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研究成果の概要（和文）： 
 マウスを用いて様々な波長の光が視床下部視交叉上核および室傍核におよぼす影響について
検討した。その結果、青色 LED 光照射群において有意な Fos 免疫陽性細胞数の増加が観察され
た。また、AVP-eGFP トランスジェニックラットにおいて時差ぼけモデルを作成し、視交叉上核
を採取して DNA マイクロアレイ解析を行った。サーカディアンリズムに関係する遺伝子では
Per3 遺伝子が有意に増加していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 I examined the effect of LED light stimulus to the suprachiasmatic nucleus (SCN) and the 
paraventricular nucleus (PVN) in mouse. The Fos-ir cells were increased in the SCN and the PVN after 
blue LED light stimulus. I investigated the gene expression in jet lag model using arginine vasopressin 
(AVP)-eGFP transgenic rats. The Per3 gene is increased in the SCN in the jet lag AVP-eGFP transgenic 
rats. 
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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り、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ラ
ッ ト の 作 成 に 成 功 し た （ Transgenic 
expression of enhanced green fluorescent 

protein enables direct visualization for 
physiological studies of vasopressin 
neurons and isolated nerve terminals of 
the rat. Ueta Y, Fujihara H, Serino R et 
al. Endocrinology 146:406-13, 2005 Epub 
2004.）。この AVP-eGFP トランスジェニック
ラットは特異的に AVP 産生ニューロンに AVP
と共に eGFP が発現する。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、本トランスジェ
ニック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
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が考えられる。これまでの研究で我々は分子
生物学的手法を用いて本トランスジェニッ
クラットの視交叉上核の AVP-eGFP 融合遺伝
子に日内リズムが存在すること、光刺激に対
し て 鋭 敏 に 反 応 す る こ と を 報 告 し た
（ Diurnal changes of arginine 
vasopressin-enhanced green fluorescent 
protein fusion transgene expression in the 
rat suprachiasmatic nucleus. Maruyama T, 
Ohbuchi T, Fujihara H, et al. Peptides 2010 
Aug 19. [Epub ahead of print]）。しかし、
視交叉上核における AVPの機能に関する研究
はほとんど無く、この部位における AVP の役
割についてはいまだ不明な部分が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では AVP-eGFP トランスジェニ
ックラットを用いて、視交叉上核における
AVP-eGFPニューロンの生理機能について DNA
マイクロアレイ法や siRNA による RNA 干渉を
利用して検討し、AVP ニューロンの役割につ
いて解明することを目的とした。また、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、
本トランスジェニック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 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する。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 
 すべての期間中、PCR 法により eGFP 遺

伝子導入の確認を行う。具体的には本学動

物センターSPF エリア内で繁殖・飼育して

いる AVP-eGFP トランスジェニックラッ

トの交配後、出産した仔ラットの耳片採取

を行う。耳片組織より抽出した DNA を用い

て PCR 法にて eGFP 遺伝子導入の有無（ジ

ェノタイピング）を調べる。この判定作業

は繁殖毎に随時行う。 

 

平成２３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 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

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）正常明暗サイクルおよび時差ぼけモデ

ルにおいて、視交叉上核AVPニューロンにお

ける網羅的な遺伝子発現の変化を測定する。 

 eGFP蛍光を指標に視交叉上核のAVPニュー

ロンのみをレーザーマイクロダイセクショ

ン法により抽出し、DNA マイクロアレイ法に

より AVPニューロンにおける網羅的な遺伝子

発現の変化を測定する。 

 

平成２４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。  

 ウレタン麻酔下のトランスジェニックラ

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、（１）のシステムを用

いて視交叉上核にファイバーを挿入、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）siRNA による RNA 干渉を行い、遺伝

