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研究成果の概要（和文）：哺乳類は安定した約24時間の周期を示す内因性の生物時計をもっている。この機能を
支えているのは視床下部にある視交叉上核(SCN)である。我々はこれまでにSCNの背内側領域にこの周期よりも短
いリズムを発振する細胞群が存在することを明らかにし、その領域を起点とする位相波(時計遺伝子の発現が内
外側方向に伝播する波)に着目してきた。今回、これまでに知られていた内外側方向への位相波の他に吻尾軸方
向の位相波の広がりが存在することが、マウスSCNを用いた組織化学的な検索によってわかり、生理学的機能の
不明な位相波について基礎的な理解が深まった。

研究成果の概要（英文）：Mammals have an intrinsic biological clock that shows a stable period of 
about 24 hours. Underlying this function is the suprachiasmatic nucleus (SCN) in the hypothalamus. 
We have elucidated that there are cell groups that oscillate rhythms shorter than this period in the
 dorso-medial region of the SCN (DM-SCN). And we have focused on a phase wave (the expression of the
 clock gene propagates from medial to lateral SCN) originating from DM-SCN. The presence of 
spreading of phase wave in the rostro-caudal axis direction in addition to the phase waves towards 
the lateral sides which was known so far was found by histochemical analysis using the mouse SCN. 
This result will deepen the basic understanding of the physiologically unknown function of the phase
 wave.

研究分野： 時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
生物は様々な方法で地球の 24 時間周期に自
らの体内時計を合わせている。この中で、光
はもっとも強い同調因子として知られてい
る。哺乳類では、眼から入った光刺激は網膜
から視神経を通り、視床下部に存在する体内
時計の中枢である視交叉上核（SCN）の腹外
側部に入力され、その後、出力領域である背
内側部を経て同調シグナルが全身に送られ
る。SCN は左右一対の約一万個の細胞からな
る神経核で、構成する神経細胞は単一細胞の
段階から概日リズムを発振することが知ら
れているが（Welsh et al. Neuron 1995）、その
周期は一定ではなくばらついている。これら
単一の神経細胞が領域ごとに密集して SCN
のサブ領域を形成、さらにサブ領域が集まっ
て SCN を形成するという階層構造ができ上
がると、それぞれの細胞や領域間での同期が
起こり、安定したリズムを発振するようにな
る。SCN のサブ領域としては 3 種類の神経ペ
プチドの発現が腹外側部と背内側部に明確
に限局していることから、この 2 領域の同期
機構について詳しく調べられてきた。申請者
らも腹外側と背内側の領域が、明暗周期の変
更時にそれぞれの位相が分離することを見
い出し、このずれが時差ボケの原因であるこ
とを明らかにした(Nagano et al. J Neurosci. 
2003)。また、腹外側と背内側のトランスクリ
プトーム解析と組織学的検索をおこなった
ところ、腹外側に限局的に発現する VIP に対
して、その受容体 Vpac2 は相補的に背内側に
局在し、VIP の一方向的な情報伝達経路が存
在することを見い出した。VIP や Vpac2 の遺
伝子欠損マウスにおいては SCN の神経細胞
間で非同期になるなど、SCN はサブ領域間の
やりとりをリズム同調の基盤としている。し
たがって、SCN を包括的に理解するためには
サブ領域の働きを解明することが重要であ
る。最近、申請者らは時計遺伝子 Per2 プロモ
ーターの制御下でホタル・ルシフェラーゼ遺
伝子を発現する Per2::Luc トランスジェニッ
ク・ラットの SCN 組織スライス培養を用い、
VIP 等の下流にある二次情報伝達物質 cAMP
を活性化剤フォルスコリンによって恒常的
に賦活化することで情報伝達系を撹乱した。
その結果、新たに背内側部の微小領域に 21
～ 23 時間の短周期領域 (SPR:Short Period 
Region)が、またその外側に 25～27 時間の長
周期領域(LPR:Long Period Region)が存在する
ことを明らかにした(Koinuma  et al. Eur J 
Neurosci. 2013)。 
一方、SCN では内側から外側に向かって時

