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研究成果の概要（和文）：　哺乳類における概日リズム中枢は視交叉上核(SCN)である。SCNは約２万の、多様な
種類のニューロンから構成される。本研究では、SCNの主要な二つのニューロンタイプ、AVPニューロンとVIPニ
ューロンのみで概日時計の分子機構が機能すれば、SCN全体や行動の概日リズム発振に十分であるとの可能性を
検討したが、否定的な結果が得られた。その他、AVPニューロンやVIPニューロンの電気生理学的性質の日内変動
を見出すなどの成果を得た。

研究成果の概要（英文）：The suprachiasmatic nucleus (SCN), the primary circadian pacemaker in 
mammals, is a network structure composed of multiple types of neurons. Here, we examined the 
possibility that functional molecular machinery of the circadian clocks only in AVP neurons and VIP 
neurons, two major neuron types of the SCN, is sufficient for the generation of circadian rhythms of
 the SCN and behavior, which was not supported by the experimental results.  We also obtained 
several other results, including the observation of diurnal rhythms in the activity of AVP neurons 
and VIP neurons in SCN slices.

研究分野：生理学
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１．研究開始当初の背景 
	 哺乳類における概日リズム中枢は視交叉
上核(SCN)である。SCNは約２万の、多様な
種類のニューロンから構成される。SCNが概
日振動を発振するには、この多種・多数のニ
ューロン間の機能的神経ネットワークの構
築が必須であるが、その動作原理はほとんど
分かっていない。 
	 SCN ニューロンを高密度で分散培養する
と、ほとんどの細胞で神経発火頻度や時計遺
伝子発現の概日リズムが観察される。一方で、
細胞間の相互作用がほとんど無い低密度で
の分散培養や、SCNニューロン間の同調因子
である vasoactive intestinal peptide (VIP)
を欠損したマウスの SCN スライスおよび高
密度分散培養では、20-30%の細胞でのみ自律
的な概日振動が観察される（Aton et al, Nat 
Neurosci 2005, Webb et al, PNAS 2009）。こ
れらの報告から、多数の SCN ニューロンの
中でも、一部の細胞のみが自律的な概日振動
を発振し、他の SCN ニューロンの概日振動
を引き起こす可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、これまでに研究代表者らが開
発したツールとノウハウを駆使し、SCNが概
日リズムを発振するのに十分な、「真の時計
ニューロン」の同定を目指した。 
（１）「SCN 内のこの種類のニューロンが概
日分子時計を持てば、SCNおよび個体レベル
で概日リズムが発生する」と言えるニューロ
ン（真の時計ニューロン）を同定する。 
（２）同定した真の時計ニューロンの概日振
動の特性を詳細に解析する。そのために、ニ
ューロンタイプ特異的に時計遺伝子発現リ
ズムをモニターできる新たなレポーターマ
ウスも開発する。 
（３）光遺伝学や化学遺伝学の手法などで同
定した真の時計ニューロンの神経発火を再
現し、概日リズム発振に十分であることを示
す。 
 
３．研究の方法 
	 研究代表者らはこれまでに、SCN神経ネッ
トワークの動作原理を解明するための遺伝
学的ツールとして、SCNの主要なニューロン
タイプである AVP (arginine vasopressin)ニ
ューロンや VIP ニューロンに特異的に組換
え酵素 Creを発現する BACトランスジェニ
ックマウスなどを開発した。 
（１）時計遺伝子 Bmal1 は細胞内で機能する
概日時計の分子機構に必須の因子であり、そ
の全身欠損マウス（Bmal1-/-マウス）は概日リ
ズムを示さない。AVP ニューロンあるいは VIP
ニューロン特異的 Cre 発現アリルを持つ
Bmal1-/- マ ウ ス （ Avp-Cre;Bmal1-/- 、
Vip-Cre;Bmal1-/-マウス）を作製する。これら
の SCN に、DIO	(double-floxed	inverse	open	
reading	frame)/FLEX(Flip	excision)スイッ
チを用いて Cre 発現細胞のみで Bmal1 プロモ

