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研究成果の概要（和文）：概日（サーカディアン）リズムを制御する中枢概日時計・視交叉上核の神経ネットワ
ークを題材にし、複雑な局所神経ネットワークにおいて、近接する2種類の神経細胞に異なる遺伝子操作・神経
活動操作を加え、両者間のコミュニケーションを様々な角度から記録・解析できるシステムを構築することを目
的とした。具体的には、一方を刺激した時の他方の応答、両者の神経活動の同時測定、上流・下流関係の解析等
である。この目的のために、複数の新たな遺伝子改変マウスや各種の組換えアデノ随伴ウイルスベクターを作成
し、また生体内で特定の種類の神経活動を計測する技術も立ち上げ、上述のようなシステムの構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：Using the neural network of the central circadian clock of the 
suprachiasmatic nucleus (SCN) as a model, we aimed to construct a strategy for analyzing 
intercellular communications between different two types of neurons within a complex local circuit, 
by differential genetic and optogenetic manipulations on those different neuronal types. Its 
specific purposes include recording responses of one neuron type to the stimulation of another 
neuron type, recording activities of two types of neurons simultaneously, and uncovering 
upstream/downstream relationships between two types of neurons. To do this, we generated novel 
genetically-modified mouse lines and recombinant adeno-associated viral vectors. We also set up a 
system to record the neuronal activity of a particular type of neurons in vivo. Thus, we have 
successfully constructed such a strategy.

研究分野： 生理学

キーワード： サーカディアンリズム　体内時計　視交叉上核　神経ネットワーク　遺伝子操作マウス　アデノ随伴ウ
イルスベクター　光遺伝学　カルシウムセンサー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
中枢概日時計・視交叉上核神経ネットワークは、多種・多数の神経細胞間のコミュニケーションを介し、強固で
安定な概日振動を発振する。しかしながら、視交叉上核の神経回路レベルでの動作原理に関する知見は驚くほど
少ない。本研究は中枢概日時計神経ネットワークの動作原理解明において、これまでに無い斬新なアプローチを
採るもので、学術的意義が大きい。加えて、神経科学・神経生理学全般に対し、複雑な局所神経回路網の機能を
解析する上での、新たな方法論を提供する。また、概日時計の変調や他の局所神経回路の異常に起因する健康障
害・疾患の病態生理の理解、さらにはその対処法の開発に繋がれば、社会的意義も大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
（1） 蛍光タンパク質やカルシウムセンサータンパク質（GECI）、光遺伝学プローブの開発に
より、特定のタイプのニューロンの特異的な標識、神経活動（カルシウムダイナミクス）計測、
神経活動操作が可能になった。特に、ニューロンタイプ特異的な Cre ドライバーマウスがあれ
ば、FLEX/DIO (flip-excision/Double-floxed inverse Orientation)システムを利用した Cre 依存
的発現 AAV（アデノ随伴ウィルス）ベクターを局所感染させることで、発現させるタンパク質
とニューロンタイプを様々な組み合わせで選ぶことができる。 
 
（2） 神経回路の動作原理を明らかにするために、接続する２種類のニューロンの活動を同時
に計測する、一方を活性化したときの他方の応答を調べる、一方を活性化し他方を抑制した場合
の神経回路や行動レベルの挙動を観察する、などのアプローチにより極めて有用な情報が得ら
れる。そのためには、２種類のニューロンタイプに特異的に、異なる外来遺伝子を導入する必要
がある。両者がある程度離れた領域に存在する場合には、Cre 依存的発現 AAV ベクターを空間
的にインジェクションし分けることにより、ニューロン X に外来遺伝子 g1、ニューロン Y に外
来遺伝子 g2 を発現させることが可能である。しかし、視床下部の神経核など、小領域内で複数
タイプのニューロンが構築する神経回路では、AAV ベクターを神経核内で空間的に打ち分ける
ことは不可能である（図 1）。 
 
 
２．研究の目的 
（1） 哺乳類の概日リズム制御中枢 SCN（視交叉上核）は、多種・多数の時計ニューロン間の
コミュニケーションを介し強固で安定な概日振動を発振する神経ネットワークである。SCN の
神経回路レベルでの動作原理に関する知見は驚くほど少ない。そこで本研究では、応募者がこれ
までに蓄積してきた、ニューロンタイプ特異的に遺伝子操作・神経活動操作をするためのツール
を活用し、中枢概日時計 SCN を構成するニューロンタイプごとの役割を明らかにするアプロー
チによりのその動作原理を理解することを目的とした。 
 
（2） SCN 神経ネットワークのメカニズムを理解するためには、単一のニューロンタイプを計
測・操作するだけでは十分でなく、複数のニューロンタイプの活動を同時に記録する、１つの神
経活動を操作した時の他のニューロンタイプの応答を記録する、また一方を活性化すると同時
に他方を抑制し両者の機能的な上流・下流関係を明らかにすることが必要である。既に SCN の
主要な二つのニューロンタイプ、AVP ニューロンと VIP ニューロンに特異的に Cre を発現する
マウス（AVP-Cre、VIP-Cre マウス）は利用可能だが、これだけでは異なる 2 つのニューロンタ
イプを操作し分けることができない。なぜなら、SCN は非常に小さい神経核のため（長径 0.3〜
0.4 mm）、AAV ベクターを場所により打ち分けることが出来ないためである。そこで本研究で
は、同一個体内で AVP ニューロンと VIP ニューロンに異なる外来遺伝子を発現させ、両者の相
互作用を ex vivo, in vivo で直接解析できる系を構築する（図 1）。 
 

