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    学位論文題名

    New reporter system for Perl and B7nall expressions

revealed self-sustained circadian rhythms in peripheral tissues

（時計遺伝子PerlおよびBmallの遺伝子発現同時モニタリングシステムの

    構築と末梢組織における概日リズムの解析）

学位論文内容の要旨

  哺 乳 類 の生 物 時 計 は 、主 時 計で ある視 床下部 視交 叉上核 (SCN)が 各組織 に存 在する 末梢時 計を同 調さ

せることにより個体としてのりズムを形成する、階層構造をとると考えられている。概日リズムの細胞内分子機

構としては、連動して回転する複数の時計遺伝子転写調節フィードバックループが提唱されている。近年、生

物発光レポーター遺伝子を導入したトランスジェニック動物を用い、時計遺伝子発現を連続測定することが可

能 とな り、こ れらの 動物の 組織 培養の 結果、 SCNの みなら ず末 梢各組 織でも 時計遺 伝子の 発現が自律振動

していることが示された。しかし、これまでの研究では、単一遺伝子の発現しか連続測定できず、複数の遺伝

子 が関 与する 分子機 構の解明は困難であった。また、末梢時計機構の解明には、発現リズムのより明瞭な遺

伝 子を 連続測 定する 必要性があった。本研究は、発光機序の異なるニ種のルシフェラーゼをレポーターとし

て 使用し、二種の時計遺伝子PerlおよぴBma〃発現をりアルタイム測定できるトランスジェニックマウスを作

製 す る と 共 に 、 中 枢 お よ ぴ 末 梢 に お け る 遺 伝 子 発 現 リ ズ ム の 解 析 を 目 的 と し た 。

［方法］

時計遺伝子レポーターマウスの作製

  触イプロモータ下流に分泌型のウミホタルルシフェラーゼ（VL）を、6刧aロプロモータ下流に非分泌型のホ

タルルシフェラーゼ（FL）を導入したベクターを構築し、C57BL/6Jバックグラウンドのトランスジェニックマウス

（PVBFマウス）を作製した。

自発行動および時計遺伝子登葱！こみ生れる概日リズムパラメータの測定

  11―16週 齢のPVBFおよび 野生 型マウ スの自 発行動 リズム を感 熱式セ ンサー にて14日間、 明期12時 間、

暗 期12時 間の明 暗サイ クル 下で測 定し、 その後 恒常 暗条件 （DD）に おいた。DD24日目のサーカディアンタ

イ ム （ CT、活 動 期 の 開 始位 相 を CT12と す る 相 対時 刻 ）14時（ CT14）お よびDD50日目の CT22に、 それぞ

れ 30分間 、300ルクス の光 パルス を照射 した。 内因性 時計 遺伝子 発現の 検討は 、PVBFお よび野生型のマウ

ス を明 暗条件 下で4時間 おきに 断頭し 、SCNを含 む脳の 前額断 凍結ス ライス切片を作製して冏尾d、mぬ膨、

皿 勵 a〃 の オ リ ゴ プ ロ ー ブ を 用 い た 定 量 的 由 む uハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 行 っ た 。

跏a′H屯およびぬ疊豊と堕型定

  PVBFマウ スの前 額断SCNスラ イス切 片お よぴ末梢臓器（眼球、肺、心臓、大動脈、横隔膜、胃、肝臓、腎

臓 、精 巣）の 300pm切 片を 作成し 、DMEM培 地にO．lmMホタ ルルシ フェリ ンを加 え、 37℃で培養用メンブレ
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ン を用い て気水 界培養 した。 FL発現 はディ ッシュ 型ル ミノメ ータを 用いて1分間の発光量を10分間隔で連続