計遺伝子の発現が波のように伝播するよう
な現象（位相波）が観察されているが、その
生理的な役割は解明されていない。しかし、
申請者らの予備的な実験では日長時間が延
びると、それに合わせるように位相波も延長
して出現するということがわかり、位相波に
は日長時間を捉える仕組みが存在すること
が示唆された。興味深いことに SPR は位相波

の起点となる領域と重複しているように観
察された。また、数理モデルからは、SPR と
LPR が隣接し、SPR から LPR に向って液性の
情報伝達物質が放出されることで、時速数十
マイクロメートルのゆっくりとした位相波
が生じることが予測された(Koinuma et al. Eur 
J Neurosci. 2013)。このような背景から SPR や
LPR は位相波の形成や時刻を認識する測時
機能に関わる重要な領域である可能性が考
えられたが、実際にどのような特徴をもった
神経細胞群が、内外側および吻尾方向におい
てどのような範囲でこれらの領域を構成し、
位相波を形成しているかについての基礎的
な知見は得られていなかった。 

 
２．研究の目的 
哺乳類体内時計の中枢である視交叉上核
(SCN)は、SCN を構成するサブ領域間の同期
によって振動体としての安定な性質を獲得
している。サブ領域としては、これまで神経
ペプチドの発現から腹外側部と背内側部が
知られており、その同期機構は時間生物学の
重要なテーマになっている。最近、申請者ら
は SCN を脱同期させることで、新たなサブ領
域として内側の短周期領域(SPR)と外側の長
周期領域(LPR)を発見した。SCN では内側か
ら外側に向かって時計遺伝子の発現が波の
ように伝わることが観察されている。興味深
いことに SPR と LPR はこの波（位相波）の
起点と終点に位置していた。位相波の役割に
ついては不明な点が多いため、まず SPR と
LPR を構成する細胞の形態学的特徴と、SCN
における 3 次元的な位相波の広がりを組織学
的に解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
組織学的な検索のための動物は、BALB/C マ
ウス（雄、5 週齢）を、7:00 light on /19:00 light 
off, 照度 400luxの環境下で 2～3週間飼育し、
実験に供した。光環境は明暗条件（LD 12:12）
と恒暗条件の 2 種類でおこなった。明暗条件
では飼育環境と同様の light on/off のタイミン
グで 7:00 から、2 時間の間隔で 24 時間にわ
たり視交叉上核の組織を採取し（ZT0, ZT2, …, 
ZT24）、恒暗条件では、組織採取の 1 日前に
恒暗に切り替え、7:00 から同様に 2 時間の間
隔で 24 時間にわたり視交叉上核組織を採取
した（pZT0, pZT2, … , pZT24）。採取後の組織
はパラホルムアルデヒドにより固定し、吻側
から尾側方向に 30μm 厚の冠状凍結切片を 24
枚作製した。組織切片に対し、mPer2 遺伝子
の DIG-labeled RNA プローブを用い、 in situ 
hybridization によって発現細胞を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) 恒暗条件下での Per2陽性細胞が示す位相
波 
恒暗条件においてマウス視交叉上核（SCN）
における Per2 遺伝子発現細胞を検索した。ま
ず、SCN の吻尾方向中央領域における Per2



遺伝子発現の内側から外側への広がりを確
認した。pZT0 において視交叉上核の最内側
部から発現が始まり、pZ2, pZT4, pZT6, pZT8
にかけて強い発現が内側から外側へと広が
るのを確認した。一方、発現の消失に関して
は pZT14 の内側部では陽性細胞が大きく減
るが、外側部ではまだ強い発現が維持されて
いた。pZT16 では外側部においても発現が大
きく減少し、さらに、pZT18 から pZT20 で内
外側ともにほとんど発現が観察されなくな
った。内側から外側方向への位相波状の強い
発現の伝播は pZT0 から pZT16 で観察され、
その間、pZT6 から pZT12 で内外側全体で発
現が維持されていた。 
 続いて SCN の吻尾軸に沿った発現領域を
検索した。この吻側、尾側からおよそ 150μ
m の領域においては pZT22 から pZT0 におい
て最初の発現が観察された。中央領域での発
現が生じるpZT0からpZT2より早い段階で発
現を確認した。吻尾端からの発現は時間経過
とともに次第に中央に向かって強い発現が
広がるように観察された。発現の開始と同様
に発現の消失も吻尾側端が中央よりも先行
していた。吻尾側領域では、pZT12 から発現
が消失し始め、pTZ14, pZT16 で両端からの発
現が消失し始めていた。このことは内外側方
向への発現の伝播の他に吻尾軸に沿った位
相波の伝播も生じていることを示した。 
 
