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SCNの発見とその意義

日南乳動物におけるサーカテーィアンリズムの

formal propertiesをすでに 1920年代から報

告していた Richterは、これらを支配している

生物時計の存在を、数十年に渡り探し続けた。

その局在部位が明らかになったのは、 1972年

であり、 StephanとZucker、MooreとEichlerの

2つのグ‘/レープがラット視交叉上核 (SCN)の

破擦で、前者は行動リズムが、後者は血綬コ

ルチコステロンリズムが消失することを報告した

ことによる。その後、 SCNが生物時計からの

pathwayにあたるのではなく、時計そのものの

局在部位であることを、 Inouye と

Kawamura(1979)が明らかにして以来、 SCNに

おけるサーカディアン振動機構の研究におい

て、わが国の研究は常にトップレベルを維持し

ている。日南乳動物におけるサーカディアン振動

体の局在が明らかになったことで、その後の研

究は大きく発展した。神経核内の細胞構築が

明らかにされ(vanden Pol， 1980， van den Pol 

and Tsujimoto， 1985)、電気生理学的手法

(Green and Gillette 1982， Shibataら 1982)、

器官培養 (Earnest and Sladek， 1987， 

Tominagaら， 1993， Shinoharaら，1994)、細胞

培養 (Murakamiら， 1991， Watanabeら，1993)、

移植 (Lehmanら， 1987， Saitohら， 1987)等の

技術が導入され、さらには昨年の clockgene 

のクローニング等の分子機構へのアプローチ

が可能となったわけで、ある(Kingら，1997，Tei 

ら，1997，Sunら，1997)。サーカディアン振動の

発現と光同調機構がこの小さな一対の神経核

に集中しているため、 SCNは、複雑な哨乳動

物の中枢神経機構の中でも、分子レベルから

個体の機能までの解析が可能な、優れた実験

系を提供している。

多振動体ペースメーカーとしてのSCN

SCNはラットで怯ー側、約 8，000から 10，000

個の神経細胞から構成される (vanden Pol， 

1980)。これらのど‘の細胞がサーカテ、イアン振

動を発現しているか、あるいはすべての細胞が

振動を発現しうるのか、そのメカニズ、ムは長い

間不明で、あった。図1は、多数の神経細胞から

構成されるSCN内からのサーカディアンリズム

発現の可能性を示したものである。過去の破

壊実験からは、 SCNが完全に破壊されない限

り、行動やホルモンのサーカテeィアン1}ズ、ムが

存続することがわかっており、少数の振動細胞

によるリズム発現の可能性(図la)は否定的で

あった。しかし、移植実験では、移植片中の特

定細胞、例えば VIP細胞(SollarsとPick-

erd，1995)や Ca結合蛋白(Silverら，1998)の生

着とリズム発現の相闘が報告されており、 サー

カディアンリズムの発振と表現に、 SCNの特定

細胞が関与している可能性を示唆する結果も

報告されている。大脳皮質などでいわれてい

る神経ネットワークによるリズム発現の可能性

は(図1b)、テトロドトキシン投与で行動、ホノレ

モン、 神経活動といった表現型リズムは一時的

にマスクされるが、サーカデイアン振動は持続

していることが、個体レベル(Schwartz 

ら，1987)、神経核レベノレ (Shibata and 

Moore，1993)、SCN神経細胞レベノレ(WeIsh

ら，1995)で明らかにされることで、否定された。

ただし、これらの結果は、振動細胞関連絡がシ

ナプス連絡である可能性を否定するものでは
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ない。また、 テトロドトキシンは Naチャンネ

