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　　Circadian　pro且les　of　somatostatin　and　vasoactive　intestinal　pQlypeptide／peptide　histidine　isoleucine（VIP／

pHI）rnessenger　RNA　Ievels　in　the　suprachiasmatic　nucleus（SCN）of　blinded　rats　were　measured　by　Northern

analysis　using　synthesized　oligonucleotide　probes；the　SCN　is　the　site　of　the　circadian　oscillator．　Somatostatin

mRNA　level　in　the　SCN　showed　a　clear　circadian　rhythm　with　the　peak　at　the　onset　Qf　the　subj　ective　day　and

the　trQugh　at　the　onset　of　the　sublective　night．　This　rhythmicity　was　not　observed　in　the　adj　acent　anterior

hypothalamus　or　the　cortex，　and　was　thus　specific　to　the　SCN．　No　significant　circadian　fluctuation　was

observed　in　VIP／PHI　mRNA　level　in　the　SCN　in　this　experiment，　These　results　suggest　functional　differences

among　the　neuropeptides　in　the　SCN．　Shinshu　Med．　f，，39’401－409，ヱ99ヱ
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　　　　　　　　1緒言　　気灘諏貧総慰鰍禦窪罐
　単細胞生物から人間に至るまで，真核生物はあまね　　in　vivoで脳の他の部分から外科的に切り離して孤立

く日周リズムを持っていることが知られている。こう　　させた実験でも2），in　vitroでSCNを含む脳切片から

した日周リズムは周期がおよそ1日であることから概　　記録された電気活動あるいはデオキシグルコース取り

日リズム（サーカディアソリズム）と呼ぽれ，生体に　　込み等にも，明確な概日リズムが存在することが確か

備わった固有の機能である。ヒトを含む哺乳動物にお　　められており3）“5｝，この核それ自体にリズムを発信す

いてはそのリズムの中枢は脳の一部に限局されており，　る能力が存在することがわかっている。さらに画期的

視床下部の視交叉上核（suprachiasmatic　nucleus，　　な実験として，　SCN破壊によってリズムが消失した

以下SCN）に存在することが種々の方法で明らかに　　動物の脳内に，別の動物のSCN組織を移植すること

されている。たとえばeこの核を破壊するとコルチゾ　　でリズムが再び復活することが示され6），概日リズム

ール等の各種のホルモソのリズム，体温や摂食，睡眠　　中枢としてのSCNの働きが決定的に確立された。し
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かし，高々24，000個の神経細胞からなるこの微小な核　　2週間飼育した後，エーテル麻酔下で盲目とし，さら

