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緒 言 

動物にとって睡眠は必須な生理現象であり、一日のうち“いつ眠りいつ起きるか”の決定は、地球上で生きる為の重

要な生存戦略である。つまり、生命は 24 時間の明暗サイクルの中で、時間的にすみ分け、その個体の生存に有利な時

間帯に必要な活動を行う。哺乳類では、睡眠・覚醒は約24時間ごとに繰り返される。この24時間周期のリズムを「概

日リズム」と呼び、脳内視床下部の「視交叉上核」が概日時計の中枢として生体機能の時間的統合を行う［1，2］。ま

た、概日リズムは“時計遺伝子”の発見を皮切りにその調節機構が明らかにされてきている一方で、神経回路レベルの

調節機構の解明はほとんど進展がなく未だ仮説の域を出ない。 
概日時計の中枢である視交叉上核から睡眠・覚醒の行動への出力を考えた際、昼行性・夜行性動物では行動の時間帯

が昼夜逆転しているにも関わらず、視交叉上核の神経活動は、同じように昼間に高まる事が知られている［3，4］。つ

まり視交叉上核は 24 時間のリズムを刻むペースメーカーとして機能し、脳内の神経経路を介して、視交叉上核からの

時刻情報が昼夜反転され、睡眠・覚醒の時間的タイミングが調節されている事が示唆されている。しかし、どの神経経

路が時刻情報を変換しているのか、またその情報変換メカニズムについては不明である。 
睡眠覚醒調節メカニズムを神経回路レベルで明らかにするためには、1．神経細胞の入出力の同定。2．特定細胞の活

動操作と、行動の因果関係の検証。3．特定細胞の活動計測と行動の因果関係の検証。が重要である。これらの点にお

いて、光遺伝学と光イメージングは有効なツールになると考える。なぜなら、光遺伝学では光で特定細胞の活動を操作

可能であり、光イメージングでは特定細胞の神経活動を光で計測可能であるからである。しかし、現在多く用いられて

いる蛍光イメージングは計測の為に励起光を必要とする。したがって、蛍光タンパク質を用いた光計測と、光操作を同

時に行う事はできない。そこで、本研究では光遺伝学ツールと併用可能な新規発光タンパク質を用いた神経活動イメー

ジング法を導入する。このタンパク質は、酵素・基質の反応で光を放ち、計測に励起光を必要としない為、光遺伝学ツ

ールとの併用が可能である。本研究提案では、室傍核の入出力に関わる細胞を同定し、その細胞の活動操作と計測を同

時に行い、睡眠覚醒の時刻調節メカニズムに迫る。 
 

方法および結果 

 
1． 視交叉上核特異的Vgat欠損マウスの作製 
哺乳類における概日時計の中枢は視床下部に位置する視交叉上核に位置する。また、視交叉上核は様々な神経伝達物

質を発現するヘテロな細胞集団が存在する神経核である。特に視交叉上核のほぼすべての神経細胞は抑制性神経である

事が知られている［5］。しかしながらその機能的意義は未だ議論されている。この事は、これまで薬剤を用いた実験で

結論を付けてきたという背景がある。そこで、本研究では視交叉上核特異的にVesicular GABA transporter（Vgat）
を欠損させ、概日リズムへの影響を検討した。 
視交叉上核特異的にVgat の欠損を行う為、Vgat-flox マウスを導入した。Vgat-flox マウスは個別に飼育ケージに移

し、明暗12：12時間の環境の下飼育した。動物の自発行動を計測する為に、赤外線センサーを飼育ボックスの上部に

設置し、1 分ごとの自発行動量を連続的に計測した。明暗 12：12 時間を1 週間以上経過した後、視交叉上核特異的な

Vgat欠損を試みた。Vgatflox/floxマウスを、イソフルランを用いて麻酔をかけ定位脳固定装置を用い頭部を固定した。そ

の後、両側の視交叉上核にCre-GFPまたはGFPを発現する事が可能なアデノ随伴ウイルス（AAV）（AAV-hSyn-GFP-
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Cre or AAV-hSyn-hrGFP）をインジェクションした。AAVインジェクション3週間後にマウスは恒常暗環境に移した。

実験終了後、還流固定を行いマウスの脳を取り出し、クライオスタットを用い 40μm の脳切片を作製後、視交叉上核

のVgat発現量を定量した。 
視交叉上核特異的Vgat欠損（SCN-Vgat－/－）マウスは、明暗環境下において暗期における自発活動量の低下が認め

られた（図1）。また恒常暗環境下においても主観的夜の自発行動量の低下が認められた。さらに、SCN-Vgat－/－マウス

の恒常暗環境下における自発行動の開始時間は、対照群と比較し有意にばらついていた。カイ二乗ぺリオドグラム解析

におけるOp値もSCN-Vgat－/－マウスでは、対照群と比較し低い値を示した。しかしながら、自発行動のフリーラン周

期を計算すると、両群では有意な差は認められなかった。これらの結果は、視交叉上核における GABA は概日時計の

周期には影響を及ぼさないが、出力経路に影響を及ぼすことを示唆する。 

 
図1．視交叉上核特異的Vgat欠損は行動リズムを減弱させる。 

（a）視交叉上核特異的 Vgat 欠損マウスの自発行動リズム。星印の時点で AAV のインジェクションを行った。 
（b）LD および DD の際の活動量。（c）DD の際のフリーラン周期、活動開始時間のばらつき、ぺリオドグラムで算出された

