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研究成果の概要（和文）：時差症状は、体内時計と外界時計の位相の乖離により生じる。私達は、バソプレッシン(AVP
)受容体であるV1aおよびV1bを共に欠損したマウス(V1aV1bDKOマウス)では、時差環境下でも行動や時計遺伝子発現のリ
ズムが即座に再同調し、時差症状を示さないことを見出した。視交叉上核（SCN）の切片培養を用いた検討から、V1aと
V1bを介した神経細胞間結合は、外界からのリズム撹乱因子に対して抵抗性を持つと考えられた。野生型マウスのSCNに
V1aおよびV1bの拮抗剤を投与すると時差症状が改善された。従って、AVPシグナルの阻害剤が時差やシフトワークに起
因する病態に対する治療薬として期待される。

研究成果の概要（英文）：The endogenous circadian clock drives oscillations in physiology and behavior with
 a period of about 24 hours. When travelling rapidly across multiple time zones (jet lag), we become aware
 of the desynchrony between our internal clock and external light-dark cycle. Although jet lag is recogniz
ed as a chronobiological problem, its specific molecular and cellular mechanisms are poorly understood. 
    In this study, we show that circadian rhythms of locomotor activity, clock gene expression, and body t
emperature rapidly re-entrained to phase-shifted light-dark cycles in mice genetically deficient in V1a an
d V1b receptors (V1aV1bDKO). Real-time imaging of cellular rhythms in the suprachiasmatic nucleus (SCN) sl
ices suggested that interneuronal communication mediated by V1a and V1b confers on the SCN an intrinsic re
sistance to external rhythm perturbation. Pharmacological blockade of V1a and V1b in the SCN of wild-type 
mice accelerated the speed of recovery from jet lag. 
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１．研究開始当初の背景 
 46 億年間、地球は自転し、昼と夜を生み出
し続けた。その結果、生物は約 24 時間の概
日リズム、生物時計を獲得した。この生物時
計は、全身の個々の細胞が持つ時計遺伝子の
転写・翻訳のリズムによって生み出されてお
り、ホルモン分泌、血圧、体温、代謝のリズ
ムを制御する。よって、生物時計機能の失調
は、睡眠障害や代謝障害などの様々な疾病の
原因となる。 

1997 年に初めて哺乳類の時計遺伝子が発
見されて以来、世界中で次々に時計遺伝子が
クローニングされ、24 時間周期の転写発現リ
ズムを生みだす細胞内分子メカニズムの解
明はほぼ完了した。この個々の細胞時計を制
御し、一個体としてのリズムを形成する生物
時 計 機能の 中 枢は、 脳 の視交 叉 上 核 
(Suprachiasmatic Nucleus: SCN) である。SCN
は、極めて安定したリズムを発振できる唯一
の振動体である。しかし、近年、シフトワー
カー（交替制勤務者）においては、慢性的な
時差勤務・深夜業務のため、SCN の時計機能
が破綻の危機に陥っていることがわかって
きた。彼らは、ジェット機による海外旅行時
に陥る時差症候群と同じく、体内時計と外界
明暗時間（実生活の時間）の位相が乖離する
ため、睡眠障害や胃腸症状あるいは肥満や糖
尿病、高血圧といった生活習慣病のリスクに
さらされている。しかしながら、時差の分子
神経メカニズムは不明であり、時差の責任分
子をターゲットとした根本的な対処法が待
ち望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、 
(1) 時差を司る分子を同定すること、 
(2) その分子の遺伝子改変マウスを作製し、
時差の神経シグナルを解明すること、 
(3) 時差環境下での概日行動リズム、時計遺
伝子発現リズム、体温リズムを測定し、体内
における時間階層性を解明すること、 
(4) 時差の治療薬を開発すること、 
以上の 4 点である。 
 
３．研究の方法 
 私達は、リズムセンターである SCN に時差
の本態があると考え、SCN をターゲットとし
たリズム異常検索である SCN Gene-Project に
より時差分子のスクリーニングを行った。具
体的には、in situ hybridization 法および免疫組
織化学により SCN でリズミックに発現して
いる遺伝子を同定し、それら個々の遺伝子改
変マウスを作製して、時差環境下での概日行
動リズムを測定する、というものである。こ
の結果、バソプレッシン（AVP）の受容体で
あるV1aとV1bを時差関連分子の候補として
同定した。SCN の約半数の神経細胞は AVP
を発現しているが、この AVP 神経細胞は V1a
および V1b 受容体も発現し、SCN 内の AVP
神経細胞間で局所神経回路を形成する。私達

