
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

概日時計システムの発達と環境因子：時計遺伝子機能と細胞間情報伝達

Clock gene functions in the development of circadian system and effects of 
environmental factors

２０１４２７１３研究者番号：

本間　さと（Honma, Sato）

北海道大学・医学（系）研究科（研究院）・特任教授

研究期間：

２４３９００５５

平成 年 月 日現在２８   ５ １９

円    14,500,000

研究成果の概要（和文）：ほ乳類の生物時計、視交叉上核(SCN)が時計遺伝子Cryの機能により生後発達の過程で、質的
に異なる組織時計を形成するに至る分子・細胞基盤を明らかにすることを目的とし、単一培養SCN細胞からの遺伝子発
現、細胞内Ca2+レベル、膜電位などを同時にモニターする系の構築、Cry欠損マウスSCNと野生型SCNの共培養、ぺプチ
ド発現の遺伝子操作および薬理学的実験などを行った。その結果、SCNのCRY非依存性ネットワークに関わるシグナルが
新生児期に分泌される液性シグナルであること、AVP細胞の時計が行動制御に重要であること、出生後の連続照明がCRY
欠損による行動リズム出力障害を代償することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The hypothalamic suprachiasamtic nucleus (SCN), the site of the central circadian 
clock of mammals, exhibits circadian rhythms in clock gene expression and neuronal activities from the 
late fetal period through the end of life. We found that the neonatal SCN is clock gene Cry independent 
while Cry is indispensable for circadian rhythm expression in the adolescent SCN. Molecular and cellular 
mechanisms for coherent circadian rhythm expression in the SCN was examined using molecular and 
pharmacological techniques such as multiple bioluminescent reporters, co-culture of knockout and wild 
type SCNs. We found that peptidergic signals are critically involved in the CRY independent integration 
of cellular circadian rhythms, and continuous light exposure during postnatal development compensates the 
disorganization of behavior rhythms due to CRY deficiency.

研究分野： 環境生理学

キーワード： 生体リズム　視交叉上核　時計遺伝子　イメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の生物時計、視床下部視交叉上核
(SCN)は、固有のリズム周期の神経細胞が同
期して安定した概日周期を発振するととも
に、環境の 24 時間の明暗サイクルに同調し
(Welsh et al. Neuron 1995, Honma et al 
NeurociLett,1998)、全身の末梢時計を同調して
生理機能に周期性と時間的秩序を与える(Liu 
et al, PNAS, 2007)。哺乳類の時計遺伝子クロー
ニング以降、分子時計研究は飛躍的に発展し、
CLOCK/BMAL1 による時計遺伝子 Per、Cry
の転写促進と蛋白質産物による転写抑制と
いうフィードバックループが細胞内リズム
発振のための分子時計機構と考えられてき
た。さらに、生物発光レポーターの導入によ
る遺伝子発現リアルタイム計測は、時計機能
研究を一段と加速させた (Yamazaki et al, 
Science 2001)。これに対し、組織としての時
計機能研究は、分子時計研究に大きく遅れを
とっており、ヘテロな細胞の階層構造、環境
因子によるダイナミックな位相調節、ノイズ
耐性、昼間の光を遮断するゲート機構などの
分子・細胞基盤は未だ不明である。我々は、
時計遺伝子 Bmal1 のリズム発現(Honma et al. 
BBRC 1998)、Dec1,Dec2 が関与する分子ルー
プによる振動安定化機構(Honma et al. Nature 
2002)、Clock 変異の組織レベルでの代償
(Nakamura et al. Nat Neurosci. 2002)、行動開始
と終了を駆動する SCN 内の２振動体の存在
(Inagaki et al. PNAS, 2007)など、SCN の組織時
計としての特徴を示す重要な発見をしてき
た。さらに、分子フィードバックを形成する
CRY1,2 を共に欠損し、概日振動が停止して
いるとされてきたマウス（van der Holst et 
al.Nature, 1998）において、個々の SCN 細胞
がリズムを発振することを見出し、CRY が時
計細胞組織化の生後発達に必須のタンパク
である可能性を示した。CRY を欠損すれば、
細胞内振動が停止するという、これまでの分
子フィードバックループ仮説を覆す画期的
な本発見は、生物時計の発達･成長における
遺伝子機能という新たな研究テーマを生み
出し、本研究を提案するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、SCNに局在するほ乳類生物時計

