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研究成果の概要（和文）：本研究では視交叉上核における細胞種特異的in vivoファイバーフォトメトリー法を
確立し、AVP陽性細胞特異的にGABA放出ができないAVP-Vgat-/-マウスで、動物行動とAVP陽性細胞カルシウムリ
ズムの相関関係が崩れることを明らかにした。次に、VIP-tTAノックインマウスを確立し、AVP陽性細胞特異的に
時計タンパク質リン酸化酵素CK1δ-/-マウスと掛け合わせ、AVP陽性細胞・VIP陽性細胞・動物行動リズムの全て
で概日周期延長が起こることを明らかにした。最後に、同一個体で異なる細胞種のカルシウムリズムを同時に計
測するため、二色ファイバーフォトメトリー法を確立し予備データを得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a cell type-specific in vivo fiber photometry 
method in the suprachiasmatic nucleus and showed that the correlation between animal behavior and 
AVP-positive neuron calcium rhythm is disrupted in AVP-Vgat knock-out mice, which cannot release 
GABA specifically in AVP-positive neurons. Next, we established VIP-tTA knock-in mice and crossed 
them with AVP-positive cell-specific clock protein phosphatase CK1δ knock-out mice and found that 
circadian rhythm periods extend in all AVP-positive neurons, VIP-positive neurons, and animal 
locomotor activity. Finally, a two-color fiber photometry method was established to simultaneously 
measure calcium rhythms of different cell types in the same individual, and preliminary data were 
obtained.

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
本研究成果は、視交叉上核内において従来機能が不明であったAVP陽性神経細胞が、視交叉上核全体の概日リズ
ム周期を決定し、動物行動リズムを制御していることを示唆する。本研究により、視交叉上核による概日リズム
制御メカニズムの一部が明らかになった点が意義深い。本研究成果は、時差ぼけや睡眠相後退症候群、季節性う
つ病、タイムシフト労働などの概日リズム障害の予防や治療に貢献し、健康寿命の延伸にも資する。研究によっ
て得られた知識と技術は、医療、健康管理、生産性向上など様々な領域での応用に貢献することが期待される。

※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 
概日リズムは、地球上の生物に幅広く見られる現象であり、昼夜の変化に合わせて個体の活動

を最適化するシステムであると考えられる。概日リズムの変調は、様々な身体的・精神的ストレ
スを引き起こし、精神疾患の原因となりうる。この概日リズムは、どのようなメカニズムで制御
されているのであろうか。哺乳類において、全身の細胞の時計遺伝子発現が日内変動を示すが、
それらを安定化し同期させる中枢が、視床下部の視交叉上核である。視交叉上核からのシグナル
によって、個体の日内リズムは地球上における一日と同期する。視交叉上核は GABA 性ニューロ
ンの集合体であり、背内側にはバソプレシン(AVP, arginine vasopressin)陽性細胞、腹外側に
は血管作動性腸管ペプチド(VIP, vasoactive intestinal peptide) 陽性細胞が集合している。
網膜からの光刺激は直接 VIP 陽性細胞に入力し、AVP 陽性細胞を介して、その出力として個体の
概日リズムがシフトすると考えられている。VIP欠損マウスの概日リズムは顕著な異常を示すこ
とから、多くの研究者が VIP 陽性細胞に注目している。その中で三枝らは AVP陽性細胞が概日リ
ズム調節の鍵であるという証拠を見出してきた。AVP陽性細胞特異的に Cre組換え酵素を発現す
るマウスを用いて時計遺伝子の一つである Bmal1 を欠損したマウス (Avp-Bmal1-/-)では、概日
リズムの周期が延長し、強度が弱まる(Mieda et al., 2015)。また、AVP 陽性細胞特異的に、シ
ナプス小胞性 GABA トランスポーターを欠損したマウス(Avp-Vgat-/-)では、概日リズムに異常が
見られる(研究開始当初は未発表)。AVP 陽性細胞内に限局した Bmal1 や Vgat の発現の有無によ
って、個体の概日リズムが変化することから、AVP 陽性細胞が個体の概日リズム制御に決定的な
役割を担うのではないかと考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、視交叉上核 AVP 陽性細胞の活動及び入力を長時間記録し、概日リズム制御メカニ
ズムを理解することを目的とする。本研究は概日リズム研究への導入報告の少ないファイバー
フォトメトリー法を用いて、様々なインジケータを用いて活動や入力を可視化する点に独創性
と新規性がある。日内リズムや概日リズムの研究は、ある特定の時刻に固定した脳や脳スライス
を用いた研究がこれまで主流であったが、スライスで見られる現象が in vivo で同じである保
証はなく、一致しない結果も見られる。本研究では、日内リズムを基軸として、細胞集団を時空
間的に解析し、動物の一日の行動全体を司るメカニズムを理解することを目指す。本研究は、概
日リズムの変調を伴う疾患メカニズムの、科学的根拠となる。 
 
３．研究の方法 
活動記録方法として用いるファイバーフォトメトリー法とは、脳内に埋め込んだ光ファイバ

ーを介して光を照射し、放出される蛍光を記録することで、神経細胞の活動を計測する手法であ
る。マウスは明暗条件(12 h:12 h）または恒暗条件で飼育。ファイバーフォトメトリーによって
概日リズムが乱れることはない。本研究では、蛍光インジケータである jGCaMP7s (Dana et al., 
2019)を含むウイルスベクター(AAV)を、AVP ニューロンに特異的に組換え遺伝子 Cre を発現する
遺伝子改変マウスの視交叉上核に注入。視交叉上核 AVP ニューロンに特異的に蛍光インジケー
タを発現させ、長期間のシグナル記録を行う。 

