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研究成果の概要（和文）：　体内時計の中枢は脳内視床下部に存在する視交叉上核である。時刻情報が視交叉上
核から室傍核領域へどのような物理的結合を介して伝えられているか明らかにするために、Per2::lucノックイ
ンマウスの脳組織片を用いた組織培養系で室傍核領域と視交叉上核の発光振動測定を行った。その結果、室傍核
領域と視交叉上核の同期には神経連絡を介した時刻情報の伝達が必要であることが示唆された。また室傍核領域
と視交叉上核間の位相差にはGABAが重要であることが示唆された。今後はGABAが動物個体の概日振動の位相に与
える影響を検証していくと共に、概日振動の振幅、周期の情報を担う物質の同定を進める予定である。

研究成果の概要（英文）：The suprachiasmatic nucleus (SCN) is the center of circadian clock. In order
 to delineate what biological structures transmit circadian rhythm to paraventricular nucleus (PVN) 
and subparaventricular zone (SPZ) from the SCN via physical connection, we observed the coherence 
between the circadian rhythms in the SCN and PVN/SPZ by monitoring bioluminescence emitted from 
brain tissue slice from Per2::luc knock-in mice. 
Our present results suggest that the synchronization of the SCN and PVN/SPZ requires transmission of
 circadian rhythm via neural communication, and GABA is important for the phase difference between 
the two regions. In the future, we will reveal the effect of GABA on the phase of circadian 
oscillations of the mouse locomotor activity, and will identify factors involved in the amplitude 
and period of circadian oscillation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　視交叉上核と室傍核間の時刻情報伝達機構を解明することによって、様々な脳領域間での伝達機構を解明し、
脳全体として概日時計がどのように統合されているか明らかにすることができる。
 本研究によってGABAは室傍核領域と視交叉上核間の概日振動の位相差に影響を与えていることが示唆された。
夜行性・昼行性動物の視交叉上核における概日振動の位相は同じである一方で、視交叉上核外の概日振動の位相
は夜行性・昼行性動物では逆転している。細胞内Cl-濃度によってGABA受容体の反応は興奮性/抑制性が変化する
ことを加味すると今回得られた結果は、昼行性、夜行性動物の活動時刻逆転現象を解明する大きな手掛かりにな
ったと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者はこれまでに哺乳類の時間生物学について研究を行ってきた。哺乳類の体内時計
中枢である視交叉上核の培養組織において体内時計の周期延長化合物の発見①や、視交叉上核
組織培養系における位相反応測定系を確立した。また生体マウスを用いて視交叉上核における
振動遺伝子及び光応答遺伝子の網羅的発現解析を行った。さらにマウス脳 51領域で網羅的遺伝
子発現解析を行い、脳領域特異的発現遺伝子を明らかにした②。研究代表者はこれらの研究を
通じて、視交叉上核が各脳領域とどの様なネットワークを構築し、どの様に各脳領域の概日振
動を制御しているのか疑問を持つに至った。 
 室傍核領域（室傍核と室傍核下部領域）は視交叉上核の背側部に隣接し、視交叉上核からの
投射が存在する。また視交叉上核からの制御が及ぶ領域の多くは室傍核領域を経由する。その
ため室傍核領域は視交叉上核からの情報を受け、自身が発振する概日振動の位相を修飾し、他
領域に出力していると考えられている。したがって、視交叉上核による脳領域の概日振動制御
を解明するには、まず視交叉上核がどの様に室傍核領域の概日振動を制御しているのかを明ら
かにする必要がある。 
 そこで視交叉上核から室傍核領域への時刻情報伝達機構を解明すべく、mPer2::Luc ノックイ
ンマウスの脳組織片を用いた組織培養系において発光振動を測定した。同一組織片において視
交叉上核と室傍核領域の発光振動は逆位相であった。室傍核領域のみを培養すると発光振動は
数日で減衰消滅したが、視交叉上核を移植し共培養すると室傍核領域に安定した長期の発光振
動が現れた(Figure 1)。さらに室傍核領域で回復した発光振動は視交叉上核と逆位相であった。
これらの所見は共培養に
よって視交叉上核と室傍
核領域の概日振動が同期
したこと及び個体に存在
する視交叉上核と周辺領
域の同調に必要な情報伝
達機構が再構成されたこ
とを示唆する。この時、組
織結合領域にはグリア細
胞と軸索の伸長が確認さ
れた。また室傍核領域の振
動の回復には視交叉上核
移植後に日数を要するこ
とから、時刻情報伝達には
液性因子ではなく物理的
結合が重要であると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では視交叉上核と室傍核領域の物理的結合を介した時刻情報伝達機構について明らか
にする。そのために移植実験後、室傍核領域と視交叉上核間の結合領域に存在する、神経連絡、
グリア細胞がどのような機能を担っているのか明らかにする。具体的には時刻情報伝達機構が、
概日振動の回復と維持、周期の同調、位相の同期から構成されると考え、神経連絡及びグリア
細胞がそれぞれ何を制御しているのか明らかにする。また時刻情報伝達の中継及び受容に概日
時計は必要であるかということも明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) グリア細胞の時刻情報伝達機構に対する影響の検証 
 時計遺伝子 Per2 のプロモータにルシフェラーゼを結合させた mPer2::Luc ノックインマウス
から採取した室傍核領域組織片と視交叉上核組織片を同一メンブレン上で 1mm 程度の隙間を空
けて共培養を行った。その後、室傍核領域組織片と視交叉上核組織片の隙間を埋めるように、
mPer2::Luc ノックインマウスから採取したグリア細胞をまき、さらに共培養を行った。そして、
高感度 CCD カメラ及び微弱発光測定装置を用いて室傍核領域および視交叉上核の発光振動の測
定を行った。 