ルを介する連絡のみを抑制するため、それ以

外の機序での神経連絡による、リズム表現の

可能性もある。図lcに示したSCNにおける振

動共役説は、たとえ個々の細胞振動が減衰性

で、あっても、あるいは不安定で、あっても、互い

に影響しあうことにより、高精度高振幅のサー

カディアン周期を発現するという振動理論

(Enright， 1982)から、 SCNでの安定した高振幅

のリズム発現の機序として推測されているもの

である。行動リズムの詳細な機能解析により、

夜行性醤歯類のサーカディアンベースメーカ

ーが、朝方と夕方を支配する二つの振動体か

ら構成されることが示唆されており(Pittendrigh

とDaan，1976)、この茜歯類生物時計の二振動

体仮説も、両者に支配されるリズムが共にSC

N破壊で消失するため、振動共役説を支持す

るものと考えられる。 SCNの部分破壊でフリー

ラン周期が短くなる(Rietveld，1984)とし、う、細

胞数が周期に影響する結果も、振動共役によ

る安定したサーカディアン周期発現の可能性

を支持している。

培養SCNによるSCN内多振動体の発見

1995年に発表されたこつのSCNの invitro 

実験結果は、これらの議論に終止符を打つも

ので、あった。一つは Shinoharaらの、 SCNの

organotypic slice cultureにおけるペプチドリズ

ムの報告であり、もう一つは WelshらのSCN神

経細胞の多電極デ、イシュ上で、の分散培養の報

告である。Shinoharaらの結果は、分裂阻止剤

の投与により、パソ、プレッシンとVIP(vasoactive

intestinal polypeptide)のリズ、ムが異なる周期で、

フリーランすることを示し、同一ペプチド細胞聞

ではリズム同期が維持されること、異種ペプチ

ド間ではリズムが解離しうることを明らかにした

ものであり、 一方、 Welshらの結果は、個々の

神経細胞が脱同調して独自のフリーランリズム

を示すことを明らかにした。これらの結果により、

SCNはmultioscillatory systemであること、さ

らに培養条件により振動細胞の同期、脱同期

が生じることが分かった。

ラットSCNの無血清培地による分散培養で

は、すでに Murakamiらが約 27時間周期のパ

ゾプレッシンリズムを発現することを報告し

(1991)、一方、 Watanabeらは、約 24時間周期

のパソ、プレッシンリズ.ムの発現と、母親の昼夜

逆転によるリズム逆転を報告している(1993)。

図1:視交叉上核におけるサーカディアンリズム発現とその表現の3つの可能性

a 単一(あるいは極少数の)振動体細胞のみが振動を発現する場合。

b 個々の細胞は振動体を持たないが、ニューラルネットを形成して振動を発現する可能性。

c:個々の細胞が独自の振動体を持ち、振動共役して、全体として1つのリズムを発現する可能

性。右側核の図は、背内側と腹外側で別の周期を持ちうる可能性を示したもの。
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我々は、同様の無血清培地によるラットSCN

