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研究成果の概要（和文）：生物時計の中枢である視交叉上核には多数の振動ニューロンが存在

し、それらが相互同調して性質の異なる複数の領域振動体を形成している。領域振動体は

視交叉上核の部位により役割が異なり、それらの相互作用によって活動期の長さが決まり、

行動リズムの季節変動を作っている。一方、周期的制限給餌や覚醒剤の慢性投与で生じる

生物時計の障害は、中枢時計と末梢時計との解離により生じ、行動リズムを駆動する末梢

時計は中脳にあることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Oscillating neurons in the suprachiasmatic nucleus (SCN), the 
center of biological clock, constructs more than one regional pacemakers of different 
characteristics through mutual synchronization.  The roles of regional pacemakers depend 
on the area of SCN, and their interaction determines the length of activity period, showing 
seasonal changes in behavioral rhythms.  The function of biological clock is disrupted by   
restricted daily feeding or methamphetamine treatment, which is supposed to be due to 
desynchronization between the central and peripheral clocks.  The peripheral clock(s) 
regulating behavioral rhythms is suggested to reside in the midbrain. 
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１．研究開始当初の背景 
(１) 生物時計は、内因性振動である概日リ

ズムを利用して生体機能の時間的恒常性を

維持する機構であり、周期的に変化する環境

において生命活動の時間的最適化を図る機

能をもつ。ほ乳類における生物時計の中枢は

視床下部視交叉上核に存在し、概日リズムを

発振するとともに明暗サイクルに同調して、

昼夜変化に対応した生体リズムを種々の生

体機能に表出させる。 
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(２) これまでの分子生物学的研究により、

