
 

 

 

 

 

 

 

 

時計遺伝子 PER2 の概日時計機能に関する研究 
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要旨 

 

 

地球上の多くの生物は内因性の概日時計を持ち、行動やホルモン分泌などの様々な生理

現象が 24時間のリズムに調律されている。この概日時計の振動は、全身の個々の細胞にお

いて時計遺伝子 Period (Per) を中心とした転写・翻訳のフィードバックループにより生み

出される。哺乳類の Per遺伝子には 3種類のサブタイプ（Per1、Per2、Per3）が知られて

いるが、中でも Per2が最も重要な役割を担うと考えられている。そこで本研究では、Per2

遺伝子とその翻訳産物である時計タンパク質 PER2 に着目して研究を行った。まず、マウ

ス胚性線維芽細胞を用いて、タンパク質合成阻害剤シクロヘキシミド存在下で PER2 の発

現を追跡した。これにより、哺乳類細胞内において時計タンパク質 PER2の概日振動維持に

はその翻訳が必要であることが明らかになった。また、Per2 コンディショナルノックアウ

トマウスを作製し、視交叉上核の PER2がマウスの概日行動周期長の決定に寄与しているこ

とを示した。さらに、PER2 は肥満病態とも関わる重要な分子であることを明らかにした。 

  



2 

 

諸言 

 

地球上の多くの生物は内因性の約 24時間周期のリズムを刻む時計（概日時計）を持つ 1。

この概日時計の振動は、個々の細胞において時計遺伝子 Period（Per）を中心とした転写・

翻訳のフィードバックループ（Transcription Translation Feedback Loop; TTFL）によっ

て生み出されている 1-3。Per 遺伝子を中心に TTFL を説明すると、まず転写促進因子の

CLOCK:BMAL1 複合体が Per遺伝子の転写を誘導し、転写された Per mRNAはタンパク

質へと翻訳される。翻訳後の PERタンパク質は速やかにリン酸化を受けてプロテアソーム

により分解されるが、時間が経過して転写が増大するにつれ、PER タンパク質が細胞質に

蓄積する。蓄積した PER タンパク質は、核内にて CRY と転写抑制複合体を形成し、

CLOCK:BMAL1 複合体と結合して自身の転写を抑制する。これにより PER タンパク質が

減少すると、その転写抑制効果が弱まり、再び Per遺伝子の転写が開始される。 

哺乳類の Per遺伝子には 3種類のサブタイプが知られており 4、中でも Per2が最も重要

な役割を担うと考えられている。これまでの研究で、Per1、Per2、Per3のうち、Per2変異

マウスのみにおいて Per1、Cry1、Bmal1といった時計遺伝子の発現が低下している 5-8こ

とが報告されており、PER2が時計遺伝子の転写制御に密接に関わると考えられる。また重

要なことに、PER2 タンパク質にはその量だけでなくリン酸化にもリズムがあり 9、PER2

のリン酸化は概日時計のペース決定に不可欠であると考えられている 10-16。さらに、ヒト

のリズム異常の一つである家族性睡眠相前進症候群（Familial Advanced Sleep-Phase 

Syndrome; FASPS）17において、PER2の安定性や細胞内の局在に関わるリン酸化部位に

変異がある家系 11や、PER2 をリン酸化し機能調整を行う CKIδ の変異を持つ家系 18が報

告されており、ヒトにおいても PER2が時計機構の中心を担っていると考えられる。 

そこで本研究では、Per2遺伝子とその翻訳産物である時計タンパク質 PER2に着目し実

験を行った。第一章では、マウス胚性線維芽細胞を用いて、翻訳阻害条件下における PER2

の時間変動プロファイルを追跡した。また第二章では、Per2 コンディショナルノックアウ

トマウスを作製し、組織特異的な PER2 生理機能の解明を試みた。 
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第一章 

マウス胚性線維芽細胞内 PER2タンパク質動態の解析 

 

 

バクテリアからヒトに至るまでの多くの生物に共通した特徴として、概日時計の中心的

な時計タンパク質の量およびリン酸化にリズムがある 1。従来の TTFL モデルにおいては、

タンパク質の翻訳が概日振動を生み出すのに必要不可欠であると考えられているが、驚く

べきことに、シアノバクテリアでは、タンパク質の翻訳を阻害した場合でも中心的な時計タ

ンパク質である KaiCがリン酸化のリズムを継続することが示された 19。Tomitaらは KaiC

に対する特異的な抗体を用いることにより、シアノバクテリア細胞内の内在性 KaiCタンパ

ク質の振動を追跡することに成功し、その結果、KaiCタンパク質の翻訳非依存的なリン酸

化リズムを明らかにした。本章では、このシアノバクテリアにおける研究に基づき、哺乳類

においても翻訳に依存しない時計タンパク質の修飾リズムが同様に観察されるのかを検証

するために、翻訳が阻害された哺乳類細胞内での中心的な時計タンパク質を追跡した。概日

性に発現する時計遺伝子の転写物およびタンパク質の発現を追跡する場合には、Bmal1-luc

や Per2::lucといったレポーター遺伝子を利用した研究が多い。しかし、上述したシアノバ

クテリアの研究と同様の課題に取り組むためには、細胞内に本来発現する内在性の時計タ

ンパク質を追跡する必要がある。これまでのところ、適した抗体がなかったことが大きな障

壁となり、薬理学的に処理可能な培養細胞を用いて複数の概日周期にわたり、内在性の時計

タンパク質を直接追跡した研究は報告されていない。そこで本章では、哺乳類の中心的な時

計タンパク質であり、シアノバクテリア KaiCと同様に発現量だけでなくリン酸化にも顕著

な概日リズムを有する PER2 を解析した。独自に作製したマウス PER2 に対する抗体を用

いて、翻訳阻害剤の存在下でマウス胚性線維芽細胞内の内在性 PER2 タンパク質を数日に

わたって追跡した。その結果、タンパク質合成を阻害した場合には、PER2の概日振動が維

持されないことを見出した。 
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1.1 結果 

 

