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研究成果の概要（和文）：ヒトでは加齢に伴う睡眠の質と量の低下、睡眠障害が出現し年齢を重ねるごとに症状が顕著
になってくる。これは体内時計中枢である脳・視床下部・SCNの機能低下が一因である。しかしながら、どのようにSCN
が老化するのかわかっていない。そこで本研究では実験動物であるマウスを用い、SCNにおいて加齢によって増減する
いくつかの分子を見いだした。発見された原因候補分子の解析が進めば、この分子をターゲットとした薬剤の開発につ
ながり、高齢者の生活の質の改善が期待される。

研究成果の概要（英文）：Aging is associated with changes in sleep amount, sleep quality, and specific slee
p pathologies and disorders in humans. The dysfunction of the central circadian oscillator (SCN; suprachia
smatic nucleus of the hypothalamus in mammals) is recognized as one of the central causes of age-related s
leep disturbances. However, it is still unclear how the SCN become senescent. In this study, we investigat
ed to discover age-related molecules in the mouse SCN by means of DNA microarray. In the result, we found 
some molecules that the amount of expression increased or decreased in the aged SCN. If it is confirmed th
at these molecules contribute to the dysfunction of SCN, it would be a candidate for new treatment strateg
ies for sleep disturbances in the aging population and would potentially improve the quality of life for a
ged individuals. 
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１．研究開始当初の背景 

多くの生体機能と同様に概日リズム機構

も加齢による影響から免れることはできな

い。ヒトでは加齢に伴う睡眠の質と量の低下、

睡眠障害が出現し、年齢を重ねるごとに症状

が顕著になってくる。マウスを含むげっ歯類

においても、加齢による行動リズムの断片化

やリズム周期の短縮や延長が認められる。睡

眠やその他の約 24 時間周期をもつ生体機能

を駆動するのは、生物時計中枢である視床下

部・SCN である。SCN は個々の細胞に分子時

計と呼ばれる十数種類の時計遺伝子からな

る転写・翻訳フィードバックループが存在し、

概日リズムを生みだしていると考えられて

いる。個々の細胞の分子時計は、細胞間の連

絡を保ちそれぞれが同調し、SCNで一つのSCN

時計として神経・内分泌経路を介して生体機

能のリズムを統制する。これまでの国内外の

研究成果から、加齢が直接 SCN のリズム生成

機構の低下を引き起こす可能性が示唆され

てきたが、神経活動や時計遺伝子発現リズム

の研究で一貫した結果が得られていなかっ

た。しかし最近、我々は、自由拘束下マウス

における in vivo マルチユニット神経活動記

録法の確立（Nakamura et al., Current 

Biology 2008）を行い、免疫組織化学、時計

遺伝子発現リズムを測定するルシフェラー

ゼレポーターシステムなどの複数の実験系

を用い、総合的にマウス SCN に対する加齢の

影響を観察した。その結果、加齢の影響は、

SCN 細胞の個々の分子時計には大きな影響を

及ぼさないが、SCN 神経核としての神経活動

リズムに顕著な影響を示すことが明らかと

なった（Nakamura et al., J Neurosci. 2011；

図 1）。これらのことより、概日リズムの加齢

機構は、「SCN の個々の細胞における分子時計

ではなく、SCN という神経核からの出力系リ

ズムの低下」であることが推測される。 

SCN は多くの異なった神経ペプチドを持つが、

その中でも VIP (Vasoactive intenstinal 

peptide)は SCNの腹外側部の細胞に多く存在

し、VIP 陽性細胞は SCN の背内側部や傍室傍

核領域（SPZ）に神経連絡を持つ。VIP 欠損マ

ウスや VIPの主受容体である VPAC2 受容体欠

損マウスの研究から、VIP は SCN 内での細胞

間カップリングの同調因子として働き、概日

活動リズムの周期や振幅に影響を与えるこ

とがわかっていた。 

 

２．研究の目的 

上記の背景とこれまでの研究成果をもとに、

本研究では、加齢がどのような分子・経路を

介しSCNの出力系リズムの低下を引き起こし

ているかを明らかする。具体的には以下の

（１）～（３）に示すことを明らかにするこ

とを本研究の目的とした。 

（１） 老齢 SCN における VIP 量の減少がど

のレベルでおきているかを明らかにする。 

（２） 老齢SCNにおけるVIP量の減少はVIP

を特異的に切断するぺプチダーゼに起因す

るか明らかにする。 

（３） 老齢SCNで増減する分子を見いだす。 

 

