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研究成果の概要（和文）：概日時計中枢である視交叉上核からの出力経路を同定する為、順行性トレーシング、
光遺伝学や薬理遺伝学を用いた細胞機能操作、ファイバーフォトメトリーを用いたin vivoカルシウム計測、ジ
フテリアトキシンを用いた細胞脱落、生物発光を利用したイメージングと光操作等を総動員し実験を行った。そ
の結果、視交叉上核の概日リズム情報は、室傍核CRF（コルチコステロン放出因子）神経を介し、視床下部外側
野のオレキシン神経を介し、覚醒の調節をしている事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To understand neuronal circuits that are related with the circadian clock 
regulated sleep/wakefulness, we performed anterograde tracing, optogenetics, pharmacogenetics, in 
vivo fiber photometry, neuronal ablation, bioluminescence imaging. Finally, we identified one 
specific neuronal pathway in the hypothalamus that regulates the circadian clock regulated 
wakefulness. GABAergic neurons in the central circadian clock, suprachiasmatic nucleus (SCN), 
innervate corticosterone releasing factor (CRF) neurons in the paraventricular nucleus (PVN) in the 
hypothalamus, and these neurons increase time in wakefulness via orexin neurons in the lateral 
hypothalamus.

研究分野： 時間生物学

キーワード： 概日リズム　睡眠　神経回路　光遺伝学　光イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで視床下部に位置する視交叉上核は、概日リズムに重要な神経細胞として知られていたが、そこからどの
ような神経経路を介して、睡眠・覚醒のタイミングが調節されているかは、これまでほとんど理解が進んでいな
かった。本研究では、概日時計が調節する神経回路の一端を世界で初めて明らかにした結果である。本研究結果
は、概日時計機能の破綻による睡眠障害や、その他の生理機能の破綻を治療可能なあらたな治療法開発に大きな
影響を与えるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

動物にとって睡眠は必須な生理現象であり、一日のうち“いつ眠りいつ起きるか”の決定は、地
球上で生きる為の重要な生存戦略である。つまり、生命は２４時間の明暗サイクルの中で、時間
的にすみ分け、その個体の生存に有利な時間帯に必要な活動を行う。哺乳類では、睡眠・覚醒は
約２４時間ごとに繰り返される。この２４時間周期のリズムを「概日リズム」と呼び、脳内視床
下部の「視交叉上核」が概日時計の中枢として生体機能の時間的統合を行う。 

概日時計の中枢である、視交叉上核から睡眠・覚醒の行動への出力を考えた際、昼行性・夜行

性動物では行動の時間帯が昼夜逆転しているにも関わらず、視交叉上核の神経活動は、同じよう

に昼間に高まる事が知られている。つまり視交叉上核は２４時間のリズムを刻むペースメーカ

ーとして機能し、脳内の神経経路を介して、視交叉上核からの時刻情報が昼夜反転され、睡眠・

覚醒の時間的タイミングが調節されている事が示唆されている。しかし、どの神経経路が時刻情

報を変換しているのか、またその情報変換メカニズムについては明らかにされていない。現代の

日本の人口のおよそ 20%は睡眠障害を抱え、その結果うつ病や排卵障害など二次的な疾患が生

じていることから、睡眠・覚醒調節メカニズムの解明は人類にとって重要な課題の一つと言える。 
 

２．研究の目的 

本研究提案では、光操作と光計測の同時使用が可能な、新規光イメージングツールと神経トレー
シング法を組み合わせ、睡眠・覚醒の時間調節に関わる新しい神経回路の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）視交叉上核からの順行性神経トレーシング 

視交叉上核の神経細胞は、そのほとんどが GABAergic である事を利用し、Gad67-Cre マウスの視
交叉上核に、アデノ随伴ウイルス (AAV) を用いて蛍光タンパク質 hrGFP を発現させ、組織学的
に視交叉上核の軸索の存在する脳領域を同定した。 

 

（２）光遺伝学を用いた神経回路の操作 

順行性神経トレーシングで得られた結果をもとに、室傍核 CRF 神経の神経活動を、光遺伝学を
用いて操作した。AAV を用い室傍核 CRF 神経に ChR2 を発現させ、回復期間を置いた後、光フ
ァイバーを視床下部外側領域に挿入した。脳波・筋電図計測のための電極及びワイヤーを装着さ
せ、２週間以上の回復期間を経たのち、光照射を行い睡眠・覚醒の変化を検証した。 

