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緒言 

 

 環境に適応することは、生物が生命活動を行う上で非常に重要なことである。生物は

環境に適応するための様々な生体システムを持っている。これらの生体システムは遺伝

情報として DNAに保存されている。この遺伝情報に刻まれた生体システムの内、ほとん

どの生物が持つものの一つとして、概日リズムと呼ばれる約 24時間を 1周期とするリ

ズム変動がある。概日リズムは生物の体内にある時計（体内時計）によって刻まれる内

因性のリズムで、睡眠や体温などのさまざまな生理現象で観察することができる。生物

は、外界の明暗周期とほぼ一致している概日リズムによって生理現象を支配し、活動を

外界の明暗周期に同調させることによって、より効率良く、円滑に生命活動を営むこと

ができる。 

 哺乳類においては、体内時計は脳の視床下部領域にある視交差上核（suprachiasmatic 

nucleus: SCN）と呼ばれる左右一対の神経核であることが知られている(Ralph et al., 

1990; Shibata and Moore, 1988; Stephan and Zucker, 1972)。1994 年、概日リズム

の形成に関連している遺伝子 Clockがマウスで発見された(Vitaterna et al., 1994)。

哺乳類において体内時計遺伝子が発見されたのはこれが初めてであった。以降、BMAL1

や既にショウジョウバエにおいて見つかっていた Period（Per）, Timeless（Tim）, 

cryptochrome（Cry）のホモログなどの体内時計遺伝子が次々とクローニングされ、現

在に至っている(Gekakis et al., 1998; Jin et al., 1999; Miyamoto and Sancar, 1998; 

Sun et al., 1997)。これらの哺乳類における体内時計遺伝子がどのように機能するこ

とで概日リズムを形成しているかは、いまだ断定されてはいないが、現在考えられてい

る概日リズム形成モデルとしては以下のようなものがある。 

 BMAL1 と CLOCKの蛋白質のニ量体が核内に移行し、Perや Cryといった遺伝子の上流

にある E box に作用して転写を促進させる。転写され作られた PERや CRY の蛋白質は核

内に移行し、BMAL1/CLOCK 蛋白質のニ量体による Perや Cryといった遺伝子の転写を抑

制するネガティブフィードバックループを形成する。このネガティブフィードバックル

ープにより PER や CRY の蛋白質の発現に概日リズムが形成されるというものである

(Kume et al., 1999)（図 1）。このように分子レベルで形成された概日リズムが、どう

のように SCNの細胞レベルにおける概日リズムを発現させるかは不明である。 
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 さて、SCN ではこのように一定の周期の概日リズムを形成しているが、外界の明暗周

期は常に一定ではない。地球上のほとんどの地域では季節によって昼の長さが変化する。

生物はこの現象に対しても適応をはたしている。SCNは概日リズムを形成するだけでな

く、外界の明暗周期に概日リズムを同調させる機構も備えている。中でも重要なのは光

による概日リズムの位相変化（光同調）である。目から入った外界の光は網膜によって

受容され、網膜から SCN へ投射しているグルタミン酸神経の経路、網膜視床下部路

（retinohypothalamic tract: RHT）を介して SCN へと伝えられ、概日リズムの位相を

変化させる。光同調においては、光を当てた時の体内時計の時刻によって位相の変化量

や、位相が前進するか後退するかなどが変わることが知られている。体内時計の時刻は

外界で我々が日常用いている時計の刻む時刻とは異なっており、動物が夜だと感じてい

る時間帯を主観的夜とし、昼だと感じている時間帯を主観的昼として定め、外界の時刻

と区別するためにサーカディアンタイム（circadian time: CT）と呼ぶ。この体内時計

の時刻であるCTは、夜行性動物の場合、活動期の始まりである主観的夜の始まりをCT12

と定める。一方、外界の明暗周期に従った時刻はツァイトゲーバータイム（zeitgeber 

time: ZT）と呼び、明期の始まりを ZT0 と定める。体内時計の時刻と光同調の関係は、

夜行性動物を例に取ると、活動期である主観的暗期の始め辺りに光を当てることで位相

は後退し、主観的暗期の終わり辺りに光を当てることで位相は前進する。しかし、主観

的明期では光を当てても位相は変化しない。これらの光による概日リズムの同調におい

てもリズム発振と同様に遺伝子レベルでの研究が進められている。光による行動の位相

変化の起きる時刻に光を照射することによって、SCN における mPer1,mPer2 mRNA の発

現量が一過性に増加したという報告や(Shigeyoshi et al., 1997; Takumi et al., 1998; 

Zylka et al., 1998)、光照射による概日リズムの位相後退を mPer1 のアンチセンスオ

リゴヌクレオチド投与によって阻害したという報告(Akiyama et al., 1999)がなされて

図１　体内時計遺伝子のネガティ
ブフィードバックループモデル
　CLOCK,  BMAL1蛋白質の二量
体による、Per,Cry mRNA発現の
転写促進を、PER, CRY, TIMLESS 
(TIM)蛋白質が抑制することで、
PER, CRY の発現に概日リズムが
形成されるというのが現在提唱さ
れている仮説である。　
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いる。このことから、光による概日リズムの位相変化には SCNにおける mPer1の一過性

の発現が重要であると考えられている。 

 そこで第 1章では、mPer1のプロモーター領域を持つルシフェラーゼの遺伝子を組み

込んだトランスジェニックマウス(Yamaguchi et al., 2000)を用いて、in vitro で長

期にわたるリアルタイムでの観測が可能な実験系を確立し、NMDA を投与した際の生物

発光のリズムの変化を観察することで、概日リズムの位相変化における mPer1遺伝子の

発現の詳細を検討した（図 2）。 

 ところで、概日リズムにも他の生理現象と同様に、ある時期から老化による障害が現

れる。老化によるリズム障害については、行動レベルから細胞レベルまでの研究はなさ

れてきたが、体内時計遺伝子の発現レベルで調べた研究はいまだなされていない。そこ

で第２章では老齢動物を用い、老化によるリズム障害は体内時計の発振機構の障害で起

きているのではないかという仮説のもと、各体内時計遺伝子の発現に対する老化の影響

を検討した（図 3）。 

 

