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要約

CLOCKは時計発振遺伝子が形成するコアフィード

パックル…プの促進因子であり， そのよ監怯子 Clock

を変異させると活動議リズムが異常になることが知ら

れている O 本研究では， テレメトリー法を用いて

Clock変異マウスの心拍数"i-活動議，体温とともに連

続測定し，そのリズム性や日内変動を比較検討した。

Clock変興マウスの心拍数サーカディアンリズムは，

12時間明:12時間暗の明暗条件に同調していたが，

常明または恒常暗条件下でフリーランさせると周期が

した。明暗条件下において，通常のマウス

では明期から暗期への移げ期に心拍数が上昇するのに

対して， Clock変異マウスでは移行期から約2時間

遅れて心拍数が上昇した。このような変動の遅延は，

体調でも同様に認められた。各パラメータ聞

の相互相関関係から，体温は心拍数から数10分遅れて

変化していることがわかった。 心拍変動は Clock変

ウスで減少しており，周波数解析では低周波成分，

高周波成分ともにそのパワーが野性型と比べて低{躍を

示した。これらの結果から， Clock変異マウスでは

自律神経活性が減弱していることが示唆された。

緒

すべての哨乳動物には約24時間を周期とする概日

(サーカディアン)リズムがみられるO サーカディア

ンリズムは視床下部の視交叉上核 (suprachiasmaもlC

nucleus ; SCN)から発振される内因性のリズムであ

り，最近の多くの分子レベルでの研究から，その発搬

原理は時計振動体遺伝子の転写制御によるネガティブ

オ…トフィ…ドパックループ機構であることがわかっ

てきた!l。 時計遺伝子 Clockのク口…ニング 2)は，こ

のような研究成果が生まれるきっかけのーっとなったo

Clock遺伝子がコードする CLOCKは， BMAL1とー

し，時計振動体遺伝子 mPerl， mPer2の

転写を促進することでリズム形成に関与していると考

えられている 3)。この Clock

スを』国常時条件下におくと，

させたマウ

リズムが異常にな

ること れている 4)。

心拍数は，活動量や体温と同じくサーカディアンリ

ズムを示す代表的な生理パラメ…タの一つで、ある 5，6)。

心拍数が他の指標と大きく異なるのは，心拍数そのも

のに加えて心拍数変動も解析対象とすることができる

点にある7)。 心拍変動は交感神経活動と副交感神経活

動を反映していることから，自律神経機能の評価に心

拍変動解析が広く用いられている 8ーへこのように心

拍数は有用な生理的指標であるが，Clock変異マウス

ではこの指標にどのような影響がでているのかまだ検

討されていない。

本研究では，テレメトリ…法を用いて Clock

マウスの心拍数，活動量および体温を種々の条件下で

し，そのリズム性や日内変動を比較検討する

とともに，心拍変動の解析を試みた。

方 法

1)動物

生後 10-15週齢(体重21-48g)の動物(日本動物)

を使用した。 Clock (ホモ接合体)マウス (n斗)

はC57BL/6系をよ震伝背景にもつ動物を用い，野性型

のC57BL/6系 (n，，=3)を対照動物とした口入荷後から

測定まで1日12時間照明 (6: 00 -18 : 00)の環境 F

しfこO

キーワード Clock ウス，サーカディアンリズム，心拍数，心拍変動，自律神経機能
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2 )手術方法

マウスをケタミン (60mgjkg.i.p.)とメデトミジ

ン(O.3mgjkg，i.p.)の混合液で麻酔し，腹部を正中

切開して心電図，体損、活動量測定用の送信器

Physiotel (TA10ETA-F20， Data Sciences)を腹腔

内に埋め込んだ。送信器に付属する 2本のステンレス

製リード線は心篭図第E誘導を得るために皮下に留置

したD 本送信器の埋め込みはマウスの行動リズムに影

響しないことが権かめられているヘ手術終了後，ァ

チパメゾール (O.3mgjkg，i.p.)を投与して速やかに

覚醒させた。

3 )測定方法

動物を個別収納したケージを受信器 (RPC聞1，Data 

Sciences)の上に載せ日12時間照明 (6:00-18: 

