
1. 生物時計の光イメージング研究
　生物時計は生命が地球の 24時間の環境変化に適応する
ために獲得した機能であり，バクテリアからヒトに至るほ
とんどすべての生命体で観察することができる．生物時計
の研究では，生物発光を利用した“発光イメージング”に
よる解析手法が普及している．生物発光とは，ルシフェ
ラーゼとよばれる酵素たんぱく質が，発光基質であるルシ
フェリンと化学反応（酸化反応）する際に放出する光エネ
ルギーを利用するもので，生物時計の研究領域では時計遺
伝子の発現リズムなどの計測に応用されている1）．生物時
計研究において生物発光イメージングは，細胞から個体に
至るさまざまな階層での解析に用いられ，またシアノバク
テリアや植物・げっ歯類などさまざまな生物種に応用さ
れ，生物時計の振動機構の理解に大きく貢献している．し
かしながら，発光イメージングで得られるシグナルはきわ
めて微弱であり，現状では発光イメージングの空間・時間
分解能の双方で蛍光イメージング（後述）に及ばない．ま
た，ホタルルシフェラーゼの酵素反応は ATPや酸素，そ

して発光基質ルシフェリンを必要とするが，細胞内のこれ
らの因子の変動によって発光シグナルが影響を受ける可能
性を排除できない．細胞レベルの観察の際には，高濃度の
発光基質を添加することが必要であり，また特に動物個体
の長期測定では，臓器や血中のルシフェリン濃度を一定に
調節する工夫が必要となる．
　一方，2008 年の下村脩博士の緑色蛍光たんぱく質
（GFP）のノーベル賞受賞に代表されるように，蛍光たん
ぱく質を用いたバイオイメージングは，生体内で生命現象
を可視化することができる観察ツールとして急速に発展し
てきた．さまざまな波長特性をもつ蛍光たんぱく質や，そ
れを応用した細胞機能を可視化するたんぱく質プローブが
多数開発され，今や生物学や基礎医学研究において日常的
に用いられる研究ツールとなっている．しかしながら，蛍
光観察のためには必ず励起光を照射する必要があり，その
結果，蛍光分子に対して退色や光異性化を生じさせ，時に
は細胞機能を大きく変化させてしまい，細胞死を引き起こ
してしまうこともある．特に長期間測定の際には，連続的
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な励起光照射による細胞毒性と光退色が大きな問題となる．
　最近著者らは，長期間の蛍光イメージングの際の励起光
による問題点を軽減した共焦点イメージング法を確立し，
高い時間空間解像度での生物時計（概日リズム）の観察を
可能とした 2，3）．ごく弱い励起光での蛍光イメージングを
行うことで，長期間の励起光の連続照射でも細胞障害や光
退色を抑えることができる．この光イメージング法に細胞
機能プローブを応用すれば，細胞内カルシウム濃度などの
細胞機能のイメージングや，複数機能の同時イメージング
へ応用が可能である．

2. 哺乳類の生物時計中枢─視交叉上核─
　私たち哺乳類の生物時計（概日リズム）の中枢は脳深く
の視床下部にある一対の神経核である 視  交  叉  上  核 にある．

し こう さ じょう かく

視交叉上核はその名の通り，網膜からの“視”神経が“交
叉”する真“上”に存在する神経“核”である．視交叉上
核は，外界環境の光情報（明暗情報）を直接受けて自身の
時計を調節することで，地球環境に適応することができ
る．概日リズムの仕組みは，生殖細胞（卵子と精子）を除
く全身のあらゆる細胞に存在しており，視交叉上核は全身
の細胞の概日リズムを束ねる．視交叉上核を破壊すると，
動物の行動やホルモンの概日リズムが消失し4），また他の
動物から視交叉上核を移植するとリズムが回復して，その
リズムはドナー動物由来となる5）．私たちの社会生活にお
いても，大きな時差を伴う旅行や夜間交代勤務などを経験
すると，視交叉上核や末梢細胞の時計が乱れ，不眠やホル
モン分泌の異常などを招き，さまざまな心身の失調を引き
起こす．
　概日リズムは細胞レベルでの分子機構の理解が進んでい
る．1997年にほ乳類細胞において時計遺伝子が発見され

