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第 1 章 「摂食制御におけるコレシストキニンとレプチンの細胞内相互作用の解析」 

 

要旨 

 食物を十分量摂取すると、胃腸管の拡張やエネルギー充足に呼応して、コレシストキニン
（CCK）やレプチンといったペプチドホルモンが分泌され、これらが中枢神経系や末梢神経
系へ作用することで、満腹感が惹起されることが知られている。レプチン受容体はリン酸化
酵素である JAK2や PI3Kなどの活性化、および転写因子STAT3 (signal transducer and activator 

of transcription-3)のリン酸化を介して転写調節を行う。一方、CCK 受容体は Gq タンパク質
共役型受容体であり、細胞内 Ca2+動員によりシグナルを伝達する。これら両ホルモンは共に
摂食行動を抑制することが知られている。一方で、細胞内シグナルレベルでの相互関係に関
しては不明な点が多い。そこで本研究では、in vitro および in vivo モデルを用いて、CCK と
レプチンの相互作用を解析した。 

まず、ラット C6 グリオーマ細胞を用いた Ca2+イメージング実験により、CCK とレプチ
ンの作用を解析した。その結果、レプチンの前処理により CCK 受容体アゴニスト（CCK-8s）
による Ca2+動員が増強されることが示された。また、この増強作用は JAK2 あるいは PI3K

のインヒビターにより阻害された。次に、免疫組織化学を用いてリン酸化 STAT3（pSTAT3）
の発現を解析した。その結果、レプチン受容体刺激により核内 pSTAT3 蓄積が誘発された一
方で、CCK-8s の前処理は、レプチンによる核内 pSTAT3 蓄積を抑制した。 

上記の細胞評価系での結果から、レプチンは CCK シグナルを活性化する一方で、CCK は
レプチンシグナルを抑制する関係性が示唆された。そこで、次に摂食制御中枢として知られ
る視床下部腹内側核（VMN）脳スライス標本を用いて、その相互作用が実際に観察される
のかを解析した。その結果、レプチンと CCK-8sの共刺激により神経発火が相乗的に促進さ
れた。また、側脳室内へのレプチン投与は VMN 神経において核内 pSTAT3 蓄積を惹起した
が、CCK-8s の共投与は、このレプチン投与による核内 pSTAT3 蓄積を抑制することが明ら
かとなった。 

本研究では、最終的にこうしたレプチンと CCK の相互作用関係が、実際の摂食制御に関
係するのかについても解析を試みた。in vivo での CCK アゴニストやレプチンの投与は、動
物の摂食量を抑制することから、内因性の CCKやレプチンシグナルの強度に影響を与える。
よって、相互作用の単純比較は難しい。そこで、この実験では、1時間の制限給餌に慣れさ
せたラットに対して、給餌時間の直後（つまり内因性のレプチンや CCK が増加し満腹応答
を引き起こした直後）に CCK-1 受容体アンタゴニスト（LGM）を腹腔内投与することで、
その後の摂食行動量の変化を観察した。その結果、CCK-1 受容体アンタゴニスト投与群で
は、投与 3 時間後に再提示した餌に対する摂食行動が増加することが明らかとなった。さら
に、投与 3 時間の時点での、VMN 神経を免疫組織化学により解析したところ、LGM 投与群
では核内 pSTAT3 の増加と、c-Fos の減少が観察された。 
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これまでに、コレシストキニンとレプチンは共に満腹制御に関与するシグナルペプチド
として広く認められてきた。しかしながら、これらの受容体刺激が細胞内情報伝達のレベル
でどのように連関するのかについては、よくわかっていなかった。本研究の結果から、レプ
チンは CCK シグナル（Ca2+応答や神経興奮作用）を増強する一方で、CCK はレプチンシグ
ナル（核内 pSTAT3蓄積）を抑制する関係性が示された。さらに特定の実験条件では、核内
pSTAT3 レベルは満腹度と負の相関を示すことも明らかになった。長期の満腹応答において
は、主にレプチンシグナルが関与することが知られており、核内 pSTAT3 レベルと満腹応答
には正の相関がみられることが報告されている。よって、短期と長期の満腹制御では細胞内
シグナリング機構が異なることが示唆された。 
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序論 

食物摂取の制御は動物の生存に不可欠であり、摂取行動には複数のシグナル伝達機構が
関与している 1,2。コレシストキニン（CCK）は、食物摂取に応答して腸から分泌されるペプ
チドホルモンであり 3,4,5、古典的な満腹感を制御する分子である 6,7。CCK 受容体は CCK-1

および CCK-2 受容体が存在し、いずれも Gq タンパク質共役型受容体である 8,9。CCK-1 受
容体の活性化は満腹感を促進することで、摂食量を減少させ 10,11、逆に CCK-1 受容体の不
活性化は摂食量を増加させることが報告されている 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 。CCK-1受容体は、
満腹感の制御に関わる末梢および神経組織に発現しており、幽門、節状神経節、孤束核、視
床下部満腹感制御中枢に高発現することが確認されている 20。CCK は末梢投与でも中枢投
与でも満腹感をもたらすが 21,22、CCK の脳への透過性については未だ議論がある。視床下
部神経には、高レベルの CCK ペプチドが発現し 23,24、中枢神経における CCK の摂食抑制作
用は、CCK-1 受容体を発現する神経回路に依存することが報告されている 25,26,27,28,29。また、
CCK-1受容体ノックアウトマウスにおいて CCK-2受容体による機能補償が生じることが知
られている 30。一方で、このような受容体間の補償関係が、他の受容体間でも存在するかに
関しては明らかにされていない。本研究では、同じく摂食制御に関わるペプチドであるレプ
チンと CCK シグナルの細胞内相互作用について検討した。 

レプチンは、白色脂肪細胞から分泌されるペプチドホルモンであり、満腹感を制御するホ
ルモンとして知られている 31,32,33。CCK とは異なり、レプチンは食事回数を変えずに摂食量
を減らす作用があるため 34,35 、レプチンシグナルはより長期的な摂食制御に関わると考え
られている。レプチン受容体にはスプライスバリアント (ObRa-ObRe) が存在し、完全長ア
イソフォーム の ObRb のみが細胞内シグナルの開始に必要な細胞内モチーフを含んでい
る 36。ObRb は一回膜貫通型の受容体で、Janus kinase-2 (JAK2), signal transducer and activator 

of transcription-3 (STAT3), phosphoinositide-3 kinase (PI3K), mitogen-activated protein kinase 

(MAPK), 5′-AMP-activated protein kinase (AMPK) など多様なシグナル分子と相互作用するこ
とが知られている 37,38, 39, 40。また、レプチンは細胞質 Ca2+シグナルを調節することが報告さ
れているが、その作用は細胞種によって異なる。例えば、小脳顆粒細胞初代培養において、
レプチンはMAPK 経路を介して、N-methyl-D-aspartate 誘発性の Ca2+流入を増強する作用を
持つ 41。レプチン受容体は、視床下部腹内側核（VMN）に発現し、満腹感を制御している
42。実際、視床下部腹内側野（VMH; VMN と弧状核（ARC）を含む）の初代培養において、
レプチンは細胞種に依存して細胞内 Ca2+振動を増強あるいは抑制することが報告されてい
る 40。レプチンの抑制性作用は AMPK を介した K+チャネルの活性化によってもたらされる
のに対し、レプチンの興奮性作用は未だ解明されていない 40。また、単離 ARC 神経におい
て、N 型 Ca2+チャネルに依存するグレリン誘発性の Ca2+上昇は、レプチンによって抑制さ
れた 43。さらに、視床下部のアストロサイトでは、レプチン刺激により単相性の細胞質 Ca2+

上昇が観察されたが 44、そのメカニズムは明らかにされていない。アストロサイト特異的な
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レプチン受容体のコンディショナルノックアウトにより、レプチンによる摂食抑制作用が
減少することから、グリア細胞のレプチンシグナルも満腹感のコントロールに関与してい
る可能性がある 45。 

興味深いことに、単独では摂食に影響を与えない閾値以下の CCK とレプチンを共投与す
ると、マウス 46とラット 47,48両種において摂食量が劇的に減少することが報告されている。
また、機能的なレプチン受容体を欠損した Zucker fa/fa ラットでは、CCK の満腹感制御効果
が減弱していた 49。加えて、レプチンを介した満腹感制御系が CCK 系と強く相互作用して
いる可能性を示唆する報告がある 18,50,51,52,53,54。例えば、視床下部室傍核のオキシトシン神経
における c-Fos の発現はレプチン投与により上昇し、これらの神経は末梢の CCK シグナル
を受け取る孤束核に軸索を伸ばしている 52。また、レプチンの第四脳室投与は CCK による
満腹感反応を増強したが、孤束核の c-Fos 発現の増加は観察されなかった 18。このように、
CCK とレプチンは大きな神経ネットワークを介して相乗的に満腹感を調節している可能性
がある。さらに、節状神経節神経には ObRb と CCK-1 受容体が共発現しており、これらの
神経において相乗的な神経興奮作用が確認された 53,54。このことから、末梢の満腹感制御機
構において、これらの受容体が直接相互作用していることが示唆される。一方で、中枢神経
系において、これらの受容体が細胞内シグナルレベルでどのように相互作用しているかは
不明である。以上の背景から、本研究では in vitroおよび in vivoモデルを用いて、レプチン
と CCK の相互作用を解析した。 
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方法 

実験動物 

室温（22±2℃）に維持した明期 12時間、暗期 12時間の明暗サイクル（明期：8:00 ~ 

20:00）の条件下で飼育した生後 9 週から 11週の成体オス Sprague Dawley ラット（体重
370-475 g）を実験に使用した。制限給餌実験以外は市販飼料（ペレット：ラボ MR スタン
ダード）と水道水を常に自由に摂取できる状態とした。動物実験は、富山大学動物実験委
員会により承認され、（承認番号：A2015SCI-3、A2018 SCI -2）、国立大学法人富山大学動
物実験取扱規則に従って実施された。 

 
細胞培養 

 C6細胞（ラット神経グリア細胞腫瘍由来細胞株）は、通常培地（DMEM/F12（Dalbecco’s 

Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12, Invitrogen）1：1 Mixtureに 10%非動化牛胎児血
清（FBS）、1%ペニシリン-ストレプトマイシンを加えた培地）を用いて培養した。この培地
を用いて、C6 細胞を 25 cm2フラスコ（Sigma-Aldrich）に播種し、37°C、5%CO2インキュベ
ーター（Hera cell 150i, Thermo scientific）で培養した。2-3日毎に継代を行った。 

 

遺伝子導入（リポフェクション） 

 培養細胞への遺伝子導入は Lipofectamine3000（Invitrogen）を使用した。細胞は 35×10 mm

セルカルチャーディッシュもしくはガラスベースディッシュで 60～70％コンフルエントに
なるまで培養した。50 μL/dish の無血清 DMEM（Sigma-Aldrich）を入れたエッペンチューブ
を 2 本用意し、1 本には DNA（ObRb プラスミド）1 μg/dishと P3000 Reagent 2 μL/dish を加
え、もう一方には Lipofectamine3000 Reagent 1.5 μL/dish を加えて 5分間静置した。5分後、
両液を混合し 20 分静置した。その間に培養したディッシュ内の培養液をアスピレートし、
無血清 DMEMで 3回洗浄後、無血清 DMEM 700 μL を添加した。20分後、混合液を 100 μL

ずつ添加し 37°C、5%CO2インキュベーター内で 4 時間インキュベートした。4 時間後、デ
ィッシュ内の無血清 DMEM をアスピレートし、通常培地 DMEM/F12 で 3 回洗浄後、通常
培地 1 mL を添加した。ObRbは 24時間から 48 時間後には発現し、1-2日後には実験に用い
ることができた。その後、細胞選択のために 500 μg/mL G418 disulfate salt（Sigma-Aldrich）
を含む培地中で培養した。 

 

Real time RT-PCR 

 細胞は 35×10 mm セルカルチャーディッシュで 100%コンフルエントになるまで培養し
たものを使用した。培養液をアスピレートし、トリプシン溶液（0.05% Trypsin（Invitrogen）、
0.5 mM EGTA（Dojindo）in PBS(-)）を 1 mL 加え 2分間静置した。ピペッティングにより細
胞を剥離後、細胞懸濁液を 1.5 mL RNaseフリーエッペンドルフチューブ（Eppendorf）に移
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し、遠心機（centrifuge 5417R, Eppendorf）を用いて遠心操作した（5 分間、5,000 rpm、20-

24°C）。上清を完全に除去し、ペレット化した細胞をタッピングし、Buffer RLT（RNeasy mini 

kit に付属）を 350 μL 添加し、ボルテックスで 1分間混和させた後、マイクロピペットチッ
プ（Nichiryo）を用いてよくピペッティングした。ホモジナイズされたライセートに 70%エ
タノールを 350 μL 加えた。溶解されたサンプルは RNA 抽出に利用、あるいは-80 ℃で保存
した。Total RNA 抽出には RNeasy mini kit（QIAGEN）を使用し、付属のプロトコルに従い、
RNA 抽出を行った。得られた RNA 抽出液は、RNA 濃度測定後、逆転写に利用、あるいは-

30°C で保存した。逆転写は Quanti Tect Reverse Transcription Kit（QIAGEN）を用い、付属の
プロトコルに沿って実施し、合成した cDNA は続くリアルタイム PCR のステップで利用、
あるいは-30°C で保存した。 

Rotor-Gene SYBR Green RT-PCR Kit（QIAGEN）、および以下に示した配列をもつ rat ObRa、
rat ObRb、rat CCK-1R、rat CCK-2R（Invitrogen）、または GAPDH プライマーを利用し、QIAGEN

のスタンダードプロトコルに従って PCR 反応液を調整した。PCR プライマーは先行研究
55,71を参照し設計した。 

 Forward（5’-3’） Reverse（5’-3’） 

rat ObRa TGAAGTATCTCATGACCACTACAGATGA GTTTGCTTCCTTCCTTCAAAATGT 

rat ObRb GCATGCAGAATCAGTGATATTTGG CAAGCTGTATCGACACTGATTTCTTC 

rat CCK-1R CAGCAGGCCGGTGATAAGA GGTGGACATGAGAAGGTGT 

rat CCK-2R CGCCATATGCCGACCACTG CCACACCCGGGATGAAGAAC 

GAPDH GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA 

調製した PCR 反応液は Rotor gene 3000A（CORBETT RESERCH）にセットし以下の条件で
PCR 反応を行った。PCR 初期活性化の温度と時間はそれぞれ 95°C、5分間に設定した。2ス
テップサイクリングの変性の温度と時間をそれぞれ 95°C、5 秒間とし、アニーリング/エク
ステンションステップの温度と時間をそれぞれ 60°C、10 秒間に設定した。サイクリングの
Rotor speedを Normal speed に設定し、サイクル数は 60とした。これにより SYBR Greenの
蛍光強度による、cDNA 増幅曲線を得た。全てのサンプルに関して、GAPDH を内部標準と
して比較定量した。 

