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本間研一
理事長

巻•••••••••••••••••• 

ほ乳類の時計遺伝子発見を契機に、世界の研究室を席巻した時間生物学の分子生物学研究が・段落を迎え、
世界の仰|究者たちは新しい地平に向けて満を持している ような今日この頃ですが、会員の皆さんはいかがお過
ごしですか。昨年来、1 :1本の時間生物学にとって、喜ばしい事が続けてありました。その 1つは、日本の 3大
国際貨の 1つである国際生物学賞の2006年度受: 此テーマに時間生物学が採択され、日本人研究者とも馴染みが
深いオラン夕、のSerge Daan博士が受賞されたことです。これは、 l時間生物学が生物学の重要な分野であること
が日本でも正式に認められ、権威づけられたことを意味します。Daan博士は、 H寺間生物学の泰斗である Colin
Pittendrighや]urgen Ascho妊のもとでポスドク時代を過ごし、 今ではこの分町' の古典となった 5編の論文( ]
Com p  Physiol.， 1976) を著すとともに、その後も彼らの共同研究者として、時間生物学における大きな 2つの
潮流を融合させた功績が認められて、今回の受賞に至り ました。ちなみに国際生物学賞は生物学者であったH百
羽l天皇の在位60年を記念して制定された格式の高い賞です。朗報の第 2 は、名古屋大学理学研究科の近藤孝男
先生が平成18年度朝日貨を受賞されたことです。朝日賞は朝日新聞が主宰するfri l J 成ある賞で、これまで野依良
治氏、平山郁夫氏、 ドナルド・ キーン氏など日本の科学や文化を築いた人々に贈られています。近藤先生は、

長年植物や鹿藻類の生物時言|について研究されてきましたが、特にR5藻類の分子生物学的な研究で、生物発光
を利用した リズム解析法を時間生物学に初めて導入し、分子振動という新しい独創的な概念を提唱したことが
評価されま した。近藤先生の受賞は、日本l時間生物学会にとりましでも大き な喜びであります。
時間生物学会の最も重要な、j舌動である学術大会は、今年11月、 高橋敏治先生( 法政大学) を大会長と して、
日本l睡眠学会( 大井田|監大会長) との合同大会として東京で開催されます。日本睡眠学会との合同大会は初め
ての試みですが、日本時間生物学会が「生物リスム研究会j と睡眠リズム研究が主体であった「臨床H寺間生物
学研究会」 とが合流して創設された経緯を考えると、むしろ自然な成り行きと思えます。H下今、学術研究の社

会や国民への成果還元が強く求められているなか、日本時間生物学会も、基礎M 究の一層の充実とともに、医
学などの応用科学との連携を推進して行かなければな らないと感じています。その観点からも、日本睡眠学会
との合同大会は意義深いと思われます。なお、この合同大会に先立ち、第 2@]国際l時間生物学会 ( W C C ) が
開催されることがつい最近決まりました。 4 年前の2003年、日本時間生物学会がホス ト学会となり、 札幌市で
第 l回国際時間生物学会が開催されたことは記憶に新しいところです。第 2 IE!I大会は米国で S R B Rが主催す
ること になっていま したが、諸般の事情で日本時間生物学会が再びホスト学会としてお世話することになりま
した。経緯等の詳細については、本誌をご覧下さい。
また、 2年先のことですが、 2009年に第 6回アジア睡眠学会が大川匡子日本 11制民学会理事長( 大川先生は日

本H寺間生物学会の理事でもあります) の主宰で、大阪で開催されます。アジア|睡眠学会は10を超えるアジア各
国の 11垂11民学会の連合体で、世界i睡眠学会連合の傘下団体です。この度、大川大会長から日本H寺間生物学会に対
して、アジア睡眠学会との連携大会開催の可能性が打診されました。日本時間生物学会理事会で検討した結果、
2009年の学術大会をアジア睡眠学会と連携して開催することが決まりました。日本H寺間生物学会も、今後アジ
アの|時間生物学者と積極的に連携していきたいと考えております。大会の日 H寺は10月上旬と I'I:I'Jいています。今
秋のJ111事会までに、 大会長や日程を決めて会員の皆さんにご報告したいと思います。
日本H寺間生物学会は会員数( 約600名) の割には学会参加者や、 i寅題発表数が多い、小なりといえども非常に

活発な学会です。純粋に学術的な学会としては丁度良いサイズの会かも知れません。この活性を維持するとと
もに、会員の相互刺激を通じて、日本の時間生物学をさらに発展させて行きたいと思います。会員の皆さんの
ご活躍を祈念致します。
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抗癌薬の時間治療

大戸茂弘
九州大学大学院薬学研究院薬剤学

生体には体内時計が存在し、多くの生体機能をコントロールしている。そのため約24時
間を周期とする生体リズムが認められる。また、 薬の効き方を決定する薬の体内での動き
方や薬に対する生体の感じ方も生体リズムの影響 を受ける( 時間 薬理学:
Chronopharmacology)。時間薬理学は、投薬のタイミングを考慮して効果を最大に、また
副作用を最小にすることにより医薬品適正使用の向上を指向した学問分野である。一方、
抗癌薬の薬物治療において、癌細胞に対し抗腫蕩効果を最大にする点と正常細胞に対し毒
性を最小にする点が重要である。従って、生体の中で細胞の感受性や薬物動態が時間と共
に刻々と変化しているような状況下では、生体リス、ムにあわせ持続点滴速度を変化させた
り、適切な投薬タイミングを選択する必要がある。抗癌薬の効果の標的臓器となる癌細胞
や副作用の標的臓器となる正常骨髄細胞のD N A合成能には日周リズムが存在する。そのた
め生体リスムを考慮して、抗癌薬の効果を増強し、副作用を軽減することが可能となる。
治療において、抗癌薬に対する生体の感受性 (癌細胞および正常細胞の細胞動態) および
薬物動態の日周リズムをモニターし、生体リズムの中で何を指標に投薬タイミングを設定
するかが重要である。生活環境、疾患症状、治療状況により生体リスムの位相や振幅が変
容するため、投薬時刻が重要なのではなく個々の生体リズムにマッチした時刻に投与する
必要がある。

1 . はじめに
生体には体内時音|が存在し、多くの生体機能をコ
ントロールしている。そのため約24時間を周期とす
る生体リズムが認められる。また、薬の効き方を決
定する薬の体内での動き方や薬に対する生体の感じ
方も生体リズムの影響を受ける 4，20制。 従って投薬タ
イミングを考癒することにより薬の有効性や安全性
を高めることも可能となる。抗痛薬も代表的薬物の
一つである。一般に抗癌薬の効果は、薬物動態、薬
力学および癌細胞の感受性により規定される。また
感受性は、癌細胞の増殖状態、細胞周期によって異
なることが知られている。一方、抗癌薬の薬物治療
において、癌細胞に対し抗腫焼効果を最大にする点
と正常細胞に対し毒性を最小』こする点が重要である。
しかし強力な抗癌薬は開発されているものの、その
重篤な副作用のため治療を中断せざるを得なくなり、
その作用を発揮できない場合が多い。抗癌薬は殺創11

ohdo@ phar.kyushu-u.ac.jp  (〒812-8582
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JJ包作用様式から、 il長l支依存性作用1!下(type 1 ) とH寺
問依存性作用群 (type II ) に分類される 2ヘ 濃度依
存性作用群には、アルキル化剤、抗癌性抗生物質、
白金誘導体、 トポイソメラーゼ阻害剤などの周期特
異性薬剤が分類され、 一回大量投与法または中等量
間欠投与法が有効である。時間依存性作用群には、
代謝措抗剤や植物性アルカ ロイドなどの期特異性薬
剤が分類され、長期頻回分割投与法、持続点滴投与
法または間欠投与法が有効である。以上が抗癌薬の
cell kill kineticsからみた一般に推奨されている投与
方法である。しかしながら、生体の中で細胞の感受
性や薬物動態が時間と共に刻々と変化しているよう
な状況下では、生体リズムにあわせ持続点滴速度を
変化させたり 、適切な投薬タイミングを選択するこ
とにより、効果を増強することや副作用を軽減する
ことも可能である。
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図 1 非Hodgkinリンパ腫傷患者 (18名男子、 6名女子) および健常成人 (男子16名) を対象とした骨髄細
胞のD N A合成能の日周リ ズム問。24時間の全テータ平均を 100 %とし、各時点毎に平均と標準誤差( %) を
示す。

2. 薬物活性の日周リスム
多くの薬物の効果、副作用および薬物動態が、投

薬時刻により異なることが知られている。その機序
としてレセプタ一機能、判所' 圭伝達物質などの生体の
感受性や吸収、分布、代謝、羽|二世などの薬物動態の
日周リズムが関与している。さらに、薬物動態の日
周リズムの機序として肝機能、腎機能、薬物結合蛋
白量、胃内p H、薬物の胃内通過時間などの日周リズ
ムが関与している 4 1。抗癌楽の共通した副作用とし
て骨髄抑制や消化管障害がある。すなわち、活発に
増殖を繰り返している骨髄細胞や消化管細胞は抗癌
薬による副作用の標的臓器となりうる。健常人の骨
髄細胞のD N A合成能には、活動期に高値を、休息期
に低値を示す有意な日周リズムが認められる (図
1  ) ヘ 同様の所見は、直腸粘膜細胞で、も認められ
る5)。一方、癌細胞のD N A合成能にも日周リズムが
認められる 2九 すなわち、生体内では抗措薬に対す
る細胞の感受性が時間と共に変化していることが推
察される。実際に、 S期特異性薬剤であるメト 卜レ
キサートや塩酸イリノテカンの抗腫傷効果や副作用
および抗癌薬と併用される頼粒球コロニー刺激因子
(G-CSF) の白血球増加作用は、癌細胞や正常細胞
の細胞動態 (DNA合成、標的酵素、レセプター数)や
薬物動態の日周リズムと関連して投薬時刻により変
化する引22.2，1)

3. 抗癌薬の時間薬物治療の具体例
種々の抗癌薬に関して時間薬理学的所見が報告さ
れているため薬力学的側面および薬物動態学的側面

H寺間生物学 Vo I.1 3.No.l  (200 7) 

から紹介する 2.1，1}。

3 - 1. 6-メルカプトプリン、メ卜トレキサート
の併用療法

急性リンパ球'性白血病小児患者を対象とした 6 ー

メルカプ トプリン、メ トトレキサートのm'用療法に
関する |臨床試験成績について紹介する 2引。 維持療法
として、 6  メルカプトプリンを何: 日、メトトレキ
サートを一週間毎に、ピンクリスチンとプレドニゾ
ロンを一ヶ月毎に投与している。朝投与では、 6 -
メルカプ トプリンおよびメ トトレキサー卜が午前
10: 00時前に投与された。一方、夜投与では、午後
17: 00時以降に投与された。その結果を図 2 に示す
が、 78週以上再発が認められない患者の生存率は、
朝投与で82例中38例で4 6 %であった。一方、夜投与
では36例中23例で6 4 %と有意に高い。これらの機序
として、まず生体の感受性の側面より、 毒性の標的
l臓器である骨髄および消化管粘膜のD N A合成能に
は、活動期に最高値を示す有意な日間リズムが認め
られる 5.271 0  DN A合成リズムと関連して合成能が低
下する時間帯にはS期特異性薬剤である 6-メルカプ
トプリンおよびメ トトレキサートの毒性が軽減でき
るため増量が可能である。次に薬物動態学的側面よ
り、両薬物の血中濃度は、いずれも夜間投与時に高
まる方向に薬物動態値が寄与している。以上の結果
を考慮すると、夜間投与時は正常細胞のD N A合成
が低下しているH寺間部; であり、薬物濃度を高濃度に
維持することが可能となり、 毒性を誘発することな
く、効果の増強につながったものと思われる。
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1.0  
対象，
急性リンパ球性白血病の小児患者 (118名 "  

投薬時京11;
朝投与 (82名) 、タ投与 (36名)

薬斉1];

6-メルカプ卜プリン (6-MP、1回/日)
メトトレキサ一f"- ( M T X、1回/週)
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図 2 急性リンパ球性白血病の小児患者を対象とした時間薬物治療の有効性の評価回。 実線; 朝投与、点
線 ;タ投与。

3  -2. フルオ口ウラシル、オキサリプラチン、口
イコボリンの併用療法

大腸痛患者を対象としたフルオロウラシル、オキ
サリプラチン、ロイコボリンの併用療法に関する臨
床試験成績について紹介する l九 投与方法は、点滴
速度を一定にした場合 (24時間を通して一定量) と
不定にした場合( フルオロウラシル、ロイコボリン
を午前04・00に最大量、オキサリプラチンを午後16:
00に最大量とした時間薬物治療) で比較検討してい
る( 図 3 )。表 1 に示すように、5 0 %以上の腫傷の縮
小を示す奏効率は、 f I寺間治療で、有意に高い。また重
篤な消化器障害や神経障害のため治療を中断あるい
は中止した症例は、時間治療で有意に軽減される。
これらの機序として次のことが考えられる。まず生
体の感受性の側面より、毒性の標的臓器である骨髄
および消化管粘膜のD N A合成能には、活動期に最
高値を示す有意な日周 リズムが認められる 5.15，2九
D N A合成リズムと関連して合成能が低下する時間
帯にはS期特異性薬剤lであるフルオロウラシルの毒

性が軽減できるため増量が可能であり、逆にD N A
合成能が高まるl時間帯には毒性が増強されるため減
量する必要がある。次に薬物動態学的側面よりフル

ml/h  Schedule A  (constant;去)
1.2  i  5-FU 、

1.0 十一一一一一ーユ
1  F ol.ac. .. 0.8イ...............喧

0.4 i  ー引 ..... I  5品glucose0.2 _..σ 
o  

h  

10 16 22 

Schedule B  (chronomodulation;:去)
ml!h  

10 

:111 11 ;Fol.a己¥ 11 
/ ， " " n  5-刊、11;;111 / 卜O H P "'- 11 s  V 山、u

国 3 大腸癌患者を対象としたクロノポンプによる時間
薬物投与計画回。 5-FU; フルオ口ウラシル (600m g/m 2

)、
Fol.ac.  ; 口イコポリン (300mg/m ')、卜OHP; オキサリ プ
ラチン (20mg/m ')、 5 日投薬+ 1 6日休薬

表 1. 大腸癌患者を対象とした投与方法による効果および劃作用の比較15)
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患者数
(効果)

指標

5 0 %以上のJJ重傷縮小
(高IH乍)羽)
中止，中断した症例
粘Jj莫炎
末梢キ111経障害
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一定速度

93 

27 (29%) 

47 (51%) 
70 (76%) 
29 (31%) 

投与方法

<  
>  
>  
>  

不定速度
(11寺問治療)

93 

47 (51%) 

26 (28%) 
13 (14%) 
14 (16%) 

統計解析

P<0.05 

P<O.Ol 
P<O.Ol 
P<O.Ol 



オロウラシルを代謝するジヒ ドロ ピリミジンデヒド
ロゲナーゼ (D P D) 活伯ニは休息期に最高値を示すが、
薬物濃度は最低値を示す。D P D活性が低下する l時
間帯にはフルオロウラシルの減量が必要で、逆に
D P D活性が高まる H寺間帯には増量が可能である。
またシスプラチンによる吐き気や腎毒性はタ投与時
と比較して朝投与時に高く、シスプラチンの腎から
の排世量の投薬時刻による差異が関与している山

3  -3. ドキソルビシン、シスプラチンの併用療法
表 2 は、卵巣癌患者 (F I G O stage m， IV、年齢29
- 8 7歳) を対象に治療効果および延命効果を指標に
時間薬物治療の有効性を検討した結果である1九
9 ヶ月間j28日あたり 6 0 m g/m 'の ドキ ソルビシンお
よびシスプラチンが投与された。投薬時刻を考慮し
ない方法 (U法) 、06:00時にドキソルピシン、18 :00
時にシスプラチンを投与する方法 (A 法)、 06・00時に
シスプラチン、 18:00時に ドキ ソルビシンを投:与ーす
る方法 (B法)、 一ヶ月毎にA 法およびB 法を交互に
使用する方法 (A/ B法) の 4方法問で比較検討して
いる。その結果、投薬時刻を考癒した時間薬物治療
により延命効果が有意に改善する。またA 法と比較
してB法では、投与量を減量 したり投与継続が困難
な症例や出血および感染のため輸血を必要とする症
例の頻度が、有意に増加する。これらの機序として
ドキソルビシンによる骨髄毒性は06:00時投薬と比
較して 18:00時投薬で高く、これにはドキソルピシ
ンのク リアランスの投薬時刻によ る差異が関与して
いる。またシス プラチンに よる吐き気や腎毒性は
18: 00時投薬と比較して06 :00時投薬で高く 、シスプ
ラチンの腎からの羽I:il!t量の投薬時刻による差異が関
与している川。
以上のように種々の抗癌薬の効果や副作用が投薬

時刻により異なり、その機序としてD N A合成能や

薬物動態の日周リズムが関与している。一方、Jl重傷
マーカーや副作用の指標である白血球数にも有意な
日周リズムが存在する。また薬物濃度も投薬H寺刻に
より異なる。そのため薬効評価liやT D M (治療学的薬
物モニタリング) の実施に|燦し、採JIlll侍刻に十分注
意しなければ、誤った評価につながるであろ う。

4. 体内時計の分子機構からみた治療の可能性
現在、添付文書などに投薬H寺刻が明示されるに

至っているが、時間治療をさらに展開させる上で、
生体リズムに個体差が存在する点が大きな支障と
なっている。そのため、これまで、蓄積された時間薬
理学的所見を整理して体系化していくことが必要と
なる。このような背景から、 H寺計遺伝子に関する情
報に基づき l時間治療の今後の展開について紹介する。
最近の創薬研究においては、ゲノム情報の解析に
閲する最新の技術を応用して、各種疾患の成因に関
連する蛋白を同定し、それらに対する特異的な分子
標的治療薬を開発することが望まれている。これに
iol'-v、富IJ薬研究は、従来の天然物の化学構造修飾から
分子標的あるいはゲノム情報に基づいた研究に大き
くシフ トしている。特に抗痛薬の開発では、従来の
化学療法斉IJほど強い副作用を示さずに|臨床効果を示
すことから、分子標的治療薬への期待が高まってい
る。こうした状況の中で、癌細胞の増殖およびJfn管
新生に関わるI血管内皮市IU胞増殖因子に日周 リスムが
存在し、時計遺伝子により 制御されているこ とが明
らかとなった11. 18) 0  Sarcoma180、Lewis lung  carc卜
n o ma、B 16 m elanomaの各11重傷を移植したマウス を
対象に、 血管新生阻害薬は、明則 (休息期) 開始時
刻である 07 :00投薬において、 H音Jm (活動期) 開始H寺
刻である 19:00投薬と比較してより 高い抗腫蕩効果
を示す則。 さらに、 Sarcom a180の腫傷血管新生に対
して、抗腫蕩効果が増強された07:00投薬時におい

表 2 . 卵巣癌患者を対象とした抗癌薬の効果に及ぼす投薬時刻の影響10)

投与方法 患者数 延命効果 60ヶ月 lヨ
(月数の中央値) の生存率

(%) 

U 法 15  17 。
A法 17  42 50 
B法 20 32 11 
A /B法 11 78  

U 法: 投薬H寺刻を考慮しない方法
A 法: 06:001時にドキソルビシン、 18:001時にシスプラチンを投与する方法
B 法 06:001時にシスプラチン、 18 :00時にドキソルピシンを投与する方法
A /B法 '一ヶ月毎にA 法およびB 法を交互に使用する方法
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て、 19:00投薬と比較してより高い血管新生阻害効
果を示す。その機序として、血管新生阻害薬の標的
酵素の一つである MetAP2 (メ チオニンアミノベプ
チダーゼ 2 ) の腫場組織内における活性は、 H音期後
三|土から明野j前半に高値を示す有意な日周リズムを示
す。さらにMetAP2の活性は、抗腫傷効果および血
管新生阻害効果が増強した07:00投薬において、 19・
00投薬と比較して有意に抑制される。MetAP2
m R N Aの転写には、時計遺伝子のFeedback loop機
構が関与ーしており、この振動体が刻むリズムによっ
てMetAP2の発現に日周リズムが生じている可能性
が示唆された。生体リズムの分子機構をふまえた血
管新生阻害薬の時間治療を考えた場合、 MetAP2の
活性が上昇する明則前半に投薬することで、血管新
生阻害薬が効果的に作用し、より高い抗腫傷効果が
得られると考えられる。このような時間生物学的な
観点からのゲノム創薬のアプローチは、癌治療にお
ける新たな分子標的治療薬の創製に重要であり、分
子標的治療薬の時間治療への今後の展開が期待され
る。その他の作用機序をもっ薬物に関しでも同様の
所見が認められる 11 )。またこのような増殖因子は腫
療で過剰発現しており、このリズムを診断すること
により、種々の分子標的治療薬の抗JJ重傷効果を増強
できる至適投薬タイミングを設定することが可能で
ある。一方、正常細胞の分裂リズムを制御している
Weel遺伝子も時計遺伝子により制御されており、
このリズムを診断することにより、種々の抗腫傷薬
の副作用を 11珪減できる至適投薬タイミングを設定す
ることが可能で、ある i九 今後種々の標的分子および
レセプターなどの日周リズムの成因を解明すること
により、薬力学的側面から投薬タイミングを設定す
るための生イ本リズムマーカーを抽出することも可能
となろう。
抗癌薬の抗腫療効果および副作用は、薬力学的側
面のみならず薬物動態学的側面により影響を受ける。
肝臓は薬物代謝や解毒を行う重要な臓器である。肝
臓では多くの遺伝子が日周リズムを示す。ラットの
肝臓を対象としたマイクロアレー解析の結果、 3906
の対象遺伝子の中で約3 0 %の遺伝子が明瞭な日周リ
ズムを示す7)。その中で約9 0 %の遺伝子の振幅強度
は1. 5倍以下であり、 67の遺伝子が明|僚な日周リズ
ムを示す。これらは、遺伝子の転写、薬物代謝酵素、
トランスポーター、シグナル伝達および免疫関連の
遺伝子である。S C Nや肝臓でリズミックに発現して
いる D b pは出力系の遺伝子であり、時計遺伝子によ
り制御されている 29.3ヘ すなわちD b pの転写はE-

