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研究成果の概要（和文）：本研究は、多振動体階層構造をもつ中枢時計、視交叉上核(SCN)にお

ける振動細胞カップリングによる概日周期発振メカニズムの解明を目的とし、培養 SCN 発光イ

メージング、細胞内カルシウム網羅的解析、時計遺伝子発現と膜電位の同時計測などの ex vivo
の長期連続計測と無麻酔無拘束動物における時計遺伝子発現 in vivo 計測システムを開発し、

同調因子の入力から生理機能出力に至る過程を検討した。その結果、日長変化に応じて行動開

始、終了位相を制御する SCN 内の３振動体の局在、すべての SCN 細胞における部位特異的

細胞内 Ca++リズムの存在、神経性連絡による背側-腹側間リズム結合を明らかにし

た。さらに、中枢時計内振動細胞ネットワークが離乳頃に成獣型に移行し、その形

成に時計遺伝子 Cry が必須であることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify mutual coupling mechanisms of oscillator cells 
in the central circadian clock, the suprachiasmatic nucleus (SCN).  We developed in vivo 
monitoring systems for clock gene expression from the SCN of unanesthetized and 
unrestrained animals and a long-term and real-time ex vivo monitoring systems for 
intracellular Ca++ levels from the entire neurons of cultured SCN slices. We demonstrated 
that all SCN neurons exhibit robust circadian rhythms in Ca++ levels which are 
topologically specific and the coupling between the pacemakers in the dorsal and ventral 
SCN depends on synaptic interaction. We further demonstrated that clock gene Cry is 
essential for the development of oscillator cell network in the SCN for the coherent rhythm 
expression which takes place around weaning period.  
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１．研究開始当初の背景 
概日振動は、24 時間の明暗サイクルがある

地球環境において、原核生物からヒトまでの
生物が発達してきた、共通の生存戦略である。
リズム発振の細胞内分子メカニズムは、1997
年のほ乳類時計遺伝子クローニング以来、飛
躍的に進展を遂げた。しかし、多数の振動細
胞から構成され、複数のペースメーカーのカ
ップリングにより安定した周期を発振する
多振動体階層構造をもつ SCN の中枢時計にお
いて振動細胞がいかにカップリングして安
定した単一周期のリズムを発振するかは未
だ不明であった。また、各末梢時計へのリズ
ム情報の伝達、特に、明暗サイクルのみなら
ず、発達や季節変動で変化する行動リズムの
調節メカニズムは全く不明であった。また、
時計遺伝子発現の測定の多くは培養系での
検討であり、時計への入力、出力系が intact
である無麻酔・無拘束動物における発光計測
は未だ行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、 
(1) SCN 内の部位特異的振動体間、およびそ

れを構成する細胞間の同期メカニズム. 
(2) SCN 内各振動体の出力経路と各振動体が

支配する末梢時計とその調節メカニズム. 
(3) 多振動体階層性ペースメーカーである

SCN が中枢時計として機能するための分
子･細胞メカニズム 

を明らかにすることを目的として行われた。 
このため、中枢時計への同調因子入力から

行動をはじめとする生理機能リズム出力ま
でを計測し時計遺伝子発現変動長期、連続計
測を可能とする無麻酔･無拘束動物の SCN と
SCN 外から時計遺伝子連続測定解析を構築す
ることを目的とした。また in vivo 計測に連
動したSCNや末梢組織の時計遺伝子発現をex 
vivo 発光イメージングにより計測し、組織・
細胞リズム解析するため、多機能同時計測系
の開発も行った。 
 