 

電気生理学的解析 

生後 12-16 日目のラットにペントバルビタール麻酔を行い、氷冷した High Mg2+ ACSF

（artifical cerebrospinal fluid; High Mg2+ ACSF, 138.6 mM NaCl, 3.35 mM KCl, 21 mM NaHCO3, 

0.6 mM D-glucose, 0.5mM CaCl2, 4mM MgCl2）中でビブラトームスライサーを用いて VMH ス
ライス（300 μm 厚）を作製した。スライスを 95% O2/5% CO2をバブリングした Normal ACSF

（124 mM NaCl, 3 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 10 

mM glucose）へ移し室温で 1 時間ポストインキュベートした。インキュベート後、正立型顕
微鏡（BX50WI ; Olympus）のステージに移した。レコーディングチェンバーには、34℃に温
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め酸素を含ませた Normal ACSF を 3 mL/min で灌流した。VMH 神経を赤外線 CCD カメラ
（C2741-79; 浜松フォトニクス）で確認し、patch-clamp amplifier（Axopatch 200B; Axon 

Instruments）を用いて whole-cell current-clamp modeでレコーディングを行った。レコーディ
ングは、KOH で pH7.3 に調整した電極内液（135 mM potassium gluconate, 5 mM KCl, 10 mM 

HEPES, 0.1 mM CaCl2, 1.0 mM EGTA, 10 mM phosphocreatine, 2 mM Mg-ATP, 0.2 mM Na-GTP）
で満たした 4-6MΩの高抵抗をもつパッチピペットを用いて行った。増幅器の出力は、10 kHz

のサンプリングレートを A/D converter board（Digidata 1200; Axon Instrument）を用いて出力
し、data acquisition software（pCLAMP 8; Axon Instruments）でハードディスクに記録した。
膜電位は 2 kHzのローパスフィルターで固定をした。-60 mV より低い静止膜電位は陽イオ
ンを加えることで、約-60 mV に調整した。刺激には重力落下灌流システムを適用した。 

 

レプチンおよび CCK の脳室内投与 

ラットを脳定位固定台に固定し、ガイドカニューレ（切断長 5 mm, no. C315G；Plastics One 

Inc.）を右側脳室に埋め込んだ。座標はブレグマより 0.8 mm 後方、正中線より 1.4 mm 外側、
頭蓋骨表面より 3.3 mm 腹側とした。カニューレは 2 本のステンレス製ねじと歯科用レジン
で頭蓋骨表面に固定した。その後、ラットを 1週間以上ケージで回復させた。レプチン（4 

μg）および CCK（2 μg）を 4 μl の ACSF に溶解し、インターナルカニューレ（切断長 5.5 mm, 

no. C315I；Plastics One Inc.）を介して投与した。内因性シグナルの影響を最小限にするため、
ラットは脳室内投与の前に 10 時間（08:00-18:00）餌を与えないようにした。薬物は電動シ
リンジポンプ（Carnegie Medicine model CMA/102）を用いて 1 μl/min の流速で 4分間かけて
投与し、薬物を拡散させるためにさらに 4 分間シリンジポンプを止めて留置した。脳室内投
与から 1 時間後に脳を摘出し、免疫組織化学実験に使用した。 

 

免疫組織化学的解析 

ⅰ）C6 細胞を用いた免疫組織化学 

 ObRb ベクターを導入し、ObRb を強制発現させた C6 細胞（C6-ObRb）を使用した。細胞
をガラスベースディッシュに撒き、60-70％コンフルエントになるまで通常培養した。試薬
（レプチンまたは CCK）刺激は、実験 30 分前に培地に試薬を添加することで行った。イン
ヒビターを使用した場合は実験 45 分前にインヒビターを添加し、その 15 分後にレプチン
または CCK を添加した。刺激後、培養したディッシュ内の培地をアスピレートし、4％パラ
ホルムアルデヒド（PFA、富士フィルム和光純薬）溶液（PBS(-)を用いて PFA を 4％になる
ように調整した溶液）に浸し、室温で 10分間固定し、PBS(-)で室温、10 分間×3 回リンスし
た。続いて、ブロッキング液（10% Donkey Serum（Jackson Immuno Research Laboratories）、
0.1% Triton X-100（Sigma-Aldrich）in PBS(-)）に浸して室温で 2時間ブロッキングした。2時
間後、anti-rabbit phospho-STAT3（pTyr705）(pSTAT3)抗体（Sigma-Aldrich）を抗体希釈液（5% 

Donkey Serum in PBS(-)）で 1:100に希釈した 1次抗体溶液に浸し、4℃で 24 時間振蕩した。
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その後、PBS(-)で室温、20分×3 回リンスした。続いて、Cy3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-

Rabbit IgG(H+L)（Jackson Immuno Research）を抗体希釈液で 1:400 に希釈した 2 次抗体溶液
に浸して室温で 2 時間振蕩した。なお、この手順以降は遮光して行った。2 時間後、PBS(-)

で室温、15分×4 回リンスした。続いて、VECTA SHIELD mounting mediun with DAPI（Vector 

Laboratories）を滴下し、カバーガラスをかけて封入した。 

ⅱ）VMH 脳スライスを用いた免疫組織化学 

制限給餌モデル 5 日目の試薬投与 3時間後（ZT16）のラットに対し、ペントバルビター
ル（50 mg/kg）を腹腔内投与した後、腹部を切開した。その後、PBS(-)（phosphate buffered 

saline; 1.37 M NaCl、27 mM KCl、100 mM Na2HPO4、18 mM KH2PO4）約 200 ml を左心室か
ら灌流し脱血を行った。脱血後、4 %PFA 溶液を約 200 ml灌流し固定した。固定後、脳を
摘出し、固定液を浸透しやすくするため、嗅球を切除した。脳を 4 ℃で一晩、4 % PFA 溶
液により浸漬固定を行った後、さらに 4 ℃で一晩 30 %スクロース溶液により脱水した。そ
の後、脳を OCT コンパウンド（サクラファインテックジャパン）で包埋し、クライオス
タットで厚さ 30 µmの凍結連続脳切片を作成した。作成した切片は PBS(-)で満たされた 24

ウェルプレート中で保存した。 

24 ウェルプレートに保存したサンプルのうち、ラット脳地図を参照し、視床下部腹内側
核（VMN）と視床下部弓状核（ARC）が含まれる切片（Bregma -2.56 ~ -3.30 mm）を使用
した。1 次抗体として anti-rabbit phospho-STAT3抗体を 1：200、anti-c-Fos (AB-5)Rabit pAb

抗体(Calbiochem)を 1：5000、２次抗体として Alexa 488 conjugated Affinipure Donkey Anti-

Rabbit IgG(H+L)(Jackson Immuno Research Laboratories)を 1：200の濃度で使用し、上記と同
様の方法で染色した。最後に、1:400に希釈した Monoclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic 

Protein (GFAP)-Cy3 conjugate Purified Mouse Immunoglobulin (Sigma-Aldrich)を４℃で１晩反
応させ、PBS(-)で十分にすすぎ、VECTA SHIELD mounting mediun with DAPI を使用してマ
ウントした。 

観察および撮影には共焦点レーザー蛍光顕微鏡（Olympus FV1000 または Nikon A1R MP 

plus）を使用した。ARC はアストロサイトに富むことから GFAP 染色により VMN と ARC

を区別した。核内蛍光強度（8-bit depth）は PhotoShop 6.0 ソフトウェア（Adobe Systems）
で解析した。 

 

制限給餌モデルの作成 

制限給餌および腹腔内投与トレーニングは計 5 日間行った。制限給餌開始 1 日目の暗期
開始である 20時（ZT12）にこれまでのペレット状のエサを取り除き、摂食量を正確に測
るため、代わりにペースト状のエサ（市販飼料：水道水＝2：3の割合で混合したものを一
晩浸けた後、練り合わせたもの）を給餌した。そして、給餌開始 1 時間後にエサを取り上
げ、水のみを摂取できる状態とし、これを 5日間行った。そして、腹腔内投与の順化とし
て、給餌終了直後に生理食塩水（大塚製薬）を体重 10 g あたり 0.01 ml 腹腔内投与し、こ
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れを 1日目から 4 日目まで行った。5 日目に食餌摂取行動に対する CCK-1受容体アンタゴ
ニストである Lorglumide (LGM, LKT Laboratories Inc.) の影響を分析するために生理食塩水
または LGM(2 mg/ml または 10 mg/ml 共に溶媒は生理食塩水)を体重 10 gあたり 0.01 ml 腹
腔内投与した。腹腔内投与は赤色光下で行い、明期 12時間、暗期 12時間の LD サイクル
（明期：8:00~20:00）を保った。 

 

摂食行動解析 

制限給餌開始 1日目の暗期開始時刻（ZT12）に SD ラットをシールドルーム内の高さ 30 

cm 直径 29 cmの円筒ケージに移した。そして、ケージの高さ 31cmの地点に H45×W80× 

D95 mmの金属製のエサ箱を吊るし、その中にペーストエサを入れ、エサ箱にタッチセン
サー（PS-306, Elekit）を接続した。エサ箱の底はケージから 21.5 cm の位置にある。この
システムを使用して、一般的な運動活動ではなく、意図的な食べ物へのアクセス行動を記
録した。センサーからの ON/OFF の信号はフォトカプラで絶縁されたデジタル 1/O カード
（PIO-16/16L, Contec Inc.）を通してパソコンに伝えられ、オリジナルのソフトウェアによ
り 3 分置きに自動でカウントされた。制限給餌 5日目の試薬投与 3 時間後（ZT16）にエサ
箱にエサを入れ、自由摂食条件とし、試薬投与（ZT13）から ZT23までの摂食行動を記録
した。 

 

Fura-2 Ca2+イメージング 

ⅰ）C6 細胞を用いた Ca2+イメージング 

35×10 mm セルカルチャーディッシュに通常培養した C6 細胞を蛍光 Ca2+指示薬である
Fura-2 により染色した。染色液は、Fura-2 AM（Dojindo Laboratories）を 1 mM になるように
ジメチルスルオキシド（DMSO、Wako）で調製したストック Fura-2溶液を、培地（DMEM/F12）
を溶媒として、6 µMになるように調整し、15分間ソニケートした。染色液は 1 ディッシュ
につき 500 μL にした。染色液に浸して 37℃、5％CO2インキュベーター内で 30 分間染色し
た。染色後、灌流用緩衝塩類溶液（BSS；135 mM NaCl（Wako）、5.4 mM KCl（Wako）、5.5 

mM Glucose（Wako）、10 mM Hepes-NaOH（Dojindo）、2 mM CaCl2（Wako）、1 mM MgCl2（Wako）、
pH7.4）で 3回洗浄し、実験を行った。 

 インヒビターを使用した実験では、Fura-2 染色液の洗浄後に、ディッシュ内の BSS にイ
ンヒビター（AG490（Calbiochem）もしくは LY294002（Calbiochem））を添加し、37℃、5％
CO2インキュベーター内で 30 分間インキュベートし前処理を行い、その後実験を行った。
洗浄後、ディッシュを顕微鏡ステージにセットし、BSS あるいは薬液（溶媒は normal BSS）
を毎分 2.5 mL 灌流させ、薬液は灌流液を切り替えることにより投与した。細胞内 Ca2+濃度
測定には、蛍光色素 Fura-2 における蛍光ピークの偏移を利用した。光源には、175 W キセ
ノンランプを備えたランプハウス（LAMBDA  LS、SUTTER INSTRUMENT CO.）を使用し
た。励起光としての 340 nm 波長光および 380 nm 波長光の制御には、フィルターチェンジ



11 
 

ャー（LAMBDA 10-2, SUTTER INSTRUMENT CO.）を用いた。紫外光源には、ダイクロイッ
クミラー（FT 395 nm、Carl Zeiss）でフルスペクトル光から UV 光を反射させた。380 nm 波
長光は 340 nm 波長光より変換が高いため、バランスフィルターをダイクロイックミラーの
励起光フィルターに挿入した。2 対の蛍光画像は、バンドパスフィルター（BP480-515 nm、
Carl Zeiss）を透過させ、20 倍水浸レンズ（ACHROPLAN 20×/0.50 w Ph2、Carl Zeiss）を備
えた正立型蛍光顕微鏡（Axioplan2、Carl Zeiss）および冷却 CCD カメラ（CoolSNAP-fx、
Photometrics）を用いて取り込んだ。露光時間 600ミリ秒、6 秒おきに蛍光画像を取得した。
記録および解析には、MetaFluor Ver. 6.2（Universal Imaging Co.）を用いた。 

ⅱ）視床下部スライスを用いた Ca2+イメージング 

 10-12日齢のマウスを、ペントバルビタールを腹腔内投与（50 mg/kg）したうえで、脳を
摘出し、混合ガス（95%CO2, 5%O2)でバブリングした脳切片作成用人工脳脊髄（High Mg2+ 

artifical cerebrospinal fluid; High Mg2+ ACSF, 138.6 mM NaCl, 3.35 mM KCl, 21 mM NaHCO3, 0.6 

mM D-glucose, 0.5mM CaCl2, 4mM MgCl2）中でビブラトームスライサーを用い、厚さ 300 µm

の脳スライスを作成した。0.40 µm のフィルターカップ（Millicell-CM, Millipore）に乗せ、
Normal ACSF を満たしたチェンバーに移し、バブリングしながら 1-4 時間室温に置いた(ポ
ストインキュベーション)。その後、Normal ACSFを溶媒とし、10 µM Fura-2AM, 0.01% Pluronic 

F-127（Invitrogen）溶液を調整し、10 分間ソニケートして染色に用いた。染色条件は、室温、
遮光、バブリング下で 45～60分行った。染色後、脳スライスを 30分、灌流液（Normal ACSF）
で洗浄し実験に用いた。洗浄後、イメージング用チェンバーに脳スライスのみ移し、顕微鏡
のステージにセットした。記録は上記の方法と同様に行った。画像取得中、レプチン
（PeproTech）、CCK-4（Peptide Institute, Inc）、CCK-8s（Sigma-Aldrich）、AG490 (Calbiochem), 

LY294002 (Calbiochem), LY225910 (R&D Systems), LGM, および ATP (Sigma-Aldrich) を灌流
液を切り替えることで投与した。Ca2+反応の大きさは、Origin 5.0 ソフトウェア (OriginLab) 

を用いてピーク面積を算出することで測定した。 

 

統計解析 

 データは平均値と標準誤差で示した。２群間の比較には Two-tailed Student’s t-test を用い
た。単要因の様々な平均における比較には One way analysis of variance（ANOVA）followed 

by Duncan’s multiple range tests を用い、複数の用量依存曲線の比較には Two way ANOVA を
用いた。用量依存曲線の推定には four-parameter Hill function を使用した。有意水準が 95 %
以上の場合に有意であるとみなした。 
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結果 