で，どのようにしてリズムが作り出され，また外界の　　に2日間飼育した動物から4時間ごとに脳を取り出し

光条件の変化に対応してゆくかにっし・てはほとんど明　た。脚揃額断にて約1㎜の厚さのスライスとレ

らかにされていない7｝。これに関してSCNには様々　　ドライアイスにて冷却したシリコソプレート上で直ち

な神経伝達物質やその受容体が存在することが調べら　　に，SCN，視床下部前部（anterior　hypothalmus；

れており，とりわけ多くの神経ペプチドが合成される　　AH）および大脳皮質（cerebral　cortex；CX）をメス

ことが判っている8｝9）。神経ペプチドは神経伝達調節物　　にて切り出し，液体窒素中につけたシリコンチューブ

質（＝　neuromodulator）としての側面を持ち，比較　　内で急冷し，－80℃にて保存した。

的長時間の神経活動を制御する働きを持つことが知ら　　B　RNAの抽出

れており，SCNにおける概日リズム生成との関係が　　　組織よりの全RNAの抽出は，　Whiteら1「｝の方法に

注目されている。　　　　　　　　　　　　　　準じて行った。各組織は，7Mの尿素を含む抽出パッ

　たとえば，バソプレッシン（arginine　vasopressin，　　ファー（7M　urea，10mM　Tris　HCI，1mMEDTA，0．

以下AVP）の濃度はSCNにおいて明期に高く暗期　　35M　NaCl，2％sodium　dodecyl　sulfate（＝SDS），　pH

に低く，そのmRNA量もこれに対応して明期に高く　　8．0）500μ1とともにポリトロンにてホモジヱナイズし，

暗期に低いパタ”一を持つことが示されている10）11）。　　　フェノール溶液（phenol／chloroform／isoamylalco－

　Vasoactive　intestinal　peptideおよびpeptide　his－　　h◎1，50／48／2，　v／v／v）を同量加え，3～4回抽出した

tidine　isoleucine（VIP，　PHI）は同一の遺伝子上にコ　　後，クロロフォルム溶液（chloroform／isoamylalco－

一ドされ，ほぼ同時に産生されることが知られている。　hol，96／4，　v／v）にて抽出し，3倍量の100％エタノー

双方はSCNに強く局在し，またVIPペプチドの量お　　ルを加え，一一〇S夜，－20℃に放置しRNAを沈澱させ

よびそのmRNA（VIP／PHI　mRNA）蚤には，明暗　　た。得られた全RNAは，水に溶解し260nmの吸光

条件下で，AVPとは逆に明期に低く暗期に高いパタ　　度を計測して定量した。

一ンを持つことが示されている12｝“14）。しかしこの昼　　C　プローブの調製

夜差が恒明あるいは恒暗条件の下でも見られるか否か　　　プローブとして，すでに報告されているラットpre・

は未だ解っていない。　　　　　　　　　　　　　　　prosomatostatin　gene16）（全長590base）および

　他にSCNに多く存在するペプチドのうち，ソマト　　VIP／PHI　gene17｝（全長1，700base）よりおのおのコ

スタチンについてはそのリズムの有無は確認されてお　　一ド領域を選び，42塩基（5’GGA　TGT　GAA　TGT

らず，mRNA量の昼夜差についても調べられていな　　CTT　CCA　GAA　GAA　GTT　CTT　CCA　GCC　AGC

い。ソマトスタチソは中枢に限らず末梢においても　　TTT　GCG　3’）および45塩基（5’GTC　GCT　GGT

VIPを含む他の幾つかのペプチドホルモソに対し抑制　　GAA　AAC　TCC　ATC　AGC　ATG　CCT　GGC　ATT

的な支配をすることが知られており，またごく最近こ　　TCT　GGA　3’）のオリゴヌクレオチドプローブをモデ

のペプチドの遺伝子の転写を調節する特異的な塩基配　　ル380A　DNAシソセサイザー（Applied　Biosystems．

列が同定され，リズム生成と遺伝子発現との関わりを　　Inc．）にて合成した。各プローブはポリアクリルアミ

考えてゆく上でも大変興味深い。　　　　　　　　　　　ドゲルにて精製し，（a－32P〕dATP（6，000　ci／mM）

　そこで今回，ソマトスタチンおよびVIP／PHImR・　　を用い，　terminal　deoxynucleotidyl　transferase　15

NAに対する合成オリゴヌクレオチドプローブを使用　　unitsによって3’宋端にラベルしたものを用いた18》。

して，4時間ごとに1日6時点においてそれぞれの　　D　ノー一ザン解析

mRNA量のSCNにおける日周変動を調べ，概日リ　　　ノーザソ解析は，　Sambrookらユ9｝の方法に基づき若

ズム生成との関わりを検討した。　　　　　　　　　　干の変更を加えて行った。4～6匹の動物の組織から

　　　　　　II研究材料およびXix　　　得られた15～3°μ9の全RNAを・ホルムアルデヒド
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最終6％）およびホルムアミド（最終50％）を含む