00)の明暗 (LD)サイクルに設定した飼育ボックス内

に入れた。飼育ボックスの照明条件は，必要に応じて

恒常時 (DD)または恒常明 (LL)条件に変更した。

手術後10日以上の回復期間を置き，データ取得/分析

システム (DataquestA.R.T.， Data Sciences)によ

り無麻酔無拘束状態の動物の心電図，体損および活動

。
C57Bし/6

事訴
m 

135 

Clock-/一

講話
回

テレメトリ…法で測定した。測定期間中の餌およ

び水は自由に摂取させた。

4 )解析方法

心拍数は1000Hzのサンプリングレートで得られた

心電図R波の間隔 (RR間階)の逆数として算出した。

各パラメータは l分毎に計測し，日内変動解析のため

30分間の平均値を5日間加算平均した。相互相関関係

は，各パラメータの5分間の平均データ(活動量は合

計値)48時間分から求めた。自由継続周期(フリーラ

ン周期)は 7日聞の時系列データからカイ自乗ピリ

オドグラムを用いて95%信頼限界で算出した。

心拍変動の解析には連続心拍を用いた。周波数解析

として，心拍数時系列をスプライン補間後lOOmsecご

とに再サンプリンクーすることで等間隔時系列にい心

拍変動解析ソフト (SPECTRUMANAL YSER，バ

イオテックス)を用いて高速ブーリエ変換法 (FFT)

によるパワースペクト jレ解析を行った。低周波成分は

0.4-1.5Hzとし，高周波成分は1.ふらHzとしたω。

O 24 48hr 0 24 48hr 0 24 48hr 

図1

野性型C57BLj6とClock

ウスの心拍数，体温およ

」一一一二三-………一二市 リズム。 LDは明暗条件を示し，白
o 24 48hr 0 24 48hr 棒は明期を黒榛は崎期を示す。 DD

は恒常時条件奇，ししは慌常明条件

をポす。心拍数は500beatsjmin以

上，体調は360C以上，活動量は10

countsjmin以上のデータ告それぞ

れ横軸48時間にダブルプロットし

た。
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結果

1) Clock変異マウスのサ…カディアンリズム

図lに心拍数，体温，活動震の変化をダブ‘ルプロッ

トで示した。すべてのパラメータにおいて，野性型C

57BL/6， Clock変異マウスともに， LDサイクル下で

24時間周期のリズムが認められた。 DD条件にすると，

野性型では心拍数のフリ…ラン周期が23.53土0.18時

間と短縮したが，Clock変異マウスでは皮対に延長し

て27.59土1.58時間となった。 LL条件では，野性型の

フリ…ラン周期が25.54ごと1.05時間とわず、かに延長し

たが，Clock変異マウスは著明に延長して31.95土1.66

時聞になった。体温と活動量でもほぼ同じフリーラン

周期を示し

心拍数

~ C57BLノ6
一・山 Clock四/叩

450 

400 

o 2 4 6 8 1 0 12 14 16 18 20 22 24 
1自の時刻

体温

ーか叩 C57BLl6
一・_Clock-I・・・・

36 

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 
1闘の時刻

図2
心拍数と体温の日内変動。上段が心拍数，下段が

体温で o時から 6時と18時から24時は暗期を 6
ら18時は明期を不す。白丸は野性期C57BL/6を，

黒丸はClock変異マウスを示し， 30分間の平均値で表

した。

2 )心拍数，体損および活動量の日内変動

図2に心拍数と体温の日内変動を代表例で示した。

1日平均値は，心拍数(野性型:527.7土20.9beats/ 

min， Cloc/，号変異マウス:513.5土14.8beats/min)，体

(野性型:36.8土0.30C，Clock変異マウス:36β土

0.2
0

C)ともに群間lこ差はなかったが，変動パタ…ン
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ゆ:(~忍められた。対照動物の心拍数および体温は，