時/lU生物学 V o I.l3.No.l (2007) 
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boxesを介 してC L O C K - B M A L 1 により促進し、
P E RとC R Yにより抑fliりされる。D B Pが肝臓におけ
るアルブミン遺伝子や数種のP450分子 (steroid 15 
α-hydroxylase (Cyp3a4)、coumarin 7-hydroxylase 
(Cyp2a5) ) の転写を flii J御し、転写活性が日周リズム
を示すi九 P AR-domain basic leucine zipper (PAR 
bZip) 転写因子D B P、H L FおよびT E Fのトリプル
ノックアウトマウスを用いた研究で、 P A R bZipタ
ンパクがcytochrome P450 enzymes、carboxyles-
terases、aminolevulinic acid synthase (ALAS1)、
P450-oxidoreductase  (P O R)、sulfotransferases、
glutathione-S-transferase (GST )、aldehyde dehy-
drogenases、UDP-glucuronosyltransferases、m e m-
bers of drug transporter familiesおよび、constitutive
androstane receptor (CAR ) のような薬物代謝およ
び解毒に関わる多くの酵素の発現を制御しているこ
とが明らかにされている 9 ) 0 P A R  bZipタンパクは、
C Y P 2 A 5、CYP2C50およびCES3のような解毒に関
わる酵素の発現を制御している。P A R bZipタンパ
クにより制維1Iされ日周リズムを示すC A Rは、 C Y P 2
B10のような解毒に関わる酵素の発現を制御してい
る。P A R bZipとC A Rの両タンパクは、病原体に対
する防御機構に関わる A L A S 1やP O Rを制御してい
る。今後種々の薬物代謝酵素およびトランスポー
ターなどの日周リズムの成因を解明することにより、
薬物動態学的側面から投薬タイミングを設定するた
めの生体リズムマーカーを抽出することも可能とな
ろう。
生体リズムは、健康を保持・ 増進させる上でも重

要な役割を果たしている。生体リズムの破綻が不眠
や胃腸障害などを引き起こし、持続的に続くと精神
疾患などの慢性の疾患を生じることも少なくない。
一方、薬物治療中に|睡眠 ・覚醒のサイク lレ、コーチ
ゾール、体i間瓶町町RiLなどの生{ 体木リズズ、ムが変容することが注
目され虫始台めているω
腫蕩およびび、慢性肝炎治療などに 11幅|ド隔l腐高広く使用されてい
るが、重要な副作用としてリズム障害と関連の深い
うつ状態、不 11民、自殺などが報告されている 1 31 0

IFN非投与時には、 ヒトにおいてリンパ球数は08:00
時頃に最低となり、 22・00時頃に最高となるが、コー
チゾール濃度は08 :00時頃に最高となり、 22:0011寺頃
に最低となる。これらのリズムはI F Nを08:00時頃
に連日投与するとリンパ球数は低値を維持し、コー
チゾール濃度は高値を維持する。すなわち正常なリ
ンパ球数とコーチゾール濃度の逆相関関係は崩れリ
ズムは消失する。一方、I F Nを22:00時頃に隔日投与



すると正常に維持される。以上の結果は、 IF Nを夜
間に投与し、かつ隔日に投与することが生体リズム
を崩さない理想的な投与方法であることを示してい
る。しかしながら、 IF Nの生体リズム障害の機序に
ついては明らかにされていない。そこで、マウスを
対象に、体内時計の本体である視交叉上核の時計造
伝子の H 周リズムが薬物投与中に如何に変容するか
を明らかにすること、および時計遺伝子の日周リズ
ム障害を克服するための至適投薬設計を構築するこ
とを目的に以下の検討を行った。マウスを対象とし
て、 IFNによる生体リズムの障害が末梢のみならず
S C Nでも認められることを明らかにした 12却。 薬物
ゴ1=投与H寺にはS C NのPerl 、Per2、Per3 m R N A発現
量はそれぞれ明朗( 休息期) 前半、後半、中間に最
高値を示す。一方、 IF Nの連続投与によりそれらの
リズムの振l隔は顕著に低下する。Per遺伝子の転写
促進因子であるα'ockおよび:BmaJl のm R N Aも抑制
される。IFNによる l時計機能障害は活動期前半の投
薬で認められるが、休息期前半の投薬では認められ
ない。この結果は上記ヒ トでの所見と類似している。
またS C NにおけるIF Nレセプターには活動期に高値
を示す有意なリズムが存在するため、時計機能障害
の投薬l時刻による差の機序として考えられるヘ こ
のような現象は他の薬剤でも認められ、生体リズム
の障害が発癌の頻度を高める ことも知られている。
そのためIFN以外の薬物に関 しでも生体のホメオス
タシス機構を維持しながら治療していく ことが、副
作用、合併症の防止という点で極めて重要で、ある。
本研究結" * は、薬が体内時計の時計遺伝子に異常を
引き起こす可能性があること、そして、このような
有害反応は投薬スケジ‘ュールを最適化することで避
けることができ、またそうすべきであることを示し
ている。
種々の薬物が、体内時計に作用し、生体リズムの

位相を変化させる。光刺激は主観的暗期に特異的に
体内H奇計の位相を変化させるが、多くの非光刺激は

な非光向調因子としては、薬物、 flJlJI浪給餌などが知
られている。例えば、摂食条件を繰り返し操作する
ことにより、末梢での|時計遺伝子の日周リスムが摂
食|時間常に応じて変化する ことが知られている 6)。
逆に薬物や摂食条件を操作することにより、生体リ
スムを調整したり 、意図的に変化させることも可能
である。すなわち、先に記載した生体リズム診断に
基づき生体リズムに応じて至適投薬タイミングを設
定する従来の時間治療に対し、生体リスムを積極的
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に操作することにより至適投薬タイミングを容易に
設定可能な新規時間治療法の開発につながるものと
思われる。
以上のように、体内時計の分子機柄を考慮するこ
とで、 生体リズムマーカーのモニタリング、薬物誘
発リズム障害の防止および生体リズムの操作を基般
にした時間治療が効率よく行われることが期待され
る。

5. おわりに
種々の抗癌薬の効果、副作用の日周リズムについ
て紹介し、その機序をとl二体の感受性および薬物動態
の側面より紹介した。治療に|際し、少なくとも以下
の点を考慮して治療指針を構築すべきであろう。
1  ) 抗癌薬に対する生体の感受性および薬物動態の
日周リズムが如何に制御されているか、治療におい
ていずれが相対的に重要であるか、生体リズムの 1:1-1

で何を指標に投薬タイミングを設定するかが重要で
ある。そのため疾患の症状、薬に対する生体の感受
性、 薬物動態の日周リズムの制御機構を解明するこ
とが急務である。
2  ) 生体の感受性の側面から細胞動態 (細胞周期や
標的酵素の動き ) の日周 リズムが、正常細胞と痛細
胞との問で同じか興なるか(リズムの位相が同じか
異なるか) が重要である。位相が異なる; 場合は正常
利| 胞の感受性が低く 、繊細胞の感受性が高い時刻に
投薬することが望ましい。位相が同じ場合は、薬物
を用い刻11胞動態を制御することにより細胞種聞に位
相の差異を見いだすことも可能である。
3  ) 対象が患者であるため生活状態、病状および輸
液や薬物の投与方法により リズムの位相や振1隔が変
化する。このように生体リズムの位相や振幅が個人
毎に異なるため、投薬 11寺刻が重要なのではなく個々
の生体リズムにマッチしたn寺刻に投与することが重
要である。
基本的には、 仁記の点を考慮し、最終的には、効

果および副作用の日周 リズムに及ぼす生体の感受性
と薬物動態の日周リズムの相対的寄与を考慮した上
で、 最適投与方法および投薬タイミングを設定する
ことが重要で、ある。これまで経験的に行われている
1 日2 回あるいは 3 回均等分割する投薬設計を、生
体リズムを考慮して治療効果が望まれる時間帯に高
用量、不必要な時間帯には投与量を減量するといっ
た試みだけでも医薬品適正使用の向上につながるで
あろう。多くの生体機能や疾患に日周リズムが認め
られるため、個々の生体リズムにマッチした投薬タ



イミング、投与方法、製剤の工夫が望まれる。薬物
療法の最終ゴールが治療の個別化であるならば、
個々の生体リズムにマ ッチした至適投薬設計を構築
することが必要不可欠といえよう。
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キイ口ショウジョウバエ概日時計の温度サイクル同調機構

吉井大志1占・富岡憲治2

1  U niversity  of  Regensburg， Institute of Zoology 
2岡山大学大学院自然科学研究科

地球の自転によってもたらされる約24時間の温度サイクルは、光サイクルと共に概日時
計にと って重要な同調因子である。しかし、概日時計がどのような機構によって温度サイ
クルに同調するのかは大部分未解明である。キイ口ショ ウジョウパ工を用いた概日時計の
研究はここ十数年のうちに急激な進歩をとげ¥ 数個の時計遺伝子で構成される自己調節
フィードパックループが振動の中心機構であることが明らかにされている。現在、われわ
れを含むいくつかの研究グループがキイロショ ウジョ ウパ工を用いて、概日時計と温度と
の関係を研究しており、少しずつ温度サイ クル同調機構が明らかにされつつある。キイ口
ショウジョウパエの歩行活動リズムは恒明条件、温度一定下では無周期になるが、温度サ
イクル下ではその温度サイクルに同調したリズムを示す。時計突然変異系統では活動リズ
ムの温度同調性が異常になること、時計タンパク質、時計遺伝子の周期的発現が温度サイ
クルに同調することから、温度同調機構の背後には自己調節フィードパックループが関与
することが明らかにされた。また概日時計の温度入力系の研究も進められており 、norpA
とnocte の 2つの遺伝子が温度入力系に関わる遺伝子であることが最近同定された。

1. はじめに
1971年にKonopkaとB enzerはキイ ロショウジョ
ウパエ (DrosopJuJa m eJanogョster) を用いて、歩行
活動リズムと羽化リズムが恒H音条件下で無周期、短
周期、長周期のリズムになる突然変異体を 3系統分
離することに成功した 11)。それぞれの変異はX染色
体の同じ遺伝子座に生じていたことから、その遺伝
子をperIo d (p er) と命名 し、それぞれの突然変異体
をp eriodO (p e rO  )、 periodS h O " ( p er) 、p eriodL o n g

(p e!- )と命名 した。この発見が概日 H守計機構を遺
伝子レベルで明らかにしようとする研究の始まりと
言える。1990年にはHardinらがp er 迫イ云子のm RN A
が周期的に変動していることを発見し、概日リズム
の背後にはフィ ー ドバック ループ機構が関与してい
ることを提案した 7)。この後、次々 と概日時計に関
わる遺伝子が発見され、フィードパックループの構
成因子( 時計遺伝子) が徐々に明らかにされた。現
在では相互に連結した 2つのフィードパックループ
が存在することが提案されている (図 1 )九
フィードパックループの構成因子である dCJock

(dCJk )、cycle (cyc )の転写産物dCL OCK (dCL K)、
C Y CL E  (C Y C) は 2量体を形成し、 per、timθJess
(tim ) のm三写を活性化させる。p er、tim のm RN A
量は夕方にピークに達し、翻訳されたタンパク質の
発現量は夜の後半にピークに達する。p er 、ti m の
産物タンパク質PERIOD (P E R)、T I M E LE SS (T I M)  
は 2 量体を形成し、夜の後半に核内に移行し、
dCLK-C Y Cの転写活性を抑制する ことで自身の転写
を抑制する。この負のフィー ドパックが約24時間の

Cytoplasm 

図 1 キイ 口ショ ウジョ ウハヱ概日時計の分子モデル。
詳細は本文を参照。

因 xlOOdc@ netscape.net (Universitaetsstrasse 31. 93053 Regensburg. Germany)  

H寺間生物学 V o I. 13 .No. l  (2 0 0 7 )  

つd



周期で循環することで、時計タンパク質PER、T I M
の発現量が概日振動する。最近、このdCLK-C Y Cと
PER-TIMにより構成される負のフィードパック
ループに加えて、 VRILLE (VRI)、 PDP1が関与す
る 2 つ目のループが発見された 2 1

0 dCLK-CYCは
per、tim とほぼ同じ{ 立相で vn、Pdpl の11伝写を活
性化し、それぞれのタンパク質の発現は夕方にピー

因子であり、 PDP1はdα'kの1l!i写活性化因子である。
これらの転写因子によって、 dCJkが周期的に転写
制御を受けている。PER-TIMのループと VRI、
PDP1のループが互いに連結し、相互作用すること
によって、より安定な約24時間周期のフィ ードパッ
クを生み出していると考えられる。
光は概日時計にとって最も重要な向調因子である。

他の生物でもそうであるが、キイロショウジョウパ
エでも概日時計の光同調機構は、分子レベル、組織
レベルでよく研究されている。最も強力な光同調経
路は、脳内の青色光受容分子C R Y P T O C H R O M E
(CRY) を介した経路であると現在のところ考えら
れている 61 0 C R Yは時計細胞内で光を受容すると
T I Mに結合し、 T I Mを分解に導く I1。このT I Mの分
解によってP ER-TIM 2量体が減少し、フィードパッ
クループがリセッ トされる。これが現在提案されて
いるフィードパックループの光同調メカニズムの概
要である。ショウジョウパエでは、 i暫ーいクチクラを
通して光が脳内に直接届くことから、複眼などのよ
うな外部光受容器よりも、時計細胞内で直接光を受
容する経路が発達したのかもしれない。しかし、光
入力経路はC R Yだけではなく、外部光受容器である
複H良、 単11良、 H-B (Hofbauer-Buchner'  s) eyeletも
時計の光受容器として働いていることが明らかにさ
れている川。 しかし、これら外剖l光受容器からの光
情報が、どの時計タンパク質に作用して時計を リ
セットするのかはまだ未解明である。
温度も光と同様に、時計に影響を与える向調因子
として知られている。一般に、同部lの速さは温度サ
イクルの振幅に依存することや、温度パルス、温度
ステップでも位相依存的な位相反応が生ずることが
知られているが、概日 JI寺計のjR度向調の分子機構に
閲する研究はほとんど進んでいないへ 本稿では、
キイロショウジョウパエ概日時計の温度サイクルへ
の同調機構について現在報告されている研究を概説
する。
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2. 温度同調性
温度サイクルへの向調は、 1968年にZimmerman
らがウスグロショウジョウパエの羽化リズムで報告
している32)。しかし、キイロショウジョウパエでは、
ょうやく 1993iJ三にWheelerらにより、歩行活動リズ
ムに温度阿部l性が見られることが報告されている z九
Wheelerらは恒JI音条件下で振Illli¥ 1  OC の250C / 260C 、
振幅1 . 50C の250C / 26. 50C、振l隔3 0C の250C / 280C  
の温度サイクルをキイロショウジョウパエに与え、
その歩行活動リズムを計-iJllj した。振Ipli¥ l OC の温度サ
イクルではほとんど同調が見られなかったが、
1. 50C、 3 0C と祖度サイクルの振l隔が大きくなるに
従って同調する個体の割合が増えた。さらに、同調
した個体の活動パターンを解析すると、温度低下開
始時刻よりも 2.51時間前から活動が増加することが
明らかになった。これは、ハエが温度低下開始時刻
を予知していることを示しており、温度変化に対す
る直接反応によって起こる活動変化ではなく、概日
時計の温度サイクルへの同調であることが示唆され
す、

歩行活動リズム以外に匂い物質に対する触覚の感
度リズムも温度サイクルに同調することが知られて
いる。匂い物質に対する触覚電図
(electroantennogram ;  E A G)  の振 11I高は、 明日音サイ
クル下で昼低く夜高いリズムを示す1九 Krishnanら
は恒H音条件下で270C 12時間: 180C  12時間の温度サ
イクルを与えて、 E A Gを計測したところ、 E A Gリズ
ムは温度サイクルに同調し、その振Illl i ¥は高温期に高
く、低温期に低くなったl心。 このリズムは、温度一
定下に移行した場合にもその位相を保ったまま自由
継続する。このことから、 E A Gの振 11I日が温度により
直接影響を受けるのではなく、 E A Gリズムを駆動す
る時計が温度サイクルに同調していることは明らか
である i九 高温期は昼に、低温期は夜に対応するの
で、高温期に感度が上昇するというこの結果は、明
暗サイクル下でのE A Gリズムと矛盾しているよう
に思われるが、この理由は今のところ説明できてい
ない。
キイロショウジョウパエは恒明条件下では歩行活

動が無周期になることが知られている( 図 2 A)I九
これには、複数ある時計!日jの脱同調によってリズム
が消失しているという解釈と、恒明によって時計が
停止しているという解釈がある。恒明、温度一定の
条件下では、脳のどの時計や1I経細胞においても PER
タンパク質の周期的変動が観察されないことから、
われわれは時計が停止しているという後者の説が正
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図 2 キイ 口ショウジョウハエ里子生型 (Canton-S) の
歩行活動を示したアク トグラム。 (A ) 明暗サイクル
25 0C 一定の下で 5 日間歩行活動を記録した後、恒暗条
件に移行し、さらにその後恒明条件に移行した。明暗サ
イクル下、恒暗条件下では明際なリズムが見られるが、
恒明条件下では無周期になっている。 (8 ) 恒明25 0C
定の下で歩行活動を記録した後、温度サイクル (30 0C :  
25 0C  12hr: 12hr) に移行した。25 0C 一定下ではリズム
が観察されないが、温度サイクルに移行すると温度サイ
クルに同調したリスJムが現れる。

6  12  

しいのではないかと考えている。われわれのグルー
プは1998年に、恒明条件下でもハエの歩行活動が温
度サイクルに同調した リズムを示すことを報告した
(図 2B)  2九 この活動 リズムも温度変化への直接
反応ではなく、内因性の時計の温度サイクルへの同
調によるリズムであることが以下の特徴により確認
されている。 1 ) 恒H音条件下の場合と同様に、温度
低下開始H寺刻よりも前に活動が高まるという予知的
活動を示す2引。 2 ) その予知的活動のピークはp er'
突然変異系統では位相前進するヘ 3 ) 様々な周期
の温度サイクル (T =  32hr- 8  hr) を与えた場合に、
活動ピ←クの位相が周期! の長さに依存して変化す
る加。 4 ) 恒明条件現度一定から温度サイクルに移
行した場合、完全な同調までには数サイクルの移行
期が必要である 3ヘ 5 ) 温度サイクルの位相を数時
間シフトした場合、再同調には数サイクルの移行期
が必要である 4)。 これらの事実から、 恒明条件下で
もjR度サイクルによってH寺計が駆動すると考えられ
る。上述のように恒明条件ドでは通常ハエは無周期
になるので、温度サイクル下で現れたリズムは温度
サイクルがH寺計を駆動し、同調させることによるも
のであることは明らかである。われわれはこの現象
を温度サイクル向調機構の僻明のために利用できる
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と考えている。

