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研究成果の概要（和文）：申請者は時計遺伝子Cry1, Cry2は視交叉上核の細胞レベルにおける概日リズムには必須では
ないこと、Cry1, Cry2は生後発達に伴う視交叉上核の細胞間カップリングに関与することを明らかにした（Ono et al 
Nat. Commun. 2013）。また生後初期の恒常明がCRYの機能を補完し、行動リズムを生み出すことも明らかにした（Ono 
et al PLOS ONE. 2013）。生後初期におけるCryDKOマウス視交叉上核の細胞間カップリングにおけるVIPの役割を明ら
かにするために、CryDKOマウスとVIPレセプターKOマウスを掛け合わせ、概日リズムの評価を行った。

研究成果の概要（英文）：We found that Cry1 and Cry2 are not essential for the circadian rhythm generation 
in the SCN cells, and are necessary for the development of intercellular networks in the adult SCN (Ono et
 al Nat. Commun. 2013). We also found that neonatal exposure to constant light compensates CRY functions f
or the disruption of circadian behavioral rhythms under constant dark (Ono et al PLOS ONE. 2013). 
In order to understand the role of VIP signaling in the CryDKO SCN during development, CryDKO mice were br
ed with VIP receptor (VPAC2) KO mice. We measured PER2::LUC bioluminescence in the SCN from CryDKO-VPAC2KO
 mice.
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１．研究開始当初の背景 
地球上のほとんどすべての生命には 24 時
間を 1サイクルとした概日リズムが普遍的に
存在する。この概日リズムは“概日時計”に
より駆動され、哺乳類では視床下部視交叉上
核  (SCN) に概日時計の中枢が存在する。
SCN には片側約 1 万もの神経細胞が存在し、
個々の神経細胞が約 24 時間のリズムを刻ん
でいる。今までの所、概日リズムは複数の時
計遺伝子とよばれる遺伝子の転写・翻訳を介
したネガティブフィードバックループによ
り形成されていると考えられている。すなわ
ち，時計遺伝子 Bmal1および Clockの転写産
物 (転写因子) がヘテロダイマーを形成して
時計遺伝子 Period (Per) の転写を促進し、産
生された PER 蛋白産物が時計遺伝子
Cryptochrome (Cry) の蛋白産物と共に、
BMAL1/ CLOCKの転写促進作用を抑制する。
このフィードバックループが一回転するの
に要する時間が約 24 時間であり、各々の時
計遺伝子の発現量に約 24 時間の概日リズム
が存在する。そして視交叉上核の概日リズム
が最終的に行動リズムへと出力される。 
最近、行動レベルで概日リズムが消失する
時計遺伝子 KOマウスの視交叉上核に、概日
リズムが存在する事が明らかとなってきて
いる。申請者は CRY に依存した新たな細胞
間カップリングシステムが生後発達の期間
に形成される事を見出しているが、その細胞
間カップリングの分子メカニズム、及びこれ
に関与する分子は全くの未知であり、これま
での所、世界のどのグループからも決定的な
データは得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では生後発達に伴う概日時計
の中枢である視交叉上核の細胞間カップリ
ングと時計遺伝子Cryを結ぶ因子を探索する
ところにある。 
 
３．研究の方法 
(1) 共培養法と発光レポーターを組み合わせ
た概日リズム回復実験 
発光レポーターとして、PER2::LUCマウス
を用い、細胞内の PER2 の蛋白質変動をモニ
ターする。レポーターの組み込まれた成獣
Cry1-/-/Cry2-/- (CryDKO)マウスの視交叉上核
と、レポーターの組み込まれていない、野生
型マウス視交叉上核を共培養する。その際、
野生型は生後異なる時期の視交叉上核を用
いる。 

 
(2) 視交叉上核培養系を用いた阻害剤実験 
(CRY非依存的細胞間カップリングの検討) 
 新生児 Cry1-/-/Cry2-/-マウスの視交叉上核に
は、個々の細胞が同調したリズムが認められ
る。そこで、この CRY 非依存的細胞間カッ
プリングがどのようなメカニズムで生じて
いるのかを明らかにするために、各阻害剤を
投与し視交叉上核の個々の細胞のリズムを