 本章の実験では、標準的な 24-well プレートにて培養したマウス胚性線維芽細胞（MEF

細胞）を用いた。細胞を直接 Laemmliバッファーへ溶解し、24-well プレートの各ウェル

から回収したサンプルをウエスタンブロットにより解析した。新たに作製した PER2 抗体

は、過剰発現させたリコンビナント PER2 だけでなく、細胞が本来発現している内在性

PER2 も検出可能であった（図１A,B）。また、Per2 を欠損した MEF 細胞のライセートの

場合には PER2 が検出されなかったことから、PER2 に対する抗体の特異性が確認された

（図 1B）。細胞内 PER2の概日振動を解析するために、MEF細胞をデキサメタゾン（DEX）

処理により同調させたところ、内在性 PER2 タンパク質は量および移動度において特徴的

な振動を示した。一定の培養条件下でMEF細胞内の PER2は少なくとも 52時間にわたっ

て振動を継続し（図 2）、過去に報告されたマウス肝臓内の PER2 振動パターン 9とも合致

していた。以上より、in vitro 培養細胞を用いたシンプルなウエスタンブロットによって

PER2タンパク質の自律振動が追跡可能であることが確認された。 

続いて、タンパク質合成阻害剤シクロヘキシミド（CHX）の存在下で、複数の概日周期に

わたって PER2タンパク質プロファイルを追跡した（図 2）。DEX処理して同調した細胞に

対して、1周期目の PER2リズムの上昇相また下降相のいずれかにおいて CHX処理を行っ

た。その結果、CHX処理のタイミングにかかわらず、PER2は半減期約 2時間の非常に速

い減衰を示し（図 1C）、その後も検出されないことがわかった（図 2）。この結果は、概日

性の PER2増加が de novoタンパク質合成を必要とすることを示している。 

さらに、細胞を 26S プロテアソーム阻害剤MG-132で処理すると、PER2の分解が遅延

した 12,20-22。MG-132 を CHX と同時に処理した場合には、分子量の大きな PER2 タンパ

ク質が処理後 44時間まで検出されたにもかかわらず、PER2のリズムは観測されなかった

（図 2）。これは、タンパク質の分解を減弱させた場合においても、PER2 の振動にはタン

パク質合成が必要であることを意味している。 

全ての実験において、ウエスタンブロットの内部標準として用いた β-アクチンにはほぼ

一定の発現が観察された。さらに、トリパンブルー染色による細胞生存試験を実施し、CHX

処理 48時間後でも細胞が死滅していないことを確認した（図 2C）23,24。そして、CHX付

加 24、36、48 時間後に CHX 無添加の培地へ交換すると、細胞は DEX に反応して PER2

の合成を開始した（図 2C）。これらのことから、実験を通してかなりの部分の細胞が生存し

ていると考えられる。 
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図１ 作製した抗PER2抗体の特徴. (A) COS7細胞へトランスフェクションしたMyc-

PER2のウエスタンブロットによる検出。(B) 野生型およびPer2欠損MEF細胞を用いたウエ

スタンブロットの結果。(C) 野生型MEF細胞内の内在性PER2の半減期。3時間のDEX処理

により同調した細胞をCHX処理し、CHX処理の0、1、2、4、8、12、16、20、24時間後に回

収した。定量結果は0 hの値を１として示す。計算により算出された半減期は1.72時間であっ

た。β-アクチンの結果はそれぞれのローディングコントロールとして示した。 
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図 2 MEF 細胞内 PER2 のウエスタンブロットによる追跡. (A) 実験スケジュールの模式

図。DEX処理により同調したMEF細胞を４時間おきにサンプリングした。PER2の発現リ

ズムの上昇相（Time0）または下降相（Time8）に CHX (100 μg/ml) を培養液中へ加えた。

MG-132 (20 μM)は Time8において CHXと同時に添加した。(B) PER2の代表的なウエスタ

ンブロットの結果。定量結果は Time0の値を１とし、3-4組の異なるサンプルセットの実験

結果を平均値±S.D.で表示する。それぞれの実験のローディングコントロールとして β-アク

チンを示す。(C) CHX 処理後の生細胞数と CHX 除去後の DEX による PER2 発現誘導。

CHX処理開始から 12時間ごとにトリパンブルー染色法により生細胞数を計測した。結果は

独立した 3-4ウェルの平均値±S.D.で表示する。また、CHX添加 24、36、48時間後に CHX

無しの培地に交換し、3時間 DEXで処理した。ウエスタンブロットの結果は DEXにより誘

導された PER2を示す。  
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1.2 考察 

 

 本章では、翻訳を阻害した細胞内で内在性 PER2 タンパク質がどのように挙動するのか

を調べた。そのために、アフィニティー精製した PER2抗体を新たに作製し、MEF細胞を

用いて内在性の PER2 タンパク質振動をウエスタンブロットにより追跡した。その結果、

MEF 細胞内の内在性 PER2 タンパク質の量およびリン酸化が 2 周期以上にわたってリズ

ムを示すことが明らかになった。さらに、翻訳を阻害した場合には、PER2タンパク質の概

日振動は継続しないことを明らかにした。 

タンパク質の翻訳を薬理学的に阻害した場合でも、シアノバクテリア細胞は KaiCの正常

なリン酸化リズムを継続する 19,25。したがって、タンパク質合成を阻害した環境では、シア

ノバクテリア KaiC とマウス PER2 の挙動は本質的に異なると考えられる。すなわち、哺

乳類においては毎日のタンパク質合成が概日振動形成に必要であるが、シアノバクテリア

では、タンパク質合成がない場合には、翻訳後修飾のみで概日振動を維持可能であることが

明らかになった。KaiC と PER2 の違いを説明する詳細なメカニズムの解明は待たれるが、

例えば、哺乳類では PER2のリン酸化とその後の分解が密接に関わっているので、KaiCと

PER2の分解速度の差が寄与しているのかもしれない。そこで本章では、MG-132を用いて

PER2 タンパク質の分解を遅らせたが、MG-132 が多量に存在していても PER2 のリズム

性は観察されなかった。しかし、細胞内での PER2 の急速な分解による消失が PER2 のリ

ン酸化リズムの検出を妨げている可能性ついては、PER2のユビキチン化を阻害することで

強力に PER2の分解を抑制するなどの検討が必要である。 

本章のデータは、転写と翻訳に基づく発振機構である従来の TTFL モデルと、近年活発

に議論されている TTFL に依存せずに概日振動する non-TTFL モデルのいずれかを支持す

るものではないことは述べておく。翻訳（や転写）のリズムが時計機構の不可欠な部分では

なく単に必要であるという主張が確かにあり、Per2 の転写を一定にした場合でも概日リズ

ムが継続することが報告されている 26,27。本章の結果は、CHXでタンパク質合成を阻害し

た MEF 細胞内の PER2 に限定しており、他の組織や細胞における他のタンパク質の翻訳

非依存的なリズムの可能性を否定するものではない。また、一定量の PER2 タンパク質が

存在する場合に PER2 のリン酸化リズムが検出できるのかを評価するために、PER2 の翻

訳を一定にし得る条件を探索する必要があるだろう。 

本章では、MEF細胞内の内在性 PER2振動の維持にはタンパク質の翻訳が必要条件であ

ることを示した。薬理学的に処理可能な細胞培養系を利用し、細胞内の内在性 PER2 タン

パク質の時間変動プロファイルを探索するのに有用な抗体を創出することによって、PER2

のリズム形成に対するタンパク質合成の必要性を実験により確認することに成功した。 
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第二章 