測 定 し た 。培 養 SCNの Bmall-Iヽ →L活性を 上記の 方法 で測定 中、培 養翌日 （1日目） の8時から 2日 目の20

時 まで4時間 おきに 測定を 中断して培養液を全量採取し、測定終了後にサンプルにウミホタルルシフェリンを

加えて発光量をルミノメータで測定した。

［結果と考察］

トランスジェ三2クマ立ろ堕盤旦リズムノくラメータ

  PVBFマウス の行動 リズム 位相・ 周期 およぴ 光反応 性は野 生型 に対し 有意な 差はみ られなかった。また、

SCNにお ける時 計遺伝 子発現においても野生型と差はなく、本トランスジェニックマウスの生物時計には変異

がないことが示された。

Perl-VL塑よびBma盥ニELQ回墮倒産

  同 一の 培養組 織より ん〃お よび 6細aロ発 現を同 時に 連続測 定する ことに 初めて 成功 した。 SCNに おける

ぬ r． pM， お よ び 励畆 卜 FLの活 性はと もに明 瞭な 概日リ ズムを 示し、 その 頂値位 相はPer卜VLが 主観 的明

期 の後半 、勵a′． PFLは 主観的 暗期の 後半 となり 、逆位 相の関 係がみ られ た。過 去の文 献および今回の由

前 uハイ ブリ ダイゼ ーショ ン法に よる而 遺伝 子の発 現も互 いに逆 位相であり、両遺伝子の内因性発現をりア

ル タ イ ム で的 確 に 示 す こと が 明 ら か にさ れ た 。 ぬ r． pVLお よぴ勵 dH乢の 頂値位 相は励 前Uハイブ リダイ

ゼ ー シ ョ ン法 に よ る m恥JAの 頂値位 相に比 べてそ れぞ れ6ー 8お よび416時間 遅れ ていた 。この 遅れは 他の

ホ タルルシフェラーゼレポーターを用いた研究においてもみられており、ルシフェラーゼタンパクが翻訳され

る までにかかる時間を反映していると思われる。また、VLについては分泌型のためより多く時間がかかったと

考えられる。

圭担担繊堕励墜壟登墾！丕杢

  測 定した 末梢各 組織 はいずれも明瞭詮勵a′．H乢リズムを示した。SCNおよぴ末梢各組織の6刧a口発現を、

発 光レポ ーター を用い て初め て連 続側定 することができた。眼球を除く全ての末梢組織で、リズム頂値位相

は SCNの 概日リ ズム と異な ってい た。そ の生 理学的 意義は 不明で あるが 、末 梢時計 の機能 がそれ ぞれ の末

梢 臓器の 生理機 能リズ ム発現 にあ ること から、各々組織の機能が、明暗サイクルに同調した睡眠覚醒や摂食

リズムなどと適切な位相関係を示すよう、中枢時計により同調を受けると考えられる。一方、リズム周期も各組

織 により異なっており、末梢組織が独自の概日振動体をもつことが示された。末梢組織の中から肝臓を選び、

励 むpFLリズム を20日問 以上 にわた って測 定することに成功した。肝臓の6切a′．pFLリズムは培養の日数を

経 ると次 第に減 衰した が、培 養液 交換に より振幅は回復し、再ぴ強い振動がみられた。このときの培地交換

は 位 相依 存的 に占md卜 FLリズ ムを変 位させ た。こ れら の結果 は、末 梢組織 におけ る振 動機構 も、SCNの中

枢 時計と同様、安定した自律的振動と、位相調節機能を有していることを示している。また、一例であるが肝

臓の測定中、培養液交換により約8時間の周期をもっウルトラディアンリズムを観察した。このりズムは次の培

養液交換により、概日リズムに変化した。このウルトラディアンリズムがレポーター系のアーチファクトであるか、

あ るいは 肝臓の 生理的 な現象 を反 映して いるかは不明であるが、背後の振動メカニズムを探る上で興味ある

現象である。

［結論］―

  二 時計遺 伝子発 現を 同ー組 織から 連続測 定可能なトランスジェニックマウスを初めて作製し、その有用性

を 明らか にした 。この マウス を用 い、末 梢各組織はそれぞれ独自の時計機構をもち、自律的な振動が持続す

ることを明らかにした。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  八若保孝
副査  教授  赤池  忠
副査  教授  田村正人
副査  教授  本間研一（医学研究科）

