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研究成果の概要： 
 バゾプレッシン（AVP）-eGFP トランスジェニックラットの視交叉上核において遺伝子発現の

サーカディアンリズムを測定し、時差ぼけ（位相変化）および光刺激に対する遺伝子発現の反

応性を検討した。eGFP 遺伝子発現はサーカディアンリズムを有しており、位相変化および光刺

激に対して鋭敏に反応することを明らかにした。また、その反応性は AVP mRNA の変動より大

きい可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 睡眠-覚醒に関わる大きな要因の一つ

にサーカディアンリズムがある。このリ

ズムの崩壊は、非 24 時間睡眠覚醒症候

群、睡眠相遅延症候群などにつながる。

日本人成人の 5 人に 1 人がこのような何

らかの睡眠障害があると言われている。

睡眠-覚醒サイクルを制御するサーカデ

ィアンリズムについて研究することは非

常に重要なことである。これまでの研究

により当教室において、バゾプレッシン

（AVP）遺伝子に緑色蛍光蛋白（enhanced 

Green Fluorescent Protein: eGFP）遺伝

子を挿入した AVP-eGFP トランスジェニ

ック（Tg）ラットの作出に成功した。こ

の Tgラットは AVP 産生ニューロンに AVP

と共に eGFP が特異的に発現する。サーカ

ディアンリズムの中枢である視交叉上核

には、AVP 産生ニューロンが存在してお

り、本 Tg ラットでも視交叉上核に eGFP

が発現している。視交叉上核で産生され

る AVP は浸透圧刺激などには影響を受け

ず、視交叉上核からのサーカディアンリ

ズムを制御する出力系の１つとして AVP



 

が作用している可能性が考えられる。 

 
２．研究の目的 

 本研究課題では AVP-eGFP Tg ラットを

用いて経時的に eGFP の緑色蛍光を観察

できる in vivo eGFP モニタリングシステ

ムを開発することにより、視交叉上核の

AVP 産生を指標とした長期的なサーカデ

ィアンリズムの測定法の確立とその応用

を目的とした。具体的には、本 Tg ラット

で明暗サイクルの位相をずらした時差ぼ

けモデルを作成し、時差ぼけの視交叉上

核での AVP-eGFP 融合遺伝子の発現への

影響を調べることにより、位相変化がAVP

産生とサーカディアンリズムの関連にど

のような影響を及ぼすかを検討した。本

研究の成果は視交叉上核で産生される

AVP が関わる睡眠障害の病態生理の解明

の一助となることが期待される。 

 
３．研究の方法 

平成 19 年度 

（１）in vivo eGFP モニタリングシステ

ムの開発・セットアップを行う。 

 in vivo eGFP モニタリングシステムは

eGFP 励起光をレーザーより光ファイバー

を通して AVP-eGFP 発現細胞に照射し、励

起された蛍光をもう一方のファイバーを

通して光電管に入力し、光情報を電気的信

号に変換して経時的に記録するシステム

である。実験セットはほぼ完成しているが、

分解能やゲインの調節等の微調整を行い、

長時間の測定を可能にするシステムの構

築を行う。 

（２）下垂体後葉における eGFP 分泌の測

定を行い、（１）のシステムを用いてその

動態を解明する。 

 ペントバルビタールで麻酔を施した Tg

ラットから下垂体を摘出し 37℃に保温し

た灌流装置内に設置する。下垂体後葉に光

ファイバーを挿入し、励起光を照射し、in 
vitro で下垂体に浸透圧刺激（灌流液内に

種々のペプチドを加える）を与え、下垂体

からの AVP の分泌を eGFP の変化を指標と

して観察する。 

 

平成 20 年度 

（３）正常明暗サイクルおよび時差ぼけモ

デルにおいて AVP-eGFP を指標とした視交

叉上核におけるサーカディアンリズムの

測定を行い、比較検討する。  

 ウレタン麻酔下の Tg ラットを定位脳固

定装置に固定し、骨ドリルで頭蓋骨に穴を

空けて、視交叉上核に光ファイバーを挿入、

励起光を照射し eGFP 蛍光の経時的測定を

行う。正常明暗サイクル群および明暗サイ

クルの位相をずらした時差ぼけモデルと

比較し、時差ぼけの視交叉上核への影響を

検討する。 

（４）視索上核および室傍核における

eGFP 産生を（１）のシステムにより測定

する。 

 ウレタン麻酔下にて Tg ラットの下顎を

除去後、脳底部を切開し、視索上核および

室傍核に in vivo eGFP モニタリングシス

テムの光ファイバーを挿入、励起光を照射

し eGFP 蛍光の経時的測定を行う。Tg ラッ

トに浸透圧刺激を行い、eGFP 産生量の変

化をコントロール群と比較する。 

（５）（３）のモデルにおいて AVP hnRNA、

AVP mRNA、eGFP mRNA、Per mRNA、AVP お

よび eGFP を測定し、比較検討する。 

 AVP hnRNA、AVP mRNA、eGFP mRNA、Per mRNA

（時計遺伝子）を in situ ハイブリダイゼ

ーション法で、AVP、eGFP はラットをペン

トバルビタール麻酔下で灌流固定して

AVP を免疫組織化学的染色法で、eGFP を蛍

光顕微鏡で測定し、定量化する。それぞれ

の遺伝子発現について経時的に、視交叉上

核と視索上核および室傍核において比較

検討する。 

 