図2　mPer1-luc　トランスジェニックマウ
スのSCNスライス培養を用いたin vitroで
の実験系
　　mPer1遺伝子のプロモーター領域を
上流につないだルシフェラーゼ（Luc）遺
伝子はmPer1遺伝子と同様の発現パター
ンを示す。LUC蛋白質はルシフェリンと
反応して発光する。NMDAの投与により、
CREBやFosなどの光同調の際に
反応する分子（light responsive element: 
LRE）がmPer1及びLuc遺伝子の発現を
促進する。その発現の詳細を生物発光を
指標として観察した。
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第一章 SCN 培養系を用いた NMDA 投与による位相変化における mPer1遺

伝子の転写活性の変化 

 

序論 

 

 光は体内時計が外界の明暗周期に同調するための代表的な同調因子である。光は網膜

からグルタミン酸神経を介して SCNへとそのシグナルを伝達し、体内時計の位相を時刻

依存的に変化させる(Moore, 1991)。この体内時計の光同調においても遺伝子レベルで

の研究がなされている。SCN における mPer1 mRNA は時刻依存性に光による急性発現を

示し(Shigeyoshi et al., 1997)、mPer1 と mPer2 のアンチセンスオリゴヌクレオチド

の脳室内投与は、光による体内時計の位相変化を抑制する(Akiyama et al., 1999; 

Wakamatsu et al., 2001)。これらの報告から、mPer1 と mPer2 の体内時計における光

同調への関与が示されている。 

 マウスとハムスターの行動レベルでの実験において、この体内時計の光同調という現

象は２時間以内に完了しているという報告がある(Best et al., 1999)。しかし、この

報告は遺伝子レベルで評価されていない。そこで、mPer1のプロモーター領域を持つル

シフェラーゼの遺伝子を組み込んだ mPer1-luc トランスジェニックマウス(Yamaguchi 

et al., 2000)を用いて、SCNのスライス培養を作成し、mPer1の転写活性のリアルタイ

ムで長期にわたる計測を行い、体内時計が位相変化する時の mPer1遺伝子転写活性の変

動を詳細に調べた。 

 

方法 

 

実験動物 

 実験には mPer1-luc トランスジェニックマウス(Yamaguchi et al., 2000)の新生仔

（4-7日齢）を用いた。動物は全て恒温恒湿（23±0.2℃、55％）、明期 12時間暗期 12

時間の明暗周期下で飼育し、餌と水は自由に摂取させた。 
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実験手順 

 ZT4-6 の間に脳のサンプリングを行い、スライスを作成した（実験手法：スライス培

養を参照）。最低 1 週間の培養後、ルシフェリンとルシフェラーゼの反応による生物発

光の計測を開始し（実験手法：生物発光の計測を参照）、薬物投与実験を行った（実験

手法：薬物投与を参照）。 

 

実験手法 

スライス培養 

 エーテルで麻酔後、動物の脳を素早く取り出した。SCN を含む厚さ 400μm の前額断

切片をチョッパーで作成し、顕微鏡下で SCN以外の部分をナイフで注意深く取り除いた。

作成した SCN の組織片（約 0.7mm×0.7mm）はメンブレンフィルター（Millicell-CM, 

Millipore, Bedford, Massachusetts, USA）の上に置き、培養液に浸して３５℃で培養

した。 

 

生物発光の計測 

 培養した SCNを培養液 1mlの入った 35mm ディッシュに移して密閉した。計測中の培

養液はルシフェリン 1mMを含んだものを使用し、温度は 36℃に維持した。培養した SCN

からの生物発光は 2次元フォトン計測カメラ（Imaging Photon Detector IPD418, Photek, 

East Sussex, United kingdom）で計測した。計測したデータは 20分ごとにコンピュー

ターへ記録した。 

 

薬物投与 

 培養した SCNを、各薬物（NMDA 30μM、 NMDA 30μMと D-APV 25μM）を溶かした血

清を含まない無血清培養液に移し、36℃で 30 分インキュベートした。その後、薬物を

含まない無血清培養液に 10 分間×3 回移して薬物を洗い、計測で使用していた元の培

養液に戻して再び計測を開始した。 

 蛋白質合成阻害の実験では、サイクロヘキサマイドを 10μg/ml になるように、計測

に使用している培養液に加えた。 
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試薬 

 培養液：50% minimum essential medium、25% Hank’s balanced salt solution、25% 

ウマ血清、36mM グルコース、ペニシリン・ストレプトマイシン 

 無血清培養液：50% minimum essential medium、50% Hank’s balanced salt solution、

36mM グルコース、ペニシリン・ストレプトマイシン 

 

統計処理 

 ニ群間の比較は Student’s t-test を用いて検討した。 

 

結果 

 今回の実験系は、SCN 以外の部分からの発光が SCN からの発光よりも弱いため、SCN

における mPer1遺伝子の転写活性を評価するのに適しているといえる（図１a）。培養し

た SCN からの発光は強い概日性の振動を示し（最高値/最低値＝6.39±0.35、平均値±

標準誤差；n=26;図 1b）、その振幅は in vivoでの mPer1 mRNA の振幅に匹敵するものだ

った(Shigeyoshi et al., 1997)。発光の振幅は数周期で徐々に弱まったが、培養液を

変えることで、最初のレベルに回復した（図１b）。培養液を変えない場合、少なくとも

4周期は生物発光のピークの間隔に顕著な変動は見られなかった。ピークの間隔の平均

値を調べると、実験した SCNの培養の 95%が 25.05±0.61 時間以内に収まった（n=20）。 

図1 mPer1-lucトランスジェニックマウスのSCN培養における生物発光の持続
的計測。
（a）SCN培養の生物発光の高倍率画像。SCNの周りを薄く前視床下部域
（anterior hypothalamic area:AH）が囲んでいる。スケールバー＝500μm。
（ｂ）SCN培養の生物発光の概日リズム。上段は20分間の生物発光を総和し
た画像。記録した5日間分の画像を2枚おきに並べた（60分ごとの画像）。下段
のグラフは20分間での計測された発光の強さの合計を一つの点として示した。
矢印は培養液の交換を示している。
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 レポータージーンが遺伝子発現の変化に素早く反応するにはその半減期が短い必要

