
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：視交叉上核(SCN)におけるシグナル伝達経路を明らかにするために、

SCN におけるペプチド産生細胞とその受容体を持つ細胞の局在を調べた。視交叉上核の腹外側

部(VLSCN)には VIP 細胞が、背内側部(DMSCN)には VIP の受容体である VPAC2 細胞の局在を認め

た。また、DMSCN と VLSCN に分離したスライス培養に、VIP を投与すると DMSCN のみ位相に大き

なシフトを認めた。以上の結果から VLSCN から DMSCN に VIP が VPAC2 受容体を介して位相情報

の伝達を行っていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the photo signal transduction pathway in the suprachiasmatic 
nucleus (SCN), the mammalian circadian centers. By using in situ hybridization technique, we examined 
the localization of vasoactive intestinal peptide (VIP) mRNA and VPAC2 mRNA (one of the VIP 
receptors)- expressing neurons in the rat SCN. We found that VIP mRNA was strongly expressed in the 
ventrolateral SCN (VLSCN). In contrast, VPAC2 mRNA was strongly expressed in the dorsomedial 
SCN (DMSCN). Moreover, to investigate regional response to VIP, VIP administration to the SCN slice 
culture after isolation of DM from VL by a knife showed the large phase shift in only separating-DM. It 
is highly probable that VLSCN regulate the phase of DMSCN by VIP- VPAC2R. The findings suggest 
that VIP acting via the VPAC2 receptor is implicated as a key signaling pathway from VLSCN to 
DMSCN. 
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類においては、行動、摂食、睡眠などを

はじめ、さまざまな生理機能は約 24 時間の

概日リズムを示す。そして、視交叉上核はこ

の体内時計の中枢であると考えられている。

この視交叉上核（中枢時計）が何らかの同調

シグナルを末梢へ伝達して末梢組織（末梢時

計）のリズム位相を同調させるといった上位

機関番号：34419 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20590202 

研究課題名（和文）体内時計の中枢である視交叉上核における光シグナル伝達経路の形態学的解明 

 

研究課題名（英文）Morphological approach to the photo signal transduction pathway of the circadian clock 
 

研究代表者 

長野 護（NAGANO MAMORU） 

    近畿大学・医学部・講師 

 研究者番号：80155960 

 
 



からのシグナルに同調させる階層的な支配

によって多様な生理機能を時間的に制御し

ていると考えられている。 

 近年、概日リズム研究において in vitro

実験が盛んに行われた結果、概日リズム発振

の分子機構は明らかになりつつある。しかし、

体内時計が網膜からの光情報入力に同調し、

環境の時間的変化への適応（入力系とリセッ

ティング機構）や体内時計の中枢から体内の

多様な生理現象の概日リズムの制御（出力

系）については、いまだ不明な点が多く残さ

れている。これらの残された疑問点を解決す

るためには、やはり、in vivo での形態学的

手法を用いての詳細な解析が必要となる。

我々は、形態学的手法を用いて、視交叉上核

において、光反応領域から非光反応領域への

光情報伝達が時間依存的に行われているこ

と (Nagano et al. J. Neurosci. 2003)や視

交叉上核は幾つかの異なった機能を有する

領域から構成されていることを明らかにし

た(Masumoto et al. Eupopean J. Neurosci. 