子発現の抑制が AVP ニューロンにおよぼす

影響について検討する。 

 （２）で変化した遺伝子をターゲットと

して siRNA による RNA 干渉を行い、遺伝子

発現の抑制が視交叉上核 AVP ニューロンに

およぼす影響について検討する。視交叉上

核を含む脳切片を作成し siRNA による RNA

干渉を行い、視交叉上核 AVP ニューロンに

おける AVP 遺伝子発現の変化を測定する。 

 
４．研究成果 

 平成２３年度は、eGFP モニタリングシステ

ムの小型化を行った。レーザー照射装置を固

定式のものから、光ファイバーへの導光効率

の良いレーザーダイオードに変更し、電源を

電池に変更することによってラットの頭部

に固定できる大きさにまで小型化した。現在、

照射光の増強および光情報を関知するシス

テムの小型化を行っている。このシステムが

完成すれば、麻酔下ではなく自由行動下の



 

 

eGFP 蛍光の変化を検出することが可能とな

る。 

 また、平成２３年度は実験を行うのに必要

なバゾプレッシン-eGFP トランスジェニック

ラットを入手できなかったため、マウスを用

いて様々な波長の光が視床下部視交叉上核

および室傍核におよぼす影響について検討

した。明暗サイクルは明期 12 時間(18 時〜6

時)、暗期 1 2 時間(6 時〜18 時)とした。赤、

緑、青および白色 LED 光照射は暗期開始 6時

間後(12 時)から 60 分間行い、コントロール

群には何の照 射も行わなかった。照射終了

90 分後に 4%パラホルムアルデヒドによる灌

流固定を行い、脳を採取した。クリオスタッ

トを用いて脳薄切切片を作成し、Fos タンパ

クの免疫組織化学的染色を行った。切片は顕

微鏡下で観察した後、Fos 免疫陽性細胞数を

カウントした。その結果、各 LED 光照射にお

いて視交叉上核および室傍核では他の群と

比して青色 LED 光照射群において有意な Fos

免疫陽性細胞数の増加が観察された。このこ

とは青色 LED光で視交叉上核および室傍核の

神経細胞が活性化したことを意味する。光刺

激に対する生体の反応は青色光で最も強い

ことが報告されており、今回の結果はそれら

の先行研究を支持するものであると考えら

れる。また、暗期中の光照射で生体リズムの

位相変化が起こることはよく知られている。

青色光はその変化が他群と比べて強い可能

性が示唆された。 

 平成２４年度はバゾプレッシン-eGFP トラ

ンスジェニックラットにおいて時差ぼけモ

デルを作成し、視交叉上核を採取して DNA マ

イクロアレイ解析を行った。トランスジェニ

ックラットは明期 12 時間(18 時〜6 時)、暗

期1 2時間(6時〜18時)の環境下で飼育した。

光環境の変化が視交叉上核での遺伝子発現

におよぼす影響をみるため、ラットを 2群に

分け時差群は 18 時から 8 時間明期開始時刻

を前進させた。コントロール群は通常の明暗

サイクルで飼育を続けた。24 時間後、脳を採

取し両側の視交叉上核を摘出した。視交叉上

核はホモジナイズし、mRNA を抽出した後、DNA

マイクロアレイを行った。遺伝子発現を網羅

的に解析するため fold change を行い T-test

にて検定を行った。その結果、24 遺伝子にお

いて有意な遺伝子発現量の変化が観察され

た。サーカディアンリズムに関係する遺伝子

では Per3遺伝子が有意に増加していた。Per3

は細胞核外で Per1、Per2 と共に二量体を形

成し、時計遺伝子のネガティブフィードバッ

クループ形成のための補助遺伝子として働

くことが知られている。Per3 は時差ぼけ時の

リズム形成に関与している可能性が示唆さ

れた。しかし一方で Per3 は サーカディアン

リズムの形成に必須でないという報告もあ

り、さらなる検討が必要である。また、網膜

の恒常性維持に関与している Ai pl1 遺伝子

も有意に増加していた。一方、バゾプレッシ

ン遺伝子および eGFP 遺伝子には変化が見ら

れなかった。今後、これらのマイクロアレイ

解析で選定された候補遺伝子において Real 

time PCR法におって定量的遺伝子発現解析を

行い検討する予定である。 
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