がある(Wood, 1995)。そこで、今回の実験系におけるルシフェラーゼ蛋白質の半減期を

調べるため、培養液にサイクロヘキサマイド（10μg/ml）を加え、蛋白質の合成を阻害

した。その結果、発光の半減期は 1.4時間だった。 

 光によって体内時計の位相が変化する時、その過程で mPer1遺伝子の転写活性はどの

ような変化を示すのかを調べるため、in vitro での実験において光照射したのと同様

の結果を示す薬物として知られる NMDA(Shibata et al., 1994)を、培養した SCN に投

与した。NMDA の濃度は 5μMと 10μMでは効果が弱く、60μMでは毒性が出たため 30μ

M で 30 分間の投与を行った。培養した SCN からの発光が弱まっていく位相である、ピ

ークから 6時間後に NMDA を投与すると、次に現れる発光のピークは NMDA の入っていな

い無血清培養液で処置したコントロール群と比べて有意に遅れた（NMDA, -1.94±0.18 

図2 NMDA投与による発光リズムの位相変化。
代表例の画像（上段）とそれに対応したグラフ（下段）。グラフは20分間での計測された発光の強さの合計を
一つの点とし、薬物投与前のピークの値（Time 0）を100％として示した。ピークからピークまでの時間はグラフ
の上に示した。
（a）ピークから6時間後にNMDAを投与することで位相は後退した。
（ｃ）ピークの12時間後にNMDAを投与すること位相は前進した。
NMDAの入っていない薬物投与用培養液をピークから6時間後（ｂ）及び12時間後（ｄ）に投与しても位相に変
化はなかった。
（e）NMDAとD-APVの同時投与により、NMDAによる位相変化は阻害された。
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時間, n=6; control, -0.23±0.04 時間, n=3; マイナスの値は位相の後退を、プラス

の値は位相の前進を表している。; p<0.01, Student’s t-test; 図２a, b）。培養した

SCNからの発光が強まっていく位相である、ピークから12時間後にNMDAを投与すると、

位相は前進した（NMDA, 0.86±0.10 時間, n=3; control, -0.32±0.09 時間, n=3; 

p<0.05, Student’s t-test; 図２c, d）。これらの反応が NMDA による特異的なもので

あることを確かめるため、NMDA 受容体の拮抗薬である D-2-amino-5-phosphonovaleate

（D-APV）25μMを NMDA 30μMと同時に投与したところ、NMDA による位相の変化を完全

に阻害した（図 2e）。 

図３は様々な時刻に NMDA を投与した時の位相変化をまとめたものである。データは

生物発光のピークから次のピークまでの時間より計算したフリーラン周期で補正を行

い、薬物を投与した時刻は circadian hour （Chr）で、位相の変化量は degrees of ark 

で示した(Pittendrigh, 1993; Schwartz and Zimmerman, 1990)（図 3レジェンド参照）。

NMDA の投与による位相変化の変化量や、位相が前進するか後退するかは、SCN培養の概

日リズムの位相に依存していた。SCN の培養の生物発光が示すピークから 4.2-7.2Chr

後の間に NMDA を投与すると、SCN培養の位相は後退し、9.8-12.7Chr の間に投与すると

位相は前進した。 

図3 NMDA投与によるSCN培養の生物発光リズムの位相反応。
コントロール群（青い点）とNMDA投与群（赤い点）の位相反応。X軸はその

SCN培養のフリーラン周期で補正した時間（1時間＝フリーラン周期／24時間）
を用いて、ピークからの時間を示した。Y軸はdegrees of arcで示した（degrees 
of arc ＝フリーラン周期／ 360°）（Schwartz et al., 1990; Pittendrigh, 1993）。
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 SCN 培養における概日リズムが位相変化する時、mPer1遺伝子の転写活性がどのよう

に変化するかをより詳細に検討するため、NMDA を投与して位相変化がおきている周期

の生物発光と、その前の周期の通常状態での生物発光の波形を比較した（図 4）。ピー

クから 6時間後に NMDA を投与した時、生物発光の波形は NMDA 投与後２時間以内に、2-3

時間遅く現れた（図 4a）。同様の急速な波形の変化は図 3で示した位相が後退する時間

帯（ピークから 4.2-7.2Chr後）で観察され、いずれもその移動は 2時間以内に完了し

ていた（データ未発表）。ピークから 12時間後に NMDAを投与した時、生物発光の波形

は NMDA 投与後 2-3 時間以内に、約 1 時間早く現れた（図 4b）。同様の位相変化は図 3

で示した位相が前進する時間帯（ピークから 9.8-12.7Chr 後）で観察された（データ未

発表）。 

 

考察 

 

 今回の実験系では安定した強い振動を持つ SCNの培養からの発光リズムを、4日ごと

に培養液の交換をする事で２ヶ月以上の長期間に渡って観測する事が可能となった。ま

た、リポータージーンとして使用したルシフェラーゼ蛋白質の半減期は 1.4時間と短く、

急速な遺伝子発現の変化を捉える事にも適している。そのため今回の実験系は mPer1遺

伝子の転写活性の変化を観察するのに非常に適していると思われる。 

図4 NMDA投与によるSCN培養の生物発光リズムの位相変化の過程。
ピークからピークまでを一周期とした時の、NMDAを投与する前の一周期（青
い四角）とNMDAを投与した一周期（赤い四角）の波形。それぞれの周期におい
て、一番低い谷の値を0％とし、発光が弱まっていく、一周期の前半部分の位相
では発光が弱まる前のピークの値を100％として補正し、発光が強まっていく、
一周期の後半部分の位相では発光がピークに達した時の値を100％として補正
した。値は平均±標準誤差（n=3）で示した。
（a）ピークから6時間後にNMDAを投与することで位相が後退した。
（ｂ）ピークから12時間後にNMDAを投与することで位相が前進した。
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 mPer1のアンチセンスオリゴヌクレオチドを投与することで、行動リズムの光による