測定し、リズムの同期程度を計算する。測定
は高感度 EM-CCDカメラを用い測定し、得ら
れたイメージング画像から個々の細胞の発
光輝度をデータ解析ソフトにて定量化する。
定量化した時系列データから、個々の細胞の
ピーク位相と周期の有無を算出する。 
①アデニル酸シクラーゼ阻害剤 (MDL): 細
胞内 cAMPは細胞間カップリングに重要であ
る事が近年明らかになってきた。そこで、新
生児 Cry1-/-/Cry2-/-マウスの視交叉上核の
cAMPによるカップリングを阻害する。 
②カルシウムキレート剤 (BAPTA): 細胞内
の Ca2+も概日リズムを示す事が示唆されて
いる。細胞内の Ca2+濃度を減少させることで、
Ca2+を介したカップリングの有無を検討す
る。 

VIP, AVP, GRPアンタゴニスト：これら三
つのペプチドは傍分泌を介した細胞間カッ
プリングに関与している事が示唆されてい
る。これらのアンタゴニストを用い、CRY非
依存的細胞間カップリングへの影響を検討
する。また、VIP のレセプターノックアウト
マウスである、VPAC2KOマウスを用い、VIP
の CRY 非依存的細胞間カップリングの影響
を直接測定する。 
 

４．研究成果 

(1) 共培養法と発光レポーターを組み合わせ
た概日リズム回復実験 
成獣型 CryDKO マウスの視交叉上核を作
成し、その上に野生型視交叉上核を生後 1, 7, 
14, 21日から取り出し共培養した。その結果
1, 7日の野生型視交叉上核を共培養した時に
のみ成獣 CryDKO マウスの概日リズムが回
復した。これらの結果は成獣型 CryDKO マ
ウスの視交叉上核には幼若期から分泌され
る液性因子により形成される細胞間ネット
ワークが残っていること、また幼若期の視交
叉上核からは何らかの液性因子が作用して
細胞間カップリングに働いていると考えら
れる。 
 
(2) 視交叉上核培養系を用いた阻害剤実験 
(CRY非依存的細胞間カップリングの検討) 
新生児 CryDKO マウスの細胞間カップリ
ングの細胞内メカニズムを探るために、生後
４日目に野生型あるいはCry欠損型マウスの
視交叉上核を切り出し、生物発光を用い組織
レベルの概日リズムを測定した。4-5 日後、
細胞間カップリングに関与すると考えられ
ているアデニル酸シクラーゼ阻害剤または
細胞内カルシウムキレート剤を投与し概日
リズムの変化を光電子増倍管にて評価した。
両阻害剤ともに新生児期の CryDKO マウス
の概日リズムを減弱させたが、アデニル酸シ
クラーゼ阻害剤のほうがより概日リズムを
減弱させた。 
次にこれら阻害剤における細胞単位にお
ける概日リズムを計測するために、CCD カ



メラを用いイメージングを行った。光電子増
倍管にて得られた CryDKO マウスの概日リ
ズムの減弱は、細胞単位におけるリズム消失
ではなく、細胞間カップリングの減少による
ものであることが明らかになった。その周期
の分布は幅広く、成獣型の視交叉上核の細胞
単位で認められるリズムに非常に近い性質
を示すことが明らかになった。 
次にこれらの細胞内シグナリング伝達経
路の上流に位置する因子を探るため、視交叉
上核に多く発現している神経ペプチドの一
つである VIP に着目した。これまで VIP は
視交叉上核における細胞間カップリングに
重要な役割を果たすことが見出されている
が、生後発達における細胞間カップリングの
役割と Cryとの関連性は明らかではない。ま
たVIPの下流では cAMPやCaといったシグ
ナリング経路が明らかとなっている。そこで
CryDKO マウスと VPAC2KO マウスを掛け
合わせ、CryDKOマウスの新生児期における
VIP シグナリングの役割について検討した。
光電子増倍管を用いた視交叉上核全体の計
測の結果、CryDKOマウスの新生児期に見ら
れた概日リズムは CryDKO-VPAC2KO マウ
スでは消失していることが明らかとなった。
現在細胞単位における概日リズムについて
検討している。 
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