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研究成果の概要（和文）：哺乳類の概日リズム中枢である視交叉上核は、約２万個の神経細胞とそれを取り巻く
グリア細胞から構成される。本研究では、微小区画が多数配置されたパターン基盤を作成し、視交叉上核の神経
細胞およびグリア細胞をパターン基盤上に分散培養し、細胞内カルシウムイオンの長期計測を行った。
　他の神経細胞やグリア細胞と一切物理的接触を持たない単一神経細胞では、記録を行ったほぼ全てで安定した
概日リズムを観察した。一方でグリア細胞と接触を持つ単一神経細胞においては、概日リズムを示す細胞の割合
が大幅に減少していた。このことは、神経細胞はグリア細胞から入力を受けて概日リズムを不安定化させること
を示している。

研究成果の概要（英文）：The suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus is the center of the 
circadian clock in mammals. The SCN is composed of ca. 20,000 neurons and surrounding glial cells. 
In this study, we developed a microisland dish using MEMS technology, cultured neurons and glia 
cells, and performed the long-time calcium imaging from solitary single neuron.
 We found that most of a solitary neuron (without any physical interaction with other neurons and 
glial cells) were rhythmic. In contrast, only one-third of a single neuron with glial cells are 
rhythmic. These results indicate that solitary SCN neurons receive a signal from glial cells and 
destabilize the circadian rhythms. 

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
視交叉上核は組織全体としては強靭なリズムを示す一方で、個々の神経細胞に分離するとリズム周期は不安定と
なることが報告されている。この事から、神経細胞はネットワークを形成して互いに連絡することで組織全体と
して安定したリズムを作り出すと想定されている。しかしながら従来の研究手法では、単一の神経細胞のみの機
能を計測することは困難であり、神経細胞間の相互作用やグリア細胞との相互作用を区別して調べることは難し
かった。本研究により開発した１細胞計測法により，他の細胞からの影響を制御した条件で，単一神経細胞のみ
の概日リズム特性を計測することが可能になった．
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１．研究開始当初の背景 
現代社会では、ヒトは様々な非生物学的な環境に 24 時間絶えず晒されており、急激な光環境
の変化や夜間の強い光照射などは、概日リズムの破綻を引き起こし、うつ病や癌の罹患率の上
昇など様々な体と心の変調に至る。したがって、概日リズム発振機構の全容を解明することは、
現代社会において最優先で取り組むべき課題の一つである。	
哺乳類の概日リズムの中枢は脳深く、
視床下部に存在する視交叉上核に存在
し、約２万個のヘテロな特性を持つ神経
細胞（時計細胞）が機能的なネットワー
クを形成している。視交叉上核は網膜か
ら直接の光環境情報を受け、全身にリズ
ム情報を発振して、睡眠・覚醒などの約
24時間の生理機能や動物行動を調節し
ている（右図）。視交叉上核は部位特異
的な「領域振動体」を形成し、複数の領
域振動体同士が相互作用する「階層構
造」を持ち、組織全体としては 24時間
に正確でロバスト（強靭）なリズムを示
す。一方で、分散培養した個々の時計細
胞は周期が不安定でばらつくことから、
組織としての安定性やロバストさは、時計細胞の相互作用（シナプス結合や液性因子）により
生み出されると考えられる。しかしながら従来の研究手法では、単一の神経細胞のみの機能を
計測することは困難であり、神経細胞間の相互作用やグリア細胞との相互作用を区別して調べ
ることは難しかった。	
近年の分子生物学の発達により、1990年代後半の時計遺伝子の発見に端を発し、概日リズム
の 1細胞レベルでの分子メカニズムの理解が急速に深まっている。また数理モデルによるリズ
ム研究により、視交叉上核のリズム発振は、細胞が集合して相互作用することで、リズム周期
が安定化することが予測されている。しかしながら、分子レベルの還元的アプローチや数理モ
デル構築のみでは解決できない未解決な問題が山積しており、例えば「ヘテロな特性を持つ細
胞ネットワークが何故生物学的に有利となりうるのか」という問いに対しては、数理モデルは
未だ明確な答えを打ち出していない。こうした問題は、ネットワークを構成する細胞間の相互
作用に起因すると推測されており、次なる生物時計の全容解明へのブレイクスルーの為には、
単一細胞レベルで計測し、さらに細胞を操作して細胞ネットワークを作り上げる構成的アプロ
ーチが極めて有効であり、それを支える革新的技術基盤を構築することが必要である。 
 