概日リズムは4種類の時計遺伝子（Per, Cry, 

Bmal, Clock）が関与する転写・翻訳のオー

ト・フィードバックループにより発振される

細胞内現象と考えられている。しかし、視交

叉上核の個々の細胞振動は周期、位相が微妙

に異なり、また個体レベルでみられる概日リ

ズムと比較して安定性に欠けることから、細

胞集団による概日リズムの安定化機構が存

在すると考えられる。 
 
(３) 視交叉上核振動体も複数のサブ振動機

構からなることを明らかにされており、光刺

激に反応する入力系の振動機構と行動リズ

ムなどの生体リズム表出に関与する出力系

の振動機構の解明が、生物時計の機能を理解

するうえで重要である。 
 
(４) 時計遺伝子発現の発光レポーター導入

マウスを用いた解析により、内因性の概日リ

ズムは視交叉上核以外の多くの組織にもみ

られ、生物時計が中枢時計である視交叉上核

と各組織に存在する末梢時計の階層的多振

動体システムからなり、安定した生体リズム

の表出と柔軟な環境周期への同調を保証し

ていることが明らかになった。この安定化に

は、下位振動体からの上位振動体へのフィー

ドバックが関与している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の到達目標は、階層的多振動体から

なる生物時計において、未だ不明な行動リズ

ム（睡眠覚醒リズム）の発現に関する末梢時

計の局在と振動機構を解明し、中枢時計であ

る視交叉上核振動体による支配様式と、末梢

振動体から中枢時計へのフィードバックの

有無を、動物モデルを用いて明らかにする。

本研究では以下の４項目を検討する。 
 

(１) 視交叉上核内における入力系および出

力系サブ振動機構の核内局在、機構を形成し

ている振動細胞特性、入力系と出力系のコミ

ュニケーション様式を、時計遺伝子発現や時

計タンパクの発光レポーター系導入動物）

LucTG)を用いて明らかにする。 
 
(２) 給餌を一日の一定時刻に限定する周期

的制限給餌、さらに覚醒剤であるメタンフェ

タミン（MAP）慢性投与により中枢時計か

ら乖離する行動リズムの振動局在を、培養系

を用いて解明する。 
 
(３) 中枢時計から行動リズムを支配する末

梢時計への振動伝達に関与する神経系を明

らかし、当該神経系の刺激、あるいは伝達物

質に対する末梢時計の位相依存性反応を解

析する。 
 
(４) 行動から中枢時計へのフィードバック

機構に覚醒系のドパミンやヒスタミン神経

が関与している可能性を、合成酵素や受容体

ノックアウトマウスを用いて検証する。 
 
３．研究の方法 
(１) 中枢時計の入力系および出力系解析 
①入力系の振動機構 
 時計遺伝子、Per1,2,Bmal1 の転写を発光

で的夜あるいは主観的昼に光を短時間照射

する。照射前後に視交叉上核を取り出し、前

額断あるいは水平断の連続脳切片を作成、培

養系に移して視交叉上核レベル（連測測光シ

ステム）、あるいは細胞レベル（CCD カメラ）

で生物発光を測定し、光入力系の３次元構造

を明らかにするとともに、光情報伝達系を解

明する。 
②出力系の振動機構 
 LucTG マウスを短日、長日の明暗サイク

ル下で飼育し、行動リズムのＥ要素（活動期

開始）とＭ要素（活動期終了）を分離する。

視交叉上核を取り出し、前額断あるいは水平

断の連続脳切片を作成、培養系に移す。CCD
カメラにて細胞レベルで発光リズムを網羅

的に測定し、光出力系の３次元構造を明らか

にして、行動リズムの開始、終了位相と対応

する細胞群を特定する。 
 



 

 

