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研究成果の概要（和文）：哺乳類の概日時計中枢である視交叉上核（SCN）細胞が、安定した概日リズムを発振
し、全身の末梢時計を統合して高精度の中枢時計を形成するに至る階層的自己組織化メカニズムを、時計遺伝子
や伝達物質のノックアウトマウス、発光レポーターや蛍光センサー導入を用い検討した。その結果、中枢時計が
Cryの作用により発達過程で細胞間同期因子を変化させること、VIPとバゾプレッシンがリズム同期による自己組
織化に関わること、GABAは、神経活動を介したリズム出力のノイズを抑制すること、Per1リズムが部位特異的振
動体の位相関係を変化させ広範囲な光周期への同調を可能としていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify the self-organizing mechanisms for the hierarchical 
multi-oscillator structure of the mammalian circadian clock in the suprachiasmatic nucleus (SCN) 
using knockout mice for clock genes and neuropeptides functions, luciferase reporter mice for 
continuous monitoring clock gene expression, and fluorescence sensors for monitoring intracellular 
calcium and membrane potentials. We demonstrated that both VIP and vasopressin act as synchronizers 
for cellular rhythms. We also found that their roles change depending on postnatal development, in 
which clock gene Cry is involved. We also found that GABA in the SCN acts not in cellular rhythm 
generation but in coherent neural rhythm output from the SCN to make the central circadian clock 
free of bursts. We further found that Per1 rhythms in the discrete areas in the SCN are involved in 
transferring photoperiodic signals to behavior rhythm output by changing the phase relations.   

研究分野： 環境生理学

キーワード： 生体リズム　時計遺伝子　視交叉上核　イメージング　結合振動子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の概日時計中枢である視床下部視
交叉上核(SCN) は、固有の概日周期をもつ約
20,000 の神経細胞からなる。約 24 時間の周期
を自律的に発振する分子メカニズムについて
は、1997 年の哺乳類時計遺伝子のクローニン
グ以降、大きく発展した。特に、遺伝子発現や
タンパクレベルのリズムを発光や蛍光レポー
ターを用い、数 10 日以上、細胞、組織、そし
て個体レベルで、連続的にリアルタイムで計
測する技術が確立され、リズム発振の分子メ
カニズム研究が大きく発展した。各細胞は時
計遺伝子の転写調節により概日周期のリズム
を発振する細胞時計をもつが、発光レポータ
ーやマルチ電極アレイ法による SCN 細胞の
分散培養の結果、個々の細胞周期は、株化細
胞や末梢臓器の細胞と比較しても比較的不安
定で、周期も広く分散することが分かった。
SCN がロバストなリズム発振を可能としてい
るのは、神経核内の部位特異的な振動体の形
成と、これらがカップルし安定的な中枢時計
を形成する多振動体階層構造にあると考えら
れる。細胞内の振動発振や周期決定に関する
分子レベルの研究に比較して、SCN の中枢時
計として機能を発揮するメカニズムの解明は
大きく後れを取っている。我々は、概日振動
が停止した無周期変異であると考えられてき
た時計遺伝子 Cryptochrom1,2 ダブルノックア
ウトマウスの視交叉上核細胞が、概日周期を
発振すること、新生児期には細胞振動が同期
してロバストな組織リズムを発振し、時計遺
伝子発現や電気活動に安定したリズムがみら
れることを明らかにした。しかし、離乳期に
は、細胞間カップリングが消失して組織リズ
ムが出力できなくなる。従来の時計遺伝子転
写翻訳ループからは説明不可能であり、細胞
レベルの研究に加えて、組織レベル、個体レ
ベルの研究が必須であることを示している。 

 

２．研究の目的 

SCN は発達の過程で、振動細胞のクラスタ
リング、ネットワーク形成、振動体間カップ
リングなどを自己組織化して中枢時計を形成
する。安定した概日振動と環境因子による広
範で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を可能と
し、中枢時計としての機能を発揮できるのは、
この階層的多振動体構造にあると考えられる。
本研究では、哺乳類生物時計研究に残されて
いる大きな課題である、ヘテロな振動細胞の
自己組織化メカニズムに挑み、哺乳類の SCN

が中枢時計として機能する仕組みを明らかに
する。特に、以下の項目について研究を行う。 

 

(1)発達期で変化する SCN 内ネットワークの
メディエーター解明： 

離乳期までの発達過程に SCN 内のネット
ワークに大きな変化が生じていることから、
発達によって変化する細胞間同期のメディエ
ーターを明らかにする。 

 

(2)SCN 内 GABA の役割： 

SCN神経細胞はそのほとんどがGABAergic細
胞であるが、その機能については、様々な対
立する報告がある。そこで、GABA ノックア
ウトマウスを用いて、その機能を明らかにす
る。 

 

