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研究成果の概要（和文）：本研究では概日リズム制御中枢・視交叉上核(SCN)神経ネットワークが強固で安定し
た概日リズムを発振するメカニズムについて、研究代表者らがこれまでに開発した遺伝子改変マウスリソースを
活用し、その解明を目指した。
　SCNの主要なニューロンタイプの一つ、バソプレシン産生ニューロンが、SCN神経ネットワークによる概日リズ
ム発振やその周期決定に極めて重要であることを明らかにした。また、バソプレシンニューロンや他のタイプの
ニューロンについて、電気生理学的な性質を明らかにした。これまでバソプレシンニューロンはリズム発振自体
には関与しないと考えられており、本研究成果は従来の見解を覆した重要な知見である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand the neural mechanisms underlying the 
generation of robust and stable circadian rhythms by the central circadian pacemaker of the 
suprachiasmatic nucleus (SCN), utilizing genetically-modified mice which we have developed.
 We found that vasopressin-producing neurons, one of major neuron types in the SCN, play a critical 
role in the generation of circadian rhythms and the determination of circadian period by the SCN 
neural network. In addition, we analyzed the electrophysiological characteristics of vasopressin 
neurons and other types of neurons in the SCN. Before this study, vasopressin neurons had been 
considered to be dispensable for the generation per se of circadian rhythms by the SCN network. 
Thus, our findings reversed the conventional views about the role of vasopressin neurons in the 
central circadian pacemaker.

研究分野：神経科学

キーワード： サーカディアンリズム　体内時計　神経ネットワーク　視床下部　遺伝子操作マウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の行動や生理機能の殆どが概日リズムにより調節されるため、その変調により不眠、肥満や気分障害等、
様々な健康障害・疾患リスクが増大する。現代社会では、時差や夜間勤務、生活習慣の乱れにより、概日リズム
の変調は誰にでも起こりうる。本研究の成果により、SCN神経ネットワークを構成する各ニューロンの役割や、
中枢体内時計の神経メカニズムが明らかになれば、概日リズム変調による様々な疾患・健康障害に対し、薬剤投
与による概日リズムの調整など、より効果的に対処できる技術の開発を、大いに期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）哺乳類の中枢概日ペースメーカー・視交叉上核（SCN）は多種・多数のニューロンから
成る神経ネットワークである。しかし、SCN が強固で安定した概日振動を発振するために必要
な神経ネットワークの動作原理は明らかでなかった。 
 
（2）研究代表者らは早くから、中枢概日時計 SCN の動作原理の理解には、それを構成するニ
ューロンタイプごとの役割を明らかにするアプローチが有効と考え、ニューロンタイプ特異的
に遺伝子操作・神経活動操作をするためのツールを開発してきた。特に、これまで概日リズム
発振に重要と考えられていなかった SCN のバソプレシン（AVP）ニューロンで特異的に細胞
時計を欠損したマウス（AVP ニューロン特異的 Bmal1 欠損マウス）を作成・解析し、SCN 神
経ネットワークによる概日リズム発振において AVP ニューロンが極めて重要なことを明らか
にしていた。 
 
２．研究の目的 
（1）中枢概日ペースメーカー・視交叉上核（SCN）の神経ネットワークが強固で安定した概
日振動を発振するメカニズムについて、研究代表者らがこれまでに開発した遺伝子改変マウス
リソースを最大限活用し、ニューロンタイプ特異的に遺伝子操作・神経活動操作のアプローチ
を用いて、その解明を目指す。 
 
（2）SCN ニューロンの神経活動や電気生理学的特性を、ニューロンタイプ特異的に、正常マ
ウスおよび各種変異マウスにおいて ex vivo, in vivo で計測し、SCN 神経ネットワークの神経
生理学的基盤を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）以前作成した AVP ニューロン特異的 Cre 発現トランスジェニックマウス、本研究課題で
作成した血管作動性腸管ペプチド（VIP）産生ニューロン特異的 Cre 発現トランスジェニック
マウスなどを用いて、ニューロンタイプ特異的に細胞時計や神経伝達を操作したマウスを作成
し、その概日行動リズムを解析した。また SCN における in vivo での時計遺伝子発現リズム  
を in situ hybridization 法で、ex vivo での時計遺伝子発現リズムを Per2::Luc レポーターマウ
スを用いた発光イメージングで解析した。 
 
（2）Avp-Cre マウスや Vip-Cre マウスと Cre 依存的 tdTomato 発現レポーターマウスを交配
することで、AVP ニューロンや VIP ニューロンを赤色蛍光タンパク質 tdTomato でラベルした
マウスより SCN スライスを作成し、パッチクランプ法による電気生理学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）AVP ニューロン特異的 casein kinase (CK) 1 d欠
損マウス（AVP ニューロン特異的に細胞時計の周期を
延長したマウス）は、概日行動リズムの周期が約１時
間延長した（図 1）。反対に、組換え AAV ベクターを
用いて SCN・AVP ニューロンで CK1dを過剰発現した
マウスでは概日周期が約３０分短縮した。したがって、
AVPニューロンの細胞時計の周期に応じて概日行動リ
ズムの周期も変化するので、AVP ニューロンが概日周