 
 
３．研究の方法 
（1） VIP ニューロン特異的に tTA2 (tetracycline-dependent transactivator)を発現するトラ
ンスジェニックマウスを作製する（VIP-tTA2）。VIP-tTA マウスと AVP-Cre マウスを交配した
マウスの SCN に、Cre 依存的 AAV ベクター（外来遺伝子 g１を発現）と TRE (Tetracycline 
Response Element) 制御下で外来遺伝子 g2 を発現する AAV ベクターを感染させ、同一個体の
SCN 内で AVP ニューロンに g1、VIP ニューロンには g2 を発現させる（図 1）。VIP-tTA2 マウ
スの作成には、高効率・高精度のゲノム編集技術を利用して、tTA2 発現カセットをゲノム内在
性 VIP 遺伝子座へノックインする。 
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（2） Cre 依存的（FLEX）、あるいは tTA2 依存的（TRE）に、神経活動記録・操作のための
蛍光プローブを発現する、様々な組換え AAV ベクターを作成する。使用する傾向プローブの例
としては： 

・ChR2 (channelrhodopsin 2): 青色光で開口するカチオンチャネル  
・ReaChR: 赤色光で開口する ChR2 
・jGCaMP7s: GFP 由来の蛍光カルシウムセンサータンパク質 
・RCaMP1a: 赤色版の蛍光カルシウムセンサータンパク質 

などが挙げられる。 
 
（3） In vivo で蛍光カルシウムセンサーを指標に神経活動をモニターするために、ファイバー
フォトメトリーの系を立ち上げて用いる。In vivo で神経活動を操作する手段としては、光遺伝
学的な手法を用いる。後者は既に研究室で稼働している。 
 
 
４．研究成果 
（1） 受精卵でのゲノム編集技術を用いて、tTA2-polyA カセットを Vip 遺伝子翻訳開始点に
ノックインした Vip-tTA2 マウスを作成した。5 匹のファウンダーマウスが得られ、野生型マウ
スとの戻し交配により系統を確立した。TRE-EGFP レポーターマウスと交配し、tTA2 の特異的
な発現を確認した。 
 
（2） 得られた Vip-tTA2 マウスを Avp-Cre マウスと交配し、Vip-tTA2;Avp-Cre ダブルトラン
スジェニックマウスを得た。 
 
（3） Vip-tTA2;Avp-Cre ダブルトランスジェニックマウスにインジェクションすることで、
VIP ニューロンと AVP ニューロンを操作し分けるための、tTA 依存的（TRE）、Cre 依存的
（FLEX）な各種発現 AAV ベクターを作成した。具体的には、AAV-TRE-jGCaMP7s、AAV-TRE-
ChR2::EYFP、AAV-EF1α-FLEX-jGCaMP7s、AAV-EF1α-FLEX-RCaMP1a、AAV-EF1α-FLEX-
ChR2::EYFP などである。多くのものについて既に動作確認を行った。 
 
（4） AAV-EF1α-FLEX-jGCaMP7s を用いて SCN の AVP ニューロンあるいは VIP ニューロ
ンに jGCaMP7s を発現し、ファイバーフォトメトリーを用いて自由行動下マウスの SCN AVP
ニューロン、VIP ニューロンから細胞内 Ca2+を長期間計測することに成功した。ChR2::EYFP
を用いた in vivo での光遺伝学的神経活動操作は既に研究室で成功しているので、今後この二つ
を組み合わせて、ニューロンタイプ間の相互作用を調べていく。 
 
（5） AVP ニューロン、VIP ニューロンに次ぐ、SCN 内の第三のニューロンタイプとでも呼
ぶべきニューロン集団をラベルできる分子マーカー（ペプチド）が報告された。そこでゲノム編
集技術を用いて、当該ペプチド遺伝子に tTA2、あるいは Cre をノックインした、特異的 tTA2
ドライバー、Cre ドライバーマウスを作成した。既に両者についてファウンダーマウスが得られ、
現在戻し交配により系統を確立している。これらのマウスを用いることで、第三のニューロンタ
イプと AVP ニューロン、あるいは VIP ニューロン間の相互作用を解析することができる。 
 
（6） VIP ニューロンに特異的に組換え酵素 flippase (Flp)を発現するマウス（Vip-ires-Flp マ
ウス）がジャクソン研究所から入手可能になったので、入手した。Flp 依存的に jGCaMP7s を
発現する AAV ベクター（AAV-EF1α-fDIO-jGCaMP7s）を作成して Vip-ires-Flp マウスの SCN
にインジェクションし、ファイバーフォトメトリーを用いた VIP ニューロンから細胞内 Ca2+の
in vivo 計測に成功した。Avp-Cre マウスとの組み合わせで AVP、VIP ニューロンを操作し分け
られるだけでなく、将来的には Avp-Cre、Vip-ires-Flp、第三のペプチド-tTA2 マウスの組み合
わせで 3 種類の SCN のニューロンタイプを同一マウス個体内で操作仕分けることも可能にな
る。 
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