明期から暗期への移行期に増加し，一度低下し

末期(3時から 6時)に再び増加する二略性の変化を

示した。この二峰性の変化はすでに報告されている現

象であるιω。一方，Clock変異マウスの心拍数，体

温は暗期に入ってもすぐに増加することなく，約2時

間遅れて増加し，また暗期の末期には明らかなピーク

は観察されなかった。図には示していないが，活動量

においても同じ変動パターンを認、めている O このよう

に今凹測定した 3つの指標は同様のパターンで日内変

動していることがわかった。

次lこLD条件下におけるパラメ…タ

べるため，相立相関関係を求めた(悶 3)0 そ

対照動物，Clock変異マウスともに体温は心拍数から

10-25分遅れて相互相関係数が最大を示した。 心拍数・

活動景聞に時間兼はなかった。対照動物およびClock

変異マウスにおける体温・心拍数聞の時間差はそれぞ

れ16.7土2.8分， 16.7土7.6分であった。このことから

体温は心拍数の変化から数10分遅れて変化しているこ

とがわかった。心拍数と体温のずれは， LDサイクル

のみならず.DDおよびLL条件下でも同様の傾向を認

めた。

3 )心拍変動

1日の全RR間隔告データ取得システムで自動計測

し，その逆数から瞬時J心拍数を求めて2時間待のヒス

トグラム奇作成した(図4)0 対照動物では，明期，

暗期ともに緩やかなピークを描いたが，Clock変異マ

ウスでは，対照動物と比べて中央値の頻度が高く，変

動幅が狭くなっており，心拍数のばらつきが少なくなっ

ていた。

図5tこ瞬時心拍変動の周波数解析の結果をポした。

動物が安静状態にある 8時における256ヂ…タを解析

対象とした。副交感神経刺激lこ対する迅速な心拍応答

と交感神経刺激に対する緩徐な応答のため生じる周波

ら，スベクトル解析から得られた

分は副交感神経を，低周波成分は主として交感神経を

反映するとされている7)。閣から明らかなように，

Clock変異マウスでは，低周波成分，高周波成分とも

にパワースベクトル密度が低下しており，対照動物と

比べでほぼ10分の lとなっていた。

考 察

Clock変異マウスの心拍数サーカディアンリズムは，

LD条件下では24時間明暗サイクルに

フリーランさせると

とは明らか るパターンを示した。この周

( 103) 
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Clock…/一

心拍数・活動量j
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睡
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制60-50-40“30蜘20網 10 0 10 20 30 40 50 60 
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心拍数・体温
掛 0.8
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.<<a 0.2 

心拍数・体温
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心拍数からの濯れ時間(分)

図3

パラメータ聞の相互相関関係。 C57BL/6および Clock変異マウスにおける心拍数と活動量(上段)、心拍数と体

(下段)の相官加関を求め，横軸を心拍数からの遅れ時間としてプロッ卜した。矢印は相互相関係数が最大となっ

Clock-/一

15000 
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明期
(6時-18時) 15∞o 

議1側 O
s∞o 

15000 

議1∞00
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時期
(18時-6時)

ごとに区

図4

2時間毎の心拍数ヒストグラムo C57BL/6および Clock変異マウスの 1日における全心拍数を 2

切ってプロットし，さらに明期(上段 6時から18時)と暗期(下段， 18から 6時)に分けて表示した。

( 104) 
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悶5

心拍変動の周波数解析。横軸は周波数是，縦軸

はパワースベクトル密度を示す。下段には Clock

変異マウスの縦軸スケールを10倍増幅したグラブ

告示した。

期の延長は体温と活動盤でも認められた。 Clock

子の変異でサーカディアンリズムは消失することなく，

フリーラン周期が延長するというこれらの事実は，

Clock遺伝子が時計発振の本体ではなく，制御因子と

して重要な役割を果たしていることを明白に示してい

る。

正常動物では心拍数，体温， し，正の

相関関係を示すことがこれまで報告されておりは 14)

