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研究成果の概要（和文）：SPFマウス飼育施設・設備の整備し、哺乳類の概日リズムを制御するPer1の発現を指標にし
て、組織の時計機能をリアルタイムで１細胞レベルの測定をするため、Per1::GFP組み換えマウスのSCN スライスを共
焦点や２光子顕微鏡で観察する系を確立した。SCNの神経を刺激する手段は、1) VLS法で作成された微小刺入型電極プ
ローブ。先端の形状を尖端化するタイプ、強力な電気刺激を行う目的の構造体も付加した。2）光照射により神経活動
が調節できるLiGluR受容体システム。繊維芽細胞株は光刺激されPer1の発現誘導がおきた。外部刺激を受け、SCN組織
内で、シグナル情報が周囲に数時間単位で伝達される。

研究成果の概要（英文）：All living things use internal clocks with the24 hr period, circadian 
rhythms.Period1 (Per1) gene is an important member of the central clock system in the SCN. I observed 
Per1::GFP transgenic mice SCN to monitor circadian rhythms by Per1 rhythmic expression.
Dynamic simulation system for functional map in the SCN can be established to activate by pinpoint 
stimulation by 1)TOYOHASHI Vapor-liquid-solid micro electrical array chip has nano-scale electrical 
probes with 1micro m diameter and can be used for both detecting the electric activity and stimulating 
neural activity in one cell level. TOYOHASHI probes could insert into deeply brain.2) LiGluR for rapid, 
remote and reversible control of cell membrane potential by photo illumination and photoiosomerizable 
chemicals.The fibroblast cell lines transfected by Per1:GFP and by LiGluR showed to induce Per1 
transcription after UV illumination. The signal were transfered in the SCN slice for several hours.

研究分野：医科学一般

キーワード： 概日リズム　電極プローブ　光刺激
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１．研究開始当初の背景 
① 視交叉上核(SCN)のペースメーカ

ー神経のリズムを規定する時計遺伝子発現

と神経発火頻度は、それぞれ個別に観察し

ている実験系は国内外にもあるが、同時に

しかも細胞レベルで神経活動を観察し、さ

らに細胞レベルで任意に刺激する研究ない。 

光照射による神経活動の刺激は、クラミ

ドモナス由来の光受容体チャンネルロド

プシン(ChR2)や、古細菌由来のハロドプ

シン受容体を使用する実験が国内外で行

われていが、(Zhang F.,Nat Methods. 

2006, Zhang F., Nature. 2007)今回用い

るオリジナルのLiGluR受容体(Numano R, 

Proc Natl Acad Sci U S A,2009)は、哺

乳類ラット由来の受容体で、神経活動電

位のONとOFFが１つの蛋白質ですばやく

切り替え、電位変化や反応速度も ChR2 に

比べて優れており、より正確に神経活動

を 調 節 で き る 。 LiGluR 受 容 体

LiGluR(Light-gated glutamate receptor)受

容体は、380nm の UV 領域の光で曲がった

シス体となり、500nm 可視領域の光でま

っすぐなトランス体となる新規化学物質

(MAG)を用いて、UV で開き、可視光で閉

る。この受容体をもつ細胞に異なる波長

の光を照射すると、細胞膜の電位や神経

細胞の活動を、波長依存的に、可逆的に

変化させうる(図 1)。  

また、同大学の河野研究室で作成される、

神経活動測定に使用する微小刺入型マル

チ電極チップは、従来のユタ型の電極チッ

プ と 比 べ て 、 独 自 の

Vapor-liquid-solid(VLS)法による製法に

より直径数百 nm の極小電極を自在な配

置で設置でき、単一神経細胞からの電気的

な反応を測定することができる (図

2)(Kawano T.,Biosens Bioelectron. 

