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研究成果の概要（和文）：レム睡眠は全ての哺乳類および鳥類に認められるが、それを制御する神経回路機構や
レム睡眠そのものの役割は未だよくわかっていない。レム睡眠異常を呈するDreamless変異家系の原因遺伝子
Nalcnについて、脳部位特異的遺伝子改変マウス（機能獲得型：Nalcn-FLEx、機能欠失型：Nalcn-flox）を作成
し、脳波解析によりレム睡眠の恒常性／安定性／終止／維持に関わる脳領域・神経細胞サブタイプの同定を試み
た。その結果、Nalcn遺伝子はVglut1またはVglut2陽性の興奮性神経細胞リニエージ、またはFoxg1リニエージと
なる終脳領域において特に、レム睡眠の制御に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although sleep is a ubiquitous animal behavior, the molecular/neural basis 
mechanism of REM sleep (REMS) remains unknown. The single nucleotide change in Nalcn gene leads to a
 single amino acid substitution (N315K) of the gene product leak cation channel NALCN that we termed
 Dreamless which shows REMS abnormality. To elucidate where the NALCN in brain take effect on REMS 
regulation, we generated Nalcn mutant lines bearing flox or FLEx knock-in for loss-of- and 
gain-of-function studies, respectively. In Nalcn-FLEx mice, we observed that the mice with a 
systemic Cre-expressing line Actb-iCre showed Dreamless-like phenotype on the electroencephalogram 
and electromyogram (EEG/EMG) analysis. In Nalcn-flox mice, we confirmed the neuronal 
subtype-specific deletion of Nalcn mRNA expression in adult brain tissue. By using these two Nalcn 
gene mutant mouse lines, we got some preliminary data that the Nalcn in excitatory neuron, or 
telencephalon region, may play a role for REM sleep regulation.

研究分野： 睡眠医科学、発生生物学

キーワード： NALCN　レム睡眠　CRISPR　中枢神経系　マウス　Dreamless　イオンチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠は、我々が日常的に経験し人生の三分の一の時間を費やす行為であるにもかかわらず、現在でも本質的な意
義や機能、制御機構等が謎に包まれている。レム睡眠は記憶の固定化に重要であることが知られているが、
Nalcn遺伝子に変異を持ちレム睡眠異常を示すDreamless変異マウスでは、記憶機能などにも異常が現れることは
重要な点である。Nalcnをターゲットとして遺伝子改変マウスを精査することで、レム睡眠が関わる脳機能と関
連のある新規の神経細胞群の特定につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