 
(2) 網羅的遺伝子発現解析のデータベースを用いた候補遺伝子の探索 
 我 々 の 研 究 で 得 ら れ た 脳 51 領 域 の 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 デ ー タ ベ ー ス
(http://brainstars.org/)を参照して行った。これにはリガンド・レセプターの発現量に基づ
いて領域間の連絡を推測した情報が含まれるので、視交叉上核で発現し、その受容体が室傍核
領域にあるものを候補とした。実際に受容体が室傍核領域で発現していることを確認するため
に in situ hybridization 法を用いた。 
 
(3) 候補因子の機能検証 
 候補因子の機能検証のために、培養中の室傍核領域および視交上核を含んだ mPer2::Luc ノッ



クインマウス脳組織片に対して、受容体阻害剤または Cl-トランスポーター阻害剤を添加し機
能抑制を試みた。そして概日振動への影響を高感度 CCD カメラ及び微弱発光測定装置を用いて
測定した。 
 
４．研究成果 
(1) グリア細胞による時刻情報伝達機構の解明 
 神経連絡及びグリア細
胞が時刻情報伝達機構の
何を制御するか解明する
ために室傍核領域と視交
叉上核の間に隙間を空け
て共培養し、視交叉上核と
室傍核領域由来のグリア
細胞を添加、その後発光振
動を測定した。その結果、
室傍核領域全体の振動は
回復せず、また一細胞レベ
ルの振動もすぐに減衰、消
失した(Figure 2)。このこ
とから室傍核領域と視交
叉上核の同期には神経連
絡を介した時刻情報の伝達が必要であると考えられた。 
 
(2) 振動回復を担う候補因子の探索 
 次に神経連絡を介して振動の回復を担う候補因子の探索のために、網羅的遺伝子発現解析の
データベースを参照した。視交叉上核で発現し、且つその受容体が室傍核領域にあるものを検
索した結果、γ-aminobutyric acid (GABA)
が候補として浮かび上がってきた。実際に
GABA 受容体が室傍核領域に発現しているこ
とは報告されている③。 
 
(3) 候補因子の機能検証 
① 受容体阻害剤による機能抑制 
 時刻情報伝達因子の候補として GABA に注
目し、その機能検証のために受容体阻害剤に
よる機能抑制を室傍核領域と視交上核を含
んだ脳組織片に試みた。その結果、室傍核領
域と視交叉上核間の振動の位相差が減少し
た(Figure 3)。このことは同定した因子が室
傍核領域と視交叉上核間の位相差を作り出
している事を示唆する。 
 
② 細胞内 Cl-濃度の変化による影響 
 GABA 受容体の阻害剤投与実験から、GABA
は室傍核領域と視交叉上核間の位相差に関
与することが示唆されたので、さらに GABA
について検証を行った。細胞内 Cl-濃度によ
ってGABA受容体の反応は興奮性/抑制性が変
化することが知られている。そこで細胞内Cl-

濃度を変化させるのに重要な Cl-トランスポ
ーターの働きを、阻害剤を用いて抑制した。
その結果、視交叉上核と室傍核領域の振動の
位相差が減少した(Figure 4)。この Cl-トラ
ンスポーターが室傍核領域および視交叉上
核 に 発 現 し て い る こ と を 、 in situ 
hybridization 法を用いて確認した。 
 
 以上の結果、視交叉上核から室傍核領域への時刻情報伝達には神経連絡を介する必要がある
ことが示唆された。また神経連絡を介して時刻情報を伝える因子として GABA が重要であること
が示唆された。GABA は室傍核領域と視交叉上核間の概日振動の位相差に影響を与えており、こ
のことは夜行性・昼行性動物の視交叉上核における概日振動の位相は同じである一方で、視交
叉上核外の概日振動の位相は夜行性・昼行性動物では逆転しているという現象を説明する手掛
かりになる可能性がある。今後は GABA が動物個体の概日振動の位相に与える影響を検証してい



くと共に、概日振動の振幅、周期の情報を担う物質の同定を進める予定である。 
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