A　実験動物および組織の調製　　　　　　　　　　　バッファー中で，65°C10分間変性させた後，ホルムア

　Wistar系雄性ラット3週齢を実験動物として用い　　ルデヒドを含む1．5％アガロースゲルにて電気泳動を

（1回の実験に24～36匹），12時間：12時間の明暗条　　行った。泳動されたRNAは，ニトロセルロースフィ

件（9：00～21：00明期，21：00～9：00暗期）にて　　ルターに20×SSC（1×SSC・　O，　15M　NaCI，　O．015M

402　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　f言州1医言志　Vol．39



SCNのソマトスタチンmRNAリズム

sodi㎜ユcitrate）中で1晩プロットした後，真空乾燥　　量，解析の終わったフィルターは，70℃にてO．1％

器中で80℃2時間固定を行った。プロットされたフ　　SDSを含む0，2×SSC溶液中で2時間の洗浄を行い，

イルターは，プレハイプリダイゼーションバッファー　　プローブを取り除いた後，別のプロ　一一ブにてハイブリ

　（6×SSC，7×Denhardts’solution，3mM　glycine，　　ダイズするために保存した。

0．1％sarcosine，50mM　Tris・HCI　pH7．O，　salmon
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　III結　　果
sperm　DNA　100μg／m1，　yeast　tRNA　25μg／m1，10rnM

EDTA，　polyadenosine（polyA）0，1．mg／ml）中にて　　A　イメージアナライザーによる定量の評価

65℃，2時間インキュベーシ・ンした。その後，前記　　　まず，今回の実験の定量に用いたイメージソグプレ

バッファーにさらに5μg／m1のpoly　dA（12－18　mers　　一トによる放射線量の測定について，従来のシソチレ

of　deoxyadenosine）およびラベルされたプローブ　　ーションカウソターとの比較を行ったところ，　photo・

　（1．5－3，0×105cpm／μ1）30～40μ1を加えたハイブリ　　stimulated　luminescence（PSL）とシソチレーショソ

ダイゼーション・ミッファー中で12～18時間，60℃に　　カウンター一による読みcounts　per　minite（cp皿）の間

てハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイズ　　には，今回の実験に使用された範囲内においても非常

されたフィルターはO．1％Sodium　dodecyl　sulfate　　に正確な直線性が認められた（Fig．1）。

（SDS）を含む6xSSCバッファーにて65℃1時間，　　B　ソマトスタチンmRNA量の日周変動

3×SSCにてさらに65℃1時間の洗浄を加え非特異　　　ソマトスタチソmRNAに対するプPt・一ブにてノー

的結合を除いた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　ザン解析を行っtc具体例をFig．　2　ve示した。このプロ

E　プロットの定量および解析　　　　　　　　　　　　一プによって単一のバソドが認識され，その大きさは

　・・イブリダイズされ適当な条件で洗浄を受けたフィ　　報告されているpreprosomatostatin　geneのcDNA

ルターは，イメージングプレートに1～2時間露光し　　の長さ590塩基（base）に近いことから，ソマトスタ

た。放射線量は，photo－stimulated　luminescence　　チソmRNAに特異的な・ミソドであることが確認され

’（PSL）として，イメージアナライザー（BAS　2000，　　た。

FUji　Film　Inc．）によって検出，定量，解析した。定　　　データは各レーソに現れた・ミソドのPSLを，それ

Linearity　between　PSL　and　CPM
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Fig，1　Linear　relationship　between　the　quantification　with　the　Image

　　　Analyzer（BAS　2000，　Fuji　Film）and　counts　from　scintillation

　　　spectrometer．　PSL；photo・stimulated　luminescence　CPM；

　　　counts　per　rninute
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Somatostatin　mRNA　in　the　SCN
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Fig．2　1maging　plate　autoradiography　of　somatostatin　mRNA

