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研究成果の概要（和文）：網膜において、光暴露によってもcFosの誘導が生じない、光入力がゲートされた位相
の存在を確認した。さらに網膜神経節細胞のうちメラノプシンを含有する神経細胞（視交叉上核に投射する。）
のみを観察し、cFosの発現に位相依存性があることが明らかになった。これは視交叉上核への光情報が網膜レベ
ルで制御されていることを示唆する。また、マウスの明暗の日周変動をシフトさせ時差ぼけ状態を作り出し、ゲ
ーティング位相のシフト様式を明らかにした。ゲートの位相シフト速度は視交叉上核背内側部（DMSCN）の概日
リズムの位相シフトとよく一致した。この発見は、DMSCNがゲートの位相を決定することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In the retina, using cFOS as a marker for neural excitation, we found dead 
zone in which cFos induction does not occur even by light exposure. Furthermore, there is a phase 
dependency in the cFos induction even in ganglion cells expressing melanopsin that were projected to
 the suprachiasmatic nucleus. This suggests that the optical information delivered to the 
suprachiasmatic nucleus is regulated at the retinal level. We also clarified the shift pattern of 
the phase of the gating in the SCN. The manner of the phase shift of the gate is well corresponded 
with the phase shift of the circadian rhythm in the dorsal part of the suprachiasmatic nucleus 
(DMSCN). This finding suggests that the circadian clock in the DMSCN determines the phase of the 
gate.

研究分野：環境生理  時間生物学
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１．研究開始当初の背景 

体内時計の中枢は視床下部の視交叉上核に存在する。

体内時計は振動現象であるから振幅、周期、位相によ

ってその振る舞いが記述できる。一日 24時間の各位相

で短時間光を照射して行動リズムをもちいて体内時計

がどの程度シフトするかをプロットした曲線が位相反

応曲線である。この位相反応曲線で光照射への位相変

位量を観察すると特異的な現象が生じている。すなわ

ち、体内時計における昼、すなわち主観的昼において

は、動物を暗闇において、突然の短時間光照射を行っ

ても位相変位が生じない時間帯が存在する。これを

Dead zone(不応期)と呼ぶ。またこの時間帯には光入力

情報を遮るゲート機構が存在する。このような環境光

に対する不応時間は生体が環境の明暗周期に対して体

内時計中枢を同期させるために必須であると考えられ

る。すなわち Dead zone を構成するゲート機構が存在

しない場合、主観的昼の光照射量や時刻に依存し、体

内時計のシフト量が日々大きく変動する。よって環境

の時刻を内部に蓄えるという体内時計の役割を果たさ

ない。Dead zone の必要性については数理的シミュレー

ションにおいても体内時計が環境の明暗サイクルに対

して同調するために必須の仕組みであると考えられて

いる（Carpenter 1983）。このデッドゾーンがどのよう

な仕組みで成り立っているのか、現象が知られてすで

に５0 年以上が経過しているが、その分子機構に着いて

はまだ謎である。また、光入力の視交叉上核へ至る経

路のどこで情報の遮断が生じているのか（もちろん網

膜レベルで遮断されている可能性もある。）についても

未だ不明である。 

 

２．研究の目的 

今回申請者は、現在までの体内時計研究で培った技術

を用い、この位相依存性入力制御機構の問題について

取り組みたいと考えている。遮断が生じる可能性のあ

る領域は網膜内、網膜神経節細胞の細胞内情報伝達系、

神経節細胞の興奮、視神経軸索による興奮伝達、軸索

末端からの神経伝達物質（現在、位相変位を生じる神

経伝達物質はグルタミン酸と PACAP であることが知ら

れている。）の放出、視交叉上核概日リズム発振細胞表

面の受容体へのリガンドの結合、細胞内情報伝達系の

活性化、エンハンサーの活性化、Per1/Per2 の誘導と、

多数の過程を経てのち位相変位が生じる。よって、こ

れらのすべての経路について検討を行い光照射情報の

遮断が行われている部位の決定を第一の目的とする。

また、入力遮断の仕組みを探求することが第二の目的

である。また、第三の目的は視交叉上核のどの領域が

ゲート機構の位相を決定しているのかを明らかにする

ことである。 

 