ラット C6 グリオーマ細胞におけるレプチン・CCK 受容体の発現 

C6 細胞は視床下部アストロサイトと同様に ObRa（短鎖アイソフォーム）と ObRb（全長 

アイソフォーム）を発現し、ObRaの割合が高いことが報告されている 44,55。C6 細胞はがん
細胞株であるため、まず本研究で使用した C6細胞の受容体発現を解析した。リアルタイム
RT-PCR を用いて、ObRaと ObRb の発現を確認したところ、ObRb の発現レベルが 4 倍高く
（p < 0.05 by Student's t-test; Fig.1A）、保存サンプル間あるいは細胞継代回数で発現比率が異
なる可能性が示唆された。 

C6 細胞において CCK 受容体のリガンド結合が報告されているので 56、本研究ではリアル
タイム RT-PCR を用いて CCK-1 および CCK-2 受容体の遺伝子発現を解析した。その結果、
両受容体遺伝子の発現が確認された（Fig.1B）。C6 細胞に発現する CCK 受容体の機能をさ
らに確認するために、Ca2+イメージング解析を行った。CCK-2受容体アゴニストであるCCK-

4（100 nM）で C6細胞を刺激すると、約 20％の C6 細胞（n = 35 / 3 dishes）で Ca2+増加応答
が誘発されたが、その大きさは細胞間で大きく異なっていた。同じ細胞をより特異性の低い
アゴニストである CCK-8s（10 nM）で再刺激すると、32％の C6細胞が Ca2+増加応答を示し
た（n = 103 / 5 dishes）。CCK-1 受容体アンタゴニストの Lorglumide（LGM, 100 nM）で前処
理すると、CCK-8s 誘発 Ca2+増加応答の大きさが著しく減少した（-44%, F2,24, p < 0.05 by one-

way ANOVA; Fig.1C）。LGM と CCK-2受容体アンタゴニストの LY225910（100 nM）を共に
前処理することにより、CCK-8 による Ca2+増加応答がほぼ完全に抑制された（F2,24, p < 0.01 

by one-way ANOVA; Fig.1C）。これらの結果から、C6 細胞において CCK-1および CCK-2 受
容体が内在的に発現していると考えられる。 

 

C6 細胞における Ca2+動員に対するシグナル伝達の相互作用 

次に、CCK-8s（10 nM）誘発の Ca2+動員に対するレプチンの影響を解析した。その結果、
レプチン前処理（100 nM, 5 min）により、Ca2+動員の大きさが有意に（〜5倍）増強された
（n = 115 / 5 dishes；Fig. 2A, D）。一方、野生型 C6細胞（n = 185 / 8 dishes）およびマウス
ObRbを強制発現させた C6 細胞（C6-ObRb；n = 190 / 11 dishes）において、レプチンの単独
刺激（100 nM, 5 min または 500 nM, 5 min）による Ca2+濃度変化は観察されなかった（Fig. 

2B）。また、C6-ObRb (n = 84 / 4 dishes) におけるレプチン (100 nM) と CCK-8s (10 nM) の
共刺激による Ca2+応答の大きさは、野生型 C6 細胞におけるものと有意差はなかった (by 

Student’s t-test n.s.) 。野生型 C6 細胞において、JAK 阻害剤 AG490の前処理（1 μM, 10 min）
により、レプチンによる CCK-8s誘発性 Ca2+動員の増強作用が阻害された（n = 48 / 3 dishes；
Fig. 2C, D)。また、同じように PI3K 阻害剤である LY294002（50 μM）で処理した場合にお
いても同様の結果が得られた（n = 45 / 3 dishes; Fig. 2C, D）。これらの結果から、レプチンは
JAK や PI3K を介して CCK シグナルを増強する作用を持つことが示唆される。 
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C6 細胞における STAT3リン酸化に関連するシグナル伝達の相互作用 

次に、免疫組織化学によりレプチン受容体刺激に対する STAT3 のリン酸化応答を解析し
た。本実験では、リン酸化 STAT3（pSTAT3）免疫反応（immunoreactivity; ir）を最大化する
ために、C6-ObRb を使用した。無刺激の C6-ObRb 細胞において、低レベルの核内 pSTAT3-

ir が検出された（Fig. 3A）。レプチン（100 nM）刺激により、核内 pSTAT3-irが増加した（30 

images / 3 dishes, F5,174 = 119.4, p < 0.01 by one-way ANOVA; Fig. 3A, B）。一方で、CCK-8s（50 

nM）刺激により細胞質での pSTAT3-irが誘導された（Fig. 3A）。CCK-8s処理群の核内 pSTAT3-

ir 強度は、無刺激対照群よりも有意に小さく（30 images / 3 dishes, F5,174 = 119.4, p < 0.01 by 

one-way ANOVA; Fig. 3A, B）、pSTAT3 の細胞質への固定化が示唆された。興味深いことに、
レプチン（100 nM）と CCK-8s（50 nM）の共刺激により、核内 pSTAT3-ir が誘導されたもの
の、その強度はレプチン単独刺激と比べ有意に小さかった（30 images / 3 dishes, F5,174 = 119.4, 

p < 0.01 by one-way ANOVA; Fig. 3A, B）。AG490（1 μM）または LY294002（50 μM）の作用
を Ca2+イメージング実験と同様に解析した結果、これらのキナーゼ阻害剤の処理により核
内 pSTAT3-ir は無刺激対照群を下回った（30 images / 3 dishes, F5,174 = 119.4, p < 0.01 by one-

way ANOVA; Fig. 3B)。また、CCK-8s刺激とは異なり、細胞質 pSTAT3-ir は、これらのキナ
ーゼ阻害剤によって上昇しなかった。これらの結果から、CCK はレプチンシグナルに対し
て抑制的に作用することが示唆される。 

 

CCK とレプチン受容体の共刺激による VMN 神経の活性化 

満腹感を制御する神経に対するレプチン受容体と CCK受容体の相互作用をさらに解析す
るために、ラット VMH スライスを用いた Ca2+イメージング実験を行った。C6 細胞の場合
とは異なり、高濃度レプチン（500 nM）により、VMN（65.4 ± 7.5%, 11 slices；Fig. 4A）お
よび ARC（25.9 ± 4.5%, 12 slices）の細胞において細胞内 Ca2+増加応答が観察された。VMN

において、レプチン応答細胞の大部分は 10 nM CCK-8s にも応答し、細胞内 Ca2+濃度が上昇
した（81.3 ± 9.1%, 11 slices）。一方で、レプチン（12.2 ± 1.5%, 11 slices）または CCK-8s（5.2 

± 1.1%, 11 slices；Fig. 4A）にのみ応答する細胞も存在した。次に、レプチン（1-1000 nM）
と 1 nM CCK-8sの共刺激、または 1 µM LGM で処理した後の VMN 細胞へのレプチン刺激
に対する応答を解析した（Fig. 4B, C）。VMN 細胞（n = 216, 18 slices）において 1 nMの CCK-

8s により Ca2+濃度変化は観察されなかった一方で、レプチンとの共刺激の場合、レプチン
誘発 Ca2+応答が増強された（F2,16 = 7.09,  p < 0.01 by two-way ANOVA; Fig. 4C)。逆に、LGM

処理によりレプチン誘発 Ca2+応答は抑制された（F2,16 = 7.09, p < 0.01 by two-way ANOVA; Fig. 

4C）。 

次に、VMN神経の神経活動をモニターするために、ホールセルパッチクランプを行った。
保持電位を-60 mV に設定した場合、平均発火頻度は 1.45 ± 0.07 Hz であった（n = 9）。1 nM 

CCK-8sの添加による発火頻度の変化はほとんど観察されなかった（1.28 ± 0.15 Hz, n = 9, F3,32 
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= 8.46, n.s. by one-way ANOVA followed by Duncan's multiple range test; Fig. 5A) 。また、30 nM

レプチンの添加による発火頻度の変化も同様にほとんど観察されなかった（1.55 ± 0.13 Hz, 

n = 9, F3, 32 = 8.46, n.s. by one-way ANOVA followed by Duncan's multiple range test; Fig. 5B) 。一
方、1 nM CCK-8s と 30 nM レプチンを同時に添加した場合、発火頻度の有意な増加が観察
された（3.49 ± 0.68 Hz、n = 9, F3, 32 = 8.46, p < 0.01 by one-way ANOVA followed by Duncan's 

multiple range test; Fig. 5C）。9 つの記録の内 5つの神経において発火頻度の明らかな増加（2

倍以上）を示し、最高発火頻度は 5.5Hz に達した（Fig. 5C）。 

 

生体内におけるシグナル伝達の相互作用 

生体内におけるシグナル伝達の相互作用を調べるために、以下の 2つの実験を行った。ま
ず、直接的な相互作用を観察するために、脳室内にレプチン（4 μg）単独投与またはレプチ
ンと CCK-8s（2 μg）の共投与を行い、ラット VMN における核内リン酸化 STAT3（pSTAT3）
を免疫組織化学により可視化した。内因性シグナルの影響を最小限にするため、すべてのラ
ットは脳室内投与の 10時間前から餌を与えないようにした。この条件下でレプチンを脳室
内投与すると、核内 pSTAT3-ir が有意に増加した（溶媒対照群の 3倍、F2, 33 = 36.03, p < 0.01 

by one-way ANOVA followed by Duncan's multiple range test；Fig. 6）。一方で、レプチンと CCK-

8s を同時に投与した場合、VMN の核内 pSTAT3-ir は対照群と比べ有意な差は検出されなか
った（n.s. by one-way ANOVA followed by Duncan's multiple range test; Fig. 6）。以上の結果は、
レプチン投与により STAT3 のリン酸化が誘導され、CCK によりレプチンシグナリングが阻
害されることを示しており、これは C6 細胞を用いた結果（Fig. 3）と一致している。 

次に、より生理的な条件下でのシグナル伝達の相互作用を明らかにするため、ラットの
CCK-1 受容体の機能阻害による影響を検討した。しかし、CCK-1 受容体アンタゴニスト
（LGM）の腹腔内投与は摂食量の増加を引き起こすことが知られている 10,12,13,14,15,16,17,18,19。
したがって、LGM の腹腔内投与は食事量やエネルギー摂取に伴う内因性 CCK およびレプ
チン放出に影響すると思われた。そこで、条件を安定させるために Fig.7A に示した１日１
時間の制限給餌条件に 5 日間馴化させたラットを実験に使用した。5 日間の制限給餌期間
中、ラットの平均体重は減少したが（-8.1 ± 0.9%）、1 日の摂餌量は 4 日目から安定した（Fig. 

8）。またラットは制限給餌終了直後に生理食塩水を毎日注射することで腹腔内投与実験に
順応させ、5 日目に生理食塩水または LGM（2 mg/kg または 10 mg/kg）を腹腔内投与した。
最終投与の 3 時間後、自由摂食に戻し、餌へのアクセス頻度を測定した。その結果、再給餌
開始時の餌へのアクセス頻度は、10 mg/kgの LGM投与によって有意に増加した（生理食塩
水対照群の 1.8倍、F2,14 = 4.63, p < 0.05 by repeated one-way ANOVA；Fig. 7B）。 

上記の行動実験において、LGM投与による摂食行動量の増加が観察されたタイミング
におけるシグナル伝達への影響を解析した。行動実験とは異なる群のラットを使用し、制
限給餌 5日目に LGM（10 mg / kg）または生理食塩水を投与し 3 時間後にラットを灌流固
定した。その後、VMH において核内 pSTAT3と c-Fos を標的とした免疫組織化学的解析を
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行った。ARC はアストロサイトに富む腹側神経核であるため、アストロサイトマーカー
（glial fibrillary acidic protein, GFAP）の多重免疫組織化学を行い、ARC と VMN を区別した
（Fig. 9A）。制限給餌後の LGM投与により、ARC では c-Fos-ir が変化しなかった一方、
pSTAT3-ir は増加した（14 images in 4 rats, p < 0.01 by Student's t-test; Fig. 9A, C）。VMN で
は、LGM 投与により c-Fos-ir は有意に減少し（18 images in 4 rats, p < 0.05 by Student's t-

test）、一方 pSTAT3-ir は有意に増加した（p < 0.05 by Student's t-test, Fig. 9B, C）。この結果
から、内因性の CCKシグナルの阻害により、レプチン受容体シグナリングが増強された
と考えられる。 
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考察 

CCK とレプチンは共に満腹感を制御するペプチドであり、その相乗的な役割が報告され
ている 46,47,48。レプチンと CCK シグナルの直接的な機能的相互作用は、ObRb と CCK-1 受
容体を共発現し、満腹感を調節することが知られている末梢の節状神経節神経で報告され
ている 53,54。しかし、中枢神経系の満腹感を制御する領域では、同様の直接的な相互作用は
報告されていない。本研究では、VMH においてレプチンと CCK-8s の共刺激により、活動
電位および細胞内 Ca2+濃度が相乗的に増強されることを明らかにした。さらに、in vitro お
よび in vivo モデルを用いて、満腹感の制御に関連すると考えられる細胞内シグナルの相互
作用を解析し、CCK シグナルはレプチン誘発性の核内 pSTAT3 蓄積を抑制する一方で、レ
プチンシグナルは CCK-8s 誘発性の Ca2+動員を増強する関係性が示唆された。 

まず、本研究では、ラット C6 グリオーマ細胞を用いて、CCK およびレプチンを介した細
胞内シグナル伝達を解析した。C6 細胞は、ObRaと ObRb を発現していることが報告されて
いる 44,55。また、C6細胞において CCK-2 受容体の発現が報告されている 56。本研究ではリ
アルタイム RT-PCR と Ca2+イメージングアッセイを用いて、C6 細胞における機能的な CCK-

1 受容体の発現を確認した。CCK 受容体のサブタイプは細胞によって異なる可能性がある
が、CCK-1 および CCK-2受容体はともに Gq タンパク質共役型受容体であるため、C6 細胞
をモデルとして、レプチンと CCK 受容体の相互作用を解析した。その結果、レプチン前処
理により CCK 誘発性の細胞質 Ca2+動員が増強されることが示された。一方で、C6 細胞に
おいて、マウス ObRbを過剰発現させた場合においてもレプチン単独刺激による細胞質 Ca2+

濃度変化は観察されなかった。レプチン刺激は、求心性迷走神経 57、視床下部アストロサイ
ト 44、ブタ副腎髄質クロム親和性細胞 58で細胞質 Ca2+を増加させることが報告されている。
また、本研究では、ラット VMN 細胞において、レプチン刺激により細胞質 Ca2+上昇応答が
見られた。C6細胞での結果により、レプチンによる Ca2+動員は、他の受容体シグナル分子
や神経細胞で特異的に発現するイオンチャネルの活性化による間接的な反応であることが
示唆される。 

