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研究成果の概要（和文）：哺乳類のサーカディアンリズムは脳・視床下部の視交叉上核に存在するリズム中枢に
より調整されている。視交叉上核は約２万個の神経細胞がネットワークを構築し連携してリズム情報を発振する
と考えられるが、この連携機構は不明である。
本研究課題では高速・長期間の蛍光カルシウムイメージングを行い、神経細胞としての特徴であるミリ秒単位の
神経活動がサーカディアンリズム形成にどのように寄与するかを解析した。さらに膜電位のサーカディアンリズ
ムや単離細胞での解析により、細胞集団のサーカディアンリズム形成機構の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：The central circadian clock in mammals locate in the suprachiasmatic nucleus
 (SCN). The SCN controls the circadian rhythmicity of the whole body, although the significance of 
the SCN neuronal network is not understood. 
 In this study, we aimed to know the contribution of transient calcium activities of SCN neurons in 
creating circadian rhythms. We performed high-time resolution calcium imaging in cultured SCN slices
 and analyzed the properties of transient activities. We also performed voltage imaging in SCN 
slices, circadian calcium imaging in solitary cultured SCN neurons, and revealed the network 
mechanism in creating circadian rhythms.

研究分野： 神経生理学

キーワード： サーカディアンリズム　カルシウム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体の生理機能は約24時間周期の変動（概日リズム）を示し、多様な機能を最適な時間に配分することで１日の
環境変化に適応することができる。概日リズムは、ヒトを含む哺乳類では脳視床下部の視交叉上核ににある約２
万個の神経細胞により制御されている。しかしこれらがどのように連携し概日リズムを形成しているかの理解に
乏しい。
　本研究では神経細胞の活動を細胞1個単位で視覚化し観察することにより、視交叉上核における概日リズム形
成機構の一端を解明した。ヒトは社会生活の中で体が本来持つ概日リズムと大きく異なる行動を起こすことがあ
るが、その影響や不全の治療を行うための基本的な性質を理解するために本研究は有意義である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体の生理機能は約２４時間の日内変動（サーカディアンリズム）を示し、多様な機能を最適な
時間に配分することで１日の環境適応を円滑に行うことができる。サーカディアンリズムの根
幹は細胞における時計遺伝子とその転写産物による負のフィードバック調節が細胞機能に周期
性をもたらすもので、これは生殖細胞や幹細胞などを除く全身のほぼ全ての細胞で行われてい
る。各細胞は個々では独自の周期・位相のサーカディアンリズムを刻むが、個体がもつサーカデ
ィアン中枢から発振されるリズム情報により全身レベルで周期・位相が整えられている。 
 哺乳類のサーカディアン中枢は脳深部にある視床下部の視
交叉上核に存在することが知られている。視交叉上核は網膜
からの光情報を直接受け取り、全身に約 24 時間周期のリズム
情報を発振し、睡眠・覚醒リズムや生理機能を調節している
（図 1）。この神経核は約２万個の神経細胞により構成されて
おり、形態学的に大きく腹外側部と背内側部の二つの領域に
分けられる。腹内側部に位置する神経細胞は主に網膜からの
入力を受け、背内側部の神経細胞へと情報を伝達すると考え
られている。従来の遺伝子・タンパクの発光レポーターを用
いた光計測により、視交叉上核におけるサーカディアンリズムの発現は背内側部から腹内側部
へ伝播していくように見える特徴的な空間パターンを示し、神経細胞集団が階層的なネットワ
ーク構造を形成していることが示唆された(Welsh et al., 2010, Annu. Rev. Physiol.)。さらに近
年、蛍光プローブを用いた一細胞解像度での解析により、個々の神経細胞において細胞内のカル
シウムイオン動態がサーカディアンリズムを示すことが分かった(Enoki et al., 2012, PNAS)。 
 一方、神経細胞の特徴の一つであるミリ秒単位の速い時間スケールの活動が「日」レベルの長
い時間スケールであるサーカディアンリズムの形成にどのように寄与しているかは分かってい
ない。視交叉上核神経細胞は活動電位の発
火頻度にサーカディアンリズムを示し、さ
らに局所的なテトロドトキシン（電位依存
性 Na チャネルブロッカー）投与実験によ
り個体のサーカディアンリズム（行動リズ
ム）が消失することから、リズム情報は活動
電位によって視交叉上核から末梢部位へ発
振されることが報告されている。しかしな
がら視交叉上核の神経ネットワーク内にお
ける挙動は分かっておらず、個々の神経細
胞活動が視交叉上核全体としての機能にど
のように貢献しているかという問いに対す
る答えは得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、サーカディアンリズムと
いう長期間の現象を観察しつつ、神経細胞
の速い活動がサーカディアンリズム形成に
どのように寄与しているかを解明すること
である。 
 
