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研究成果の概要（和文）：本研究は睡眠恒常性とカルシウム依存的な過分極経路の関係性を問うものである。本
研究ではカルシウム依存的な過分極経路と睡眠恒常性制御の関係を明らかにし、新規睡眠時間制御遺伝子として
Kcnk9を同定することに成功した。同結果をPNAS誌に報告し、同結果に関してEuropean Sleep Research Society
 24thのシンポジウムで招待講演を行った。

研究成果の概要（英文）：This study questions the relationship between sleep homeostasis and the 
calcium-dependent hyperpolarization pathway. In this study, we clarified the relationship between 
calcium-dependent hyperpolarization pathway and sleep homeostasis control, and succeeded in 
identifying Kcnk9 as a novel sleep gene. The results were reported to PNAS, and the invited talk was
 given at the symposium of the European Sleep Research Society 24th.

研究分野： 睡眠

キーワード： 睡眠恒常性

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠時間を決める遺伝子を明らかにすることで、その遺伝子もしくは関連遺伝子をターゲットとした安全な睡眠
薬の開発が可能です。また睡眠は多くの精神疾患と密接に関わっており、睡眠を制御するメカニズムを解明する
ことは精神疾患に対する新規治療法の開発に繋がる可能性があります。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
睡眠はショウジョウバエからヒトまで保存されており、一日の睡眠時間や入眠のタイミングは
動物種間では異なるものの、動物種内では一定に保たれている。これらの睡眠の重要な性質を
端的に表現したモデルとして 2 プロセスモデルが知られる (Berbely et al., 1982)。つまり、 “一
日の中でいつ寝るか“という入眠のタイミングを決めるプロセスＣと、”一日にどのくらい寝る
か“という睡眠の量を決めるプロセスＳによって睡眠は制御されているというモデルである。
このプロセスＳの構成因子を同定することが、睡眠研究の大きな主眼の一つであるが、未だに
達成されていない。これまで申請者の所属する研究グループは、睡眠時の大脳皮質の神経細胞
が示す神経発火パターンに着目し、その構成要素が睡眠時間の制御にも重要な役割を果たすと
いう仮説を立て、それを検証しました。その結果、数理モデルを用いた睡眠時間制御遺伝子の
予測とＫＯマウスの作製および睡眠表現型解析を組み合わせることで、カルシウム依存的な過
分極経路に含まれる遺伝子群が睡眠時間制御に重要な役割を果たすことを明らかにしました 
(Tatsuki et al., 2016)。しかし、睡眠時間を制御する遺伝子（睡眠時間制御遺伝子）と睡眠恒
常性との関係性は未だに明らかではありません。 
 
２．研究の目的 
本研究では、睡眠時間制御遺伝子の探索及び、同定した睡眠時間制御遺伝子と睡眠恒常性の関
係性を明らかにするものである。 
 
３．研究の方法 
数理モデル： 
Tatsuki et al 2016 で用いた数理モデルを改変し、よりシンプルなモデルを作成し、新たな睡
眠時間制御遺伝子の予測を行った。 
実験： 
Triple-CRISPR 法と SSS 法を組み合わせることで、(Sunagawa et al., 2016)、遺伝子改変マウ
スを作製した。作製した遺伝子改変マウスに対して EEGEMG 測定を行った。 
解析： 
非線形時系列解析とデルタ波の解析アルゴリズムを実装し、睡眠時間制御遺伝子の KO マウスに
おける睡眠恒常性の異常の有無について調べた。 
 
４．研究成果 
カルシウム依存的な過分極経路に属する遺伝子群のノックアウト（KO）マウスを作製し、脳

波・筋電図を用いてその測定を行った。その結果、カルシウム依存的な過分極経路に属する遺
伝子と、ノンレム睡眠およびレム睡眠制御との関係が明らかになった。更に、非線形時系列解
析アルゴリズムとデルタ波の解析アルゴリズムを開発・実装し、これらのマウスの脳波データ
に適用したところ、複数の変異体マウスで睡眠恒常性の変化が示唆された。 
新規の睡眠時間制御遺伝子を同定するために、まず徐波発火パターン形成のモデルである AN