(3)SCN の電気活動、膜電位、カルシウムレベ
ルと時計遺伝子リズムとの関係： 

時計遺伝子クローニング以降、時計遺伝子
リズムを計測すればそれですべてが明らかに
なるという誤解が生じている。時計遺伝子が
リズム発振していても、生理機能に出力され
ない場合や、生理機能にリズムがあっても時
計遺伝子にリズムがない場合もある。組織リ
ズム出力に関わる細胞内カルシウムレベル、
膜電位、自発発火と分子時計機能との関係を
明らかにする。 

 

(4)光周性を司る SCN の多振動体構造： 

 季節によって行動の時間帯や様々な生理現
象を変化させる光周性は、入力情報のダイナ
ミックな変化を処理し、各リズム出力につな
げる SCN の多振動体構造が関与していると
考えられる。光周性に関わる SCN の多振動体
構造を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)実験材料： 

実験には、Per1-luc, PER2::LUC, Per2- SLR2, 

Bmal1-ELucの 3の時計遺伝子レポーターマウ
スと AVP-ELuc マウスの 4 種の発光レポータ
ーマウス、およびこれらを交配して得たダブ
ルレポーターマウスを用いた。また、いずれ
も PER2::LUC レポーターをもつ Cry1/2 欠損
マウス(Cry1/2 KO)、Vesicular GABA transporter

欠 損 マ ウ ス (VGATKO) 、 Glutamate 

decarboxylase(GAD)65/GAD67 欠 損 マ ウ ス
（GAD65/GAD67 KO）、VIP 受容体２欠損マウ
ス(VIPr2 KO)を用いた。 

(2)SCN スライス培養： 

胎児（胎生 20 日）、出生後 1，7，14，21 日、
および成獣のマウス SCN の冠状スライスを
作成し、培養メンブレン（Milicell  culture 

insert）上で DMEM 培地にて培養した。 

(3)行動リズム計測： 

行動リズムは、温度湿度一定、照明条件を個
別にセットできる測定ボックス内で、赤外線
感熱センサーを用いた自発行動量、および回
転輪走行量を測定した。 

(4)発光リズム計測： 

発光レポーターによる遺伝子発現やタンパ
ク量の経時的測定は、培養組織全体からの測
定には Lumicycle（Actimetrics 社）あるいは
Kronos（アト―社）を、細胞レベルの測定には、
-80ºC あるいは-60ºC に冷却した CCD カメラ
(浜松ホトニクス社、Andor 社)による発光イメ
ージングにて行った。解析には自作の解析ソ
フトにてコサインフィッティング後リズム検



定を行い、有意のリズムがあるピクセルにつ
いて位相マップ、振幅マップ、基礎レベルマ
ップを作製した。 

(5)蛍光イメージング： 

細胞内カルシウムリズムの経時的計測は、
アデノ随伴ウィルスを用いて GCaMP6s、
GCaMP6f あるいは RGECO を human synapsin 

プロモータ支配下に発現させた培養組織の蛍
光イメージングにて、また、膜電位レベルは
同様に human synapsin 支配下に ArchLight を
発現させた培養組織で測定した。 

(6)電気活動計測： 

マルチ電極アレイディッシュ（MED64,アルフ
ァメッドサイエンティフィック）プローブ上
に SCN スライス、あるいは SCN 分散細胞を
培養し、細胞外電気活動を計測した。自発発
火（S/N>2）を 1 分毎に連続計測し、自発測頻
度リズムを解析した。 

(7)共培養と複合イメージング： 

発光レポーターマウスと野生型マウスの組
織の共培養、異なる発光レポーターマウス組
織の共培養を行った。 

発光レポーターマウスと野生型との共培養
では、SCN を別々に培養し、培養の経過中で
野生型マウス SCN 組織をレポーターマウス
の SCN の上に載せ、共培養の効果をみた。 

 Per1-lucとBmal1-Eluc、Per2-SLR2とBmal1-

ELuc、PER2::LUC と AVP-Eluc の共培養を行っ
た。ELuc は緑色領域、SLR2 は赤色領域で発
光し、波長はｐH や温度の影響を受けない。
一方、luc は生細胞内では、赤色領域で発光し、
その波長はほとんど変化しない。このため、
ロングパスフィルターを用い、各レポーター
の発光量を算出した。 

複数の蛍光プローブによるイメージング、蛍
光と発光の同時イメージングは、同一組織か
ら交互の計測を行った。イメージングと電気
活動の同時計測には、マルチ電極アレイディ
ッシュを用い、トップあるはボトムポートに
取り付けた CCD カメラにて計測した。蛍光イ
メージングについても、発光リズムと同様に、
ピクセルレベルでのリズム解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1)発達期で変化する SCN 内ネットワークの
メディエーター解明： 

