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研究成果の概要（和文）：体内時計の中枢である視交叉上核が室傍核領域の概日振動をどのように制御している
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、GABAが室傍核領域および視交叉上核の概日振動へ影響を与えること、Cl-
トランスポーターが概日振動の位相差に影響を与えることがわかった。また、概日振動が回復した移植組織片で
はGABAが発現していた。Cl-トランスポーターは主観的夜において視交叉上核に発現していた。今後は生体マウ
スにおいて、細胞内Cl-濃度とGABAの興奮性・抑制性および概日振動の関係を明らかにする予定である。

研究成果の概要（英文）：The center of the circadian clock is the suprachiasmatic nucleus (SCN) in 
the hypothalamus. To clarify how the SCN regulates the circadian oscillation of paraventricular 
nucleus (PVN) and subparaventricular zone (SPZ), we observed the coherence between the circadian 
rhythms in the SCN and PVN/SPZ by monitoring bioluminescence emitted using the brain tissue slice 
from Per2::luc knock-in mice. We revealed that GABA affected the circadian oscillations in the SCN 
and PVN/SPZ, and that Cl- transporter modulated the phase difference of circadian oscillations in 
the SCN and PVN/SPZ. In addition, GABA was expressed in the cultured brain slices in which circadian
 oscillations were restored. The Cl- transporter was expressed in the SCN at subjective night. In 
the future, we will reveal the relationship between intracellular Cl- concentration, GABA 
excitability/inhibition and circadian oscillation at in vivo mice.

研究分野：脳神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　体内時計の中枢である視交叉上核が刻む概日振動が、どのように他の脳領域に伝わり、どのように概日振動を
制御しているか明らかにされていない。隣接領域である視交叉上核と室傍核領域間の時刻情報伝達機構を解明す
ることは、この問題を解明するために必須である。
　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が、視交叉上核外の概日振動の位相は
昼行性・夜行性動物で逆転する。また、GABA受容体の興奮性・抑制性は細胞内Cl-濃度により変化する。生体マ
ウスにおいて細胞内Cl-濃度とGABAの興奮性・抑制性、概日振動の関係を明らかにすることは、昼行性・夜行性
の切り替えの解明に繋がると期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者はこれまでに哺乳類における概日時計の研究を主として行ってきた。哺乳類概日
時計の中枢である視交叉上核の培養組織系において、概日時計の周期延長化合物の発見①や、脳
組織片移植培養系での概日振動回復の確立を行った。生体マウスを用いた実験系では、視交叉上
核における振動遺伝子の網羅的遺伝子発現解析や光応答遺伝子の網羅的発現解析を行ってきた。
またマウス脳 51 領域からサンプルを採取し網羅的遺伝子発現解析を行うことで、脳領域特異的
発現遺伝子を明らかにしてきた②。これらの研究を通じて研究代表者は、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ているのか、そしてどの様なメカニズムによって各脳領域の
概日振動を制御しているのかということに疑問を持ち、明らかにすることにした。 
視交叉上核による脳領域の概日振動制御機構
を解明するために研究代表者は、室傍核領域（室
傍核と室傍核下部領域）に着目した。室傍核領域
は視交叉上核の背側部に隣接し、視交叉上核から
直接の投射が存在する領域である。また視交叉上
核の制御は、室傍核領域を経由することで多くの
脳領域に及んでいる。そこで視交叉上核による脳
領域の概日振動制御機構を解明する手始めとし
て、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ことにした。 
 研究代表者は、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るために、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の測定を行ってきた。これま
での研究により、①視交叉上核と室傍核領域の発
光振動は同一組織片においては逆位相であるこ
と、②室傍核領域組織片のみの培養では発光振動
は数日で減衰消滅すること、③発光振動が減衰し
た室傍核領域組織片に新たに視交叉上核組織片を
移植し共培養すると室傍核領域の発光振動が回復
すること、④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ること、⑤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こ
と、さらに⑥GABA が組織培養中の視交叉上核およ
び室傍核領域の概日振動へ影響を与えること
(Figure 1)、⑦Cl-トランスポーターが視交叉上核
と室傍核領域間の概日振動の位相差に影響を与え
ること(Figure 2)を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 視交叉上核がどのように脳領域の概日振動を制御しているか明らかにするためには、視交叉
上核が隣接領域である室傍核領域における概日振動をどのように制御しているか明らかにする
ことが必須である。 
 これまでに研究代表者は自らが開発した実験系である「脳組織片移植培養系での概日振動回
復」を用いることで、視交叉上核と室傍核領域間に存在する概日振動における関係性を見出して
きた。さらに時刻情報を伝達する物質の探索を進め、GABA 受容体への摂動により室傍核領域に
おける振動の位相がばらけることを確認した。 
 これらの成果を受け、本研究では視交叉上核が GABA を介することでどのように室傍核領域の
概日振動を制御するか明らかにすることにした。 
 