組織特異的 Per2欠損マウスの作製による PER2生理機能の解明 

 

 

概日時計により様々な生理機能が 24時間リズムを示すが、このリズムの重要性はリズム

異常が病態と密接に関連することから明らかである。例えば、慢性的な時差環境下におかれ

概日時計が乱れているシフトワーカーにおいては、癌 28,29や肥満 30などの疾病のリスクが

高いことが疫学研究により報告されてきた。また、リズム異常のマウスにおいても、癌

28,31,32や、当研究室が見出した Cry欠損マウスの食塩感受性高血圧 33をはじめ、Clock変

異マウスの肥満 34、および Bmal1 欠損マウスの糖尿病 35や、Per2 変異マウスの心筋梗塞

36など、全身の時計遺伝子を欠損したマウスが、行動リズムだけでなく種々の代謝の異常を

引き起こし、ひいては疾病に至ることが報告されている。しかし、概日時計は全身のほぼ全

ての細胞に存在するため 37-39、この病態が全身のどの組織の時計の異常により引き起こさ

れるのかは不明である。そこで本章では、Per2コンディショナルノックアウト（CKO）マ

ウスを作製し（図 3）、組織特異的に Per2 を欠損させることで組織ごとの PER2 の役割を

評価した。 

Per2 を欠損させる組織として、まず概日時計の中枢である脳内視床下部の視交叉上核

（suprachiasmatic nucleus; SCN）を標的とした。SCNはおよそ 2万個の細胞から構成さ

れるが、その 1 つ 1 つの細胞は TTFL に基づく概日振動を示す。末梢の細胞も同様の機構

により概日振動を示すとされるが、SCN において特徴的なのは、SCN の各細胞が細胞-細

胞間コミュニケーションにより密接に結びつき、SCN 全体として安定した強力な振動体と

なることである 40。これにより、SCN は全身の 60 兆個もの細胞が別々の時を刻むことが

ないように統括・調律している 39-41。すなわち、SCNの時計が生体としての時計にまで反

映されると考えられているが、遺伝学を用いた検討は実際にはあまり行われていない。そこ

で本章では、SCN特異的な Per2ノックアウト（SCN-CKO）マウスを作製した。SCN-CKO

マウスを用いた概日行動測定の結果、SCNの PER2が恒暗条件下でのマウスの概日行動周

期長の決定に深く関与していることを見出した。 

また、時計遺伝子の中でも PER2 に特有の機能として、様々な核内受容体と結合するこ

とがある 42。核内受容体は代謝機能調節と密接に関わるので 43、時計機構と代謝機能を結

ぶ分子として PER2が重要な役割を担うと考えられる。そこで全身 Per2ノックアウト（全

身-KO）マウスに対して高脂肪食負荷実験を行ったところ、全身-KOマウスは高脂肪食負荷

による肥満症状を示さなかった。肥満症状は、特に脂肪組織における形態変化や遺伝子発現

変動を伴う。そこで本章では、PER2が脂肪組織において核内受容体の PPARγと直接結合

し、その転写活性を調節すること 44 に着目し、脂肪組織における遺伝子発現を解析した。

その結果、Angptl2 などのアディポカインの発現が全身-KO マウスで低下していることが

わかった。続いて、脂肪組織における PER2 の役割について検討するため、脂肪組織特異
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的な Per2ノックアウト（AT-CKO）マウスを作製した。AT-CKOマウスの脂肪組織におけ

るアディポカイン発現量を測定したところ、脂肪組織の PER2 が Agnptl2 の発現制御に寄

与していることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

図 3 Per2コンディショナルノックアウトマウスの作製. (A) マウス Per2遺伝子のゲノム

構造、ターゲティングベクターおよび組み換え後の構造。エクソンはボックスで示し、黒塗

りの領域はタンパク質コード領域を表す。白三角は loxP recombination sites、黒三角は FRT 

recombination sitesを表す。 PAS, Per-Arntl-Sim; CLD, cytoplasmic localization domains; 

PGK-Neo, neomycin resistance gene; DTA, diphtheria toxin alpha gene (B) サザンブロッ

ト法による遺伝子組み換えの確認。0.5 kbの 3’プローブを用いて、野生型配列（+）では 6.6 

kb、flでは 4.7 kbの ApaI消化断片を検出した。 
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2.1 Per2 CKOマウスの作製 

  