分散培養で、培養開始 24時間後から、パゾ、プ

レッシンと VIPが同期したリズムを示すことを確

認した。デ、イシュ表面のコーティング、条例ニにより

培養1~2週間目には細胞分布に大きな差が

見られ、また、培養初期の分裂阻止剤処置で

は、グリア細胞の数が極めて少なくなり、形態も

細く分岐した突起を多数もつもののみとなった

が、 2つのペプチドの同期したリズムはこれらの

変化には影響されないことを報告した(ト-!onma

ら，1998)。これら一連のSCN分散培養におけ

るペプチドリズムの結果は、同一ディシュ内で

の個々の神経細胞発火リズムが脱同調してい

るという Welshらの結果とは、一見矛盾するも

のである。しかし、もし、同じSCNの分散培養

でも、条件により振動細胞が同調したり脱同調

したりするならば、両培養条件の差に、 invivo 

での振動細胞聞の安定したカップリング機序を

解明する鍵があるカもしれない。そこで、我々

は、 Welshらと我々の培養条件の間で最も差

があると考えられる培地中の血清レベルに注

目し、無血清培地と牛胎児血清(FCS)を含有

する培地でのペプチドレベルを比較した。その

結果、 5~10%FCS含有培地では、多くの例

でサーカディアンリズムが検出できないことを

見出した。さらに、彼らと同様に、マノレチ電極

テ‘イシュを用いて、ペプチドリズムと個々の神

経活動リズムを比較した。松下のマノレチ電極

テeィシュの表面素材は、 Welshらの用いたデ、イ

シュと同ーと考えられるので、 1~2 .5%FCS

含有培地で培養し、ペプチドレベルと個々の

神経活動リズムとを比較してみた。残念ながら、

発火頻度が培地の交換や振動により数10分

から 1時間程度マスキングを受けることがある

ため、ペプチド、解析のサンプリング、を行った直

後から電気活動を調べるとし、う方法をとった。

その結果、有意のサーカデ‘ィアンベプチドリス、

ムが検出できる例では、同一ディシュ上で記録

した複数の神経活動リズムが同期しており、ペ

プチドリズムの検出で、きなかったデ、イシュで、は、

個々の神経活動にはサーカデ.ィアンリズムが

存在するが位相、周期がそれぞれ異なることを

見出した(図2)。また、 20枚のマノレチ電極ディ

シュから 10秒間隔で連続2~6週に渡り自発

発火頻度を測定した88個の神経細胞活動記

録のリズム解析を行ったところ、連続5サイクル

以上のサーカディアンリズムを示した神経が6

7個存在した (76%)。これらの実験結果から

以下のことが示唆された。

l.SCNの神経細胞の多くはサーカディアン振

動体を有する。

2.個々の振動細胞は、独自の周期でフリーラ

ンしうるが、振動細胞問同調も存在する。

3培養細胞におけるペプチドリズムの消失は、

SCN振動停止ではなく、個々の振動細胞の

脱同調を反映している。

振動細胞間カップリング

振動細胞がEいに連絡しあい、リズムの周期

と位相を一致させるカップリング、のメカニズ‘ムは、

未だ明かでない。神経組織内で、カップリング‘を

可能とする機序としては、シナプス連絡、液性

(ガス性)連絡、ギャップ結合なとずが考えられる。

また細胞聞の接近や接着には、細胞外マトリッ

クスや各種接着因子、成長因子などの関与も

考えられる。

1) シナプス連絡によるカップリングの可能性

先にのべたテトロドトキシンの実験結果から、

細胞内でのリズム発振にはシナプス連絡は不

要で、あることが明かとなったが、この実験結果

からは、細胞聞のカッブリンク‘がシナプス連絡

を介するかどうかは不明である。そこで、、マル

チ電極上分散培養で、 4~8個の神経から同

時に記録される自発発火ノ勺レスデータを用い、

cross correlation解析を行ったところ、同期し

た神経活動リズムを示す神経細胞のいくつか
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液性の因子がSCN内で何らかの情報伝達

を行っている可能性は、これまでの多くの実験

結果から示唆されている。特に、仔ラットのSC

Nが胎生期にサーカディアン援動を開始し、母

親のリズムに胎内同調していることが分かつて

が数 msecの差で発火していることが確認され

た。この事実は、少なくとも、分散t音養SCN神

経細胞問では単シナプス連絡でリズムが同期

する可能性を示唆している。ただし、invivoで、

同ーの機序が存在するかどうかは不明である。

おり(Reppertら，1983)、SCNを破接した母ラッ

トの仔は、胎内でフリーランを開始することが示2) 液性、ガス性連絡
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図2:マルチ電極ディシュ上でt音養した視交叉上核神経細胞活動リズム

同一ディシュ上の3つの神経細胞の発火頻度を示した。周期は ch1が23.8時間、ch2が22.6時

間、 ch4が23.4時間。ch1，4は位相、周期ともほぼ一致しているが、 ch2は周期がやや短く、位相

がほぼ逆転している
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唆されている(Honmaら，1984)。これらの実験