巨核芽球細胞において、Gq タンパク質共役型受容体である P2Y 受容体を介した ADP 誘
発性の Ca2+動員がレプチンとの共刺激により増強されることが既に報告されている 59。こ
の細胞において、レプチンは JAK2 を介して Gqα タンパク質に存在するチロシン残基のリ
ン酸化を促進することから、C6 細胞においてもレプチンは同様の仕組みで CCK 受容体の
シグナルを促進する可能性がある。さらに、本研究では PI3K 阻害剤である LY294002 が、
レプチンによる CCK 誘発性 Ca2+動員の増強を阻害することも明らかにした。したがって、
さらに下流のシグナルにはホスファチジルイノシトールシグナルの活性化も関与している
可能性がある。 

末梢性 CCK は脳への透過性が限られているため、消化管から分泌された CCK が中枢神
経系に直接影響を及ぼすかどうかは議論の余地がある。また、CCK を介した満腹感の制御
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は、主に求心性迷走神経を介することが示唆されている 60,61。加えて、CCK は血液脳関門を
越えて脳内に発現する CCK-1 受容体を介して満腹感を刺激するという報告もある 15,62,63。
実際、視床下部神経には CCK ペプチドが多く含まれており 23,24、レプチン受容体の発現が
知られている視床下部の満腹感制御中枢には、CCK-1受容体が発現している 20,64。したがっ
て、視床下部の満腹中枢神経において、レプチンにより内在性の CCK シグナルが増強され
たことは妥当だと考えられる。 

VMN および ARC 神経の初代培養においてレプチンは細胞質 Ca2+振動を減少させること
が示されているが 40、本研究では VMN 細胞においてレプチン刺激後の細胞質 Ca2+レベルの
明らかな減少は確認されなかった。本研究の Ca2+イメージングアッセイでは、シナプス間伝
達を防ぐために、すべての実験を 0.5 μMテトロドトキシン存在下で行った。したがって、
レプチンの抑制作用が観察されなかったのは、実験条件の違いに起因する可能性がある。一
方で、本研究ではレプチン刺激後、大多数の VMN 細胞で Ca2+上昇が観察された。VMN 領
域では GFAP 陽性細胞がほとんど観察されなかったことから、これらの反応は主に神経細
胞のものであると推測される。VMN における Ca2+イメージングの結果、レプチンまたは
CCK-8sにのみ反応する細胞が約 5-12％存在することが示された。したがって、CCK シグナ
ルカスケードとは独立した Ca2+動員機構が存在する可能性がある。しかし、レプチンによる
Ca2+上昇を示す細胞の 80%以上が CCK-8s にも反応しており、両者の強い関連性が示唆され
た。また、VMN 神経において、低濃度の CCK-8s とレプチン存在下で発火頻度の増加を示
した。さらに、一般に神経興奮や Ca2+上昇の下流である c-Fos発現は、LGM 投与後の VMN

で著しく減少していた。興味深いことに、VMH 欠損ラットはレプチンによる満腹感の促進
作用が失われていることが報告されている 65。レプチンの CCK誘発性 Ca2+動員およびVMN

神経の活動電位発火に対する正の作用は、視床下部の満腹感制御のためのシグナル伝達機
構に関連している可能性がある。VMN 神経の発火はインスリンとグルコースにも感受性が
あることが知られているので 66、VMN は多様な満腹感やエネルギー制御シグナルを統合で
きる可能性があると考えられる。 

本研究により C6 細胞において、レプチンによる核内 pSTAT3 の蓄積が CCK-8s との共刺
激により抑制されることが示された。ラット節状神経節神経の初代培養を用いた先行研究
では CCK-8s とレプチンの共刺激により pSTAT3 レベルが増加することが報告されている
53,54。これらの先行研究では、pSTAT3 の総量が定量されており、細胞内分布は考慮されてい
ない。一方、本研究では CCK-8s 刺激により C6 細胞の細胞質での pSTAT3 の蓄積が促進さ
れ、レプチン刺激に伴う pSTAT3の核内蓄積が抑制された。この結果は予想外であったため、
本研究ではこのような負の制御がラット VMN で起こり得るかどうかを検討した。その結
果、レプチンと CCK-8sを脳室内に同時投与すると、レプチン単独投与に比べ、ラット VMN

神経の核内 pSTAT3レベルが減少することが明らかになった。したがって、モデル細胞株だ
けでなく、ラット視床下部神経においても、核内 pSTAT3 は CCK シグナルによって負の制
御を受けていることが示唆された。 
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最後に、自由行動下の動物における CCK とレプチン受容体シグナルの相互作用を調べる
ために、LGM の全身投与を検討した。しかし、アゴニストあるいはアンタゴニスト投与に
よる生体内でのこれらの受容体の薬理学的操作は、摂食行動に影響を与え、間接的にこれら
の内在性シグナル伝達に影響を与える可能性がある。このような二次的作用を排除するた
めに、本研究では 1時間の制限給餌の後、内因性の CCK およびレプチンシグナルが定常レ
ベルの状態で CCK-1 受容体を薬理学的に遮断した。その結果、(1) LGM 投与により、投与
後 3 時間経過したラットに再摂食させると摂食行動が増強された。また、(2) LGM投与によ
り VMN と ARC で核内 pSTAT3 レベルが増加することが明らかになった。このように、少
なくともこの実験条件下では、内因性 CCK-1 受容体シグナルの遮断は VMH における核内
pSTAT3 の蓄積を促進する。この結果は、C6細胞や脳室内投与実験で得られた CCK-8s によ
り核内 pSTAT3が減少する結果と一致するものであった。 

CCK とレプチンは、一般に満腹感を制御するペプチドとして知られているが、その役割
の違いも報告されている。CCK は食事回数を減らし、最終的には食事量に対する影響を相
殺することが示されている 67-69。一方で、レプチンは食事量が減少するが食事回数は変化し
ない 34,35。これはレプチンシグナルを介した体重調節へのより長期的な影響を示唆している。
ObRb に関連する様々な細胞内シグナル伝達経路のうち、どの経路がどのような満腹感の制
御に関連しているかは未だ不明である。STAT3 のリン酸化は JAK/STAT 経路を反映するこ
とから、一般的に pSTAT3 は ObRb 活性化のマーカーとして使用されている 36, 70。また、
STAT3 は転写因子であるため、遺伝子発現を介した長期的な生理的制御に関与すると思わ
れる。本研究では、短期的な満腹感制御において、これまでに報告された一般的なレプチン
シグナルとは異なり、核内 pSTAT3レベルは満腹度と負の相関がみられた。よって、短期と
長期の満腹制御では細胞内シグナリング機構が異なることが示唆された。 
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第２章 「昼行性ナイルグラスラットを用いた昼行性行動を制御する分子基盤の解明」 

要旨 

摂食のタイミングを含め、様々な行動の約 1 日のリズムを調節する体内時計は、視床下
部視交叉上核（SCN）に存在する中枢ペースメーカーにより支配されている。行動の昼・夜
行性を問わず、時計中枢 SCN の神経活動は昼に高いことが知られているが、SCN ニューロ
ンがどの脳神経回路を介して行動リズムを決定しているのかについては、まったく未解決
の問題である。昼・夜行性決定機構の解明には昼行性動物と夜行性動物の比較研究が有用で
あるが、これまでのところ、昼行性齧歯類に関する知見は極めて少ない。そこで本研究では、
昼行性齧歯類のナイルグラスラット（Arvicanthis niloticus）を用いて、以下の解析を行った。 
まず、ナイルグラスラット時計遺伝子（Per1/2、Bmal1、Clock、Cry1/2）の全長塩基配列

を決定し、推定されるアミノ酸配列の種間比較を行った。その結果、ナイルグラスラットの
時計遺伝子はヒト（一致率：79.6〜98.6%）よりもマウス（95.9〜99.5%）やラット（95.2〜
99.5%）と高い相同性を示した。次に、ナイルグラスラットの SCN および、その一次投射先
である PVN、二次投射先である海馬を解析対象として、時計遺伝子の発現リズムを解析し
た。その結果、ナイルグラスラットの SCN では、Per1, Per2 の発現ピークが明期中頃となる
概日リズムが見られた。なお、これらのリズムは夜行性のマウスと同位相であった。一方で、
ナイルグラスラットの PVN や海馬の Per1, Per2 発現リズムは、SCN とほぼ同位相のリズム
であり、マウスとは逆位相であった。よって、SCN の一次投射先で、すでに昼行性・夜行性
の位相決定がなされていることが明らかとなった。 

時計遺伝子はほぼ全身の細胞で発現しており、振動を薬理的に同期させることでモデル
細胞（セルライン）でも振動機構の解析を行うことが可能である。例えば、われわれは、ヒ
ト網膜色素上皮細胞由来の細胞株（がん化モデル細胞）を用いて、ヒスタミンに対する細胞
レベルの振動応答を解析してきた（参考論文１）。そこで本研究では、昼行性ラットの細胞
レベルでの研究を可能とするために、ナイルグラスラット線維芽細胞の培養を行った。また、
時計遺伝子（Bmal1）発光レポーターを安定発現させた細胞株を樹立した。この細胞株を多
チャンネル化学発光分析機により解析し、時計遺伝子発現リズムを調節することができる
生理活性物質の探索をおこなった。その結果、ATP が Bmal1 の発現量を増加させ、リズム
位相をシフトさせる作用を持つことが明らかとなった。一方で、雷公藤として漢方薬で用い
られる台湾クロヅル（根）に含まれる生理活性成分（セラストロール）が、Bmal1 の発現量
を減少させ、リズムを減衰させることを明らかにした。セラストロールは、抗肥満・抗炎症
作用が知られており、レプチン感受性を増強することが報告されている。よって、これらの
結果から、満腹シグナルはフィードバックして時計遺伝子振動を制御し得ることが示唆さ
れる。われわれのグループは、ミトコンドリアを介した細胞内 Ca2＋シグナルが概日ペース
メーカーの振動形成に不可欠であることを報告してきた（参考論文２）。よって、代謝制御
と体内時計は、行動の昼・夜行性を問わず、根源で深く連関しているのかもしれない。 
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序論 

マウスやラットは、医学・薬学分野における実験用動物として広く利用されている。睡眠・
覚醒サイクルをはじめとした体内時計研究においても、これら夜行性の齧歯類がモデルと
して使われている。一方で、ヒトは昼行性であり、ヒトへの応用を目的とした研究に夜行性
齧歯類のマウスやラットを使用することに関しては議論の余地がある。よって、昼行性齧歯
類を用いた研究が求められるが、これまでに昼行性齧歯類を用いた研究は極めて限られて
いる。また、根源的に問題として夜行性と昼行性を決定する神経機構は解明されていない。
哺乳類の体内時計中枢は視床下部視交叉上核（suprachiasmatic nucleus; SCN）であることは
古くから知られている。例えば、SCN を損傷したラットでは恒常条件下において、概日リ
ズムが失われることが確認されている 74,75。SCN 神経では、夜間よりも昼間の方が高い神経
活動リズムが報告されており、このリズムは生体外においても維持される 76-78。SCN 神経の
投射は視床下部室傍核(paraventricular nucleus; PVN)を含む近傍の脳領域に終始している。
SCN から出力されたリズム情報はこれらの一次投射先を介して睡眠・覚醒中枢を含む様々
な生理現象の支配領域へと伝達される。 

また、概日時計の分子機構は主にマウスを用いた研究が進んでおり、主要時計遺伝子の
Bmal1, Clock, Period (Per) , Cryptochrome (Cry) を中心とした転写翻訳フィードバックループ
機構の存在が知られている。時計遺伝子産物（時計タンパク質）である BMAL1と CLOCK

は転写因子として機能し、ヘテロダイマーを形成して Perと Cry 遺伝子の上流に位置する E 

box エンハンサー領域に結合してその転写を活性化する 79-83。PER と CRY はヘテロダイマ
ーを形成し、核内に移行して CLOCK/BMAL1 による転写活性化を抑制する。以上のような
概日時計の神経・分子機構は、霊長類を含む多種多様な哺乳類で高い共通性が示されている
84-88。 

  このような概日時計の共通性が明らかにされている一方で、昼行性行動と夜行性行動を
切り替えるメカニズムはほとんどわかっていない。この疑問を解決するために、アフリカ原
産の 2 種のグラスラット、ナイルグラスラット(Arvicanthis niloticus)とスーダングラスラッ
ト(Arvicanthis ansorgei)が体内時計研究における昼行性齧歯類モデルとして使用されている。
ナイルグラスラットは、1993 年にケニア南部で捕獲された個体をもとに、アメリカミシガ
ン州立大学の Laura Smale博士によって繁殖が開始された。また、1998年にフランスのスト
ラスブール大学の Paul Pevet 博士の研究室によって、マリ南部で捕獲された個体をもとに、
スーダングラスラットの繁殖が開始された 89。核型解析により、これらのグラスラットは別
種であることが示されたが 90、比較研究は限られている。 

SCN 神経における活動電位発火頻度は、ナイルグラスラット・スーダングラスラット両
種において解析されており、行動リズムと相関した単峰性または双峰性の神経活動リズム
が報告されている 91,149。これと一致して、神経細胞興奮の指標である c-Fos 発現は、ナイル
グラスラットの SCN において夜間よりも昼間の方が高く、夜行性ラットと同様のリズムを
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示した 92,93。さらに、ナイルグラスラットはランニングホイールを提示すると、一部の個体
は夜行性型の行動パターンに反転する特性を持ち、夜行性個体における SCN 内での c-Fos

発現は昼行性個体と同様に昼間に高まることが報告されている 94。これらのことから、ナイ
ルグラスラットとスーダングラスラットでは SCN 神経の神経活動性は昼間に活動的である
ことが示唆される。 

   David Weaver のグループにより、ナイルグラスラットの時計遺伝子 Per1 と Per2 の部分
配列が決定されている 95。また、In situ ハイブリダイゼーションによる Per1, Per2 mRNA の
発現リズム解析の結果、SCN における Per1 の発現は明期開始６時間後（環境時刻；zeitgeber 

time [ZT]6）に、Per2 は明期開始 10 時間後（ZT10）にピークがあり、夜行性のラットやマ
ウスと類似していることが確認された 95。また、Novak らは、マウス Per1、ハムスターPer1、
マウス Per2 の塩基配列を参照して設計したプローブを使用し、ナイルグラスラットの SCN

において in situ ハイブリダイゼーション解析を行っている 96。その結果、マウス Per1 プロ
ーブとハムスターPer1 プローブのピークは共に ZT4-8 に位置し、マウス Per2 プローブを用
いたピークは ZT8-12 に位置することが明らかとなった 96。さらに、マウス PER1 および
PER2に対するポリクローナル抗体を用いた免疫組織化学的解析により、SCNにおけるPER1

