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研究成果の概要（和文）：我々は、視交叉上核サブ領域間の非同期時に内側部では24時間よりも短い周期が、外側部で
は24時間よりも長い周期が現れるという領域固有の周期の存在を見出してきた。短周期領域は位相波（内側から外側へ
の時計遺伝子の連続的な発現）の起点であることや、位相波が日長時間の延長に反応することから、本課題ではこの領
域の重要性に着目した。期間中に、短周期領域が尾側で拡張した構造をもつこと、他の領域に比して細胞密度が高いこ
と、さらにトランスクリプトーム解析、組織化学的解析によって短周期領域周辺に限局した分泌性因子を同定するとも
に、光パルス型の位相反応曲線を得ることで視交叉上核での位相調節機能について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We had artificially disrupted the intercellular coupling among oscillating 
neurons in the suprachiasmatic nucleus (SCN) and observed regional differences in the periods of the SCN. 
The period analysis had divided the SCN into two regions - a region with periods shorter than 24 h 
(short-period region, SPR) and another with periods longer than 24 h (long period region). In this 
project, we focused on the SPR, since an endogenous phase wave (a propagation of the clock genes 
expression from the medial region to the lateral regions) seemed to start from the SPR, and importantly, 
the phase wave responds to a light-dark cycle change. We obtained several findings as follows, (1) a 
distribution of the SPR expands caudally, (2) cells are more densely packed in the SPR. Further, through 
a transcriptome and in situ hybridization analyses, we identified a ligand with an expression confined to 
an area around the SPR. Since the light-pulse type PRC was induced, it is likely an endogenous SCN 
signal.
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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部に存在する視交叉
上核腹外側部に刺激が伝わり、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。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、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(Welsh et al. 1995, Neuron)。細胞や
サブ領域のもつ固有周期は不均一だが、同調
シグナルによって視交叉上核は多階層にわ
たって強固に同期が達成され、一定の周期を
保っている。 
一方、同期中の振動の位相は視交叉上核内

において大きく異なっている。時計遺伝子
Per2 は視交叉上核の内側部から外側部に向
かって波状に位相をずらしながら発現する
ことが観察されており、視交叉上核内に方向
性を持つ位相波が存在している。しかし、現
在、位相波の生理学的な意義については解明
されていない。 
我々はこれまでに、視交叉上核内の腹外側

部に神経ペプチドである VIP が発現し、その
受容体である Vpac2 が相補的に背内側部に
発現するという一方向性のシグナル伝達経
路が存在することを明らかにした。さらに、
VIP-Vpac2 系の二次情報伝達物質である
cAMPは視交叉上核内の同期シグナルとして
重要な働きを持つことが報告されている（O’
Neil et al. 2008, Science）。 
このような背景から、我々は続いて cAMP

シグナルの擾乱が視交叉上核内のネットワ
ークに与える影響について調べた。Per2::luc
ラットの視交叉上核組織スライスに、cAMP
シグナルを活性化するホルスコリンを持続
的に作用させることで視交叉上核内側部に
ある位相波の起点部位に 21～23 時間ほどの
短い周期を持つ領域が存在していることを
見出した。特徴的なことは、同期状態の周期
が約 24 時間であるのに対し、ホルスコリン
添加によって視交叉上核の周期が 24 時間よ
りも短い周期を持つ領域と、長い周期をもつ
２領域に分離したことである。 
このことは、視交叉上核内のネットワーク

を遮断した際に顕在化する 2領域の固有周期
が 24 時間を中心に短い周期と長い周期が存
在することを示す。すなわち、それぞれの領
域が環境の 24 時間周期に同調するために、
位相を後退、および前進させていることが示
唆され、位相前進および後退する 2 つのタイ
ミングで環境に適応していると考えられた。 
一方、時計遺伝子 Per2 発現のピークは明

暗周期LD12:12からLD18:6の長日条件下に
変更すると、明期の延長に対応して内側部か
ら外側部への伝播時間も延長することを、ラ
ットの in situ hybridization の予備実験によ

って確認している。このことは視交叉上核の
測時機構が位相波形成と密接に関連してい
ることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
本課題の目的は、視交叉上核において異なる
周期をもつサブ領域についての解析を進め
ることで、視交叉上核内の小領域の性質を明
らかにするとともに、各領域間の情報伝達に
よって構成される視交叉上核全体の概日リ
ズムの発振機構を理解することである。最終
的には異なる周期を持つ領域が組み合わさ
ることによって、摂動や日長変化に対して頑
健で、かつ柔軟に対応できるようなリズム発
振機構を形成し得るのかどうか、について明
らかにすることを目指している。 
 
