
大学共同利用機関法人自然科学研究機構（機構直轄研究施設）・生命創成探究センター・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６７５

挑戦的研究（萌芽）

2023～2022

細胞内局所光イメージング計測から迫る概日カルシウムリズムの源流の解明

Optical Imaging of Intracellular Organelles for Understanding the Origin of the 
Circadian Calcium Rhythms

００５２８３４１研究者番号：

榎木　亮介（Enoki, Ryosuke）

研究期間：

２２Ｋ１９３１９

年 月 日現在  ６   ６   ４

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：哺乳類の概日時計の中枢は脳視床下部にある視交叉上核に局在する。これまでに私
は、視交叉上核の神経回路における時空間的に協調した概日Ca2+リズムを見いだし､その作動機序を探究してき
た。本研究では､光計測技術を駆使して細胞局所Ca2+イメージングを行ったところ､核内においても明瞭な概日
Ca2+リズムを観察した｡核内リズム位相は細胞質Ca2+リズムと同位相であり、視交叉上核内の空間位相パターン
も同一であった。また薬剤投与の実験により､核内のCa2+リズムは主に細胞外からの流入がCa2+が主要因であり､
おそらく核膜孔を介して核内にCa2+が入ると推察された。

研究成果の概要（英文）：The center of the mammalian circadian clock is located in the 
suprachiasmatic nucleus in the hypothalamus of the brain. I have previously identified 
spatiotemporally coordinated circadian Ca2+ rhythms in the neuronal circuits of the suprachiasmatic 
nucleus and investigated their underlying mechanisms. In this study, I performed organellar Ca2+ 
imaging using a high-resolution time-lapse imaging system and observed robust circadian Ca2+ rhythms
 in the nucleus that were in phase with cytosolic Ca2+ rhythms and had the identical spatial 
patterns in network. Drug application experiments revealed that the nuclear Ca2+ rhythm is mainly 
contributed by influx from outside the cell, probably through the nuclear membrane pore that allows 
Ca2+ entry into the nucleus.

研究分野： 神経生理学

キーワード： 概日リズム　視交叉上核　カルシウム　光イメージング　オルガネラ

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
概日時計のリズム発振メカニズムを解明する上で､細胞内オルガネラレベルのリズム制御という新たな視点を与
えるものであり､学術的に重要な結果である｡また､高解像の超長期イメージング計測という､顕微鏡観察技術とし
ても未開拓の領域を開くものであり､今後の更なる発展が期待できる｡さらには､現代社会では概日リズムが乱れ
る事による心身の不調が問題になっており､概日時計のリズム発振の基本原理を解明することは､社会的にも意義
があるものである｡

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
地球上のほぼ全ての生物は、概日時計により環境変化を予測して､自身の細胞機能や生理機能を
調節している｡哺乳類には自律した約 24 時間のリズムを刻む概日時計が備わっており、その司
令塔は脳深部の視床下部に存在する視交叉上核に局在する。視交叉上核は約 2 万個の神経細胞
から構成され､全身にリズム情報を発振し､体温､睡眠-覚醒､ホルモン分泌などの生理機能や動物
行動の 24時間リズムを制御する｡細胞レベルでの概日リズムの発振は､時計遺伝子の転写と翻訳
によるフィードバックループが分子実体であると想定されている｡視交叉上核においては､転写
翻訳リズム､膜電位､神経発射､ペプチド放出､そして細胞内 Ca2+に 24時間リズムが観察される｡ 
私はこれまで、視交叉上核の神経回路における時空間的に協調した概日 Ca2+リズムを発見し、
その作動機序を探究してきた(Enoki et al., PNAS, 2012, 2017, 2018等)。予期しなかったこと
に、細胞質で見られる概日 Ca2+リズムは、神経発射活動や電位依存性 Ca2+チャネル、神経間連
絡を遮断しても継続し、膜電位ともリズム位相が乖離するなど、典型的な神経細胞とは異なる
Ca2+動態を示すことが分かってきた。さらには、時計遺伝子を欠損細胞においても概日 Ca2+リ
ズムが観察されることから(Enoki et al., Sci Rep, 2018)、概日 Ca2+リズムは中心的な振動体で
ある可能性もある。一般に Ca2+は細胞内のミトコンドリアや小胞体などの小器官により調節さ
れ､Ca2+依存性タンパク質が核内に移行して遺伝子発現調節などを行うと想定されている｡しか
しながら､視交叉上核の神経細胞において概日 Ca2+リズムがどのようなメカニズムで生み出さ
れるのかの詳細は不明であったことから､本研究では光イメージング計測技術を駆使してオルガ
ネラレベルのCa2+計測を試み､概日Ca2+の制御メカニズムを解明しようと研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
 