　　　extracted　from　4　bilateral　SCNs．　After　entrainment　to　a　12

　　　hr；12　hr　Iight－dark　cycle，　rats　were　blinded　by　orbital

　　　enucleation　2　days　before　sacri丘ce．　The　SCN　were　removed

　　　at　4－hour　intervals　throughout　the　day．　The　circadian　time

　　　（CT）of　sacrifice　is　shown　on　each　lane．　The　total　RNA

　　　Ioaded　on　each　lane　is　CTO，24μg；CT4，24μg；CT8，22μg；

　　　CT12，22μg；CT16，15μg；CT20，27μg．　Arrows　indicate　the

　　　size　of　RNA（bases）．

それのレーンごとに流した全RNA量で除した相対値　　CT12は暗期の始まりを示す）付近に最大となり，夜

として定量した。Fig．3に4回行った実験の結果をま　　の始まりすなわちCT12付近に最小値を持つ日周性を

とめた。各実験ごとに比較を可能とするため，各シリ　　持つことが明らかになった。特に，そのmRNA量の

一ズ（Fig．3aにそれぞれ違った模様のコラムで示し　　最大値と最小値には約2～3倍の違いが見られること

た。同シリーズのデータは同じ模様とした）の平均値　　がわかった。同様な実験を視床部前部（anterior

を1とし，それに対する比として標準化した。Fig．3　　hypothalamus＝AH）および大脳皮質（cerebral　cor－

bは4シリーズのデータを統計処理したものである。　　tex＝CX）にっいて行ったが，　AH（Fig．4）におい

これより，盲目にされ，外界の光の影響を受けないラ　　てもCX（データ省略）においても，　SCNに見られた

ットのSCNにおいて，ソマトスタチソmRNA量が　　日内変動は観察されなかった。

夜明け付近，すなわちCTO（CT　＝　circadian　time＝サ　　C　VIPIPHI　mRNA量の変化

一カディアソ時間：ここでCTOとは明期の始まり，　　　ソマトスタチンmRNAを検出，定量した同一フィ

404　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol．39



SCNのソマトスタチンmRNAリズム

2．0

く

oc　　　1．5
∈

ち

芒

8

§　1．。

9
焉

謹

　　　0，5

0，0

Circadian　time（hr）

Fig．3a　Circadian　variation　of　somatostatin　mRNA　levels　in　the　SCN．

　　　Quantification　of　4　series　of　data．　Each　column　represents　the　radio－

　　　activity　divided　by　the　estimate　of　loaded　total　RNA　by　the　opticaI

　　　density　at　260　nrn．　Mean　level　of　each　series　of　data　is　standardized

　　　to　1．　Values　at　CT24　are　reproductions　of　CT　O．

ところ，約2，000塩基の単一バンドが検出された。こ

蓬　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れは報告されているVIP／PHI　geneのcDNAの長

い

E

＄　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のSCNにおいては，1日いずれの時間においても
．〉

℃0・5
焉　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　VIP／PHI　mRNAの量はほば一定であることがわかっ

0，0

またAHにおいては，明らかなパンドは検出されず

0　　4　　8　　12　16　20　24　　　VIP／PHI　mRNAは合成されていないか，合成されて

　　　　　　　Circadia，　tim，（hr）　　　　　　　　　いてもこの実験方法にては検出できないほど微量であ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ることが確認された。

Fig・3b　Summa「i Hed「esult°f　4・e・ies・f　　　　N考　察
　　　data　shown　ln　Fig．3a　as　mean　values

　　　with　standard　errors．　　　　　　　　　　　哺乳動物における概日リズムの中枢と考えられてい

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　るSCNについて，そのリズム生成とそこに存在する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　神経ペプチドの働きとを結びつけて考えることが検討

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　されている。今回の実験では盲目にしたラットの
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Somatostatin　mRNA　in　the　anterior　hypothalamus（AH）　　　　　　　VIP／PHI　mRNA　in　the　SCN
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Fig．4　Absence　of　significant　circadian　varia・　　Fig、5　Absence　of　signi且cant　circadian　varia・

　　　tion　in　somatostatin　mRNA　levels　in　the　　　　　tion　in　VIP／PHT　mRNA　levels　in　the

　　　anterior　hypothalamus（AH）just　dorsal　to　　　　　SCN．　After　entrainment　to　a　12hr：12hr

　　　the　SCN．　Three　series　of　data　are　summar－　　　　　1ight・dark　cycle，　rats　were　blinded　by

　　　ized，　Mean　level　of　each　series　of　data　is　　　　orbital　enucleation　2　days　before　sacri且ce，

　　　standardized　to　1．　　　　　　　　　　　　　　　　　The　SCNs　were　removed　at　4hour　inter・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vals　throughout　the　day．　Three　series　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　data　are　summarized　as　rnean　values　with

