞の増殖活性およびニューロン・ア
ストロサイト分化を詳細に解析し、clock 変



異の影響を時刻依存性を考慮しながら解析
する。また、母マウスの育児能力などの発達
環境が発育後の海馬ニューロン新生に与え
る影響を最小限に抑えるために、ClockΔ19
ヘテロ変異マウスの雄雌の交配によって得
られたマウス（野生型＝+/+マウス、ホモ変
異マウス＝clock/clockマウスと表現）を用い
る。具体的には、８週令の雄性+/+マウスお
よび clock/clock マウスを明暗環境下で２週
間以上飼育し、その後、１日の様々な時刻
［ZT2、ZT5、ZT8、ZT11、ZT14、ZT17、
ZT20、ZT23（ZT0 を明期開始時刻、ZT12
を暗期開始時刻と定義する）］においてイソ
フルランによる過剰吸入麻酔によってマウ
スを安楽死させた後に、4%パラホルムアルデ
ヒド溶液にて心還流固定し、脳をサンプリン
グする。また、DNA 複製期の神経幹細胞を
評価する場合には、サンプリングの２時間前
にチミジンアナログのブロモデオキシウリ
ジン（BrdU、50 mg/kg）を腹腔内投与して
おく。海馬歯状回を含む厚さ 20 μmの冠状
切片を作成し、各種増殖マーカー［BrdU＝
DNA複製期（S期）マーカー、リン酸化ヒス
トン H3＝有糸分裂期（M 期）マーカー］に
対する特異的抗体を用いた蛍光免疫染色法
を行う。神経幹細胞は海馬歯状回の顆粒細胞
層と門領域の境界領域である顆粒細胞下層
に存在するので、この領域の陽性細胞を海馬
歯状回全体に渡って定量し、神経幹細胞の増
殖に対する clock 変異の影響を確定させると
ともに、変異による増殖亢進が１日の時刻全
体に渡って見られるのか、増殖における日内
リズムが変容している（ピーク時刻がシフト
している）のかを見極める。 
 
（２）培養神経幹細胞の細胞周期解析 
 ニューロスフィア法を用いて神経幹細胞
を分離培養し、実験に用いる。まず、ヘテロ
変異マウス雌雄を一夜交配させ、妊娠 15.5
日目の妊娠マウスより胎仔マウスを取り出
す。１匹ずつ海馬神経幹細胞をフラスコに培
養し、RT-PCR法を用いたジェノタイピング
を行い、+/+および clock/clockの神経幹細胞
を５～８日間培養する。各種 plateに播種し、
増殖因子で 2日間刺激し、その増殖の程度を
WST-8 アッセイおよび BrdU 取込みアッセ
イを用いて評価し、神経幹細胞自身の clock
変異が増殖亢進に寄与していることを確認
する。増殖因子としては EGF を用いる。ま
た２日間の増殖後に1% FCSで分化を誘導し、
ニューロン・アストロサイト分化に与える
clock変異の影響を検討する。Clock変異によ
る増殖亢進機序の一つとして、Clock タンパ
ク質の認識配列である E-boxを有し、かつ細
胞周期に抑制的に働くp21やp27など遺伝子
発現が低下している可能性が考えられる。そ
こで、EGF刺激後の神経幹細胞から RNAを
抽出、逆転写後、PCR アレイ法（キアゲン、
細胞周期関連遺伝子）によって clock 変異に
よって発現変化する遺伝子を網羅的に検索

する。候補遺伝子の発現が培養条件下で概日
リズムを示すのかを RT-qPCR 法により確認
し、clock下流の細胞周期因子を確定する。 
 
（３）ClockΔ19 変異による躁様行動発現の
解析 
 ClockΔ19 変異マウスの躁様行動が双極性
障害の躁状態モデルとして妥当なのかどう
かを強制水泳試験および高架式十字迷路試
験で評価する。１）と同様に対象とするマウ
スはClockΔ19ヘテロ変異マウスの雄雌の交
配によって得られたマウス（野生型＝+/+マ
ウス、ホモ変異マウス＝clock/clock マウス）
を用いる。また、薬物投与は行動試験開始 30
分前に行うが、効果が著しくない場合には６
日間の連続投与を行い、これらの慢性投与の
影響を検討する。 
 
４．研究成果 
 まず、ClockΔ19 変異が海馬ニューロン新
生に与える影響を個体レベルの解析によっ
て検討した。その結果、野生型マウスでは
BrdU 標識細胞数は海馬歯状回・顆粒細胞下層
において明期開始 11 時間後をピークとする
日内リズムを、また、有糸分裂期（M 期）マ
ーカーのリン酸化ヒストン H3 陽性細胞数は
海馬歯状回・顆粒細胞下層において暗期開始
11 時間後をピークとする明瞭な日内リズム
を示した。ClockΔ19 変異においては、BrdU
標識細胞数およびリン酸化ヒストン H3 陽性
細胞数はいずれのサンプリング時間におい 
ても野生型マウスに比較して高かった。つま
り、ClockΔ19 変異の影響は一日の時刻に関
係なく、観察された。また、細胞死マーカー
の活性化カスパーゼ 3 レベルや、ニューロン
やアストロサイトへの分化率に対しては
ClockΔ19 変異を与えなかった。このことよ
り、時計遺伝子 Clock は海馬歯状回の神経幹
細胞の細胞周期を一日の時刻非依存的に抑
制的に制御していることが明らかになった。
さらに、高架式十字迷路試験によりマウスの
不安水準を解析したところ、ClockΔ19 変異
マウスはオープンアームへの侵入回数や滞
在時間が野生型マウスに比較して多く、
clock 変異マウスは危険を顧みない躁様の行
動を示すことが明らかになった。 
 次に、ClockΔ19 変異が分離培養した神経
幹細胞の増殖に与える影響を解析した。胎生
マウス前脳由来の培養神経幹細胞を用いた
生細胞数アッセイや BrdU 免疫染色により評
価したところ、Clock 変異マウス由来の神経
幹細胞は野生型に比較してEGFによる増殖が
亢進していた。さらに、PCR アレイにより細
胞周期関連遺伝子の mRNA 発現レベルを比較
したところ、Clock 変異マウス由来神経幹細
胞において、野生型マウス由来とは発現パタ
ーンの異なるいくつかの細胞周期関連遺伝
子を見出した。具体的には、細胞周期の進行
に対して正に働く、ccnd2 や mdm2、shc1 の
mRNA レベルを統計学的に有意に上昇してい



た。また、低濃度血清刺激による分化誘導後
にニューロン、アストロサイトおよびオリゴ
デンドロサイトへの分化に対するclock変異
の影響を各細胞マーカーを用いた免疫染色
によって解析したところ、clock 変異はニュ
ーロンやアストロサイトへの分化には影響
しなかったものの、オリゴデンドロサイトへ
の分化を 30％程度にまで抑制した。これらの
結果より、体内時計の分子的本体である時計
遺伝子の Clock は、細胞周期関連遺伝子の発
現を直接的あるいは間接的に制御すること
で、神経幹細胞の細胞分裂を調節し、さらに
分化運命決定においては重要な役割を果た
していることが示唆された。 
 さらに、Clock タンパク質とヘテロダイマ
ーを形成し、E-box に結合し転写促進因子と
して機能する Bmal1 に着目し、この遺伝子欠
損マウス由来の神経幹細胞のEGF応答性を検
討したが、Clock変異マウスとは対称的にEGF
応答性が低下していた。したがって、Clock
変異細胞のEGF応答性は分子時計に非依存的
なClockの機能変異によってもたらされてい
る可能性が示唆された。 
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