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ミトコンドリア陽イオントランスポーターによる 
体内時計ニューロンの普遍的制御

森岡 絵里，池田 真行

1. はじめに

2017年のノーベル医学・生理学賞研究により，さまざ
まな生命現象の概日リズムを形成する仕組みとして，「時
計遺伝子」の転写翻訳フィードバックループ（transcription-
al-translational feedback loop：TTFL）が普遍的な振動メカ
ニズムであることが示されている．実際，時計遺伝子を失
うと，ほとんどの細胞の概日振動が平坦化することが知ら
れている．一方で，より最近の研究では，ヒトの赤血球か
らシアノバクテリアまでさまざまな細胞において，核に
依存しない酸化還元レベルの概日リズム性が観察されてお
り 1, 2），TTFLとは独立した代謝系振動コンポーネントの存
在も示唆されている．ミトコンドリアは，真核生物におい
てエネルギー代謝の中核を担うだけでなく，細胞内イオン
の貯蔵と輸送を行うオルガネラでもある．ミトコンドリア
内膜を介したH＋の輸送はATP合成時に起こることが広く
知られているが，Na＋，K＋，Ca2＋などの陽イオンもミトコ
ンドリア内膜を介して活発に輸送される．しかしながら，
時計遺伝子のTTFL，代謝リズム，ミトコンドリアのイオ
ン輸送の関連性はこれまでに明瞭にされていない．
筆者らは最近，ラットやショウジョウバエの中枢時計

ニューロンを用いて，ミトコンドリア内膜の陽イオントラ
ンスポーターであるLETM1が，代謝・細胞内イオン濃度・
時計遺伝子のリズム形成に不可欠であることを報告した
（図1）3）．本稿では，その研究成果を中心に，体内時計振動
におけるミトコンドリアLETM1の働きについて紹介する．

2. 中枢時計に固有な振動メカニズムとは何か

時計遺伝子のTTFLは，皮膚やさまざまな臓器などのほ

ぼ全身の細胞で約24時間周期のリズムを作り出すことが
できる．一方で，動物の中枢時計ニューロンを破壊する
と，その他の細胞で時計遺伝子が正常に働いていたとして
も，24時間の活動リズムは維持できなくなることが知ら
れている．これらのことは，中枢時計がその他の末梢時
計の振動を統合制御する仕組み（つまり階層性）が存在す
ることを意味している．また，これらの事実は，中枢時計
ニューロンに固有な細胞機能は，時計遺伝子のみで説明す
ることは難しいことも物語っている．哺乳類の体内時計
中枢である視床下部視交叉上核（suprachiasmatic nucleus：
SCN）は，in vitroでも活動電位発火頻度に自発的な概日振
動を示す．生理学的な条件下では，中枢時計ニューロンは
末梢細胞よりも安定なTTFLリズム出力を呈することが知
られている．SCNは約1万個のニューロンが密にパックさ
れた神経核であり，細胞間の相互作用により安定的な細胞
振動を形成することが示唆されている 4）．一方で，哺乳動
物以外の中枢時計ニューロンはSCNと同様の形態学的な
特徴を持つわけではない．たとえば，キイロショウジョウ
バエの中枢時計ニューロンは，脳側方部に「点在する」側
方ニューロン（lateral neurons：LNs）であることが明らか
になっているが，この振動体なしに全身で安定した振動を
形成することは難しい．ハエにおいても，振動子としての
安定性は中枢時計ニューロンの方が高いことが知られてい
るが，中枢時計と末梢時計の違いを生むメカニズムは，ハ
エにおいては細胞間相互作用のみでは説明がつかない．
筆者らの研究グループは，マウスSCNの組織培養に

Ca2＋感受性蛍光タンパク質センサー（Yellow Cameleon 
2.1：YC2.1）遺伝子を導入し，個々のSCNニューロンに
約24時間周期の細胞内Ca2＋濃度振動が存在することを報
告してきた 5）．この概日Ca2＋リズムは，電位依存性Na＋

チャネルやCa2＋チャネルを遮蔽しても持続することから，
小胞体Ca2＋ストアからのCa2＋放出（つまりはCa2＋-induced 
Ca2＋ release：CICR）に依存した濃度変化であると考え
られるが，そのトリガーとなる初期振動については未同
定であった．興味深いことに，ニューロンとは逆相の概
日Ca2＋リズムがSCNアストロサイトにも報告されている
が 6），SCNプロジェニター細胞やSCN以外の末梢時計細胞
では概日Ca2＋リズムは観察されないことから 7, 8），少なく
とも哺乳動物においては，このリズムは成熟した時計中枢
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に特異的であると考えられる．