３．研究の方法 

（１）視交叉上核以外の部位、とくに網膜における光

反応性についての検索 

当初計画：網膜における光入力マーカー分子の探索か

ら時刻依存性の情報入力の有無を検討する。さらにメ

ラノプシン含有細胞を抗体にてラベルし、二重染色免

疫組織化学法を用いて、cFos タンパクを観察した。 

 Wistarラットを用いてSCNのどの領域がゲートの位

相範囲を決定するのかを知るためにゲートの位相シフ

トとどのような位相シフトの様相があるかを調べた。

我々は、DMSCNおよびVLSCNを解離するために環境LDサ

イクル（12：12時間）を10時間突然遅らせたことを観

察した。シフトの1日後、3日後および7日後に、夜間に

光に暴露した後のVLSCNにおけるPer1およびcFosの誘

導を調べる。 

 

４．研究成果 

(1)現在までに視交叉上核において、明瞭にDead zone

をとらえることに成功した。それをマーカー遺伝子、

マーカー蛋白発現レベルで検出できた。マーカーとし

てはまずPer1, Per2遺伝子、PER1, PER2蛋白を用いた。

最近我々の教室でPER1、PER2抗体を用いて視交叉上核

におけるこれらの時計関連蛋白の発現を検出すること

に成功した。視交叉上核における光感受性をこのよう

な多様なマーカー蛋白を用いて検討できる基本的な手

法を確立できた。さらに光応答のマーカー遺伝子とし

てcfosがDead zoneの検出においては有効であることを

確認した。cfosの網膜内局在をin situ hybridization

やその翻訳産物であるcFOSを免疫組織化学法で検出す

ることによって、概日リズムがいかにして網膜や視交

叉上核の応答を制御しているかについての知見を得る

ことができた。 

 (2)網膜の光照射による応答の検索について大きな

進歩があった。網膜に対するメラノプシンなどの光応

答関連遺伝子発現の局在をin situ hybridization法や

免疫組織化学法を用いて検討する系を確立した。これ

によって網膜における光照射後の網膜神経節細胞にお

けるcFOS発現に位相依存性があることが発見された。

cFOSの発現におけるDead zoneの存在も確認できた。こ

の細胞は視交叉上核に投射する細胞であり、網膜のレ

ベルで光入力が概日リズム位相依存性に制御されてい

ることを示している。(しかし、視交叉上核におけるゲ

ート機構の存在を否定するものではない。ゲート機構

が視交叉上核と網膜の両者に併存すると考えられる。) 

 夜間の光暴露は、視交叉上核（SCN）の概日リズムを

シフトさせる。逆に、シフトは日中にはより小さく、

位相応答曲線上では、シフトのための光信号がほぼ完

全にゲート制御されるときに不感帯と呼ばれる期間が

存在する。 SCN は、網膜神経節ニューロンからの直接

投影の存在を介して、腹側（VLSCN）領域と背側領域

（DMSCN）に分けられる。以前は、明暗（LD）周期の急

激なシフトによって DMSCNと VLSCN の同期が失われる

ことを以前に報告している。（Nagano et al. J. 

Neurosci. 2003）。本研究では、Wistarラットを用い

て SCNのどの領域がゲートの位相範囲を決定するのか

を知るためにゲートの位相シフトとどのような位相シ

フトの様相があるかを調べた。我々は、DMSCN および

VLSCN を解離するために環境 LD サイクル（12：12時間）

を 10 時間突然遅らせたことを観察した。シフトの 1日



後、3 日後および 7 日後に、夜間に光に暴露した後の

VLSCNにおける Per1および cFosの誘導を調べる。 ZT12、

ZT14、ZT16、ZT18、ZT20、ZT22、または ZT24では、ラ

ットのグループに 30分間光を照射し、脳のサンプルを

光の開始から 2 時間後に収集した。その結果、時差ぼ

けが残る状態、すなわち LD サイクルのシフト後一週間

程度の間、SCNにおいて Per1 および cFosが光によって

誘導されない、すなわちゲート現象を検出した。さら

に、ゲートはゆっくりと位相が変位した。シフト速度

は DMSCN の概日クロックの位相シフト速度とよく一致

した。この発見は、DMSCNが VLSCN に影響をおよぼしゲ

ートの位相を決定することを示唆している。体内時計

の注すである視交叉上核自身が、光入力の調節を強力

に行っていることを明らかにしたものである。 
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