位相変化が阻害されることから mPer1 は概日リズムの光同調機構に重要な役割を持っ

ていると考えられている(Akiyama et al., 1999; Wakamatsu et al., 2001)。今回行っ

た体内時計の位相が変化する時の、mPer1遺伝子の転写活性を調べる実験において、ピ

ークから 6時間後の NMDA の投与による位相変化量は 1.94±0.18 時間であったが、これ

は同じく位相後退を引き起こす時刻に光照射を行ったマウスで mPer1 mRNA 発現のピー

クが約2時間後退したというin vivoの実験報告と一致した(Shigeyoshi et al., 1997)。

また、今回の実験から得られた NMDA による mPer1遺伝子の転写活性の位相反応（図３）

は光による in vivoでの行動リズムの位相反応曲線と一致した(Schwartz and Zimmerman, 

1990)。 

 

 概日リズムが位相変化する時、SCN培養における mPer1遺伝子の転写活性がどのよう

に変化するかを検討した結果、位相の前進、後退の両方とも、位相変化は 2－3 時間以

内に完了していた。この結果は mPer1自身の転写活性のみならず、mPer1のプロモータ

ーの転写活性の変化も同様に急速に起こることを示している。 

 

 体内時計に支配を受けている、例えば行動リズムのような表現型として観察されるリ

ズムはその同調に何日かを要するが、このような行動リズムとは違い、SCNなどの中心

となる体内時計自身は素早くその位相を変化させるという説が Pittendrigh によって

提唱されており、哺乳類を含むすべての生物の体内時計にあてはまると考えられている

(Pittendrigh, 1974; Pittendrigh, 1993)。今回の実験結果は、幾つかの体内時計遺伝

子が形成している転写－翻訳後フィードバックループによる体内時計の振動のレベル

で急速な同調が起こることを示唆しており、Pittendrigh の唱える説を裏付けている。 

 今回の in vitro でのリアルタイムな観測を可能にした実験系は、in vivo での実験

系とともに、体内時計の発振機構における体内時計遺伝子の転写レベルでの研究に有効

な手段となるだろう(Yamaguchi et al., 2001; Yamazaki et al., 2000)。 
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第二章 老齢ラットの視交差上核、室傍核、松果体における Per mRNA 発

現の日内変動 

 

序論 

 

 老化は様々な生理機能に見られる現象である。概日リズムも老化による機能の低下や

障害が起こることが知られている。人では高齢者において、睡眠障害(Dement et al., 

1985)、睡眠覚醒リズムの位相前進(Haimov and Lavie, 1997)、体温リズム(Richardson 

et al., 1982)、活動リズム(Renfrew et al., 1987)、血中コルチゾールリズム(van 

Coevorden et al., 1991)の振幅の低下などが報告されている。老齢動物を用いた実験

においても同様の報告がある。マウスでは、老化による概日リズムの周期（τ）の延長、

活動持続時間の断片化、睡眠覚醒リズムの位相の後退、外界の明暗周期の変化に対する

同調速度低下などが(Valentinuzzi et al., 1997)、ラットやハムスターにおいても、

老化によるτの短縮(Pittendrigh and Daan, 1974; van Gool et al., 1987; Witting et 

al., 1994)、SCN 細胞の自律発火リズムの振幅低下(Satinoff et al., 1993; Watanabe 

et al., 1995)などが報告されている。これらの報告は個体レベルで見られる概日リズ

ムの老化現象が、体内時計である SCNのリズム発振レベルでの減衰に起因する可能性を

示唆している。 

 さて、老化によるリズム障害を調べた研究には前述したような報告があるが、体内時

計遺伝子の発現を指標とした研究はいまだなされてはいない。老化による概日リズムの

振幅の低下や、位相のずれなどが SCNの体内時計遺伝子レベルで起こっている可能性が、

仮説として考えられる。そこで、老齢ラットの SCN における rPer1,rPer2,rCry1 mRNA

の日内発現リズムを、in situハイブリダイゼーション（in situ hybridization： ISH）

法と reverse transcription-polymerase chain reaction法（RT-PCR法）を用いて解析した。 

 また、概日リズムの出力の一つとして知られる松果体ホルモン、メラトニンの生合成

(Schmid, 1993)、分泌(Pang et al., 1990)においても老化による低下が見られる。こ

の松果体へ SCNからの情報を伝える経路に室傍核（paraventricular nucleus: PVN）が

ある(Teclemariam-Mesbah et al., 1999)。実際、PVN は SCN からバソプレッシン、グ

ルタミン酸、GABA などの神経の入力を受けており、これらの神経伝達物質が PVN に概
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日リズムの情報を伝えていると考えられている(Hermes et al., 1996; Kalsbeek et al., 

2000; Kalsbeek et al., 1993)。そこで、PVN と松果体における rPer1 mRNA の日内発

現リズムに対する老化の影響についても調べた。 

 mPer1の転写は光によって誘導され、その誘導には時刻依存性が見られる(Shigeyoshi 

et al., 1997)。また、光照射による mPer1と mPer2の発現をアンチセンスオリゴヌク

レオチドによって抑えることで、光による体内時計の位相変化が抑制されることも知ら

れている(Akiyama et al., 1999; Wakamatsu et al., 2001)。これらのことから mPer1

と mPer2の増加は光による体内時計の位相変化に必要であると考えられている。この光

による位相変化に関しても、明暗周期をシフトした時に再同調に要する期間が老齢のマ

ウスとハムスターでは若齢群に比べて長くなるという報告がなされている

(Valentinuzzi et al., 1997; Zee et al., 1992)。老化は SCNにおける CREB のリン酸

化と同様に、Fosや c-fos mRNA の光による発現も減弱させる(Benloucif et al., 1997; 

Sutin et al., 1993)。これらの報告から、光照射後の rPer1,rPer2 mRNA の発現量も老

化の影響を受ける可能性がある。そこで、SCN における rPer1,rPer2 mRNA の光照射に

よる発現量の解析も行った。 

 

方法 

 

実験動物 

 ウィスターラットの雄（若齢群:2－3 ヶ月齢、老齢群:24－26 ヶ月齢、三菱ウェルフ

ァイドより提供）を用いた。動物は全て恒温恒湿（23±0.2℃、55％）、明期 12 時間暗

期 12 時間の明暗周期下で飼育し、光の急性的な影響を除くため、恒暗条件下に移して

2日目に実験を行った。実験は、恒暗条件下に移す前の明暗周期を基準に、明期の開始

時刻を 0 時とする Zeitgeber time（ZT）に従って行った。なお、餌と水は自由に摂取

させた。 

 