発達過程で変化する細胞振動同期のための
メディエーターとして、SCN 内のバゾプレッ
シン（AVP）と VIP が機能していること、CRY

欠損マウスでは、生涯を通じて SCN における
AVP の発現が極端に低下していること、この
ため新生児期には VIP がリズム同期シグナル
であることを明らかにした。しかし VIP は生
理的発達過程で離乳期以降リズム同期機能を
消失するため、成獣の CRY 欠損マウスはリズ
ム同期が生じないことが分かった。 

２つのペプチドがどちらも分泌され、カップ
リングの情報となっている場合は、SCN 内の
細胞リズムに部位による位相差が生じるが、1

種のペプチドのみで同期している場合は位 

新生児(左)と成獣(右)の野生型と 4種のノック
アウトマウスの SCN における PER2::LUC リ
ズム（各色は異なる個体の SCN）論文⑩ 

 

相差が消失し強い同期が得られることも明
らかとなった。位相差をつくることの生理的
意義は、(4)の光周性の場合にも当てはまるが、
適応の幅を広げる結果となる。 

 

(2)SCN 内 GABA の役割： 

GABA を欠損マウスは生後直ちに死亡する。
そこで、胎生末期に SCN を採取してスライス
培養することで、SCN における GABA の機
能を検討した。このため、2 種の GABAKO マ
ウス、すなわち GABA 放が出欠損した
VGATKO マウスと GABA 産生が消失した
GAD65/GAD67KO マウスを使用することで、
SCN 内の GABA の作用を検討した。その結
果、SCN 全域に渡り短周期のバーストが生じ、
電気出力に大きなノイズが生じていることが
分かった。しかし、PER2::LUC リズムは野生
型と有意差が全くなく、バーストが生じても
分子振動には影響しないことが明らかとなっ
た。SCN の GABA がノイズフリーの時計を形
成するために機能していることが分かった。 

 

(3)SCN の電気活動、膜電位、カルシウムレベ
ルと時計遺伝子リズムとの関係： 

膜電位蛍光センサーArchLightD と赤色波長
の蛍光センサーRGECO を同時に SCN 培養ス
ライスに感染させ、膜電位と細胞内カルシウ
ムレベルを同時計測したところ、カルシウム
リズムは、すでに報告した（Enoki et al, 

PNAS2013）と同様に、SCN の背側・腹側で異
なる位相を示したが(次ページ図右)、膜電位は
スライス全体の位相が一致していた(次ペー
ジ図左)。 

さらに、マルチ電極アレイディッシュで、  

自発発火活動も同時計測したところ、膜電



位、自発発火のピーク位相は一致していた。 

また、AVP 細胞のみ、あるいは VIP 細胞の
みに蛍光センサーを発現させることで、細胞
種別に検討し、電位活動とカルシウムリズム
の細胞種による位相差も確認した。このため、
細胞レベルで位相差のある時計遺伝子発現、
カルシウムリズムが、電気活動として出力さ
れる際には、位相を一致させるメカニズムが
存在することが明らかとなった。 

A.膜電位(左)と細胞内カルシウム(右)の同一
スライスでの発現. B.ピクセルレベルでの概
日リズム位相示す位相マップ. C.背側（D）と
腹側（V）の平均位相。膜電位はスライス内で
均一、カルシウムは部位差が明瞭. 

 

一方、In vivo での遺伝子発現計測から、Per1

発現リズムと Bmal1 発現リズムが乖離する現
象を発見した。そこで、SCN の培養系を用い、
組織、細胞レベルで検討した。その結果、長期
間の培養で、Per1-luc と Bmal1-ELuc リズムが
徐々に乖離していくこと、カルシウムと電気
活動リズムは、そのどちらとも一致せず、中
間の周期を示すことが明らかとなった。 

 

(4)光周性を司る SCN の多振動体構造： 

 長日(明期:暗期 18:6 時間)あるいは短日（明
期:暗期 6:18 時間）に 3 週間以上曝露した後、
SCN の水平断スライスを作成し、同一スライ
ス内で、吻側から尾側までの Per1-luc と
PER2::LUC のリズムを連続イメージング画像
のピクセルレベル解析にて検討した。その際、
ピクセルレベルでの統計解析を可能とするた
め、テンプレートの画像に合わせ、同一ピク
セル間でのリズム比較を可能とした。その結
果、Per1-luc 長日のリズムは、スライス内で大
きな位相変化があり、ほぼ同一の位相を示す
短日に比較して特徴ある 4 つの部位に分類さ
れることを見出した。その結果、Evening、
Morning の２振動体の SCN 内での部位を定量
的に特定することができた。さらに、これら
に光情報を入力する部位を特定することがで
きた。Per1 発現リズムは、点灯から消灯まで
の光入力位相に一致した変化を示す部位が

SCN に特定できるのに対し、PER2 はわずか
な位相変化しか示さない。細胞内で、これら
の遺伝子機能の使い分けがどのようになされ
ているかを、 Per1,Per2 の double in situ 

hybridization にて検討した。その結果、Per1 有
意タイプと Per2優位タイプの細胞種があるこ
とも明らかとなった。 
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