２．研究の目的 
	 分散培養した視交叉上核の神経細胞は、リズムの周期や振幅が不安定でばらつくと報告され

ていることから、神経細胞間の相互作用により、組織全体として安定したリズムを発振すると

考えられている。しかしながら、単独の神経細胞が本当に不安定なリズムを刻むかについては、

１個の神経細胞のみを培養して長期計測することが実験的に困難であるため、未だ確証は得ら

れていない。本研究による１細胞レベルでの長期培養と光計測によるアプローチにより、これ

まで未解決であった細胞間相互作用に起因する未解決問題に解をえることが出来れば、学術的

な意義は大きいと考えた。特に本研究により、これまで技術的に困難であった「真の１細胞」

での概日リズム計測が可能となり、今後研究をさらに発展させることで、概日リズム中枢ネッ

トワークでのリズム発振機構の核心に迫ることができる。 
特に本研究提案では、Micro	Electro	Mechanical	Systems（MEMS）を利用した微細加工技術
を用いて、培養する細胞数を厳密に制御できるマイクロパターン基板を作製し、視交叉上核の
神経細胞を１細胞のみで培養し、長期光イメージング計測により概日リズム特性を観察するこ
とを目的に研究を行った。細胞内カルシウム濃度の変化を指標に、視交叉上核の単独の神経細
胞での概日リズムを計測し、免疫染色や１細胞レベルの網羅的遺伝子発現の解析により細胞を
同定してリズム特性を詳細に解析することで、自律振動および減衰振動する細胞の特性を解析
し、真の概日リズム中枢を担う主時計を同定することを目指した。 
	
３．研究の方法 
	 微細加工技術により、MPC ポリマーとパリレンの皮膜が形成されたガラス基板を作成し、直

径 100µm の微小チャンバーが約 900 個配置された培養ディッシュを作成した。マウス脳より視

交叉上核から摘出し、神経細胞およびグリア細胞を微小チャンバー内に培養した。続いてアデ

ノ随伴ウイルスの感染により神経細胞特異的に蛍光カルシウムプローブ（GCaMP6s）を発現させ、

高感度 CCD カメラ、ニポウディスク共焦点ユニット、自動焦点補償機能付き顕微鏡などからな

るタイムラプスシステムにより数日間の長期計測を行なった。光測定後に免疫染色により神経



細胞の種類とグリア細胞の個数や位置を同定した。	

マイクロパターン基盤の作成法を右図に示す。
ガラス基板に細胞非接着因子：MPC ポリマー被膜
を形成し（A-i）、その上にパリレンを塗布する
（A-ii）。フォトリソグラフィーにより、フォトレ
ジスト(PR)をパターンし(A-iii)、パリレンと MPC
ポリマーをエッチングしガラス表面を露出させ
（A-iv）、マイクロサイズの溝を作製する（A-v）。
パターン化されたガラス表面のみに細胞接着因子
フィブロネクチンをコートし、パリレンを剥離す
る(A-vi)。この工程により、フィブロネクチンで
コートされたガラス部分にのみ選択的に細胞を培
養することが可能である。本研究では、直径 100µm
の微小チャンバーが 900 個配置された培養ディッ
シュを作成し、細胞を培養した。	
	

４．研究成果	
	 微小チャンバー内で視交叉上核由来の神経細胞
を単独で培養できることを確認した。また単一神
経細胞と複数のグリア細胞が共存している微小チ
ャンバーの存在を確認した。続いて、長期タイム
ラプス計測により観察を行なったところ、他の神
経細胞やグリア細胞と一切物理的接触を持たない
単一神経細胞において、記録を行ったほぼ全ての
神経細胞で安定した概日リズムを観察した（右図）。
一方、グリア細胞と接触を持つ単一神経細胞にお
いては、概日リズムを示す細胞の割合が大幅に減
少していた。このことは、従来の定説とは異なり、
視交叉上核の神経細胞は単独でも安定した概日リ
ズムを示し、グリア細胞は神経細胞の概日リズム
を抑制し不安定化させることを示している。	
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