３．研究の方法 
実験動物： 
時計遺伝子 Per1 発現、PER2 蛋白、Bmal1 発
現を発光活性にてリアルタイムで計測でき
る Per1-luc, PER2::LUC, Bmal1-luc の 3 種
の時計遺伝子レポーターマウスを用いた。こ
れらのマウスを、時計遺伝子欠損マウス
Cry1-/-/Cry2-/-と交配し、発光レポーターを用
いた時計遺伝子機能を検討した。行動測定に
は雄マウスを、発光計測には、胎児から成獣
までの各年齢のマウスを用いた。 
in vivo 計測系： 
SCN からの発光測定には光ファイバーを用い
た連続計測系を構築した。マウスの SCN 直上
にガイドカニューレを埋め込み、光ファイバ

ーを挿入・固定した。腹腔内に Osmotic pump
を埋め込んで連続的に基質を投与し、発光計
測を 1分毎に行った。 
ex vivo 計測： 
スライス培養と発光計測：SCN の冠状断スラ
イスを作成し、培養メンブレン上で培養し、
発光量の経時変化を光電子増倍管にて計測
し、ピーク位相、振幅を計測した。また、CCD
カメラによる発光イメージングにより細胞
レベルでのリズムを計測した。 
マルチ電極ディッシュ法：64 電極を有するマ
ルチ電極ディッシュ（MED64, Alpha MED 
Scientific 社）上に培養し、発光計測と同時
に自発発火リズムを計測・解析した。 
リズム解析： 
自発行動、スライスレベルおよび細胞レベル
の発光リズム、電気活動リズムは、いずれも
カイ二乗ペリオドグラム法にてリズムの有
無(p<0.01)、周期を解析した。ピーク位相は
24 時間デトレンドデータを用い、中点 2 点法
にて行った。振幅は、各組織や測定機器によ
る差があるため、標準化した。 
 
４．研究成果 
(1)SCNにおける時計遺伝子発現のin 
vivo解析：SCNの発光活性を指標にPer
１発現, PER2、Bmal1発現を3種のレポー
ターマウスを用いて30日以上,自発行動
と共に計測した。3遺伝子発現リズムの
位相関係はex vivoとin vivoでほぼ一致
しており、in situ hybridizationの結
果ともよく一致し、優れた測定系である
ことが実証された。自由行動下での1分
毎の発光レベルは、行動の変動に一致し
た細かい変動を示し、相互相関解析で活
動の数分後に最も高い相関値が得られ
た。活動のない状態では細かな変動がみ
られないことから、血流を介する基質や
酸素量の変動を反映している可能性が
ある。また行動に一致した変動は、ファ
イバーの位置をSCNに密着させるとかな
り低下することから、視交叉上核から離
れ、発光量の低い組織を介して測定する
際の特徴とも考えられる。本システムを
用い、生理的な刺激に対するin vivoで
の遺伝子発現リズムの反応を検討した。
枠光周期への同調、恒常暗下での行動リ
ズムに一致した発光リズムのフリーラ
ンを確認し、またPer1を指標に30分と6
時間の光パルスを照射し、行動の位相変
位と一致した発光リズムの位相変位を
観測した。また、Per1リズムでは、視交
叉上核からも光照射後の位相変位に行
動に一致した移行期が観察された。本成
果は、学会等で報告した。 
 
(2)SCN内の部位特異的振動体とそのカ



ップリング：アデノ随伴ウィルスを用い
、神経細胞特異的にCa++センサープロー
ブを発現させ、SCN培養スライス表面の
ほぼすべての神経細胞における細胞内
Ca++レベルを約1週間連続計測するシス
テムを構築し、ピクセルベースでリズム
解析を行うソフトを開発した。これらを
用い、培養SCN神経細胞のCa++レベルを網
羅的に解析し、すべてのSCN細胞がCa++

レベルに明瞭な概日リズムを示すこと、
部位特異的振動体内と振動体間の同期
メカニズムが異なることを明らかにし
た。また、背側と腹側の振動体間のカッ
プリングがTetrodotoxinにより著しく
低下したことから、両部位に局在する振
動体間のカップリングにはシナプスを
介する神経性連絡が重要な役割をもつ
ことが示唆された。本成果は2編の論文
にまとめ報告した。 