3. ショウジョウバエ中枢時計ニューロンのLETM1依
存的な概日H＋リズム

概日Ca2＋リズムが生物種を超えて時計中枢の普遍的な
リズムコンポーネントであるのか検証するために，筆者ら
は，ショウジョウバエの蛹のLNsに，SCNニューロンで用
いたセンサーと同じYC2.1を発現させ，概日Ca2＋リズム
の検出を試みた．Ca2＋濃度変化に応じて，YC2.1はFRET

によりアクセプター（F535 nm）とドナー（F480 nm）の
蛍光輝度に対比的な蛍光レシオ変化が引き起こされるは
ずである．しかし，残念なことに，この手法では，LNsの
YC2.1蛍光レシオ値に概日リズムを観察することはできな
かった．一方で，F535 nmとF480 nmの2蛍光値が並行して
輝度変化するという奇妙なリズム（予想外のアーティファ
クト）を観察した．さまざまな検証の結果，これはLNs細
胞内で水素イオン濃度（pH）が酸性側に概日変動してい
る可能性が考えられた 3）．そこで，LNsの細胞内pHの24
時間振動を正しく評価するため，レシオメトリックH＋セ

図1 ミトコンドリアLETM1による中枢時計ニューロンの制御をまとめた模式図
ラットやショウジョウバエの中枢時計ニューロンにおいて，ミトコンドリア陽イオントランスポーター LETM1が，
時計遺伝子の振動，細胞内Ca2＋/H＋濃度リズム，代謝リズムをいわば「三つ巴」の関係で連動させる働きしている
ことを見いだした．文献3より改変．

図2 Letm1ノックダウンが概日時計振動に及ぼす影響
（A, B）Letm1ノックダウンがショウジョウバエとラットの中枢時計ニューロンの細胞内イオン濃度リズムに及ぼ
す影響を示したデータ．ショウジョウバエの中枢時計ニューロン（LNs）で観察された細胞内H＋濃度リズム（A），
ラットSCNニューロンの細胞内Ca2＋濃度リズム（B）ともに，Letm1ノックダウンにより抑制された．（C, D）Letm1
ノックダウンが中枢時計と末梢時計の時計遺伝子Bmal1転写リズムに及ぼす影響を示したデータ．ラットSCN
ニューロン（C）ではBmal1転写リズムは大きく変調したが，末梢時計であるヒト網膜色素上皮細胞株（D）ではほと
んど変化はみられなかった．文献3より改変．
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ンサー（deGFP4）を発現するトランスジェニックバエを
作出し，長期イメージング実験を行った．その結果，昼
間には中性であったLNs内のpHが，夜間には弱酸性（約
pH 6.8）となるリズムが存在することを突き止めた（図
2A）3）．
筆者らは新たに発見された細胞内H＋リズムのメカニズ

ムにアプローチするために，プロトン輸送に関わる複数の
分子に対するRNAiノックダウン系統を作出し，恒暗条件
下（つまり自律的なフリーランニング振動を可視化でき
る条件）で歩行活動リズムを測定した．その結果，ミトコ
ンドリア陽イオントランスポーター LETM1のノックダウ
ンにより，ショウジョウバエのフリーランリズムが長周期
化することを突き止めた 3）．さらに，LETM1のノックダ
ウンにより，LNsの細胞内H＋リズムが消失すること（図
2A）や，LNsの時計タンパク質（PERやTIM）の核内凝集
リズムが変調することも明らかにした．また，LNsの一つ
である large-LNvの自発的活動電位発火頻度がpH依存的に
変化し，酸性条件では発火頻度が著しく低下することを
観察した．先行研究により，酸により不活性化されるKv3
ファミリーに属する電位感受性K＋チャネルが，LNvの神
経発火リズムを制御することが報告されている 9）．よっ
て，今回LNsにおいて観察した夜型の細胞内H＋リズムは，
large-LNvの自発発火頻度リズム 10, 11）の細胞内の震源とも
考えられる．

4. 哺乳類の体内時計振動におけるLETM1の働き

LETM1は，酵母やショウジョウバエではK＋/H＋交換輸
送体として機能する 12）のに対し，哺乳類ではCa2＋/H＋交
換輸送体として働くことが知られている 13）．実際，Letm1 
shRNAと蛍光Ca2＋センサー（YC3.6）遺伝子をラットSCN
ニューロンに共発現させ，細胞内Ca2＋リズムを測定した
ところ，LETM1をノックダウンしたSCNニューロンにお
いて細胞内Ca2＋リズムが減衰することが明らかとなった
（図2B）3）．また，Letm1 shRNAと時計遺伝子レポーター
（Bmal1-luciferase）遺伝子を共発現させ，時計遺伝子振動
を可視化したところ，LETM1ノックダウンによりBmal1
転写リズムも不安定化することも明らかとなった（図
2C）3）．よって，中枢時計ニューロンの細胞内イオン濃度
リズムが種を超えて普遍的にLETM1により制御されてい
る可能性は高い．
一方で，YC3.6とBmal1-lucが導入されたヒト網膜色
素上皮由来細胞株（hRPE-YC）では，デキサメタゾン
（Dex）処理により明瞭なBmal1転写リズムを誘導するこ
とが可能であるが，このリズムに対してはLetm1ノックダ
ウンの影響はみられなかった（図2D）3）．hRPE-YC細胞
では，自発的Ca2＋スパイク頻度に概日リズムがみられる