3. 分子メカニス、ム
T I Mは、 CR Yが光を受容すると、プロテオソーム

系によ って分解される1. 1ヘ 従って、恒明条件下では
T I Mは恒常・的に分解され、細胞質に蓄積しないこと
が想{ 象される。これによ ってフィ ードパ ック ループ
が停止し、歩行活動リズムが消失すると考えられる。
上述の恒明条件 |ごでも温度サイクルを与える ことで
活動リズムが回復する現象は、以下の 2 つの仮説で
説明できる。 1 ) 温度サイクルによ って駆動するH寺
計は既知のフィ ードパックループに依存しない新し
い時計機梢である。 2 ) 温度サイクルには恒明条件
下でもフィードパックループを駆動させる影響力が
ある。この 2つの仮説を検討するために、われわれ
はまず，l!!f，周期時計突然変異系統p el'l 、timOI 、dClk'rk 、
cyeJi をmいて、品度サイクルに対する同調性を解析
した 28却)。 これらの突然変異系統はすべて温度サイ
クルに同調したリズムを示したが、野生型の活動パ
ターンとは大きく異なっていたことからP E R、T I M、
dCLK、C Y Cがjj乱度サイクルへの同調に必須のタン
パク質である ことが明らかになった。従って、温度
同調の背後にはフィードパックループが関与してい
ることが予想された。
そこでわれわれは、抗P E R抗体、抗T I M抗体を用

いたウエスタンブロットにより、恒IY=jiJ'i¥'L度サイクル
下における時計タンパク質の周期的発現について解
析を行い、フィードパックループカf駆動しているか
どうかを検討した。恒明温度一定下ではP E R、T I M
の発現量に周期的変動は見られず、どの時刻におい
てもほぼ一定になるが、温度サイクル下では明H音サ
イクル下と同様にP E R、T I Mが周期的に発現するこ
とが明らかになった (図 3 ) ヘ この結果は、恒明下
であっても、温度サイクルによってフィ ート‘パック
ループが駆動することを示唆している。Glaserらは
perプロモーターの下流に/uciたrase を結合させた
遺伝子を持つ トラ ンスジェニック系統を用いて、恒
明温度一定| ごではルシフエラーゼ活性に周期性は見
られないが、温度サイクル下ではそのjR度サイクル
に同調した周期的な活性が見られることを明らかに
している ."。 この結果もわれわれの結果と同様に温
度サイクルによるフィードパ ック ループの駆動を示
唆している。しかし、なぜjirL度サイクルによって
フィードーパック ループが駆動されるのかは不明であ
る。どのような経路( 入力系) によって、どのよう
に駆動される (フィードパック ループの同調機構)

「ひ
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図 3 明暗サイクル250C 一定下 (A ) 、恒明250C 一定条件下 (8) 、恒明温度サイクル下 (300C :  250C  
12hr :  12hr)  (C ) における24時間のPER、TIMの発現パターンを示したW estern blot の結果。恒明250C
定条件下ではPER、TIMの発現量はほぼ一定であるが、温度サイクル下では明暗サイクルと同様に周期的発
現を示す。

Time (hr) Zeitgeber time (hr) 

温度サイクルへの同調機構を明らかにする糸口がつ
かめるかもしれない。

よる歩行活動リズムの駆動過程を明らかにするため
に、時計遺伝子m RN A レベルに対する渦度ステップ
の影響を解析した。恒明条件下で200C から300C の

のかを明らかにすることが今後の課題である。
Ederyらの研究グループは、概日| 時計に対する温

度の影響をいくつか報告している。彼らはまず、抗
P E R抗体、抗T I M抗体を用いたウエスタンブロ ット
により、 P E R、T I Mタンパク質に対する熱パルスの
影響を検討した出。 250C で飼育したハエに370C の熱

j鼠度ステップアップを与えた場合、dCJk m R N A量
は急激に増加lし、 per とvn・は逆に m R N A量が急激
に減少した。一方、 300C から 200C への渦度ステ ップ
ダウンでは、それぞれの時計遺伝子のm R N A量一は逆
の反応を示し、 dCJkは急激に減少、 per、w・l・は急激
に増加した。また、 cyc遺伝子は温度のステップ
アップ後もダウン後も m R N A量に変化はなかった。
このことは、それぞれの同二計遺伝子のm R N A量は温
度の上昇、低下に対して別々の反応性を持つことを
示している。温度サイクル下ではiJ目立上昇時と低下
時に、 11寺計逃伝子の発現量が補正され、正確に24時
間周期の時計タンパク質の量的振動を引き起こすよ
うな仕組みになっているのかもしれない。温度変化
に対するH者計遺伝子発現の反応がどのような仕組み
で生ずるのか、またそれがフィードパックループに
どのように反映されるのかを今後明らかにせねばな

パルスを与えると、 P E R、T I Mの発現量が急激に低

い、 P E Rもコン トロールと比べると 25% 以下にまで
低下した。彼らはその後、熱ショ ック遺伝子の転写
活性化因子をコ ー ドする Heat shock transcriptiOI1 
factorの突然変異体を用いて、熱パルスによるP E R、
T I Mの分解にはheatshock系が関与しないことを明
らかにしている却。 また、E deryらは250C 一定、明
暗サイクル下での歩行活動リズムに比べて、 180C で
は日暮れの活動ピークの位相が前進し、 29 0C では後
退することを見出し、 P E R、T I Mの発現パターンも
活動リズムと同様に、 180C では位相前進し、 29 0C で
は位相後退することを見出したl日。 これに関して、
M ajercakらはper m RN Aの3' untranslated  region 
で温度依存的なスプライシン夕、、が起こり、低温下で、

らない。

4. 温度サイクル向調に関与する脳内時計細胞
キイロショウジョウパエのP E Rは脳内で約150個

程度のや11経細胞で発現しており、それらの細胞は; 場

4) 1九 前大脳背側の神経細胞群はDorsal neuron 

は高温下に比べてP E Rの発現ピークが位相前進する
ことを明らかにしている。この温度依存的なperの
スプライシングが渦度サイクルの阿部lに関与してい
る可能性については、 G laserらが否定しており、 jR
度サイクル下ではアンスプライシング/ スプライ シ
ングの割合が常に一定である こと を明らかにしてい
る.1)。 しかし、このような概日時計に関わる分子に
対する温度の影響を詳細に検討することによ って、
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複iH 背側

図4 脳内のP E R陽性神経細胞を示した模式図。詳細
は本文を参照。

(DN ) と呼ばれ、それらはD N l、D N 2、D N 3の 3つ
に分銅されている。一方、 脳側方吉1¥に位置するキIIIIJ包
1洋はLateral neuron  (LN) と呼ばれ、 それらはさら
に背側の細胞群 (LN d)、腹側の大型の細胞群 (卜
LNv)、小型の細胞俳句-LNv) に分類される。H守計
の出力 分子の ーっ と考え られている Pigment
dispersing factor (P D F) はl-LN vとs-LN vで、発 lJL し
ている。これま でのとこ ろ、l-LN vの歩行活動 リズ
ムへの関与についてはほとんど証拠が得られていな
いが、 s-LN vが歩行活動に関与する ことを示す結栄
は多く得られており 、これらが最も 重要なペース
メーカーニューロンではないかと考えられている附O
Rieg巴rらはP D Fを発現 しなし冷ーLN v (51h s-LNv) を
同定し、そのニューロ ンが歩行活動リ スムに関与し
ていることを示唆する結果を得ている Z九 われわれ
もC R Yの機能欠損系統cr〆を用いた研究から、 LN v
以外のP ER発現細胞群も歩行活動リズムに関与して
いることを提案している則。 これら以外の研究にお
いてもしばしばふLN v以外のP E R発現X -1I1胞が歩行活
動リ ズムに関与していることが示唆されていること
から3.
も歩行活動リズムに関与している可能性が強いと思
1つれる。
われわれは歩行活動リズムの温度サイクル同調機

構に関与-する時計細胞を同定するために、抗P E R抗
体を用いた免疫組織化学により、恒明条件iJut度サイ
クル下でP ERを周期的に発現する l時計細胞の同定を
試みた 3ヘ 恒明条件温度一定下ではすべての時計細
胞で、 P ERの発現が弱いかも しくは消失していたが、
温度サイクル下では明日音サイクル下と同様に、ほぼ
すべての時計細胞併でP E Rの周期的発現が観察され
た。さらに脳葉側方後方部のネ111経細胞群 (L PN) で
強いP E Rの周期的発現が新たに観察された。次に、
温度サイクルに同調した活動 リズムにLN群が関与
しているかどうかを明らかにするために、 PDFI場性

時IUEi'.物学 V o 1.1 3.No. 1  (2 0 0 7) 

のl-LNvとs-LN vに細胞死が誘導 されるトランス
ジェ ニック 系統pdfGaI4/U AS-rpr.hid とほぼすべ
てのL N群を失っている disco突然変共系統をnJし、て
市動リ ズムの解析を行った。その結巣、 LNit!fを欠

示すことが明らかになった。disco突然変異体をFIJ
いて'恒明1R度サイクル下でP E Rの周期的発現を免疫
組織化学により解析したと ころ、 D N 3とL PN のみで
明瞭な周期的発現が観察できた。この結果は、jiil度
サイクルに同調して歩行活動リズムを駆動するため
には、 D N 3とL PNがあれば十分である ことを示唆し
ている。しかし、 disco突然変異体の歩行活動リズ
ムは野生型の リスムと比べるとかなり不明瞭であっ
たことから、 LNi洋も重要な役割を担うと考えられ
る。L P Nの役割についてはこれまでのところほとん
ど情報がなかっ たが、われわれの研究によ って、
L PNが温度サイクル向調のために特別な役割を持つ
時計細胞である可能性が初めて示唆された。

5. 温度入力系
キイロ ショウジョウパエの温度受容機構はほと ん
ど研究が進んでいない分野であると言ってもよいだ
ろう。Sayeedらは、走i1u't'I生の!拝析から削!角がj鼠!支受
容器として重要な役割を果たしている ことを |列らか

容器がある ことを提案している31)。 しかし、概日 H寺
計のjR度サイク ル同調性には触角は重要でないよう
である。Glaserらは上述の よう に、 per- luciferase 
(per-Iuc) を導入 した トランスジェニック系統のiJill.
度サイクル下でのルシフエ ラーゼ活性を触角のない
ハエで測定し、そのルシフエラーゼ活性が野生型同
様に温度サイクルに同調して周期的に変化すること
をゆjらかにしている "。 さらにGlaserらはルシフ エ
ラーゼ活性が温度サイクルに同調しなくなる突然変
異体のスクリ ーニ ングを行い、 norpA (no receptor 
potential  A  ) ヒnocte (no cI.rcadian temperature  
entrainment ) の 2つの辿伝子が概日時計の杭度受
容に関与 していることを示唆する結果を得た (図
5  )九 nocte はX染色体に位置する遺伝子であるこ
とが分かっているが、まだ正確な遺伝子座は公開さ
れていない。またその辿伝子のコードするタンパク
質や脳内の発現場所なども分かっていない。刀orpA
はPhospholipase C  (PLC) をコー ドする遺伝子で、
PLCはPhototransduction cascadeで、c d+の放出を引
き起こすイノシ トール 3燐酸 (IP 3  ) を生成する音1¥
分に関与している。つまり、 norpA 辿伝子の温度受
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図 5 温度サイ クル下 (A ) と明暗サイクル下 (6 ) に
おけるper-Iuc，nocte突然変異系統のルシフエラーセ発
現の計測結果 (Glaserand Stanew sky  (2005) より 改
変) 。恒明条件、温度サイクル下 (10hr: 14hr 250C :  
17"C )  (A ) ではコントロール系統per-Iucは温度サイ ク
ルに同調した発光リスムを示すが、per-Iuc，nocte系統
の発光パターンに周期性は見られない。一方、明暗サイ
クル250C 一定下 (6) では両系統ともに明暗サイクルに
同調した発光リズムを示す。

容への関与は、温度受容機構にも IP3が関与するカ
スケードが存在することを示唆している。
G laserらは、 per-luc トランス ジェニック系統の肢、

羽、頭部、腹部、 l吻、} j 出をそれぞれ単離しそれぞ
れの器官におけるルシフエラーゼ活性を温度サイク
ル下で測定したけ。 この結果、単離したすべての器
官のルシフエラーゼ活性は温度サイクルに同調して、
周期的に変化することが明らかになった。このこと
は、概日時計のための渦度受容機構は頭部だけに存
在するものではなく、からだの至るところに存在す
ることを示している。一体どのような機構によって
温度情報が時計に伝えられるのか、今後の発展が期
待される。

6. 2振動体モデルとの関係
Pittendrighらは1958年にウスグロショウジョウ

パエを用いた研究により、羽化リズムは光感受性振
動体と温度感受性振動体の 2つの時計機構によって
制御されていることを提案 した 17)。しかし、その後
これら 2つの振動体の正体について研究、考察して
いる研究はほとんどなく、全く未解明のままである。
われわれは、無周期時計突然変異体を用いた温度同
調性の解析から、 11寺計遺伝子per、tim に依存しない
振動機構が存在することを示唆する結果を得た制。
per、tim の欠損突然変異系統p e/Jl 、丘町山は'恒H音jfl
度サイクル下で内因性の時計によると思われる活動
リズムを示した。一方、 別の時計遺伝子dClk、cyc

11寺11日生物学 V o1.l3 ，No.l (2007) 
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が機能欠損した無周期突然系統dClkJrk 、cycOJ はそ

のような内因性のリズムは示さなかった。このこと
は、協度サイクル下ではper、 tim に依存しない
dClk、cycが関与する振動機梢がはたらくことを示
唆している。このper、tim非依存性時計機構が
Pittendrighの提案している im' t 度感受性振動体に対
応するかどうかが興味深い。また、脳内のP E R発現
細胞の中に光感受性時計細胞と温度感受性時計細胞
が存在する可能性も考えられる。われわれは上述の
ように、 D N 3とL P Nがあれば、温度サイクルに同調
して歩行活動リズムを駆動することが可能であるこ
とを明らかにした。このことは、 D N 3とL P Nが温度
感受性の高い時計細胞であることを物語っている。
特にL P Nは、明暗サイクル下では明瞭なP E Rの発現
が観察されないが、温度サイクル下では比較的強い
P E Rの発現リズムを示す3九 これはL PN が温度同調
に関する特別な役割を担うことを示唆する。

7. 結び
概日 |時計の温度同調性の研究は始まったばかりで
あり、光同調性の研究と比べるとまだ発展途上であ
る。しかし現在のキイロ ショウジョウパエの研究
技術や光同調性の研究で得られた知見を応用して研
究を行えば、光同調性の研究に追いつくのもそう遠
い話ではないと思われる。これまではわれわれの研
究グループと R alfStanewskyのグループが温度サイ
クル同調性の研究を進めてきたが、現在は、その他
いく つかの研究グルーフ。が混度向調性の研究に参入
しているとのことである。このような流れも、研究
を加速させる大きな要因となるに違いない。概日時
計の温度同調には、 重要な生物学的意義があると思
われる。特にショウジョウパエのような小型の昆虫
にとって極端な高温、低温は死活問題で、ある。この
ような危険を回避するためには、光サイクルに同調
するだけでなく、温度サイクルに同調し、危険な時
刻を予測する必要があるだろう。もしかすると、温
度は我々が考えている以上に概日 H寺計にとって重要
な向調因子なのかもしれない。今後も分子レベル、
組織レベル、行動レベルで、温度同調性の研究を進め、
温度が向調因子として概日時計にどれほどの影響力
を持つものなのかを明らかに していく 必要がある。
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概日リズム研究におけるルシフエラーゼとその応用

中島芳浩1) へ 野口貴子 1)、池田正問2.3)、近江谷克裕1，4)

け産業技術総合研究所 セルエンジ二アリング研究部門
2 1 埼玉医科大学医学部
3 1 埼玉医科大学ゲノム医学研究センター
4 1 北海道大学大学院医学研究科連携研究センター

発光タンパク質であるルシフエラーゼは、細胞内の遺伝子発現を定量的かつ長時間に渡
りモニターするレポーター遺伝子として広く用いられている。極めて複雑な転写・翻訳制
御機構で構成され、さらに他のライフサイエンス分野と比較して際立って長い測定時間を
要する概日リズム研究では、ルシフエラーゼは欠かすことのできない必須ツールのーっと
なっている。本稿では、概日リズム研究で用いられている 3種類のルシフエラーゼアッセ
イ系 (トランジェン卜、リアルタイム測定、シングルセルイメ ージンク) の背景と現状に
ついて、ルシフエラーゼの特徴と併せながら解説をする。

1 . はじめに
ライフサイエンス研究の発展は、そのiWJ定方法や

解析技術の擁立に大きく 依存 している。例えば
Sanger法を基にする遺伝子解析技術や、 M illisが考
案した遺伝子増 111話法の確立によ り、ゲノムj拝読をは
じめとする遺伝子解析が飛躍的に進展した。概日リ
ズム研究におけるルシフエ ラーゼテクノロジーにつ
いてもその例外ではない。リアルタイムil!IJ定法の雌
立とKai遺伝子の発見、シングルセルイメ ージング
法の確立と細胞問リズム同調の発見などは先駆的な
測定系の確立がブレークスルーをもたらした良い例
であろう 。
9b 'tレポーターであるルシフ エラーゼは、都HJJ包内

で起こる遺伝子発現を簡便に測定するツールとして
広く朋いられている。概日リ スム研究は、この レ
ポーターの特徴を巧みに利用し、 iJ以削J!山川!I川IJ定に)用目いている
分野の一つでで、ある。ルシフエラーゼについては、近
年、種々の発光生物から多数のルシフエラーゼ遺伝
子が単向性・同定され、遺伝子発現解析に用いられる
ルシフ エラーゼの種類も増加している。
本稿では、IIflJ乳類車111胞系をlー1:1心に、概日リズム研

究で用いられている 3種の遺伝子発1見解析系 (トラ
ンジェ ントアッ セイ系、 リアルタイム測定系、シ ン
グルセルイメ ージング系) について、その原理と応

因 子nakajim a@ aist.go.jp (干563-85ii 大阪府池田市緑丘1-8-31 )
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用例を紹介するとともに、論文には記載され難い、
筆者らが経験した (抱えている) ij!lJ定上の注意 ・問
題点について、また遺伝子や測定装置の市販化の状
況についても記:鼠したい。

2. 生物発光とルシフエラーゼ
生物発光は、発光生物が発する可視光であり 、そ

の光の色 (波長) も青 ~赤と多様である。発光生物
には、細菌、キノコ、クラゲ、甲虫、 YA¥など、多く
の極がある。図 1 に我々の研究室で採取し、実験に

1.  
図 1 様々な発光生物

l |  ..  
r.iii .  ' ・ e

• 1  - ・'
L 3  

庫調
1. へイケホタル (L uciola lateralis 、丹羽一樹博士提供)、
2. イリオモテポタル (R h agophthalmus ohbai 、鈴木博
文博士提供)、3. 鉄道虫 (Phrixothrix hirtus  )、4. クリ ッ
クビ 卜ル (Pyrearinus term itilluminans )  (3司 4: Vadim
Viviani博 士提 供)、 5. 渦 鞭毛 藻 (Lingulodiniu m  
p olyedr u m )、 6. ウミホタル (Vargula  hilgendorfii )  
(5司 6: 小江克典博士提供)。
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用いている発光生物を示した。
生物発光の分子機構は、発光基質( ルシフェリン:

発光基質の総称) の酸化を発光酵素( ルシフエラー
ゼ- 発光酵素の総称) が触媒する酵素反応である。一
般的に、ルシフェリンールシフ エラーゼ反応は、

ルシフ ェリン + 0，→ (Pつ→P + h v

として表わされ、ルシフエラーゼの存在下、酸化に
よりルシフ ェリンの酸化物 (Pつが励起状態へと変
化し、これが基底状態に戻る |際、分子内に生じた過
剰なエネルギーが光として放出される。生物発光の
特徴としては、高い発光量子収率で、あることが挙げ
られ、ホタルでは88% と報告されている 17)。それ故、
発する光は極めて発熱の少ない冷光である。またも
う一つの特徴として、基質特異性が挙げられる。例
えば図 1 - 1  4 の甲虫のルシフエラーゼは、 j両鞭
毛藻( 図 1 - 5) やウミホタル( 図 1 - 6) のルシ
フェリンを触媒せず、逆に渦鞭毛謀やウミホタルの
ルシフエラーゼは Ef-I虫のルシフェ リンを触媒しない。
このような生物発光の特徴が、後述の発光レポー
ターとしての利点の l つであり、またこれらの特徴
を巧みに利用した多種のルシフエラーゼアッセイ系
が構築されている。なお、生物発光の化学 ・生化学
的なメカニズムについては紙面の都合上省略したが、
詳細については最近の総説を参照してl頁きたい l!))。
さて、種々の生体現象を解析するためのツールと

して、 多種のレポーター遺伝子が用いられているが、
各々長所・短所があり、全ての測定 ・検出が出来る
完壁なレポーターは存在しない。そのため、それら
の長所を活かし、目的にあわせて適材適所で使用す
ることが大事で、ある。レポーター遺伝子の代表格で
ある蛍光タンパク質は、励起光を照射することで蛍
光を発し、その強度もルシフエラーゼと比較して格
段に高い。そのため、ミリ秒オーダーの非常に速い
経時変化やタンパク質の細胞内局在のイメ ージング
には絶大な威力を発揮する。一方、ルシフエラーゼ
はG F Pと比較して、見かけ上の発光強度は低く、長
時間( 数十秒~ 数十分) の測定が必要となるため、
ごく短時間で、起こる変動を検出することは難しい。
しかし、パックグラウンドが非常に低く、また測定
系のダイナミックレンジも広いことから、 G F Pや他
のレポーター遺伝子と比較して、最も高い定量性を
示すと考えられる。さらに、ルシフエラーゼの発光
は励起光を必要としないことから、照射による細胞
障害あるいは光に感受性の組織や個体への影響を無
視できる利点がある。