2010)。細胞レベルの測定と刺激は、独自

の光刺激実験系やチップ技術をもっては

じめて実現する研究で、特定の神経回路が

時計遺伝子発現にフィードバックして影

響を及ぼすかなど、2つのリズムの関連性

をはじめて細胞レベルで詳細に探求でき、

少数の最上位のリズム発振神経細胞群を

同定できる。 

哺乳類の概日リズムの中枢 SCN では、

Period1 遺伝子(Per1)の発現が日周変動

し、目からの光情報により Per1 発現誘導

がおこる。全細胞で Per1 を一日中恒常的

に過剰発現させたトランスジェニック

(Tg) ラットを独自で新たに作成し、SCN

における Per1 の発現振動と光による

Per1 発現誘導を阻害した。この Tg 組み

換えラットは、行動、生理学的リズムや

光による位相リセット機構が野生型と比

べて乱れた。 

これらの事実は、哺乳類概日リズムのオ

シレーター機能において Per1 の転写振

動が重要であること、また、リズムの光

環境への同調は Per1 の転写の光誘導に

由来することを示唆する(Numano R, Proc 

Natl Acad Sci U S A,2006)。 

そこで、Per1 の発現を指標にして、中

枢及び末梢組織の時計機能を同時に測定

するため、Per1 発現制御領域で発光ルシ

フェラーゼや緑蛍光 GFP で確認できる

Per1::luc や Per1::GFPTg マウスを作り、

その各組織を培養する実験観察系を構築

した。哺乳類では SCN に自律したペース

メーカーが存在し、末梢の概日リズムを    

Per1::luc SCN の発光振動リズム 



組織固有の位相に維持することを示した 

(Yamazaki S, Numano R, Science. 2000)

このマウスのSCN スライスや他の末梢組

織を培養しながら、Per1 発現を反映する

発光・蛍光を顕微鏡で観察すると、SCN

内にも外界からの情報を入力する部分や

自律的なリズムを強く刻む部分などに分 

かれていて機能的な極性が存在するこ

とがわかった。 

 
２．研究の目的 
不規則な生活による24時間周期の概日リズ

ムの乱れが、摂食行動や脂質代謝のリズムを

乱し、肥満、高脂血症などの成人病の発症・

進行につながる。本研究は、哺乳類概日リズ

ムを発振する中枢である脳の SCN の 24 時間

周期の活動を、独自の時計遺伝子 Per1 発現

観察系や、大学独自の電極プローブを搭載し

たセンサーにて、細胞レベルで神経発火頻度

を同時に計測し、電気的に刺激する。また、

外部から光照射で神経活動を調節する独自

の実験系 LiGluR 受容体を用いて刺激し、SCN

を含む脳スライスで、リズム発振の時空間的

な細胞レベルの機能マップを作成する。 

 

３．研究の方法 

申請者が開発した、脳や末梢組織、様々な部

位の時計遺伝子 Per1 発現変化をリアルタイ

ムで観察できる Per1 組み換え Tg マウス(慨

日リズムモニタリング)や、所属する豊橋技

術科学大学の細胞レベルで神経活動を測定

できる最先端ニューロンセンサーチップ技

術も組み合わせて、時計中枢 SCN 神経の時空

間的に正確な観察・刺激を実現する。また、

UV/可視光の照射光の波長切り替えにより神

経活動を瞬時に定量的に ON、OFF できる神経

細胞制御技術（LiGluR 受容体）を応用し、マ

ウスのSCN神経群を外からピンポイント光照

射刺激し、SCN内部のPer1発現誘導を観察し、

リズム発振のダイナミックな時空間的機能

マップを作成する。 

４．研究成果 

4-1 SPF マウス飼育施設・設備の整備 

まず、研究に用いる遺伝子組み換えマウスを、

特 定 の 微 生 物 に 感 染 し て い な い

SPF(Specific Pathogen Free)実験空間にお

いて飼育するために、豊橋技術科学大学にて、

SPF マウス飼育施設や行動解析、マウスの手

術、サンプルを用意する施設・設備を新しく

整備した。 

 

4-2  Per1::GFP 組み換えマウス観察系の確

立 

哺乳類の概日リズム制御において重要な役

割を担う Per1 の発現を指標にして、組織の

時計機能をリアルタイムで１細胞レベルの

測定をするため、Per1 発現制御領域に連結

させたリポーターの緑蛍光 GFP を確認でき

る Per1::GFP 組み換えマウスを確立した

（図 1）。このマウスの SCN スライスや他の

末梢組織を培養しながら、共焦点や２光子

顕微鏡で観察する実験性を確立した。培養

スライス中の細胞の Per1 の発現振動の周

期は、２４時間よりも短めで部位により位

相は少しずつずれていることがわかった。 

ひきつづき、より長期観察に適切な培養方

法を探索している。 

 

Per1::GFPT マウスの SCN スライス imaging 

 