Per2 CKO マウスの設計は Per2 遺伝子のエクソン 10 の上流およびエクソン 12 の下流

に loxPが導入され、Creリコンビナーゼによってエクソン 10、11、12を含む 1.5 kbが除

去されるようにした（図 3A）。この領域は、PER2 の機能ドメインである PAS ドメインお

よび細胞質局在ドメイン（CLD）をコードしている 45-47。PASドメインは様々な生物の時

計遺伝子の間で高度に保存されている重要なドメインである 48-50。標的とした 3 つのエク

ソンは、ショウジョウバエの Period 遺伝子と比較して最も保存されている領域を含んでお

り、この欠損は、PAS-Bドメインの半分と PACサブドメインの全領域を取り除くものであ

る 45-47ので、PASドメインの機能を失うと予想される。さらに、この欠損は以降に翻訳フ

レームシフトを引き起こす。したがって、ノックアウト配列を持つ場合には、N末端側の最

初の 320 アミノ酸に PER2 とは無関係の 49 アミノ酸が付加されたタンパク質が産生する

可能性があるが、PER2は本来全長 1257アミノ酸からなるタンパク質なので、この小さな

変異タンパク質が PER2 の機能を代替することや、他の何らかの機能を示す可能性は低い

と考えられる。遺伝子改変が Per2遺伝子のゲノム配列上で起こっていることは、サザンブ

ロット法により確認した（図 3B）。SCN-CKOマウスおよび AT-CKOマウスは、それぞれ

SCN 特異的遺伝子あるいはアディポネクチン Adipoq 遺伝子のプロモーターの制御下で

Creリコンビナーゼを発現するマウス（それぞれ SCN-creマウス、Adipoq-creマウス）と、

loxPが挿入された floxマウスとを交配することにより得た。 

まず PER2の SCNにおける発現を確認するために、脳切片の免疫染色を行った（図 4）。

野生型マウスおよび floxマウスの SCNにおいて、PER2は CT12に強く CT20に弱い、リ

ズミックな発現パターンを示した。一方、全身-KOマウスの SCNにおいては、いずれの時

刻にも PER2 のシグナルは検出されなかった。また、SCN-CKO マウスの SCN において

も、CT12、CT20のいずれの時刻にも PER2のシグナルは検出されなかった。全身-KOマ

ウスの大脳皮質においては PER2 のシグナルは検出されなかったが、SCN-CKO マウスの

大脳皮質においては、floxマウスと同様に PER2のシグナルが確認された。このことから、

SCN-CKOマウスは SCN特異的に PER2を欠損していると考えられる。一方で、SCN-cre

マウスおよび AT-CKO マウスの SCN においては、CT12 に野生型マウスおよび flox マウ

スと同程度の PER2シグナルが確認された。 

次に、末梢組織における Per2 mRNAを定量的リアルタイム PCR法により測定した（図

5）。末梢組織としては、精巣上体周囲脂肪（epididymal white adipose tissue; eWAT）、鼠

径部脂肪（inguinal white adipose tissue; iWAT）、褐色脂肪（brown adipose tissue; BAT）

の 3箇所の脂肪組織、および肝臓を用いた。いずれの組織においても、floxマウスでは野生

型マウスと同等の Per2の発現が確認されたのに対して、全身-KOマウスでは Per2 mRNA

は検出されなかった。また、AT-CKO マウスの Per2 mRNA の発現は、野生型マウスに対

して eWATでは 38 %、iWATでは 30 %、BATでは 23 %と有意に低下していた。 
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図 4 免疫染色による Per2 CKO マウス脳の PER2 タンパク質の発現解析. (A) CT12

（Circadian Time; 行動開始点を CT12と定義）における、野生型（WT）マウス、floxマウ

ス、全身-KOマウス、SCN-CKOマウス、SCN-cre マウス、AT-CKOマウスの SCNの代表

的な PER2免疫染色像。(B) CT20おける、WTマウス、floxマウス、全身-KOマウス、SCN-

CKOマウスの SCNの代表的な PER2免疫染色像。(C) CT12おける、floxマウス、全身-KO

マウス、SCN-CKOマウスの大脳皮質の代表的な PER2免疫染色像。Bars = 200 μm 
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一方、AT-CKOマウスの肝臓では、Per2の発現は野生型マウスと比較して低下していなか

ったことから、AT-CKOマウスは脂肪組織特異的に Per2を欠損していると考えられる。 

 

 

 

 

 

図 5 定量的リアルタイム PCR 法による Per2 CKO マウス脂肪組織および肝臓の Per2 

mRNAの発現量解析. 野生型（WT）マウス、floxマウス、全身-KOマウス、AT-CKOマウ

スの (A) eWAT、(B) iWAT、(C) BAT、(D) 肝臓における Per2 mRNA発現量。結果は、WT

マウスの平均値を 1とし、それぞれの平均値±S.E.M.で表示する。（eWATはWT・AT-CKO・

全身-KO は n=4、flox は n=2、iWAT は WT・AT-CKO は n=4、flox は n=2、全身-KO は

n=3、BATはWT・AT-CKOは n=4、flox・全身-KOは n=2、肝臓は n=2）One-way ANOVA 

with Tukey post hoc testにより統計解析を行った。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001、黒の

星印 (*), vs. WT；赤の星印 (*), vs. flox 
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2.2 Per2 CKOマウスの行動解析 

 

Per2 遺伝子を全身で欠損するマウスは、概日行動に異常をきたすこと 8,51,52が報告され

ている。この概日行動異常において、概日時計の中枢である SCNおよび末梢組織の PER2

が寄与しているのかを検討するために、Per2 CKO マウスの概日行動を測定した（図 6）。

マウスを 12時間明期・12時間暗期（LD）条件で 10日以上飼育して同調させた後、恒暗条

件へ移行して概日行動周期長を測定した。野生型マウスおよび flox マウスは、恒暗条件下

でそれぞれ 23.83 ± 0.04 h（平均値±S.E.M.）、23.81 ± 0.02 hの行動周期長を示した。一

方、全身-KOマウスは、22.02 ± 0.15 hの有意に短い行動周期長を示した。また、6個体中

3個体の全身-KOマウスは、3週間の恒暗条件下で概日リズムを持続できず、アリズミック

となった。これらの全身-KO マウスの表現型は、以前の報告と合致するものである 51,52。

また、全身-KOマウスは行動の開始点が安定せず、LD条件においても行動は明暗周期と同

調こそするが、暗期の開始と行動の開始が揃わない傾向がみられた。次に、SCN-CKOマウ

スの行動を測定したところ、その概日行動周期長は 23.00 ± 0.13 hであり、野生型マウス、

flox マウスおよび SCN-cre マウス（行動周期長 23.88 ± 0.07 h）などの対照群と比較して

有意に短かった。一方、AT-CKOマウスおよび Adipoq-creマウスの行動周期長は、それぞ

れ 23.73 ± 0.04 h、23.77 ± 0.04 hであり、野生型マウスと同程度であった。したがって、

SCNの PER2が欠損するとマウスの概日行動周期長が短縮されることがわかった。 
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図 6 Per2 CKOマウスの概日行動. 野生型（WT）マウス、floxマウス、全身-KOマウス、

SCN-CKOマウス、SCN-cre マウス、AT-CKOマウス、Adipoq-creマウスの、(A) 代表的な

行動測定結果。行動記録の灰色の影は暗期を表し、記録の上のバーは明暗周期を示す。KO_2

は恒暗条件下で概日リズムを失った。(B) 行動周期長のグラフ。WT・SCN-CKOは 5個体、

flox は 7 個体、全身-KO・SCN-cre・AT-CKO・Adipoq-cre は 4 個体の測定結果を平均値

±S.E.M.で表す。One-way ANOVA with Tukey post hoc test により統計解析を行った。

***P<0.001 vs. all the other genotypes 
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2.3 Per2 CKOマウスの脂肪組織における解析 

 