および PER2 のタンパク質発現の解析結果が報告されている 97。その結果、PER1 と PER2

のタンパク質発現リズムは、暗期に入ってから 2時間後の ZT14 で共にピークを示すことが
わかった。これらの結果は、ナイルグラスラットの Per遺伝子配列、PER タンパク質構造、
および SCN における発現パターンは、他の実験用齧歯類と相同であることを示唆するもの
である。以上の先行研究により、ナイルグラスラットの時計遺伝子 Per1, Per2 の部分配列は
決定されているが、Per1, Per2の全長配列および他の時計遺伝子の塩基配列は未だ決定され
ていない。 

また、時計遺伝子はほぼ全身の細胞で発現しており、振動を薬理的に同期させることでモ
デル細胞（セルライン）でも振動機構の解析を行うことが可能である。これまでに、夜行性
マウスやラット由来のモデル細胞を用いて、体内時計の分子振動機構が研究されてきた。時
計遺伝子のプロモーター配列と発光酵素（ルシフェラーゼ）を連結した遺伝子を細胞に導入
することで、ルシフェラーゼが時計遺伝子と同期して発現する。この細胞を用いて、ルシフ
ェリン-ルシフェラーゼ反応による発光を測定することで、時計遺伝子の発現変動をリアル
タイムに測定することが出来る。このような時計遺伝子レポーターを発現するモデル細胞
は、時計遺伝子振動機構や転写翻訳フィードバック機構さらには時計遺伝子に対する薬効
評価など、広範な研究に利用可能である。これまでのナイルグラスラット研究は、行動解析
や組織学的解析が主であり、本種由来のモデル細胞は確立されておらず、分子レベルの研究
は行われていない。 

以上の背景から、本研究では、ナイルグラスラットの時計遺伝子（Per1, Per2, Clock, Bmal1, 

Cry1, Cry2）の全長配列を決定し、相同性の比較を行った。また、ナイルグラスラットの各
時計遺伝子の塩基配列に基づいて設計した PCR 用プライマーを用いて時計遺伝子の転写リ
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ズムをリアルタイム RT-PCR により解析した。さらに、ナイルグラスラット由来の細胞株を
作成し、時計遺伝子発現リズムに対する生理活性物質の影響を解析した。 
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方法 

実験動物 

本研究で使用したナイルグラスラットは、Laura Smale 博士（ミシガン州立大学）の許可
を得て、Chidambaram Ramanathan博士（メンフィス大学）から提供され、当研究室において
確立した系統を使用した。ナイルグラスラットは、一定の温度（22±1℃）で明暗サイクル（明
期：08:00～20:00、照度：125 lux）下で飼育された。水、チモシー（パスチャーチモシー、
ハイペット株式会社）、アルファルファ（パスチャーアルファルファ、ハイペット株式会社）
は自由摂取とした。通常の栄養混合飼料（ペレット：ラボMR スタンダード、日本農産株式
会社）は過剰な摂食およびそれに伴う糖尿病の発症を防ぐため、一日一個体あたり 6 gをラ
ンダムな時刻に与えた。動物実験は、富山大学動物実験委員会により承認され、（承認番号：
A2015SCI-3、A2018 SCI -2）、国立大学法人富山大学動物実験取扱規則に従って実施された。 

 

クローニングとシークエンス 

RNAiso Plus (タカラバイオ) を用いて凍結視床下部組織から Total RNA を抽出した。
PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (タカラバイオ) を用いて、Total RNA から相補的
DNA (cDNA) を逆転写した。哺乳類の Bmal1, Clock, Per1, Per2, Cry1, Cry2, GAPDH の配列
に基づいて、各遺伝子の degenerate primer（Table 1）を設計した。PCR は High-fidelity DNA 

polymerase (KOD-FX, TOYOBO)を用いて、98℃ 2 分間の後、98℃ 10秒間-58℃ 30 秒間-68℃ 

1 分間を 35 サイクルの条件で行った。PCR 産物を電気泳動で分離し、予測されるサイズの
バンドをゲルから精製し、pT7Blue T-Vector (Merck Millipore)にライゲーションした。ライゲ
ーションしたプラスミドをコンピテントセル（XL1-Blue, Invitrogen）へ形質転換し、GenElute 

Plasmid Midiprep Kit (Sigma Aldrich)を用いてプラスミド DNA を単離した。配列決定は、
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて行った。塩基
配列は、ABI PRISM 3100 3100 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)を用いて決定した。
完全長 cDNA は、アダプターおよび遺伝子特異的プライマー（Table 1）を用いて、5′-または
3′- RACE（rapid amplification of the cDNA ends）により取得した。 

 

 

RNA 抽出 

ⅰ) ナイルグラスラットの各脳領域からの RNA 抽出 

脳摘出は明期開始時刻（Zeitgeber time; ZT0）から ZT20まで 4 時間おきに各時刻 4-8 匹
ずつ使用した。ナイルグラスラットにペントバルビタール（10 mg/kg）を腹腔内投与し、
深麻酔下にて脳の摘出を行った。まず、断頭し、頭蓋骨を露出させた。頭蓋骨に切れ込み
を入れ、脳へ極力触れないよう頭蓋骨を剥がした。脳底部を丁寧に頭蓋骨より切り離し、
視神経を伸ばさないよう切断した。そして脳を摘出し、ドライアイス上に置いてあるスラ
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イドグラスに視床下部を下にして脳を乗せ、速やかにディープフリーザーに入れ、深部ま
で凍結させるために 20分放置した。摘出作業は酵素による RNA 分解を抑制するため、5

分以内に完了した。-15 ℃に設定したクライオスタット（SAKURA）を用いて上記の手順
で凍結したナイルグラスラット脳ブロックから、本種のブレインマップ（高橋 2020年度
修士論文 150）を参考にして SCN、PVN、海馬を含む脳切片を厚さ 99 μmで作成し、スラ
イドグラス（スーパーフロスト, 松浪硝子工業）に貼り付けた。脳スライス作成後、RNA

分解を防ぐために、-80 ℃ディープフリーザーで冷やしておいた金属のプレート上で脳領
域を採取した。SCN はテルモ注射針 23 G の先を平に加工したパンチアウト専用ニードル
を使用してパンチアウトした。PVN は SCN をパンチアウトした後、その直上をホルダー
に挟んだ白金線を用いて長方形にカットした。海馬はパンチアウト用ニードルで縁どり、
くりぬいた。パンチアウトには、テルモ注射針 23 G の先を平に加工したパンチアウト専用
ニードルを使用して、ターゲットとした脳領域をくり抜いた。くり抜いた脳組織は、RNA

抽出のために 350 μL の Buffer RLT（RNeasy Micro Kit に付属）の入った 1.5 m L チューブ
に入れ、ボルテックスを用いて約 30 秒間混濁した。組織の入ったチューブは RNA 抽出ま
で常時氷上で維持した。RNeasy micro kit を用いて、各脳領域から Total RNA を抽出し、バ
イオフォトメーター（D30, eppendorf）を用いて RNA 濃度を測定した後、逆転写に利用、
もしくは-30 ℃フリーザーにて凍結保存した。 

ⅱ）培養細胞からの RNA 抽出 

35 mmディッシュに 70-80％コンフルエントになるまで培養した細胞を使用した。ディッ
シュ中のメディウムを交換してから 24 時間経過後の細胞に対してセラストロール 1 µM を
投与し、４時間経過後に RNA 抽出を行った。RNAiso Plus を使用し、付属のプロトコルに
従い Total RNA を抽出し、バイオフォトメーター（D30, eppendorf）を用いて RNA 濃度を測
定した後、逆転写に利用、もしくは-30 ℃フリーザーにて凍結保存した。 

 

リアルタイム RT-PCR 

逆転写には、QuantiTect Reverse Transcription Kit（QIAGEN）を用いて、付属プロトコル
に沿い、ゲノム DNA 除去および逆転写を行った。PCR 用プライマーは、本研究で配列決
定したナイルグラスラット各遺伝子の塩基配列を参照して設計した（Table 1）。リアルタイ
ム RT-PCR は、Rotor-Gene SYBR Green RT-PCR Kit（QIAGEN）を用いて行った。スタンダ
ードプロトコルに従って、鋳型 cDNA、2× Rotor-Gene SYBR Green、フォワードおよびリバ
ースプライマー（各 100 μM）、RNase free water を混合し、Rotor Gene Q system

（QIAGEN）にセットした。2ステップサイクリングの変性の温度と時間を 95 ℃、5 秒間
とし、アニーリング/エクステンションステップの温度と時間を 60 ℃、10秒間とし、サイ
クル数は 60 に設定した。各サンプル中の遺伝子発現量は、comparative quantification 
method （Rotor Gene Q software, QIAGEN）により比較定量した。サンプル間の総 cDNA 量
の差を補正するために、目的遺伝子の発現量を GAPDH 発現量との相対値で示した。 
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線維芽細胞の単離 

先行研究 98を参考にし、ナイルグラスラットの皮膚および肺から線維芽細胞を単離した。
皮膚由来の線維芽細胞の単離には３週齢の雄個体を、肺由来の線維芽細胞の単離には４日
齢の個体（雌雄不明）を使用した。ペントバルビタール(50 mg/kg)を腹腔内投与し、深麻酔
下にて単離を行った。皮膚の摘出の際には、わきの下の毛をメスで剃り、70％エタノールで
滅菌し、約１cm2の皮膚断片を切り取った。肺の摘出の際には、まず、胸部を 70％エタノー
ルで滅菌し、ハサミで T 字に切開した。皮膚を引き離して、筋肉を露出させ筋肉部分を 70％
エタノールで洗浄し乾燥させた。ピンセットとハサミを使用して胸郭を切断した後、ピンセ
ットとハサミを使用して約 1 cm2 の肺の断片を摘出した。摘出した組織片は滅菌 PBS に入
れ保管した。クリーンベンチ内で、組織片を 100 mm ディッシュに移し、メスで組織片を 1 

mm 以下に刻んだ。これを 30 mL フラスコに移し、酵素入りのメディウム（1.08% Liberase

（Roshe）, 1% antibiotic/antimycotic in DMEM）を入れ、40℃に加温したスターラーで 80 rmp

の速さで 30-40分間撹拌した。全量を 50 mL 遠沈管に移し、血清入りメディウム（15％FBS、
1％ antibiotic/antimycotic in DMEM/F12）を入れ、Liberase を不活性化させた。534 g, 5 min, 

RT で遠心後、上清を取り除き、メディウムで２回リンスすることで Liberase を除去した。
組織片をメディウム 10 mL で再懸濁し、100 mm ディッシュに移し 37℃, 5%CO2（条件１）
または 37℃, 5%CO2, 3%O2（条件２）でインキュベートした。2 日後以降に組織断片から這
い出てきた線維芽細胞が観察された。6-7日後にコンフルエントに達したタイミングで継代
を行い、EMEM 培地（15%FBS, 1%PS in EMEM（富士フィルム和光純薬））で培養した。 

 

不死化線維芽細胞株の作成 

齧歯類において、単離した線維芽細胞の初代培養は継代培養を繰り返すことにより、自発
的な形質転換が起き、不死化することが知られている 99,100。そこで、本研究において単離し
たナイルグラスラット由来の線維芽細胞を継代培養により不死化した。肺由来の線維芽細
胞は大気中酸素濃度（条件１）での継代培養により不死化に至ったが、皮膚由来の線維芽細
胞は不死化に至らなかったため、酸素濃度を 3％（条件２）に下げて培養することで酸化ス
トレスを軽減した。 

 

時計遺伝子発光レポーターコンストラクトの作成 

 産業技術総合研究所の中島芳浩先生より提供して頂いた高輝度ルシフェラーゼ（Emerald 

Luc; Eluc）レポーターベクター（ELuc-PEST::pGL3 Basic pYM1796-1）にナイルグラスラッ
ト Bmal1 プロモーターとネオマイシン耐性遺伝子を組み込んだ。まず、ナイルグラスラッ
トの視床下部ブロックから DNA を抽出し、KOD-FX を用いて Bmal1 のプロモーター領域
（3292 bp）を増幅した（プライマー：Nile Bmal1 std SES_2, Nile Bmal1 std ANT, Table 1）。次
に、これを鋳型として同様に Bmal1 プロモーター領域の上流 967 bp（AnBmal1 プロモータ
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ー）を増幅した（プライマー：Nile Bmal-pro IF-SES3, Nile Bmal-pro IF-ANT1, Table 1）。また、
pcDNA3（Invitrogen）を鋳型としてネオマイシン耐性遺伝子（NeoR）を増幅した（プライマ
ー：pcDNA3_NeoR_IF SES, pcDNA3_NeoR_IF ANT）。ELucベクターのインバース PCR を行
い、線状化した（プライマー：pGL3 IF-SES2, pGL3 IF-ANT2）。In-Fusion HD Cloning Kit（タ
カラバイオ）を用いて、作成した NeoR 遺伝子（1668 bp）を線状化した Eluc ベクターに組
み込んだ（ELuc-PEST-NeoR）。さらに、ELuc-PEST-NeoR のインバース PCR を行い（プライ
マー：pGL3 IF-SES1, pGL3 IF-ANT1）、In-Fusion HD Cloning Kit を用いてこれに AnBmal1プ
ロモーター（967 bp）を組み込んだ（AnBmal1-ELuc-PEST-NeoR）。 

 

遺伝子導入 

細胞を 35 mm ディッシュで 60～ 70％コンフルエントになるまで培養した。
Lipofectamine3000（Invitrogen）を使用し、付属のプロトコルに従いリポフェクションを行っ
た。2日後に選択培地（G418 200-800 µL/mL in DMEM/F12, 15％FBS, 1％PS）に交換し 16-20

日間セレクションを行った。セレクション終了後は通常培地（DMEM/F12, 15％FBS, 1％PS）
を用いて維持した。また、一部のセレクション条件には細胞の生存性をあげるために ROCK

（Rho-associated coiled-coil forming kinase）阻害剤である Y-27632（富士フィルム和光純薬）
を 5 µM添加した。肺由来の不死化線維芽細胞のセレクション条件は、(1) G418 400 µg/mL 

(8day) + G418 200 µg/mL (12day), (2) G418 400 µg/mL (8day) + G418 200 µg/mL (12day) (Y-27632 

5 µMを添加), (3) G418 400 µg/mL (16day), (4) G418 800 µg/mL (4day) + G418 400 µg/mL (12day) 、
皮膚由来の不死化線維芽細胞のセレクション条件は、(1) G418 400 µg/mL (19day), (2) G418 

400 µg/mL (26day), (3) G418 800 µg/mL (10day), (4) G418 400 µg/mL (27day)とした。 

 