2005)。これらのことから視交叉上核は機能

的に異なる領域よりなる細胞集団であると

考えられる。そこで、視交叉上核の機能解析

には、これら複数の機能領域をすべて明らか

にした上で各領域間の伝達機構を解明しな

ければならない。しかし、この解析には、関

連する分子の特定、詳細な細胞間の相互作用

の検索など、多大な時間を要することから未

だ明確な研究報告はない。我々は、視交叉上

核における有益な Gene Chip のデータ(Ueda 

et al. Nature 2002)を取得しており、また

的確に発現細胞の局在を捉えられる優れた

形態学的な技術も習得している。更に、プロ

テオーム解析によりタンパクの網羅的な検

出やタンパクのリン酸化の振動を検討する

ことで視交叉上核の機能解析における大幅

な時間短縮が可能となると考える。そこで、

これらの優れた情報と技術により、視交叉上

核内において各領域の特定を試み、その後、

細胞領域間の相互作用を検討することで、視

交叉上核におけるシグナル伝達経路の解明

に繋げていきたいと考えた。 

 
２．研究の目的 
（１）光シグナルに対する視交叉上核のリズ

ム形成分子機構の解明。 

網膜からの体内時計の中枢である視交叉上

核のリズム形成分子機構への光シグナルの

影響を明らかにするため、まず日長の変化に

対する視交叉上核のリズム形成分子機構へ

の影響を時計遺伝子である Per1, Per2 遺伝

子発現をマーカーとして検討する。次に、哺

乳類において、夜間の光照射により、視交叉

上核の腹外側部にのみ Per1, Per2 遺伝子の

発現誘導が生じる。それによって体内時計の

分子フィードバックループの位相が変位す

ると考えられている。しかしながら、Per1, 

Per2 遺伝子の発現と光同調との関係は明ら

かにされていない。そこで、光同調メカニズ

ムにおける Per1、Per２の役割について明ら

かにするため、T- cycle を用いて、前進、あ

るいは後退を必要とする明暗条件を作り、そ

の際の Per1、Per２発現を観察する。これら

の研究成果より光シグナルに対する視交叉

上核のリズム形成分子機構の解明を行う。 

 

（２）視交叉上核の小領域間のシグナル伝達

経路の解明。 

視交叉上核の小領域間のシグナル情報の流

れを明らかにするため、まず、視交叉上核に

おいて網膜からの投射がある腹外側部から

投射のない背内側部へ作用する伝達物質を

各領域における包括的遺伝子解析により同

定し、視交叉上核背内側部に有意に高く発現

している遺伝子を検索する。次に、視交叉上



核における領域間同期機構を検討するため

に、視交叉上核におけるペプチド産生細胞と

その受容体を持つ細胞の局在を調べる。さら

に、視交叉上核のスライス培養系を用いて細

胞領域間の伝達様式の検索を行う。これらの

研究成果より視交叉上核の小領域間のシグ

ナル伝達経路の解明を行う。 

 

（３）タンパクの網羅的な検出やタンパクの

リン酸化の振動を検討するためのプロテオ

ーム解析の確立。 

生物時計の分子機構を明らかにする上で、実

際に生物現象を担うものはタンパク質であ

ることから、概日時計の位相に依存してリン

酸化、脱リン酸化されるタンパクのプロテオ

ーム解析の確立を目指す。 

 これらの研究を遂行することで、視交叉上

核において入力系、振動体、出力系に関わる

異なった機能を持った小領域を明らかにし、

視交叉上核の小領域間の相互情報伝達を検

討し、小領域間の情報の流れを解明する。そ

の後、視交叉上核における各領域細胞間のネ

ットワークを介しての入力系、振動体、出力

系に関わる一連の機構を明らかにすること

を目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）光シグナルに対する視交叉上核のリズ

ム形成分子機構の解明。 

日長の変化に対する視交叉上核のリズム形

成分子機構への影響を検討するため、明期 

１２時間、暗期１２時間の明暗条件下で飼育

したラットを明期１６時間、暗期８時間の長

日条件または、明期８時間、暗期１６時間の

短日条件下に移し、視交叉上核における Per1, 

Per2 遺伝子発現を経時的に Digoxigenin-in 

situ hybridization 法を用いて観察する。次

に、光同調メカニズムにおける Per1、Per２

の役割について明らかにするため、明期１２

時間、暗期１２時間の明暗条件（ラットの概

日リズム周期は２４時間より長いので概日

リズム周期の前進を必要とする明暗条件下）

および明期 12.5 時間、暗期 12.5 時間の明暗

条件（概日リズム周期の後退を必要とする明

暗条件下）で飼育した時のラット視交叉上核

における Per1, Per2 遺伝子発現を経時的に

観察する。 

 

（２）光シグナルが視交叉上核のリズム形成

分子機構に影響を及ぼすシグナル伝達経路

の解明。 

視交叉上核において網膜からの投射がある

腹外側部と投射のない背内側部の各領域に

おける Gene Chip による遺伝子解析を行い視

交叉上核背内側部に有意に高く発現してい

る遺伝子を検索する。次に視交叉上核は、腹

外側部には VIP、GRP 産生細胞が、背内側部

には AVP 産生細胞が局在している。そこで、

これらの受容体である VIP 受容体 (VPAC2)、

AVP 受容体(V1a)、GRP 受容体(GRPR)の局在を

Digoxigenin-in situ hybridization 法を用

いてラット視交叉上核において経時的に観

察する。その後、微弱発光測定装置を用いて

Per2:: lucトランスジェニックラットの視交

叉上核全体および小領域に分離したスライ

ス培養への受容体の作動薬投与による薬剤

応答領域を検証し、視交叉上核内部における

情報伝達経路の同定を行う。 

 