が、成長に伴い質的に異なる組織時計を形成
するに至る分子・細胞基盤を明らかにする。
このため、培養SCN細胞から遺伝子発現、細胞
内Ca2+レベル、膜電位などを長期間モニターし、
野生型と変異細胞の共培養、ペプチドによる
情報伝達の操作などの分子・細胞・薬理的操
作を駆使し、組織時計に必要な分子・細胞種
を同定し、成長に伴う液性･神経性ネットワー
ク形成と再編によるリズム同期機序を明らか
にすると共に、組織レベルでの時計遺伝子障
害の代償機構を解明することを目的とする。
また、光による時計の組織化の分子機構に迫
る。 
 

３．研究の方法 
（１）実験動物： 
実験は、C57BL/6J バックグラウンドの

Per1-luc マウス, PER2::LUC knock-inマウス、
Bmal1-Elucマウス、Per1-dEGFPマウス、およ
び、AVP::ELUC knock-in mouseの新生児から
成獣までの各段階の雌雄マウスを用いた。ま
た、これらのバックグラウンドのCry1/Cry2欠
損（Cry欠損）マウス、VIP受容体２の欠損マ
ウス（VPAC2ノックアウト）を用いた。 
 
（２）組織培養： 
新生児はTissue chopper にて、成獣は

Microslicer にてSCN 冠状断を作成し、
Millicell Culture Insert 上で培養した。 
分散培養：胎児および生後5 日までの新生児
SCN を酵素処理にて分散し、単一細胞～高密
度培養まで、異なる細胞密度で培養を行った。
単一神経細胞培養にはアガロース上コラゲン
マイクロアイランド法を用い、細胞密度とリ
ズム安定性を検討した。 
 
（３）発光リズム計測： 
スライス全体の発光計測にはLumicycle

（Actimetrics社）およびKronos（アトー社）を
用い、数日から数週間の培養を行い遺伝子発
現リズムの有無、振幅・周期・波形、薬理的・
分子生物学的操作への対応を検討した。発光
イメージングには、SCN スライスおよび分散
培養細胞をLV200(オリンパス社)、セルグラフ
（アトー社）および自作の顕微鏡搭載発光イ
メージングシステムを用い数日から2週間の
連続イメージングを行い、単一細胞およびピ
クセルレベルでの発光リズムの解析を行った。 
 
（４）マルチ電極アレイディッシュ： 

MED64 システム(Alpha MED Scientific)を
用い、培養SCNスライスおよび分散培養SCN
神経細胞より自発発火と発光、さらにはCa2+

リズムとの同時計測を行った。 
 

（５）蛍光イメージング： 
細胞内Ca2+のリズムをFRETプローブYellow 

cameleon 3.60（単独計測）あるいはGCaMP6S 
(同時計測)を神経特異的プロモーター支配下
にアデノ随伴ウィルスベクターにて新生児
SCNスライスに導入した。培養は導入1週間後
より数日～1週間1時間毎の連続測定を行った。 
 
（６）行動リズム計測： 
マウスを個別ケージに飼育し、自発行動リ

ズムを赤外線センターにて1分毎に計測した。
恒常照明実験では、出生日より7週間恒常明
（300Lux）下で飼育し、その後恒常暗とした。
離乳までは母親と同腹の仔を恒常明におき、
離乳後は単独飼育とした。 

 
（７）リズム解析： 
行動および発光リズムの周期解析はカイ二

乗ペリオドグラム法、およびウェーブレット
解析にて行った。また、時系列イメージング
画像は、ピクセルレベルでコサイナー法にて
周期、ピーク位相、振幅を算出し、概日リズ
ムの有意性は、パーセントリズム法（p<0.01）
によった。これにより、SCNの部位、細胞種
による概日リズム特性を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）発達過程におけるSCN細胞リズム間ネッ
トワークに関わる細胞・分子基盤： 