発光イメージング 

細胞を 35 mm ディッシュで 90 %コンフルエントになるまで培養した。ディッシュ内の
個々の細胞の概日振動を同期させるため、1 μM デキサメタゾン（Dexamethasone; DEX, 

Sigma Aldrich）を添加した通常培地（DEX 含有培地）で、1 時間インキュベートした。DEX

処理後、100 μM ルシフェリン（D-luciferin, Promega）を含む通常培地に置換し、Kronos Dio

（ATTO）により発光測定を行った。測定中のディッシュに対して任意の時刻においてセラ
ストロール（東京化成工業）または ATP（Sigma）による試薬刺激を行った。 

 

統計解析 

２群間の比較には Two-tailed Student’s t-test または Welch‘s t-test 多群間比較には一元配置
分散分析（one-way ANOVA）および Dunnett's test を用いた。有意水準が 95 %以上の場合に
有意であるとみなした。 
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結果 

時計遺伝子の塩基配列および推定アミノ酸配列の比較解析 

ナイルグラスラットの時計遺伝子（Per1/2、Bmal1、Clock、Cry1/2）の全長塩基配列を決
定した（Fig. 10-13, Table 2）。ここから推定されるナイルグラスラット時計タンパク質のア
ミノ酸配列をヒト、マウス、ラットの時計タンパク質のアミノ酸配列（GenBankより取得；
Table 2）と比較した。その結果、ヒトよりもマウスやラットと高い相同性を示した。ナイル
グラスラットとラットまたはマウス間の時計タンパク質アミノ酸配列の相同性は、95.2〜
99.5%であった（Table 3, Fig. 10-13）。一方、ナイルグラスラット・ヒト間における時計タン
パク質アミノ酸配列の相同性は比較的低く（79.6～98.6%）、特に PER2 の相同性は約 80%の
一致率が示された（Table 3, Fig. 10-13）。次に、各時計タンパク質の機能ドメインについて比
較した。その結果、BMAL1 と CLOCK に存在する機能ドメインである bHLH（basic helix-

loop-helix）、および BMAL1、CLOCK、PER1、PER2に存在する Per-Arnt-Sim（PAS）-A、PAS-

B、PAC (PAS-associated C-terminal) 領域における相同性はそれ以外の領域（C-terminal）と比
較して高いことが示された（Table 4, Fig. 10-13）。 

また、スーダングラスラットのゲノム配列（ドラフトシークエンス）をフランス共和国ス
トラスブール大学 David Hicks 教授に提供して頂き、各時計遺伝子のタンパク質コード領域
における塩基配列を比較した。その結果、BMAL1と CLOCK の bHLH 領域のアミノ酸配列
は、ナイルグラスラットとスーダングラスラットの間で 100％一致していた。また、PER1, 

PER2, BMAL1, CLOCKの PAS-Aドメインのアミノ酸配列もナイルグラスラットとスーダン
グラスラットの間で同一であった。さらに、PER1と CLOCK の PAS-Bドメインおよび PER2, 

BMAL1, CLOCK の PAC ドメインのアミノ酸配列についてもナイルグラスラットとスーダ
ングラスラットの間で同一であった（Table 5）。また、時計遺伝子コード領域の塩基配列の
比較の結果、ナイルグラスラットの時計遺伝子はマウス（94.5-96.6%）、ラット（93.3-96.1%）、
ヒト（79.4-90.7%）と比べスーダングラスラット（98.0-99.6%）と相同性が高いことが示さ
れた（Table 3, 5）。これらの特徴から、ナイルグラスラットとスーダングラスラットは遺伝
的に近縁であると考えられる。 

 

時計遺伝子の mRNA 発現リズム解析 

以上の解析において、時計遺伝子自体に昼・夜行性動物間で顕著な違いが見られなかった
ことから、次にナイルグラスラット時計遺伝子の発現解析を行った。SCN および、その一
時投射先である PVN、二次投射先である海馬を解析対象として、時計遺伝子の転写リズム
を解析した。SCN では、Bmal1, Per1, Per2, Cry1の mRNA 発現量に有意な日内変動が観察さ
れた(Bmal1: F5,33 = 3.80, P<0.01; Per1: F5,32 = 5.54, P<0.01; Per2: F5,32 = 3.92, P<0.01; Cry1: F5,22 

= 7.25, P<0.01 by one way ANOVA; Fig. 14)。一方、Clockと Cry2 では有意な変動は見られな
かった(Clock: F5,31 = 1.47 n.s. ; Cry2: F5,22 = 1.20 n.s. by one way ANOVA, Fig. 14）。Per1 と Per2
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の転写量は明期中頃（ZT 8）でピークに達する一方、Bmal1 の転写量には逆位相のリズムが
見られた。PVN では、各時計遺伝子に有意な概日性変動はみられなかったものの、各時計
遺伝子の転写リズムは SCNで見られたパターンとおよそ同位相となる傾向が見られた（Fig. 

15）。海馬では、時計遺伝子の平均転写レベルは SCN より低く（55.2%, P<0.01 by Student’s 

t-test）、Bmal1と Per2だけが統計的に有意な転写リズムを示した (Per2: F5,25 = 3.12, P<0.05; 

Bmal1: F5,28 = 3.03, P<0.05 by one way ANOVA; Fig. 16) 。海馬における Bmal1と Per2 の発現
パターンは、SCN で見られた発現パターン（Fig. 14）とおよそ同位相であった。 

 

ナイルグラスラット由来不死化細胞株の作成と生理活性物質の作用解析 

次に、ナイルグラスラット由来の不死化細胞株を作成した。まず、ナイルグラスラットの
肺または皮膚組織から線維芽細胞を単離した。齧歯類の線維芽細胞は継代培養を繰り返す
ことで自発的に不死化することが知られている 99,100。よって、これらの線維芽細胞を 37℃、
5% CO2（条件１）または 37℃、5% CO2、3% O2（条件２）の条件に設定したインキュベー
ターで 3-4日ごとに継代培養を行うことで、自発的な不死化を試みた。その結果、肺から単
離した線維芽細胞は条件１で 21 回の継代により、皮膚から単離した線維芽細胞は条件２で
39 回の継代により、それぞれ不死化が確認された。次に、ナイルグラスラット Bmal1

（AnBmal1）プロモーターにより駆動される発光レポーター（AnBmal1-ELuc）コンストラク
トを設計し、不死化した皮膚または肺由来の線維芽細胞に一過的に導入した。この細胞を
dexamethasone (Dex) 1 µM 1 時間の処理により、細胞間の時計振動を同調させ、発光強度変
化を測定した。その結果、発光レポーターを一過的に発現する細胞では皮膚・肺由来ともに
明瞭な発光リズムは観察できなかった（Fig. 17）。そこで、AnBmal1-ELuc を導入した後、抗
生物質の G418 を用いたセレクションを行った。その結果、各セレクション条件により不死
化肺線維芽細胞に由来する４つの細胞集団、および不死化皮膚線維芽細胞に由来する３つ
の細胞集団を得ることが出来た。これらの細胞を用いた発光リズムを測定した結果、皮膚由
来の細胞集団では明瞭な発光リズムが観察されなかったものの（Fig. 18）、肺由来のいくつ
かの細集団胞において約 24 時間周期を示す発光リズムが得られた（Fig. 19）。このうち、最
も明瞭な発光リズムを示す細胞集団（Fig. 19C, G）をナイルグラスラット由来の不死化細胞
株として確立した（NLF-Luc細胞）。 

次に、確立した NLF-Luc細胞を用いて時計遺伝子発現リズムに対する生理活性物質の作
用を検討した。まず、ATP が AnBmal1-ELuc 発光リズムに及ぼす影響を解析した。Dex処
理 36時間後に ATP を投与した結果、発光量の一時的な増加が観察された（Fig. 20A, B）。
さらに、漢方由来成分であるセラストロールの作用を解析した。セラストロールは漢方と
して使用されている台湾クロヅル（Tripterygium wilfordii）から単離された物質で、抗炎症
作用や抗肥満作用を持つことが知られており 101,102、行動リズムに対して影響することも報
告されている 103,104。Dex処理 24 時間後にセラストロールを投与した結果、発光量の低下
が観察された（Fig. 20C）。5 µM 以上の濃度では、発光量がバックグラウンドと同程度にま
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で低下し細胞死が観察された。Dex 処理 36 時間後にセラストロールを投与した結果、同様
に発光量の低下が観察された（Fig. 20D）。Dex処理直後のタイミングでセラストロールを
投与した場合、濃度に依存して一時的に発光量が増加したものの、48-72 時間以降は溶媒
投与群と比べて発光量が低下した（n=3, Fig. 20E）。また、Dex処理直後にセラストロール
を投与した条件において、3 日経過時点での平均発光量を定量した結果、溶媒投与群と比
べて 0.5 µM 以上の濃度において、有意に発光量が低下したことが示された。(p < 0.05, 0.01 

by Dunnett's test, Fig. 20F）。さらに、セラストロール投与による時計遺伝子の転写量変化を
解析するために、メディウムチェンジから 24 時間後の NLF-Luc 細胞に対してセラストロ
ール 1 µMを４時間投与し、リアルタイム RT-PCR により Bmal1と Per2 の転写量を解析し
た（Fig. 21）。その結果、Bmal1 の転写量は変化しなかったものの（Fig. 21A）、Per2 の転写
量は有意に増加した。（p<0.05 by Welch’s t-test Fig. 21B） 
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考察 

本研究により、ナイルグラスラットの時計遺伝子（Per1/2、Bmal1、Clock、Cry1/2）の全
長塩基配列を初めて決定し、データーベース上に登録した（Table 2）。アミノ酸配列の種間
比較の結果、昼行性・夜行性に関わらず、齧歯類間において時計遺伝子の保存性が高いこと
が示された。今回解析した６遺伝子において、昼行性・夜行性間で顕著な違いは見られなか
ったことから、時計遺伝子の機能は昼・夜行性間で共通していると示唆される。また、ナイ
ルグラスラットとスーダングラスラットの比較により、両種の時計遺伝子は塩基配列レベ
ルで相同性が高く、遺伝的に近縁であることが示された。よって、別々の研究機関で研究さ
れている２種のグラスラットは極めて近縁であり体内時計機構の高い共通性を持つことか
ら、両種を用いた研究結果は相互に適応可能であると考えられる。 

ナイルグラスラットの SCN における時計遺伝子の発現リズムは夜行性齧歯類の報告 105-

107とおよそ一致していた。上述した時計遺伝子の高い相同性と合わせて、時計遺伝子（時計
タンパク質）の転写翻訳フィードバック機構およびその機能は昼・夜行性間で共通であると
考えられる。また、先行研究により報告された、ナイルグラスラットの SCN における時計
遺伝子（Per1, Per2）の転写リズム 95,96と本研究結果を比較すると、Per1および Per2の発現
パターンはおよそ一致しており、本研究結果は、これらの先行研究結果を裏付ける重要な知
見である。一方で、ナイルグラスラットの SCN において Cry1転写量は昼と夜にピークをも
つ二峰性リズムを示した（Fig. 14）。夜行性齧歯類を用いた先行研究により Cry1転写リズム
は明期と暗期の間（ZT12）付近にピークを持つリズムが示されており 108-110、本研究とは異
なる。本研究において観察された Cry1の発現リズムが恒常暗条件などの異なる照明条件下
で再現されるかなど、Cry1 発現リズムの再現性および生理的意義についてはさらなる検証
が必要である。 

先行研究により齧歯類以外でも、昼行性哺乳類の SCN における時計遺伝子発現リズムが
報告されている。例えば、哺乳綱鯨偶蹄目に属するソアイヒツジ (Ovis aries) の Per1/2, Bmal1, 

Clock, Cry1/2111、哺乳綱霊長目に属するオマキザル  (capuchin monkey) の Per2, Bmal1, 

Clock112やアヌビスヒヒ(papio anubis)の Per1, Bmal1, Cry1, Cry2113 についての報告がある。
これらの報告で示された昼行性哺乳類の SCN における時計遺伝子の発現リズムは夜行性齧
歯類とおよそ共通している。以上のことから、時計遺伝子の機能や転写翻訳フィードバック
機構は昼行性・夜行性間で種を超えて保存されていること、また体内時計中枢である SCN

神経の内因的なリズム位相は昼・夜行性間で一致しているといった、昼・夜行性間の共通性
が示唆される。よって、昼・夜行性行動パターンの選択には SCN 以外の脳領域が重要な役
割を持つと考えられた。 

そこで、次にナイルグラスラットの PVN（SCN の一次投射先）および海馬（SCN の二次投射
先）における時計遺伝子転写リズムを解析した。本種の SCN の結果と比較すると、PVN および
海馬では、時計遺伝子転写リズムがおよそ同位相であることがわかった(Fig. 15-16)。一方で、夜
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行性齧歯類を用いた研究では、PVN および海馬における時計遺伝子(Per1/2, Bmal1)転写リズムの
位相は、SCN の位相と比べ、およそ逆位相であることが報告されている 114,115。よって、ナイル
グラスラットの PVN および海馬における時計遺伝子発現リズムは、夜行性齧歯類とはおよそ逆
転した位相を持つことが示された。このような昼・夜行性間における差異は、同じく昼行性齧歯
類であるデグー(Octodon degus)を用いた報告 116,117において、本研究結果と同様の結果が得られ
ている。すなわち、時計遺伝子 Per2 の発現リズムがデグーの SCN と SCN 以外の領域（帯状皮
質、頭頂皮質、線条体）間において同位相であり、夜行性ラットでは SCN 以外の領域で逆位相
のリズムが示された。また、最初期遺伝子である c-Fos の発現リズムを、ナイルグラスラットと
夜行性ラットで比較した報告 118,119 では、SCN の c-Fos 発現リズムは両種間で類似しているが、
SCN の投射先領域（ventral sub-paraventricular zone; vSPZ ）においてはリズムが大きく異なるこ
とが報告されている。 

以上をまとめると、昼・夜行性間で、SCN においては類似した概日リズムを示す一方で、PVN

や vSPZ など SCN 神経の直接的な投射先や、海馬などの間接的な投射先においては、概日リズ
ムの位相が異なることが示唆された。これは SCN 以外の脳領域および末梢組織における体内
時計振動（末梢時計振動）が動物の行動リズムと連動しているという考え 120を支持してい
る。 

SCN からの概日リズム出力過程において、一次投射先である PVN のリズム位相が昼・夜
行性間で既に逆転していることから、SCN 神経から一次投射先脳領域への出力シグナルが、
昼・夜行性間で異なる指令として伝達される可能性が考えられる。SCN 神経の出力機構に
ついては、夜行性齧歯類を用いた研究により明らかになりつつある。例えば、SCN 神経細
胞の約 8 割が γ-アミノ酪酸（GABA）作動性神経であり 121、SCN 神経のリズム情報出力に
は GABA が大きな役割を果たすことが報告されている 122-125。よって、SCN 神経から SCN