 

（３）in vivo ファイバーフォトメトリーを用いた神経活動計測 

室傍核 CRF 神経がいつ活性化しているかを検証するために、蛍光カルシウムプローブである
GCaMP6s を室傍核 CRF 神経に発現させ、光ファイバーを室傍核の直上に挿入し、青色光照射で
得られる蛍光輝度変化を、自由行動下マウスから計測した。 

 

（４）薬理遺伝学を用いた神経活動抑制 

人工受容体である DREADD を室傍核 CRF 神経に発現させた。この受容体はクロザピン N オキ
サイド(CNO)を投与する事で、神経活動を抑制する事ができる。そこで、マウスの活動が上昇す
る暗期開始時に CNO または生理食塩水を腹腔内投与し、室傍核 CRF 神経の活動を抑制し、睡眠
覚醒への影響を検証した。また、ジフテリアトキシンを用いて、室傍核 CRF 神経の脱落を引き
起こし、自発活動計測を行った 

 

（５）新規発光カルシウムプローブを用いた光計測による神経回路の動作原理の理解 

概日時計である視交叉上核による室傍核 CRF 神経の活動調節メカニズムの同定を試みた。視交
叉上核と室傍核を含む脳スライスを作成し、視交叉上核特異的に光受容陽イオンチャネルの改
変型である SSFO を発現させた。これは青色光の単発照射により３０分程度神経活動が活性化す
るツールである。さらに、室傍核と視交叉上核に、申請者らが開発した発光カルシウムプローブ
(Okiluc-CaM) を発現させた。発光イメージングは光照射が不要であり、光遺伝学との併用が可
能なツールである。このツールを用い、青色光で視交叉上核を活性化させ、室傍核の神経活動の
変化を検証した。 

 

４．研究成果 

（１）視交叉上核からの出力経路候補領域の同定 

視交叉上核からの出力経路を、蛍光タンパク質を発現させることで確認したところ複数の脳領
域に視交叉上核の軸索が確認された。その中でも室傍核領域に密な軸索が認められた。これらの
結果から、視交叉上核→室傍核の神経経路に着目し研究を進めた。 



 

 

（２）室傍核 CRF 神経の光操作により覚醒の誘導 

室傍核は複数の神経細胞が
密集する神経核である。その
中でも、ストレス応答に関与
する CRF 神経に着目した。
CRF 神経の活性化により睡
眠・覚醒が変化するかを検証
する為、光遺伝学を用いて、
室傍核 CRF 神経を活性化さ
せたところ、覚醒時間の増加
が認められた。この室傍核
CRF 神経の活性化による覚
醒の増加は、オレキシン神経
を介している事が明らかに
なった（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）室傍核 CRF 神経は覚醒時に活動が上昇する 

次に室傍核 CRF 神経がいつ活性化しているかを検証するために、in vivo ファイバーフォトメト
リー法を用い、自由行動下マウスから CRF 神経の活動を計測した。細胞内のカルシウム濃度は、
神経活動に依存して変化する為、蛍光輝度変化を計測する事で、間接的に神経活動を計測する事
が可能である。この方法を用い、室傍核 CRF 神経が、覚醒しているときに活動が上昇し、睡眠
時に活動が低下する事が明らかになった（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図１：室傍核 CRF 神経の神経活
動操作と覚醒上昇 
（A）実験の概略図。（B）室傍
核 CRF 神経（緑）とオレキシン
神経（赤）の蛍光画像。（C,D）
光ファイバー挿入の概略図と、実
際の画像。(E)) 光照射により変
化する脳波筋電図と脳波のスペク
トル変化。(F,G) 光照射により変
化する覚醒、睡眠量の変化。(H, 
I) 電気生理学的実験の概念図。
(J, K) 室傍核 CRF 神経の活性化
時におけるオレキシン神経の神経
活動変化。 

図２：室傍核 CRF 神経の神経活動変化 
（A, B の概略図および実際の蛍光画像。緑が GCaMP6 を発現する細胞。(C, D) 睡眠覚醒時にみられる室傍核
CRF 神経の活動変化を示す。(E) 睡眠覚醒の移行期における室傍核 CRF 神経から得られる蛍光輝度変化の統計
解析結果。 



