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概要

　本研究の目的は、睡眠不足による「睡眠負債」と過剰な脂肪蓄積による「体重負債」を結ぶ脳内神経回路を解
明することである。代表者らが発見したリン酸化酵素 SIK3はその遺伝学的操作によって睡眠異常と体重異常の
双方をきたすことから、SIK3パスウェイを切り口として、睡眠制御と体重・エネルギー代謝制御の共通・独立神
経基盤を同定することを目的とした。誘導要因の異なる睡眠様状態を比較する実験系を構築し、TRAP2:Ai9マウ
スを用いた活動依存的全脳マッピング、DREADD法による機能的検証、およびファイバーフォトメトリと GRAB
センサーを組み合わせた神経修飾物質の動態計測を実施した。全脳マッピングにより、共通して活動する脳領域
と条件特異的に活動する脳領域を同定した。DREADD法による検証では、候補領域の再活性化によって睡眠様
行動が誘導されることを確認した。またファイバーフォトメトリ解析から、行動・脳波上は類似した睡眠様状態
であっても神経修飾物質の動態が条件間で質的に異なることを発見した。今後は視床下部における特定ニュー
ロン集団の同定と機能的接続の解明を進め、睡眠と体重の制御が交差する分子・回路レベルの接点を明らかにす
ることが次の課題である。本研究の成果により新たな介入戦略の開発が期待される。
　本研究助成により、多数の全脳切片の自動撮像に不可欠なオールインワン蛍光顕微鏡を整備することができ
た。これらの設備は本研究の遂行に不可欠であり、三菱財団のご支援が研究の推進に決定的な役割を果たした。
ここに深く感謝申し上げる。

背景および目的

　睡眠不足による「睡眠負債」と過剰な脂肪蓄積による「体重負債」は、いずれも心身に深刻な悪影響を及ぼ
す。両者の制御が密接に関連することは、うつ病などの気分障害において不眠・食思不振・体重減少が並存する
ことからも示唆される。脳の視床下部は睡眠制御と摂食・エネルギー代謝制御の双方を担っており、両機能が重
複する神経基盤の存在が予想される。しかし、視床下部には多数の神経核と多様なニューロンタイプが存在し、
睡眠制御ニューロン群と体重制御ニューロン群が相互にどのように影響し合いながら両機能を統合的に制御し
ているかは明らかではなかった。
　研究代表者らはマウスを用いた睡眠のフォワード・ジェネティクス研究を世界に先駆けて推進し、新たな睡眠
制御分子としてリン酸化酵素 SIK3を見出した。SIK3の遺伝学的操作によりマウスが肥満やるい痩を呈するこ
とが判明し、SIK3パスウェイが睡眠と体重の双方の制御を担う共通の細胞内シグナル伝達系として機能すること
が示唆された。本研究では、SIK3パスウェイに着目しながら、睡眠制御ニューロン群と体重制御ニューロン群を
同定し、その活動をカルシウムイメージングと神経伝達物質の同時イメージングによって可視化するとともに、
両ニューロン群の機能的接続を解明することを目的とした。