実験手順 

RT-PCR 法による各脳部位の rPer1 mRNA の日内発現に対する解析 

 実験日の ZT4,8,12,18,22に SCN、松果体をサンプリングし、RT-PCR 法（実験手法：
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RT-PCR 法を参照）で rPer1 mRNA 発現量を測定した。 

 

各脳部位の rPer1,rPer2,rCry1 mRNA の日内発現の ISH法による解析 

 実験日の ZT4,8,12,16,20,24に脳を灌流固定し、ISH法（実験手法：in situハイブ

リダイゼーション法を参照）で SCN、PVN における rPer1 mRNA の発現量を測定した。SCN

においては rPer2,rCry1 mRNA の発現量も測定した。 

 

光照射による SCNにおける rPer1,rPer2 mRNA の発現量に対する解析 

 実験日の ZT13.5 から 30分間、50lux の光を照射し、ZT15 に脳を灌流固定して ISH法

で SCN における rPer1,rPer2 mRNAの発現量を測定した。また対照群としては光照射を

せず、ZT15 に脳を灌流固定したものを用意した。 

 

実験手法 

in situハイブリダイゼーション法 

 試薬はすべて、オートクレーブ滅菌(121℃、20分)したものを用いた。動物を深くエ

ーテル麻酔し、氷冷した生理食塩水、4％ paraform aldehyde（PFA）溶液で順に灌流固

定し、脳を摘出した。摘出した脳は 4％ PFA 溶液中で一日静置（4℃）し、その後

20%sucrose 溶液（4℃）に移した。二日以上静置した後、SCN、PVN を含む連続前額断切

片(厚さ 30μm)をクリオスタット(HM505E：ドイツミクローム社)によって作成した。そ

の際脳切片は 1 枚ごとに 3 群に分け、それぞれ rPer1用、rPer2 用、rCry1用とし、2

×SSC 溶液中で保存した（室温）。 

 脳切片はまず Protenase K 溶液で 10 分間処理し(37℃、振とう)、 4% PFA を加えて

Protenase K の活性を停止した(室温、振とう、5分)後、2×SSC で洗浄した（室温、10

分、振とう）。次に酢酸溶液に脳切片を移してアセチル化を行い（室温、10分、振とう）、

2×SSC 溶液で脳切片の洗浄（室温、5分、振とう）を二回行った。その後[33P]UTP を用

いて作製した rPer1（2μg/μl）、rPer2 (2μg/μl)、rCry1 (16μg/μl)の各アンチセ

ンス cRNA プローブを含むハイブリダイゼーション溶液中にて、脳切片をインキュベー

ション(13-15 時間、60℃、振とう)した。ハイブリダイゼーション後、脳切片を 2×

SSC/50%Formamide 溶液に移して洗浄を 3回行った（60℃、振とう、それぞれ 45分、15
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分、15分）。洗浄後、RNase 溶液で処理（37℃、30分、振とう）し、2×SSC/50%Formamide

溶液にて 2回洗浄した（60℃、15 分、振とう）。さらに 0.4×SSC 溶液で洗浄（60℃、

30分、振とう）した後、50mM Tris-HCl に脳切片を移し、ゼラチンコートしたスライド

グラスに貼り付け、30分以上風乾させ、ethanol(80、90、95、100%)で脱水した。脳切

片は乾燥後、検量線用のスタンダード（Autoradiographic 14C-microscale 3strips 

222Bq:アマシャム）とともに、X線フィルムカセット（ハイパーカセット 30×40cm：ア

マシャム）内に移し、X線フィルム（Bio Max MR 30×40cm：KODAK）に感光させた（4℃、

4-6 日間）。感光後、developper D-19(KODAK)、および fujifix(フジフィルム)を用いて

現像した。 

 X線フィルム解析には micro computer imaging device（MCID）システム（カナダ イ

メージングリサーチ社）を使用した。SCNは 5枚の脳切片を選び、その両側の平均値を

個体の値とした。 

 

RT-PCR 法 

 エーテルで麻酔後、心臓を強打して致死させ、脳をすばやく取り出し、氷冷した生理

食塩水に浸した。SCN は厚さ 0.5ｍｍの前額断切片とし、ドライアイスで凍らせ、パン

チアウトして 2サンプルを一つのチューブにプールした。サンプルは TRIZOL solution

（BRL, MD, USA）内でホモジナイズした。TRIZOL solution の 1/5 量の chloroform を

加えて 15000rpm（4℃）で 20 分遠心した後、上清を取った。得られた上清と同量の

2-propanolと、1μlのglicogen（AMBION）を加えて－80℃で1時間静置した後、15000rpm

（4℃）で 20分遠心し、上清を取り除いた。沈殿物に 80％ ethanol を加えて 15000rpm

（4℃）で 15分遠心し、上清を取り除いて沈殿物を室温で風乾させた。沈殿物を 10μl

の DEPC-H2O に溶かし、RNAの量を吸光度計で測定し、100ng/μlになるよう調整した。 

 One Step RT-PCR system（GIBCO, BRL）を用い、100ng の total RNA を rPer1、GAPDH

のプライマーとともにチューブに入れ、増幅を開始した。RT-PCR の条件は、reverse 

transfection（50℃、30 分）、｛denaturing（94℃、15 秒）、annealing（55℃30 秒）、

extension（72℃60 秒）｝×25 cycle で行った。得られた PCR 産物（rPer1:240bp、

GAPDH:436bp）は 3%アガロースゲルに泳動し、ethidium bromide で染色した。 

 DNA のバンドの解析には EDAS-120 システム（KODAK）を用いた。得られた値から GAPDH
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との比を算出し、rPer1の値とした。 

 

試薬 

in situハイブリダイゼーション法 

 アンチセンス cRNA プローブ：rPer1（nucleotide positions:736-1717）、rPer2 

(730-1490)、rCry1 (mCry1の 1074-1768) 