ラーゼ、ルシフェリンが飛躍的に増え、これに伴い
新たな測定方法の開発も精力的に行われている。表
1に、市販されているルシフエラーゼとルシフェリ
ンのリストを示す。最初に市販化された北米産ホタ
ル (Photinus pyraJis ) ルシフエラーゼとウミシイタ
ケ (ReniJJa reJlJformis) )レシフエラーゼは、現在発

由来 遺伝子名 ルシフェリン

表 1 市販されているルシフエラーゼおよびルシフェリン

購入先分子量 最大発光波長
(k D a)  (n m)  

ホタル
レニーラ
クリックビートル
(ジャマイカ産)
クリックビートル
(ジャマイカ産)
クリックビートル
(ブラジル産)
鉄道虫
イリオモテボタル
イリオモテボタル
ビブリオ

分j必型
コペポーダ
コペポーダ
ウミホタル

Luc (  +  )  ， Luc2 ホタルルシフェリン
RLuc セレンテラ ジン

プロメガなど
プロメガなど

61 562 
36 480 

60 537 

60 613 

61 540 

61 630 
60 550 
60 580 
80 490 

20 480 
24 480 
61 465 

C B Gluc ホタルルシフェリン プロメガ

CBRluc ホタ Jレlレシフェリン プロメガ

ELuc ホタルルシフェリン

SLR ホタルルシフェリン
SLO ホタルルシフェリン
SLG ホタ Jレlレシフェリン

F M N H 2  

東洋紡績など
東洋紡績など
東洋紡績など

Gluc セレンテラジン
MetLuc セレンテラジン
CLuc ウミホタルルシフェリン

L
U
 

沼
町

K

M
m
J
 

F
U
4
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光レポーター遺伝子として最も頻繁に月b 、られてい
る。発光基質の違いを利用 し、両者を併用するデュ
アルルシフエラ ーゼアッセイが、最も標準的なルシ
フエラーゼアッセイ法とされている。我々のグルー
プで単 削・ 改良したイ リ オモテボタル
(RhagophthaJmus ohbaj ，図 1 - 2 ) ルシフ エラー

Jurtus ， I豆I1  - 3 ) ルシ
フエラ ーゼは、発光色の違いを利用した新しいレ
ポーターアッセイ系に用いられている。 また同様の
コンセプトに基づ川、たジャマイカ産クリ ックビート
ル (Pyrophorus pJagjophthaJamus ) ルシフ エラー
ゼも近年プロメカ付: より発売された。我々が改良し
たブラジル産クリヅクビートル (Pyreaanus
tenmUJJumUJans 、図 1 - 4) ルシフ エラーゼは、
他のホタル系ルシフエラーゼよりも高い発光強度を
示し、発光イメ ージング用ルシフエラーゼとして製
品化された。また、 rlH仮化はされていないが、発光
細菌 (日bn'o harveyj ) ルシフ エラーゼは多種の細
菌における遺伝子発現検出に広く用いる。コペポー
ダ (Gaussja pn'nces ， Matadja Jpnga) およびウミ
ホタル (Ci'pn'djna 1  - 6 ) ルシフ エ
ラーゼは、前述のルシフエラーゼとは異なり、分泌
シグナルを有する分j必型ルシフエラ ーゼであり、細
胞の培養液中のルシフエラーゼ活性を測定するア ッ
セイ系に用いられている。

3. ルシフエラーゼを用いた遺伝子発現の原理
ルシフエラ ーゼを用いた遺伝子発現解析法の原理

について簡単に述べる。解析したい転写調節領域
(プロモータ一、エ ンハンサー、サイレ ンサーなど)
をルシフエラーゼ、遺伝子の上流に挿入する。転写j古

性を持たないシス配列やイン トロンの影響を解析す
る場合は、ルシフエラ ーゼ遺伝子上流に挿入されて
いるT KやSV40などの恒常的プロモーターの上流に
組み込む。これらのレポーターベクターを細胞に導
入し、 !I伝写に伴って発現するルシフエラーゼの発光
を大過剰のルシフェ リンを添加することで測定する。

ける発光レポーターアッセイも、以上の原理! に基づ
いている。

4. トランジ工ントアツセイ系
トランジェン卜アッセイ系は、 iJliJ定の簡便さとハ

イスループッ トアッセイが可能である点から、 一般
にルシフ エラーゼを用いた遺伝子発現解析系で最も
汎j目されている。この系では、 レポーターベクター
を細胞に導入し、 一定時間経過後細胞を破砕し、遺
伝子発現に伴うルシフエラーゼ活性を測定する。従
来は、レポーターを一過的( トランジェント ) に細
胞に導入するという 意味で、トランジェントアッセイ
と呼ばれたが、近年は後述の リアルタイムi l !!J定でも
J品的な; 遺伝子導入が行われるため、本稿では中11]胞
や組織を破砕し、ルシフ エラーゼ活性を測定する刻11
胞破砕系をトランジェントアッセイ系と定義する。
以 Fに、 2つのレポータ ーを{ J i : 用するデュアルア ッ
セイ系と、最近我々が開発した発光色の違いを利用
したマルチカラーアッセイについて紹介する。

4  - 1 . デュアルア ッセイ
デュアルアッセイは、基質特異性など、レ ポー
ターの酵素特性の違いを利用し、 2 種のレポーター
ベクタ ーを用し、て転写活性を測定する系である。そ

(1)ホ9ルおよびウミシイヲケルシフ工ラーゼを用いたデュアルルシフエラーゼアッセイ

|プー-AI 伽 I  1  11 材ル 門セレ ーご 円ルシフエラーゼ 11 I  I  I  ルシフエリン I I  "I! v / T 7 : / /  I  I  
一一"11 細胞 l一一ー l一一一→ |  一一一→ I  I  |  恒常的 I  ウミシイタケ |  し_ _ ) IJ l? ?  プロモ- $ 1 - I  ルシフエラーゼ I  、/ '-./ '-ノ

細胞舷砕漉 ホ'}Jレルシフエラーゼ ウミシイ9ケ
活性 Jレシフエラ ゼ活性

(2)赤・纏・緑ルシフエラーゼを用いたマルチカラールシフエラ ゼアッセイ

|ドプ拘ロ一一AIドト赤和料糾…ルωω…レ凶印シηフ
t. 一 、 、千『 ホヲル r i  ノ 赤Jレシフエラーゼ活性

I  :10 'E-$I- s  I  ト細胞 I-l-J…ンげプロモ-$I-sI 機ルシフエラーゼ| ー 11細胞 l一j  川と示→ 纏伽Jル…レ
.  、= 一= 耳，d 、1、/ ¥..ノ 、緑Jルレシフエラ一ゼ活性|  恒帥常糊的 lf a . 錦酌引' 什…l I  

I  I  細胞破砕液 色分隊

図 2 デュアルおよびマルチカラ ルシフ エラーセアッセイによるトランジェン トア y セイのスキーム
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定できる点で、ある。これは酸性のセレンテラジン溶
液の添加により 、発光しているホタルルシフエラー
ゼを消光させる原理に基づいている。
蛇足ではあるが、以前発光のキネティックを測定

現象が観察された。装置の電気ノイズなど慎重に原
因を探ったところ、結局基質の添加時に生じる泡が
鏡の役割をして、見かけ上の強度をかさ上げしてお
り、泡が破裂することで強度が低下することに気付
いた。iJ!1J定結果を数値だけで見ていた時には気付か
なかったことである。細かいことであるが、精度低
下の原因となるので操作上の注意点として参考まで
に記した。

4  -2. マルチカラーアッセイ
前述のデュアルア ッセイ系は、
ラーゼのうち、 一方を内部コントロールとして用し、
るため、 1つの遺伝子の転写活性を相対的に評価す
るだけで、 2 つ以上のil岳写を同時にモニターするこ
とは不可能である。細胞内で、起こる複雑な転写調節
機構を理解するには、複数の遺伝子発現を同時に解

2 つのルシフェ

の組合せは多様で、 一方をルシフ エラーゼ、 他方を
F  ガラクトシダーゼなどのレポーター酵素を用い
る場合もある。現在最も多く用いられている、ホタ
ルとウミシイタケルシフエラーゼを併用するテーュア
ルアッセイでは、解析したいプロモーター領域やシ
ス配列をホタルルシフエラーゼに連絡、テストレ
ポーターベクタ ーとし、 一方で、恒常的プロモーター

トロールベクターとしている。内部コン トロールは、
継代時の細胞数、 トランスフェクション効率、細胞
溶解効率など種々の実験操作で生 じる誤差を修正す
るために非常に重要である。これら 2 つのベクター
を細胞に同時に導入し、最初にホタルルシフェリン
によりホタルルシフエラーゼ活性を測定、続いてセ
レンテラジンによりウミシイタケルシフ エラーゼ‘活
性をilllJ定する (Ijgl2  - 1  )。プロモーター活性は、ウ
ミシイタケルシフエラーゼ活性に対するホタルルシ
フエラーゼ活性の相対値として評価される。発光測
定には、光電子増倍管が配置されたルミノメ ーター
が用いられる。この系の利点は、 1チューブ (ある
いは 1 ウェル) 内で 2 つのルシフエラーゼ活性カ'iJ!lJ

組 (3)
tl空 れ 刈R  r- .， "=0.997 " =0.995 ..，<;'1 はよ¥ f G11;
いに "( - "  l i : ' 企/ 守崎 Eい 司司J 品、宮 " 6 企 I
立 l 〆 Iよ t
主主21 h、 |ι 35  
一・ " ・ )互 匂斗。保

S雲 1∞ 80 60 40 20 0  (権)
100 (赤)

赤・権ルシフヱラーゼの混合比例)

(2) 
緑纏 赤

;i  ¥ j  
a時
:/f;: 

550 650 
波長 (nm)

750 

1.0 

生封
書再

*  曜日 0.5  
:/f;: 

0  
450 

)
 
1
 
(
 

l A S V 4 0  I  
盤

赤匪 EI SV40 I  
+  

日両耳石耳

6  

5  

A『梨県友田特
3  

2  

(4) 

O  
m R O Ra4  

(ng) 
25 50 75 

図3 緑、檀および赤ルシフエラーゼの色分離による同時定量
( 1 ).  NIH3T 3細胞に発現させた緑、植、赤ルシフエ ラーゼの発光スペク トル。 (2 ) 口ンクパス フィル
タ を用いた発光測定のスキーム。各図は緑、横、赤ルシフエラーゼ を等量混合した場合の発光スペク トル
および口ンクパスフィルターの透過スベク トルを示す。上図 .フィルター無しでの全光の測定。中国 0 56 
フィルターによる Fl値の測定。下図: R 60フィ ルターを用いた F 2値の測定。斜線部は各値の波長領域を示
す。 (3 ) 緑、植、 赤ルシフエラーゼを用いたアッセイ系の定量性。各々のルシフエラーゼの混合比を変え
て、緑(企) 、檀(・)、 赤 (0 ) を同時に定量 した (R L U :  Relative  Light U nit)  0  (  4  ) マルチカラーアッ
セイを用いたR O R a 4による m B mal7 プロモ ターおよひ:'R e vErb/R O R応答配列 (R O R E) の転写活性化の同
時測定
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析することが重要であるが、そのためには、 さらに
もう 1つのルシフエラーゼをシステムに追加し、同
時に 3つのルシフエラーゼの発光活性を測定しなけ
れば、ならない。近年我々は、いずれもホ タルルシ
フェリンを基質として発光するイリオモテボ タル由
来の緑ルシフエラーゼ (SL G) 1へ その部位特異的変
異体の樫ルシフエラーゼ (SL O) W 、およ び鉄道虫由
来の赤ルシフエラーゼ (SL R) 却をレポーターとして
用い、各々の発光スペク トルを光学フィルターで分
離 ・定量することにより、 2 つもしくは 3 つのIlii写
活性を同時に測定する方法を開発した11.!山2引}
このアツセイ系でで、は、緑 -燈 ・赤ルシフエラーゼ

のうち 2 つをテス トレポーターに、 1つを内部コ ン
トロールに用い、 2 つのテストレポー ターの活性を
内部コントロールレポーターで補正する こと により、
2 つの転写活性を同時にil!1J定することを想定した
(図 2 - 2 )。図 3 - 1 に各ルシフ エラーゼの発光
スペク トルを示す。ホタルをはじめとする甲虫由来
のルシフエラーゼは、測定溶液のpH に連動して、色
を変えるものと、変えないものがある。前者は前節
のデュアルアッセイ系で記載したホタルルシフエ
ラーゼである。これに対し、イリ オモテボタル、鉄
道虫由来ルシフエラーゼは後者のタイプであり、発
光色を分自11> 定量化するアッセイ系に適している。
図 3 - 2は光学フィルターを用い、 3色の発光をilllJ
定するスキームを示す。光学フィ ルターには、 ルシ
フエラーゼから発する光を効率良く 捉えるため、特
定波長以上の光を透過するロングパスフィルタ ーを
採用した。スペクトルは、 3色のルシフエラーゼの
発光強度が等しくなるように混合した時の図である。
測定は、最初にフィ ルターの4!!判、状態で全体の発光
値 (F O) を、続いて短波長1H1Jのフ ィルター (0 56)
を透過する発光値 (Fl)、最後に長波長側のフィル
ター (R60) を透過する発光値 (F 2) をil!IJ定し、各々
の値を次の連立式に導入することで各ルシフエラー
ゼの活性を算出する。ここでは各ルシフ エラーゼに
対するフィルターの透過率 (/( ) は装置固有の回定
値であるので、 F O、Fl、F 2を測定するだけでそれぞ
れの活性 (G :緑、 0: 桂、 R :赤) が算出できる。
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この方法で実際に各ルシフエラーゼの活性が評価

できるかを、ルシフエラーゼを単独に発現させた
各々の細胞破砕液の混合比を変えて測定した。この
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際、緑ルシフエラーゼ量は固定し、赤と燈ルシフエ
ラーゼ量を変えた混合液における発光活性を、前述
のロングパスフ ィル ターが装iiiii されているルミノ
メーター (A T T O社製) により測定した。その結果、
図 3 - 3 に示すようにルシフエラーゼ量に応じた発
光活性を算出できることが雌認され、 3 つのルシ
フエラーゼ活性を l チューブ内で同時に測定可能で
ある ことが明らかとなった 121 0

続いて実際にプロモーター を用いたレポー ター
アッセイでの検証を行った。核内オーファン受容体

開始点近傍のROR応答配列 (RORE) を介して、そ
の転写を活性化することは良く知られている1. 11. 1ヘ
この転写活性化の機梢を詳細に解析するため、 ROR
白4による ROREとコアプロモータ ーの活性化を直
掠比較した (図 4 - 4)0  SV40プロモーター上流に
挿入したROREは赤ルシフエラーゼで、 Bmall コア
プロモーターは鐙ルシフエラーゼでモニターし、そ
れぞれの活性は内部コン トロールレポーターの線ル
シフエラ ーゼより補正した。その結果、 R O R a 4は
RORE、Bmal1 プロモーターの両方の転写を濃度依
存的に活性化したが、 RORα によ るBmall プロモー
ターの活性化はROREのそれより も有意に高いこと
が明らかとなった。この結果、 Bmal1 コアプロモー
ター内には転写開始点近傍のRORE以外に もRORa

る可能性が示唆された。
このよ うに、マルチカラーア ッセイ系は、 2 つな

いし 3 つの転写の変動を直接比較で、きることから、
これまで個別に測定 ・比較していた実験結巣をより
高い精度で、また簡便に得られるといえる。また、
測定対象の組み合わせも任意であるので、例えばシ
グナル伝達系の上流と F流、時計遺伝子と利u胞周期
迫伝子など、制IJ包内で、起こるダイナミ ックな 11伝写の
イベントを同/ 1寺に解析することも興味深い利用方法
の一つだろう。

5. リアルタイム測定系
概日リ ズムのtiJI究では、 ルシフエラーゼを用いた

H寺計遺伝子発現の リアルタイム測定が日常的に行わ
れている。他のライフサイエンスの分野ではまだ普
及していないiJlIJ定方法である。概日リ ズムの研究で
広範に用いられている理由は、他の分野に比べて際
立って長い測定を要することである。冒頭に述べた
ように、ルシフ エラーゼの長所として、 長時間の遺
伝子発現モニタ リングに過している点が挙げられる。
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この特性を利用し、 1993年近藤らはビブリオルシ
フエラーゼを用い、シアノバクテリアにおける画期
的なリアルタイム測定系を開発した 7)。 現在使われ
ているリアルタイム測定装置は、これがベースに
なっているといっても過言ではないだろう。その後
ショウジョウパエ 2 )、シロイヌナズナ 6 1、さらに 11南乳
類の細胞、組織28) でも測定がはじめられた。以前は
レポー ターベクタ ーをゲノムに帰入した トランス
ジェニック体( あるいはそれから単離した組織 ・細
胞) や安定細胞株が測定に用いられてきた。近年、
上回らはレポーターベクターを一過的に株化繊維芽
細胞に導入、リアルタイム測定することに成功し21 )、
遺伝子導入が可能な昨日乳類細胞では、より簡便にリ
アルタイム測定が行えるよ うになった。

(1 )  

(  ト的w  2  (  トU凶3  
)  且+  

守o司 〈Ck3  
1  X  

器量。 性H

0  t5欲民R  

1  2  3  
時間(日)

(3) 5  

〈cKz，4  
3  

性t-RR  H  
2  

曜日

時間( 日)
2  

先駆的な実験では、ハンドメイドの装置が使われ
ていたが、現在では浜松フ ォトニク ス、 ニューロサ
イエンス、 ATTOなどのメーカーからリアルタイム
iHiJ定用の装置が発売されている。本節では、 H甫乳類
の株化培養細胞におけるリアルタイム測定の背景と
幾つかの注意点、さらに我々のグループで最近開発
したマルチカラーのリアルタイム測定方法について
述べたい。

5 -1 . リアルタイム測定におけるルシフエラーゼ
とルシフェリン

一般にルシフエラーゼは他のレポーター酵素に比
べ、高IH胞内での安定性は低いとされているが、いず
れのレポーターにおいても転写の変動をリアルタイ

(2) 

1.0 
世H
;1l!¥ 0.8  

曜日 0.6
f、
I  0.4  
U  
友 0.2
'a 
0.0 

。 。

制1¥ 1. 27d ・1st絹1.... !  ¥ マ議|V 一、ヘ_.o 2nd 
時間( 目)

o  0.2  0.4  0.6 0.8  1  
ルシフェリン;重度 (mM)

3  

よユ 色分離
4  

:  0  Per2・緑-P E S T

2  器削Itn-E、ls余Z  {  i) u  

:  d Bmal1・赤-PEST

。 +捻。。 2  3  
時間( 日)

図 4 株化培養細胞におけるリアルタイム測定
(  1  ) リアルタイム測定におけるルシフエラーセの安定性の影響。mPe r 2 E b ox ::T KプロモーターにP E S T無
し (0) またはP E S T融合した (企) E L u cを連結したベクターをN I H3T3に一過的に導入し、リアルタイム測
定した結果。 (2 ) ルシフェリン濃度とピーク強度の相関性。mPer7 E b ox-TK: :L uc  (+ ) ベクターを導入
した Ratl安定株を、種々のルシフェ リン濃度において測定した際の 1 5t  (・) および 2 n d (0 ) ピ クの発
光強度を示す。インセッ ト図はリアルタイム測定結果の一例を示す。 (3 ) 緑および赤ルシフエラーゼを用
いたm Per2 およびm8 m a 1 7 プロモーターの同時リアルタイム測定。上図はm P e r2- 緑および灼8 m al7- 赤ルシ
フエ ラーゼベクターをNI H 3 T3に一過的にコトランスフェクションし、光学フィルターの有 (F2) 無 (F O)
での測定結果を示す。下図はF OおよびF 2値から緑 (0 ) および赤ルシフエラーゼ (企) 活性を計算した結果
を示す。
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ムでで、iJ泌測J[刊川!り引IJ定するには、 細胞内でのある程度の不安定制
が要求される。レポータ ー酵素の不安定化 (短寿命
化) には、 以前よりオルニチンデカルボキシラーゼ
(O D C) のP E S T配列( タンパク質分解に関わるド
メインにプロリン (P) 、グルタミン殴 (E )、セリン
(S) 、ス レオニン (T ) が多く存在する確率が高い
ことから、 これらのアミノ酸を多く含むタンパク質
分Wio ドメインの総称として呼ばれている) が用し、ら
れている則。 ルシフエラーゼを用いたリアルタイム
測定においても、ルシフエラーゼのC末端にO D Cの
P E S T配列を融合させたキメラ体が使われることが
多い。
図 4 - 1 はmPer2のE-boxに依存した発現を、ク
リックビートルルシフ エラーゼ (ELuc) のC末端に
P E S T配列を融合 した、あるいは融合させないもの
で測定した結果を示す。P E S T配列と融合させる こ
とで、発光強度は2 0 %程度に低下するものの、細胞
内に残存するルシフエラーゼが少ないため、振 111高の
高いリズムが見られるようになる。我々の経験では、
P E S Tを融合させたルシフエラーゼであっても、 ト
ランスフェクションするプラスミド量を上げると、
周期に変化はないが、振! 隔の低下、見かけ上の位相
後退がみられる。逆にプラスミド量を下げると振l隔
が増加し、見かけ上位相が前進する傾向がみられる。
つまり同じルシフエラーゼを使いリアルタイム測定
する場合で、も、細胞内のルシフ エラーゼ量により位
相と振1隔が変わる場合があるので、注意が必要であ
る。
リズム州究に用いられる生物のうち、細菌を除き