一方、夜行性齧歯類においてその存在
が長年示唆されてきた朝日に同調して
活動終了位相を調節するMorning(M)振
動体と、夕日に同調して活動開始位相を
調節するEvening（E）振動体の２つの振
動体局在については、既に2007年の我々
の論文で明らかにしたSCN吻側にある長
日下で確認できる第３の振動体の局在
について、水平断切片を作成して局在を
検討した。その結果、吻側後部の内側部
に位相の非常に早い部位が明らかとな
ったが、この部位に局在が一致する特定
のペプチドは確認できなかった。また、
Per1とPer2の個体内での位相分布に 
差のあることがわかった。これらの成果
は、学会と複数の総説で発表し、現在、
論文作成中である。 

 
(3)SCNの発達と時計遺伝子、SCN内ネッ
トワークに関与する時計遺伝子：
Cry1-/-/Cry2-/-マウスは、これまで無周期
変異と考えられてきた。我々は、
Cry1-/-/Cry2-/-が、明暗サイクル下で行動開始
が暗期開始よりも位相前進しており、明暗サ
イクルの周期を変えると活動リズム開始の位
相差(ψ)がシステマティックに変化すること
を見いだし、背後に概日周期の振動が存在す
ることを確信した。そこで、個々の細胞の周
期が広範囲に分布し、かつ細胞リズム間同期
ができないとの仮説を立て、細胞間カップリ
ングを検討した。その結果、Cry1-/-/Cry2-/-マ
ウスのPer1, PER2発現とも、細胞レベルでは
、新生児から成獣まで概日周期のリズムが確
認できたが、その周期は非常に広く分散した
。マルチ電極ディッシュにて新生児SCNのスラ
イス培養より自発発火活動を測定すると、明
瞭なスライス内で同期した神経活動リズムが
測定されたため、Per1,PER2の発光リズムを、

成長過程と成獣で測定した。その結果、生後7
日目までは明瞭な同期したリズムがPER２で
観察され、14日では数日で減衰し、21日では
消失することが分かった。一方Per1は7日目で
も振幅は非常に低く、14日以降は不明瞭とな
った。単細胞イメージングによる検討で、PER2
では細胞リズムが同期していること、その後
同期が失われること、新生児でも分散培養で
は細胞リズムが同期せず、成獣のスライス培
養同様の低振幅リズムであることなどが分か
った。上記の結果、CRYはリズム発振ではなく
、成長に伴い必要となる成獣型の振動細胞ネ
ットワーク形成に必須のタンパクであること
が分かった。一方、新生児期にはCRYに依存し
ないカップリング機構があることも明らかと
なった。これらの成果は、Nat. Commに発表し
た。 
 
(4)光以外の同調因子の同調機構とほ乳
類中枢時計の温度補償性：SCNは網膜か
らの光情報を受け、全身の末梢時計に時
刻情報を伝える唯一の時計機構である
が、非光因子による同調も報告されてい
る。特に、新生児期にみられる母親によ
る母子同調は、強力な非光因子による同
調であり子の生存に非常に重要な役割
を占めるが、そのTime cueは未だ不明で
ある。本研究では、母親のケアによる体
温の変化に注目し、新生児の温度同調を
Per2-dLucレポーターラットを用い検討
した。その結果、個体への温度サイクル
がリズム位相を変位させること、母子分
離中の環境温が20℃でも30℃でも子の
SCNリズム位相、離乳後の行動リズム位
相には差異がないことから、20度以上の
作用は温度以外の母親のリズムの影響
であることが分かった。一方、母子分離
期間中の環境温を10℃にすると、母子分
離サイクル数に応じた大きな位相変位
がみられ、低温が振動を減速ないし停止
させる可能性を示唆した。本成果は国内
外の学会にて発表し、一部を
Eur.J.Neurosciに論文発表し、さらに温
度効果の論文を投稿中である。 
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