が，SCNニューロンのような大きなベースレベルの概日
Ca2＋リズムは検出されていない．したがって，LETM1の
TTFLへの影響の相違は，末梢細胞における概日イオン濃
度リズム形成機構の欠落に起因している可能性が考えら
れる．これまでの定説として，中枢時計の振動の安定性は
SCN細胞の密な細胞間コミュニケーションに依存するこ
とが強調されてきた 4）．一方で，今回の筆者らの研究成果
は，中枢ペースメーカーニューロンの安定化にとって，概
日イオン濃度リズムを含めた細胞内での時間情報の多層的
フィードバックが重要であることを示唆するものとして注
目される．

5. ミトコンドリアを介した陽イオンリズムの存在

技術的な問題から，ミトコンドリアからのCa2＋放出を
数日というスケールで定量的に観察し続けることはきわめ
て難しい．そうしたこともあり，筆者らはミトコンドリア
内のCa2＋動態を解析するため，まず【ステップ1】hRPE-
YC細胞にケージドCa2＋化合物（NP-EGTA-AM）を取り
込ませたのち，【ステップ2】ミトコンドリア内Ca2＋イン
ジケーター（Rhod 2-AM）で細胞を染色し，【ステップ3】
フォトリシスにより人工的に細胞質Ca2＋濃度をたたき上
げ，【ステップ4】その後のミトコンドリアへのCa2＋取り
込みをRhod 2で可視化する実験系を構築した．Dex処理に
より時計遺伝子リズムを同期させたhRPE-YC細胞を用い
て，これらの実験を繰り返し行ったところ，Dex処理後の
経過時間に依存的なミトコンドリアCa2＋取り込みの変化
が観察された 3）．つまり，hRPE-YC細胞のような末梢モデ
ル細胞においてもミトコンドリアCa2＋取り込みには概日
リズム性がみられるようである．なお，同様のミトコン
ドリアCa2＋取り込みの概日リズムは，より生理的な条件
でのラットSCNニューロンにおいても観察された．SCN
ニューロンでは，Ca2＋取り込みのピーク時刻（日中の遅
い時間）は，概日Ca2＋リズムにおける細胞質Ca2＋濃度低
下のタイミング 5）と一致していたことから，このミトコン
ドリアによる取り込みは細胞質Ca2＋濃度リズムの形成に
とって合目的に使われている可能性が高い．
ミトコンドリアを震源とする細胞内イオンリズムの形成
機構の全容は，なお不明な点が多い．たとえばミトコンド
リアからのCa2＋放出と，近傍の小胞体Ca2＋貯蔵からの増
幅的なCa2＋放出を介在するメカニズムについては，中枢
ニューロンに固有のメカニズムが存在するのかもしれな
い．この制御にはサイクリックADPリボースなどのパス
ウェイの関与が推定される 5）．また，最近のHepG2細胞を
用いたモデル細胞研究では，小胞体ストアに起因するミト
コンドリアCa2＋流入が，時計遺伝子依存的にピルビン酸
デヒドロゲナーゼの活性化と酸化的リン酸化を促進するこ
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とが示唆されている 14）．このように，細胞内Ca2＋，ミト
コンドリアCa2＋，代謝活性がフィードバックループを形
成し，中枢時計ニューロンのTTFL振動を強めている可能
性は高いが，中枢時計に特異的な分子機構の解明には今後
さらなる研究が必要である．

6. おわりに

ミトコンドリアをはじめとするオルガネラにおける概日
リズムは，新たな研究分野として注目されている．実際，
筆者らがショウジョウバエやラットの中枢時計ニューロン
におけるミトコンドリアLETM1の機能について論文を発
表した約1か月後に，ゼブラフィッシュ letm1 KOモデルを
用いて，その概日時計への関与を明らかにした論文がオー
ストリアの研究グループから報告されている 15）．一方で，
ミトコンドリアは細胞内でダイナミックに分裂・融合を繰
り返すことが知られており，またミトコンドリアの人為操
作は容易に細胞死をトリガーすることから，長期に安定し
てイオン濃度を測定するとはきわめて難しい．実際に，ミ
トコンドリアCa2＋蓄積量が細胞質Ca2＋リズムと逆位相の
リズムを持つことを直接的に証明した研究はまだない．こ
れらのことを実験的に証明するためには，細胞内の各オル
ガネラのイオンリズムを数日の長期間にわたり，高い三次
元空間分解能で安定的かつ非侵襲にモニターできる技術を
開発することが必要となるであろう．
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