本研究でも同様の結果を得た。今回はさらにパラメー

タ聞の相立相関関係を調べ，体温は心拍数から10-25

分混れて変化しているという興味深い結果を得た。こ

の現象は，野性型のみならずCloc!，号変異マウスにおい

ても，また恨常条件下でも観察されたことから，マウ

スの体、温サーカディアンリズムは， {，、拍数および活動

量の増加にともなう熱産生による関与が大きいと

られる。

明暗条件下において，通常のマウスでは明期から

期への移行期に心拍数が上昇するのに対して，Clock 

変異マウスでは約 2時間遅れて心拍数が上昇したo

Seiらも体温と活動量で同様の現象を観察しているヘ

彼らは同時に測定した睡眠ステージから，通常は暗期

の末期に現れる R日M睡眠のピークが，暗期初期に認

められることを見出し，Clock変異マウスに睡眠障害

が起きていることを指摘している。 叫方，暗期から明

期への移行期の変動は変異マウスと野性型はほぼ同様

s 
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であった。これは光刺激による同調能がClock

ウスで保存されているため4)であると考えられる O

Clock変異マウスの心拍変動は野性型と比べて明ら

かに減少していた。周波数解析でも低周波成分，

波成分のパワーともに低値を示した。これらの事実は，

Clock変異マウスの自律神経活動に障害が生じている

ことを示している。最近， SCNは自律神経系…ユ

ロンと密接に連絡を取り合っておりへ室傍械を経由

してJ心臓に影響奇与えていることが報告された

Clock遺伝子が SCNから自律神経系への出力になん

らかの影響を及ぼしているものと考えられる O

Vitaternaらは， Clock変異マウスをDD条件下に

おくと，長周期を短期間示した後に無周期になると報

した4)。同じクソレープは SCN神経細胞を培養し，

その電気活動リズムをみた実験で，サーカディアンリ

ズム周期が消失することを確認している

Nakamuraらは，同様の実験系で周期は延長させる

はしないとしている今回心拍数等の測定か

ら，周期は延長するもののリズム消失にはいたらない

という N叫camuraらと同様の結果が得られた O

Vitaternaらと異なる結果が得られたことについて，

その原因は明らかではないが，観察期間，活動量検出

方法，用いたマウスの系統などが関与している可能性

が考えられる O いずれにしてもこれらの知見は，

Clock変異マウスで認められる心拍数等のリズム異常
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がSCNで リズム に起因することを

している O

いたテレメトリー法は，送借器の埋め込みゃ

すさや処理能力などからこれまでイヌ，サル， ラット

も多く使われてきた制。近年，送信器の小型化叩

と処盟速度の向上lこより，マウスでも使われるように

なり，心拍変動解析10，lJ)やサーカディアンリズム観

などの研究成果が報告されるようになった。本

は，テレメトリー法を用いてマウスの心拍変動

解析や心拍数，体温，運動量のサ…カヂィアンリズム

を評価し，さらに新しい試みとして，パラメータ聞の

るために相互相関関慌を求めた。本

システムは無麻酔無拘束という生理的な状態下で機数

のパラメ…タ在同時に， しかも長時間連続して測定で

きる ため，生体リズム研究におい

あるといえる O

以上，テレメトリー法を用いた検討により，Clock 

ウスの心拍数は恒常条件ドでブリ…ラン周期が

い明暗条件下でも明期から暗期への移行時の心

拍数増加が遅延するなどのリズム異常を示すこと会明

らかにした。またClock変;県マウスは心拍変動が減弱

していたことから，Clock i宣伝子による自体神経系へ

された。
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Circadian rhythm of heart rate in Clock mutant mouse 
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CLOCK is a positive factor for driving core feedback loop of the Clock genes， and its 

mutation is known to exhibit abnormal circadian rhythm of locomotor activity. In the 

present study， we measured a circadian variability of heart rate in Clock mutant mice. 

Heart rate was recorded continuously from Clock mutant mice using telemetry system， and 

the rhythmicity and diurnal variation of heart rate were compared to that of body 

temperature and locomotor activity. Circadian rhythm of heart rate in Clock mutant mice 

was entrained to 12hr light: 12hr dark (LD) conditions， but under constant light or constant 

dark conditions the free-running period was severely extended. In the LD conditions， heart 

rate of wild-type mice began to increase just before the transitional time from light to dark， 

wher、easthe increase of heart rate of Clock mutant was delayed for 2hr. This delay was also 

observed in body temperature and locomotor activity. Cross-correlation between parameters 

demonstrated that phase of body temperature was about 10 min delayed from that of heart 

rate. A variability of the heart rate decreased in the Clock mutant in comparison to the 

wild type. The frequency analysis of the heart rate has demonstrated that the power in 

Clock mutant was lower in both low frequency and high frequency than that in wild type. 

These findings suggest that the autonomic nervous activity is suppressed in Clock mutant 

ロllce.
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