    学位論文題名

    New reporter system for Perl and BTnall expressions

revealed self―sustained circadian rhythms in perlpheraltiSSueS

（時計遺伝子凡灯およびB腕ロぬの遺伝子発現同時モニタリングシステムの

    構築と末梢組織における概日リズムの解析）

審査は、審査担当者全員の出席の下に行われた。最初に申請者に提出論文の概要の説明を求め

るとともに適宜解説を求め、次いでその内容および関連分野について試問を行った。

  審査論文の概要は以下のとおりである。

  近年、生物発光レポーターにより遺伝子発現の連続測定が可能となり、生物時計の中枢である

視交叉上核(SCN)のみならず末梢各組織でも時計遺伝子の発現が自律振動していることが示され

ている。しかし、これまでの研究では、単一遺伝子の発現しか測定できず、複数の遺伝子が関与

する分子機構の解明には充分効果的とはいえなかった。本研究では、発光機序の異なる二種のル

シフェラーゼをレポーターとして使用し、ニ種の時計遺伝子PerlおよぴBman発現をりアルタイ

ム測定できるトランスジェニック(TG)マウスを作製するとともに、SCNにおける生物時計機構

の発達および末梢組織における遺伝子発現リズムの解析を行った。

  Perlプロモータ下流に分泌型のウミホタルルシフェラーゼ(VL)を、Bmallプロモータ下流に

非分泌型のホタルルシフェラーゼ(FL)を導入したベクターを構築し、C57BL/6Jバックグラウン

ドのTGマウスを作製した。初めに、TGマウスの自発行動と光反応性の測定およぴむsituハイ

ブリダイゼーション法を用いた内因性時計遺伝子発現の解析を行った。このTGマウスを用いて、

SCNスライス切片を作成、気水界培養し、FL発現を10分間隔で連続測定、VL発現を4時間毎に

培地を採取して連続測定した。次に、新生児および成獣のSCNを培養し、培地交換刺激に対する

Bma D-FLリズムの反応性の違いを比較した。また、末梢各組織のスライス切片を同様に培養し、

Bmal l-FLリズムを測定した。

  その結果、TGマウスの行動およびSCNにおける時計遺伝子発現には野生型と有意差がみられず、

本TGマウスの有用性が示された。SCNにおけるPerl―VLおよびBmaD- FLの活性は、ともに明瞭
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な概日リズムを示し、同一組織からニつの時計遺伝子発現を連続測定することに初めて成功した。

各遺伝子発現の頂値位相は、PerpVLが主観的明期の後半、励甜PFLは主観的暗期の後半であり、

過去の文献とも矛盾しなかった。また、成獣SCNが培地交換位相に関わらず位相がほとんど変位

しないのに対し、新生児では位相依存的な位相変位が観察された。このことは、新生児と成獣SCN

におけるニューロン間のカップリングの強さの違いを反映していると思われる。一方、末梢各組

織においても明瞭な麁鰌｜Jリズムが観察され、その位相周期は組織により異なっていた。肝臓の

励釘｜リズムは次第に減衰したが、培地交換により回復した。培地交換は肝臓組織においても位

相依存的に麁齟J｜リズムを変位させたが、その変位量は振動をりセットするには不十分であり、

肝臓の振動が培地交換前後で持続していることが明らかとなった。この結果より、末梢各組織は

それぞれ独自の時計機構をもち、SCNと同様に自律的な振動が持続していると考えられる。

  口頭試問では、本論文の内容とそれに関連した学問分野について質疑応答がなされた。

  主な質問事項は、

＠生体のりズムについて

◎実験方法について

  1）タイムスケジュールについて

  2）培地交換について

◎培地交換と位相前進との関係について

＠母子同調のしくみについて

◎二峰性のりズムの出現とその意味について

◎レポーターとして使用したルシフェラーゼについて

◎リズムが形成されるための条件について

◎末梢臓器の独立の可能性を中心にした、マスタークロック（主時計）と末梢の臓器との関係に

  ついて

◎末梢臓器の機能と末梢臓器が持っているりズムとの関連について

◎生きている動物からの遺伝子発現測定の可能性について

◎今後の展望について

などで あり、これ らの質問に 対し申請者 から適切か つ明快な回 答が得られた。

審査担当者との質疑応答をとおして、学位論文を中心とした関連する分野について幅広い知識を

有し、実験手技についても詳細を熟知していることが明らかになり、さらに本研究の発展を見据

えた今後の展望が示された。

  以上のことから、審査担当者全員が、本研究が学位論文に十分に値し、申請者ぼ博士（歯学）

の学位を授与するのに十分な学識・資質を有しているものと認めた。
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