結果は、シナプス形成以前の胎児 SCNが母

親の血中の物質あるいは環境因子を何らかの

機序で感受し、リズム同調していることを示して

いる。胎盤を介して作用した物質による胎児リ

ズムの同調と しては、メラトニン (Grosse

ら，1995)およびド、パミン作動薬(Viswanathan

ら，1994)の例がすでに報告されている。また、

Silverら(1996)は、一定分子量以下の物質の

みを通過させる膜で、で、きたチューブ.にSCNの

組織を入れてSCN破壊ノ、ムスターに移摘する

と、行動リズムが回復することを報告している。

NOのSCN内での作用も報告されており(Ding

et al，1995)、COなども含め、各種の diffusible

substanceの関与も検討の必要がある。

これまで述べてきたような invitro実験系で

は、カップリング‘が液性連絡によるのか、神経

性連絡によるのか、区別がつけにくい。電気刺

激を行えば、シナプス連絡の存在は明らかに

なるが、そのシナプスがリズ‘ムカップリング1こ関

与しているかどうかは確定できない。培養条件

下で、液性連絡によるカップリングが存在するか

どうかは、現在各社から発売されているカルチ

ャーインサート等の membraneを用いて行うこ

とができるが、位相・周期の異なる2組のSCN

細胞が液性連絡によって同期するかどうかを

検討した実験は未だ報告されていない。

シナプス形成や神経細胞機能維持には、各

種の成長因子の関与が示唆されており、新た

な成長因子の発見が続いている。Nerve

growth factorのサーカディアンリズムへの関与

も報告されており(Binaと Rusak，1996)、これら

のどの因子が振動細胞カップリング"(こど、のよう

に影響しているカも、今後の研究課題である。

3) ギャップ結合

一方、我々が行ったマルチ電極上SCN分散

培養細胞の crosscorrelationでは、二神経の

発火にほとんど時間差がない例も見つかって

いる。この場合は、記録をとった2つの神経細

胞は、それ自体自律振動を行わないが、振動

細胞から等距離でシナプス連絡を受けている

ことで説明可能であるが、 両者がギャップ結合

を介して同時発火していることも否定できない。

これまでの電子顕微鏡によるSCNの観察から

は、 SCN神経細胞聞のギャップ結合は確認、さ

れていない。単一神経細胞への Neurobiotin

等の色素注入による dyecouplingを調べた結

果では、 SCN神経細胞聞の electricalsynapse 

の可能性を示すものもある一方Oiangら，1997)、

グνア聞にはギャップ結合があっても神経細胞

聞の dyecouplingはないとしづ報告もある

(Welshと Reppert，1996) 0 electirical synapse 

は、複数の神経細胞を機能的合胞体とするた

め、色々なアプローチにより、 SCNにおける存

在の有無を明らかにしてして必要がある。

グリア細胞はギャップ結合を介して緊密な連

絡している。特に、 SCNは、アストロサイトのマ

ーカー蛋白である GlialFibrillary Acidic Pro-

tein (GFAP)が、 他の視床下部組織に比べ極

めて濃く染色されること(Morinら，1989)、GFAP

の分布にサーカディアン変動があること(Lavi-

alleとServiere，1993)等の報告からも、アス卜ロ

サイトがサーカディアン振動において何らかの

機能を発揮している可能性がある。培養系で

は、グりアの種類および数が培地条件によって

大きく影響される。血清含有培地での培養で

は、いわゆる Type1グ.リアがデ、イシュ面を敷石

状に張りつめ、グリア細胞聞に多数のギャップ

結合による密接な連絡が生じる(Welsh と

Reppert， 1996)。上に述べたように、この状態で

は、ペプチドリズムが消失する例が多い。一方、

無血清培地では、グリアの増殖が抑制され、細

い突起をもっ分化したグリアが神経細胞と網目

構造を形成する(Honmaet al，1998)。この状態

では、同期したペプチドリズムが観察される。ま
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た、 SCN以外の部位や、培養グリア細胞では、

