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研究成果の概要（和文）：哺乳類の概日時計の中枢は視交叉上核に存在する。私たちは、時計遺伝子Cryに依存
してAVP発現量が低下し、発達初期にはVIPを介したネットワークが重要であることを明らかにした。（Ono et 
al., 2016 Science Advances）。
光ファイバーを用いて、自由行動下マウス視交叉上核からのPer1とBmal1の遺伝子発現リズム計測システムを構
築し、外界の光環境を一時的に変化させた際にPer1とBmal1の位相関係が変わることを明らかにした。また培養
視交叉上核では、Per1とBmal1のリズム周期が異なる事を、明らかにした (Ono et al., 2017 PNAS)。

研究成果の概要（英文）：The temporal order of physiology and behavior is regulated by the circadian 
pacemaker located in the suprachiasmatic nucleus (SCN). We identified VIP is essential for the 
tissue-level circadian rhythm in the neonatal SCN of CRY double deficient mice (Cry1,2-/-). On the 
other hand, AVP synthesis was significantly attenuated in the Cry1,2-/- SCN, which contributes to 
aperiodicity in the adult mice together with an attenuation of VIP signaling as a natural process of
 ontogeny (Ono et al., 2016 Science Advances).
We also established in vivo clock gene expression rhythms using an optical fiber, and found that The
 Per1 rhythm was phase-delayed instantaneously by the light in parallel with the activity-onset, 
whereas the Bmal1 rhythm was phase-delayed gradually similar to the activity-offset. Dissociation of
 Per1 and Bmal1 rhythms was also observed in the cultured SCN slice. These results suggest the 
existence of two oscillations with different molecular mechanisms (Ono et al., 2017 PNAS).

研究分野：概日リズム
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１．研究開始当初の背景 
生体内で生じる睡眠・覚醒を含めた一日単

位の現象を「概日リズム」と呼び、脳内視床

下部に位置する「視交叉上核」が概日時計の

中枢として機能している。この概日リズムは

時計遺伝子の転写・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

(Reppert et al 2002 Nature)最終的に睡眠・
覚醒を含めた行動リズムに出力される。近年

の「光」を用いたイメージング技術により細

胞、組織レベルの遺伝子発現測定が ex vivo
レベルで可能となり、個々の細胞の性質や概

日リズム形成と神経ネットワークとの関係

性が徐々に明らかになってきた。例えば、分

散培養条件における個々の細胞レベルの概

日リズムを計測する方法  (Nagoshi et al 
2004 Cell, Liu et al., 2007 Cell) や、ある薬
剤を投与した時の細胞間ネットワークの変

化を測定する方法 (Yamaguchi et al., 2003 
Science, O’Neill et al., 2008 Science) によ
り ex vivoにおける概日リズム形成メカニズ
ムを定量化する試みは行われてきた。また申

請者はこれらの技術を用い、概日時計の神経

ネットワークが生後発達とともに変化する

こと、そしてその変化が時計遺伝子 Cryに依
存していることを明らかにしてきた (Ono et 
al., 2013 Nat. Commun)。しかしながら、こ
れら細胞単位で生じる現象がどのように行

動リズムに出力され個体の行動を制御して

いるかは明らかになっていない。したがって、

睡眠・覚醒リズム、体温リズムやホルモン分

泌など体内で生じる生理現象のメカニズム

を統一的に理解する為に、遺伝子レベルの現

象と細胞ネットワークさらに個体レベルの

現象を直接結び付けて評価することは重要

なアプローチになる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、睡眠・覚醒リズムを制御する概日

時計の遺伝子、細胞単位の現象と行動の変化

を長期間、同時に計測する技術を駆使し、新

たな概日リズム機能を明らかにする。これま

で申請者は 発光イメージングを用い、ex 
vivo での生後発達に伴う概日リズムの神経
ネットワークの変化と時計遺伝子との関係

性を明らかにした (Ono et al., 2013 Nat. 
Commun.)。しかしながら遺伝子、細胞単位
で生じる現象がどのように行動に出力され、

どの細胞集団がどの行動に関与しているか

など、個体単位で生じる現象との関連性を明

らかにすることは重要な問題であるがその

詳細は分かっていない。そこで申請者は自由

行動下のマウスの脳内の遺伝子ネットワー

クを可視化し、部位特異的遺伝子操作により

行動リズムを制御する概日リズムの新たな

メカニズムに迫る。 
 
３．研究の方法 
（１）視交叉上核スライス培養を用いた、発

光イメージング 
①視交叉上核の神経ネットワークの生後発

達 
概日時計の中枢である、視交叉上核の神経ネ

ットワークの生後発達に、時計遺伝子 Cryが
関与する事を以前報告した（Ono et al., 2013 
Nature Communications）。視交叉上核の生
後発達に伴う神経ネットワークのさらなる

メカニズム解明のために、神経ペプチドであ

る vasoactive intestinal polypeptide (VIP)
と arginine vasopressin (AVP) に着目した。
時計遺伝子 Cry1/2 欠損マウスに、VIP 受容
体 (VPAC2)の欠損マウスを掛け合わせ、
Cry1/2-VPAC2欠損マウスを作成した。なお
このマウスは、時計遺伝子の Per2 タンパク
質に発光酵素が結合したレポーターマウス