睡眠覚醒行動は恒常性および概日リズムによる制御を受けるとされており、クロック遺伝子群

や神経細胞の活動性を制御するチャネル群、それらを介在する細胞内シグナリング分子群など

が重要な役割を担うと考えられているが（Cirelli., Nat Rev Neurosci., 2009, PMID: 19617891; Saper 

et al., Neuron, 2010, PMID: 21172606）、睡眠を制御する遺伝子や分子・神経基盤にはいまだ不明

な点が多い。これまでに研究代表者らは、フォワードジェネティクスにより睡眠覚醒を制御する

新規遺伝子の探索を試み、その結果、レム睡眠に異常を呈するマウス家系Dreamlessを樹立した。

全エクソームシーケンス解析により非選択性陽イオンチャネルNALCNにアミノ酸置換を伴う点

突然変異を同定、さらにはゲノム編集技術によってこれが原因遺伝子変異であることを証明し

た（Funato, Fujiyama et al., Nature, 2016, PMID: 27806374）。レム睡眠異常モデルDreamless家系

における知見として、Dreamless変異マウスは一日あたりのレム睡眠総時間が非常に短く、レム

睡眠とノンレム睡眠が短い間隔で交代するのが特徴であり、レム睡眠エピソード持続時間の顕

著な短縮が認められることが挙げられる。成獣マウス脳におけるNalcn mRNA分布を調べたとこ

ろ、中枢神経系において大脳皮質を含む広範囲に発現が観察された。また、レム睡眠の終止に関

与する細胞を含む深部中脳核においてDreamless変異が神経細胞の電気生理学的な性質に及ぼす

影響を調べた結果、イオン透過性の増大に伴う発火頻度の上昇が確認され、NALCNがレム睡眠

を制御する神経回路において機能している可能性が示唆された。しかし、これらは表現型の原因

の可能性の一つに過ぎず、研究開始時点でDreamless家系におけるレム睡眠異常発症のメカニズ

ムについては全くの不明であった。レム睡眠の作動系神経回路として、脳幹、中脳灰白質、大脳

基底核、視床下部などの領域に存在する神経細胞群が機能することが知られているが（Scammell 

et al., Neuron, 2017, PMID: 28231463）、これらの神経回路においてNALCNタンパク質が細胞膜表

面のどこに局在し機能しているのか、レム睡眠前後におけるNALCNチャネルの開閉機構などに

ついては全く知られていなかった。また、特定の神経細胞群におけるNALCNチャネル動態の変

化によって、Dreamless変異家系でみられたレム睡眠の持続時間短縮（早期終止や総時間の減少

など）は再現されるのかもわかっておらず、レム睡眠におけるNALCNの機能に必要な細胞内コ

ンポーネントとは何かも不明である。 

 
 

２．研究の目的 

本研究においては、新たに見出されたレム睡眠異常の原因遺伝子 Nalcn を対象とし、遺伝学、分

子生物学、電気生理学、行動生理学を駆使し、「NALCN によるレム睡眠制御の分子・神経回路メ

カニズム」を明らかにし、レム睡眠の生体における生理的意義を明らかにすることが目的である。 
 
 

３．研究の方法 

主に以下の方法によって、Nalcn 遺伝子に対し脳部位特異的に Dreamless 変異を誘導し in vivo で

睡眠覚醒行動を調べることで、レム睡眠異常の責任脳領域・細胞を探索する。次に、Nalcn 遺伝

子を発現する細胞について、免疫染色や in situ ハイブリダイゼーション法などを組み合わせて

各種神経細胞サブタイプごとに組織学的に解析する。これらにより、NALCN がレム睡眠制御に

関わる神経細胞サブグループを明らかにする。 

（1）脳部位特異的 Nalcn 遺伝子改変マウスを用いたレム睡眠を制御する神経回路の探索 
  Dreamless 家系においてレム睡眠の顕著な短縮が認められたので、変異型 NALCN がどの脳



領域で作用しているのか、以下の遺伝子改変マウスを用いて睡眠覚醒脳波解析を行い、Dreamless

家系のレム睡眠異常を再現しうる特定の細胞種・神経核部位を探索を試みた。申請者らは

Cre/loxP システムにより任意の部位、時期、細胞種特異的に Dreamless 変異を誘導させることが

できる Nalcn-FLEx マウスを作製に取り組み、特定のプロモーター制御下で Cre 組換え酵素を発

現する遺伝子改変マウスや AAV ベクターとを組み合わせることで、in vivo 睡眠覚醒計測実験を

行った。加えて、Nalcn 遺伝子について脳部位特異的遺伝子欠損をおこなうため、コンディショ

ナルノックアウトアリル（Nalcn-flox KI）の作製を試みた。方法としては CRISPR/Cas9 を用い、

loxP site の二ヶ所挿入を、それぞれに分けて行った。当初の予想より期間が掛かったものの、

Nalcn-flox allele を持つマウス系統を樹立することができた。この Nalcn-flox ノックインマウスを

用いて、FLEx マウスと同様のスキームで機能欠失実験を行った。 

（2）レム睡眠を制御する Nalcn 遺伝子発現神経細胞の性質の同定 
  レム睡眠異常が観察された遺伝子改変マウス群について、関連する神経細胞が局在する脳

領域において、興奮性／抑制性マーカーや神経伝達物質マーカーと Nalcn mRNA に対する in situ

ハイブリダイゼーション法を組み合わせて組織学的・解剖学的に調べ、レム睡眠制御に関わる神

経細胞の性質を明らかにすることを試みた。 
 

４．研究成果 

（1）脳部位特異的 Nalcn 遺伝子改変マウスを用いたレム睡眠を制御する神経回路の探索 
  新潟大学﨑村研究室と共同で改良型の Nalcn-FLEx アリルの再作製に取り組み、Cre を効か