（３）タンパクの網羅的な検出やタンパクの

リン酸化の振動を検討するためのプロテオ

ーム解析の確立。 

まず細胞系を用いてプロテオーム解析を行

う。C6 細胞は、デキサメサゾン投与後、約１

週間続く概日リズムが転写レベルでみられ

ることより、C6 細胞を用いて解析を行う。タ



ンパクのリン酸化は等電点の変化を生じる

ため 2D DIGE において横に並ぶいくつかのス

ポットとして捉えられ、さらにリン酸化タン

パク特異染色や細胞の抽出物を phosphatase

で処理後、2D DIGE を行うことで概日リズム

の位相依存性にリン酸化されるタンパクを

検出する。その後質量解析によりタンパクを

特定する。そして、細胞系を用いてプロテオ

ーム解析を確立した後、視交叉上核を対象と

して検索を行う。 

 
４．研究成果 

（１）光シグナルに対する視交叉上核のリズ

ム形成分子機構の解明。 

長日条件下において、背内側部の脳室近傍領

域における Per1 遺伝子の発現開始が早まり、

それより外側の領域では、発現の終了が遅く

なっていた。また長日の１日目では、腹外側

部の Per1 遺伝子の誘導時刻が早まったのに

加え、背内側部の脳室近傍領域における Per1

遺伝子の発現開始も早くなった。このことか

ら、長日条件においては光条件の変化に伴い、

背内側部の Per1 発現が修飾され、発現ピー

ク時刻のずれおよび発現の延長をもたらし

ていることが示唆された。 

 次に、体内時計を前進させなければならな

い環境下では、明期の始めに視交叉上核の腹

外側部に Per１の強い発現を観察し、一方、

後退させなければならない条件下では、明期

の終わりから暗期の始めに、腹外側部に Per2

の強い発現が観察された。このことから、主

に Per1 が位相前進に、 Per2 が後退といった

使い分けが生じていることが示唆された。 

 

（２）光シグナルが視交叉上核のリズム形成

分子機構に影響を及ぼすシグナル伝達経路

の解明。 

視交叉上核において腹外側部と背内側部の

各領域における Gene Chip による遺伝子解析

で、VIP の受容体である VPAC2 遺伝子など１

０種類の遺伝子が視交叉上核背内側部に有

意に強く発現していた。さらに、in situ 

hybridization 法によって VPAC2 mRNA 発現細

胞は視交叉上核背内側部および腹外側部内

の背側領域に密に存在することを確認した。

視交叉上核腹外側部には VIP が強く発現して

いることから、これらの実験結果は腹外側部

から背内側部に VIP が VPAC2 受容体を介して

位相情報の伝達を行っていることを示唆し

ている。また、V1a mRNA 発現細胞は主に視交

叉上核背内側部に強く発現し、明期に高く、

暗期に低い顕著な遺伝子発現リズムが認め

られた。また、GRPR mRNA 発現細胞は腹外側

部に密に局在した。これらの結果は、AVP と

GRP 産生細胞はそれぞれ背内側部および、腹

外側部における autocrine または paracrine

機構による細胞間情報伝達に関与している

ことが示唆された。次に、視交叉上核全体の

スライス培養と背内側部と腹外側部に分離

したスライス培養に、VPAC2 作用薬である VIP

を作動させると視交叉上核全体および分離

した腹外側部に比べて分離した背内側部の

位相に大きなシフトが認められた。これは、

上記の VIP 産生細胞が腹外側部から背内側部

への情報伝達の関与を支持する結果である。 

 

（３）タンパクの網羅的な検出やタンパクの

リン酸化の振動を検討するためのプロテオ

ーム解析の確立。 

タンパクのリン酸化は等電点の変化を生じ

るため 2D DIGE において横に並ぶいくつかの

スポットとして捉えられ、さらにリン酸化タ

ン パ ク 特 異 染 色 や 細 胞 の 抽 出 物 を

phosphatase で処理後、2D DIGE を行うこと

で概日リズムの位相依存性にリン酸化され

るタンパクを検出できた。その後質量解析に



よりタンパクを特定した。その結果、C6 細胞

において Elongation factor2 (EF2)のリン酸

化に概日リズムがあることが明らかになっ

た。これらの手法を用いることで比較的容易

に概日時計の下流でリン酸化、脱リン酸化さ

れるタンパクの検出が可能である。 
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