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研究成果の概要（和文）：視床下部視交叉上核（SCN）の中枢体内時計は、網膜から伝わる外界の昼夜サイクル
に同調する（光同調）。SCNは背内側部（shell）と腹外側部（core）の二領域に大別される。光情報はまずcore
細胞に伝えられ、coreからshellに情報が送られ、SCN全体の位相がシフトする。入力部・core細胞の情報伝達に
ついては研究が進んでいる。しかし光同調の成立には、細胞数も多く概日振動も大きいshellでも位相がシフト
して固定される必要があるが、この過程は不明である。我々はSCN shellの特異的遺伝子操作により光同調能が
劇的に変化したマウスを得たので、その詳細な解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The central circadian clock in the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the 
hypothalamus is synchronized to the day-night cycle of the external world transmitted from the 
retina (light entrainment). Light information is first transmitted to the core cells, and then 
information is sent from the core to the shell, resulting in a phase shift of the entire SCN. The 
signal transduction mechanisms of core cells have been well studied. However, for light entrainment 
to be established, the shell, which has a large number of cells and large circadian oscillations, 
must also undergo a phase shift and become fixed, but this process is not known. We have obtained 
mice with dramatically altered light-entrainment ability by specific genetic manipulation of the SCN
 shell, and have analyzed it in detail.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠に問題を抱える日本人は5人に１人に上る。シフトワークや生活習慣の乱れは、睡眠の主要な制御機構であ
る体内時計に変調をきたし、睡眠障害のみならず、気分障害、肥満、心筋梗塞、がん等、様々な疾患・健康障害
のリスクを著しく増大する。中枢体内時計の内因性周期は24時間から少しずれているので、光同調は24時間周期
の社会生活を健全に営む上で極めて重要である。また、夜間に人工光を浴びると体内時計が乱れ、睡眠や種々の
生体機能に問題が生じる（光害）。本研究により中枢体内時計全体を包括した光同調メカニズムに関する、根本
的かつ統合的な理解が得られれば、その学術的・社会的意義は大きい。

※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 
睡眠に問題を抱える日本人は 5人に１人に上る。シフトワークや生活習慣の乱れは、睡眠の主要
な制御機構である体内時計に変調をきたし、睡眠障害のみならず、気分障害、肥満、心筋梗塞、
がん等、様々な疾患・健康障害のリスクを著しく増大する。哺乳類では、視床下部視交叉上核
（SCN）の中枢体内時計が概日（サーカディアン）リズムを自律的に発振し、全身に時刻情報を
発信する。また中枢体内時計は、網膜視床下部路を介して伝わる外界の明暗（昼夜）サイクルに
同調する（光同調）。その内因性周期は 24 時間から少しずれているので（概日時計）、光同調は
24 時間周期の社会生活を健全に営む上で極めて重要である。一方、夜間に人工光を浴びると体
内時計が乱れ、睡眠や種々の生体機能に問題が生じる（光害）。 
 SCNは背内側部（shell）と腹外側部（core）の二領域に大別される。網膜視床下部路は core
に投射して光情報をまず core 細胞に伝え、その後 core から shell に情報が送られ、SCN全体の
位相がシフトする。光同調の入力部である core細胞の情報伝達については研究が進んでいる。
しかし光同調の成立には、細胞数も多く概日振動も大きい shell でも位相がシフトして固定さ
れる必要があるが、この過程の研究はほぼ皆無であった。 
 
 
２．研究の目的 
前述のように、これまでの光同調メカニズムの研究は、網膜視床下部路から光受容領域の SCN 
core 細胞への神経伝達物質、および core 細胞内でのシグナル伝達機構に関するものがほとんど
で、core から shell 細胞にどのように情報が伝えられて、新たな位相に概日振動がセットされ
るのか、との問題は残ったままであった。shellの方が細胞数も多く、時計遺伝子発現リズムの
振幅も大きい。また我々のこれまでの研究で、shellは概日リズム発振に極めて重要であること
が明らかになってきた。SCN 概日振動体の主要な部分を担う shell にどのように明暗サイクル情
報が伝わり保持されるのか、極めて核心的な問題である。 
幸運なことに、予想だにしない劇的な異常が SCN shell の光同調メカニズムに生じているマウ

スモデル（AVP ニューロン特異的 Nalcn欠損マウス：Avp-Nalcn-/-）を得ることができた。我々が
これまでに蓄積してきたツールや技術を用いて当該モデルを解析することで、中枢体内時計全
体を包括した光同調メカニズムに関する、根本的かつ統合的な理解を得ることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
SCN shell を代表する AVP (arginine vasopressin)産生ニューロンで特異的にリーク Na+チャネ
ル（Nalcn）を欠損したマウス（Avp-Cre x Nalcnflox/flox = Avp-Nalcn-/-）は、光同調に劇的な異
常を示すことが、予備的な実験により分かった。そこで Avp-Nalcn-/-マウスの詳細な行動解析を
行った。 
 Avp-Nalcn-/-マウスの SCN core では遺伝子操作を行っていないので、当該マウスの光同調異常
の原因として、原因として、coreから shell への情報伝達が異常、shell 細胞間のカップリング
低下により新たな位相がなかなか定まらない、等の可能性が考えられた。このような Avp-Nalcn-