は、V1a と V1b 受容体を共に欠損したダブル
ノックアウトマウス（V1aV1bDKODKO マウ
ス）を作製し、これが時差消失マウスである
ことを見出した（後述）。 
また、時差環境下での SCN、肝臓、および

腎臓における時計遺伝子の発現リズムを調
べるために、時差前は 1 日半、時差後は、野
生 型 （ WT ） マ ウ ス は 10 日 間 、
V1aV1bDKODKO マウスにおいては 6 日間に
わたって、4 時間ごとに臓器・組織をサンプ
リングし、リアルタイム PCR 法を用いて時計
遺伝子の発現量を定量的に測定した。さらに、
同様の時差環境下にて 20 分ごとに体温を測
定し、体温リズムの変動も測定した。 
最後に、SCN における V1a および V1b の

シグナルが時差治療薬のターゲットになり
うるかを検討するために、それぞれの受容体
拮抗薬の混合物を浸透圧ポンプにより SCN
に持続的に投与し、時差後の行動の再同調に
要する日数を測定した。 
 
４．研究成果 
時差スクリーニングによって得た時差の

候補遺伝子であるV1aおよびV1bを共に欠損
し た ダ ブ ル ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 
(V1aV1bDKODKO マウス)を作製し、時差時
の行動を測定したところ、この遺伝子改変マ
ウスは時差を全く示さないことを見出した 
( 図 １ ) 。 時 差 環 境 下 に お け る

V1aV1bDKODKO マウスの行動が単に環境の
明暗のみによって決定されるという可能性
を排除するために、時差後に常時消灯した状
態でマウスの行動を 2 週間程度測定し、どれ
だけ行動の位相が前進するかを測定した。明
暗環境を 1 日だけ前進させてから消灯した場
合でも、V1aV1bDKODKO マウスは野生型マ
ウスと比べて、より大きく、行動リズムの位
相が前進した。また、明暗環境を 1 日だけ後
退させた場合でも、V1aV1bDKODKO マウス
は野生型マウスと比べて、より大きな行動リ
ズ ム の 位 相 後 退 を 示 し た 。 従 っ て 、
V1aV1bDKODKO マウスが時差後に瞬時に再
同調するのは、環境の明暗によるマスキング
の効果ではなく、内在性の時計機能が瞬時に
位相変動しているものと考えられる。 
興味深いことに、V1aV1bDKODKO マウス

の通常時の体内時計の状態を検証したとこ
ろ、恒暗条件下での概日行動リズムの周期や
SCN における時計遺伝子（代表的な時計遺伝
子である Per1、Per2、Bmal1、Dbp の 4 遺伝
子）の発現リズム、主観的夜の光パルス刺激
による行動の位相後退量や Per1 の誘導量は、



V1aV1bDKODKO マウスにおいて全て正常で
あった。すなわち、時差時の V1aV1bDKODKO
マウスの迅速な再同調は、体内時計に障害が
あるためではないことを示している。 
続いて、時差に順応していく過程を検討す

るために、時差環境下の SCN における時計遺
伝子（Per1、Per2、Bmal1、および Dbp の 4
つ）の発現変動を測定した。時差を起こす前
は、野生型マウスと V1aV1bDKO マウスの両
方において、Per1、Per2およびDbpは明期に、
Bmal1 は暗期にピーク値をとる明瞭な日周リ
ズムを示した。しかしながら、時差の後では、
野生型マウスと V1aV1bDKO マウスで、時計
遺伝子の振動パターンに大きな違いがあっ
た。野生型マウスでは、Per1 と Per2 は、時差
後、1-2 日の間はそのリズム性を消失し、3-7
日にかけて振動はするもその振幅は小さく、
8 日目になってようやくもとの振動パターン
にまで回復した。Bmal1 と Dbp も、時差後、
1-5 日の間は、リズム性が著しく乱れており、
完全に振動が回復するには、8-9 日を要した。
一方で、V1aV1bDKO マウスにおいては、時
差の後 1-2 日は、一部で振動の乱れは観察さ
れたものの、4 つの時計遺伝子は全て、3 日
目には振動のピーク時間や振幅が回復した。
また、digoxigenin in situ hybridization 法により
細胞レベルで検討したところ、野生型マウス
の SCN では V1aV1bDKO マウスの SCN とは
異なり、Per1 や Dbp の明瞭な概日振動は、時
差後 3 日目では観察されなかった。 
また、時差環境下における末梢臓器の時計