リアルタイム測定にはホタルルシフ エラーゼが最も
多く用いられている。発光基質であるホタルル シ
フェリンの龍山崎11IJI包透過・浸透性と培養液中での安
定性がその理由として挙げられる。ではどの程度の
ルシフ ェリンが適当であろうか川主14 - 2 はmPer
1  E-box のホタルルシフエラーゼベクターを導入し
たRat 1 安定株を、種々のルシフ ェリン濃度で、ifllJ定し
た|療の 1stおよび:'2ndピークの発光強度を示す。各
ピーク強度は、 0，2 m Mまで直線的に増加したが、そ
れ以降プラ トーに達し、 1 m Mでは低下した (細胞毒
性によるものと考えられる)。実験系により 異なる
とは思うが、細胞毒性の影響がなければ、プラトー
な範囲でのルシフ ェリン濃度を用いた方が安定な結
果が得られるだろう。我々は、培養液中でのル シ
フェリンの安定性について、高速液体クロマトグラ
フイーを!日いて予備実lE史的に検討したところ、 NII-I
3T3細胞で 5 日間リアルタイム測定した後でも 95%

時I::J!J:.物学 V o I.l 3 ，N o ，J  (2 0 0 7 )  

のルシフェリンが残存していた( 未発表データ)。こ
のことから少なくとも数日間の測定においては、培
養液中のルシフェ リンの減少は実験結架に影響しな
いと考えてよいだろう。

5  -2. 多色ルシフエラーゼを用いたリアルタイム
測定

最近我々は、前述のマルチカラーア ッセイを リア
ルタイム測定に応用することができたので紹介する。
用いたルシフエラーゼは、前章で述べたイリオモテ
ボタル緑ルシフエラーゼ (SLG)と鉄道虫赤ルシフエ
ラーゼ (SLR) である。図 4 - 3 の上図は、 mPer2
プロモータ ーに詞lルシフエラ ーゼ、 lηβ'm al1 プロ
モー ターに赤ルシフエラ ーゼ (し、ずれも C末端に
P E S Tを融合)を連結したレポーターベクタ ーをN I H

):I:J光学フィル
ターが装備されているA T T O社製リアルタイム iJ!IJ
定装置 (クロノス) でiJ ! i J 定した結果を示す。なお、
P E S T配列を融合した各ルシフエラーゼのN IH3T3
細胞での半減期は約 1 11奇問であり、両者が同じ安定
性である ことは{i'([iWiしている。赤と緑の場合、 sI3
2で示したFOとF 2を測定する ことで 2色の分離・

定量が可能である。|三111"のFOはフ ィルター無しで
測定した全光、 F2はR60フィルターを通した発光値
である。なおクロノスでは、各ルシフエラーゼの
フィルターに対する透過係数( 予め決定しておく必
要がある) を測定ソフトにセットしておけば、次式
の分離色の計算をしながら各色の発光値をリアルタ
イムで表示してくれる。

(::)=(11 二][
/(  G l<fiO， /(  RR回はR60フィルタ ーに対する緑、赤ルシ
フエラーゼの透過係数、 G、Rは緑および赤ルシフ エ
ラーゼ活性を示す。
図 4 - 3の下図は、上図で、の値から緑および赤ル
シフエラーゼのj古住lを計算し、プロッ トしたもので
ある。内因性のm R N Aの変動と同様に、緑と赤ルシ
フエラーゼでモニターしたPer2 とBmall プロモー
ターのリズム変動は逆位相を示した。この結果は、
単色でiJ!iJ定した場合の位相、振l岡、周期と一致する
こと、さらに緑と赤のルシフエラーゼを入れ換えて
同時iJ[IJ定しでも同じ結果が得られることから、正し
く色分離がされていることを確認している。なお、
定量性のレンジについては、十分な発光強度がある
場合、緑と赤ルシフエラ ーゼの活性が100倍異なっ
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ていても、正確に定量できることを確認している。
マルチカラーのリアルタイムiJllJ定では、 2種のプ
ロモー ターを同時に測定可能なことが最大のメ リッ
トである。ホタルルシフエラーゼを単独で使用する
場合、 トランジェントア ッセイで用いられている内
部コン トロールによる補正がで、きないため、位相や
振 11閣の解析はできても転写レベルの増減を定量的に
評価することはできない。増減を iJ!1J定する;場合、
我々はSV40プロモーターに繋いだ緑もしくは赤ル
シフエラーゼを内音日コントロールとして用いること
で良好な結果を得ている。また概日発現振動におよ
ぼすシス配列の影響を解析する場合、野生型と変異
体を同時に測定する事で、 1時間の位相の変化を明
瞭にモニタ ーできている。さらに、同一プロモー
ターで発現する緑と赤の 2種の細胞を作製し、共培
養により細胞 ( 群) 問での同調や相互作用の有無を
検証する方法についても構築している。このように、
2種のルシフエラーゼの発光を同時にiJllJ定するこ と
で、 1極のルシフエ ラーゼでは不可能であった実験
系がデザインできるようになった。

6. シングルセルイメージング系
前節で述べた リアルタイム測定は、組織あるいは
ディッシュ内の全ての発光を検出してマスのデータ
を解析するのに対し、シングルセルイメージングは
個々の細胞から発する発光をC C Dカメラでイ メー
ジングする ことで、個々の細胞の遺伝子発現の変動
を経時的に定量することができる。また組織におい
ては、これまで"in situハイブリダイゼーションなど
により行われてきた遺伝子発現の位置情報について
もリアルタイムにf符ネ庁することカfできる。事正日リ ズ
ム研究では、時計遺伝子の発現を指標に細胞聞での
同調や、 組織内の発現部位の定量的な解析などに用
いられている。
これまでルシフエ ラーゼは、その発光が微弱であ

るため、細胞レベルでのイメ ージングは難しいとい
われてきたが、ここ数年でシングルセルイメージン
グを用いたリズム解析に関する大変興味深い解; t ) I ' 結
果が報告さ れるようにな った。2003年、LLJ口らは
mPerl-Lucマウスの視交叉上核切片でのシン グル
セルイメージングに成功し、個々の紺l胞が異なる位
相関係を保ちながら同調して振動することを発見し
た2η。2004年には、 W elsh目)、名越i川 この論文では蛍
光イメ ージングを{吏っている) らが、lUli青刺激によ
り開始される株化培養細胞のリズムが、誘導ではな
く同調であることを明らかにした。Carrらはゼブラ
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フィッシュの粧性繊維芽細胞の個々の リズムが光に
より同調する こと を捕らえた 3)。また驚くべき こと
に、 M ihalcescuらはシアノバクテリアでのシングル
セルイメージングについて成功している 9 )。
さて、ルシフエラーゼを用いたセルイメ ージング

測定での成功の鍵は、イメージング装置の感度にも
依存するが、いかに明るい試料を用意できるかであ
ろう。イメージングでは個々の細胞の発光を捕らえ
るために対物レンスが用いられるが、 一般的に検出
効率は、レンズ倍率を上げると倍率の 2乗に反比例
して下がるとされている (レンズを 2倍から 10倍に
上げると感度は 1 / 25になる)。装置については、
ここ半年間でア トーとオリ ンパスの 2杜から、光学
系が工夫され、比較的発光強度の低い試料でもイ
メージングが可能な装置が製品化された。シングル
セルレベルでの発光イメ ージングの歴史は浅く、 発
展途上の測定系であるため、 iJ!lJ定系の改良の余地が
多く残っている。装置の改良についてはメ ーカーの
方々に期待したいが、ここではイメージングに用い
るルシフエラーゼについて触れてみたい。
これまでのシングルセルイ メージングの報告では、

いずれもホタルルシフエラーゼがレポーターとして
用いられているが、 果たしてホタルルシフエラーゼ
はイメ ージングに最適で、あろうか? ホタルルシフエ
ラーゼの至適p Hは約 8 であり、この条件では黄緑
色に発光しているが、酸性側では赤色にシフ トし'8)、
発光量子収率は 1 / 2以下に低下する 11)。また至適
温度は約250C であり、通常高III胞を培養している 370C
では活性は 1 / 3に下がる 11)。先にも述べたように、
ホタルルシフエラーゼは11甫乳類細胞では赤く発光し
ている。この原因がp Hで、あるのか温度で、あるのか
は定かではないが、いずれにしてもホタルルシフエ
ラーゼの細胞内での環境は至適でないことは確実で
あり、発光のイメージングをする条件においては、
ホタルルシフエラーゼの持つポテンシャルは著しく
低下している と我々は考えている。
我々は発光イメージングに特化したルシフエラー

ゼを構築するため、発光スペク トルがp Hの影響を
受けないブラジル産ク リックビート ルルシフエラー
ゼ却のc D N Aを改良し、野生型よりも 200倍発現量を
上げることに成功した (ELuc)。実際にN IH3T3に発
現させイメージングに供したところ、同じ条件で発
現させたホタルルシフエラーゼ (Luc (  +  )) よりも
10倍以上高い発光強度を示すことが明らかとなった
(未発表データ)。図 5 - 1 にはその発光像の 1例
を示す。我々はもう 一歩進んで、オルガネラレベルで
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図 5 1 細胞レベルでの発光イメージンク
(  1  )  m C r y 7  ::ELucヘークタ をNIH3T3細胞に一過的に導入した際の発光イメージンク (5_6倍対物レンス、
5分露光) 0  (2  ) ぺルオキシソーム、細胞質および核に局在化させた ELucのNIH3T3細胞における 1細胞
イメ ージンク (40倍対物レンズ、 3分露光) 。右図はぺルオキシソームに局在化させた ELucの発光をZ軸方
向にふって撮影 した発光像を示す。 (3 )  m 8 m a 1 7  ::ELucを導入したトランスジ工ニックマウスから単離し
た視交叉上核切片での発光イメージング (5_ 6倍対物レンス、 3分露光) 。上段は発光像、下段は明視野像
を示し、数字はZ軸方向の試料ステ ジの移動距離を示す。

のイメ ージングが可能かどうかを検討した。ホタル
をはじめとする甲虫ルシフエラーゼは、いずれも C
末端にペルオキシソーム移行シグナルである Ser-
Lys - Leu  (S K L配列) を有しており、実際、免疫染
色によりホタルルシフエラーゼがペルオキシソーム
に局在していることが尚一認されている "0 E Lucも
同様にS K L配列を有し、免疫染色およびS K Lが付加
されたベルオキシソーム局在型GFPのイメ ージング
により、 E Lucがペルオキシソームに局在すること
を確認している。そこで、 C M Vプロモーターで
NIH3T持III胞に発現させ、 40倍の対物レンズを用し、
て発光イメ ージングに供したところ、図 5 - 2 に示
すようにベルオキシソームに局在している様子が観
察できた。参考までに、 S K Lを| 徐き細胞質に局在化
またはSV40の核移行シグナルを付加させ核に局在
化させたELucのイメ ージング像についても図 5 -
2 に示した。プロメカいから販売されているホタルル
シフエラ ーゼLuc(+)、Luc2はC末端のS K L配列が
除かれているため、来IrたにS K Lを付加してイメージ
ングに供してみたが、我々の測定条件では全体にぼ
やけた発光像になってしまい、ペルオキシソームへ
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の局在は観察されなかった。このように、強く光る
ルシフエラーゼを用し、ることで、時1M' -空間分解能
が上がり、これまで見えなかったイメージング像が
撮影できるようになると期待している。
最後に、締麗な発光イメー ジング像を撮るための
テクニカルな点について述べたい。最も大事な点は、
フォーカ スをいかにあわせるかである。A T T O社
製の装置は、電動の試料ステ←ジコン トロ一ラ一に
よりzn羽判軌q計油hが l μml'単科位で
ペルオキシソ一ムに局在化させたELu山j児Cのイメ一 ジ
ングを z il取判軸q引油li方向に 2 μmずつふつてi日測!日m則!り!IJリl定した。その
結果、図 5 - 2 に示すように (図中フォーカスの
あった点を 0 とした) 、 40倍の対物 レンズでは 2μ
m ず、れるとフォーカスがあわなくなり、全体にぼや
けた像になることが判明した。株化細胞の厚みはお
およそ1 0 μm程度で、あるので、フォーカスは比較的
あわせ易いが、組織の切片では最低でも 100μ m の
厚みがあるため、フォ ーカス調整は非常に難しい。
図 5 - 3 は視交叉上核の切片を 5_ 6倍の対物レンズ

した発光像 (上) と明視野像( 下) である。低倍率

「
h
U4
 



のレンズを用いているので4 0 - 6 0μm程度の前ニ容mu
囲があることが分かつたが、実際には下図のような
明視野像を見ながらZil!lllを決定するため、どこで発
光のフォーカスがあうかは、ほとんど勘に頼ること
になる。良い解決策はまだないが、蛍光色素や蛍光
タンパク質などを使い、蛍光でフォーカスをあわせ
るのも一つの手段かもしれない。

7. おわりに
本稿ではホタルをはじめとする甲虫系のルシフ エ
ラーゼを用いた測定方法を中心に解説したが、この
他に分泌型ルシフエラ ーゼによ る迫伝子発現モニ
ターも行われているので、興味のある方は参照して
]頁きたい 13.20.2ヘ ルシフエラーゼを発' Jr.プローブと
する細胞機能解析については、発光と蛍光を組合わ
せたBiolumin巴scence Resonanc巴Energy Transfer 
(BRET) によるタンパク質 タンパク質相互作用
解析 15.29)、ルシフエラーゼを半分に切断し、再構成に
伴う発光を測定することで細胞内タンパク質の相互
作用や局在解析 5 1 など新たな技術が次々と開発され
ており 、リ ズム研究にこれらを応用することで新た
なメカニズムの解明に役立つのではないだろうか。
ルシフエラーゼアッセイ系をご存知の方には退屈

な点もあったかもしれないが、これからルシフエ
ラーゼを使い始める方々の一助になれば幸いである。
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第13回日本時間生物学会学術大会と
第2 2回国際生物学賞記念シンポジウムを終えて

深田吉孝 -広田 毅
東京大学大学院理学系研究科生物化学専攻

第13回日本時間生物学会の東京学術大会は、 2006
年11月30日から同 12月 2 日までの 3 日間、東京国際
フォーラムにおいて開催されました。すでに前号の
巻頭言でご紹介したように、昨年、第22回国際生物
学賞の授賞分野に rChronobiogyJ が選定され、オ
ランダ ・グロニンゲン大学のSerge D aan博士が受賞
者にi夫定しました。これを記念する国際生物学賞記
念シンポジウムが、本学術大会に日程を一部重ねて
同じく東京国際フォーラムで開催されました( 開催
責任者: 旅田吉孝)。このような事情から本稿では、
国際生物学賞記念シンポジウムの報告記も1 J j : せ、本
学会の第13回学術大会について報告させていただき
ます。

写真 1 深回大会長からの開会の挨拶 (ホール0 5 )  

まず第13回学術大会の開催準備のため、東大の学
会員を中心に、海老j翠l肖( 以下敬称11洛: 東大/ 院医)、
前村浩二 (同)、岡野俊行(早大/ Jlll工) 、小島大iMi(東
大/ 院理) 、真田佳門( 同) に筆者間名が加わって大
会準備委員会を作り、準備委員会事務局を広田毅が
務めました。会場は当初、東大キャンパスの中で山
上会館と Jl l ! 学部が新築した小柴ホールの 2会場を予
約していましたが、急、j阜、併催することになった国
際生物学賞記念シンポジウムに日桂の制限などがあ
り、頭蓄の日程と会場に決まりました。大学施設を
利用する場合に比べて会場費が大 111m に上がったため、
財源をいかに確保するかが準備委員会での大きな謀
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題となりました。このような切迫した状況のなかで
各委員が熱心に企業各社に働きかけ、本間研一理事
長をはじめ一部の学会理事のご協力もいただいて、
大会の開催 2 ヶ月前にようやく一息つける状況にこ

から感謝申し上げる次第です。
学術セッションの編成では、準備委員に加えて大
塚手11明教授と柴田重信教授にプログラム委員として
議論に参加していただき、臨床と基礎の両分野あわ
せて 5つのテーマを選定しました。各シンポジウム
の報告は別に記事があるようですので、テーマを記
すだけにとどめます。『フィ ールド医学と |時間医学J

写真 2 学会懇親会にて( 東京国際フォーラム 口イヤ
ルキャフ工テリア)

写真 3 学会ポスター会場( ホール0 5 ) にて



rl時間栄養学一食とリスム .J r分子時計研究の最前
線J r精神疾，忠とリズムj rメタボリツクシンドロー
ムとリズムj がタイトルですが、いずれのセッショ
ンにも多くの聴衆が集まり、高いレベルの講演に対
して活発な意見交換が行なわれました。 1やでも、東
京国際フォーラム・ホールD 1 は定員 132席というコ
ンパクトな会場で、聴衆にとても近い位置に講演者
が立つので会場に一体感があり、いっそう熱のこ
もった議論が行なわれました。当初、ホールD 1 で
はl聴衆を収容しきれない可能性を危倶しましたが、
そのような事態も起こらず、広い会場よりもむしろ、
このようなコンパク トタイプの会場が本学会の学術
講演には似合っている印象を持ちましたが、皆様は
どう! 惑じられたでしょうか。
さて、会員による一般発表こそが学術大会の 1=1=1枢

であることは言を倹たない事ですが、大会には100
演題の EI 3 し込みがありました。今回は、」二述のシン
ポジウム (27演題) と国際シンポジウム (31i寅題)
に数多くの講演が組み込まれましたので、これに加
えて100題ものポスタ一発表が集まったことは喜ば
しい限りです。ポスターによるー般発表の重要tlニを
鑑みて、ポスター会場には多くの参加者が流れ込む

第22圏
国際生物学賞
捜賞式

InteFl1s tJOBiU 
forl露。f唱j'
E抑 6

写真 4 国際生物学賞援賞式にて (2006年" 月20日)
(photo by  A n na  Wirz)  

写真 5 記念シンポジウム晩餐会にで天皇陛下からの下
賜記念メタ ルを披露するタ ーン博士 (photo
by A n n a  Wirz)  
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ょう、いろいろな方策を練りました。各企業による
機器展示をポスター会場内で行ない、共存共栄を図
りました。また、国際シンポジウムのセッション聞
の時間を長く設定してポスター発表の指定討論H寺聞
とし同会場の動線にも工夫しましたが、いかが
だったでしょうか。ポスタ ー発表の中からー音11の演
題をシンポジウム 『分子時計研究の最前線jのショー
トトークに汲み上げ、ごく 一部ではありますが若い
学生会員にも口頭発表の機会を与えることができま
した。残念ながら、時間的な制約から他のシンポジ
ウムセッションでは講演への汲み上げ、ができなかっ
たため、ご希望に添えなかった事もあろうかと思い
ますが、この点はどうかお許しください。
会期の 3 日間とも ランチョンセミナーを行ない、

参加者の皆様が一日を通して会場で過ごせるように
して、インターネッ トの専用スペースも確保しまし
た。ホール使用料が高いため、参加者が自由に過ご
せる広い休憩スペースが確保できませんでしたが、
東京の都心という地の利を生かして、議論や懇親に
は会場近くの庖鋪を利用していただけたのではない
かと考えております。
一方、国|祭生物学賞記念シンポジウムの参加者は、

外国人約20名を含めて240名近くにのぼり、会場の
東京国際フォーラム ・ホールD 7 には常に満員に近
い多くの聴衆が集まりました。日本学術振興会から
の要請を受けて一般公開シンポジウム( 参加費無料 )
としましたので、かなりの人数の一般参加者が入場
しました。この事実は、本学会の研究テーマである
H寺間生物学が一般社会からも強く注目されている証
しで、非常に喜ばしいことだといえます。さて、こ
の記念シンポジウムは、本学会学術大会期間の 2 1:1  
目と 3 日目に併催され、セッション 1 ヒ卜の|時間
生物学、セッション 2 ・脊樵動物の時間生物学 I、
セッション 3 脊椎動物のH寺間生物学 E 、セッショ