私は日から週単位の長期間で概日リズムを計測する為、光の連続照射による細胞毒性やダメー
ジを軽減した独自の光イメージング計測法を確立してきた。本研究では、長期間の光観察法を細
胞内小器官レベルへと展開し、概日リズム発振のメカニズムを新たな視点から理解することを
試み､視交叉上核における Ca2+リズムの発振メカニズムを解明する｡ 
 
３．研究の方法 
 
本実験ではまず細胞核の Ca2+動態に注目した｡従来の報告では核内では Ca2+リズムが見られな
いことが報告されていた｡しかしながら核膜孔は小分子が自由拡散できることから､核内の Ca2+
が独立に制御する機構の可能性が考えられた｡マウス視交叉上核の培養のスライスを作成し、ア
デノ随伴ウイルスを用いて､遺伝子コード型 Ca2+センサーを神経細胞特異的に感染発現させ(図
1)、ニポウディスク共焦点ユニット/高感度 CCDカメラ等から構成される長期タイムラプスシス
テムを用い、数日~週の長期間の光イメージング計測を行った。緑色/赤色の蛍光 Ca2+センサー
(GCaMP6s, jRGECO1a)にそれぞれ核移行シグナル､核外移行シグナルを付与し、細胞質と核に
局所発現させ､2 色同時イメージングを行った。また Ca2+の流入源を調べる為､神経発射の遮断
薬､小胞体のリアノジン受容体､IP3 受容体の阻害薬を投与し､Ca2+リズムの振幅､基底濃度の変
化を解析した｡ 
 

 

図 1. 視交叉上核スライスにおける Ca2+センサーの発現パターン解析 
 
４．研究成果 
 
従来の報告とは異なり､細胞質-核内ぞれぞれで明瞭なCa2+リズムが観察された(図 2)｡細胞質-核
内の Ca2+リズムは同位相であり､視交叉上核内で同様の空間位相パターンを示した｡神経発射の
遮断薬(TTX)により､細胞質-核内の双方の Ca2+リズムの振幅は有意に減弱したが､リアノジン受

Fig. 1. Expression patterns of the genetically encoded Ca2+ probes in the 
SCN slices
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容体､IP3 受容体の阻害薬は有意な効果を殆ど示さなかった(図 3)｡これらの結果から､核内 Ca2+
リズムは､細胞外からの Ca2+流入を介し､おそらく核膜孔の自由拡散を介して核内に流入するも
のと考えられる｡細胞核は転写が行われる場であり､核内に流入したCa2+は核内のCa2+依存性酵
素の活性化を介して､転写調節を行っている可能性が考えられる｡ 
本研究結果は､Frontiers in Neuroscience誌にて論文を発表した｡その他､ミトコンドリア内の
イオン動態の可視化解析も進行中であり､今後も研究を継続して進めて行く計画である｡ 
 

 
図 2. 細胞質-核内における概日 Ca2+動態の同時イメージング計測 

 

 
図 3. 細胞質-核内の概日 Ca2+リズムに対する各種阻害薬の効果の検証 
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Fig. 3. Dual-color recording of the Ca2+ dynamics in the nucleus and 
cytoplasm of the SCN neurons 
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