たのに端を発して，遺伝子やたんぱく質レベルでの研究が
急速に進み，そのメカニズムの理解が深まった．ほ乳類の
概日リズムの分子メカニズムは，時計遺伝子とその転写産
物（たんぱく質）が自身の翻訳を抑制する「転写翻訳の
フィードバックループ機構」が想定されている6）．しかし
近年の研究により，視交叉上核は単なる細胞の集合体では
なく，多種多様な細胞が集合してネットワークを形成し，
ネットワーク内に複数の機能を有する「階層的な多振動体
システム」であることがわかってきた 7）．細胞を分散して
培養して細胞間連絡を少なくし，個々の細胞の時計遺伝子
発現リズムを計測すると，概日リズムが不安定となり周期
が大きくばらつく．一方，ネットワークを形成した視交叉
上核は，組織全体としては 24時間に近い正確性をもち，
かつ時計遺伝子発現リズムの振幅の大きい強靭（ロバス
ト）なリズムを示す 8）．また，主要な時計遺伝子を欠損し
た個々の時計細胞は明瞭な概日リズムを示さなくなるが，
視交叉上核の組織全体では正常と遜色のないリズムを示す
など 9），ネットワークレベルには遺伝子欠損の補償作用が
存在することが示唆されている．概日リズムの作動メカニ
ズムのさらなる解明のためには，今後は細胞ネットワーク
レベルでの理解が必要と考えられ，それを可能とする可視
化技術が必須のものと考えられる．

3. 長期蛍光タイムラプスイメージング
　筆者らは最近，視交叉上核の神経細胞ネットワークを，
長期間かつ高い時間空間解像度で解析するためのタイムラ
プスイメージング法を確立した（図 1）．回転板式ニポウ
ディスク共焦点と高感度 CCDカメラからなる顕微鏡シス
テムを構築して，ごく弱い強度の励起光で共焦点観察を行
うことで，細胞毒性や光退色の問題を解決し，視交叉上核
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図 1　長期蛍光タイムラプスイメージング法．



の細胞ネットワークを 1細胞解像度で可視化することに成
功している．これは CCDカメラが 90％以上の量子効率を
もつために励起光を低くすることができ（対物レンズ下で
30 mW/mm2以下），細胞毒性を抑えることができることに
よると思われる．筆者らの観察結果では，1週間以上の連
続観察（1時間ごとの撮影，累計 3時間の励起光照射）で
も，細胞毒性を示す兆候はみられなかった．そのほか，顕
微鏡システムには安定した長期間観察をするための工夫を
している．例えば，長期間観察の際には焦点面のずれや生
物試料の動きが問題となるが，自動焦点面補償機能を有す
る顕微鏡を用い，また視交叉上核切片をコラーゲンコート
したガラスディッシュ上に静置培養することで，撮影中の
試料そのものの動きを軽減している（図 1B）．この方法で
は対物レンズと試料の距離が接近するので，高い開口数
（NA）のレンズを使用することで SN 比が格段に向上す
る．また高輝度 LED型光源を共焦点観察の光源として利
用することで，レーザー光源よりも長期間の安定的な出力
が得られ，かつ多波長出力，安価，省スペース，超寿命，
室温変動に安定な光源として利用している．

4. 概日カルシウムリズムの解析
　視交叉上核の神経細胞ネットワークの動態を観察するた
め，カルシウムイオン濃度変動を細胞活動の指標としてイ
メージングすることを試みた．カルシウムイオンは神経細
胞の活動電位の発生や，他の細胞からの入力応答に応じて
上昇することが知られており，また時計遺伝子の発現にも
カルシウムイオンが必要である．多くの細胞において，カ
ルシウムイオンは遺伝子発現や伝達物質放出などさまざま
な細胞機能を調節する主要なメディエーターであることか

ら，カルシウム濃度を観察することは“神経細胞の活動”
の指標になるものと考えられる．実験では，遺伝子コード
型の蛍光カルシウムプローブ（Yellow Cameleon 3.60）10）

を視交叉上核の神経細胞群に発現させた（図2）．この蛍光
プローブのカルシウム結合ドメインが細胞内のカルシウム
イオンと結合すると，2色の蛍光たんぱく質（図では Venus