期を決定するペースメーカー細胞（の少なくとも一部）
と し て 機 能 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 In situ 
hybridization法による in vivo（図２）およびPer2::Luc
レポーターマウスの SCNスライスを用いた ex vivo発
光イメージングによる時計遺伝子発現解析より、特異
的 CK1 d欠損により AVP ニューロンが多く存在する
SCN 外殻部細胞の細胞時計周期が延長していること
が確認できた。興味深いことに、コントロールマウス
では時計遺伝子発現リズムの位相は SCN 背内側部が

腹側部に対して先行するが、AVP ニューロン特異的 CK 
1 d欠損マウスではこの時空間パターンが逆転していた。
にもかかわらず、概日行動リズムは周期が延長している
ものの振幅は正常で安定していた。したがって、正常マ
ウスの SCN で観察される時計遺伝子発現の時空間パターンは、少なくとも生体内での概日リ
ズム発振自体には必要ないことが示唆された。さらに AVP ニューロン特異的 CK 1 d欠損マウ
スで見られる時計遺伝子発現パターンの逆転は、スライスにおいては培養当初は観察されるも
のの、数サイクル後には消失した。このことから、正常な SCN 神経ネットワーク、あるいは
SCN と他の脳領域とのネットワークが、in vivo での SCN による概日リズム発振に重要である
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ことが示唆された。AVP
ニューロンが、SCN 神
経ネットワークの発振
する概日リズムの周期
決定に関わるペースメ
ーカー細胞として機能
するという事実は、従来

の見解を覆すものであ
り、重要である。成果を
まとめ、論文発表した（Mieda et al, Curr Biol 2016）。 
 
（2）VIP 産生ニューロン特異的に Cre 組換え酵素を発現する BAC トランスジェニックマウス
を作成した（Vip-Cre）。このマウスを用い、VIP ニューロン特異的 Bmal1 欠損マウス、CK1d
欠損マウス、Vgat 欠損マウスを作成したが、同様の AVP ニューロン特異的欠損マウスとは対
照的に、概日行動リズムに有意な異常は観察されなかった。他グループによって作成された
Vip-ires-Cre マウスも導入して同様の実験を行ったが、同様の結果が得られた。AVP ニューロ
ン、VIP ニューロン両方で Bmal1 を欠損したマウスも作成したが、AVP ニューロン単独の欠
損マウスと比べてフェノタイプが有意に重篤になることもなかった。以上の結果から、VIP は
SCN ニューロン群の重要な同調因子として報告されているが、VIP ニューロンが持つ細胞時計
や VIP ニューロンによる GABA 作動性神経伝達は、SCN 神経ネットワークによる概日リズム
発振には重要でないことが示唆された。 
 
（3）SCN スライスにおける AVP ニューロンや VIP ニューロンの電気生理学的性質を、パッ
チクランプ法により解析した。AVP ニューロンでは、常に脱分極した状態にあるために、Na+

依存的な活動電位は発生せずに Ca2+依存的な膜電位の振動のみ観察される細胞が、多く観察さ
れた。VIP ニューロンではそのような細胞は見られなかった。この脱分極状態を作り出すイオ
ンチャネルの候補を同定にした。さらにその機能を明らかにするために、当該チャネル遺伝子
を AVP ニューロンで特異的にノックアウトしたマウスを作成し、概日行動リズムの解析を開始
した。GABA は一般的に抑制性の神経伝達物質だが、SCN 内には GABA が興奮性に作用する
ニューロンが存在することが知られている。そこで、AVP ニューロンや VIP ニューロンの
GABA に対する応答性を調べたところ、どちらについても、抑制性に応答する細胞も興奮性に
応答する細胞もあることが明らかになった。また AVP ニューロンおよび非 AVP ニューロンで
記録される GPSC (GABA-mediated postsynaptic current)について詳しい解析を行い、その振
幅や頻度に日内変動があることを見いだした。 
 
（4）培養 SCN スライスにおける細胞内 Ca2+および膜電位のニューロンタイプ特異的な蛍光
イメージングを共同研究で行い、膜電位リズムの位相は SCN 全体で揃っている一方で、細胞
内Ca2+リズムはAVPニューロンがVIPニューロンより先行することが明らかになった（Enoki 
et al, PNAS 2017）。 
 
（5）Cre 発現細胞のみで概日遺伝子発現リズムをモニターするレポーターAAV を作成した。
このレポーターを提供して共同研究を行い、アストロサイトにおける細胞時計の重要性を示す
論文を発表した（Tso et al, Curr Biol 2017）。 
 
（6）SCN の AVP ニューロンや VIP ニューロンに Cre 依存的組換え AAV 発現ベクターを用い
て蛍光 Ca2+プローブ jGCaMP7s をニューロンタイプ特異的に発現させ、その神経活動リズム
を、ファイバーフォトメトリーを用いて in vivo で測定することに成功した。 
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spatiotemporal pattern of gene expression in the SCN. The
delay of gene expression in the shell of Avp-CK1d!/! mice
was consistent with the presumed lengthening of cellular pe-
riods in AVP neurons.