Per2 遺伝子を全身で欠損したマウスが、野生型マウスと比較して脂肪組織の減少を伴う

体重低下を示すことが報告されている 44。そこで、脂肪組織の PER2が高脂肪食（High Fat 

Diet; HFD）負荷により誘導される肥満に関与しているのかについて検討するために、HFD

負荷時の野生型マウスと全身-KOマウスの体重を測定した（図 7A）。以前の報告 44に合致

して、全身-KOマウスは野生型マウスに比べて低体重であった。また、野生型マウスに HFD

を与えると体重は有意に増加したが、全身-KO マウスでは体重増加は見られなかった。さ

らに、HFD負荷開始時に全身-KOマウスの体重が軽いことがHFDによる体重増加を抑制

する可能性について検討するために、全身-KO マウスが 6 週齡の野生型マウスの平均体重

に相当する約 20ｇになった時点から HFD 負荷実験を開始した。この場合でも、全身-KO

マウスでは体重の顕著な増加は認められなかった（data not shown）。以上のことから、HFD

負荷による肥満に PER2 が寄与することが明らかになった。次に、このマウスの eWAT、

iWAT、BAT、および肝臓の切片をヘマトキシリン・エオジン染色により観察したところ、

体重変動の結果と一致して、HFD負荷した野生型マウスのいずれの脂肪組織においても細

胞の肥大化が観察された（図 7B）。また、肝臓においては脂肪の蓄積が見られた（図 7B）。

一方、HFD負荷した全身-KOマウスの脂肪組織や肝臓においては、そのような変化は観察

されなかった（図 7B）。 

次に、これらのマウスの脂肪組織におけるアディポカインの発現を定量的リアルタイム

PCR法により測定した（図 8）。アディポカインは主に脂肪組織から分泌されて炎症やイン

スリン抵抗性などの機構に関わる重要な分子であり 53-55、肥満などにより発現量や血中濃

度が変動する。本章では、代表的なアディポカインであるアディポネクチン（Adipoq）、お

よび飽食シグナルのレプチン（Lep）54、肝臓において時計との関わりが報告されているビ

スファチン（Nampt）56、血管炎症に関わるアンギオポエチンライク 2（Angptl2）54,57に

ついて発現量を調べた。通常食の野生型マウスと比較すると、HFD負荷の野生型マウスに

おいて、eWATの Angptl2、iWATの Adipoq、Nampt、Angptl2、BATの Angptl2の発現

量は有意に低下していた。これに対して、BATの AdipoqやNamptの発現については通常

食とHFDの間で差は認められなかった。また、通常食と HFD負荷間での変化を、野生型

マウスと全身-KOマウスのそれぞれにおいて比較すると、eWATの Lepが全身-KOマウス

ではHFD負荷により有意に増加しており、野生型マウスとは逆であったが、他のほとんど

のアディポカイン発現量の HFD負荷による増減パターンについては、野生型マウスと全身

-KO マウスで大きな差は認められなかった。さらに、通常食の野生型マウスと全身-KO マ

ウスを比較すると、eWATの Lepおよび Angptl2、iWATの Angptl2、BATのNamptおよ

び Angptl2の発現が全身-KOマウスにおいて有意に低下していた。 
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図 7 高脂肪食（HFD）負荷実験. 通常食（NC）または HFDを与えた野生型（WT）マウ

スおよび全身-KO マウスの (A) 体重推移と代表的なマウスの写真。実験結果は各条件 4 個

体の体重測定の結果を、平均値±S.E.M.で表示する。Two-way ANOVA with Bonferroni post 

hoc testにより統計解析を行った。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001、黒の星印 (*), WT_HFD 

vs. WT_NC；赤の星印 (*), WT_HFD vs. KO_HFD；青の星印 (*), WT_NC vs. KO_NC (B) 

eWAT、iWAT、BATおよび肝臓の代表的なヘマトキシリン・エオジン染色像。Bar = 200 μm 
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図 8 定量的リアルタイム PCR 法による高脂肪食負荷マウスの脂肪組織におけるアディポ

カイン mRNAの発現量解析. 通常食（NC）または HFDを与えた野生型（WT）マウスお

よび全身-KOマウスの (A) eWAT、(B) iWAT、(C) BATにおけるアディポネクチン（Adipoq）、

レプチン（Lep）、ビスファチン（Nampt）、アンギオポエチンライク 2（Angptl2）のmRNA

発現量。結果はそれぞれ WT_NC の平均値を 1 とし、3 個体の平均値±S.E.M.で表示する。

One-way ANOVA with Tukey post hoc testにより統計解析を行った。*P<0.05, **P<0.01 
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そこで、野生型マウスと全身-KO マウスの脂肪組織におけるアディポカイン発現量の変

動に、脂肪組織の PER2 が関与しているのかについて検討するため、AT-CKO マウスの脂

肪組織におけるアディポカインの発現量を比較した（図 9）。まず、野生型マウスと全身-KO

マウスを比較すると、先述の結果と合致して、eWAT の Lep および Angptl2、iWAT の

Angptl2、BAT の Nampt および Angptl2 の発現は全身-KO マウスにおいて有意に低下し

ていた。また、eWATの Adipoqについても、全身-KOマウスにおいて有意な低下が確認さ

れた。しかし、AT-CKO マウスの eWAT においては、いずれのアディポカインについても

野生型マウスと比べて有意な発現変動は確認されず、全身-KO マウスと比較して発現量が

多かった。一方、iWATの Angptl2 mRNAは、全身-KOマウスだけでなく AT-CKOマウス

においても野生型マウスに比べて有意に低下していた。このことは、脂肪組織の PER2 が

iWAT における Angptl2 の発現を制御することを示唆する。また、BAT の Nampt および

Angptl2 の発現についても、AT-CKO マウスにおいて全身-KO マウスと同様に低下する傾

向があったことから、脂肪組織の PER2が BATにおけるNamptおよび Angptl2の発現を

制御する可能性がある。 



20 

 

 

 

図 9 定量的リアルタイム PCR 法による Per2 CKO マウス脂肪組織のアディポカイン

mRNAの発現量解析. 野生型（WT）マウス、全身-KOマウス、AT-CKOマウスの (A) eWAT、

(B) iWAT、(C) BATにおけるアディポネクチン（Adipoq）、レプチン（Lep）、ビスファチン

（Nampt）、アンギオポエチンライク 2（Angptl2）のmRNA発現量。結果はWTの平均値

を 1 とし平均値±S.E.M.で表示する。（WT は n=4、ただし BAT の Nampt は n=3、全身-

KOの eWAT・BATは n=4、iWATは n=5、AT-CKOは n=4、ただし eWATの Lepは n=3）

One-way ANOVA with Tukey post hoc testにより統計解析を行った。*P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001 
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2.4 考察 

 