と CFP）の距離が接近し，ドナー分子からアクセプター 

分子にエネルギーが移動し（Förster resonance energy 

transfer: FRET），アクセプター分子が蛍光を発する．二波
長に蛍光フィルターを切り替えて蛍光比（Venus/CFP）を
計測することで，定量的なカルシウム濃度変動の比較が可
能であり，細胞内のプローブ濃度の変化や細胞の動きによ
るアーティファクトを除去することができる．著者らは蛍
光カルシウムプローブの長期的発現のために，アデノ随伴
ウィルスによる感染発現法を用いている．神経細胞に特異
的なプローモーター（human synapsin）を利用すること
で，約 1,000個の神経細胞への蛍光プローブを長期間安定
的に発現させることができる（図 3）．実験では 1時間ごと
に撮像して連続画像とすることで，細胞内カルシウムの概
日リズム変動をネットワークレベルで捉えることに成功し
ている．
　細胞内カルシウム濃度を指標としたリズム計測は，時計
遺伝子の発現に基づく計測と比較して，① 網羅性，② リ
アルタイム性において優れている．前者 ① に関しては，
時計遺伝子の自律振動パターンはすべての神経細胞で一様
ではなく，例えば網膜からの入力投射部位では時計遺伝子
の発現が低いため，時計遺伝子発現のイメージングでは細
胞ネットワーク情報の一部を欠く11）．対して，アデノ随伴
ウィルスを用いた蛍光カルシウムプローブの感染発現法で
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図 2　アデノ随伴ウィルスによる蛍光カルシウムプローブの発現．



は，視交叉上核のほぼ 100％の神経細胞からシグナルを検
出することができる2）．一方後者 ② に関しては，時計遺
伝子の転写から光シグナルが検出できるまでには時間の遅
れが生じるのに対して，蛍光プローブはカルシウムと結合
すると数十ミリ秒の時定数をもって蛍光シグナルが変化す
るため，細胞内カルシウム濃度の急速な変動も検出するこ
とができる．
　筆者らのカルシウムリズムの解析により，視交叉上核に
存在するすべての神経細胞が明瞭な概日カルシウムリズム
を示すこと，また，細胞種やネットワーク内の領域により
リズムパターンに顕著な差異があることがわかった（図
4）．視交叉上核の空間的リズムパターンの差異をなるべく
人為的なミスなく，また空間情報を失うことなく解析する
ため，イメージングデータから概日リズムを特徴づける主

要な 4つのパラメーターを自動的に抽出して，パラメー
ターごとに空間表示するプログラムを作成した．この解析
プログラムでは，CCDカメラのピクセル単位でシグナル
をコサイン関数によりフィッティングし，概日リズムパラ
メーターを自動計算して空間的に表示している．その結
果，視交叉上核の背側と腹側領域に特徴的なカルシウムリ
ズムの存在を観察した．特に，カルシウムリズムの位相は
背側領域で腹側領域よりも前進しており，腹側領域ではよ
り振幅の大きなリズムが観察された．さらに神経細胞間の
連絡を遮断する目的で，ナトリウムチャネル阻害薬（テト
ロドトキシン）を添加したところ，視交叉上核内の背側と
腹側の領域が解離してリズムを刻みはじめた（このような
リズムの同調が崩れることを“脱同調”とよぶ）．細胞間
を直接電気的につなぐギャップ結合の阻害薬の投与では，
リズムは有意に変化しなかった．この観察結果から，視交
叉上核は通常は細胞間連絡により背側と腹側領域が一定の
位相差をもって同調していることがわかった．特に，細胞
間連絡にはギャップ結合ではなく，神経連絡を介した連絡
が重要であることがわかった．