ーター制御下で Bmal1 を発現する組換え AAV
ベクターを局所感染させ、SCN の AVP あるい
は VIP ニューロンのみで Bmal1 が発現し分子
時計が機能するマウスを作製した。これらマ
ウスの自発活動概日リズムを、受動型赤外線
センサーを用い明暗、恒暗下で測定した。	
（２）SCN ニューロンの発火頻度にも概日変
動がある。スライスを用いた SCN ニューロン
の電気生理学的解析は数多いが、いずれもニ
ューロンタイプを同定せず様々な種類のニ
ューロンを一まとめにして解析している。本
研究ではそれぞれのニューロンタイプの神
経活動を測定した。	
	 前述のニューロンタイプ特異的 Cre 発現マ
ウスと、Cre 依存的に赤色蛍光タンパク質
tdTomato を発現するレポーターマウス（Ai14
マウス）を交配し、各ニューロンタイプをラ
ベルしたマウスを作成した。これらのマウス
から SCN スライスを様々な時刻に作製し、パ
ッチクランプ法により発火頻度、静止膜電位、
膜抵抗などを測定した。	
（３）Avp-Cre あるいは Vip-Cre マウスの SCN
に、興奮性の DREADD（Designer	Receptors	
Exclusively	Activated	by	Designer	Drugs）
である hM3Dq-mCherry を Cre 依存的に発現す
る AAV ベ ク タ ー を 感 染 さ せ 、 CNO	
(clozapine-N-oxide,	hM3Dq の特異的リガン
ド)を腹腔内に投与し、AVP ニューロン、VIP
ニューロンを特異的に活性化する。	
	
４．研究成果	
（１）約 2kb の Bmal1 遺伝子プロモーターに
FLEX スイッチに挟んだ Bmal1	cDNA をつなげ
て、Cre 依存的に Bmal1 を発現する組換え AAV
ベクター（AAV-Bmal1-FLEX-Bmal1）を作成し
た。この AAV ベクターを、Avp-Cre;Bmal1-/-

マウスの SCN に局所感染させ、SCN スライス
の抗体染色を行うことで、実際に BMAL1 が発
現することを確認した。	
	
（ ２）次に、 Avp-Cre;Bmal1-/- あ る いは
Vip-Cre;Bmal1-/- マ ウ ス の SCN に
AAV-Bmal1-FLEX-Bmal1を感染させ、SCNのAVP
あるいは VIP ニューロンのみで Bmal1 が発現
し分子時計が機能するマウスを作製した。こ
れらマウスの自発活動概日リズムを、受動型
赤外線センサーを用いて測定したが、自発活
動概日リズムは復活しなかった。	
	
（３）（２）の結果を受けて、AVP ニューロン、
VIP ニューロンのいずれかではなく、両方の
ニューロンに Bmal1 が発現して細胞時計が機
能すれば、SCN が概日リズムを発振できる可
能 性 を 検 討 し た 。 そ の た め に 、
Avp-Cre;Bmal1-/-;Vip-Cre;Bmal1-/-マウスを
作成し、SCN に AAV-Bmal1-FLEX-Bmal1 を感染
させた。残念ながらこのマウスについても、
自発活動概日リズムは復活しなかった。	
	 概日リズムが復活しなかった原因として
は、①AVP,	VIP ニューロン以外のニューロン



タイプも概日リズム発振に関与する、②
Bmal1-/-マウスの SCN では、発生期の障害によ
り神経ネットワークが正常に発達しておら
ず、成獣になってから Bmal1 発現を回復して
も中枢概日時計としての機能は回復しない、
等の可能性が考えられた。	
	
（４）SCN スライスにおいて、AVP ニューロ
ン、VIP ニューロンの電気生理学的解析を行
った。AVP ニューロン、VIP ニューロンとも
に、発火頻度、静止膜電位などに、日内変動
が観察された。	
	
（５）ニューロンタイプ特異的に時計遺伝子
発現リズムをモニターできる、新たなレポー
ターAAV を開発した。具体的には、約 2kb
の Bmal1 遺伝子プロモーターに FLEX スイッ
チに挟んだ luciferase	cDNA をつなげて、Cre
依存的に Bmal1 を発現する組換え AAV ベクタ
ー（AAV-Bmal1-FLEX-Luc）を作成した。この
AAV ベクターを、Avp-Cre マウスの SCN に局
所感染させ、SCN スライスにおいて発光イメ
ージングを行うと、微弱ではあるが、発光強
度の概日リズムが観測された。	
	
（６）AVP ニューロン、VIP ニューロンに特
異的に hM3Dq を発現させ、様々な時刻におい
て CNO を投与し、自発活動概日リズムの位相
が変化するか、検討した。VIP ニューロンに
hM3Dqを発現したマウスにおいて、ZT14にCNO
を投与すると、概日行動リズムの位相が約 3
時間後退した。逆に、ZT22 に CNO を投与する
と、概日リズムの位相が約 1 時間前進した。
AVP ニューロンについても同様の検討を行っ
たが、大きな変化は観察されなかった。	
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