モデルの重要な要素を残しつつ単純化をおこった。単純化の際には、Tatsuki et al 2016 で報
告された AN モデルにおいて特定のチャネルが“ある”状態と“ない”状態で、ランダムにパラ
メーターを設定したときに徐波発火パターンが出る確率の比較をおこないました。徐波発火パ
ターンが出る確率に大きな影響を与えるようなチャネルを選択しモデルに残すことで、より単
純なモデルである新しいモデル（SAN モデル）の作成に成功しました。具体的には AN モデルが
チャネル・ポンプ数 13 個、変数 10個であったのに対して SAN モデルはチャネル・ポンプ 6個、
変数 3個にまで単純化されました。 
モデルが単純化されたことにより、SAN モデルを用いて新たにさまざまな解析が可能になり

ました。まず徐波発火パターンにおける電流の解析をおこなうと、徐波発火パターンに特徴的
な Down state において、以前から睡眠への関与が知られていたカルシウム依存性カリウムチャ
ネルに加えてリークカリウムチャネルが働いていることがわかりました。さらにカルシウム依
存的な過分極に関連したチャネルの透過性を低下させた状態でリークカリウムチャネルの透過
性を低下させると、徐波発火パターンから覚醒時の発火パターンに変化することがわかりまし
た。そこでこれらのチャネルと相平面上のヌルクラインとの関係を調べることにより、リーク
カリウムチャネルとカルシウム依存性カリウムチャネルが共同して Up state から Down state
への移行に関与していることが明らかになりました。これによりリークカリウムチャネルの透
過性を下げると徐波発火パターンが覚醒時の発火パターンに変化することがわかりました。 
これらの結果のうち検証可能なものについては、AN モデルでも同様の結果が得られました。

以上のことにより、リークカリウムチャネルの透過性が低いと徐波発火パターンではなく覚醒
時の発火パターンが出現することがわかりました。このことからリークカリウムチャネルの発
現が低下した状態では神経細胞では徐波発火パターンが出にくく、大脳皮質全体として徐波が
出にくくなると考えられ、その結果睡眠時間が減少すると予測されました。 
実際にこの予測をマウスの個体レベルで検証しました。まず、1 次スクリーニングといてト

リプル CRISPR 法でリークカリウムチャネル遺伝子を一つずつ欠失させたマウスを作製し、高速
に睡眠表現型を解析することができる SSS 法により睡眠量を測定しました。その結果、二つの
リークカリウムチャネル（Kcnk9 または Kcnk16）を欠失したマウスにおいて睡眠時間の有意な



減少が観察され、特に Kcnk9 を欠失したマウスについては睡眠時間が著しく減少していました
（図１）。そこで、Kcnk9 遺伝子欠失マウスの睡眠量を、脳波・筋電図測定を用いてより詳細に
解析したところ、Kcnk9 遺伝子欠失マウスは睡眠時間のうちノンレム睡眠の時間が著しく減少
していることがわかりました（図２）。このように、徐波発火パターンの形成への関与が示唆さ
れたリークカリウムチャネルが、マウスの睡眠時間制御にも関与していることが動物実験で示
されました。AN モデルで得られた結果と照らし合わせると、カルシウム依存的・非依存的なカ
リウムチャネルの働きが睡眠時に見られる徐波発火パターンに重要な役割を果たすと考えられ
ます（図３）。 
これらの結果に関しては、睡眠の国際的な学術大会である”World Sleep 2017"で口頭発表お

よびポスター発表を行い、Young Investigator Outstanding Poster Award を受賞した。ま
た”ESRS 2018”のシンポジウムで口頭発表（招待）を行った。更に、これらの結果をまとめ筆
頭著者の一人として、PNAS 誌に報告した (Yoshida, Shi, et al., 2018)。 
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