写真 6 学会とシンポジウム終了後の打ち上げ (東京国
際フォ ラムガラス棟からの夜景を楽しみなが
ら) (photo by A n n a  Wirz)  
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ン4 ショウジョウパエの時間生物学、セ ッシ ョン
5 植物、シアノバクテリア、アカパンカビの時間
生物学、に分けて招待講演が行なわれました。多様
な生物の リズム現象とその根底に潜む分子メカニズ
ムを研究している囲内外の第一線の研究者が招] 博さ
れ、 生物リズムに関する最新の知見と諸問題が総合
的に議論されました。紙面の都合で各講演の内容に
はふれませんが、 シンポジウムの最後に、第22回国
際生物学賞を受賞したSerge Daan博士が「夜明けと
夕暮れ・ 2つの因子による概日時計の同調」という
演題で記念講演を行ないました。この講演で、Daan
同士は、オランダと日本の交流の歴史から紹介し、
その後、同博士がこれまで時間生物学の分野で展開
した研究史の集大成を述べられました。このように
本シンポジウムにおいては、 H寺間生物学の研究分野
の最前線の研究成果が発表され、今後の研究に向け
た議論と問題提起を通じて、時間生物学分野におけ
る国際生物学賞受賞者の業績とそのインパクトが浮
き彫りになり、本賞の学術的意義が国際的に高めら

れたと言えます。
最後に、本学術大会の開催にあたっては、ラ ン
チョンセミナー担当のアトー( 株) とオリンパス( 株)
をはじめ、ブース展示には 9社、寄付と広告掲載は
21社からの協力をいただきました。このようなご協
力のもとで、国際生物学賞記念シンポジウムを併催
する事により、時間生物学の学問的アピールを行う
と共に、大学院生をは じめとする幅広い若手研究者
への啓蒙をも行うことができたと考えています。
本学術大会には、 一般参加者241名( うち当日参加登

者は21名)、これらの合計は343名にのぼり、例年の
大会よりもかなり多い参加者を迎えることができま
した。4守に、例年にもまして数多くの学生参加者を
迎えることができたのは主催者にとって大きな喜び
であり、日本学術振興会をはじめ、ご協力いただき
ました関係各位にここに心よりお札を申し上げる次
第であ ります。
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I第13回日本時間生物学会学術大会j と
「第22回国際生物学賞記念シンポジウムJ 参加記

浜坂康貴
( 独) 産業技術総合研究所生物機能工学研究部門 生物時計研究グループ特別研究員

2006年11月30日から 12月 2 日まで第13回日本時間
生物学会学術大会に参加した。今学会は、第22回国
際生物学賞の授賞分野として 『時間生物 学
(Chronobiology)  .1 が選定されたため、受賞者を招
いて開催される記念シンポジウムと同時に開催され
た。恥ずかしながら、私は国際生物学賞を知らな
かったので、学会に参加する前にネッ トで公式ペー
ジを閲覧 してみた。それによると、設立の趣旨は
“H百手[1天皇の術l在位60年と長年にわたる生物学の御
研究を記念するとともに生物学の奨励を図る " こと
なのだそうだ。受賞者は“生物学の研究において世
界的に優れた業績を挙げ、世界の学術の進歩に大き
な貢献をした研究者" を対象分野から“原則として
毎年 l 人" が選ばれる。受賞分野の選定は国際生物
学賞委員会が行い、 受賞者の決定は “内外の関係学
術機関 ・団体及び有識者からの推薦に基づき" 最終
的には国際生物学賞委員会で決定するそう だ。ちな
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みに、第16[8]、「発生生物学」分野での受賞者は、
ショウジョウパエを使って初めて概日 リズムの変異
体を単離したことでも有名なDr. S. Benzerなのだそ
うだ。そして、今回の第22回国際生物学賞『時間生
物学 (Chronobiology) .1 分野での受賞者 は、 D r.
Serge Daan (オランダ、 グローニ ンゲン大学教授)
だった。
ハエの概日リズムを主に勉強してきた私にと って、

晴乳類の研究が多いといわれる時間生物学会は初め
ての参加だ、った。今回は国際生物学賞記念シ ンポジ
ウムと同時開催ということで、“論文などで名前は
知っているけど、 顔を知らない" 国内外の著名な研
究者( 受賞者のDr.Daanを含む) を拝見できる機会
としてとても楽しみにしていた。
初日の11月30日は日本時間生物学会会員による年

次発表会だった。開催場所は、東京国際フォーラム
で、ここはアイドル歌手などがコンサートをする設



写真， . 講演会場 (5階総合受付) 傍のテラス。講演
の合間には、コーヒ を飲みなから休憩してい
る人であふれた。ちなみに講演会場は 7階の
ホルだった。

。iiiがあるほど有名かっ巨大な施設らしし、。関東に不
慣れな私でも、この" 周辺!択からは徒歩で 5分" の
建物には、迷うことなく 着けるだろうと高をくく っ
ていた。しかし、当日の朝、地下鉄の駅から地上へ
出てみると、外は巨大なビルに閉まれて、どの方向
に歩けば会場にたどり着けるのか見当がつかない。
さらに困ったのは東京国|祭フォーラムにたどり 着い
てからで、 施設があまりにも大きいためなかなか学
会会場を見つける ことが出来なかった。右往左往し
ていると学会参加者の人ごみが見っかり、なんとか
学会受付にたどりついた。
この日の午前中は「フィールド医学とH寺問医学」

のセ ッションと 「時間栄養学一食と リズム- J が行
われた。さらに、午後の音1Iでは近年話題になってい
る “メタボ リツクシン ドローム" と絡めて、摂食、
肥満、 糖尿病、血圧変動と体内時計の閥わ りについ
てのワークショ ップが設けられるなど、概日リ ズム
の研究が日常生活に直結するような話題が数多く扱
われた。また、午後の別会場では「分子H寺計研究の
最前線」と題したワークショップが行われ、講演を
聴きにきた人が会場からあふれ出るほどに賑わった。
ここでは、 P E Rとル シフエラーゼ (Luc) の融合タ
ンパクを培養細胞に発現させることでP E R分解のリ

11寺11日生物乍 Vo l. I:3 .No .J  (20 0 7) 

ズムを追った研究や、 11前乳類以外の脊椎動物から見
つかった新規クリプトクロム (C R Y 4) の機能をニ
ワトリにおいて解析した研究、 Lucイメ ージングに
よってマウス視交叉上核のPerl遺伝子の発現 リズ
ムについての砂「究など、シアノバクテ リア、シロイ
ヌナズナ、ゼブラフ ィッ シュを含めた様々な種で、
新規時計遺伝子の探索や新しいモテツレ構築への試み
について発表があった。
この日に、私の印象に残ったのは H ランチョンセ
ミナー. である。私は学会の "ラ ンチョンセミナー"
にも初めての参加だったため、 ランチョンセ ミ
ナー" のお弁当が用意されていたのには驚いた。さ
らにひ‘っ くりしたのは、お弁当の中身。とても豪華
なのだ。あとで聞いた話によると、このお弁当は帝
国ホテル製だ、ったとか。午前中に、食生前や栄養バ
ランスと日周知lリズムの誹j寅を聴いただけに、 豪華
なお弁当で私のおIJ夏も体内H寺計も大満足だった。も
ちろん、・ランチョンセミナー" での収穫はおう作当だ
けではない。この日はルシフエラーゼ (Luc) によ
るレポーターアッ セイを改良することによって、よ
り複雑な解析が出来るよう になったという講演が行
われた。そのうちの一つが、鉄道虫由来のLucとイ
リオモテホタル由来のLucを同時に検出する手法。
この 2つのLucは同じ基質を使うにもかかわ らず、
前者は赤色を、後者は緑色を発光するので 2種類の
遺伝子発現を同時に測定するのに使利なのだそうだ。
もう 一つは、 Luc活性をイメ ージングで検出する手
法。この手法を用いることで、組織あるいは培養細
胞における遺伝子発現を細胞毎に経H奇的に検出する
ことができるという。今学会ではLucイメ ージング
による研究が多数見受けられ、また、 3 日目のラン
チョンセミナーでも Lucイメージング用の機器の宣
伝があるなど、今後、リズム現象の強力な解析手法
として普及しそうな印象を受けた。
次の日、 12月 1 日は、国際生物学賞の記念フォー
ラムが前日と同じ場所で聞かれた。この日、少し遅
刻した私は、慌てて地下鉄の駅を Ujlて東京国際
フォーラムへ向かっていた。すると 、私の少し前を
背の高い 3人の年輩の外国人が歩いている。彼らは
キョロキョロと何かを探 している様子だった。「も
しかしたら、学会に参加する人遥かな? J と思わな
いでもなかったが、ここは国際都市東京、外国人が
観光で歩いていても不思議ではない。急いでいたこ
ともあり、私は彼らを横目に会場に向かった。しか
し、その外国人達も目的地は同じのよう で、彼らは
地図を見ながら私と 同じ方向に歩きだし、 小走りの

RU 



私を長い足で悠々と歩いて追い越していく 。夜、は彼
らが釆り込んだエレベーターにかろうじて滑り込み、
彼らと一緒にフォーラムの会場に釆- り込んだのだっ
た。「そっか、彼らは受賞記念講演に招待された人
達だ、ったのか。招待されてるって事は、かなり有名
な人なんだろうなJ と思い、私はフォ ーラムを聴き
つつも、彼らが何者なのか見守ることに した。
フォーラムでは開会の挨拶が終わり、続いて第22

回国際生物学賞の受賞者のD r. Serge Daanの経歴と
先立って行われた授賞式の様子を紹介していた。
D r. Daanの代表的な業績の一つはげっ歯類での実験
デー タをも とにした 二重振動体モデルと non-
param etric 同調モデルなのだそうだ。これらの研究
は30年くらい前に発表されているにもかかわらず、
前者は近年でもショウジョウパエの概日リズムの論
文に引用されている。遺伝子解析や分子生物学的手
法など最新の技術がどんどん出てく るなかで、研究
分野にも よるのだろうが30年前の論文が引用される
ことは多くないのではなかろうか( 実際、今、手近
にあった論文をいくつか見たのだが、引用されてい
る論文の 8 割以上が10年以内に発表されたもので、
30年前の論文は一つもなかった)。おそらく、 D r
D aanの国際生物学賞の受賞は、彼の確かな研究と
先見の明が多くの人に支持されている現われなのだ
ろう。
そしてフォ ーラムはD r. Daanの経歴の紹介が終わ
り、いよいよ受賞者本人のお出ましという運びと
なった。会場を埋め尽く した参加者は大きな拍手で、
D r.  D aanの登場を促している。iDr. Daanはいった
いどんな姿をしているんだろう? J  私は興味津々
で、ほぽ満員となっている会場をグルグルと見回し
た。するとその時、私と一緒に会場に乗り込んだあ
の 3人の外国人のうち、背の高い一人が立ち上がり、
マイクを片手に挨拶をするではないか! そう、彼
こそがこのフォーラムの主役である D r. Serge Daan 
で、私はこの時はじめて彼の容姿を知った。
さて、この日の午前中は“Chronobiology in  

H u mans"、午後からは“C hronobiology in verte-
brates 1"と題したセッションが聞かれた。午前中の
セッシ ョンでは、人の生活パターンやリズムを調べ
ているということもあって、分子生物学的な研究は
少なく、むしろ臨床で集めた| 睡眠・覚醒のデータを
“T w o  Process m o del" に照ら し合わせた講演が多
かった。午後のセッションでは一転して、マウスな
どの体内時計を分子生物学的手法で調べた研究が多
く、 S C Nから放出されるやj I 経ペプチド'Prokineticin2
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の役割を調べたものや、 m P E R 2の免疫沈|経で、共沈
したタンパクをM S- T O Fで同定し、新規l時計調節因
子を探した講演などが印象的だった。そんな中で少
し驚かされたのはD r. B lockの講演。老齢マウスで
明11音周期の位相をずらす( いわゆる時差ボケ) 実験
をしたところ、毎週 6 時間ずつ位相が前進する条件
にl曝したマウスは短命になったという。会場には海
外から招待された捌究者が多数見受けられたが、今
回の訪日で彼らの健康に悪い影響がなかったか少し
心配になった。
午後のセッションの前には、ポスターの発表の時
聞が設けられた。出ていたポス ターは約100題で、
どこも活発な議論で盛り上がっていた。ポスター発
表会はH寺間生物学会のイベン トなので日本語のポス
ターがほとんと守だ‘ったが、中には国際生物学賞の記
念シンポジウムのために招待された海外からの研究
者を引っ張り込んで、英語で議論している場面も見
受けられた。夜、は前日の“ランチョンセミナー" で
聴いた赤Lucと緑Lucの手法を使った研究に注目し
た。そこでは赤と緑それぞれのLucをBmall プロ
モー ターに連結し、それらをラッ トの培養細胞に導
入したところ、得られた赤L ucの安定株の概日周期
は、偶然にも緑Lucの安定株のそれよりも短かった
という。では、 これらの細胞株を混ぜて培養すると
それぞれの概日周則はどうなるでしょう? という内
容だった。Lucイメージングと共に、 2色 L u  c法
は異なる遺伝子の発現を経時的に追うなどの方法で
今後の発展が大変期待される。
3 日目の12月 2 日は、午前の前半に“Chrono-

biology  in Vertebrates II"，後半は“C hronobiology
in F lies"、午後からは "Chronobiology in Plants， 
Fungi  and Bacteria"が催された。i問型時計と夜型H奇
計の講演を幾っかl聴いていたが、“C hronobiology
in  Vertebrates II"でも、朝型と夜型の時計の話を聞
くことが出来た。それはDr. H. U edaの研究室での
エピソードだ、った。彼の研究室では試薬を使って実
験をする (wet) 7vl究者と、その実験値をコンビュー
ターで解析をする (dry) 研究者がベアになって研
究しているという。効率のいいことに、前者のwet
研究者は昼に活発に実験を行い、後者のdry研究者
はその実験値を夕方に受け取り、 主に夜中に分析す
るのだそうだ。昼夜で異なる11伝写因子がリズムを調
節しているという講演内容もさることながら、実験
体制も昼夜シ フトになっていることに感心してし
まった。その他にも、 m P E R 2タンパクのリン酸化
や、 mPerl の翻訳が3 ' U T RとmLark1によって調節



される機梢についての発表があった。
"C hronobiology in F lies" では、D r.M. Y oungが欠

席のため発表が取りやめとなった。彼は、今回のシ
ンポジウムで私が注目していた研究者の一人だった
ので残念だった。一方で、、ある女子学生は "Dr.M
Youngはハ リウッ ド俳優のようにかっこいい" と 11尊
を1111し、ていた らしく、私以上に残念そうだった。こ
のセァションでは、キイロショウジョウパエには温
度感受性の|時計と光感受性の|時計ーがあり、前者は背
側にあるや11経群、後者は脳側方音1Iにあるや|けf到作であ
ることや、 fηJ rl を欠損したハエの羽化 リズムは正
常であるが活動リズムには異常が見られるなどが発
表された。キイロショウジョウパエでの初|究にもか
かわらず、D r. Daanを含む11m乳類の砂|究者らも盛ん
に質問するなど、現在の時間生物学では生物種に関
係なく 「異なる性質あるいは役割をもっ複数の時計」
が中心的課題となっている印象を受けた。
個人的にはD r. P .  I-Iardinの講io-lが、この日は最も
印象に残っている。これまで、P D PlはV RIと同様
にC LK の発現を調節していると考えられていたのだ
が、彼はP D Plタンパクの量を減少あるいは地加さ
せても、 CJk のm R N AレベルやP E RやTIM タンパク
の振動には影響を及ぼさないことを見出した。一方
で、 P DPlタンパクの量の減少あるいは増加が、活動
リスムの消失を引き起こしたことから、 PDPlは
フィ ードパ y クループの一部というよりもむしろ時
間情報を出力するために必須な転写因子であると考
えられたという。今後、彼はPDPlがどのような遺
伝子の発現を調節 しているのか調べるそうである o

H寺計遺伝子によるフィ ー ドバックループの研究は盛
んに行われているが、そのループから W 1Jへ向かう
経路については、私の知|る限り、ショウジョウパエ
ではほとんど報告がないよ うに思う。彼のti)1究の進
展に注目したい。
“C hronobiology in P lants， F ungi  and Bacteria" で

は、異なる生物界での転写翻訳のフィ ー ドバ ックに
よる時計について講演を聴いた。植物や赤パンカビ
の時計遺伝子は、 11m乳類やハエなどのそれと相向性
はないものの、遺伝子のI I i 三写とその産物による負の
フィ ードパックで相先日リズムを作ることには変わり
ない。一方で、近年示さ れたシアノバクテ リアの
K aiCによる リン酸化リ ズムは、転写が関与していな
い時計機構 という点で異彩を放っていた。IくaiCに
よるリン酸化リ ズム とその他の時計造伝子の相互作
用についての解析が進められているようで、 今後、
この独特のメカニズムが転写翻訳レベルでの リズム
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写真 2 . 東京国際フォーラムのガラス棟の内部。記念
フォ ーラムの後に、 ここ の 7階で立食パー
ティ ーが{復された。

や同調機構の面でどのような進展を見せるのか、 多
くの人が注目 していることだろう 。
そして、最後の発表は第22回国際生物学賞受賞者

のD r.D aan。彼の講演はオランダが江戸時代に日本
と出島で交易していたことを引用しつつ、日本とオ
ランダの交流の歴史から始まった。彼はD r. Aschoff 
とD r.P ittendrighの両者と研究をしたことがあり、
そのなかから、 non-parametn c同調と parametn c同
調モデルを比較し、 param etn c同調モデルの実証に
力を入れている。そこで、彼は東欧の森の中に大き
な固いを造り、その中にマウスを準自然条件で放し
飼いにしながらその行動パターンと光の関係を l年
近くにわたって調べた。そのスケールの大きさが、
閉会後に催された立食パーティ ーでも研究者の聞で
はしばしば話題になっていた。
さて、今学会の印象は上記にも織り交ぜたが、 2  

つの言葉、「複数の時計」と「ホタルの光」にまとめ
ることが出来た。近年の詳細な解析や分子生物学的
手法などによって、「複数のH寺計」の存在や性質が証
されつつある印象を受けた。今後も 「複数の時言I'Jが
どのようにそれぞれの周期や位相を同調させている
のか、また、それらがどのように個体の概日 リズム
を調節しているのか、興l床深いところである。「ホ
タルの光J は、もちろん、 L ucイメージングや 2 色
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Lucによるレポーター・アッセイのことなのだが、こ
れらの手法は複数の時計の相互作用・向調を調べる
うえで強力な解析手法となるのではないかと思う。
この学会では、 著名な研究者に会って話を聞けたこ

とや、様々な生物種での最先端の研究や技術を学ぶ
ことができるなど、 貴重な機会となった。今後も、
時間生物学会に参加しようと思う。
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シンポジウムS1 フィールド医学と時間医学

大塚邦聞
東京女子医科大学

大阪医大の村上氏は、フィールド医学調査におけ
る75歳以上の高齢者を中心に、認知機能、 A D L機能
ならびに抑うつが、心拍変動L F成分と相関するこ
と、また 5 年間の追跡調査で、 60秒の時間予測
(time estimation) が75秒以上と延長している群で
生命予後が悪いことを抽出し、その背景にはA D L機
能の低下と抑うつ傾向があることを見いだした。地
域高齢住民の健康管理の新しい指標として注目され

の追跡調査から、 7 日間血圧変動様式を観察し、仮
面高血圧の 1つである masked non-dipperが不眠と
関係していることを見いだし、 5年間の追跡調査で、
動脈硬化進展の予防に、適切なIIllill民時間と睡眠の質
の改善が有効であることを示した。日本歯科大学内
科の河村氏は、中国新彊ウイグル自治区のカザフ族
の血圧変動を調査し、 8 1 %の住民がnon-dipper型を
呈し、 circadian rhythmが消失していること、その
背景には、遊牧民であり、野菜 ・果実からのK 摂取

が少ないことがその原因の 1つであると論じた。座
長として東京女子医大の大塚は、地域住民の 5年間
の追跡調査から、心拍のcircadian rhythmが消失し
ている住民に発癌の頻度が高いことを示した。
生命活動は多重の時間構造 (その各々の1時間単位、
クロノム) から成り立っている。重畳するクロノム
を数理的に解析し、生命と環境との相互作用の力学
を解読して行く 学問体系を、座長らはクロノミクス
と称している。一方、医師として、ヒトの生老病死
を見極めるには、直接、地域に出て行き、 生活する
あるがままのヒトと医学的な対応をしつつ、各々異
なる生活習慣・社会的背景 ・自然環境等が、 疾病に
及ぼす影響を、もう一度とらえ直していくという、
文化人類学的視点が重要である。すなわち、クロノ
ミクスを基本に調査結果を解析し、その解読結果を
基に、医学的に介入して行くことが大切である。そ
の意味で、このシンポジウムの意義は大きい。
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シンポジウムS2 r精神疾患とリズムJ 総括
海老津尚