(２) 行動リズムを駆動する末梢時計の局

在と振動機構の解明 
①メタンフェタミン（MAP）慢性投与 
 MAP を LucTG マウスに慢性投与し、行

動リズムと視交叉上核リズムを乖離させる。

脳を取り出し、前額断又は水平断にて連続脳

切片を作成して培養に移し、発光リズムを網

羅的に測定、脳部位別の概日リズムマップを

作成する。視交叉上核発光リズムと乖離する

概日リズムを提示する脳部位を特定する。 
②周期的制限給餌負荷マウスの解析 
LucTG マウスに給餌を 1 日の一定時刻に制

限する周期的制限給餌を負荷し、行動リズ

ムと視交叉上核リズムを乖離させる。前額

断又は水平断の連続脳切片を作成して培養

系に移し、脳部位別の概日リズムマップを

作成する。視交叉上核発光リズムと乖離す

る概日リズムを提示する脳部位を特定する。 
 
(３) 中枢時計から末梢時計への支配様式 
①概日リズム伝達系 
 視交叉上核から行動リズムに関する末梢

時計に至る神経性伝達経路を解明する目的

で、LucTG ラット視交叉上核の出力神経系

をハラス型ナイフで部分切断し、その効果

を行動リズムと培養脳切片の発光リズムで

解析する。さらに当該ラットの脳を培養系

に移し、発光リズムを指標として、視交叉

上核からの出力先を同定する。 
②末梢時計の位相反応特性と相互同調 

PK2、BDNF、TGFαなど、視交叉上核

出力系の伝達物質と想定されている物質を

視交叉上核培養系に添加し、脳部位別概日

リズムの位相反応を測定する。 
 
(４) 末梢時計から中枢時計へのフィード

バック機構の解明 
①強制運動の効果： LucTG マウスに回転

輪による強制運動を負荷する。その後、連

続脳切片を作成し、培養系にて発光リズム

を測定する。視交叉上核および他の脳部位

で、概日リズムに対する強制運動の効果を

解析する。 

②脳内覚醒系の役割：ドパミンやヒスタミ

ンの合成酵素、受容体が欠損した遺伝子変

異マウスに、LucTG マウスをかけ合わせ、

時計遺伝子発光レポーター系を導入したマ

ウスを作成する。回転輪による強制運動を

負荷し、その後、連続脳切片を作成し、培

養系に移して発光リズムを測定する。視交

叉上核および他の脳部位の概日リズムに対

する強制運動の効果を解析する。 
   

４．研究成果 

(１) 中枢時計の入力系および出力系解析 
①極端な明暗サイクル（LD2:22）に長期間暴

露したマウスから視交叉上核を採取し、in 

vitroでPer1遺伝子発現リズムを解析した。そ

の結果、極端な光周期下では行動リズムがス

プリットし、光周期に同調したリズム要素と

脱同調したリズムが観察され、２つのリズム

要素に対応したPer1遺伝子発現リズムを同定

した。 

②ラット視交叉上核において、時計遺伝子

Per1, Dec1およびDec2の発現リズムを指標と

して、光照射前後の視交叉上核内光信号伝達

経路を解析し,視交叉上核の前後軸において

中央からやや後方の腹外側部から入力し、背

外側に広がる経路が確認された。 

③長日（LD18:6）及び短日（LD6:18）に同調

したラットの視交叉上核Per1,Per2遺伝子発

現リズムを視交叉上核部位別に網羅的に解析

し、行動リズムの日長変化に対応した変化が

Per1遺伝子発現リズムに顕著に認められた。

光周期への同調において、Per1遺伝子とPer2

遺伝子の機能差が示唆された。 

④時計遺伝子Per1, Per2 の発現リズムを指

標として視交叉上核小領域を網羅的に解析

し、行動リズムの開始と終了位相に対応する

視交叉上核内の細胞群を同定した。 

⑤マルチ電極デッシュ法により、行動リズム

を構成する個々の要素に対応していると思

われる視交叉上核内細胞集団を確認した。ま

た領域振動体の総合同調に時計遺伝子Cry1, 

Cry2が関与していることを示唆した。 

 



 

 

(２) 行動リズムを駆動する末梢時計の局

在と振動機構の解明 
①MAP慢性投与マウスから得た脳の培養系に

おいて、Per1遺伝子発現リズムを部位別に解

析し、中脳の特定神経核に行動リズムを駆動

する末梢時計がある可能性を示した。 

②視交叉上核概日リズムと行動リズムを強制

的に脱同調させた場合、中脳の時計遺伝子発

現リズムが行動リズムとともに視交叉上核概

日リズムから脱同調し、中脳の末梢時計が存

在することを示唆した。 

③明暗サイクルの位相変位の際に、特定位相

にマウスを新規環境に暴露すると、直ちには

追従しない行動リズムの再同調が促進され、

行動リズムを駆動する末梢時計が光以外の

環境因子に反応することを示唆した。 

④周期的制限給餌を負荷した LucTG マウス

において、給餌前行動ピーク位相と脳内各領

域の Per2:LUC 発現リズム位相の解析から、

行動を駆動する末梢時計はメタンフェタミ

ン誘導性行動リズムと制限給餌誘導性リズ

ムでは異なることを示唆した。 

 

(３) 中枢時計から末梢時計への支配様式 
①恒常暗で行動リズムが消失するCry1/Cry2 

KOマウスに時計遺伝子光モニター系を導入

し、視交叉上核の長期培養系において単一ニ

ューロンの発射活動リズムと行動がかい離

することを見出し、中枢時計から末梢時計の

概日信号伝達は、視交叉上核におけるサブ振

動体が行動を個別に制御している可能性が

あることを示唆した。 

②明暗サイクルを 8 時間前進させた際の行

動リズムと視交叉上核 Per1 遺伝子発現リズ

ムの解析から、交叉上核概日リズムと行動リ

ズムが解離することを見出すとともに、移行

期のおいて視交叉上核概日振動が 2 相性を

示すことを明らかにした。この 2相性振動は、

それぞれ行動リズムの開始及び終了要素に

対応し、異なる光位相反応を示すことが示唆

された。 

 

(４) 末梢時計から中枢時計へのフィードバ

ック機構の解明 

①明暗サイクルを8時間シフトさせた場合、

行動リズムの再同調が非光刺激（身体運動、

新規環境）により促進されるが、その効果に

位相依存性があり、さらに対象とする末梢振

動体にも特異性があることを明らかにし、非

光刺激による行動リズムの再同調促進は中

枢時計と末梢時計の振動共役の強化にある

可能性を示した。 

②強制運動を一定周期でラットに負荷し、行

動リズムから中枢時計へのフィードバック

があることを確認して、強制運動の効果には

位相依存性があることを明らかにした。     
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