の投射先に対する GABA 出力が昼・夜行性間で異なる可能性が考えられる。GABA は通常、
抑制性の神経伝達物質として知られているが、一部の神経では興奮性の作用を示すことが
知られている 126,127。実際、夜行性齧歯類を用いた先行研究において、SCN 神経は GABA 受
容体刺激に対して、興奮性/抑制性の両方の応答を示すことが報告されている 129-131。また、
PVN を構成する神経の内、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）を発現する神経は
GABA に対して抑制性の応答を示すことが報告されている 123,132一方で、アルギニンバソプ
レシン（AVP）を発現する PVN 神経は GABA に対して興奮性応答を示すことが報告されて
いる 148。一方で、昼行性動物における PVN 神経の GABA 応答性はこれまでに報告がなか
った。そこで昨年、当研究室の春日の修士論文研究において、Ca2+イメージングを用いてナ
イルグラスラットの PVN 神経に対する GABA の作用が解析された 133。その結果、ナイル
グラスラットの PVN 神経において GABA 刺激による Ca2+応答が確認された細胞の内、ほ
とんどが興奮性応答を示した。しかしながら、同研究においてマウスの PVN 神経を用いた
解析の結果、同様に GABA の興奮性応答が多く観察され、どちらの種においても PVN 神経
の GABA に対する応答性は興奮性が主であることが示唆された。この実験では幼若個体を
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用いており、幼若個体の皮質神経は GABA に対して興奮性応答を示すことが知られている
127,134ことから、成体個体を用いた電気生理学的解析が求められる。 

本研究では、ナイルグラスラットの遺伝子解析に加えて、本種由来の不死化細胞株を確立
し、生理活性物質の作用を解析した。線維芽細胞は単離条件下において時計遺伝子の明瞭な
発現リズムを示すことから、体内時計研究において古くから細胞モデルとして使用されて
きた 135,136。また、線維芽細胞は継代培養により自発的に不死化することが知られているこ
とから 99,100、ナイルグラスラット由来の線維芽細胞の単離および継代培養により不死化を
行い、本種由来の細胞株を初めて確立した。本研究において確立した細胞株は、ナイルグラ
スラット研究において遺伝子ベクターの確認や生理活性物質の作用解析など広範な実験に
有用であると考えられる。さらに、この細胞株に対して時計遺伝子発光レポーターを導入し、
時計遺伝子発現リズムに対する生理活性物質の影響を解析した結果、ATP 刺激により発光
強度の増加が観察された。ATPは、イオンチャネル型の P2X 受容体と G タンパク質共役型
の P2Y 受容体に結合する。P2X 受容体は、細胞外 ATP により活性化される非選択性陽イオ
ンチャネルであり、P2X1-P2X7 の７つのサブタイプが知られている。ミクログリア細胞を
用いた先行研究では、高濃度 ATP（I mM）刺激により P2X7受容体を介して時計遺伝子 Per1, 

Per2の転写量が増加することが報告されている 137。本研究では Bmal1-Luc発光強度が ATP

刺激により増加したが、ATP はルシフェリン-ルシフェラーゼ反応に直接的に関わることか
ら、受容体非依存的に発光強度を増加させた可能性があるため、P2X または P2Y 受容体の
アゴニスト・アンタゴニストを用いて ATP の時計遺伝子に対する作用機構の解明を進めて
いく予定である。 

漢方由来成分であるセラストロールはナイルグラスラット由来線維芽細胞株の Bmal1-

Luc発光強度を投与タイミングに応じて変化させた。セラストロールは抗炎症、抗肥満作用
を持つことで知られているが 101,102、行動リズムや体内時計に作用することも報告されてい
る 103,104。また、最近になって時計遺伝子発現リズムに対する影響も報告された 139。Per2-Luc

を発現させたヒト U2OS 細胞およびマウス NIH3T3 細胞を用いた先行研究により、セラスト
ロールは Per2 発現リズムの位相変位、発現量増加、周期短縮の作用を持つことが示された
139。一方本研究では、同調処理 24 または 36 時間後のセラストロール投与により、Bmal1-

Luc発光強度の減少とリズムの減衰が見られた。また、同調処理直後のセラストロール投与
により Bmal1-Luc 発光強度の一時的な増加が観察されたものの 48-72 時間経過すると発光
強度は溶媒投与群に比べ低下していた。さらに、リアルタイム RT-PCR を用いた解析の結果、
NFL-Luc 細胞においてもセラストロール投与により Per2 転写量が増加したことから、セラ
ストロールは各時計遺伝子に対して異なる作用を示すことが示唆される。これまでに、セラ
ストロールは多様なシグナル経路に作用することが報告されているものの 101,102、時計遺伝
子の発現調節に対する作用機序は明らかにされていない。関節リウマチ患者の滑膜線維芽
細胞を用いた先行研究により、セラストロールは小胞体膜上の Ca2+ポンプ（sarco/endoplasmic 

reticulum Ca2+-ATPase；SERCA）に作用し、細胞内 Ca2+濃度を上昇させる作用を持つことが
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示されている 140,141。さらに、セラストロールは炎症シグナルパスウェイを介してレプチン
感受性やミトコンドリア生合成を調節することが示されている 101,102。これまでに我々のグ
ループは、アセチルコリン受容体やヒスタミン受容体の活性化が細胞内 Ca2+シグナルを介
して時計遺伝子の発現リズムを調節することを報告した 72,142。また、ミトコンドリアを介
した細胞内 Ca2＋シグナルが概日ペースメーカーの振動形成に不可欠であることを報告して
きた 143。以上のことからセラストロールは細胞内 Ca2＋シグナルや代謝制御シグナルを介し
て時計遺伝子の発現調節さらには行動リズムへの影響を及ぼす可能性がある。代謝制御と
体内時計がどのように連関し、個体の行動を制御しているのかについては不明な点が多く
残されており、今後の研究が期待される。 

セラストロールは抗肥満作用の他にも、インスリン抵抗性を改善する作用 102や季節性感
情障害（Seasonal Affective Disorder: SAD）（冬季うつ病）モデル動物（メダカ）のうつ様症
状を緩和する作用が報告されており 144、肥満やうつ病の治療薬として期待されている。ナ
イルグラスラットは通常の飼料を与えるだけで肥満や糖尿病を発症する特性を持ち、高脂
肪食や遺伝子操作などを必要とする従来のマウスやラットを用いた肥満モデルと比べ、よ
り自然な肥満・糖尿病モデルとして期待されている 145,146。また、当研究室においてこれま
でに、低照度（10 lux）環境において SAD 様症状（行動量の低下およびショ糖選好性の低
下）を示すことを確認している。よって、今後はセラストロールの抗肥満、抗糖尿病、抗う
つ作用および行動リズムへの影響を個体レベルでも解析していく。近年、薬の作用が昼夜で
変化することが認識されつつあり、薬の開発において夜行性のマウスやラットを用いるこ
との問題点が提唱されている 147。昼行性であるナイルグラスラットを用いて薬効を評価す
ることでこのような問題を解消することが可能である。ナイルグラスラットを用いた研究
により、昼行性・夜行性の決定機構の解明や薬の開発研究などの進展が期待される。 
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図表 

 



Table 1 シークエンスまたはリアルタイム RT-PCR で使用したプライマー配列 
 Gene Application   Seaquences (5'-3') 
 Bmal1 PCR Forward ACCAGAGAATGGACATTTCCTC 
   Reverse TGGCAAGTCACTAAAGTCAACG 
  3' Race Forward1 ACAGGATAAGAGGGTCGTCG 
   Forward2 CATTCCTTCCACTGGCCTAC 
   Forward3 GATATGATAGACAACGACCAAGG 
  5' Race Reverse1 AAGATGCCAATTCGTCAATG 
   Reverse2 CCTCTCAGTGTCTTCATATGC 
   Reverse3 GGATAGAAATGTTGGCTTGTAG 
   Reverse4 GCTATAATTGAGGATCTTGAAG 
   Reverse5 TTCCTTAACTTTGGCAATATC 
  real time RT-PCR Forward AGAATATGCAGAACACCAAGG 
   Reverse CCTCTCAGTGTCTTCATATGC 
     
 Clock PCR Forward ACCGTAAGCTGTAGTAAAATGAG 
   Reverse GGAAAGTGCTCTGTTGTAGTG 
  3' Race Forward1 GTGACCAAATTAGTGACTGCTC 
   Forward2 CCTATCCTACCTTTGCCACAC 
   Forward3 AGCAGCTTCCTTCAGTTCAAC 
  5' Race Reverse1 TGCAGTGATCTCTTTATGTTTG 
   Reverse2 AGATCAGATGGTAAATGTTCAAG 
   Reverse3 ATCTTATAAACCTCTGAATGCTC 
   Reverse4 GTTGAAGTTGATACATTGTTTAAAG 
   Reverse5 AGCTACGAAACAAACTCTATCTT 
  real time RT-PCR Forward CAAACATAAAGAGATCACTGCAC 
   Reverse AGATCAGATGGTAAATGTTCAAG 
     
 Per1 PCR Forward1 TCTGGCAATGGCAAGGACTC 
   Forward2 CTCCAGTGACTTTCCAGCAG 
   Reverse1 ATCTGCTGGAAAGTCACTGGAG 
   Reverse2 GCTGAAGCTACACTGACTGG 
   Reverse3 GTCCTCTGAGAACCGTGGCTG 
  3' Race Forward1 CCAATCAGGACGCACTTTC 
   Forward2 CAGTCAGAGCAGCCATACAAG 
   Forward3 GTCATTAAGTACGTGCTCCAGG 
   Forward4 TTGATGTGATGGCTTGTGTG 



  real time RT-PCR Forward TTACCTGCAGAAGAAAATGGC 
   Reverse GTCGGTCCAGCTATGTCTTGAG 
     
 Per2 PCR Forward GCCTTTCGATTATTCTCCCATTC 
   Reverse AGGTTAAGCTGTAGGGGACTG 
  3' Race Forward1 CAGATACCCAGAACAGTGATGC 
   Forward2 CACAAGTCACACCAGCAAATAC 
   Forward3 ACCACAGACACGGAGGAAAG 
   Forward4 TGATGACATACCAGCTGCC 
  real time RT-PCR Forward CACAAGTCACACCAGCAAATAC 
   Reverse ATGATGTTGTCGTCTGTGTTG 
     
 Cry1 PCR Forward TCGGTAGAGGAAGTCGGGG 
   Reverse TCCACCAACTTCAGCTGCG 
  real time RT-PCR Forward CTCGGCTTTGATACAGATGG 
   Reverse CAACCAAAGCGGAGATAAGG 
     
 Cry2 PCR Forward GACGATGGCGGCAGCTGCT 
   Reverse TGTGGCCGTGGCAGCTCAG 
  real time RT-PCR Forward AGAGACCTCGGATGAATGCC 
   Reverse CCACAGGCGGTAGTAGAAGAGG 
     
 GAPDH PCR Forward ATGGTCTACATGTTCCAGTATGAC 
   Reverse CATACTTGGCAGGTTTCTCC 
  real time RT-PCR Forward CACTCAAGATCGTCAGCAATG 
   Reverse GTGATGGCATGGACTGTGG 

 
  



 

Table 2 時計遺伝子の相同性解析に使用したマウス、ラット、ヒトの時計遺伝子とデー

タベース上に登録したナイルグラスラット時計遺伝子の GenBank Accession number 

 Gene Species 
Accession number 
(protein) 

Accession number (mRNA) 

 Bmal1 M. musculus NP_031515.1 NM_007489.4 
  R. norvegicus NP_077338.2 NM_024362.2 
  H. sapiens NP_001284648.1 NM_001297719.2 
  A. niloticus  LC_589366 
 Clock M. musculus NP_031741.1 NM_007715.6 
  R. norvegicus NP_068628.1 NM_021856.2 
  H. sapiens NP_001254772.1 NM_001267843.1 
  A. niloticus  LC_589367 
 Per1 M. musculus NP_035195.2 NM_011065.5 
  R. norvegicus NP_001029297.1 NM_001034125.1 
  H. sapiens NP_002607.2 NM_002616.3 
  A. niloticus  LC_589368 
 Per2 M. musculus NP_035196.2 NM_011066.3 
  R. norvegicus NP_113866.1 NM_031678.1 
  H. sapiens NP_073728.1 NM_022817.3 
  A. niloticus  LC589369 
 Cry1 M. musculus NP_031797.1 NM_007771.3 
  R. norvegicus NP_942045.2 NM_198750.2 
  H. sapiens NP_004066.1 NM_004075.5 
  A. niloticus  LC_589370 
 Cry2 M. musculus NP_034093.1 NM_009963.4 
  R. norvegicus NP_596896.2 NM_133405.2 
  H. sapiens NP_066940.3 NM_021117.5 
  A. niloticus  LC_589371 

 
 
 
 
 
 
  



Table 3 ナイルグラスラットとマウス（Mus musculus）・ラット（Rattus norvegicus）・ヒト

（Homo sapiens）間の時計タンパク質（遺伝子）の全長塩基配列または推定アミノ酸配列

の一致率（％） 

  Species Bmal1 Clock Per1 Per2 Cry1 Cry2 

Protein 
M. musculus 99.5 97.8 96.4 95.9 97.8 98.3 
R. norvegicus 99.4 96.6 96.3 95.2 98.1 98.3 
H. sapiens 98.6 96.1 91.0 79.6 95.6 94.6 

cDNA 
M. musculus 96.3 95.8 95.3 95.0 94.5 96.6 
R. norvegicus 96.1 94.1 95.0 93.8 93.3 96.1 
H. sapiens 90.7 90.5 87.0 79.4 89.1 90.0 

  



Table 4 ナイルグラスラットとマウス（Mus musculus）・ラット（Rattus norvegicus）・ヒト

（Homo sapiens）間の時計タンパク質機能ドメインにおけるアミノ酸配列一致率（％） 

  Species bHLH PAS-A PAS-B  PAC C-terminal region 
Bmal1 M. musculus 98.1 100.0 98.5 100.0 99.5 

 R. norvegicus 98.1 100.0 100.0 100.0 99.5 
 H. sapiens 98.1 100.0 100.0 100.0 98.4 

Clock M. musculus 98.0 97.0 100.0 100.0 97.3 
 R. norvegicus 100.0 95.5 98.5 100.0 95.2 
 H. sapiens 100.0 97.0 100.0 100.0 94.2 

Per1 M. musculus - 98.6 98.6 97.7 95.0 
 R. norvegicus - 98.6 98.5 97.7 94.3 
 H. sapiens - 94.0 98.5 97.7 87.3 

Per2 M. musculus - 97.1 97.4 100.0 95.3 
 R. norvegicus - 94.1 98.7 100.0 94.4 
 H. sapiens - 86.8 98.7 97.7 75.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Table 5 ナイルグラスラット・スーダングラスラット間の時計遺伝子塩基配列または推定ア