CRY欠損マウスは、これまで概日リズム発



振のための分子ループのフィードバックが停
止し、概日リズムが消失した無周期マウスと
考えられてきた。一方、我々は、CRY欠損マ
ウスのSCNが、新生児期には安定した概日周
期リズムを発振し、成長の過程でそれが消失
する事実を発見した。この研究成果は、主要
事実の発見後、論文作成のための実験および
査読過程での追加実験の成果であり、詳細は
論文⑳に報告した。本研究では、発光と電気
活動の同時計測系を構築し、新生児期に細胞
リズムが時計遺伝子発現と電気活動の両方に
見られることを示した。CRY欠損SCNのリズ
ムは野生型並みの振幅を持ち、同期している
が、周期が有意に短い事、また、電気活動で
は、同期したまま、周期が大きく変動するこ
とがあることも明らかにした（図１）。 

 
 

図１： PER2::LUCと電気活動の同時記録 
同時計測時の明視野画像、発光画像、1電極に
おける発火パターンの代表例を最上段に、
CRY欠損(右)と野生型(左)のSCNスライス培
養の一例を中段に示す。個々の発光リズムと
電気活動リズムの個別データを時系列データ
とラスタープロットで示し、その下にSCN全
体のパターンを示した。最下段は周期分布（
左：PER2::LUC、中：電気活動、右振幅）。 
 

SCN内ネットワーク形成と維持に関わるメ
カニズムにシナプス連絡が関わっているか否
かを、Na+チャネル阻害剤のテトロドトキシン
(TTX) 投与によるシナプス連絡の遮断により

検討した。生後7日のCRY欠損および野生型マ
ウスのSCNを培養し、発光イメージングにて
PER2::LUCを連続測定中にTTXを投与した。
SCNの個々の細胞におけるPER2::LUCリズム
は、投与前はCRY欠損マウスも安定した高振
幅の同期したリズムを示した。TTX投与下で
はCRY欠損、野生型とも細胞リズムの振幅が
低下したが、CRY欠損ではその周期が大きく
分散した。この結果、Na+チャネルを介するシ
ナプス連絡がCRY非依存性同期に重要である
ことが分かった。 
次に、同期シグナルに液性因子が関わって

いるか、また、発達過程でどのように変化す
るかを、細胞リズムが脱同調している成獣
CRY 欠損マウスの PER2::LUC リズムを指標
に、共培養により検討した。成獣 CRY 欠損
マウスを培養し、Lumicycle または Kronos で
発光を測定し、その上に、培養 1 日目のレポ
ーターを導入していない野生型マウス SCN
を共培養した。共培養するマウスは、生後、
1，7，14，21 日目のマウスより採取した。そ
の結果、生後 1，7 日目の野生型 SCN は成獣
CRY 欠損 SCN にリズムを回復させ、生後 21
日の SCN では回復は無かった(図２)。このた
め、新生児期に分泌される液性因子が CRY
欠損マウスの細胞リズムを同期させること、
CRY 欠損成獣マウスの SCN には受容体など
液性因子に反応する機能が保存されている
ことが分かった。 
 

図２：共培養によるリズム回復。組織レベル
でリズムがみられない成獣CRY欠損SCNに、
野生型マウス SCN を、共培養をした当日から
PER2::LUC リズムを示す。3 例ずつのデータ
を、色を変えて表示した。 
 
また、CRY欠損マウスの新生児SCNの共培

養ではリズムは回復するものの、振幅が野生
型の共培養に比較して有意に低いこと、野生
型のCortexの共培養ではリズムは回復しない



ことが分かった。このため、新生児期にはCRY
欠損SCNでも同期のためのシグナルが分泌さ
れていること、野生型においてもSCNで分泌
されているペプチドであり、単なる物理的な
刺激や、脳組織に普遍的に存在する物質では
ないことが明らかとなった。しかし、SCNの
主要ペプチドであるAVP, VIP, GRPの滴下でリ
ズムは回復せず、VIP投与では一時的な発光上
昇のみが観察された。このため、これらのペ
プチドの一過性上昇だけではリズム同期作用
がないことが分かり、VIPについては何等かの
同期シグナルとなる可能性も示唆された。 
 