Deletion of CK1d in AVP Neurons Lengthens Cellular
Periods of the SCN Shell and Alters the Spatiotemporal
Order of PER2::LUC Oscillations in the SCN
Because Avp-CK1d!/! mice free-ran with a coherently length-
ened period, we expected that the cellular clocks of the entire
SCN also would oscillate with a lengthened period. To test this
hypothesis, we performed real-time bioluminescent cell imaging
of coronal SCN slices prepared from control and Avp-CK1d!/!

adult mice with a luciferase reporter (Per2::Luc) [17] housed in
DD (Figures 3 and S3A; Table S3). Contrary to our expectations,
the SCN shell and core of Avp-CK1d!/!;Per2::Luc mice tran-
siently showed different cellular periods ex vivo (Figures 3A
and 3C). The period of the shell was longer by"2 hr at the begin-
ning (shell: 25.91 ± 0.50 hr versus core: 23.73 ± 0.07 hr, p <
0.001) (Figure 3C; Table S3). However, this lengthening did not
continue into the next cycle (shell: 23.65 ± 0.33 hr versus core:
23.98 ± 0.06 hr, p = 0.343). Accordingly, the peak time of PER2::
LUC oscillation in the shell was later relative to that of the core at
the first peak in Avp-CK1d!/!;Per2::Luc mice (Figures 3A and
3D). This delay increased at the second peak, but it did not in-
crease any further in subsequent cycles. The peak amplitude
of PER2::LUC oscillation was significantly lower and decayed
more rapidly in the SCN shell of Avp-CK1d!/!;Per2::Luc mice
(Figures 3A and 3E; Table S3). These data suggest that intercel-
lular communications between the shell and core somehow pre-

Figure 2. Circadian Gene Expression Is
Delayed in the Shell of SCN in Avp-CK1d–/–

Mice
(A) Representative images of Avp and Per1mRNA

expression in the SCN of control andAvp-CK1d!/!

mice at the times indicated in darkness after the

onset of the last dark phase (12 hr corresponds

roughly to CT0). Coronal brain sections were

hybridized in situ to an antisense probe for each

gene. Scale bar, 100 mm.

(B) Circadian expression of each gene in the

middle SCN along the rostro-caudal axis.

Expression was quantified for the entire section

(Avp) or separately for the shell and core (Per1).

Representative regions defined as the shell and

core SCN are indicated by yellow circles in (A).

Error bars indicate SEM (n = 6). g, effect of geno-

type in each region; r, effect of region in each

genotype; by post hoc pairwise comparisons,

lowercase letter, p < 0.01 and italicized lowercase

letter, p < 0.05.

cluded the lengthening of the shell’s
period in the prolonged culture.
We expected that blocking intercellular

communications by the application of
tetrodotoxin (TTX), a blocker of voltage-
dependent sodium channels, would allow
the core and shell regions to each ex-

press their endogenous period lengths ex vivo [18, 19]. Surpris-
ingly, however, the transient period difference, followed by
period length synchronization, persisted despite the application
of TTX in the SCN slices ofAvp-CK1d!/!;Per2::Lucmice (Figures
S3B and S4A–S4D; Table S3).
By extension, we aimed to reduce intercellular communica-

tions between the core and shell by surgically cutting the SCN
slice along the horizontal plane (Figures 3B, S3C, and S3D;
Table S3). In slices with knife cuts, the lengthened period of
the SCN shell in Avp-CK1d!/! mice was maintained for a longer
duration (Figure 3F; Table S3). Accordingly, the peak time differ-
ence of PER2::LUC oscillation between the shell and core
increased lineally for three cycles (Figure 3G). This result sug-
gested that the core sent a signal that modulated the shell in
the SCN slices, which was attenuated by surgical cuts between
the regions. Such data indicate that the periods of cellular
clocks in the SCN shell were lengthened in Avp-CK1d!/! mice
by 1.4–2 hr.
To increase the resolution of circadian rhythm analysis, we

applied a cosine curve-fitting method on PER2::LUC oscillations
in individual pixels that covered the SCN (Figures 4 and S4E–
S4G; Table S4) [20]. The periods of pixels in the shell were
lengthened in Avp-CK1d!/!mice, which wasmore obvious in sli-
ces with surgical cuts (Figures 4A, 4C, and S4E). In control mice,
we observed phase-leading cells (i.e., pixels) located dorsome-
dially [19], whose first acrophase (peak phase) was advanced
relative to other pixels. However, such phase-leading cells
were not clearly found in Avp-CK1d!/! mice. Raster plots of
signal intensity across the SCN further demonstrated that dorso-
medial pixels were phase-advanced in control mice, whereas
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