本章では、組織特異的な PER2 の生理機能を解明することを目的として、SCN-CKO マ

ウスおよび AT-CKOマウスを作製した。SCN-CKOマウスの行動測定実験により、SCNの

PER2が概日行動周期長の決定に関与していることがわかった。また、AT-CKOマウスを用

いたアディポカイン発現量の測定実験により、脂肪組織の PER2が iWATにおけるAngptl2

の発現を制御する可能性を見出した。 

全身で Per2を欠損したマウスは、概日行動周期長が野生型マウスなどの対照群のマウス

よりも 2時間程度短く、およそ 22時間であった（図 6）。SCN-CKOマウスも対照群よりも

有意に短い行動周期長を示したが、それはおよそ 23時間であり、全身-KOマウスほど短く

なかった（図 6）。また、全身-KO マウスの恒暗条件下での概日行動リズム（特に行動開始

点）は不安定であり、概日行動リズムを消失したマウスもいたが、SCN-CKOマウスでは行

動開始点は全身-KO マウスほど不安定ではなく、3 週間の恒暗条件下で概日行動リズムを

失う個体は確認されなかった。このように、SCN-CKO マウスの表現型は全身-KO マウス

ほど顕著ではなかった。これは、SCN-CKOマウスの SCNの全ての細胞において PER2が

完全には欠損されておらず、細胞によっては残存している PER2が機能するために、SCN-

CKOマウスの表現型は野生型マウスと全身-KOマウスの中間の概日行動周期長になるとい

う可能性が考えられる。しかし、脳切片の PER2 免疫染色を行ったところでは、全身-KO

マウスと同様に、SCN-CKOマウスの SCNにおいて PER2のシグナルは一切検出されなか

った（図 4）ので、本章の実験結果は SCN以外の組織の PER2が概日行動周期長の決定に

関与する可能性を示唆する。この可能性について検証する一つの方法は、SCN のみを取り

出してその固有の振動周期を測定可能な SCN スライス培養の手法である 40。具体的には、

全身-KO マウスおよび SCN-CKO マウスを Per1 プロモーター駆動でルシフェラーゼを発

現するレポーターマウス 58と掛け合わせ、そこから作製した SCN スライス培養を用いて、

ルシフェラーゼ発光によりそれぞれのSCNの固有の概日振動周期長を測定するという実験

である。SCN 以外の組織が SCN の概日振動周期長に寄与しているとすれば、全身-KO マ

ウスの SCN と SCN-CKO マウスの SCN は同じ概日振動周期長を示すことが期待される。 

全身-KOマウスは野生型マウスと比較して低体重であり、HFDを与えても野生型マウス

のような体重増加は認められなかった（図 7A）。全身-KO マウスが肥満症状を示さなかっ

た原因を探索するためには、摂食量や行動量、呼吸商の測定などを行ってエネルギーの摂取

量や消費量を評価するとともに、野生型マウスとは異なる振る舞いを示す臓器や組織を同

定する必要があるだろう。本章においては、野生型マウスでは HFD負荷による脂肪細胞の

肥大化や肝臓における脂肪蓄積が認められたのに対して、全身-KO マウスではそのような

変化が見られないことを述べた（図 7B）。また、野生型マウスと全身-KO マウスの脂肪組

織において、アディポカインの発現量に差があることを示した（図 8, 9）。したがって、野

生型マウスと全身-KO マウスの脂肪組織における違いが、全身-KO マウスにおける HFD
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負荷による肥満の抑制に関与しているかもしれない。今後は、AT-CKOマウスに対してHFD

を負荷した場合に体重増加が抑えられるのかを検討する価値があるだろう。また、AT-CKO

マウスは正常な概日行動リズムを持つと考えられるが（図 6）、SCN-CKO マウスのような

概日行動リズム異常マウスでは HFD 負荷に対して体重がどのように変動するのかについ

ても極めて興味深い。 

Angptl2は、通常食の野生型マウスに比べて HFD負荷した野生型マウスにおいて発現が

低下しており、全身-KO マウスにおいては食事に関わらず野生型マウスと比較して発現が

低下していた（図 8）。Angptl2 遺伝子の産物であるアンギオポエチンライク 2 は、肥満に

関連するインスリン抵抗性、脂質異常症、アテローム形成に関わる重要な炎症性メディエー

タである 54,57,59,60。野生型マウスでは、HFD負荷による肥満によって Angptl2の発現変動

が起こると考えられるが、全身-KO マウスでは肥満にならなくても Angptl2 の発現が変動

し、野生型マウスの肥満状態と同様の状態になることで、肥満に続く局所・血管炎症などの

病態が現れるかもしれない。このことは、Per2 を全身で欠損したマウスが心血管系の異常

を示すという過去の報告 36,61,62との関連からも興味深い。しかし、アディポカインは主に

脂肪組織において産生された後、細胞内や組織内だけでなく、分泌されて血中を循環し全身

性にも作用するので 54、アディポカインの作用を議論するためには血中タンパク質濃度お

よび作用の応答性に関する検討も必要である。したがって、野生型マウスおよび全身-KOマ

ウスにおける組織中および血中アディポカイン濃度やその作用標的の変動についてさらな

る検討が必要だろう。 

全身-KOマウスだけでなく、AT-CKOマウスの iWATにおいても Angptl2の発現量が低

下していたこと（図 9）は、脂肪組織の PER2 が iWAT の Angptl2 の発現を制御すると強

く示唆されることから極めて興味深い。脂肪組織における Angptl2 の発現には概日リズム

があること 63、Angptl2 のプロモーター上には BMAL1:CLOCK が結合する E-box 配列が

存在し、全身 Cry 欠損マウスでは脂肪組織における Angptl2 発現リズムが失われること 64

から、iWAT の PER2 が Angptl2 の発現を制御する可能性は極めて高い。一方、E-box 制

御型の遺伝子に関しては、PER2 欠損により発現が増加すると予想されるが、全身-KO マ

ウスおよび AT-CKOマウスの iWATでは、ピーク時刻の ZT16および CT16に Angptl2の

発現は低下した。24 時間を通して発現がどのように変動しているのかについても検討する

必要があるが、脂肪組織の PER2 が E-box を介した制御以外にも、例えば核内受容体との

結合を介して Angptl2 の発現を促進するメカニズムが存在するのかもしれない。また、

eWATにおいては、全身-KOマウスで認められた Angptl2発現量低下が AT-CKOマウスで

は確認されなかった（図 9）。これは、Adipoq-cre による Per2 の欠損効率が iWAT に比べ

て eWATでは低かったことにより、eWATにおいては PER2減少による Angptl2発現の低

下が緩やかであったことに起因する可能性がある。あるいは、Angptl2 発現制御において、

iWATでは脂肪組織の PER2が寄与しているのに対して、eWATでは脂肪組織以外の PER2

が関与している可能性も考えられる。 
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結論 

 

 

第一章における本研究では、新たに PER2抗体を作製し、MEF細胞内の内在性 PER2の

リズムを 2周期に渡って検出し、追跡することに成功した。これによって、MEF細胞内の

内在性 PER2 の自律振動を維持するためには、タンパク質合成が必要条件であることを実

証した。 

また、第二章における本研究では、独自に Per2 CKOマウスを作製し、組織ごとの PER2

の生理機能を明らかにするために、組織特異的な Per2 欠損マウスを解析した。SCN-CKO

マウスの概日行動解析により、概日時計の中枢である SCNの PER2がマウスの概日行動周

期長の決定に深く関与していることを示した。また、HFD負荷により引き起こされる肥満

に PER2 が寄与することを明らかにした。さらに、AT-CKO マウスの脂肪組織におけるア

ディポカインの発現解析から、脂肪組織の PER2 がアディポカインの発現に寄与している

ことを示した。 

 