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　standard　errors，　Mean　level　of　each　series

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　data　is　standardized　to　1．

SCNにおいて，そこに存在するペプチドの1つソマ　　ムが脳の微小な核における核酸の量を調べる上でも有

トスタチンのmRNAに明らかに概日リズムが認めら　　用であることを示した点でも意義をもつと考える。

れる一方，同じくSCNに局在するVIP／PHIの　　　免疫組織化学的方法およびin　situ　hybridization法

mRNA量には変動が認められないことが初めて示さ　　により，　VIP／PHI　mRNAは視床下部およびその周辺

れた。また，今回著考が使用したイメージングプレー　　においてはほぼSCNにのみ限局して存在することが

トによる放射線量の測定が正確かつ簡便であることも　　確かめられているのに対し，ソマトスタチンmRNA

明らかとなった。　　　　　　　　　　　　　　　　　はSCN付近の第3脳室周辺にも存在することがわか

　従来，特異的蛋白や核酸量の測定にはX線フィルム　　っている9》。今回コントロールとして調べたanterior

を用いたナートラジオグラムをデソシトメリーにて定　　hypothalamus（AH）がこの組織を反映しているが，

量する方法が一般的であった。しかし，従来の方法の　　結果に示した様にAHでは1日を通して明確なリズム

問題点として，X線フィルムの感光度と実際の放射線　　は見られず，またcortex（CX）にも変化は見られな

量との関係はS字カーブ状で，濃度が低いと感度が悪　　かった。このこ’とからソマトスタチンmRNA量の変

く，濃度が高いと飽和に達してしまい，直線区間を除　　化はSCNに特異的であることが強く示唆された。

いては十分なS／N比が得られないことが問題となっ　　　今回示されたソマトスタチソmRNA量の変動のり

ていた。液体シソチレーシ・ソ法を使うとこの点は解　　ズムについて興味深いことの1つは，リズムの位相が

消されるが，非常に繁雑であり，また一度特定のプロ　　従来報告されているSCNにおける電気活動や代謝活

一ブでハイブリダイズしたものを別のプローブで再ハ　　動の臼周リズムに比して2）4）約6時間先行していること

イブリダイズすることは不可能であった。今回著者が　　である。すなわち，後2者の最大値，最小値は，それ

使用した方法は，オートラジオグラフィーと液体シソ　　それ主観的明期（外界の明暗情報が遮断されている場

チレーションの双方の利点を持ち，さらに比較的短時　　合その動物の体内時計にとって昼にあたる期間）およ

間で簡便に結果を得られることが判明し，このシステ　　び暗期（同様に夜にあたる期間）の中点付近であるの
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　に対し，ソr7トスタチンmRNA量の最大値は，主観　　と，その解剖学的領域とを結び付けて考えることは非