5. 視交叉上核の細胞ネットワークの作動原理
　視交叉上核の神経細胞間は，さまざまな神経ペプチドに
よる連絡が主要な役割を果たしている12）．中でも，視交叉
上核の背側と腹側領域はそれぞれ，神経ペプチドであるバ
ソプレッシン（AVP）と血管作動性腸管ペプチド（VIP）
を含有する細胞がおもに存在している．解剖学的には，腹
側領域の VIP含有細胞から背側領域の VIP含有細胞へと神
経投射があり，また網膜からの神経軸索投射はおもに腹側
領域にある．こうした解剖学的な構造が視交叉上核におけ
る光情報の統合に重要であると考えられている13）．近年の
研究により，こうした神経ペプチドが視交叉上核の神経間
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連絡の主要な因子であることが示されている 14，15）．これら
の神経ペプチドの受容体を欠損する遺伝子改変マウスは，
視交叉上核の神経細胞リズムが脱同調する．特に，VIPそ
のものや VIP受容体をもたない遺伝子欠損マウスでは，脱
同調が顕著であることから14），VIPが主要な神経間連絡因
子であると考えられている．また最近では，AVP受容体
を欠くマウスでは 8時間程度の明暗サイクルの急激なシフ
ト（いわゆる時差ぼけ条件）でも，外界環境に適応するこ
とができることが報告された 15）．視交叉上核の細胞リズ
ムも正常と比較して脱同調しており，AVPも視交叉上核
の細胞間連絡に重要であることが示された．
　一方，視交叉上核におけるカルシウムイオンそのものの
役割は，実はよくわかっていない．近年の報告では，カル
シウム濃度は時計遺伝子発現より数時間先行して上昇する
ことが示されているが 16），約 24時間サイクルで起きる概
日リズムにおいて，どちらが“先行”しているかの判断に
は慎重を要する．さらなる解析のためには，細胞内カルシ
ウム濃度を，細胞特異的かつ時間特異的に増減する操作 

が必要となる．その結果，時計遺伝子発現や伝達物質放出
にどのように関わっているかについての検討が必要と思わ
れる．

　本稿では，生物時計研究における著者らの長期間の蛍光
イメージング観察の試みを紹介した．概日リズムの観察の
ために構築したこの長期観察技術そのものは，神経発生や
長期間の神経細胞の可塑性など，長期間観察が必要となる
研究に応用が可能である．例えば近年，海馬神経細胞にお
いてシナプス部位（樹状突起スパイン）の形態的変化が，
シナプス可塑性に重要であると考えられている．本イメー
ジング観察法により数日～週にわたる長期的な形態的な変
化を捉えることができるかもしれない．また本稿で示した
カルシウムのほかにも，たんぱく質のリン酸化状態，膜電
位変動などを捉えることができる機能プローブが開発され
ており，これらのプローブを複数同時に利用して多機能の
解析が可能である．著者らも時計遺伝子発現とカルシウム
濃度変動の同時測定を試みており2），両者の関係性を解析
している．時計遺伝子の転写産物が時刻とともに細胞質か
ら核や膜へ移行すると考えられているが，この観察法を用
いれば，原理的にはたんぱく質の移動の様子をリアルタイ
ムで追うことができる．
　最近では，光遺伝学ツールを用いた細胞の光操作技術
（オプトジェネティクス）が，神経科学の分野で利用され
ている．これはバクテリア由来の光活性化イオンチャネル
を利用するもので，光を用いて神経細胞を自在に活性化ま

たは不活性化させることができるツールとして注目されて
いる．しかし蛍光イメージングと併用する場合，励起光の
照射がこれらの光活性化イオンチャネルを活性化させてし
まう場合がある．近年，多色の蛍光プローブが開発されて
おり，例えば赤色系の蛍光カルシウムプローブと組み合わ
せれば，光測定と光操作を同時に行うことも可能であ
る17）．しかし，多色測定と光操作を同時に行おうとする
と，励起光の照射がこれらの光活性化イオンチャネルを活
性化してしまうという問題が生じる．最近，高輝度の発光
たんぱく質が開発されており，この発光イメージングと組
み合わせることで，両者を併用して利用することも可能と
なってきている18）．今後光遺伝学ツールの隆盛に伴って，
発光イメージングの有用性もさらに高まっていくと予想さ
れる．究極的には，発光基質ルシフェリンを細胞内で完全
合成することが可能になれば，発光イメージングの利用価
値はさらに格段に上がることだろう．蛍光・発光イメージ
ング双方ともポテンシャルはまだまだ高く，さらなる技術
ツールが開発されるのを期待したい．
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