 4%PFA：paraform aldehyde（4%）、Na2HPO4（80mM）、NaH2PO4（20mM） 

 20%sucrose：sucrose（20%）、Na2HPO4（80mM）、NaH2PO4（20mM） 

 2×SSC：NaCl（0.3M）、C6H5O7Na32H2O（30mM） 

 Protenase K 溶液：Tris-HCl（10mM,pH=7.5）、EDTA（10mM）、Protenase K 

（1μg/ml） 

 酢酸溶液：NaCl（0.15M）、Triethanolamimine（0.1M）、無水酢酸（0.25%） 

 50×Denhardt 溶液：Ficoll（1%）、PVP（1%）、BSA（1%） 

 ハイブリダイゼーション溶液：Formamide（60%）、Tris-HCl（10mM,pH=7.4）、tRNA

（0.2mg/ml）、50×Denhardt 溶液（2%）、Dextran Sulfate（10%）、NaCl（0.6M）、SDS（0.25%）、

EDTA（1mM） 

 RNase 溶液：NaCl（0.5M）、Tris（10mM）、EDTA（1mM）、RNase A（10μg/ml） 

 2×SSC/50%Formamide：Formamide（50%）、NaCl（0.3M）、C6H5O7Na32H2O（30mM） 

 0.4×SSC：NaCl（60mM）、C6H5O7Na32H2O（6mM） 

 

RT-PCR 法 

 プライマー：rPer1；5’-CAG CAA TGG CTC AAG TGG CAA T-3’ and 5’-ACT GTT CAC 

TGC TGC AGC CAC-3’、GAPDH；5’-GAC CTC AAC TAC ATG GTC TAC A-3’ and 5’-TGG CCG 

TGA TGG CAT GGA CT-3’ 

 

統計処理 

 結果は平均値±標準誤差で表した。ニ群間の比較は Student’s t-test を用いて検討

した。時系列における多群比較には一要因分散分析後、Dunnett’s test を用いて検討

した。 
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結果 

 SCN における rPer1,rPer2,rCry1 mRNA の発現量の変動を、一日 6 点でサンプリングを行

い、ISH 法によって調べた（図１）。 

 ｒPer1 mRNA の発現量は概日リズムを有する有意な変動を示し（若齢群：F[5,18]=28.9, 

p<0.01, 老齢群：F[5,18]=9.4, p<0.01, 一要因分散分析）、発現量のピークは ZT8 だった。

ｒPer2 mRNA の発現量も概日リズムを有する有意な変動を示し（若齢群：F[5,18]=9.0, 

p<0.01, 老齢群：F[5,18]=18.1, p<0.01, 一要因分散分析）、発現量のピークは ZT12 だっ

た。ｒCry1 mRNA の発現量も概日リズムを有する有意な変動を示し（若齢群：F[5,18]=6.5, 

p<0.01, 老齢群：F[5,18]=15.1, p<0.01, 一要因分散分析）、発現量のピークは ZT12 だっ

た。 

 ｒPer1（F[1,36]=0.96, p>0.05, 二要因分散分析）とｒPer2（F[1,36]=1.1, p>0.05, 二

要因分散分析）の mRNA 発現量において、若齢群と老齢群との間に差は見られなかった。ｒ

Cry1 の mRNA 発現量においては若齢群と老齢群との間に有意な差が見られ（F[1,36]=9.3, 

p<0.01, 二要因分散分析）、老齢群においては振幅の低下が観察された（図１f）。しかし、

各 ZT における二群間の比較を Student’s t-testで行ったところ、若齢群と老齢群との
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図1 SCNにおけるrPer1
（a,d）,rPer2（b,e）,rCry1（c,f）mRNA
発現に対する老化の影響のISH法に

よる評価。

(a-c) 若齢群（上段）と老齢群（下

段）のSCNを含んだ前額断切片のＸ-
線フィルム写真。rPer1（a）,rPer2
（b）,rCry1（c）mRNA発現のシグナ

ルが強い時刻と弱い時刻での代表

例を示した。スケールバー＝2.5mm。
(d-f) 若齢群（●）と老齢群（△）の

SCNにおける rPer1（d）,rPer2
（e）,rCry1（f）mRNA発現の日内変

動。値は平均±標準誤差で示した

（n=4）。**p<0.01 vs ZT20（d,e）ま
たはZT24（f）（Dunnett’s test）。
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間に有意な差は見られなかった。 

 次に、PVN における rPer1,rPer2,rCry1 mRNA の発現量の変動を調べた（図 2）。プローブ

の濃度は SCN における mRNA の発現量に合わせているため、SCN よりも mRNA の発現量が低い

PVN においては、rPer2,rCry1 mRNA のハイブリダイゼーションシグナルは非常に弱く、定

量には不十分なシグナルの強さだった。ちなみに、PVN における rPer1 mRNA の発現量は SCN

の約 4 分の 1 であった。 

 PVN におけるｒPer1 mRNA の発現量は概日リズムを有する有意な変動を示し（若齢群：

F[5,18]=5.7, p<0.01, 老齢群：F[5,18]=2.4, p<0.05, 一要因分散分析）、発現量のピーク

は ZT12 もしくは ZT16 だった。若齢群と老齢群との間に差はなく、老化と時刻という要因

の相互作用もなかった（二群間：F[1,36]=0.06, p>0.05, 老化×時刻：F[5,36]=0.56, p>0.05, 

二要因分散分析）。 

 

 松果体におけるｒPer1 mRNA の発現量の変動は、一日 5 点でサンプリングを行い、RT-PCR

法によって調べた（図 3c,d）。松果体におけるｒPer1 mRNA の発現量は概日リズムを有する

有意な変動を示し（若齢群：F[4,15]=5.3, p<0.01, 老齢群：F[4,15]=15.0, p<0.01, 一要

因分散分析）、発現量のピークはZT18だった。この結果は今までの報告と一致した（Fukuhara 
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図2 PVNにおけるrPer1 
mRNA発現に対する老化の影

響のISH法による評価。

(a)若齢群（上段）と老齢群

（下段）のPVNを含んだ前額断

切片のＸ-線フィルム写真。ス
ケールバー＝2.5mm。

(b)若齢群（●）と老齢群（△）
のPVNにおける rPer1 mRNA

発現の日内変動。値は平均±
標準誤差で示した（n=4）。
*p<0.05 vs ZT4（Dunnett’s
test）。
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et al., 2000; Takekida et al., 2000）。若齢群と老齢群との間に差はなく、老化と時刻

