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研究成果の概要（和文）： 

哺乳類概日リズムの中枢である視交叉上核から組織切片を作製し、視交叉上核サブ領域間の同
期シグナルを化学的および物理的な手法を用いて阻害した。その結果、視交叉上核背側の最内
側領域に周期の短い細胞集団が、また長い周期をもつ細胞集団が外側領域にそれぞれ存在して
いることが明らかになった。短周期領域は視交叉上核で観察される位相波の起点領域とオーバ
ーラップしていることから、これまで不明であった位相波の役割の解明につながる成果を得る
ことができた。 
研究成果の概要（英文）： 
In order to investigate signals transmitted in the suprachiasmatic nucleus (SCN), perturbation of 

cAMP signal by chronic administration of Forskolin (FK) to Per2::Luc rat SCN slice was 

performed. Administration of FK divided the SCN into two regions based on the period length. One 

of which showed shorter period than 24 h (SPR) and another showed longer than 24 h (LPR). SPR 

was localized in the medial region of the dorsal SCN and LPR localized in the lateral region, 

respectively. Intriguingly, the SPR and a region where phase wave starts were overlapped. These 

results suggest that cAMP dependent signal is involved in the synchronization of the SCN 

subregions. Further study of SPR may lead to the understanding of unknown mechanisms and roles 

of the phase wave in the mammalian circadian center. 
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１．研究開始当初の背景 
生物に備わっている内因性リズムは、光に

よる明暗（昼と夜）、運動など様々によって
環境の 24 時間周期に同調する。このような
外的刺激による同調は組織を構成する個々

の細胞に伝達され、さらに細胞内の情報伝達
系を介し、転写フィードバックループが作る
リズムの位相を同調させることにより達成
される。この中で光はもっとも強い同調因子
であり、哺乳類ではまず網膜を通して視床下
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部に存在する視交叉上核腹外側部に刺激が
伝わる。視交叉上核は生体の中枢時計として
概日の周期でリズムを発振し、末梢のリズム
はその制御を受けるという階層構造を持っ
ている。さらに、その視交叉上核も構成する
細胞群によって領域性を持って階層構造を
形成し、その階層の最も下位に位置する単一
の神経細胞の段階ですでに概日リズムの振
動を創出していることが示されている
(Neuron、Welsh et al. 1995)。しかし、自
律的なペースメーカーとして機能する細胞
は一部であるため、安定したリズム維持のた
めには細胞間のコミュニケーションが必要
である。サブ領域間においても背内側部の細
胞は腹外側部の細胞からの信号を受け取る
ことで同期を果たしているように、階層に応
じて位相を調節する情報伝達系が存在して
いる。海外への長距離移動などで時差ボケが
生じるのも腹外側部が明暗周期の変更に即
座に反応した後に、腹外側部からのシグナル
によって背内側部がゆっくりと新たな明暗
周期へ適応するためであると考えられてい
る(J. Neurosci. Nagano et al. 2003)。情
報伝達を担う分子としては、神経ペプチドで
ある AVP が背内側部で、VIP や GRP が腹外側
部でそれぞれ陽性細胞が存在することが知
られており、視交叉上核の約 8割の神経細胞
が GABA を含有していることから、これらが
視交叉上核内の情報伝達に関与している可
能性が示唆されている。しかし、領域間の情
報伝達の全体像を明らかにするためにはよ
り包括的な情報の探索と応答性の解析が必
要である。 
研究代表者らは視交叉上核の腹外側部と

背内側部に限局して発現する受容体を網羅
的に見出した。また、in situ hybridization
を用いて検証を行うことにも成功した。受容
体が視交叉上核の一部の領域に限局して存
在することは、視交叉上核内部における局所
的なシグナルのやりとりが存在することを
示唆した。また、リガンドを発現する神経細
胞から、受容体をもつ細胞に対して情報が一
方向性に伝えられることを示している。すな
わち、視交叉上核内部における情報伝達の分
子をとらえ、かつ情報伝達の起点と終点を定
めることができることから視交叉上核内部
のネットワークを明らかにできると考えた。 
細胞の位相応答の検討は以前から行って