 

 

（４）室傍核 CRF 神経の抑制により覚醒度が低下する 

以上の実験から、室傍核 CRF 神経は覚醒時にその活動が上昇し、神経活動の上昇により覚醒度
が上昇する事が分かった。もし室傍核 CRF 神経が覚醒に重要な神経細胞であれば、神経活動を
抑制する事で覚醒度が低下する事が予想される。この仮説を検証する為、人工受容体である
DREADD を室傍核 CRF 神経に発現させた。この受容体はクロザピン N オキサイド(CNO)を投与
する事で、神経活動を抑制する事ができる。そこで、マウスの活動が上昇する暗期開始時に CNO

または生理食塩水を腹腔内投与し、室傍核 CRF 神経の活動を抑制し、睡眠覚醒への影響を検証
した。その結果、室傍核 CRF 神経の活動を抑制すると覚醒時間が減少し、睡眠時間の増加が確
認された。さらに、ジフテリアトキシンを用いて、室傍核 CRF 神経の脱落を引き起こし、自発
活動計測を行った所、特に暗期の前半に活動量の低下が確認された。これらの結果は、室傍核
CRF 神経を抑制あるいは脱落させることで、覚醒度が低下する事を示す（図３）。 

 

 

 

 

図３：室傍核 CRF 神経の抑制と脱落 
（A, B, C）実験の概略図および実際の蛍光画像。赤が DREADD を発現する細胞。(D,E) 生理食塩水または CNO
を投与した際にみられる睡眠覚醒の時間的変化と、投与後２時間における睡眠覚醒量の変化の統計解析結果。
(F,G) 実験の概略図および実際の蛍光画像。緑が CRF 神経を示す。(H) ジフテリアトキシンにより脱落した CRF
神経細胞の割合。(I-L) 室傍核 CRF 神経を脱落させた際の自発行動のアクトグラムおよび周期変化を示す。 



 

 

（５）視交叉上核の GABA が CRF 神経の活動を調節する 

最後に、概日時計である視交叉上核による室傍核 CRF 神経の活動調節メカニズムの同定を試み

た。視交叉上核と室傍核を含む脳スライスを作成し、視交叉上核特異的に光受容陽イオンチャネ

ルの改変型である SSFO を発現させた。これは青色光の単発照射により３０分程度神経活動が活

性化するツールである。さらに、室傍核と視交叉上核に、申請者らが開発した発光カルシウムプ

ローブ(Okiluc-CaM)を発現させた。発光イメージングは光照射が不要であり、光遺伝学との併用

が可能なツールである。このツールを用い、青色光で視交叉上核を活性化させ、室傍核の神経活

動の変化を検証した。その結果、視交叉上核の活性化により、室傍核の神経活動が抑制される事

が明らかになった（図４）。赤色光で活性化する ChrimsonR と青色光で神経活動を計測できる

GCaMP6 の組み合わせでも同様の結果を得た。さらに、室傍核 CRF 神経が視交叉上核に発現す

るどの神経伝達物質によりその調節を受けているかを検証する為、室傍核 CRF 神経の活動をカ

ルシウムイメージング法により計測しながら、AVP, VIP, GRP, GABA を投与し、カルシウムの変

化を検証した。その結果、GABA の投与により室傍核 CRF 神経の活動が抑制されることが明ら

かになった。これらの結果から、視交叉上核の概日リズム情報は、室傍核 CRF 神経を介しオレ

キシン神経を活性化させることで、覚醒度を調節している事が明らかになった。本研究成果は

Science Advances に受理された。 

 

図４：視交叉上核が調節する室傍核 CRF 神経の活動 
（A, B,）実験の概略図および実際の発光輝度変化。視交叉上核の活性化により、室傍核活動が低下する。(C-F) 
ChrimsonR と GCaMP6 を用いた視交叉上核の活性化と室傍核神経活動の変化。(G) GABA 受容体のアンタゴニス
ト投与で視交叉上核の活動を活性化させた際の室傍核の活動変化。(H-J) 室傍核 CRF 神経のカルシウム変動と、
伝達物質の投与。GABA の投与により CRF 神経のカルシウム濃度の低下が確認された。 
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