(2) 明暗環境での Per2陽性細胞が示す位相波 
明暗条件（LD 12:12）においても、恒暗条件
と同様の組織化学的な検討をおこなった。
SCN 吻尾軸の中央部分では ZT0 で最内側領
域に弱い発現が認められた。ZT4 から ZT14
において内外側全域で発現を確認したが、こ
の中でも強い発現を示す部位は内側から外
側に向かって移動するような組織像が観察
され、ZT14 で最外側部で強く発現し、さら
に ZT16 では最外側部で発現は減弱していた。
このとき最内側部での発現は消失していた。
恒暗環境下と同様にZT16からZT18で全体の
発現は消失していた。 
 吻側 150μm と尾側 150μm の領域に注目
すると、吻側では ZT22 から ZT0 で発現が観
察された。尾側でも ZT0 で発現を観察したが、
吻側での発現が尾側にやや先行するようだ
った。さらに詳細に観察すると吻側および尾
側の中でも吻尾端の領域から発現が開始さ
れていた。また、発現の消失に関しては ZT14
から ZT16 で吻尾端から消え始めるが、この
時、吻尾側の中央寄りではまだ発現が維持さ
れていることから、吻尾端から中央に段階的
に発現が消失することが分かった。このこと
は、明暗環境においても吻尾側から中央への
位相波の伝播が存在することを示している。 
 
(3) 恒暗環境と明暗環境の比較 
今回の研究では、明暗環境で飼育した動物を
恒暗環境に変更し、1 日後から標本を採集し
た。したがって、履歴効果により明暗環境の

影響がある程度残った状態での発現を観察
していると考えられる。そのため、光による
より即時的な Per2 の発現への影響の差が二
つの環境の違いとして生じていると予想さ
れた。SCN で Per2 の発現量の違いを観察す
るために、Per2 の発現が弱い発現開始時、ま
たは消失する直前の時間帯での二環境下の
違いを比較した。その結果、明暗環境下での
発現は恒暗環境下のものと比べて総体的に
強く、陽性細胞の数も多く捉えられた。一方
で、発現開始や発現消失のタイミング、さら
に位相波の伝播の方向性に関しては二つの
光環境間で同じパターンを示した。 
 
今回の課題ではマウスSCN全体での3次元的
な時計遺伝子 Per2 の発現の広がり（位相波）
を検索した。SCN においては、これまでにも
内外側方向の位相波を観察していたが、今回
は吻尾軸に沿った前頭断の組織切片を 2 時間
の間隔で作製することで、内外側方向への位
相波の移動を詳細に観察することができた。
その結果、今回新たに吻側から尾側方向に、
また尾側から吻側方向にといった二種類の
ベクトルをもつ位相波が存在することが明
らかになった。この吻尾軸に沿った方向の位
相波は恒暗環境下、明暗環境下ともに存在し
た。明暗環境下では、Per2 の発現レベルが総
体的に上昇していたが、基本的な位相波の伝
播パターンは両環境下で共通していた。これ
までの予備的な実験では、明期の延長により
内外側方向への位相波の伝播時間も延長す
ることを確認している。今回、実験を行った
恒暗環境は明暗環境での飼育から 1 日後であ
り、明暗環境下の影響が残っていると考えら
れるため、位相波の伝播パターンや速度につ
いては差が生じなかったのかもしれない。ま
た、時計遺伝子 Clock の変異マウスにおいて
は緩やかに広がる位相波が消失しているこ
とから、時計遺伝子による転写フィードバッ
グループが位相波の形成に必要であること
が考えられている。今回の結果から、明暗環
境下では恒暗環境下に比べて全体的な Per2
の発現上昇は観察されたが、これにより直接
的に位相波の出現や消失のタイミングは変
更されていないことから、その伝播パターン
を調節するような別の機構が存在すること
も考えられた。 
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