本研究の最大のネックは、データ収録に時間がかかる事である。基本的には一つのファイバ
ーフォトメトリーシステムでは一匹からの記録になり、データ収録に二週間かかる。従来のファ
イバーフォトメトリー法でデータ収録方法を
確立しつつ並行して、データ収録の効率を上げ
るため、新たなファイバーフォトメトリーシス
テムを使用する。複数の光ファイバーを一つの
光継手にまとめ、その先端を CMOS センサーで
測定する(Kim et al., 2016)ことで、複数の動
物から同時に活動を計測する。本手法を用いる
ことで、飛躍的なデータ収録効率の改善が期待
できる。 
 
４．研究成果 
本研究ではまず、視交叉上核における細胞種

特異的 in vivo ファイバーフォトメトリー法を
確立し、AVP陽性細胞特異的に GABA 放出ができ
ない AVP-Vgat (vesicular GABA transporter)
ノックアウトマウスでは、動物行動リズムと
AVP 陽性細胞カルシウムリズムとの相関関係が
崩れることを明らかにした(Maejima, Tsuno et 
al., 2021, PNAS, 図１)。AVP 陽性細胞からの

図１．視交叉上核AVP陽性細胞におけるin vivo
カルシウム活動と、動物行動の日内変動。縦軸
は日、横軸は二日間の時間。5 日間の明暗条件
(LD)の後、10 日間の恒暗条件(DD)で連続記録。
緑：カルシウムシグナル、黒：動物行動。左：
コントロール、右：Avp-Vgat-/- 
コントロールでは、動物行動の終わりとカルシ
ウムリズムのピークが、ほぼ同じ時(ZT=~0)で
あるのに対して、Avp-Vgat-/-ではその関係性が
崩れている。(Maejima, Tsuno et al., 2021, 
PNAS) 



GABA の放出の役割を調べるために、AVP 陽性細胞
特異的に小胞性 GABA トランスポーターをノック
アウトしたマウスを用いた。その結果、このマウ
スでは AVP 陽性細胞のカルシウムリズムと、動物
行動リズムとの関係が崩れることが観察され
た。コントロール実験として、カルシウムに依存
しない蛍光タンパク質 EGFP を発現させ、シグナ
ルに明確な日内リズムが見られないことを確か
めた。さらに、本研究で用いているファイバーフ
ォトメトリー法の妥当性を検証するため、既に
日内リズムが報告されている視交叉上核 VIP 陽
性細胞群にカルシウムインジケータを発現さ
せ、その日内リズムが既存の報告と一致するこ
とを確認した。本結果により、AVP 陽性細胞の
GABA 放出が、マウスの行動リズムを制御するこ
とを明らかにした。 

次に、視交叉上核 AVP 陽性細胞と VIP 陽性細
胞を区別して標識するために、新たに VIP-
tTA(tetracycline transactivator)ノックイン
マウスを確立し、Avp-Creマウスと掛け合わせる
ことで、異なる細胞種を標識できることを示し
た(Peng, Tsuno et al., 2022, Front Physiol, 
図２)。このマウスを AVP陽性細胞特異的に時計
タンパク質リン酸化酵素 CK1δ(casein kinase 1 
delta)をノックアウトしたマウス(Avp-CK1δ-/-)
と掛け合わせることで、AVP 陽性細胞カルシウム
リズム、VIP 陽性細胞カルシウムリズム、動物
行動リズムの全てにおいて、概日周期が延長す
ることを明らかにした(Tsuno et al., 2022, 
bioRxiv, 図３)。このことは、AVP陽性細胞が
視交叉上核全体の概日リズムの周期に、決定的
な役割を担っていることを示唆する。 

最後に、ファイバーフォトメトリーの二色・
四動物同時記録法に成功し、日内リズムが見ら
れる予備データを得た（図４）。当初はシグナル
強度が弱く、安定した記録ができていなかった
が、フレームレートを下げることで、シグナル
強度を十分得られ記録が安定した。また、当初
は赤色のカルシウムインジケータの発現が弱
く、カルシウムリズムを計測できるレベルでは
なかったが、jRGECO1a を用いて、かつ AAVベク
ターのタイター値を上げることで、飛躍的に発
現強度を上げることに成功した。 
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図２．Avp-Creと Vip-tTAを掛け合わせ、AAV
を用いて VIP陽性細胞に GCaMP（左：緑）、AVP
陽性細胞に mCherry（中央：マゼンタ）を発
現させた。スケールバーは 200µm。（Peng, 
Tsuno et al., 2022, Front Physiol） 

図４．同一個体における AVP 陽性細胞と VIP陽性

細胞のカルシウムリズム同時記録。縦軸は日、横

軸は二日間の時間。６日間の明暗条件(LD)の後、

１５日間の恒暗条件(DD)で連続記録。（未発表） 

図３．Avp-CK1δ-/-における視交叉上核 AVP 陽性
細胞（上段）と VIP 陽性細胞（下段）における in 
vivo カルシウム活動と、動物行動の日内変動。 
Avp-CK1δ-/-では動物行動リズム（黒）の概日周
期延長と同期して、AVP陽性細胞カルシウムリズ
ムと VIP 陽性細胞カルシウムリズムの周期も延
長する。(Tsuno et al., 2022, bioRxiv) 
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