３．研究の方法 
（１）視交叉上核組織片と室傍核領域組織片の共培養 
 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
および C57BL/6 マウスを用いた。発光振動の測定は高感度 CCD カメラ及び微弱発光測定装置を
用いた。 
 新生仔（7日齢）のマウスから脳を採取し、ティッシュチョッパーを用いて脳切片（厚さ 300
μm）を作製した。室傍核領域を切り出し、メンブレン上で組織培養を行った。組織培養 10～20
日後、新たに切り出した視交叉上核組織片または組織培養後 3 週間経過した視交叉上核組織片
を培養中の室傍核に隣接させ、さらに 1週間以上の共培養を行った。 
 
（２）培養組織片を用いた蛍光免疫染色 



 室傍核領域組織片と視交叉上核組織片の共培養を開始してから 1 週間以上経過したのち、組
織片ごとメンブレンを切り抜き、4％PFA に浸漬し固定を行った。DAB 合成酵素抗体および DAB 抗
体を用いて蛍光免疫染色を行った後、組織片からメンブレンを取り除き、封入し観察を行った。 
 
（３）RI in situ ハイブリダイゼーション法 
 新生仔（7日齢）のマウスを主観的昼および主観的夜においてサンプリングし、4％PFA で固定
を行った。20％シュークロースで脱水後、凍結切片を作製した（厚さ 40μm）。35S で標識された
cRNA プローブを用いて Cl-トランスポーターの染色を行った。 
 
４．研究成果 
（１）移植培養系における概日振動の回復・未回復時における GABA 合成酵素と GABA 
 室傍核領域と視交叉上核の概
日振動に GABA が関与している。ま
た、「脳組織片移植培養系での概
日振動回復」を行う際、移植に新
鮮な視交叉上核組織片を用いて
共培養を行うと概日振動は回復
するが、培養後数週間経過した視
交叉上核組織片では回復しない
(Figure 3)。この概日振動の回復・
未回復と GABA の発現の間に相関
があるのではないかと考え、GABA
合成酵素抗体および GABA 抗体を
用いた免疫染色を行った。その結
果、新鮮な視交叉上核組織片を移
植した場合は室傍核領域組織片
と視交叉上核組織片の境界周辺
において、GABA 合成酵素および
GABA の発現を確認することがで
きた。一方、培養数週間経過
した視交叉上核組織片を移
植した場合は、室傍核領域組
織片と視交叉上核組織片の
境界周辺において GABA 合成
酵素はほとんど発現してお
らず、また GABA の発現も新
鮮な視交叉上核組織片を移
植した場合よりも少なかっ
た（Figure 4)。 
 
（２）新生仔期視交叉上核に
おける Cl-トランスポーター
の発現 
 細胞内 Cl-濃度により GABA の興奮性・抑制性は変化することが知られており、Cl-トランスポ
ーターを培養組織片に投与することで視交叉上核と室傍核の概日振動の位相差に影響を与える
（Figure 2)。また視交叉上核における Cl-トランスポーターによる GABA の興奮性・抑制性の制
御についての報告も近年なされている③。そこで移植培
養系における概日振動の回復・未回復と、Cl-トランスポ
ーターとの関係を明らかにするために、RI in situ ハイ
ブリダイゼーション法を行った。しかしながら、移植組
織片に対する、RI in situ ハイブリダイゼーションは非
特異的なシグナルが多く、特異的なシグナルを検出する
ことが出来なかった。そこで、組織培養に用いる新生仔
期（7 日齢）のマウス脳において、Cl-トランスポーター
が発現しているか、また発現しているなら発現に振動が
あるか確認することにした。その結果、主観的夜におい
て視交叉上核に Cl-トランスポーターの弱い発現を確認
することが出来た。一方、主観的昼においては Cl-トランスポーターの発現を確認することが出
来なかった（Figure 5)。 
 
 本研究の成果から、移植培養系における概日振動の回復・未回復と GABA の発現の間に相関が
あることが示唆された。今後はウエスタンブロッティング法により GABA の定量化を行い、振動
回復と GABA の相関についてより詳細を明らかにする。また本研究により、Cl-トランスポーター



が新生仔期の視交叉上核において振動していることが明らかとなった。Cl-トランスポーターの
振動と GABA の興奮性・抑制性および概日振動回復との相関を明らかにするために、今後は移植
組織片に対して免疫染色法を用いることによって検証する予定である。 
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