血清を抜いてグリアを分化されると神経伝達物

質のレセプター数がcAMPやアラキドン酸など

の系を介して増加し (Murphy，1987， Bar 

res，1991)、また、 VIP，PCAPがグリアの機能を

調節すること(Grimaldiら，1994，Tatsunoと

Arimura， 1994)などが報告されている。このため、

グリアのもつギャップ結合以外の細胞間情報

伝達の可能性も考慮にいれる必要があると考

えられる。

4) その他の可能性

SCNの分散細胞培養では、神経細胞聞に

シナプス連絡がなされていない培養開始時か

ら同期したペプチド、リスeムが見られたが(Honma

ら，1998)、これは、母親のリズムに同調した

個々の振動細胞リズムを反映していたのかもし

れない。 invivoで、の安定したサーカテeィアンリ

ズム発現には、細胞聞の接近や特殊な細胞配

列が重要であるカもしれない。事実、視交叉上

核細胞には、中枢神経ではめずらしく、神経

細胞が somaを接して配列する構造がみられ

る(vanden Pol， 1991)。成長因子と同様、細胞

接着因子も、最近数多く発見されており、神経

細胞問、グリア問、神経細胞・グリア聞の接着

因子がカップリングに何らかの作用をもっ可能

性がある。 Glassらは、 SCNにNCAM(neuronal

cell adhesion molecule)が多く発現していること

に注目し(1994)、NCAMknock out miceでサ

ーカディアンリズムを調べたところ、 heterozy

goteでは短周期を、そして homozygoteでは

無周期性を示すことを見出した(Shenら，1997)。

この結果は、NCAMが振動発現そのものに必

要である可能性も示しているが、リズ冒ムカップリ

ングに必要であり、 NCAMknock outのためカ

ップリング障害が生じ、短周期や無周期が出

現したとも解釈できる。同様に、 Takahashiらの

グループが mutagenを作用させた miceの中

から見出したリズム変異体の Clockmiceは、

heterozygoteではリズム周期が正常よりも長い

こと、 homozygoteで、は連続暗で‘直ちにa汀hyth-

mlcとなることが特徴である(Vitaternaら，1994)。

行動などの表現型リズムの無周期性は、1.サ

ーカテeィアン振動の停止、ベースメーカーを構

成している複数の振動体聞の脱同期、 3.表現

リズムとの聞のマスキング(ベースメーカーの振

動は持続)の可能性が考えられる。連続暗の

下で 27時間とし、う長い周期でフリーランした

後行動リズムが無周期となったクロック変異マ

ウスに 6時間の光照射を行うと、リズムが再び

発現することが報告されている。この事実は、

振動細胞聞の脱同調を生じた結果、行動リズ

ムが消失した可能性も示唆している。

おわりに

哨乳動物では、個体レベルで‘安定したサー

カテ。ィアン振動、光同調が長い寿命の間維持

されている。しかし、個々のSCN細胞の振動

は、環境条件で大きくばらつき、脱同調によっ

てSCN全体ではサーカディアン変動が消失

することも明らかにされた。安定したリズムの発

現には、多数の振動細胞のカップリングが必

須と考えられる。ロ甫乳動物のサーカディアンリ

ズム発現機構の探求は、やっと分子レベルで、

の研究がスタートしたばかりである。次々と明ら

かにされていく遺伝子群の内、リズムの発振や

光同調と同時にリズムカップリング.に関わる遺

伝子も、個体のリズム発現に必須の「時計遺伝

子Jの1っとして重要な位置を占めると考えら

れる。

この様に、最近の実験技術の発展により、 S

CNは、中枢神経のなかでも、おそらく唯一、m

vltroで一個の神経細胞のモニタリング、からで‘

もその機能が解析できるとし、う、すばらしい実

験系となった。今後さらに reportergene， 

transgene， knock out、cellline化などで、機能
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解析に大きな発展が期待できる。リズム研究の

特徴の一つに、振動理論、あるいは下等生物

における発見をもとに、仮定を立てて実験を行

うことが可能な点がある。そこで、若い研究者

の方々は、行動リズムなど、個体レベルで‘の機

能解析によって明らかになった生物時計の基

本を忘れずに、先端技術を応用することにより、

この素晴らし実験系を存分に生かした研究を

していただきたい。
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