遺伝子発現リズムを測定した。SCN において
観察されたものとは異なり、肝臓における時
計遺伝子のリズミックな振動は、時差後の再
同調の期間においても維持されていた。しか
しながら、ピークの時間はおおいに影響を受
けていた。ピーク位相が回復するには、野生
型マウスでは 9-10 日間を要したが、
V1aV1bDKO マウスにおいては、5 日間のみ
であった。同様の結果は、腎臓の時計遺伝子
を測定することでも得られた。また、時差環
境下における体温の日周リズムも継時的に
測定したところ、野生型マウスでは 10 日後
に再同調したのに対し、V1aV1bDKO マウス
では 5 日後に再同調した。以上の結果をまと
めると、明暗サイクル前進後の V1aV1bDKO
マウスにおいて、検討した全ての時計遺伝子
は、野生型マウスのものよりも迅速に再同調
した。また、野生型マウスと V1aV1bDKO マ
ウスのどちらにおいても、時差の後、まず中
枢の SCN の時計遺伝子のリズムが回復し、
1-2 日後に、末梢の時計や体温のリズムが回
復したことから、各臓器間には階層性があり、
SCN の時計機構が、時差後の全身の回復期間
を決定していると考えられる。 
ところで、先述の通り、AVP 発現細胞が、

SCN において主要な細胞集団を形成するこ
とや、AVP の合成や SCN から脳脊髄液への
放出には明瞭な日周リズムが見られる。AVP
神経細胞は、シナプス結合を介してお互い連

絡しあい、SCN 内で局所神経回路を形成して
いる。V1a と V1b も SCN の神経細胞におい
て発現することが知られていたが、私達は
double in situ hybridization 法を用いて、SCN
の背内側部において、AVP 神経細胞が、V1a
をも発現することを見出した。また、AVP と
V1a は、それぞれ逆位相で安定した概日振動
を示したことから、この AVP 局所神経回路が、
ダイナミックな概日機能を有しているもの
と考えられる。そこで、時差環境下の、野生
型マウスの SCN において観察された時計遺
伝子の振動の消失が、SCN における AVP を
介した神経細胞間連絡の変化が原因ではな
いかとの仮説を立てた。Per1 プロモーターで
ルシフェラーゼを発現するトランスジェニ
ックマウスからとりだした SCN の切片培養
を用いて、生物発光をリアルタイムモニタリ
ングすることで、SCN の何百といった細胞の
リズムを同時に測定することが可能である。
この系を利用して、AVP シグナルがどのよう
に SCN 神経細胞のリズムに影響を及ぼすか
を検討した。野生型マウスも V1aV1bDKO マ
ウスも共に、SCN の神経細胞は、背内側側か
ら腹外側側へと、時空間的に組織された振動
パターンを示した。このような全ての神経細
胞からなる秩序だった位相の順序は、シクロ
ヘキシミド（CHX）を投与することでリセッ
トできる。CHX を除去すると、野生型マウス
の SCN では、神経細胞間でもともとあった位
相の順序の通りに、個々の細胞の振動は回復
するが、V1aV1bDKO マウスの SCN では、そ
の順序はひどく変化した。従って、野生型マ
ウスのよりも、V1aV1bDKOマウスのSCNは、
外界の撹乱因子の影響を受けやすいものと
考えられる。この細胞間結合の脆弱性のため、
V1aV1bDKO マウスは時差に瞬時に順応でき
るのであろう。 
最後に、V1a アンタゴニストの OPC-21268

と V1b アンタゴニストの SSR 149415 の混合
物を、野生型マウスの SCN に浸透圧ポンプを
用いて持続的に投与し、時差環境下の行動を
測定したところ、アンタゴニストの濃度依存
的に、再同調が有意に速くなった。従って、
SCN の V1a と V1b のシグナルが、時差後の
再同調のスピードを決定する重要な役割を
担っていることがわかった。 
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