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研究成果の概要（和文）：ナイルグラスラット（Arvicanthis niloticus）の国内唯一の実験コロニーを用い
て、以下の成果を得た。（i）同種の脳地図を作製した。（ii）時計遺伝子Per1、Per2、Bmal1、Clock、Cry1、
Cry2の配列決定しGenBankに登録した。また、視交叉上核（SCN）や海馬における遺伝子発現プロファイルを明ら
かにした。さらに、これらの配列を別系統グラスラット（Arvicanthis ansorgei）の時計遺伝子と比較し、高い
相同性を明らかにした。(iii) SCNの活動電位リズムを解析し、双峰性リズムを明らかにした。さらに(iv)AAVベ
クター微少注入の手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Using our laboratory colony of Nile grass rats (Arvicanthis niloticus), the 
present study successfully cloned clock genes, Per1、Per2、Bmal1、Clock、Cry1、Cry2 in these rats. 
Also, circadian expression profiles of these genes were manifested in the suprachiasmatic nucleus 
(SCN) and hippocampus. In addition, sequences of clock genes were compared with those in other grass
 rat species (Arvicanthis ansorgei). Striking similarity was found for functional elements of clock 
genes. Electrophysiological experiments using grass rat brain slices demonstrated bimodal rhythms in
 spontaneous firing frequencies in SCN neurons. It was unlike a pattern of nocturnal rat SCN neurons
 (unimodal rhythms peak in the middle of daytime) and rather consistent with the behavioral rhythms 
of grass rats. We established experimental method for AAV vector microinjection in the hypothalamus 
of grass rats by referring originally-made grass rat brain map.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進化的に、ヒトを含めたいくつかの動物は、昼行性を獲得し、行動範囲を拡大してきたと考えられている。一方
で、現代のヒトの行動時間は、もはや昼行性と呼ぶにはあまりに自由度が大きく、昼夜逆転の生活を常とする場
合も少なくない。昼夜逆転の生活は、社会生活への不適合を招くばかりか、多様な疾病を併発する場合も多い。
よって、昼夜行動選択のメカニズムの理解は、健康の維持増進にとっても重要な問題である。本研究では、昼行
性グラスラットの遺伝子解析、脳地図作成、および電気生理学的な解析を可能とし、今後の波及的な研究のため
に必要な基礎データを取得した意味において、その学術的・社会的意義は大きいと考えられる。

※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 
地球の自転周期で変動する数多くの生命現象は、体内に存在する自律的な振動機構（体内時計）

により調節されている。哺乳動物においては、特に、脳内の一群の神経細胞（視床下部視交叉上
核：SCN）が、体内時計システムの中枢として機能している。動物行動の昼夜行性を問わず、SCN
の集合電位は、昼に高く、夜に低い概日リズムを示すことが示唆されており、これは光情報を興
奮性神経入力として受けとる神経核の活動としては、きわめて自然な振る舞いであろう。しかし、
おそらくは動物種に依存しない SCN のリズム出力から、どのように動物行動時間の多様性が生
まれるのかについては、まだよく分かっていない。昼行性・夜行性というダイナミックな行動の
時間選択の相違は、SCN ニューロンの投射先におけるシグナル伝達の問題であると考えられるが、
その実態については、ほとんど解析が進んでいない。 
 
 
２．研究の目的 
こうした問題を考えるにあたり、昼行性と夜行性のげっ歯動物の比較は、有用な研究アプロー

チであろう。アフリカ原産の昼行性げっ歯動物（ナイルグラスラット; Arvicanthis niloticus）
は、通常の実験飼育環境において昼行性行動を示すげっ歯動物であり、ミシガン州立大学の
Laura Smale 教授らにより、米国の一部の研究室において 1994 年ころより系統維持が始まって
いる。そこで、本研究では、①ナイルグラスラットの実験系統の確立と繁殖を日本で初めて開始
する。さらに、②ナイルグラスラットの脳座標の決定や、脳スライス実験を行い、昼夜行性の決
定に係る神経ネットワークの同定にもチャレンジする。また、③ナイルグラスラット脳室内に、
Cl-トランスポーター阻害剤であるブメタニドの投与を行い、興奮性 GABA-A 受容体応答を抑制性
応答に転じた場合に、昼夜の行動パターンに変化がみられるのかについて解析を行う。さらに、
④ナイルグラスラット遺伝子解析にも繋げる予定である。これら①－④を通して、新たな実験ス
タンダードとなる昼行性げっ歯動物の系統確立と、昼夜の行動選択メカニズムの解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
ナイルグラスラットの脳座標の決定や、脳スライス実験 
成体雄のナイルグラスラットの骨標本を作製した。ブレグマ・ラムダ縫合の位置関係を明らか