/-マウスの SCN の異常を ex vivo で調べるため、細胞レベルでの概日リズムを explant で解析で
きる Per2::Luc レポーターマウスと組み合わせ、SCN explant での解析を試みた。 
 In vivo でも core・shell 間の情報伝達を調べるために、緑色 Ca2+センサー蛋白質 jGCaMP7s
を AAVベクターを用いて SCN に発現させ、ファイバーフォトメトリーを用い、神経活動の指標と
して細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）を計測することを計画した。In vivo で光ファイバーの位置だけ
で core と shell を区別することは不可能なので、shell の主なニューロンとして AVP ニューロ
ン、coreの代表として VIP ニューロンで計測した。Avp-Nalcn-/-マウスをさらに Vip-tTAマウス
（VIPニューロン特異的 tTA2 発現マウス）と交配した。AVPニューロンには Cre 依存的（DIO）
発現 AAVベクター、VIPニューロンには tTA2依存的（TREプロモーター）AAV ベクターを SCN に
局所感染させて jGCaMP7s を特異的に発現させた。Avp-Nalcn-/-マウスは Avp-Cre を含み、また
AVP、VIPニューロンは近接しているので、このように Creと tTA2 を組み合わせて始めて、Avp-
Nalcn-/-マウスにおける VIP ニューロンの計測が可能になる。 
 
 
４．研究成果 
① Avp-Nalcn-/-マウスは、光同調能が劇的に変化しているとの予備的データが得られていた。そ
こでまず、詳細な概日行動リズムの解析を行い、また当該マウスの光刺激に対する位相反応曲線
を作成した。主観的夜前半（CT14）での 30分の光パルスでは、コントロールマウスでは概日行
動リズムの位相が後退するが、Avp-Nalcn-/-マウスでは一時的に位相後退が観察されるものの、
すぐに元の位相に戻るか、あるいはやや位相が前進した。一方、コントロールマウスで位相前進



 

 

を引き起こす CT22 での光パルス照射は、Avp-Nalcn-/-マウスでは位相前進が極端に大きくなっ
た。興味深いことに、大きな雌雄差が観察され、メスの方が異常の程度が大きかった。 
 
② Avp-Nalcn-/-マウスと Per2::Luc レポーターマウスを交配し、SCN explant の発光イメージン
グによる解析を行ったが、explant では光パルスによる位相シフトを上手く再現できなかった。 
 
③ gain of function 型の変異 Nalcnを AVP ニューロン特異的に発現するマウスを作成し解析し
たが、その概日行動リズムに大きな異常は観察されなかった。 
 
④ Avp-Nalcn-/-マウスなど、Avp-Creマウスを用いた AVPニューロン特異的遺伝子改変マウスに
おいて、SCN VIP ニューロンの細胞内 Ca 計測や神経活動操作などを目的とした特異的遺伝子操
作を行うため、Vip-tTAノックインマウスを作成し、機能解析を行った。当該マウスにおいて VIP
ニューロンに特異的に遺伝子導入できること（図１）、ノックインにより内在性 Vip遺伝子発現
が阻害されるのでホモ接合体マウスは既に報告のある Vip ノックアウトマウスと同様の概日リ
ズム障害を呈することを示し、論文発表した（図２）（Peng et al, Front Physiol 2022）。 

 
⑤ Avp-Nalcn-/-マウスと tdTomato レポーターマウスと交配したマウスを作成し、SCN スライス
の電気生理学的解析を現在行っている。また、Avp-Nalcn-/-マウスと Vip-tTA マウスを交配した。
Cre 依存的あるいは tTA 依存的 jGCaMP7s 発現 AAV ベクターを SCN に局所投与して、ファイバー
フォトメトリーを用いて in vivo での細胞内 Caリズムを AVPニューロン、VIP ニューロンそれ
ぞれで計測する実験を開始した。光パルス照射に対する AVP、VIPニューロンの短期、長期にお
ける応答を、in vivo で測定できる。 
 
 
 

A

B

SCN in Vipwt/tTA;Actb-tetO-EGFPmouse

C SCN in Vipwt/tTA;Avp-Cre+ mouse
AAV-EF1α-DIO-mCherry MergeAAV-TRE-jGCaMP7s

Vipwt/wt Vipwt/tTA

ViptTA/tTA (type-A) ViptTA/tTA (type-B)

D
a

y
s

A B

C D

Q
p

Period (h)
16 20 24 28 32 36

1000

0

2000

3000

1000

0

2000

3000

16 20 24 28 32 36

Period (h)
16 20 24 28 32 36

1000

0

2000

3000

4000

5000

Period (h)

16 20 24 28 32 36

Period (h)

1000

0

2000

3000

4000

5000

D
a
y
s

Period (h)
16 20 24 28 32 36

1000

0

2000

3000

4000

5000

Q
p

図１ Vip-tTA マウスにお
ける tTAの発現特異性 
SCN において、ほとんどの
tTA 発現細胞は VIP 陽性
（A）かつ AVP 陰性（B）で
ある。Avp-Cre マウスと交
配し、tTA 依存的 AAV、
Cre 依存的 AAV ベクター
をインジェクションすること
で、AVP ニューロンと VIP
ニューロンに異なる遺伝子
操作を加えることが可能に
なる（C）。 

図２ Vip-tTA マウスホモ接
合体は VIP ノックアウトと同
様の概日リズム異常を示す 
A: 野生型 
B: ヘテロ接合体 
C: ホ モ 接 合 体 、
arrhythmicity や muptiple-
periodを示す個体（type-A） 
D: ホモ接合体、短周期を示
す個体（type-B） 
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