という要因の相互作用もなかった（二群間：F[1,28]=1.0, p>0.05, 老化×時刻：F[4,28]=0.4, 

p>0.05, 二要因分散分析）。 

 図 3a と 3b は SCN におけるｒPer1 mRNA の発現量の概日リズムを RT-PCR 法によって調べ

た結果である。ISH 法による結果と同様に、ｒPer1 mRNA の発現量は概日リズムを有する有
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図3 SCN（a,b）と松果体（c,d）
におけるrPer1 mRNA発現に

対する老化の影響のRT-PCR

法による評価。

(a)若齢群（Y）と老齢群（A）
のSCNにおけるrPer1 , 
GAPDH mRNA の電気泳動
写真。

(b)若齢群（●）と老齢群（△）
のSCNにおける rPer1 mRNA

発現の日内変動。

(c)若齢群（Y）と老齢群（A）
の松果体におけるrPer1 , 
GAPDH mRNA の電気泳動

写真。

(d)若齢群（●）と老齢群（△）
のPVNにおける rPer1 mRNA

発現の日内変動。

rPer1 mRNAの値は

GAPDH mRNA の値を元にし

た相対量で表し、平均±標準

誤差で示した（個体数をカッコ

内に示したもの意外はn=4）。
*p<0.05 **p<0.01 vs ZT22
（b）またはZT4（d）（Dunnett’s
test）。
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意な変動を示し（若齢群：F[4,16]=2.9, p<0.05, 老齢群：F[4,15]=13.0, p<0.01, 一要因

分散分析）、発現量のピークは ZT8 だった。また、若齢群と老齢群との間に差はなく、老化

と時刻という要因の相互作用もなかった。 

 光同調における老化の影響を検討するため、光照射による SCN の rPer1,rPer2 mRNA の発

現量を調べた（図 4）。 

 若齢群における rPer1 mRNA の発現量は ZT13.5 に光照射を行うことにより、光を照射し

なかった対照群に比べ、34%の有意な増加を示した（p<0.01, Student’s t-test）。老齢群

では光を照射しなかった対照群に比べ、9%の減少が見られたが、有意な差ではなかった（図

4a、c）。 

 同じ実験条件で、若齢群における rPer2 mRNA の発現量は ZT13.5 に光照射を行うことに

より、光を照射しなかった対照群に比べ、54%の増加を示したが有意な差ではなかった。老

齢群では光を照射しなかった対照群に比べ、若齢群より少ない 23%の増加が見られたが、有

意な増加ではなかった。また、若齢群と老齢群との間に有意な差は見られなかった。 

 

考察 

 

 今回の実験で、若齢ラットと老齢ラットの SCN における rPer1,rPer2,rCry1 mRNA は類似
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図4 SCNでの光によるrPer1
（a,c）,rPer2（b,d）mRNA発現に
対する老化の影響のISH法によ

る評価。
(a,b)若齢群（上段）と老齢群（下
段）のSCNを含んだ全額断切片
のＸ-線フィルム写真。コントロー
ル群（con）と光照射群（LP）の代

表例を示した。スケールバー＝
2.5mm。

(c,d)若齢群（白, n=8）と老齢群
（斜線, n=5）のSCNでの光による
rPer1（c）,rPer2（d）mRNA発現。

値は平均±標準誤差で示した。
**p<0.01 vs コントロール群、
##p<0.01 vs若齢群 （Student’s 
t-test）。



 20 

した日内発現パターンを示した。rPer1,rPer2 mRNA の SCN における日内発現パターンは Yan

らの報告（1999）と一致している。しかし、老齢ラットの SCN の rCry1 mRNA は、日内リズ

ムの振幅にわずかながら減少が見られた。マウスのSCNにおける時計機構は、CLOCKと BMAL1

の転写因子としての正の制御と、Per、Cry 遺伝子産物の転写抑制因子としての負のフィー

ドバックが、体内時計遺伝子の転写のフィードバックループに関与していると考えられて

いる(Dunlap, 1999; Kume et al., 1999)。今回の結果は、SCN の時計機構におけるフィー

ドバックループの負の因子は老化によって乱されないことを示しており、このことから体

内時計は老化した個体においても、まだ明瞭な安定したリズムを刻んでいる可能性を示唆

している。この点において、今回の実験結果はこれまでの SCN における VIP の mRNA 発現リ

ズムの減弱（Kawakami et al., 1997; Krajnak et al., 1998）、SCN の２DG の取り込みリ

ズムの減弱（Wise et al., 1988）、そしてラットとハムスターの SCN 神経細胞の自律発火

リズムの減弱(Satinoff et al., 1993; Watanabe et al., 1995)などの報告と一致しない。 

 マウスのアルギニンバソプレッシン（arginine vasopressin: AVP）遺伝子はそのプロモ

ーター領域に CACGTG という E BOX の配列を持っており、PER がこの遺伝子の CLOCK:BMAL1

による転写を抑制したという報告がある(Jin et al., 1999)。この報告は SCN の体内時計

に関わる転写機構が、体内時計に制御された出力リズムとしての AVP 遺伝子の発現を直接

制御していることを示している。今回の実験結果で、老齢ラットの SCN においても

rPer1,rPer2 mRNA の発現リズムは正常であることが観察された。この結果は体内時計の振

動と体内時計遺伝子が少なくとも SCN の AVP 細胞では老化の影響を受けていないことを示

している。 

 mCry1ミュータントマウスや mCry2ミュータントマウスでは mPer1、mPer2 mRNA の振動は

明確なまま保たれている。これらのミュータントマウスでは、恒暗条件下に 1.5 から 2.5

日間置いた時に観察されるそれぞれのフリーラン周期と一致して、mPer1、mPer2 mRNA の発

現のピークが mCry1ミュータントマウスでは前進し、mCry2ミュータントマウスでは後退し

ていることが知られている(Okamura et al., 1999)。ラットでは老化に伴いフリーラン周

期が短くなるという報告がある(Witting et al., 1994)。そのため今回の結果において、

Per遺伝子の発現のピークが老齢ラットで前進することが予想された。しかし、4 時間ごと

のサンプリングによる ISH 法での定量という実験条件では、Per遺伝子の発現のピークに老

化による影響は見られなかった。また実験に使ったラットのフリーラン周期は調べていな
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いので本研究からだけでは結論を出す事はできない。フリーラン周期を調べた後に SCN で