ミノ酸配列の一致率（％） 

  bHLH PAS-A PAS-B PAC Entire Cording region (cDNA) 
Bmal1 100.0 100.0 98.5 100.0 99.9 99.6 
Clock 100.0 100.0 100.0 100.0 99.0 98.5 
Per1 - 100.0 100.0 97.7 99.0 99.0 
Per2 - 100.0 98.7 100.0 98.9 99.0 
Cry1 - - - - 97.3 98.0 
Cry2 - - - - 98.8 98.9 

 
 



 
 

 

  

  

Figure 1 



Figure 1. ラット C6 グリオーマ細胞におけるレプチンおよび CCK 受容体の内在的な発現 

(A) リアルタイム RT-PCR を用いて ObRa、ObRb、およびハウスキーピング遺伝子
(glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase, GAPDH) の生データ（サイクル数に対する蛍光強度
変化）および GAPDH に対する ObRa、ObRb 発現量解析の結果を示す。C6 細胞において
ObRb の発現量が相対的に高いことが示された（*p < 0.05 by Student's t-test.）。(B) リアルタ
イム RT-PCR を用いた CCK-1受容体（CCK1R）および CCK-2 受容体（CCK2R）mRNA の発
現量解析の結果。(C) 細胞質 Ca2+濃度変化を Ca2+指示薬である Fura-2 により解析した。C6

細胞では、CCK-4（100 nM）および CCK-8s（10 nM）により細胞質 Ca2+が上昇することが
示された。矢印は、薬剤投与 45秒間の開始を示す。代表的な 3つの細胞応答を黒、ピンク、
青のトレースで示した。CCK-1 受容体アンタゴニスト（LGM, 100 nM）または LGM＋CCK-

2 受容体アンタゴニスト（LY225910, 100 nM）の存在下で CCK-8s誘発 Ca2+応答を解析した。
アンタゴニスト無処理群と比較して、アンタゴニスト投与群では Ca2+応答の大きさが有意
に減少した（*p ＜0.05, **p ＜0.01 by Duncan’s multiple range test following one way ANOVA）。 

 



 

  

Figure 2 



Figure 2. C6細胞における細胞質 Ca2+動員 

(A) C6 細胞における CCK-8s（10 nM）誘発の Ca2+応答は、レプチン（100 nM）で前処理
することにより増強された。ポジティブコントロールとして、実験終了時に ATP（100 

µM）を投与した。代表的な 2 つの細胞の反応を黒とグレーのトレースで示した。(B) 野生
型 C6 細胞（コントロール、左図）およびマウスレプチン受容体を過剰発現した C6細胞
（+ ObRb、右図）において、レプチン単独刺激では細胞質 Ca2+応答は見られなかった。
(C) Ca2+イメージング開始前に JAK 阻害剤（1 μM AG490、左図）または PI3K 阻害剤（50 

μM LY294002、右図）で C6 細胞を 10分間前処理した。これらのキナーゼ阻害剤は CCK-

8s 誘発の Ca2+動員に対するレプチン作用を有意に減少させた。(D) Ca2+応答の大きさを定
量し、比較した。**p < 0.01 by one-way ANOVA 
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Figure 3. C6-ObRb 細胞における pSTAT3の免疫組織化学的解析 

(A) C6-ObRb細胞を固定する 30 分前にレプチン（100 nM）または CCK-8s（10 nM）で 1-

2 分間刺激し、pSTAT3を免疫標識した。pSTAT3（赤）、DAPI核染色（青）、マージの代表例
をそれぞれ示す。レプチン刺激により核内 pSTAT3-ir が増加した一方で、CCK-8s 刺激によ
り細胞質における pSTAT3-ir の増加が観察された。レプチンと CCK-8s の共刺激により核内
pSTAT3-ir はわずかに増加したものの、無刺激群と比較して有意差は検出されなかった。(B) 

pSTAT3-ir の核内蛍光強度を定量し比較した。AG490（1 μM）または LY294002（50 μM）は、
レプチン誘導性の核内 pSTAT3 蓄積を阻害した。**p < 0.01 by Duncan’s multiple range test 

following one-way ANOVA.
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Figure 4. VMN における細胞質 Ca2+動員 

(A) VMN 細胞を 500 nMレプチンおよび 10 nM CCK-8s により刺激した時の 3 つの代表的
な細胞応答を示す。レプチン（黒）、CCK-8s（青）のどちらかのみ、または両方（ピンク）
に対して Ca2+増加応答を示す細胞が存在した。(B) 100 nMレプチンと 1 nM CCK-8sの共刺
激に対する代表的な細胞反応（左図）と 1 µM LGM 存在下での 100 nM レプチンによる刺激
に対する代表的な細胞応答（右図）を示す。(C) 各濃度のレプチンに対する用量依存曲線 

(Rmax = 0.2, EC50 = 152.9 nM)を示す。1 nM CCK-8s の共刺激により Ca2+応答は増強され（Rmax 

= 0.26, EC50 = 42.8 nM）、1 µM LGMによる CCK-1受容体の阻害により抑制された（Rmax = 

0.14, EC50 = 162.7 nM）。**p < 0.01 by two-way ANOVA. 

 

  



  

Figure 5 



Figure 5. VMN 神経における神経発火頻度に対するレプチン・CCK の作用 

(A)低濃度の CCK-8s（1 nM）投与により、活動電位の自発的発火頻度は変化しなかった。
(B) 同様に低濃度レプチン（30 nM）による影響はみられなかった。(C) CCK-8s（1 nM）と
レプチン（30 nM）の共刺激は、発火頻度を有意に増加させた。(B, C)は ACSF 灌流下で 15

分間の間隔をおいて単一神経から記録された。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 6 



Figure 6. ラット VMN の pSTAT3に対するレプチンおよび CCK 脳室内投与の影響 

レプチン（4 µg）またはレプチン＋CCK-8s（2 µg）を、脳摘出の 1 時間前にラット側脳室
に投与した。各群での pSTAT3（緑）と DAPI 核染色（青）のマージ画像をそれぞれ示す。
溶媒（ACSF 4 μL）投与対照群と比較して、VMN の核内 pSTAT3 免疫応答はレプチン投与に
より増強された。レプチンと CCK-8s の同時投与では、VMN の核内 pSTAT3 免疫応答は変
化しなかった。各群それぞれ 12枚の画像から核内 pSTAT3陽性細胞数の平均値を算出した。
**p < 0.01 by Duncan’s multiple range test following one-way ANOVA. 
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Figure 7 



Figure 7. LGM 腹腔内投与後の摂食行動頻度の変化 

(A) 制限給餌および腹腔内投与の実験スケジュール。ラットは毎日 1 時間の制限給餌と生
理食塩水の腹腔内投与で馴化させた。灰色のバーは摂食のタイミングを示す。L：明期、D：
暗期。(B) 5日目に生理食塩水または LGM（2 または 10 mg/kg）を腹腔内投与し、その後 3

時間の間隔を空けて再摂食させた。再摂食後７時間の餌へのアクセス頻度の変化を示す。
LGM 10 mg/kg投与により、再摂食直後のアクセス頻度が上昇した。各群 n = 5-6, *p < 0.05 

by repeated one-way ANOVA  

 

  



 
  

Figure 8 



Figure 8. 制限給餌スケジュールによる摂食量と体重の変化 

 (A) 制限給餌（RF）期間中の 1日の摂食量。Fig. 7の 1 時間の RF 条件での摂取量を示し
ている。ラットは RFに順応し、5日間の間に食事量が安定した。4日目と 5 日目の摂取量
に有意差はなかったが、最初の 3 日間の摂取量よりも多かった (**P<0.01, *P<0.05 by 

Duncan’s multiple range test following one-way ANOVA) 。(B) 5日間の RF期間前後のラット
の体重。RFの後、体重は約 8％減少した。**P<0.01 by two-tailed paired t-test. 

 

 

  



 

 

 

 

  

Figure 9 



Figure 9. VMH における核内 c-Fosおよび pSTAT3 

(A) Fig. 7 と同様に生理食塩水または LGM（10 mg/kg）を腹腔内投与して 3時間後にラッ
ト脳を固定し、ARC 領域の脳切片を c-Fos抗体（左側）または pSTAT3抗体（右側）によっ
て標識した。c-Fos または pSTAT3染色（緑）、GFAP 染色（赤）、DAPI核染色（青）のマー
ジ画像をそれぞれ示す。マージ画像内の水色は c-Fos または pSTAT3 免疫陽性の核を示す。
(B) VMN 領域における同様の解析結果。VMN は GFAP をほとんど含まないことから ARC

と区別した。(C) 免疫陽性細胞数の平均数を解析した。平均値の算出には各群 14-18枚の画
像を使用した。LGM 投与により、VMN において c-Fos 免疫陽性細胞が減少し、pSTAT3 免
疫陽性細胞が増加したことが示された。*p < 0.05, **p < 0.01 by Student’s t-test 
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Figure 10. 時計タンパク質 PER1 アミノ酸配列の配列比較 

ナイルグラスラットの時計遺伝子Per1の塩基配列から推定されるアミノ酸配列(AnPER1)

をラット(rPER1)およびヒト(hPER1)と比較した。PER2 タンパク質内に存在する機能ドメイ
ンの PAS-A、PAS-B、PAC ドメインを示した。灰色の領域は比較した 3種の間でアミノ酸が
一致していることを示す。各機能ドメインにおいて高い保存性が示された。 
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Figure 11. 時計タンパク質 PER2 アミノ酸配列の配列比較 

Fig. 10と同様の表記で、ここでは PER2 の結果を示す。 

  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 12 
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Figure 12. 時計タンパク質 BMAL1アミノ酸配列の配列比較 

Fig. 10と同様の表記で、ここでは BMAL1 の結果を示す。 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 13 
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Figure 13. 時計タンパク質 CLOCK アミノ酸配列の配列比較 

Fig. 10と同様の表記で、ここでは CLOCK の結果を示す。 

 



 

Figure 14 
 



Figure 14. ナイルグラスラット視交叉上核（SCN）における時計遺伝子 mRNA 発現リズム 

ナイルグラスラット SCN における時計遺伝子 Per1, Per2, Bmal1, Clock, Cry1, Cry2の発現
量を、GAPDH を内部標準として比較定量した（各時刻 n = 6-8）。各点は各時刻における平
均値、エラーバーは標準誤差を示す。Per1, Per2, Bmal1, Cry1において有意な時刻による変
動がみられた（**:P<0.01 by one-way ANOVA）。 

 
 



 

Figure 15 



Figure 15. ナイルグラスラット室傍核（PVN）における時計遺伝子 mRNA 発現リズム 

ナイルグラスラット PVN における時計遺伝子 Per1, Per2, Bmal1, Clock, Cry1, Cry2の発現
量を、GAPDH を内部標準として比較定量した（各時刻 n = 4-7）。各点は各時刻における平
均値、エラーバーは標準誤差を示す。解析を行ったすべての遺伝子において有意な時刻によ
る変動はみられなかった。 

 
  



  

Figure 16 



Figure 16. ナイルグラスラット海馬における時計遺伝子 mRNA 発現リズム 

ナイルグラスラット海馬における時計遺伝子 Per1, Per2, Bmal1, Clock, Cry1, Cry2 の発現
量を、GAPDH を内部標準として比較定量した（各時刻 n = 5-7）。各点は各時刻における平
均値、エラーバーは標準誤差を示す。Per2, Bmal1 において有意な時刻による変動がみられ
た（*P<0.05 by one-way ANOVA）。 

 



 
 

 

 

 

 

Figure 17 



Figure 17. 時計遺伝子 Bmal 発光レポーターを一過的に導入した細胞の発光リズム 

ナイルグラスラットの肺または皮膚から単離し、不死化した線維芽細胞に Bmal 発光レポ
ーター（AnBmal1-ELuc）を一過的に導入し、同調処理を行った後発光リズムを記録した。皮
膚（A）および肺（B）に由来する線維芽細胞株の結果をそれぞれ示す。 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

Figure 18 



Figure 18. 時計遺伝子 Bmal 発光レポーターを安定発現させた皮膚由来細胞の発光リズム 

ナイルグラスラットの皮膚に由来する不死化線維芽細胞に Bmal 発光レポーター
（AnBmal1-ELuc）を導入後、セレクションを行うことで 3 つの細胞集団を得た。（A-C）そ
れぞれの細胞集団から得られた発光リズムを示す。（D-F）（A-C）の発光リズムからトレン
ド除去を行ったトレースをそれぞれ示す。 

 

 



 

  

Figure 19 



Figure 19. 時計遺伝子 Bmal 発光レポーターを安定発現させた肺由来細胞の発光リズム 

ナイルグラスラットの肺に由来する不死化線維芽細胞に Bmal発光レポーター（AnBmal1-

ELuc）を導入後、セレクションを行うことで 4 つの細胞集団を得た。（A-D）それぞれの細
胞集団から得られた発光リズムを示す。（E-H）（A-D）の発光リズムからトレンド除去を行
ったトレースをそれぞれ示す。 

 

  

 

 

  



 

 

 

 

Figure 20 



Figure 20. NLF-Luc細胞を用いた Bmal1-ELuc リズムに対する ATP とセラストロールの影響 

NLF-Luc 細胞を用いて時計遺伝子 Bmal1 発現リズムに対する薬物の作用を解析した。
(A) Dex による同調処理から 36時間後に ATP 100 µM を投与した時の発光リズムに対する
影響を示す。ATP 投与により発光量の増加が見られた。(B) (A) のグラフをトレンド除去
したグラフを示す。(C) Dex による同調処理から 24時間後にセラストロール 0.25-10 µM

を投与した時の発光リズムに対する影響を示す。濃度依存的に発光量の低下が観察され
た。(D) Dex による同調処理から 36時間後にセラストロール 0.1-0.5 µMを投与した時の発
光リズムに対する影響を示す。(E) 発光測定の開始時にセラストロール 0.05-1 µM を投与
した時の発光リズムに対する影響を示す。3ディッシュの平均値を示す。 (F) (E)のグラフ
の測定開始３日後の発光量を定量した結果を示す。セラストロール 0.5 µM以上の濃度で有
意に発光量が減少することが示された。*p < 0.05, **p < 0.01 by Dunnett's test. 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  



Figure 21. NLF-Luc細胞における時計遺伝子転写量に対するセラストロールの影響 

 (A) メディウムチェンジから 24時間後の細胞に対してセラストロール 1 µM を 4時間投
与し、リアルタイム RT-PCR により時計遺伝子 Bmal1 の転写量を解析した。セラストロー
ル投与による変化は観察されなかった。(Ｂ) 時計遺伝子 Per2 の結果を示す。セラストロ
ール 1 µM投与により、有意に転写量が増加した。（n=3, *p < 0.05 by Welch's t-test.） 
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