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研究成果の概要（和文）：哺乳類の概日リズム中枢である視交叉上核が「何故GABA作動性神経細胞で構成される
か」という生理的意義を、光イメージング技術を駆使して解明することを目指して研究を行った。GABAの興奮性
-抑制性の応答の方向性を決定する主たる要因は、細胞内の塩素イオンであり、視交叉上核ではクロライド濃度
が概日変動することで、興奮性と抑制性が切り替わると考えられている。我々のイメージング研究の試みによ
り、クロライドイオン濃度の24時間のリズムを神経細胞ネットワークレベルで観察し、空間的な特徴的なリズム
位相パターンを観察することを可能とした。

研究成果の概要（英文）：The research was conducted to elucidate the physiological significance and 
mechanisms of GABAergic neurons in the master clock neurons, the suprachiasmatic nucleus, using 
optical imaging techniques. Intracellular chloride ion is the main factor that determines the 
direction of GABAergic excitatory-inhibitory responses, and circadian fluctuations in chloride 
concentration in the suprachiasmatic nucleus are thought to cause a switch between excitatory and 
inhibitory responses. Our imaging studies have allowed us to observe 24-hour rhythms of chloride ion
 concentrations at the neuronal network level and to observe spatially characteristic rhythmic phase
 patterns.

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
概日時計のリズム発振メカニズムを解明する上で、視交叉上核ネットワークの作動原理を理解することは重要で
あり､本研究は学術的に意義があると考える。また､様々な細胞機能への超長期イメージング計測の展開という､
計測技術としても領域の広がりを示すものであり､今後の更なる発展が期待できる。さらには､現代社会では概日
リズムが乱れる事による心身の不調が問題になっており、概日時計のリズム発振の基本原理を解明することは、
社会的にも意義があると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 
私たち哺乳類の概日リズムの中枢は、脳深部の視床下部領域の視交叉上核に局在し、他の脳領域

や末梢臓器にリズム情報を発振することで、睡眠覚醒サイクルやホルモン分泌などの約 24時間
の生理機能を制御している。視交叉上核は約２万個の γ-アミノ酪酸（GABA）作動性の神経細胞
により構成されるが、近年の研究により神経ペプチドを介して神経細胞同士が互いに連絡する

ことで、組織全体としては 24時間に正確で強靱なリズムを示すことが分かってきている。しか
しながら、｢なぜ概日リズム中枢は GABA作動性神経細胞から構成されるのか？｣という根源的
な問いに対しては、私達は未だ明確な回答を持ち合わせていない。本研究では、これまで申請者

が開発してきた長期/多機能の光イメージング計測を基軸に、GABAの興奮/抑制性作用の方向性
を決定する細胞内クロライド（塩素）イオン濃度を細胞ネットワークレベルで可視化することで、

GABA作動性神経細胞が「いつ・どこで・どのように」働くのかを明らかし、概日リズム中枢の
神経回路の作動原理を理解することを目指す。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では､哺乳類の概日リズム中枢である視交叉上核が GABA 作動性神経細胞で構成される
生理的意義を、光イメージング技術を駆使して解明することを目指して研究を行った。教科書的

には、GABA は幼弱期の神経細胞では興奮性に働き、生後発達と共に抑制性の作用へと切り替

わると言われており、視交叉上核は GABAの応答性が興奮性-抑制性が 24時間で変動すると考

えられている。GABAの興奮性-抑制性の応答の方向性を決定する主たる要因は、細胞内の塩素

イオン(クロ ライドイオン)であり、視交叉上核ではクロライド濃度が概日変動することで、興

奮性と抑制性が切り替わると考えられている。従来の研究は、パッチクランプ計測による 1 細
胞の電気特性の計測に基づいており、多様な細胞種の集団で構成される視交叉上核の神経細胞

ネットワークが、どのように時空間的にクロライド濃度を 24時間スケールで変動させるかは不

明であった。長期蛍光イメージング顕微鏡システムにより、視交叉上核の数日間の連続的なタイ

ムラプス計測を行い、クロライドイオン濃度の 24時間のリズムを神経細胞ネットワークレベル
で観察し、空間的な特徴的なリズム位相パターンを観察することを試みる｡さらに、細胞内クロ

ライド濃度を決定する主因子である輸送体、調節因子の阻害剤を添加してリズムパターンを計

測し、概日クロライドリズムのリズムパラメーターや空間パターンを解析する。 
 
３．研究の方法 
 
生後 4~6日齢のマウスより視交叉上核の培養スライスを作成し、アデノ随伴ウイルスを用いて､

遺伝子コード型クロライドセンサーを神経細胞特異的に感染発現させた｡10~14 日後より､ニポ

ウディスク共焦点ユニット/高感度 CCD カメラ等から構成される長期タイムラプスシステムを

用い、数日~週の長期間の光イメージング計測を行った。得られたデータはリズム解析プログラ

ムを用い､視交叉上核内の振幅､基底レベル､周期､頂点位相を算出した｡ 
 

4．研究成果 



 

視交叉上核の神経細胞における発現と機能確認を行い(図 1)。長期蛍光イメージング顕微鏡シス

テムにより、視交叉上核の数日間の連続的なタイムラプス計測を行った｡クロライドイオン濃度

の 24 時間のリズムを神経細胞ネットワークレベルで検出し(図 2)、空間的な特徴的なリズム位

相パターンを見いだした(図 3)。加えて、クロライドイオンイメージングに精通する分担者の江

川潔博士の研究協力のもと定量的な解析を行った。さらに、クロライドイオンとカルシウムイオ

ンの同時イメージング計測により"概日クロライドリズム"の位相を決定した。さらに現在は、細

胞内クロライド濃度を決定する主因子である輸送体、調節因子の阻害剤を添加してリズムパタ

ーンを計測し、概日クロライドリズムのリズムパラメーターや空間パターンを解析している。 

 

  
図 1. 視交叉上核における遺伝⼦コード型クロライドセンサーの発現パターン 

  
図 2. 概日クロライドリズムの検出 

  
図 3. 視交叉上核における概日クロライドリズムの時空間パターン解析 
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High-speed imaging of calcium elevations and glutamate release under Aβ oligomers exposure in primary cultured astrocytes
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