の Per遺伝子の発現を調べれば、興味深いデータが得られた可能性がある。 

 松果体においても、体内時計遺伝子の転写が光情報や体内時計の支配下にある。ラット

の松果体における Per1、Per2 mRNA(Fukuhara et al., 2000; Takekida et al., 2000)やマ

ウスの松果体における PER1 蛋白質の発現(von Gall et al., 2001)などの夜間にピークを

持った発現は、おそらくメラトニンの分泌のようなリズムを持った細胞の応答に関与して

いると考えられる。老化によりメラトニンの合成(Schmid, 1993)や、分泌(Pang et al., 

1990)といった松果体の機能は低下するという報告がある。しかし興味深いことに、今回の

実験では PVN と松果体におけるｒPer1 mRNA の発現に老化の影響は見られなかった。松果体

のｒPer1 mRNA の発現が老化の影響を受けない理由については分からないが、この結果は松

果体や PVN においてｒPer1 mRNA の発現に関わる、SCN を起点とするリズムの出力が、老化

が進んだ状況においても安定して維持されていることを示している。 

 mPer1、mPer2 mRNA のアンチセンスオリゴヌクレオチドの投与により、光による概日リズ

ムの位相変化が減弱するという報告(Wakamatsu et al., 2001)から、SCN における mPer1 ま

たは mPer2 遺伝子の発現の増加は光による概日リズムの位相変化にとって重要な過程であ

ることが知られている。また、ミュータントマウスを用いた実験では、mPer1遺伝子と mPer2

遺伝子が明暗周期の位相をずらした際の概日リズムの位相変化に重要な役割をはたしてい

ることが示された(Albrecht et al., 2001)。今回の実験では、ZT13.5 に光照射を行った結

果、若齢群では SCN における rPer1,rPer2 mRNA の急激な発現の増加が見られたが、老齢群

においては見られなかった。これは老化によって Per 遺伝子の光による発現が障害された

ことを示している。この結果は、SCN における光誘発性の c-fos mRNA 発現(Sutin et al., 

1993)や Fos 蛋白質に対する免疫反応と CREB のリン酸化(Zhang et al., 1996)などが老化

によって低下するという報告と一致する。この光に対する SCN の反応の老化による減弱に

おいては、SCN の機能そのものの老化のほかに、網膜の光受容体の数、または感受性の低下

や、網膜から SCN への経路の障害などの可能性も考えられる。老齢ハムスターにおいて網

膜を通した光の伝達が、若齢のそれに比べて 10-20%減少したという報告(Zhang et al., 

1998)もあるように、網膜の衰退は SCN への光入力を弱めるので、光による Per の発現の減

弱に対する原因となりうる。 
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 結論として、今回の結果ではラットの SCN における rPer1、rPer2 mRNA や、PVN、松果体

における rPer1 mRNA の発現に老化の影響は見られなかった。このことから、行動レベルで

みられる老化による概日リズム障害は、体内時計の体内時計遺伝子によるフィードバック

ループにおける障害ではなく、より下流での時計に制御された遺伝子の発現などの障害が

可能性として考えられた。また、SCN における光による Per 遺伝子の発現の低下は、老齢動

物に見られる行動レベルでの光による概日リズムの位相変化の低下の原因である可能性が

示された（図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5　体内時計遺伝子の発現を
指標とした概日リズムに対する
老化の影響
　 *は本研究において老化の影
響があったもの。#は本研究に
おいて老化の影響が無かったも
の。
　行動レベルでみられる老化によ
る概日リズム障害は、体内時計遺
伝子によるリズムの発振における
障害ではなく、出力系以降での障
害が可能性として考えられた。
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総括 

 概日リズムの研究分野において、体内時計遺伝子の発見を発端に遺伝子レベルでの研究

が急速になされるようになった。それ以前より、個体レベルの行動リズムなどの表現形と

して表れるリズムの研究や、SCN という神経核に焦点をあてた細胞レベルでの研究、概日リ

ズムに関与すると思われる分子に注目した分子レベルでの研究などが行われてきたが、体

内時計遺伝子という新たなパーツを得て、概日リズムのおおもととなる体内時計の発振機

構というより核心に近い研究が可能となった。当然のことながら、これらの個体から遺伝

子までの各レベルで起こる現象は、概日リズムという一つの生体システムの中に内包され

るものであり、すべてが因果関係を持ってリンクしているはずである。この遺伝子発現か

ら最終的な表現形である個体レベルでの生理現象の発現にいたるまでの機構を解明する事

は非常に困難であると同時に、非常に重要かつ有意義なことである。家族性睡眠相前進症

候群の患者に体内時計遺伝子 Per2の変異が見られたという報告がある(Toh et al., 2001)。

この報告は近年の概日リズムの研究分野における急速な遺伝子レベルの研究成果の恩恵を

受けたものであり、個体レベルでの現象を遺伝子レベルで説明したという点で、概日リズ

ムの研究がその困難な目標に一歩近づいたと言っていいだろう。 

 このような概日リズムの研究分野における流れの中で、現在報告されている様々なレベ

ルでの現象と体内時計遺伝子の関わりを研究することは、概日リズムの研究を発展させる

ために有用な蓄積となる。今回、第一章では体内時計の光同調における急速な位相変化が、

遺伝子発現のレベルですでに起こっていることを見出した。また第二章では老化によるリ

ズム障害と体内時計遺伝子の関わりに焦点をあて、SCN の時計機構におけるフィードバック

ループの負の因子は老化によって乱されないことを示し、老化による概日リズムの振幅の

減弱などは、体内時計遺伝子によるフィードバックループにおける障害ではなく、より下

流での時計に制御された遺伝子の発現などの障害が関与している可能性を見出した。さら

に老化による光同調の低下に関しては、遺伝子発現の低下が原因である可能性を見出した。 

老化によるリズム障害は、高齢者の生活様式と社会の生活様式との間にずれを生じさ

せ、高齢者の生活の質を悪化させることにつながり、高齢化の進んだ現代社会において

問題となっている。今回の研究成果は老化によるリズム障害の原因究明や治療法の開発に

寄与すると考える。 
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