以上、第一章と第二章を通して、マウス PER2抗体および Per2 CKOマウスを作製し、

時計遺伝子 PER2 の機能をより詳細に解析した。本研究の成果より、PER2 タンパク質を

創薬標的とする研究の進展が期待され、本研究において作製し、タンパク質の追跡に有用な

PER2抗体、および組織特異的な Per2欠損を可能にする Per2 CKOマウスが、PER2タン

パク質の詳細な機能解析を加速させる重要な手段となるであろう。 
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実験材料と方法 

 

第一章 実験材料と方法 

 

細胞培養と薬剤処理 

Per2を欠損した MEF 細胞 65はテキサス大学 Cheng Chi Lee先生よりご供与いただい

た。マウス胚性線維芽細胞（MEF細胞）は 10% 牛胎児血清を添加した Dulbecco modified 

Eagle medium/Ham’s F-12 (Nacalai Tesque)を用いて、37°Cの 5% CO2加湿した状態で培

養した。定常状態のコンフルエントな細胞をアッセイするため、細胞を 1ウェルあたり 1 × 

105 cellsとなるように 24-wellプレートへ均一に撒き、2日後に実験を開始した。細胞を 3

時間のデキサメタゾン（DEX）処理（終濃度 200 nM）により同調させ、その後 DEX無添

加の培地に戻した（Time0）。記載のある場合には、CHX（終濃度 100 μg/ml）を培地に加

えてタンパク質の翻訳を薬理学的に阻害した。また、プロテアソーム阻害剤MG-132（終濃

度 20 μM; Sigma-Aldrich; C2211）を CHXと同時に処理することで、プロテアソーム依存

的なタンパク質分解を阻害した。サンプリングは４時間おきに行った。細胞はウェル毎に 1 

× cOmplete Protease Inhibitor cocktail (Roche Diagnostics)を含む Laemmliバッファー

（10 mM Tris-HCl, pH6.8, 154 mM NaCl, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 50 mM 

dithiothreitol, 6% glycerol, 2% sodium dodecyl sulfate）に直接溶解し、直ちに 95°Cで 10

分加熱した。さらに、細胞生存確認のために、CHXを含む培地を 24、36、48時間後に CHX

無添加の培地に交換し、6時間の回復期間を経た後、3時間の DEX処理後に回収した。 

 

PER2抗体とウエスタンブロット 

 抗 PER2 ウサギ抗血清は、グルタチオン S-トランスフェラーゼと融合したマウス PER2

タンパク質断片（アミノ酸 882-1258残基）に対して産生させた。この抗血清は、マルトー

ス結合タンパク質と融合したマウス PER2 タンパク質断片をブロットしたフッ化ポリビニ

リデン（PVDF）膜用いてアフィニティー精製した。PER2 検出のための SDS-PAGE は、

7.5%のポリアクリルアミドゲル（E-R7.5L; ATTO）を用いて、15 mAで 45分の後、30 mA

で 75分行い、タンパク質を十分に分離した。泳動後 PVDF膜へ転写し、PER2抗体（終濃

度 2 μg/ml）、β-Actin抗体（A5441, Sigma-Aldrich, 1:1000）、またはMyc抗体（9E10, Santa 

Cruz Biotechnology, 1:200）を 1次抗体として反応させた。2次抗体として西洋ワサビペル

オキシダーゼ標識抗ウサギまたはマウス IgG抗体（GE Healthcare, 1:5000または 1:100000）

を反応させ、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare)を用いて、

LAS4000（FUJIFILM）で検出した。免疫陽性バンドの化学発光強度の定量は Image Gauge

（FUJIFILM）を用いて行った。 
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トランスフェクション 

 PER2の過剰発現のために、pCS2 + MTベクターへマウス PER2タンパク質の全長 CDS

を挿入した、Myc-PER2発現コンストラクト（0.5 μg per well）を用いた。24-wellプレー

トで 80%コンフルエントになった COS7 細胞へ、Lipofectamine LTX/PLUS （Life 

Technologies）を用いてトランスフェクションした。細胞はトランスフェクションの 24時

間後に回収した。 
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第二章 実験材料と方法 

 

実験動物 

マウスは明期 12 時間、暗期 12 時間の明暗周期に 2 週間以上同調させ、サンプリング前

日より恒暗条件とし、組織を採取した。SCNを含む脳切片を用いた免疫染色のために、SCN

内の PER2タンパク質量がピークとなる CT12（Circadian Time, 行動開始点を CT12と定

義）および、トラフとなる CT20において脳を採取した。また、末梢組織の定量的リアルタ

イム PCR法のために、末梢組織の Per2 mRNA量がピークとなる CT16において 13-15週

齢マウスの脂肪組織および肝臓を採取した。脂肪組織は、精巣上体周囲脂肪（epididymal 

White Adipose Tissue; eWAT）、鼠径部脂肪（inguinal White Adipose Tissue; iWAT）、褐

色脂肪（Brown Adipose Tissue; BAT）の 3 組織を採取した。対照として、野生型マウス

（C57BL/6J, Japan Lab Animals Co.）を用い、実験にはオスマウスを用いた。マウスの取

り扱いや実験は、京都大学大学院薬学研究科動物実験委員会の承認を得て行った。 

 