的明期の始め付近，また最小値は暗期の始め付近とな　　常に興味深い。すなわち，SCNのDM領域に存在す

　っている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　るペプチドは内因性のリズム生成に関係し，その

　　ごく最近，SCNにおけるソマトスタチンペプチド　　mRNAは概日リズムをもって合成される。一方SCN

の量が酵素抗体法によって測定され（Shinoharaら，　　のVL領域に存在するペプチドは，外界の明暗情報を

1991，投稿中），これがmRNAの変動に近い形を示　　伝える働きFを持ち，明暗条件に応じてそのmRNAの

　し，かつそれによりやや位相の遅れた日周リズムを持　　合成量は調節されているという仮説を立てることがで

っことが示されている。このことからSCNにおける　　きる。これを確かめるためにはSCNに存在する他の

　リズム生成の1つの可能性として，ソマトスタチン等　　ペプチド，たとえば，angiotensin　II（DM領域に存

の神経ペプチドのmRNA量の変化が神経ペプチド量　　する），　bombesinあるいはgastrin　releasing　peptide，

の変化をもたらし，この神経ペプチドがSCNの電気　　GRP　（VL領域に存する），　corticotropin　releasing

的活動を調節しているということが考えられる。　　　　hormone，　CRH（両領域に存する）などの挙動を調べ

　著者の実験で，SCNのVIP／PHI　mRNA貴が一定　　てゆく必要がある。また，ソマトスタチンを含めたぺ

であることを示したのに対し，Albersら13）はVIP／　　プチド類について，アゴニストやアンタゴニストを外

PHIのmRNA星が明期と暗期で異なり，明期に少な　　から加えることで，動物の行動リズム等にどのような

く暗期に多い昼夜差を示すことを報告している。しか　　影響が見られるかを検討してゆくことも必要であると

し，この食い違いは，実験条件の違いから生じたもの　　考えられる。

であると考えられる。すなわち，今回の実験は動物を　　　mRNAの量は，一般に遺伝子からの転写速度とそ

盲目にすることで全暗黒条件下に置き，外界の光を遮　　の分解速度の平衡によって決まると考えられているた

断して行ったのに対し，Albersらは動物を明暗サイ　　め，今回観察されたmRNA盤の変動を惹起する機序

クルの下に置き外界の光の影響を受けたまま行ってい　　および，内因性の計時機構との関係は複雑であること

る点で大きな違いがある。またSCNにおいて，外界　　が予想される。ソマトスタチン遺伝子については，最

からの光の情報を網膜から伝える線維が豊富な領域　　近，サイクリックAMP（cAMP）を介してその転写

VIP／PHIおよびそのmRNAが局在することがわか　　を調節する特別な塩基配列がプロモーター領域に発見

っていることから，VIP／PHI　mRNAは外界の光情報　　され，さらに，その配列に特異的に結合する核蛋白も

がない場合一定レベルに保たれるが，光情報に反応し　　同定されている21）22）。今回の実験で観察されたソマト

てその量が変化するものと解釈される。　　　　　　　　スタチンInRNA量の変化も，これらの調節機構と何

　UhlとRepperti°｝によって示された様に，　AVP（ar・　　らかの関係を持つ可能性も考えられ，今後検討してゆ

ginine　vasopressin）のmRNA蚤にも，盲目にした　　くべき課題である。

動物のSCNにおいて昼夜差が認められる。これが外

界の光情勲しでも存続する・とから，内因性のリズ　　　　v結　語

ムを持つものと考えられており，今回著者が示したソ　　　ラット視交叉上核（SCN）において，ソマトスタチ

マトスタチンmRNAとの類似性が認められる。　SCN　　ンおよびVIP／PHIのmRNA量の日周変化を検討し

は組織学的に大きく2つの領域，すなわち背内側　　た。外界の光情報を遮断された動物でもソマトスタチ

（dorsomedial＝DM）領域と腹外側（ventrolater・　　ンmRNA量には明らかな概Hリズムが見られたが，

al＝VL）領域に分けて考えられることがしぼしばあ　　VIP／PHI　mRNA量は一定に保たれていた。またソマ

るが，興味深いことにこのAVPとソマトスタチソの　　トスタチソmRNAの概日リズムの位相はSCNの電

2つのペプチドはともにSCNにおいて，　DM領域に　　気活動に先行した形を持っていた。これらの結果は，

存在することがわかっている8）9）。一方，内因性の変化　　ソマトスタチ’／　mRNAの合成がSCNにおける内因

は認められないが，明暗条件に反応する形でリズムが　　性の概日リズム生成あるいは伝達に深く関わっている

見られるV正P／PHI　mRNAは，　SCNにおいてVL領　　可能性を示唆している。

域に存在し，先にも述べたごとくこの領域には網膜か

らの投射線維がここに終わることがわかっている2°）。　　　本稿の要旨は，平成2年9月，第17回国際精神・神

これらのことより，SCNに存在するペプチドの働き　　経薬理学会総会および，平成2年10月，第33回日本神
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竹　内　潤　一

経化学会総会で発表した。　　　　　　　　　　　　　示，御指導下さいました三菱化成生命科学研究所，井

　稿を終えるにあたり，御指導と御校閲を賜りました，　上慎一先生に深く感謝します。

吉松和哉教授に深甚なる謝意を表します。また，御教
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