３．研究の方法 

（１） 老齢 SCN における VIP 量の減少がど

のレベルでおきているかを明らかにする。 

我々の免疫組織化学法による予備データ

から、加齢により SCN 背外側部における VIP

量が減少することが確認された。しかしなが

ら、VIP の減少が mRNA 発現レベルから引き起

こされているか、細胞内含有量、放出量に差

があるのか分かっていない。本実験では、老

齢マウス（18 ヶ月齢以上）から切り出した

SCN を用い、タンパク質を抽出し、EIA 法（EIA 

kit, Phenix Phermaceuticals, Inc.）を用

い、若齢マウスと比較検討した。 

（２） 老齢SCNにおけるVIP量の減少はVIP

を特異的に切断するぺプチダーゼに起因す

るか明らかにする。 

我々の予備データでVIPを特異的に切断す



るエンドぺプチダーゼが他の脳部位に比べ、

SCN 付近に多く発現していることが認められ

た。本実験では、このぺプチダーゼが SCN に

おける概日リズム生成機構にどのような役

割を果たしているかを調べるとともに、加齢

によってこのぺプチダーゼの発現量や機能

が変化するかどうかを検討した。具体的には、

このぺプチダーゼがSCNの時計遺伝子発現に

影響を及ぼすか検討した。時計遺伝子である

PER2 の発現とともにルシフェラーゼが発現

す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス

（PER2::LUC マウス）を用い、SCN 切片をメ

ンブレン上で培養し、in vitro にてこのぺプ

チダーゼのPER2::LUCリズムに対する効果を

検討した。 

（３） 老齢SCNで増減する分子を見いだす。 

 DNA マイクロアレイ（GeneChip® 発現解析）

を用い、若齢、老齢 SCN で発現量に差が認め

られる分子を確認した。増減が顕著なものか

ら順に再度リアルタイムPCR法にて発現量の

差を確認した。 

 

４．研究成果 

研究目的の（１）および（２）に関しては、

当初の仮説に反して、予想通りの結果を得る

ことができなかった。しかし、（３）に関し

ては、複数の分子が SCN の加齢に関わる分子

であることが示され、本研究の主目的である

「加齢がどのような分子・経路を介し SCN の

出力系リズムの低下を引き起こしているか」

を明らかすることに対して、大きな成果が得

られたと考えている。以下、項目ごとの成果

を記す。 

（１） 老齢 SCN における VIP 量の減少がど

のレベルでおきているかを明らかにする。 

本実験では、老齢マウス（18 ヶ月齢以上）

から切り出した SCN を用い、培養下における

VIP 放出量および SCN から抽出したタンパク

質における VIP含有量の測定を EIA法にて行

った。その結果、我々が用いたEIAキット（EIA 

kit, Phenix Phermaceuticals, Inc.）では、

微量のVIPを検出することができず、若齢SCN

と老齢 SCNとの間で VIP量の差を見いだすこ

とができなかった。 

（２） 老齢SCNにおけるVIP量の減少はVIP

を特異的に切断するぺプチダーゼに起因す

るか明らかにする。 

我々が見いだしたVIPを特異的に切断するペ

プチダーゼを用い、in vitro にて SCN の

PER2::LUC リズムに対する効果を検討したと

ころ、コントロールと比較して有意な影響は

認められなかった。 

（３） 老齢SCNで増減する分子を見いだす。 

 DNA マイクロアレイ（GeneChip® 発現解析）

を用い、若齢、老齢 SCN で発現量に差が認め

られる分子を確認した。その結果、約 3万種

類の遺伝子の中で2倍以上の差が認められた

ものが 1041 種類あり、その中でも発現量の

高い 10 種類の既知遺伝子を選択し、再度リ

アルタイムPCR法にて発現量の差を確認した。

そのうち 7種類の遺伝子は老齢 SCNにおいて

発現量の減少が認められ、3 種類に増加が認

められた。また、これらの遺伝子の SCN にお

ける発現リズムを検討した。今まで報告があ

るように時計遺伝子 Per2 は若齢マウスと老

齢マウスでの変化はみられなかった。しかし、

3 種類の遺伝子においては若齢 SCN で概日リ

ズムが認められ、老齢 SCN では概日リズムの

消失が認められた。このように加齢は時計遺

伝子発現リズムに大きな影響は及ぼさない

がSCNにおける様々な遺伝子の発現量の増加

や減少、概日リズムの消失を引き起こす事が

示唆された。これらの分子が SCN 出力系低下

の一因になると考えられ、今後はこれらの候

補遺伝子をタンパク質レベルでの発現解析

を行い、また役割を明確にしていく予定であ

る。 
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