せる以前のアリルから Nalcn mRNA が通常に近い発現量でみられること、Cre 組換え酵素の導入

により変異型 Dreamless 遺伝子が誘導されること、Actb-iCre 系統掛け合わせによる全身性ヘテロ

変異の誘導により Dreamless 変異マウスと同様の表現型が再現されることを確認した。これらを

もって、Cre 酵素依存的に Dreamless 型 NALCN の発現が期待されるマウス系統（Nalcn-FLEx KI）

の作製について成功とした。次に、各種プロモーター制御下にて Cre を発現するマウス系統と掛

け合わせを施行、電極手術による脳波／筋電図（EEG/EMG）レコーディングを行い、睡眠覚醒

行動様式について MC-SleepNet（Yamabe et al., Sci Rep, 2019）を用いて評価を行った（図１）。 

 

 

  
図１ Nalcn-FLEx マウス系統と各種 Cre 系統を用いた in vivo 睡眠解析結果. Foxg1 領域、Vglut1、Vglut2 リニ

エージ細胞における Dreamless 型 NALCN の ectopic 発現により、レム睡眠の顕著な低下が観察された 

（20 sec/epoch での判定、MC-SleepNet で自動解析プログラムによる解析後に全てマニュアルにて再解析） 



同様に、Nalcn-flox アリル

による機能欠失の系にお

いても各種 Cre 発現マウ

ス系統との掛け合わせを

施行し、脳波電極手術およ

び睡眠覚醒行動解析を行

った（図２）。プレリミナ

リーデータではあるが、機

能獲得型と機能欠失型の

両方の実験共に、Foxg1 リ

ニエージとなる終脳領域

および Vglut1 リニエージ

となる興奮性神経細胞系

譜における NALCN の機

能変化によって、総レム睡

眠量およびレム睡眠持続時間の低下が観察された。おそらく、これらの脳領域／細胞種において

NALCN が正常に機能することで、レム睡眠の安定性（デルタ波、シータ波の適切な出現）の維

持に寄与しているのではないかと考えられる。今後は引き続きこれらの Nalcn-FLEx マウスおよ

び Nalcn-flox マウスを用いて、各種 Cre 発現マウス系統との掛け合わせや AAV ベクターの注入

実験を進め、レム睡眠の制御に関わる神経領域／神経細胞種における NALCN の機能を解明し

ていきたい。 

（2）レム睡眠を制御する Nalcn 遺伝子発現神経細胞の性質の同定 
    まずはじめに、Nalcn 遺伝子を発現

する細胞について神経細胞サブタイプの性

質を調べるため、興奮性神経細胞の一般的

なマーカーである Vglut2 mRNA および抑

制性神経細胞の一般的なマーカーである

Vgat mRNA との二重 in situ ハイブリダイゼ

ーション法による検討を行った。視床下部

（注：結果 1 より、レム睡眠には影響を示

さなかった Foxd1 リニエージとなる脳領

域）における Nalcn 発現細胞については、

視床下部神経亜核ごとに、興奮性神経細胞

のマーカーとなるVglut2との共局在が見ら

れるものと見られないものが混在していた

（図３）。また、海馬皮質領域において、

抑制性神経細胞のマーカーとなる Vgat と

の共局在具合を調べたところ、Vglut2 と同

様に陽性のものと陰性の細胞が混在していた。これらの結果から、Nalcn 遺伝子は成獣マウス脳

において興奮性神経細胞と抑制性神経細胞の両方に発現するが、レム睡眠の制御という側面か

ら考えると、興奮性神経細胞における役割の比重がより大きいのかもしれない。引き続き、レム

睡眠に変化が見られた終脳領域や橋延髄においても、今後同様の解析を進める予定である。 

図２ Nalcn-flox マウス系統と各種 Cre 系統を用いた in vivo 睡眠解析結果（プ

レリミナリーデータ）. FLEx の実験と同様に、Foxg1 領域、Vglut1 リニエージ細

胞における NALCN の欠失により、レム睡眠に異常を示す傾向が見られた 

（20 sec/epoch での判定、MC-SleepNet で自動解析のみ、マニュアル未解析） 

図３ 野生型成獣マウス視床下部における Nalcn mRNA と

Vglut2 mRNA の二重 in situ hybridization. Nalcn 発現細胞

には、Vglut2 陽性および陰性のニューロンがある 
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