にしたうえで、凍結冠状脳切片（厚さ 40μｍ，400 枚）を吻側から尾側へと作成し、クレシルバ
イオレット染色した。うち 80 枚の切片から画像を取得しドローソフトを用いて輪郭を得た。 
 電気生理学実験には、明暗 12：12 時間の環境で維持した生後 17-35 日齢のナイルグラスラッ
トを用いた。麻酔下で脳を摘出し、リニアスライサーを用いて急性脳スライスを作成した。人工
脳脊髄液（3 または 5mM KCl を含んだもの）をかん流しながら、細胞外記録により自発的に変化
する電位変化を記録した。それぞれの KCl グループにおいて、200-300 units を異なった時刻に
おいて記録し、自発発火頻度の概日リズム性を解析した。 
 
ナイルグラスラットの側脳室内へのブメタニド微少注入実験 
 記録に前もって側脳室にガイドカニューレをインプラントした成体雄のナイルグラスラット
を用いた。明暗 12：12 時間の環境において、赤外線センサーを用いて自発行動を測定後、暗期
3 時間前に、シリンジポンプを用いて生理的食塩水を 0.1μℓ/min の流量で 4 分間、側脳室に注
入した。5日目には同じ手法でブメタニド（500μM）を、9日目にはブメタニド（1 mM）を投与
した。さらに記録後 3日間にわたり自発行動を測定した。 
 
ナイルグラスラット時計遺伝子配列の決定と転写リズム解析 
まず、ナイルグラスラットに発現する主要時計遺伝子（Per1, Per2, Bmal1, Clock, Cry1, 

Cry2）コード領域の全長塩基配列を決定した。凍結視床下部ブロックをサンプルとし、マウスの
各時計遺伝子配列を参考に設計したプライマーを用い、各時計遺伝子コード領域を RT-PCR 法に
より増幅した。PCR断片をクローニングベクターにライゲーションし、シークエンサー（ABI PRISM 
310 システム）を用いて配列を決定した。 
転写リズム解析には、決定した各時計遺伝子の塩基配列をもとに設計したプライマーを使用

した。４時間おきに凍結冠状脳切片（厚さ約 100μｍ, SCN：3-5 枚, 海馬：10 枚）から SCN お
よび海馬をパンチアウトし、GAPDH を内部標準としてリアルタイム RT-PCR を行い、各時刻にお
ける時計遺伝子の発現量を比較定量した。 
 
 
４．研究成果 

結果については、図として以下にまとめた。 



 
図１．ナイルグラスラット脳地図の作成．写真（左）の頭蓋骨標本を作製した。さら
に連続脳切片を作成し、完成度の高い脳地図（右）を完成させた。ここでは 2切片の
ドローモデル（右）を例示したが、こうした画像を計 80 枚作製している。 

 

 
図２．ナイルグラスラット SCN スライスの活動電位自発発火リズム解析．夜行性の
Long Evans ラットの発火リズム（黒線：Green & Gillette, 1982 より引用）に比べ、
ナイルグラスラット（ピンクおよび赤線：本研究）では、周波数が低く、朝と夕の２
つのピークを持つ概日リズムが観察された。 
 



 
図３．ナイルグラスラット自発行動リズムのダブルプロット．赤い星印の時刻におい
て、ブメタニドを側脳室に注入したが、昼夜行動のパターンに変化はなかった。この
結果を受けて今後、塩素イオントランスポーターの特異的な発現阻害を目的とした
AAV ベクター注入を行う予定である。 

 

 
 
図４．ナイルグラスラット SCN および海馬における時計遺伝子転写リズム解析結果．
SCN における昼にピークをもつ Per1/2 転写リズムや、その Bmal1 転写に見られる逆相
のリズムについては、夜行性ラットやマウスにおける数々の報告と一致している。 



 決定したナイルグラスラット時計遺伝子（Per1,Per2,Bmal1,Clock,Cry1,Cry2）配列は、
GenBank に登録し、一般公開されている。ここには登録した Bmal1 配列の様子を示した。 
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