4-3 豊橋プローブの作成と測定 

SCN スライスの神経を任意に刺激する手

段は、1) Vapor-liquid-solid(VLS)法で作成

された微小刺入型マルチ電極プローブをア



レイ状に並べたセンサーチップにより、１細

胞の神経活動計測・神経電気刺激を行う。ま

た、2） 独自で開発した光照射により神経

活動が調節できる LiGluR 受容体システムで

繊維芽細胞株やSCN神経細胞株を光刺激した。 

ま ず 、 SCN ス ラ イ ス に 対 し て 、

Vapor-liquid-solid(VLS)法で作成された極

小ケンザン型電極刺入電極を用いて、SCN 神

経細胞の発火スパイクを測定した。ノイズが

高く、明確な発火スパイクを区別できなかっ

た。脳スライスの深部の神経細胞に、  

VLS 法で作成された極小ケンザン型電極 

電気刺激用電極プローブ 

100 micron ほどの長さのプローブで、

外来性のDNA発現ベクターを複数個所に導入

できることをしめし、細胞内電位測定、１細

胞電気刺激、アプローチした細胞のマーキン

グ、さらに機能改変などをさせることができ

る可能性をしめした。また、豊橋プローブに

は、先端の形状を尖電端化するタイプのほか

に、より強力な電気刺激を行う目的の構造体

を付加したものも作成した。先端近くの数個

の神経細胞の細胞外電位の総和をとりなが

ら、局所的な電気刺激を試みたが、発火スパ

イクの振幅の増加は見られなかった。 

4-4 LigluR 受容体による光刺激 

次に、中枢SCNのリズムを変化させる手段で、

照射光の波長により、１細胞レベルで外部か

らシグナルを伝達できるバイオナノマシー

ンLigluR受容体遺伝子とPer1:GFP を発現さ

せた培養細胞で機能させ、UV 照射で刺激する

方法を行った。LigluR を発現した細胞は赤い

蛍光蛋白 mcherry で光るようにし、発現を確

認し、その細胞に、ＵＶと可視光の光刺激を

行い、細胞内のカルシウムイオン濃度を緑の

furo4 カルシウムダイで測定する実験を行っ

た結果、ＵＶ照射した細胞のみでカルシウム

イオン濃度があがることから、光刺激が細胞

内に伝達されていることがわかった。 

次に、外部シグナルが細胞に入るとカルシウ

ム濃度があがり、活性化された転写因子がプ

ロモーターに結合し、慨日リズムを規定する

Ｐer1 遺伝子が誘導されることをＰer1:GFP

シグナルで確認した。LigluR を発現 LigluR

発現細胞の光刺激によるＰer1 遺伝子の誘導 

した繊維芽細胞株と SCN 細胞株は、ＵＶ照射



で、刺激が入り、誘導剤で誘導させたポジコ

ンと比較して、Ｐer1 遺伝子が１時間後に強

く誘導されていること、また、ＵＶ照射ピン

ポイント照射した細胞のみ、刺激が入り、Ｐ

er1 遺伝子が強く誘導されていることがわか

った 

共焦点顕微鏡のレーザーを光刺激用に用

いて、Ｐer1::GFP トランスジェニックマウス

の SCN スライスにおいても、この光刺激実験

系を応用して、概日リズムに変化がきたすか

を調べた。すなわち、ＳＣＮの入力・ペース

メーカー・出力の部分などの色々な個所を細

かくべつべつに光刺激し、ＳＣＮ周辺部位の

Per1 の発現変化を観察し光刺激による Per1

遺伝子の誘導ができることを確認した。 

これにより、概日リズムを規定する時計遺

伝子 Per1 の発現のタイミングが緑蛍光 GFP

で確認できるＰer1::GFP トランスジェニッ

クマウスの SCN スライスに対し、局所的に任

意の場所を、任意のタイミングで刺激をして

リズムの変化をリアルタイムで観察できる

実験形が確立した。 

この実験系を利用し、左右対称な SCN の、

片側のみ、光刺激を行うと、刺激した側の細

胞にシグナルが伝わり、Per1 遺伝子が誘導さ

れるが、数時間遅れて正中線の反対側の SCN

でも誘導された。このことから、SCN の左右

では、シグナルが伝達すること、その伝達に

は数時間単位で時間を要することがわかっ

た。 
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