３．研究の方法 
高感度・高速度 CCD カメラとディスク回転式共焦点システムからなる長期蛍光タイムラプスシ
ステムを用い、イメージング観察を行った。視交叉上核神経細胞の活動の指標として細胞内カル
シウム動態を観察した。細胞内においてカルシウムは多様なシグナル伝達に関与しており、複雑
な動態を示すことが知られている。視交叉上核神経細胞においては細胞内のカルシウム濃度が
サーカディアンリズムを示すことが報告されている。さらに一般的に神経細胞においては活動
電位などの速い電気活動に伴い、細胞内のカルシウム濃度がミリ秒単位の速度で上昇し時間経
過と共に静止状態に戻る一過性変動を示すことが知られている。そこで本研究ではこの、大きく
時間経過の異なる２系統のカルシウム動態に着目し、観察・解析を行った。標本には培養視交叉
上核スライスを用いた。細胞内のカルシウム動態を観察するため、高輝度・高速変化を示す遺伝
子コード型蛍光カルシウムプローブ GCaMP6f (f: fast) を視交叉上核の神経細胞特異的に発現
させた。GCaMP6f はアデノ随伴ウイルスを用いた遺伝子導入法により細胞に感染発現させた。 
 イメージング観察は２種類の画像撮影方法を経時的に行った。カルシウムのサーカディアン
リズム測定を行うため、１秒間の長露光時間撮影を１時間毎に行った。速い時間経過の神経活動
として一過性カルシウム変動を観察するため、同時に高時間分解能の連続撮影を行った。30 フ
レーム/秒の速度で 20 秒間連続撮影（高速カルシウムイメージング）し、これを毎時の長露光時
間撮影の直後に行った。これにより、１時間毎に１秒間の積算値を反映したサーカディアンカル
シウムリズムと、最短 30 ミリ秒の高時間分解能での神経活動の観察を同時に行った。 
 



４．研究成果 
（１）高速カルシウムイメージング 
当初の想定では、培養視交叉上核スライスにおいて１細胞レベルで一過性カルシウム変動が観
察され、これらの発生頻度や振幅などにサーカディアンリズムが観察できると期待していた。従
来報告されたサーカディアンカルシウムリズムはこの一過性変動が長露光時間観察という手法
の影響により時間的に平均化され、サーカディアンリズムの波形として観察されたものと想定
していた。しかしながら本研究結果は予想と異なるものとなった。 
 まず１時間ごとに行った高速カルシウムイメージングにより得られた連続画像において一細
胞の蛍光輝度の経時変化を計測し、一過性カルシウム変動の有無を解析した。その結果、観察し
た視交叉上核神経細胞（n=3128）のうち 99%は一過性カルシウム変動を示さなかった（図３）。
また全体の 0.7％の細胞は一過性カルシウム変動を示したものの、それは観察期間中の１時点の
みであり、複数の時刻にわたって一過性カルシウム変動を示した細胞は全体の 0.3％であった。
観察された一過性カルシウム変動の発生
タイミングと、その細胞のサーカディアン
カルシウムリズムの位相とを比較したが、
発生タイミングに特徴を見出すことはで
きなかった。 
 一過性カルシウム変動が観察されなか
ったことは測定系の感度不足により検出
できなかったという可能性を考慮し、一過
性変動を示さない GFP タンパクを視交叉
上核神経細胞に発現させ、測定系由来の振
動（ノイズ）の特徴を高速カルシウムイメ
ージングのシグナルから除去する試みを
行ったが、結果が変わることはなかった。 
 さらに視交叉上核スライスのみで行ったサーカディアンカルシウム/高速カルシウムイメージ
ングの同時計測を、視交叉上核よりさらに背側部に位置する旁室傍核領域および室傍核でも行
った。ここではイメージングの頻度を上げ、１時間毎に行っていた撮影を 10 分毎に行い、より
時間解像度の高い観察を行った。この結果、これらの領域では細胞内カルシウム濃度に 30 分か
ら４時間程度の短周期のウルトラディアンリズムが観察された。このウルトラディアンリズム
の振幅が低い時点では一過性カルシウム変動の発生頻度は低く、振幅の上昇と共に発生頻度が
上昇することが観察された。このことからウルトラディアンリズムはミリ秒スケールの一過性
カルシウム変動の頻度が変動することにより形成されることが分かった（Wu et al., 2018, 
PNAS）。また、本測定系は一過性カルシウム変動を観察するための環境を十分に満たしている
ことも示された。 
 以上の結果から視交叉上核の神経細胞において観察されるサーカディアンカルシウムリズムが
一過性カルシウム変動の発生頻度や振幅の変化により形成されるとする予想は否定され、細胞
内カルシウム濃度の静止レベルが変動することにより生じるものであることが分かった。 
 
（２）長期膜電位イメージング 
視交叉上核の神経ネットワークがどのようにサーカディアンリズム中枢として機能しているか
という問いを解明するため、視交叉上核神経細胞の膜電位変動を長期的に観察する実験を行っ
た。膜電位変化により蛍光輝度が変化する遺伝子コード型膜電位感受性タンパクを感染発現さ
せ、長期蛍光イメージング観察を行った。その結果、視交叉上核の膜電位はサーカディアンリズ
ムを示す事が観察された。さらにカルシウムプローブとの同時計測を行うことで両者の位相関
係を解析し、カルシウムリズムは特徴的な空間パターンを示すことに対し膜電位リズムは視交
叉上核ネットワーク全体として同位相のサーカディアンリズムを示すことが分かった。この結
果により、視交叉上核ではサーカディアンリズムの空間パターンを膜電位変化として全体を１
つの位相にまとめ、視交叉上核外へ発振しているという可能性を見出した(Enoki, Oda, et al., 
2017 PNAS)。 
 
（３）単一培養細胞イメージング 
神経細胞一般的な現象として入力を受けることにより細胞内カルシウム濃度が変動することが
知られている。また DNA 合成を含む細胞内の多様な生理機能においてカルシウムは重要なメッ
センジャーとして機能する。このことから本研究において神経細胞活動の指標として観察した
サーカディアンカルシウムリズムの発生機序について、単一細胞のみで生じる現象であるか、入
力依存的に生じるものであるかという２つの仮説が挙げられた。これを解明するために、神経投
射を受けないよう物理的に単離した培養視交叉上核を用いて長期蛍光カルシウムイメージング
を行った。その結果単一の視交叉上核神経細胞でもサーカディアンリズムがあることを発見し
た(Hirata et al., 2019, PNAS)。 
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