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研究成果の概要（和文）：本研究は、哺乳類概日時計の中枢である視交叉上核の神経回路網の性

質を明らかとする為に、光イメージング技術を用いて多数の神経細胞から同時に活動を記録す

ることを目的として行った。高速フレームレートで撮影可能な共焦点顕微鏡システムを構築し、

また多数の神経細胞にカルシウム蛍光指示薬を負荷する方法の検討を行い、単一細胞解像度で

数百の神経細胞からからシナプス応答に伴うカルシウム濃度変動を測定する事を可能とした。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study was carried out to visualize the spatiotemporal 
patterns of neuronal network activities in suprachiasmatic nucleus, the center for 
mammalian circadian clock. To this goal, I have developed fast scanning single or 
multi-photon confocal microscopy and methods to load calcium sensitive dye in large 
neuronal population in suprachiasmatic nucleus. I successfully recorded 
synaptically-induced or spontaneous calcium concentration changes from hundreds of 
neurons in deep brain tissue at high spatial (single cell level) and temporal resolutions 
(millisecond scale). 
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１．研究開始当初の背景 
 脳は多数の神経細胞により構成され複雑
な回路網を形成する。近年の研究により単一
細胞やシナプスの性質が詳細に明らかとな
ってきたが、多細胞が集合して回路網を形成
すると個々の細胞やシナプスの性質からは
予測出来ない複雑な非線形な挙動を示す。回
路網の作動機序を理解する為には、回路網を
システムとして捕らえ、多細胞の活動を 1 細

胞レベルで網羅的に観察することが必要で
ある。 
 本研究は哺乳動物の生物時計の中枢であ
る視床下部の視交叉上核をモデルとして行
う。哺乳動物の概日時計の中枢は視交叉上核
に局在し、睡眠・覚醒や体温調節などの生理
機能の約 24 時間の生体リズムを制御してい
る。個々の細胞のリズム発振機構は、時計遺
伝子の転写と抑制の分子フィードバックモ
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デルが想定され、詳細な分子機構の解析が進
んでいる。しかしながら最近の研究により、
視交叉上核は単なる個々の振動子の結合体
ではなく、極めて多様な性質をもつ細胞が多
振動体階層構造を形成する事が分かって来
た。また細胞集団で現れてくる機能について
は未解明の問題が山積しており、例えば視交
叉上核を構成する細胞は極めて不均一な性
質を持つにも関わらず（不均一性）、細胞集
団の刻むリズムは強靭であるなど（ロバスト
性）、個々の細胞に関する知識の蓄積や数理
モデルだけではもはや説明することが出来
なくなっている。古典的現象として知られる
ゲート機構（昼間の入力情報を遮断/制御する
仕組み）は、末梢細胞や株化細胞では認めら
れず、組織・個体レベルにおいて出現するこ
とから、神経間のシナプス・ギャップ結合や
液性因子などの細胞間情報伝達により形成
されると推測される。こうした神経回路網の
特性や重要な未解決問題は、従来の分子生物
学的手法を中心とする還元的実験アプロー
チや発光測定による遺伝子モニタリング、数
理モデルの構築などでは解き明かせる見通
しが立っておらず、概日時計の次なるブレイ
クスルーの為には、神経回路網を時空間的に
包括的に観察できる、従来の技術を凌駕する
新たな観察方法による研究が必須のものと
考えられ、神経回路網を時空間的に大規模イ
メージングする新たな観察手法が必須のも
のと考えられる。 

 

図 1：視交叉上核の構造と機能の概念図。本研究で

は光イメージング観察法により、回路網の活動を可

視化することで、その作動原理を解明する。 

 

 申請者はこれまで光イメージングを用い
た観察により、神経回路網での神経細胞の情
報統合メカニズムを研究して来た。比較的神
経回路が解剖学的に明瞭である海馬と網膜
組織を用い、膜電位やカルシウム等の光イメ
ージング法を利用して神経細胞樹状突起で
シナプス入力の伝搬や加算統合のメカニズ
ムを解明してきた。また最近では、多光子励
起顕微鏡観察により長期可塑性表出の際の
神経伝達放出の様子を可視化し、定説とは異
なる伝達物質放出確率の増大/源弱というシ

ナプス前終末性の可塑性を見いだし（Enoki 
et al., Neuron, 2009）、注目を集めた。 
 本研究では、これまで申請者がこれまで培
った光イメージング技術と神経細胞の情報
統合研究の経験を総動員し、視交叉上核神経
回路網の包括的イメージングを行う為の観
察方法を構築し、単一神経細胞の空間分解能
で神経回路網の活動を観察する。特に、高速
用焦点顕微鏡によるミリ秒時間スケールで
多細胞イメージングを行うことで、外界光入
力の情報統合機構からリズム発振に至る過
程を神経回路網のレベルで解明する。視交叉
上核は比較的小型の神経核であり、大脳皮質、
海馬、網膜は全回路網が広範囲に渡り回路網
全てを包括して可視化することは出来ない
のに対し、全局所回路を網羅的に観察するこ
とが出来る利点がある。これまでの古典的な
行動実験や様々な遺伝子改変動物も巧みに
利用し、また数理モデル研究者との情報交換
により実験データの解釈と斬新な新規モデ
ル構築などを行う事で、分子から行動レベル
までの概日リズム生成と、その恒常性の破綻
に至るメカニズムを解明することを目指す。 
 