いるが、それに加え今回導入した Per2::luc
トランスジェニックラットを用いることに
よって、視交叉上核すべての階層で位相応答
が検討できるようになった。このことにより、
視交叉上核から末梢臓器、末梢の効果器にい
たるすべての階層において位相応答を明ら
かにすることができる。本研究にラットを用
いたのは、視交叉上核内部の構造、とくに機
能的に分化している光受容部と非光受容部

が明瞭に別れているため、領域別に正確な情
報を得られることによる。これを用いて位相
反応曲線を求めることができる。 
実際に vpac2 のアゴニストである VIP につ

いて予備的な実験を行ったところ、背内側部
では位相変位が観察されたが腹外側部では
位相変位は生じないという結果を得た。しか
し、末梢系において細胞種非依存的に光パル
ス型位相変位を生じるホルスコリンを作用
させた際には背内側部と腹外側部は同様の
位相変位を生じたことから VIP-VPAC2による
領域特異的な位相反応が生じたことが明ら
かになった。これをマイクロアレイによって
総覧化した背内側・腹外側部特異的なシグナ
ル経路を対象とした研究に拡張させること
によって、階層間における位相差の起原を明
らかできると考えたのが本研究の着想に至
った背景であった。 
 

２．研究の目的 
哺乳類体内時計の中枢である視交叉上核は、
安定した概日リズムを長期間発振する。視交
叉上核は機能的に異なるサブ領域や個々の
神経細胞までもがリズム発振するという階
層的な構造をもっているが、この中で、外部
からの入力刺激に対してそれぞれの位相関
係を調節するような情報がどのような方向
性を持って伝わり、出力されているのかを明
らかにすることは、中枢時計の機能を理解す
る上で大きな課題になっている。本研究では
領域特異的な入力応答を解析することでこ
の問題を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 (1)視交叉上核サブ領域における位相反応 
視交叉上核内部で発現する受容体に対す

るリガンドを作用させた際の位相反応を検
索した。方法は、まず Per2::luc トランスジ
ェニックラットから視交叉上核の前額断組
織切片を作成し、背側領域、腹側領域に単離
した後、微量光測定装置中で培養した。Per2
の概日振動を安定した発光として確認した
後、視交叉上核で領域性をもって発現する受
容体に対するリガンド、VIP（100nM）、CGRP 
beta（20nM）を様々な位相において添加し、
添加前後の位相を比較することで、位相反応
を測定した。 
 
(2)視交叉上核における cAMP シグナル擾乱の

影響 
Per2::luc トランスジェニックラットの新

生児視交叉上核の前額断組織切片を高感度
冷却 CCD カメラで経時的に撮影し、さらに視
交叉上核に外接する格子状の長方形を設定
し、各区画における位相と周期を減衰 sin 波
にフィッッティングさせることで測定した。
VIPやCalcitoninのシグナリングにおいて重



 

 

要な伝達物質である cAMP の合成酵素である
アデニル酸シクラーゼを活性化するホルス
コリンを継続的に作用させることで、cAMP シ
グナリングを恒常的に賦活化し、このシグナ
ルの同期機構への影響を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）視交叉上核サブ領域における位相反応 
100nM VIP を視交叉上核背側領域切片と腹側
領域切片にそれぞれ作用させたところ、背側
領域においては最大 12 時間程度の位相前進
／後退を生じ、タイプ 0の光パルス型の位相
反応を示した。一方、腹側領域に対する投与
では明瞭な位相依存的な位相反応は示さな
かった。同様に 20nM CGRP beta を背側領域、
腹側領域それぞれに作用させたところ両者
において位相反応に明確な位相依存性は観
察されなかった。In situ hybridization に
よる発現解析からは VIP mRNA とその受容体
である Vipr2 mRNA の発現領域が腹外側部と
背内側部に明確に限局していることを示し
ており、腹外側部から背内側部へ向かう情報
に方向性が存在することを示唆したが、今回
の実験結果からこの情報の方向性を位相反
応の観点からも確認することができた。さら
に、背内側部単独で観察された位相変位は腹
外側部の存在下では抑えられていることか
ら、視交叉上核の腹外側部が背内側部の位相
を制御していることが示唆された。 
 