(PER2::LUC マウス) も同時に掛け合わせて
いる。生後７日目および８週齢以上のマウス

から視交叉上核のスライスを作成し、ルシフ

ェリン入りの培地で培養し、視交叉上核から

得られる発光輝度を、光電子増倍管または

CCD カメラで発光輝度を連続計測した。次
に、Avpプロモーター下流に、Emerald-Luc 
(E-Luc) cDNAをノックインしたレポーター
マウス(Avp-ELuc) マウスと、Cry1/2欠損マ
ウスを交配し、Avp の転写活性を計測した。
同様に、生後７日目および８週齢以上のマウ

スから視交叉上核のスライスを作成し、発光

輝度を光電子増倍管で計測した。 
 
②視交叉上核スライスの多機能同時計測シ

ステムの構築 
培養視交叉上核から、時計遺伝子 Per1 と
Bmal1、細胞内カルシウムイオン濃度、神経
発火の４機能同時計測を行った。Per1-lucマ
ウスと Bmal1-ELucマウスを交配し、ダブル
トランスジェニックマウスを作成した。この



マウスの視交叉上核のスライスを作成し、

610nm のロングパスフィルターで F-luc 
(Per1-luc) と E-Luc (Bmal1-ELuc) を分離
した。さらに、アデノ随伴ウイルスを用いて

蛍光カルシウムプローブGCaMP6sを発現さ
せ、多電極ディッシュ上で視交叉上核を培養

した。 
 
（２）光ファイバーを用いた無麻酔・無拘束

マウス脳内遺伝子発現測定  
直径 500μm のプラスチックファイバーを
Per1-lucまたはBmal1-ELucマウス脳内に挿入
し、視交叉上核からの発光輝度を光電子増倍

管にて計測した。同時に赤外線センサーを用

いて、マウスの自発行動量を同時に計測した。

基質である、ルシフェリンはオスモティック

ポンプに充填し、腹腔内から投与した。マウ

スを、恒常暗に移した５日目に９時間の光パ

ルスをマウスに与えた。光パルスは、主観的

夜の前半あるいは後半に与え、その後の自発

行動の位相シフトと視交叉上核の Per1 ある
いはBmal1の概日リズムのシフト量を計算し
た。 
 

４．研究成果 

（１）視交叉上核スライス培養を用いた、発

光イメージング 
①視交叉上核の神経ネットワークの生後発

達 
Cry1/2-VPAC2 欠損マウスの視交叉上核の
PER2::LUC は、生後７日目および８週齢以
上の両条件ともに概日リズムが認められな

かった。また CCD カメラを用いた一細胞イ
メージングの結果、細胞レベルには概日リズ

ムが認められ、個々の細胞のリズム周期は短

いものから長いものが認められた。また、

Cry1/2 欠損マウスの新生児視交叉上核の
cAMP, Ca2+の細胞内濃度を薬剤で低下させ

ると、Cry1/2-VPAC2欠損マウスと同じ結果
が得られた。これらの結果は、VIPとその細
胞内シグナルトランスダクションの cAMP, 
Ca2+経路が Cry1/2 マウス視交叉上核の新生
児期の細胞間カップリングに関わることを

示す (Ono et al., 2016 Sci. Adv.)。 
Cry1/2 欠損マウスの視交叉上核からの Avp
転写活性を発光レポーターで調べた際、新生

児、成獣ともに Avp-ELucリズムが認められ
ず、転写活性も抑えられていた。この結果は、

AVP を介した細胞間カップリングには Cry
がかかわることを示す(Ono et al., 2016 Sci. 
Adv.)。 
 
②視交叉上核スライスの多機能同時計測シ

ステムの構築 
培養視交叉上核から Per1, Bmal1, Ca2+, 神経
発火の４機能同時計測を行った結果、Bmal1
リズムは、Per1リズムに比べ周期が短く、内
的脱同調をおこしていた。また細胞内の Ca2+

と神経発火リズムは、Per1と Bmal1リズム周
期のちょうど中間を示していた。これらの結

果は、視交叉上核内には異なる二つのリズム

形成メカニズムが存在することを示す (Ono 
et al., 2017 PNAS)。 
 
（２）光ファイバーを用いた無麻酔・無拘束

マウス脳内遺伝子発現測定  
主観的前半に９時間の光パルスを与えた結

果、活動開始位相は直ちに位相シフトしたの

に対し、活動終了位相は３－５日間の移行期

を経て行動リズムがシフトした。視交叉上核

の Per1 リズムは、９時間の光パルスにより、
直ちに位相シフトしたのに対し、Bmal1のリ
ズムは、３－５日の移行期を経て位相シフト

した。この結果は、視交叉上核のPer1とBmal1
のリズムは、光パルスにより一時的にかい離

することを示す (Ono et al., 2017 PNAS)。 
 
本研究結果は、哺乳類の概日時計に関わる２

つの時計遺伝子が独自の振動機構を持つこ

と明らかにした世界で初めての研究成果で

あり、概日リズム振動機構理解の進展と、睡

眠覚醒の制御メカニズム解明に結び付く。 
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