東京大学大学院医学系研究科睡眠障害解析学

精神疾患、特にうつ病、操うつ病などの気分障害
は体内時計異常との関係が疑われ、歴史的に数多く
の研究が行われてきた。しかし、未だ決定的な因果
関係が証明されるにはいたっていない。近年の研究
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の進展により、改めて気分障害の病態生理に時間生
物学の手法を使って切り込んでいくことが可能と
なってきたため、本シンポジウムを企画した。シン
ポジウム会場は多くの熱心な参加者で埋められた。



最初に東京大学大学院医学系研究科の海老揮は、
稲村111疾患とリズムについて今まで報告された知見を
レビューした。大うつ病性障害ーでは概日リズムの位
相の前進を反映していると考えられる症状が見られ、
季節目感情障害では日照時間や概日リズム異常と疾
患との関係、光療法の有効性などが報告されている。
また、家族性睡IIR相前進症候群では高率に気分障害
を併発する ことが知られ、H奇言h宣伝子多型と気分障
害との相関を示す報告も見られる。気分障害の治療
法の中に体内時計に働きかけると考えられるものが
あること、気分安定薬であるリチウムがG S K - 3 s  
の阻害を介して体内|時討を変化させている可能性な
どを説明し、気分障害の発症に体内時計が関わって
いることを示す所見が数多く何られていることを紹
介した。
東北大学病院周産母子センタ ーの太田氏は、「恒

l閃環境が発達早期の生物時計に与える影響j につい
て話した。早産児では網膜のかん体細胞・錐体細胞・
節細胞のうち、メラノプシンを含む節細胞の働きが
メインなので周囲の環境の| 川崎はわかるが、物の形
や色はわからず、 11良からの光刺激は主に休内 H寺計の
ある視交叉上核に伝わる。また、早産児で、は昼 ・夜
の区別がある明暗環境においたほうが、 24時間明る
い恒明環境や、 24時間H音い恒H音環境ににおいたより
も体重増加が早く、新生児集中治療室の主流である
恒明環境はベス トではない。m Perl - G F P トランス
ジェニック ・マウスを使った研究から恒明環境で育
てた場合、体内時言|ーが乱れるが、それは明日音環境に
移すことで修復可能であることも提示し、今後のあ
るべき早産児の治療環境について提案を行った。
国立精神神経センター精神保健研究所の三島氏は、
「冬季うつ病は “特殊な" う つ病かりと題して講
演を行った。冬季うつ病では過食、過 11民などの症状
が高頻度で見られ、非季節性うつ病では食欲不振、
不 11民が多いことと対照的である。冬季うつ病の病因
として、病相が冬季に繰り返すことから、日照時間
の関与が疑われている。米固などの研究では、緯度
が高いほど冬季うつ病の頻度が高く、この病因論を
支持している。冬季うつ病では非季節性うつ病には
あまり見られない症状として炭水化物飢餓があるが、
食事中に炭水化物を多く摂取するとインシュリン分
泌を介して血紫中トリプトファン (セロトニンの前
駆体) 濃度が増加し、これが抗うつ作用を示すので
はないかと考えられる。冬季うつ病ではトリプ卜
ファン欠乏食で症状が再燃することが多いこともこ
の説と合致する。また、セロトニン作動薬は光照射
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療法と同程度の抗うつ効果が見られる。冬季うつ病
での概日リズム異常の存在については再現性が低く、
セロトニン作動薬の効果やセロトニン枯渇による症
状の再燃率は大うつ病と同等で、ある。他のモノアミ
ン作動性薬の効果も同等に有効で、光療法も双方に
効果的である。これらのことから、冬季うつ病の病
態が非季節性気分障害と異なるのか、患者の均一性
が保たれているかなどが問! 芭と指摘した。
早稲田大学の工藤氏は、 「気分障害治療薬と体内

H寺計遺伝子の役割」について話した。気分障害の治
療薬として日本では リチウム、カルパマゼピン、 パ
ルプロ酸がよく用いられているが、それぞれの薬が

細胞レベルでの研究では、 気分附害治療薬はあまり
効栄を示さなかった。組織レベルでは、リチウムと
カルパマゼピンによってコントロールマウスの相先日
リズム周期が伸びた。個体レベルでは、双極性障害
患者ーでは脳内モノアミン量が減少しているという知
見を元に、セロトニンキ111 経を破壊する 5，7-
dihydroxytryptamine (D H T) を側脳質に投与して
気分障害のモデルマウスを作成し、気分|埠害薬の効
果を検討した。D H T投与によりマウスの行動量は
増加し、それはカルパマゼピン投与により抑えられ
たが、リチウムやパルプロ酸は特に行動量を変化さ
せなかった。また、 D H Tマウスにカルパマゼピンや
パルプロ酸を投与すると強制水泳で、の不動時聞が延
長した。D H Tマウスでは前頭葉のPerli:!i伝子発現
量が増加していたが、 これはカルパマゼピン投与に
より抑えられた。コントロールマウスでは、カルパ
マゼピン投与後も有意な行動量の変化は生じなかっ
た。また、コントロールマウスで、は強制水泳実験で、
気分安定薬は不動時間に影響を与えなかった。時計
遺伝子発現量にも変化を生じなかった。したがって、
カルパマゼピン投与がPerli宣伝子発現量の変化を介
して気分障害に効果を及ぼしている可能性が示され
た。
理化学研究所の笠原氏、加藤氏は「双極性障害モ
デルマウスにおける時間生物学的検討」を話した。
前半は加藤氏がうつ病や双極性障害のl臨床症状につ
いての特徴を説明し、気分安定薬には干111経保護作用
があり、 3IP_MRIを用いた研究で'r;土細胞内p Hの低下、
うつ状態で高エネルギーリ ン酸 (クレアチンリン酸)
が低下するなど、ミトコンドリアD N Aの異常によ
るミトコンドリア病CPEO ( 慢性進行性外眼筋麻癖)
と類似点があることを示した。CPEO患者では気分
障害の併発例が多いことから、脳だけにミ トコ ンド
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リア遺伝子異常を生じるマウスを作成し、腕うつ病
モデルマウスを開発した。後半では笠原氏が、校正
機能を失わせたミトコンドリアD N A合成酵素が神
経特異的に発現するトランスジェニックマウス
(Tg) を作製したところ、 T gは野生型 (WT ) に比
べて平均行動量が少なかったと話した。また、マウ
スの休息期である明期の始まりおよび、終わりにも活
動が生じており、ヒトの睡眠障害に相当するのでは
ないかと考えられた。抗うつ薬を投与すると行動量
が増加し、これは双極性患者に抗うつ薬を投与した

場合の牒転に対応するのではないかと考えられた。
また、メスの場合には行動量が性周期に相関して周
期的に増減し、その活動量の増減は気分安定薬で、あ
るリチウムで改善した。したがってT gは初の双極
性障害モデルマウスと考えられると話を締めくくっ
た。
以上、 少しずつではあるが、 気分障害と体内 11寺計
とのかかわりがさまざまなアプローチから示されて
いることが示された。今後この分野でますます多く
の研究が行われるであろうと確信した。
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ワークショッフW 2 r分子時計研究の最前線j 総括記事

広田 毅
東京大学大学院理学系研究科

本ワークショップは大会初日 (11月30日) の午後
に 2 コマ通しで開催されました。シアノバク テリア
からマウスまで、イ本節形成から概日リズムや光周性
まで、時間生物学の研究を幅広く網羅し、リズム現
象の分子機構に対する理解を深めることができれば
と考え、企画させて頂きました。発表は 8題の講演
の他に、 一般演題からのショートトークを 5名の方
にお願いしました。会場は東京国際フォ ーラムの
ホールD 1 で、 132の客席がお蔭様でほぼ満席となり
ました。会場の狭さゆえ、お座りになれなかった方
にはお詫び申し上げます。休憩を挟んで 4 時間 15分
の長丁場でしたが、個人的には色々と学ぶことがで
き、実りある時間を過ごさせて頂きました。以下に
簡単ではありますが、講演内容を紹介させて頂きま
す。
まずはじめに、 今年度の日本時間生物学会学術奨

励賞を受賞された八木田和弘先生 ( 名古屋大学) が、
晴乳類培養細胞における時計遺伝子発現リズムのリ
アルタイムモニタ一系を活用した、 H寺計タンパク質
の性状解析や時計発振に影響を与えるキナーゼ阻害
剤のスクリーニングについて講演されました。岡野
俊行先生 (早稲田大学) は、ニワトリの新規クリプ
トクロームフ ァミ リ一分子である C R Y4の同定と分
子解析について講演されました。仁1:1道範人先生 (名
古屋大学) は、シロイヌナズナの概日時計機構につ
いて、 PRR分子群の機能解析を発表されました。黒
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j事元先生( 東京大学) は、シアノバクテリアの概日
時計機構について、 K aiタンパク質群の調節を中心
とした数理モデルを発表されました。土居雅夫先生
(神戸大学) は、マウスの概日時計機構に関与する
タンパク質フォスファタ ーゼとして、 M K P 1の分子
解析を発表されました。吉村崇先生( 名古屋大学) は、
ウズラの光周性応答の分子機構について、甲状腺ホ
ルモン、インスリン受容体、および性ホルモンの役
割を発表されました。岩崎秀雄先生( 早稲田大学) は、
シアノバクテリアのリズミックな遺伝子発現におけ
るSasA-RpaAの役割について講演されました。堀
)11一樹先生( 東京大学) は、ゼブラフイッシュの初
期発生における体節形成リズムについて、転写因子
Hesの機能解析を発表されました。
ショートトークでは、小山時隆先生( 名古屋大学)

が、シアノパクテリアKaiタンパク質の一アミノ酸
変異がリズム周期に与える影響について、大規模ス
クリーニングの結果を発表されました。羽鳥恵先生
( 東京大学) は、ニワトリ松果体の光同調機構にお
ける転写因子SREBPの役割について講演されまし
たO 稲垣奈都子先生(北海道大学) は、マウス視交
叉上核における Perl遺伝子発現リズムの長日条件
下と短日条件下での変化について講演されました。
中島歩先生( 広島大学) は、転写因子D E C 1による
時計遺伝子の発現調節について、 Decl ノックアウ
トマウスの細胞などを用いた解析の結果を発表され



ました。最後に池田真行先生 (富山大学) は、マウ
スの光同調機構におけるコ レシストキニンA 受容体
の役割について講演されました。
ワークショップのタイ トル通 り、 fI奇計機構の分子

{日|究について、最新の成果発表を聞くことができ、
いい刺激を受けさせて頂きました。冒頭にも述べま
したように、非常に多くの聴衆の皆様にお集り 頂け
たのですが、質問時間など、もう少し活発なディス

カッションがあると良かったように思います。j寅題
数を増やそうと欲張ったため、スケジュールがタ イ
トになってしまったのが一因であろうと反省してお
ります。最後になりますが、講演を引き受けてくだ
さった演者の皆械、およびワークショップの進行を
手伝ってくださった大会スタッフの皆様にこの場を
借りて心よりお札EI" し上げます。
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ワークシヨツフ。W 3 rメタボリツクシンドロームとリズムj 総括
前村浩二

東京大学大学院医学系研究科循環器内科

2006年11月30日一12月 2 日、第13回日本時間生物
学会が開催された。今年はDr. Serge Daanの国際生
物学賞受賞記念シンポジウムとの同時開催となり、
東京国際フォーラムで盛大に行われた。初日に行わ
れたワークショップ 3 iメタ ボリ ツクシン ドローム
とリ ズム」の概要をご紹介したい。
ライフスタイルの臥米化に伴い糖尿病、高血圧、

高脂血症、肥満などが増加し、 その結果として心筋
梗塞、脳梗塞な ど動脈硬化を基維とする疾患の催患
率が増加している。以前はそれぞれの危険因子が独
立して動脈硬化の進展に寄与すると考えられたが、
同一人で糖尿病、高血圧、高脂血症、肥満を合併す
ることが多く認められ、 発症にいたる共通の病態が
あると考えられるようになった。その後の研究によ
り、これは内臓脂肪の蓄積とそれに続くインスリン
抵抗性を基盤とした一連の病態と考えられ、メタボ
リツクシ ンドロームと呼ばれるようになった。メタ
ボリ ツクシ ンドロームの診断基準では、男性で腹囲
85cm 以上、女性で、90cm以上( 内臓脂肪100cm2に相当
するとされる) に加え、脂質代謝異常 (中性脂肪
150mg/dl以上かっ、またはH D Lコレ ステ ロール
40m g/m l未満)、血圧高値(11又縮期血圧1 3 0 m m H g以
上かつ、または拡張期血圧8 5 m m H g以上)、糖代謝異
常( 空腹時血糖値1 l0 m g/dl異常) のいずれかひとつ
を合併するものとされる。
メタボリツクシンドロームを早期発見し、動脈硬

化への進展を予防することにより、心筋梗塞、 脳梗
塞な どの疾患を抑制しようとする政策上のパック
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アップもあり、メタボ リツクシン ドロームは最近
様々な学会や雑誌の特集で取り上げられている。ま
たマスコミでも毎日のように取り上げ‘られて一般の
人の関心も非常に高くなっている (もっとも男性で
腹囲85c111以上、女性で90cm以上という基準が一人
歩き してやや過熱気味の感もあるが)。メタボリツ
クシン ドロームは過食、運動不足を主体とするラ イ
フスタイルにより惹起されることより、 定期的な食
事、l睡眠などの生活リスムがその発症に大きく関与
しているものと考えられる。またI血圧や心拍数など
の心血管系機能や、不整脈、心筋梗塞などの循環器
疾患の好発時間には明らかな日内変動が見られ、体
内l時計と密接に関連していると考えられる。実際、
時計遺伝子と脂肪細胞分化の関連、体内l時計の変異
したマウスでの体重増加の異常、シフ トワーカーで
の心血管事故の増加などが最近相次いで報告されて
いる。また体内時計は中枢のみでなく、脂肪、心臓、
血管などの組織に も存在し、メ タボリツクシン ド
ロームにより これらの末梢体内時計が変調を来 して
いることも報告されている。従って、最近の体内H寺
計の分子メカニズムの爆発的な解明が、 今後メタボ
リツクシン ドロームの病態の解明、 予防、 治療に発
展することが期待されている。本ワークショップに
おいては、メタボリツクシンドロームの発症および
予防、治療における体内時計の役割を、特に脂肪細
胞、肥満、糖尿病、血圧日内変動パターンの観点か
ら討議を行った。なお食習慣、食物吸収にも体内H寺
計が関与しているが、このテーマは柴田先生がオー
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ガナイズされたワークショップ 1 I時間栄養学 食
とリズム」で討議された。
まず日本大学薬学部、榛葉繁紀先生が11寺計遺伝子

による脂肪細胞機能の調節について講演された。従
来、脂肪細胞は食事由来の過剰なエネルギーを貯蔵
することを目的とした受動的な細胞と考えられてい
たが、近年、脂肪細胞が様々な生理活性物質( アデイ
ポサイトカイン) を産生分泌し、そがれ各臓器の代
謝調節を行うこと、さらにはそのバランスの乱れが
インスリン抵抗性を誘発し、メタボリ ツクシン ド
ロームの発症につながることが明らかになっている。
脂肪組織でも他の組織と同様に末梢体内時計が存在
し、また種々のアデイポサイトカインの発現には概
日リズムが見られた。さらに皮下、内臓、精巣など
脂肪組織の部位により概日リズムの位相が異なって
いたがこの意義については今後の謀題である。次に
脂肪細胞は線維芽細胞から分化するが、この分化の
過程に時計遺伝子のひとつである B M AL 1が関与し
ていることが3T3L 1 細胞を用いたin vitroの研究で、
明らかになった。さらにマウスに高脂肪食を負荷す
ると脂肪組織でB M AL 1 の振幅が大きくなったが、
肝臓では変化が認められなかった。この脂肪組織に
おける時計遺伝子の振Ijll l ¥ の変化にはアラキドン酸の
関与が示唆された。このことは食事により脂肪組織
の体内時計の状態が変化し、これがメタボリツクシ
ンドロームの病態に関与していることを示唆してい
る。演者らは、脂肪細胞特異的にB M AL 1 を過剰発
現するマウスや、ノックアウトマウスを作成してお
り、その結果が待たれる。
次に産業技術総合研究所・生物時計研究グループ、

大石勝隆先生が、肥満及び糖尿病と体内時計の関係
について講演された。I血液線溶活性には概日リズム
が存在し、心筋梗塞などの血栓症の時刻依存的な発
症の一因と考えられてきた。ヒトと同様にマウスで
も活動開始時期に血紫P A I - l値が最高値に達し、線
溶活性が最低となる概日リズムが観察された。一方
clock変異マウスでは、PAI-l発現が恒常的に低値
を示し、線溶活性は上昇していた。糖尿病や肥満な
どの病態には血中PAI - lの増加に伴い線溶活性が
低下することが知られている。clock変異マウスに
ストレプトゾシン (STZ) を投与して糖尿病を誘発
すると P A I - l遺伝子発現量の増加が顕著に抑制さ
れていた。また clock とレプチン遺伝子obの二重変
異により肥満を呈する clock;obマウスでは、 obマウ
スに比して肥満が促進されるにも関わらず、 obマウ
スで見られる血中PAI - lの増加が完全に抑制され
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ていた。以上より時計遺伝子clockは転写因子とし
てPAI-l遺伝子の日周発現を直接制御するだけで
はなく、糖尿病や肥満に伴う P A I - l発現の尤進にも
大きく関わっている可能性が示された。
次に自治医科大学循環器内科、ヌI i 尾七臣先生が血

圧日内変動と循環器疾患についての最新知見を講演
された。脳l血管障害や心筋梗塞などのあらゆる循環
器疾患の発症は、早朝から午前中にピークを示し、
夜間|睡眠と共に低下する日内変動を示す。血圧には
日内変動がみられ、その変動異常が循環器疾患のリ
スクを増加させ、発症時間帯にも影響を与える可能
性がある。高齢者高血圧患者を対象と した自治医科
大学のA B P M捌究により、血圧モーニングサージが
24時間血圧レベルとは独立して脳卒中のリスクとな
ることが明らかになった。一方、正常の血圧日内リ
ズムが障害され、夜間血圧下| 俸が消失している non
dipperや、逆に夜間血圧が上昇する nserで、は、脳卒
中や心不全をはじめとする循環器疾患や死亡のリス
クが増加していた。このことは、血圧の概日 リズム
がいかに臓器障害に関与しているかを示唆している。
さらに近年、注目を集めている睡眠時無呼吸症候群
(SAS) では著しく睡眠の質が低 F し、夜間血圧下
降が障害され、高血圧や循環器疾患のリスクが増加
する。演者らが開発した睡眠時無呼吸発作時のI血圧
とその変動を特異的に測定する夜間トリガー血圧計
は、 S A S患者の血圧“ミッドナイトサージ" を検出
した。このサージは重症S A S患者では1 0 0 m m m H g
程度にも達しており、血圧日内変動を修飾し、夜間
発症の循環器疾患のトリガーになると考えられた。
最後に千葉大学循環病態医科学、南野徹先生が老

化、血圧日内変動と体内時計について講演された。
ヒトは老化に伴い様々な日内リズムの障害形質を示
すようになる。高齢者において認められる non-
dipp巴r型の高血圧は脳心血管疾患の発症率を増加さ
せることが知られているが、その分子機序について
は明らかになっていない。血管細胞の分裂寿命は有
限であり、最終的には細胞老化と呼ばれる分裂停止
状態 (senescence) に陥ることがまJ ] られているが、
演者らはヒト動脈硬化巣において老化した血管細胞
が存在し、その病態生理の関与していること、その
老化のメカニズムとしてテロメア依存性や非依存性
の機序が関与していることを以前|から報告している。
今回の講演では老化してsenescenceを来した血管細
胞では、 B M AL1やPer2などの時計遺伝子発現の概
日リズムの振l隔が低下しており、その機序として
c A M P  response element-binding proteinの活性化が



|樟害されていることを明らかにした。さらにこの細
胞にtelo m巴raseを導入するとこの減弱した振幅が回
復した。次にl刀 ¥11¥10 レベルでの研究でも、老化マウ
スで心血管系の時言|遺伝子発現の日内リズムは障害
されており、 [(11庄の日内変動が見られなくなること
を示した。このnon-dipper型高血圧の病態生理に
nitric oxide  (NO ) が重要であると考えられている
が、 高齢マウスではその産生が著しく障害されてい
た。驚くべきことにN Oを高齢マウスに投与すると
心血管系のH奇計遺伝子発現の日内リズムは正常化し、
それに伴いnon-dipper型の血圧変化も改善したこと
から、N Oによる心血管系の 11寺言|遺伝子発現の日内
リズムの制tfrllがnon-dipper型の高血圧の病態生理に