Qp値。（d、e）D条件における明暗での活動量の差。（f）視交叉上核のVgat免疫染色とAAVインジェクションの蛍光画像。

（g）Vgat 発現量の定量値。（**P < 0.01、student’s t-test）スケールバーは 200μm。 
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2．視交叉上核からの出力経路の同定 
視交叉上核における GABA が概日リズムの出力に関わる事から、視交叉上核の神経細胞がどの脳領域に軸索を伸ば

しているかを検証し、出力経路の同定を試みた。GABAの合成酵素の一つであるGad67のCreマウス（Gad67-Creマ
ウス）を導入し、Cre 依存的に蛍光タンパク質を発現させることが可能な AAV（AAV-CMV-flex-hrGFP）を視交叉上

核特異的に発現させた。その後還流固定により脳を取り出し、クライオスタットを用いて 40μm の脳切片を作製後、

蛍光顕微鏡を用い軸索終末の存在する領域を確認した。 
視交叉上核からの軸索終末は、主に視床下部室傍核、終板脈管器官、背内側視床下部、腹内側視床下部、結節乳頭体

核、視床室傍核に見られた（図2）。その中でも、視床下部室傍核には最も密な軸索終末が観察された。これらの結果か

ら、視交叉上核から室傍核を介し、睡眠覚醒調節がなされているのではないかと言う仮説を立てた。 
 

 
図2．視交叉上核からの出力領域。 

視交叉上核特異的に蛍光タンパク質を発現させた。その後脳切片を作製し、軸索が密に確認される領域を確認した。 
 

3．室傍核神経の光操作 
視床下部室傍核神経は様々な神経ペプチドを発現する神経細胞である事が知られている。その中でコルチコトロピン

放出因子（CRF）神経はストレス応答に関わる事から、睡眠覚醒の調節に関わるのではないかと考えた。そこで、CRF-
Creマウスを導入し、Cre依存的にChR2を発現させる事が可能なAAV（AAV-CMV-flex-ChR2-EYFP）を室傍核CRF
神経に発現させた。その後、光ファイバーを室傍核直上に挿入し、さらに脳波・筋電図を計測するための電極およびワ

イヤーを装着した。2週間以上の手術回復期間を置いたのち、脳波・筋電図の計測を行いながら、10 Hzでの光刺激を

行い、睡眠・覚醒の変化を確認した。 
室傍核CRF 神経を光刺激すると、覚醒が上昇する事を確認した。これはノンレム、レム睡眠からであっても覚醒に

移行した。対照群では、光刺激に依存した睡眠・覚醒のステージ変化は認められなかった。これらの結果は、室傍核CRF
神経は覚醒に関わる神経細胞であると言える。 

図3．室傍核CRF神経の光操作と睡眠覚醒調節 
（a）CRF-Creマウスの室傍核にAAV-CMV-flex-ChR2-EYFPをインジェクションし、光ファイバーを挿入した。 
（b）光照射（10 Hz）によりNREM睡眠から覚醒に移行した。 
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4．視交叉上核における室傍核神経活動調節 
視交叉上核の活動依存的な室傍核の神経活動調節を明らかにするために、視交叉上核の神経活動を光で操作するのと

同時に、室傍核の神経活動を同時に計測する事を試みた。Gad67-Creマウスから、室傍核および視交叉上核を含む脳ス

ライスを作製し、そこに AAV を用い開発したスプリットタイプの発光カルシウムプローブを神経細胞に発現させ、さ

らにCre依存的に stabilized step function opsin（SSFO）を発現させた。発光を用いて神経細胞のカルシウムイメー

ジングを行い、青色光を照射すると視交叉上核の細胞内カルシウム濃度が上昇した。一方で、室傍核の細胞内カルシウ

ム濃度は減少した。同様の事を、ChrimsonRとGCaMP6sの組み合わせでも確認した。これらの結果は、室傍核の神

経活動は、視交叉上核の活動依存的に調節されている事を示す。 
 

考 察 

 
視交叉上核は概日時計の中枢として機能し、生体機能の時間的な統合を行う。視交叉上核の電気破壊実験、さらには

視交叉上核の移植実験から、概日リズムにおける視交叉上核の重要性が示唆されてきた。さらに、光イメージング技術

の発展により、視交叉上核における細胞内カップリングのメカニズムが明らかになってきた。しかしながら、視交叉上

核から先どのような神経回路が重要であるかはまったく不明であった。本研究では、視床下部内の神経回路が、視交叉

上核からの時間情報を睡眠・覚醒に伝達している事を世界で初めて明らかにした。睡眠・覚醒だけでなくその他さまざ

まな生理的現象に概日時計の中枢である視交叉上核は関わっている。本研究を皮切りに新たな神経回路が見いだされる

事が期待できる。 
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