４．研究成果 

 平成１９年度は AVP-eGFP Tg ラットを用い、

時差ぼけモデルを作成し、視床下部の遺伝子

発現への影響を検討した。Tg ラットは明期

12 時間（7:00〜19:00）、暗期 12 時間（19:00

〜7:00）の環境下で飼育した。明期開始時刻

を ZT0 とし、ZT1、ZT5、ZT9、ZT13、ZT17、

ZT21 の 6 点で Tg ラットの脳を採取し、視交

叉上核において eGFP mRNA、AVP hnRNA、AVP 

mRNA、Per1 mRNA、Per2 mRNA を in situ ハ
イブリダイゼーション法で定量化し、各遺伝

子発現のサーカディアンリズムを測定した。

また、ZT16 に 8 時間明期開始時刻を前進させ

た時差群を作成し、12 時間後（d1）、3 日後

（d3）、7 日後（d7）の暗期開始時刻（ZT4）

に脳を採取し、上記の遺伝子発現を視交叉上

核、視索上核および室傍核において、galanin 

mRNA を腹外側視索前核において同様の方法

で定量化し、コントロール群（d0）と比較し

た。その結果、Tg ラットの視交叉上核の各遺

伝子発現は明確なサーカディアンリズムを

示した（図 1、2）。また、時差群では視交叉

上核で eGFP mRNA、AVP hnRNA、Per1 mRNA、

Per2 mRNA レベルが有意に減少し、特に eGFP 

 



 

mRNA（図 3）、AVP hnRNA、Per1 mRNA レベル

はその減少が 7日後でも観察された。腹外側

視索前核での galanin mRNA レベルは 12 時間

後にのみ有意に上昇した。時差群において

AVP mRNA レベルはほとんど変化しないにも

関わらず、eGFP mRNA レベルの低下が観察さ

れた。したがって、eGFP mRNA の変動は AVP 

mRNA の変動より大きい可能性が考えられる。

また、VLPO での galanin mRNA の変化は明暗

サイクルの変化により睡眠量が変化したこ

とを示唆する。AVP-eGFP Tg ラットにおいて

視交叉上核の eGFP 遺伝子発現はサーカディ

アンリズムを有しており、リズムの変動を見

る上で有用な指標になると考えられる。 

 
図 1 視交叉上核における AVP hnRNA、AVP 

mRNA、eGFP mRNA のサーカディアンリズム 

 

 
図 2 視交叉上核における Per1 mRNA、Per2 

mRNA のサーカディアンリズム 

 

 
図 3 視交叉上核における時差ぼけによる

eGFP mRNA の変化 

 

 平成２０年度は AVP-eGFP Tg ラットを用い、

暗期における光刺激に対する視床下部の遺

伝子発現の反応性を検討した。また、蛍光観

察による eGFP 蛋白発現のサーカディアンリ

ズムを測定した。Tg ラットは明期 12 時間

（7:00〜19:00）、暗期 12時間（19:00〜7:00）

の環境下で飼育した。明期開始時刻を ZT0 と

し、ZT15 に光暴露(600Lux,30min)を行い 90

分後に脳を採取した。脳の薄切切片を作成し

視交叉上核において eGFP mRNA、AVP mRNA、

Per1 mRNA、Per2 mRNA および AVP hnRNA を in 
situ ハイブリダイゼーション法で定量化し、

光暴露を行わないコントロール群と比較し

た。その結果、光暴露により AVP hnRNA およ

び GFP mRNA の発現は抑制され、Per1 mRNA お

よび Per2 mRNA の発現は増強された（図 4）。

AVP mRNA の発現に変化は見られなかった。ま

た、ZT1、ZT9、ZT17 において灌流固定を行い、

視交叉上核の eGFP蛍光観察を行ったところ、

サーカディアンリズムを示す蛍光強度の変

化が観察された（図 5）。これらのことから

AVP-eGFP Tg ラットにおいて視交叉上核の

eGFP 遺伝子発現は光刺激によって位相が変

化する可能性があることを明らかにした。ま

た、eGFP 蛋白発現はサーカディアンリズムを

有しており、リズムの変動を見る上で有用な

指標になると考えられる。 

 
図 4 視交叉上核における光刺激に対する各

遺伝子発現の反応性 

 

 
図5 視交叉上核におけるeGFP蛋白のサーカ
ディアンリズム 
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