Per2コンディショナルノックアウト（CKO）マウスの作製 

Per2遺伝子のエクソン 10、11、12を挟むように、イントロン中に loxP配列を、その下

流に ES 細胞のセレクションに利用するためにネオマイシン耐性遺伝子（Neo）を挿入し、

5’ 側に 8 kb と 3’ 側に 3 kb のホモロジーアームを有するターゲティングベクター（TV）

を作製した。制限酵素 SalI により線状化した TV をエレクトロポレーション法により ES

細胞（TT2細胞(C57BL/6N × CBA)）へ導入し、標的部位への相同組み換えをサザンブロ

ット法により確認した。組み換え陽性クローンから雄のキメラマウスを得て、雌の

C57BL/6J マウスとの交配により F1 マウスを得た。さらに Neo を除去するため、F1 マウ

スと全身でFlpを発現するマウスとを交配した。その後近交系への純化のために、C57BL/6J

との交配を 6回以上行った。また、この過程で Flp が除かれたことを確認した。 

全身ノックアウト（KO）マウスを作製するために、Flox配列を持つマウスを、サイトメ

ガロウイルスエンハンサーとニワトリ β-アクチンプロモーターの制御下で Cre リコンビナ

ーゼを発現する（CAG-cre）マウスと交配した。またその後、近交系への純化のために、

C57BL/6J との交配を 5 回以上行った。また、この過程で CAG-cre が除かれたことを確認

した。 

SCN特異的に Per2を欠損させるため、SCN特異的遺伝子の下流に Creリコンビナーゼ

を導入した（SCN-cre）マウス（Jackson Laboratory）と flox 配列を持つマウスを掛け合

わせた。また、脂肪組織特異的に Per2 を欠損させるため、アディポネクチン Adipoq 遺伝

子のプロモーター制御下でCreリコンビナーゼを発現する（Adipoq-cre）マウス 66（B6.FVB-

Tg(Adipoq-cre)1Evdr/J, Jackson Laboratory）と flox配列を持つマウスを掛け合わせた。

SCN-CKO マウスおよび AT-CKO マウスは、flox 配列をホモで持ち、かつそれぞれ SCN-

cre または Adipoq-cre をヘテロで有する。 
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作製した Per2 CKO マウスの遺伝子型は PCR 法により決定した。Per2 遺伝子型決定の

ための PCR 法に用いたプライマーは、F1: 5’-GCTGCCTCCGTCATCTCTAC-3’、R1: 5’-

ACACCAGGTCTCAGCCAGGA-3’、R2: 5’-GGAACTTCGGATCCTAGTGAACCTCTTC-3’

の 3本で、WT配列から 740 bp、Flox配列から 937 bp、KO配列から 502 bp の PCR産物

が生成する。 

 

概日行動リズム解析 

 赤外線センサーを備えた行動測定ボックス内にてマウスを個別に飼育し、行動を測定し

た。マウスを 12時間明期・12時間暗期の条件で 10日以上飼育して同調させた後、恒暗条

件にて 3週間以上行動を記録した。マウスの行動は、Clocklabソフトウェア（Actimetrics）

を用いて解析し、恒暗条件下の行動について Χ二乗法により概日行動周期長を得た。 

 

高脂肪食（HFD）負荷実験 

 マウスを個別のケージにて、12時間明期・12時間暗期の条件で飼育した。6週齢の野生

型マウスおよび全身-KOマウスに、10週間にわたり HFD（60 kcal% Fat, Research Diets 

Inc., D12492）を ad lib.で与え、週に一度体重を測定した。HFD負荷したマウス組織のヘ

マトキシリン・エオジン染色のために、20週間通常食または HFDを与えたマウス（26週

齡）の脂肪組織および肝臓を採取しパラフィンへ包埋した。また、定量的リアルタイム PCR

法のために、12週間通常食または HFDを与えたマウス（18週齡）から、ZT16（Zeitgeber 

Time, 暗期開始点を ZT12と定義）において脂肪組織を採取した。 

 

サザンブロット法 

 マウスの尾を 250 μg/ml proteinase Kを含む溶解液中にて 50℃で 1晩溶解し、フェノー

ル/クロロホルム抽出、エタノール沈殿によりゲノムを精製した。10 μgのゲノムを 40 Uの

制限酵素 ApaI により 1 晩消化し、その全量を 0.8%アガロースゲルを用いた電気泳動によ

り 1晩かけて分離した後、ナイロンメンブレン（GeneScreen Plus, Perkin Elmer）へ転写

した。32P-dCTP標識したプローブと 60℃で１晩ハイブリダイズさせたメンブレンを、イメ

ージングプレートに露光させ、BAS5000（FUJIFILM）を用いてオートラジオグラムを得

た。 

 

免疫染色 

 マウスを生理食塩水の灌流により脱血後、4%パラホルムアルデヒド含有 0.1 Mリン酸緩

衝液（4% PFA）を用いて灌流固定した。脳を摘出し、4% PFA中にて 4℃で浸漬固定後、

凍結保護のために 20%スクロース含有 0.1 M リン酸緩衝液を 4℃で浸透させた。脳を凍結

し、クリオスタットを用いて SCNを含む 30 μmの冠状面切片を作製した。切片は、0.1 M

リン酸緩衝液（0.1 M PBS）、続いて 0.3% Tritonを含む 0.1 M PBS（PBS-T）により洗浄
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および透過処理し、内在性ペルオキシダーゼを不活化するために 0.3% 過酸化水素により

処理した。その後、PBS-Tにより洗浄し、Rabbit polyclonal anti-PER2抗体（PER21-A, 

Alpha Diagnostics, 1:500）を 4℃で 3晩反応させた。一次抗体を PBS-Tで洗浄後、ビオチ

ン標識 goat anti-Rabbit IgG抗体 （BA-1000, VECTOR LABORATORIES, 1:1000）を 4℃

で 1晩反応させた。二次抗体を PBS-Tで洗浄後、VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit （PK-

6100, VECTOR LABORATORIES）を 90分反応させた後、DABにより発色させた。 

 

ヘマトキシリン・エオジン染色 

 パラフィンへ包埋した組織から、ミクロトームを用いて 5 μmの切片を作製し、脱パラフ

ィン後水和した。ヘマトキシリン染色液にて 10 分染色後、流水により 10 分間の脱染を行

った。その後、エオジン染色液にて 2分染色後、流水にて 5分洗浄後、80 %エタノールに

より 3分間の脱染を行った。 

 

定量的リアルタイム PCR法 

精製した RNAを、SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（Invitrogen）により逆転写

し cDNAを合成した。リアルタイム PCR は THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）

を用いて StepOnePlus（Applied Biosystems）にて行った。Per2 および各種アディポカイ

ンのmRNA量はハウスキーピング遺伝子 Rplp0により標準化した。リアルタイム PCRに

用いたプライマーは表 1に示す通りである。 
 

表 1 リアルタイム PCRに使用したプライマーの配列 

RefSeq ID 
Gene 

symbol 
Primer sequences (5'→3') Product size (bp) 

NM_011066 Per2 
F: CCATCCACAAGAAGATCCTAC 

128 
R: GCTCCACGGGTTGATGAAGC 

NM_009605 Adipoq 
F: TGTACGATTGTCAGTGGATC 

104 
R: CAGTTGTAGTAACGTCATC 

NM_008493 Lep 
F: AGACCATTGTCACCAGGATC 

137 
R: CTTGGACAAACTCAGAATG 

NM_021524 Nampt 
F: TTTTGAACACATAGTAACACAGTTCTCATC 

101 
R: GGTCTTCACCCCATATTTTCTCA 

NM_011923 Angptl2 
F: AGAGTGACCAGAATCTGAAG 

113 
R: TTGCAGGCAGTCTCTCCATG 

NM_007475 Rplp0 
F: CTCACTGAGATTCGGGATATG 

223 
R: CTCCCACCTTGTCTCCAGTC 
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