（２）発達期の光環境と CRY 機能（文献⑯） 
 CRY 欠損マウスの SCN における発達期

の機能的変化を検討するため、出生直後から
恒常明で飼育した。恒常明暴露は、野生型マ
ウスでは SCN の細胞リズムを脱同調させる
ことで行動リズムを消失させると報告され
ている一方、新生児では恒常明暴露により、
成獣になってからのメラトニン分泌の光抑
制への抵抗性が獲得されることが知られて
いる。このため、出生後 7 週間に渡り 300 ル
クスの恒常明に暴露した。その結果、恒常明
でも一部のマウスに自発行動リズムが観察
され、測定した 9 例全例の CRY マウスで恒
常暗暴露後に有意の自発行動リズムが出現
した(図３)。リズム周期は、個体により異な
り、野生型恒常暗での周期に比較し広く分布
した。また、出現後も、相対的協調を示すも
の、途中で周期が変わるものがあった。背後
のメカニズムの探索のため、SCN の時計遺伝
子リズムを測定したが、リズム発現は一部の
マウスに限られ、行動リズムとの乖離が確認
された。発達期の恒常明は、SCN 細胞の一部
の同期に関わることが明らかとなった。 
 

図 3：恒常明（LL）の下で飼育し、生後 48
日目に恒常暗（DD）に移行した野生型（WT、
右）と CRY 欠損(左)の各 1 例の自発行動リズ
ム。 
 
（３）SCN 細胞におけるカルシウムリズム 
 細胞内カルシウムは、細胞外からの情報伝
達の二次メッセンジャーであると同時に細

胞内の分子時計機構からの出力を担うメッ
センジャーであると考えられる。本研究では、
アデノ随伴ウィルスを用いて SCN 神経細胞
特異的に Ca2＋センサー蛋白 Yellow Cameleon 
3.60 を発現させて、ニポウディスク型共焦点
顕微鏡を用いたタイムラプスイメージング
システムを構築し（論文㉖）、SCN スライス
表面のほぼ 100%の神経細胞のカルシウムリ
ズムを解析することに成功した。その結果、
部位特異的な位相関係をもつ有意のカルシ
ウムリズムが存在することが明らかとなっ
た（文献㉒）。TTX 投与で細胞リズムは振幅
が 30%ほど低下し、入力系シグナルの占める
割合を反映すると考えられる。しかし、細胞
リズムは安定して持続し、細胞内の固有のリ
ズム発振には影響しないことが明らかとな
った。しかし、TTX により SCN の背側部と
腹側部間の振動体が徐々に脱同期すること
が明らかとなった(図４)。Na＋依存性の神経連
絡で部位特異的振動体が同期しており、それ
ぞれの部位に局在する振動体と、同期のメカ
ニズムが異なることが推測された。 

図４：SCN 細胞内 Ca2+リズムと TTX の影響 
a.ピクセルレベルのリズム解析による位相
map.b.TTX 投与前と投与 3 日目の位相 map. 
c.a の 1～３で示した細胞内 Ca2+リズム.d.a の
赤線部位のリズムのラスタープロット。 
 
（４）概日振動発振における AVP の役割 

SCN の外郭部（背部）の主要ペプチドであ
る AVP は、時計関連遺伝子でもあり、in vivo, 
in vitro とも明瞭な転写、分泌リズムを示す。
しかし、SCN の細胞間ネットワークにおける
機能は未だ不明である。機能解析の障害の１
つが適当なレポーターがないことにあった。
そこで、AVP プロモーター下流に ELuc cDNA 
を挿入して相同組替えベクターを作成した
(文献②)。受精卵に注入し、AVP-ELuc ノック
インマウスを得た。本マウスでは SCN のみな
らず室傍核(PVN)、視索上核(SON)でも発現に
概日リズムがみられたが、SCN に比較して周
期、振幅が不安定であった。SCN のリズムも、
組織レベルでは安定していたが、個々の細胞
リズムは、リズム振幅、位相の day-to-day 
variation が大きかった。 
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