方法

１．実験モデルと条件設定
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　睡眠制御と摂食・エネルギー代謝制御に関わる神経回路の共通部位と非共通部位を切り分けるため、誘導要因
の異なる 3つの睡眠様状態を比較対象として設定した。自然睡眠（睡眠恒常性・概日リズムを反映）、消化管ペ
プチド投与による睡眠様状態（満腹・内臓感覚などの摂食関連シグナルを背景とする）、リポ多糖投与による睡
眠様状態（炎症性の摂食抑制とエネルギー代謝変化を背景とする）の 3条件である。行動レベルでは類似した休
息・睡眠様状態を示しながら誘導メカニズムが異なることが、条件間比較の鍵となった。
　
２．TRAP2:Ai9マウスを用いた活動依存的全脳マッピング
　各条件における神経活動を全脳レベルで網羅的に捉えるため、神経活動依存的に Creリコンビナーゼを誘導す
る TRAP2系統と、Cre陽性細胞で赤色蛍光タンパク質を発現する Ai9系統を掛け合わせた TRAP2:Ai9ダブルト
ランスジェニックマウスを用いた。4-ヒドロキシタモキシフェン（4-OHT）を投与することで特定の時間窓内に
活動した神経細胞を蛍光標識し、3条件それぞれで活動した細胞群を全脳連続切片で比較解析した。大量の脳切
片画像の取得と再構成には、本研究助成により導入したオールインワン蛍光顕微鏡（Keyence BZ-X810）の自動
撮像・タイリング機能を活用した。
　
３．DREADD法による候補領域の機能的検証
　全脳マッピングで同定した候補領域について、アデノ随伴ウイルス（AAV）を用いて DREADD（Designer
Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs）を発現させ、化学遺伝学的手法によって特定の神経細胞群を選
択的に再活性化した。合成リガンド（CNO）投与後の行動変化および脳波変化を記録・評価することで、候補領
域が睡眠様状態の誘導に果たす役割を検証した。また、二重標識法を用いて 3条件間で活動細胞群の重なりと差
異を細胞レベルで定量した。
　
４．ファイバーフォトメトリによる神経修飾物質の動態計測
　RWD社製 3波長対応ファイバーフォトメトリシステムを用い、脳波・筋電図記録と同時に神経修飾物質の動
態をリアルタイムで計測した。GRABセンサーを各ターゲット領域に AAVで発現させ、ドパミン・ノルアドレ
ナリン・アデノシン・アセチルコリンの蛍光シグナルを条件間で比較した。これにより、睡眠段階の切り替わり
と神経化学的変化の時間的対応関係を秒オーダーで評価した。
　
５．視床下部特定ニューロン集団への遺伝学的介入
　各種 Creドライバーマウスに AAVを脳内局所投与し、腹内側核および室傍核の特定ニューロン集団において
SIK3機能を亢進または抑制した際の睡眠量・体重変化を指標に、制御領域の絞り込みを行っている。また、室傍
核のマイクロダイセクション検体を用いた Chromium（10X Genomics）による 1細胞 RNA-seq解析も進めており、
絶食・レプチン投与条件下での各細胞クラスターの遺伝子発現変化の同定を予定している。

結果および考察

１．全脳マッピングによる候補領域の同定
　TRAP2:Ai9マウスを用いた全脳マッピングにより、3条件に共通して活動する脳部位と、各条件に特異的に活
動する部位を抽出することに成功した。共通して活動する領域は睡眠促進に普遍的な神経基盤を担う候補とし
て、条件特異的な領域は摂食・炎症・概日性シグナルを睡眠調節に統合する回路の一部として位置づけられる。
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図 1．睡眠制御の多層性
睡眠導入条件によって関与する神経集団が異なることを示す。

　
２．DREADD法による機能的役割の確認
　LPS投与時に活動した細胞群を DREADD法で再活性化したところ、複数の脳領域で睡眠様の行動変化を誘導
できることを確認した。この結果は、マッピングで同定した候補領域が実際に睡眠制御に機能的に関与すること
を示す直接的な証拠となる。二重標識による解析からは、3条件間で活動細胞群の重なりに明確なパターンがあ
ることが示されており、睡眠制御回路の共通要素と状態特異的要素の分離が細胞レベルで進みつつある。
　
３．睡眠様状態間の神経化学的差異
　ファイバーフォトメトリ解析から、行動および脳波上は類似した睡眠様状態であっても、GRABセンサーに
よって可視化された神経修飾物質の動態が条件によって一様でないことが明らかとなった。この知見は、睡眠様
状態が均一な脳状態ではなく、異なる神経化学的バックグラウンドの上に成立していることを示しており、睡眠
と摂食・代謝シグナルの統合メカニズムを考える上で重要な示唆を与える。
　
４．視床下部ニューロン集団と機能的接続
　SIK3が視床下部ニューロンを介して睡眠量やエネルギー代謝を制御することを示唆する結果が得られており、
視床下部各神経核間の機能的接続の検証、および 1細胞 RNA-seqによる細胞タイプ特異的な遺伝子発現プロファ
イルの取得は現在進行中であり、睡眠制御と体重制御の分子・回路レベルの交点を明らかにしていく予定であ
る。
　以上の成果を総合すると、睡眠制御と摂食・エネルギー代謝制御は部分的に共通する神経基盤を持ちながら
も、状態依存的に異なる神経回路と神経化学的メカニズムによって支えられる並行的な制御系として成立してい
ることが示唆される。本研究で構築した多角的解析基盤をもとに、今後は睡眠恒常性とエネルギー恒常性を結ぶ
神経回路の全貌解明を進め、不眠・肥満に関連する疾患への新たな介入戦略の開発に資する知見の蓄積を目指
す。
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