２．研究の目的 
 従来の分子生物学的手法による還元的ア
プローチや、古典的な動物行動実験だけでは、
多振動体階層構造である視交叉上核の機能
解明への決定的な進展は得られていない。電
気生理学的手法や発光モニタリングによる
機能解析でも時空間分解能が不十分で、局所
回路網を包括的にその作動基盤の実体を捉
えることは出来ない。分子モデルで説明出来
ない現象や未解決な重要問題の多くは、神経
回路網レベルでの機能に起因することが推
定される。 
 本研究では、視交叉上核の局所回路網の作
動原理を解明する為、広範囲の多細胞神経細
胞からのイメージングを可能とする高速共
焦点顕微鏡システムを構築し、神経細胞の活
動を回路網レベルで観察する。特にカルシウ
ム濃度の変化を指標として神経活動を捕ら
えることで、回路網としての挙動を一斉に捕
らえる。この研究を通じて、視交叉上核の神
経回路網の生理学的機能と解剖学的構造の
相関、細胞間連絡の様式、光入力応答様式を
明らかとし、概日リズムの回路網レベルでの
作動基盤を解明する。 
 こうした未解決の問題は、多様な環境刺激
に晒される現代社会において、情報を取捨選
択して恒常性を維持し生活を送る上で必須
の仕組みであり、また概日リズムの破綻は睡
眠障害・うつ病等の様々な疾患に至り、医療
応用面においても研究の必要性が非常に高
く、生体リズムの制御の研究は最優先で取り
組む課題である。 
 



３．研究の方法 
 外界環境から光情報は網膜神経節細胞の
活動電位に符号化され、直接の神経経路（網
膜視床下部経路）により視交叉上核に投射さ
れる。神経伝達物質グルタミン酸を介して視
交叉上核に情報が伝わり、時計遺伝子の転写
翻訳から神経発火活動の出力に至る。情報処
理の初期過程である光入力応答は速いミリ
秒の時間スケールの現象である為、イメージ
ング観察にはこれらの現象を追随できる時
間分解能が必要となる。従来のガルバノスキ
ャナではフルフレーム観察に約１秒を要す
る為、活動電位やシナプス伝達のような早い
神経細胞の活動を追う事が出来ない。レゾナ
ントスキャナによる高速測定を行うことで、
視交叉上核のシナプス応答および自発活動
を観察する。さらに２光子顕微鏡への顕微鏡
改造により組織深部からの網羅的観察を試
みる。また視交叉上核の神経細胞にカルシウ
ム蛍光指示薬を取り込ませる為、Oregon 
Green BAPTA-1 AM, fura-2-AM などの指示薬
を細胞に取り込ませ、活動電位及びシナプス
応答伴うカルシウム応答を観察する。 
 

 図２：高速多光子共焦点システムの概略図。 

 
 
４．研究成果 
 視交叉上核での蛍光高速共焦点イメージ
ングは世界的にも殆ど行われていない為、研
究に先立ち顕微鏡観察システムの構築と実
験条件検討に重点を置き研究を進めた。高速
フレームレートで撮影可能な多光子共焦点
顕微鏡システムを構築し、また多数の神経細
胞にカルシウム蛍光指示薬を負荷する方法
の検討を行い、単一細胞解像度で数百の神経
回路網からカルシウム濃度変動を測定する
事を可能とした。また多光子顕微鏡観察によ
り標本深部からの応答を記録することや、時
計遺伝子レポーター動物を用いる事により
遺伝子発現パターンを網羅的に可視化する
ことを可能とした。 
 
 

 

図３：視交叉上核における高速カルシウムイメージング 

 
 同システムでは、シナプス応答のような速
い神経活動が観察でき、特に比較的短期間の
観察（数時間）であれば大きな威力を発揮す
ることが分かった。しかしながら視交叉上核
は数 Hz の速い自発活動を起す為、カルシウ
ム蛍光指示薬では活動電位に伴うカルシウ
ム応答を分離することは困難であった。また
レーザーの連続長時間照射により細胞が光
退色や障害を起すため、長期間連続観察が必
要な際にはさらなる低侵襲な観察法が求め
られた。並行して回転板式共焦点の構築を行
い長期間観察を試みた所、顕著な退色と毒性
の改善が認められた。二つの方法を組み合わ
せる事で、神経回路網の性質を高速から長期
間の時間的に広範囲な観察が可能となった。    
 視交叉上核の神経細胞は時計遺伝子発現
レベルでも多様な性質を持ち、時計遺伝子の
発現細胞と非発現細胞が存在することが知
られ、最近ではこれらの細胞の電気生理学的
特性が異なることが報告されている。一方、
解剖学的には神経回路網は光受容部（コア）
と非受容部（シェル）に区分され、それぞれ
神経伝達物質や時計遺伝子の発現パターン
が異なることが知られている。時計遺伝子蛍
光レポーター動物（Per1::d2EGFP）を用いて、
時計遺伝子発現および解剖学的特徴とカル
シウム応答との機能相関解析を行った。通常
１光子観察では時計遺伝子とカルシウムの
光シグナルは分離できないが、多光子励起で
は EGFP と蛍光指示薬の吸収波長が異なるこ
とを利用し、両者の相関解析を可能としてい
る。 

 図４：時計遺伝子発現とカルシウム変動の相関解析 
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