３．研究の方法 
視交叉上核における短周期領域の局在、およ
び位相反応曲線を得るために、視交叉上核の
冠状組織スライスを作製した。まず、
Per2::Luc トランスジェニックラットの新生
児（P３～５）脳から１個体につき３～４枚
の３００μｍ厚の冠状切片を作製し、視交叉
上核領域を切り出した。組織をメンブレン上
に静置し、２００μＭルシフェリン存在下で
冷却ＣＣＤカメラおよび微量光測定装置に
よってタイムラプス観察をおこなった。得ら
れた波形をデトレンド処理した後に sine フ
ィッティングをおこない、視交叉上核スライ
スの周期を算出した。 
これまでに視交叉上核の短周期領域を含

む背内側領域と、腹外側領域のそれぞれにお
けるトランスクリプトーム解析をおこなっ
てきた。この結果から、新たに背内側領域に
おいて高発現を示す分泌性の因子を同定し、
視交叉上核内での位相調節における機能を
確かめた。位相反応曲線を作成するため、上
記の組織切片に対して、さまざまな位相にお
いてこの分泌タンパク質を作用させ、視交叉
上核内の情報伝達経路を検討した。さらに、
この分子の視交叉上核での局在を調べるた
めに、dig 標識した RNA プローブを作製し、
in situ hybridization によって発現領域を
検索した。また、視交叉上核を構成する細胞
の形態学的な特徴について調べるために樹
脂包埋切片を作製した。 
 
４．研究成果 
①視交叉上核における短周期領域の配置 
Per2::Luc トランスジェニックラット視交叉
上核の吻尾方向に異なるレベルにおいて組
織切片を作製し、それらを内外側に切り分け
ることで、相互の信号伝達を遮断した状態で
発光リズムを測定し、それぞれの周期を算出
した。これまでホルスコリンの化学的な作用
によって顕在化した短周期領域が、視交叉上
核を内外側に物理的に切断することによっ
ても同様に内在の周期が現れるかどうかに
ついて検討した（図 1Ａ、Ｂ）。その結果、切



断した内側領域の周期は 24 時間未満だった
のに対して外側領域の周期は 24 時間以上で
あり、化学的な視交叉上核の情報遮断と同様
に、内側領域に周期の短い領域が存在するこ
とが明らかになった（図 1Ｃ、Ｄ）。 
 

図 1 視交叉上核内外側領域の周期 
 
また、吻尾方向に連続する 3切片の周期を測
定したところ、吻側から尾側に向かって
24.77±0.21 h、24.54 ±0.12 h、23.78±0.50 
h (いずれも n=8)と尾側で周期が短くなる傾
向が観察され、短周期領域は尾側で拡張して
いることが示唆された。 
 
②短周期領域の形態学的解析 
発光測定から得られた視交叉上核内の周期
の差異が細胞の形態の違いとして特徴づけ
られるかどうかを調べるために、樹脂包埋し
た視交叉上核標本を作製した。視交叉上核を
構成する細胞の形態や細胞密度に領域的な
差が認められるかについて検討したところ、
視交叉上核内の細胞密度は全体で一様では
なく、内側部においてより高密度に細胞が集
積していることが観察された（図２）。発光
測定の結果から得られた短周期領域と細胞
密度の高い領域が重複しているように観察
されることから、今後、両者の関係性につい
ての詳細な解析が必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 視交叉上核における細胞密度 
 

③視交叉上核内情報伝達 
短周期領域を含む背内側領域と腹外側領域
のDNAマイクロアレイによるトランスクリプ
トーム解析によって、SPR において限局した
発現をもつような情報伝達系のシグナル分
子を探索したところ、背側領域において腹側
領域の２倍以上の発現を示す分泌性のタン
パク質を同定した。その発現部位を in situ 
hybridization 法によって検索したところ、
背内側の短周期領域と重なるように発現し
ていることが明らかになった（図３）。 

図３ In situ hybridization による発現（左か
ら右に吻側から尾側） 

 
このタンパク質のSCNにおける機能を検討す
るために SCN スライス切片に、このリガンド
分子を作用させ、位相反応曲線を作成したと
ころ、光パルスタイプの位相反応を示した。
今回、この因子の受容体については、発現領
域を明確に同定できなかったが、リガンドの
添加によって位相変位を生じることから、こ
の因子が視交叉上核内在のシグナルとして
位相調節に関連した機能を有していること
が考えられた。また、発現領域との関連から
短周期領域を特徴づける機能を持っている
ことも予想されるため、今後、拮抗薬を作用
させた際の周期や位相波への影響を検討す
る予定である。 
 
本課題の研究成果を基に論文報告をおこな
った（雑誌論文①）。 
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