(2)視交叉上核における cAMP シグナル擾乱の

影響 
新生児 Per2::lucトランスジェニックラット
視交叉上核の発光を測定し、視交叉上核を縦
横 10×10 区画に分割した小領域についてそ
れぞれ位相と周期を求めたところ、培養下に
おいても同期状態を維持し、均一な周期を示
した。一方、位相については視交叉上核背側
部の最内側領域から外側方向に向かって位
相の遅れが存在し、位相の波として観察され
た。Per2::luc の発光の頂値位相が内側から
外側に伝播する速度を測定したところ位相
波の速度は47.1± 4.6μm/h（平均±SEM、n=6）
であった。 
次に、cAMP 合成酵素であるアデニル酸シク

ラーゼ活性化剤である 10μMホルスコリンを
培養液中に存在させた際の周期を各区画に
ついて測定したところ、視交叉上核背側領域
の最内側部において 24 時間以下の周期を示
す領域が存在した。また腹外側領域において
は 24 時間以上を示す領域が存在することが
明らかになった。この結果はホルスコリンに
よって視交叉上核内に非同期状態が生じ、内
在の固有周期による概日振動が顕在化した
ことによると考えられた。ホルスコリンによ
る短周期領域と長周期領域の出現が非同期
状態によるものか、或いはホルスコリンが

個々の細胞に作用した結果、周期が短縮され
たのかを調べるために、ホルスコリン存在下
における培養細胞（Per2::luc C6 ラット・グ
リオーマ細胞）において周期の短縮が見られ
るかどうかについて検討した。その結果、ホ
ルスコリンの添加・非添加による周期への影
響は認められないことがわかった。視交叉上
核にみられるような細胞間の強固な同期機
構が存在しない培養細胞において周期の変
化がみられなかったことから、ホルスコリン
添加時に視交叉上核に現れる短周期・長周期
領域は細胞間の非同期状態によるものと考
えられた。このことを確かめるため、さらに
短周期領域と長周期領域との間を物理的に
切断し、同期シグナルを遮断した状態での周
期を測定した。Per2::luc 視交叉上核組織ス
ライスを眼科用メスを用いて内側 1/3と外側
2/3 に分割し、それぞれの周期を測定したと
ころ、内側領域の周期は 23.72 ± 0.22 h（平
均±SEM、n=9）であったのに対し、外側領域
の周期は 24.55 ± 0.25 h（平均±SEM、n=9）
を示し、有意に内側領域の周期が短いことが
明らかになった（p=0.0095）。 
以上の結果から、視交叉上核の同期シグナ

ルのやり取りを化学的および物理的な方法
で阻害することにより視交叉上核内側部に
は短周期の領域が存在し、外側部に長周期の
領域が存在することが明らかになった。また、
これらの領域間において cAMP を同期シグナ
ルとしていることが考えられた。 
視交叉上核の神経細胞を解離した際、概日

振動を示す個々の細胞は様々な周期を示す
ことがこれまでに報告されている。しかしな
がら、周期の異なる細胞集団が領域的に限局
していることを示す研究はこれまでに無か
った。今回、周期を基に視交叉上核を領域的
に分割したことによって、今後これらのサブ
領域がどのような役割を果たしているかを
解明することが視交叉上核の同期機構の理
解につながると考えられる。視交叉上核では
背内側領域から外側に向かって時計遺伝子
の発現が波状に伝播する位相波が観察され
る。今回明らかになった短周期領域と位相波
の起点領域とが重複していることから、今後
短周期領域の解析が未だ明らかにされてい
ない位相波の生理学的な役割の解明にもつ
ながると期待できる。 
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