11寺11日生物学 V o I. 13.No. 1  (2007) 

重要であることが明らかになった。苅尾先生の講演
で明らかなように、夜間に血圧が下がらない日内変
動パターンは心血管病発症のリスクを高めることが
知られているが、そのメカニズムの解明、治療法に
結びっく可能性が示された。
メタボリ ツクシンドロームの発症、進展における

体内時計の役制はようやく 11)1究が始ま ったばかりで
あるが、今回のワークショップで、その意義が今後
ますます注目 されるであろうことが硲信された。本
ワークショ ップが、 今後メタボリ y クシンドローム
の成因を時間生物学の観点から解明し、体内11寺計を
考慮した疾患の予防法、さらに時間に即した治療法
の開発に結びつける端緒となれば幸いである。
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第5回日本時間生物学会学術奨励賞公募のお知らせ

この制度は時間生物学領域で顕著な業績をあげ、今後の活躍が期待される若手研究者を表彰するためのもの
で、年齢37歳までの方を対象とし、原則として基礎・科学部門 1名、臨床 ・社会部門 1 ;g，の計 2名を表彰する
ことになっております。自薦 ・他薦を問いませんので、第 5 ITII学術奨励賞へどしどしご応募ください。応募に
あたっては下記の様式に従った記入でお願いいたします。なお、本年度より審査部門の選択を記述していただ
くことになりました。

- 締め切り :平成19年 8 月31日( 金) 必着
・あて先 : 〒202 - 0021 西東京市東伏見 2 - 7  - 5  

早稲田大学理工学部、電気・情報生命工学科薬理研究室内
日本時間生物学会事務局 柴田重信

日本H寺間生物学会学術奨励賞選考委員長
大川匡子( 滋賀医科大学)

時間生物学会学術奨励賞候補者調書

1 . 希望審査部門 :

2. 氏名 :
3. 生年月日:
4 .現職 :
5. 最終学歴ならびにJrl民歴:

6 . 学会での表彰暦:

7. 本件に関する連絡担当者名 :

8. 業績
1  ) 研究の名称:
2  ) 研究の内容:

3  )  時間生物学に対するこれまでの貢献と今後の可能性( 具体的に分かり易く記述すること) :  
4) 論文リスト( ピアレビ‘ユーのある原著論文のみ)

l時間生物学 Vo1.l 3，No.l (2 0 0 7 )  
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第14回日本時間生物学会学術大会のお知らせ

1  . 開催概要
期間: 2007年( 平成19年) 1 1月7 1:1  (水)
* 日本睡眠学会第32固定期学術集会との合同開催となります。

会場 :京王プラザホテル
〒160 - 8330  東京都新宿区西新宿 2 - 2  - 1  03-3344-0111 (代表)
http://www.keioplaza.co.jp/  

メインテーマ: rn垂11民と生物時計の理解に向けて」
※プログラムの詳細はホームページでご案内します。
http://w w w . c-linkage.co.jp/jssr-jsc2007 /  

2  演題および抄録のオンライン登録について
本学術大会ではU M IN を使用したオンライン演題登録となります。別紙演題募集要項をご参照下さい。合
同で16のシンポジウムを予定し、 一般演題はすべてポスターセ ッシ ョンを予定しております。
* i寅題登録期間: 2007年 6 月 1 1:1  (金) 7 月31日( 火) ( 予定)

3. 事前登録のお知らせ
本学術大会では事前登録を行います。ホームページからのオンライン登録のみとなります。詳細につきま
してはホームページをご参照下さい。
* 事前登録期間: 2007年 6 月 1 日 (金) 9月14日 (金) (予定)

4. 宿泊の斡旋について
ホームページにて 6月下旬よりご案内いたします。

第141TI1日本時間生物学会学術大会会長
高橋 敏治( 法政大学文学部心理学科教授)

同 副会長
伊藤 洋( 東京慈恵会医科大学附属青戸病院院長)

< 連絡先>
日本睡眠学会第32固定期学術集会 ・第141fII日本時間生物学会学術大会合同大会事務局

〒102 - 0075 東京都千代田区三番町 2 三番 11汀K Sピル
株式会社コンペンション リンケージ内

T E L  03 - 3263 - 8688 F A X  03 - 3263 - 8693 
E-mail :  jssr-jsc2007@ c-linkage.co.jp  

* 大会ポスターを同封させていただきましたので貴施設内にご掲示頂き 、大会告知にご協力下さいますよ
う、お願い Et='し上げます。

時!日j生物学 Vo I. 13.No .l (200 7) 
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第2 回国際時間生物学会

本間研一

世界時間生物学会連合 (W orld Federation  of 
Soci巴ties for C hronobiology :  W F S C) の学術会議で
ある国際時間生物学会 (W orld  Congress of C hrono-
biology :  W C C) の第 2 回大会が、日本時間生物学
会主催、大塚邦明会長のもと、本年11月 4 - 6 日東
京京王プラザホテルで、1 :1本時間生物学会・日本11垂
11民学会合同学術大会と連携して開催されます。

for  Research  011 B iological  
Rhythm s  (S R B R) が主催する予定でしたが、急遮、
日本睡眠学会が第 l 回に続いてお世話することにな
りました。W F S C理事会で、の最終決定が昨年12月 |二
旬であり、組織作りや会場準備に忙殺されていたこ
とから、会員へのご報告が遅れたことをお詫びしま
す。大会運営は主として東京在住の理事にお願いし
ました。
W F S Cは2001年に、日本時間生物学会のイ ニシア

チブのもとに、 S R B R、ISCなどの時間生物学に関す
る各国の学会を結ぶ国|僚組織として誕生しました。

H寺i間生物学 V o l.J 3.No .l  (2 007 )  
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W FS C会長

そして、第 1 回国際時間生物学会が2003年、 札幌市
において成功裏に開催されたことは記憶に新しいと
ころです。W F S Cの理念は、 学際的な学問である時
間生物学をさらに発展させるため、それぞれ特徴の
ある学会や会員の交流の場を提供することにありま
す。日本時間生物学会はその接着剤として、 第 2 回
大会も主催することになりました。今回は、新たに
アジアの時間生物学者との交流を心がけています。
大会の詳細については、すでにH P (http://w w w  
ec刊 pal1♂/wcc2007_l/index.  html)で紹介されてい
ます。会期は実質 2 日間で、時間生物 ・|睡眠学会合
同大会の直前となっています。高橋敏治時間生物学
会大会長、大井田隆日本|睡眠学会大会長の全面的な
協力を得、合同大会との連携を図る目的で、 W C Cへ
の参加者は合同大会にも無料で参加できます( 参加
登録は共通)。また、懇親会も合同で、行われます。
U M I Nによる演題募集が 5月から開始されます。多
くの会員がW C Cに参加し、会を盛り上げて下さい。



日本時間生物学会会則 (2006年 1 1月改定)

1章名称
本会は日本時間生物学会( Japanese Society for Chronobiology) と称する。

2 章目的と事業
1 . 本会は、生物の周期現象に関する科学的研究を推進し、時間生物学の進歩発展を図ること、および
その成果を広め 人類の健康と福祉に寄与すること を目的とする。

2. 本会は前条の目的を達成するために次の事業を行なう。
1  ) 学術大会及び総会の開催
2  ) 会誌等の発行
3  ) その他本会の目的を達成するために必要とされる事業

3 章組織と運営
(会員)

1. 本会の会員は正会員、名誉会員、賛助会員、臨時会員よりなる。
2. 正会員は、 本会の目的に賛同し、所定の手続きを経て、年度会賞' を納めた者とする。正会員の入会
及び退会は別に定める規則による。

3 . 名誉会員は本会に功労のあった65歳以上の会員で、理事会が推薦し総会の承認を得た者とする。
4 . 賛助会員は本会の目的に賛同し、本会の事業に財政的援助を行なう者で、理事会の承認を得た者と
する。

5. 臨時会員は、正会員の紹介により、学術集会の参加費を納めた者とする。
(評議員)

1 . 評議員は推薦基準に従って正会員を評議員と して推薦し、これを理事会が決定する。任期は 6年で
再任を妨げない。

2 . 評議員は学会の活動を積極的に行ない、理事を選出する。
(役員)

1 . 本会には次の役員を置く 。
理事長 1名、 事務局長 1名、理事若干名、監査委員 l名
役員は正会員でなければならない。役員の任期は 3年とし、再任を妨げない。

2. 評議員の選挙で評議員の中から理事10名を選出し、総会において決定する。
3 . 理事は理事会を組織し、 本会の事業を行う。
4. 理事長は理事の互選で選ばれ、本会を代表し、 会務を司り、総会および理事会を召集する。
5 . 理事会は互選で事務局長を選任し、 会の総務、財務を担当させる。
6 . 理事会は本会の事業を行うために、必要に応じて専門委員会を設置することができる。専門委員会
は評議員から構成され、委員長は理事をあてる。これらの委員の任期は理事の改選までとする。

7. 理事会は評議員の中から監査委員を選出する。理事がこれを兼務することはできない。
8. 理事会は学術大会会長を選出し、総会でこれを決定する。学術大会会長は理事でない場合はオブ
ザーパーとして理事会に参加するように努める。

9. 理事長は理事会の承認を得て、 学会の運営に対する助言を行う顧問をおくことができる。顧問は65
歳以上の正会員とし、任期は理事会の任期終了までとする。

(総会)
1 . 本会の事業および組織 ・運営に関する最終の決定は、 総会の議決による。
2 . 総会は、正会員より構成される。定期総会は原則として毎年 1回開催され、理事長がこれを招集す
る。

3 . 定期総会の議長は、大会会長がこれにあたる。

時間生物学 Vo I.l 3.No. 1  (2 007 )  
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4. 理事長が必要と認めた場合、あるいは正会員の 4分の l以上 または理事の 2分の l以上の要請が
あった場合には、理事長は臨時総会を招集する。

5 . 総会の議決は、出席者の過半数の賛成を必要とする。
(学術大会)

学術大会は、原則として毎年 1 回開催し、その企画 ・運営は学術大会会長がこれにあたる。
4 章会計

1. 本会の年度会費は、別に定める細則により納入するものとする。
2 . 本会の会計年度は、毎年 1月 1 日に始まり、 12月31日に終わる。

5章会則の変更

付則

本会の会則の改正は、理事会の審議を経て、総会における出席者の 3 分の 2 以上の同意を経なければな
らない。

1 . 本改正会則は、 2001年 1月 1 1:1から施行する。
2 . 本改正にともない、旧会則の学会会長、運営委員、専門委員はそれぞれ、理事長、理事および専門
委員に就任し、任期は2001年度までとする。

3. 本改正にともない、運営委員会は評議員候補者を選出し、総会へ推薦する。

会則施行内規
1 . 入会及び退会手続き
正会員の入会は、所定の様式により、事務局長まで届け出、理事会の承認を得なければならない。
また退会しようとする者は、 事務局長まで書面をもって届け出なければならない。

2. 会費納入
1  ) 正会員の年会費は、 5，000円とする。ただし大学院学生等は3，000円とする。
2  ) 名誉会員は会費及び学術大会参加費を免除する。
3  ) 賛助会員の年会費は、 1 口、20，000円とする。
4  ) 年会費の改訂は総会の議決を必要とする。
5  ) 会費未納 2年以上経過した会員には、 学会誌の発送を停止し、会費納入の督促を行う。
6  ) 長期にわたり年会費を滞納した者は、理事会の承認を得て、除名するこ とができ る。

3 . 評議員の推薦基準
1  ) 評議員の推薦基準は、原則として本会に所属し3年以上の活発な活動を行い、本会の目的とす
る研究分野および関連分野での十分な研究歴と業績をもっ ( 筆頭著者としての原著論文 2 報以
上) ものとする。

2 ) 会員歴が 3 年未満でも、以下の条件を満たす会員は、理事の推薦と理事会の承認があれば、 評
議員 として推薦できる。
・本会の目的とする研究分野と関連する分野'で 5年以上の研究歴を持っている こと。
・本会の目的とする研究分野に関連する学会に 3年以上所属し活発な活動を行っていること 0

.  上記の研究分野および関連分野で筆頭著者としての原著論文が 2 報以上あること。
・年齢が35歳以上であること。

3  ) 学会の活動を積極的に行うため、大会に直近の 3年間に少なくとも 1回は学術大会に参加する
ことを再任の基準とする。

4. 理事の選出
1  ) 投票は無記名で 5名以内の連記とする。
2  ) 理事長は分野を勘案し、 5 名の理事を評議員の中から追加して任命することが出来る。

5 . 専門委員会
以下の専門委員会をおく 。

編集委員会

l時I/U生物学 Vo I.l 3.No.l (2 0 0 7) 
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- 国際交流委員会
評議委員推薦委員会
広報委員会
将来計画委員会
・選挙管理委員会
奨励賞選考委員会
学術委員会

・その他、理事会が必要と認めたもの。
6 . 学会事務局 ( 会計責任者) は事務局長の所属する機関に置く 。
7 .  日本時間生物学会学術奨励賞の選考基準

1 )  I時間生物学領域で顕著な業績をあげ、今後の活躍が期待される若手1iJI究者を表彰する。
2  ) 本章受賞者の年齢制限は、原則として応募時点で37歳以下とする。
3  ) 上記の目的で理事の中から委員長 l名、委員 4 名より成る選考委員会を設け、公募により募集

した候補者の仁F'から本章受賞者を原則として毎年基礎 ・科学部門 l、|臨床・社会部門 1の計 2
名選定し、 賞金を贈呈する。

4 ) 委員会は毎年設置し、 委員長及び委員を理事会が理事の中から選出し、選考委員の任期は理事
の期間とする。

8 . 賛助会員に関する取り 決め
1  ) 賛助会員の定義
・賛助会員は本会の目的に賛同し、 本会の事業に財政的援助を行う者で、理事会の承認を得
た者とする。

2  ) 会費
・賛助会員の年会費は、一口 (20，000円) ij 上とする。

3  ) 賛助会員の特典
一口につき 1名の大会参加費を事務局が負担する。
・日本時間生物学会会誌に賛助会員リス トを掲載し、謝意を表す。

日本時間生物学会会誌に広告記事を掲載できるものとする。学会誌への広告記事の掲載は
1年間 ( 会費の有効期間) とし、掲載ページの場所と大きさは口数に応じて事務局で判断
する。
・日本H寺間生物学会の大会での展示などをする場合は優遇する。

4  ) 賛助会員の会費の取り 扱い
・賛助会員の会費を学術大会の運営費に充当する場合は、 6剖を超えではな らない。

9 . 学術大会の発表に関する取り決め
学術大会の「一般演題」発表の発表者 ( 登壇者) は会員 とする。

10. この内規の改定は理事会の議決を必要とする。

11寺1:日生物学 V o I. 13.No .1 (2 0 0 7) 
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賛助会員リス卜 (50音順)

以下の団体( 代表者、敬称略) からは賛助会員として学会運営にご協力いただいております。お名
前を掲載し感謝いたします。

岩井化学薬品( 株)

三協ラボサービス( 株)

株式会社プライムジェイ

( 株) 薬研社

|時間生物学 V oI.l 3.No .l (2007 )  
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( 越山順一)
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執筆要領

原稿について
本誌では、投稿原稿を受け付けています。以下の執筆要領にしたがって原稿を編集局までお送り下さい。原

稿の採用については、編集委員会が中心になって査読を行いますが、必要に応じて関連分野の専門家に依頼し
決定します。
原稿は、ワー ドプロセ ッサーまたはコンピュータソフトを用いて作成する。原稿のファイルを図表のファイ
ルとともに、編集局へメ ールの添付書類にてお送りください。念のため、書式付テキスト形式 (RTF形式) で
保存したファイルも添付するようにしてくださし、。メールで送信できない場合には、プリントアウトした原稿
1部( 図表を含む) とそれらのファイルを保存したフロッピーディスクまたはCD-ROMなどを編集局へ送付下
さい。フロッピーディスクのフォーマッ ト、使用したパソコンの機種、ワープロソフ トは一般に使われている
ものなら何でも結構ですが、使用したOS、ワープロソフト、氏名及びファイル名をフロ ッピーディスクの上に
明記して下さい。 なお、この場合にも念のため、テキスト形式で保存したファイルも添付するようにして下さ
し、。
総説と技術ノ ート の著者には、別刷り 50部を無料でさしあげます。50部以上希望の場合は有料となりますの
で、編集局までその旨連絡して下さい。また、非会員で総説または技術ノ ート を執筆いただいた場合、会費免
除で 1年間本学会会員になれます。

1  . 総説と技術ノー卜 (電子ファイルで投稿の場合には、 5 ) は無くて結構です)
1  ) 原稿の長さは、図、表、文献を含め刷り上がりで 4 - 5 ページ程度 ( 1頁は約2100字と考えて下さい: 横
1行23文字で l頁46 x  2  =  92行) とする。

2  ) 第 I 頁に表題、著者名、所属及びその所在地、電話番号、 F A X番号、 E-mailアドレス及び脚注 (必要があ
る場合) を記す。

3  ) 第 2頁に400字程度のアブストラクトを記入する。
4) 本文に節を設ける場合、1 . 、 2. 、3. 、・・・ ・とする。
5  ) 書体の指定は、プリントアウトした原稿に朱で行い、斜体 (イタリック体) は 1本下線 ( 一一一一一 )、
太文字( ゴシック体) は波下線( ^ ^ ^ ^ ^ ^ ) とする。

6  ) 参考文献の数は特に制限しないが、 50編以内が望ましい。参考文献は、アルフ ァベッ トJII買に通し番号を付
けて文末にまとめて掲げる。本文中の引用個所には、通し番号を右肩に付けて示す。
(例) Aschoffによる I - 3 )、・ ・・・ である 5，8ヘ

7  ) 文末の参考文献の記載は、次のようにする。
[雑誌] 通し番号) 著者名: 誌名、巻数、ページ (発行年)
[書籍] 通し番号) 著者名: 書名、ページ、発行所 (発行年)
(例) 1 )  Ascho妊 J.Gerecke U .  Wever R: Jpn J  PhysioI17:450-457 (1967) 

2) Aschoff J  :  C ircadian C locks， pp 95-111， N orth-Holland， Amsterdam (1965) 
8  ) 表は原則として 3 - 5 程度とするが、必要に応じて増やすことができる。簡潔な標題と必要な説明をつけ
て、本文とは別の用紙に作成する。

9  ) 図は原則として 3 - 5 程度とするが、必要に応じて増やすことができる。図には簡単な標題を付ける。図
の標題と説明は別紙にまとめる。

10) 図及び表の表示は、図 l、図 2 、・・ ・、表 l、表 2 、・・ ・の通し番号で行う。これらを挿入する個所を、
プリントアウトした本文の原稿欄外にエンピツ書き で指示する。

11) 図及び表を文献から引用した場合、引用を明記するとともに、引用の許可が必要な場合には、著者の責任
で許可をとっておく 。

l時/1日生物学 V o I. 13 .N o.l  (2 0 0 7 )  
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2. 研究グループ

ナップ写真を少なくとも 1枚は添付する。写真には標題と説明を付ける。

3. 海外レポー卜
留学などで滞在した研究室、訪問した研究施設、あるいは海外調査や見聞の紹介記事。写真があれば添付す

4. 関連集会報告

H寺間生物学 Vo I.l 3.No .l  (2007) 
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編集後記

- 今回は、高木由臣先生に寿命に関する総説をお寄
せいただきました。以前から生物時計と寿命との
関係は興味深い問題として扱われてきましたが、
最近特に注目されつつあります。参考にしていた
だければ感謝です。大戸茂弘先生の抗がん薬の時
間治療に関する総説は、臨床における体内時計の
重要性を強く認識させるものです。石松愛、武田
洋幸、 堀川一樹先生には、形態形成の リズムを
分子レベルで解析した研究を まとめていただきま
した。いずれも、力作であり、読み応え十分です。
一方、また、中島芳浩先生のグループにはルシ
フエラーゼによるマルチカラーレポーターアッセ
イの技術ノ ート をお寄せいただきました。この手
法は今後ますます威力を発揮すると思います。

時間生物学 Vol. 13. No. 1  (2007) 

- 本年は新年早々に近藤孝男会員が朝日賞受賞の
ニュースがありま した。昨年の国際生物学賞に続
き、時間生物学分野からの受賞であり、私たちの
学会にとっても喜ばしいことと思います。さらに、
今年度は学術大会が日本|睡眠学会との合同で、東
京で開催されますが、それに先駆けて第 2 回国際
時間生物学会が同じ会場で開催されます。このよ
うな意味で、今年は私たちの学会にとり ましでも
特別な年と言えそうです。会員の皆様のますます
のご活躍を記念する次第です。
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