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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、時計遺伝子Bmal1がコリン作動性ニューロン（ChAT）特異的にKOされ
たマウス（ChAT-Bmal1 KOマウス）を作成し、生体リズム異常と気分障害を繋ぐ分子メカニズムの解明に迫っ
た。その結果、ChAT-Bmal1 KOマウスは情動行動に異常を示さなかったが、睡眠覚醒および、オレキシン神経系
への影響がみられた。このことから、コリン作動性神経における時計遺伝子Bmal1は、情動機能に影響は示さな
いものの、アセチルコリン作動性神経およびオレキシン作動生神経の機能調節を介して、覚醒を調節する可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we approached for an elucidation of the molecular mechanism 
to connect a circadian rhythm deprivation and mood disorders together using ChAT-Bmal1 KO mice.  The
 results showed that Although ChAT-Bmal1 KO mice did not exhibit the affective behaviors 
abnormality, the mice indicate malfunction of sleep-wake cycle and orexinergic system.  Therefore, 
it was suggested that Bmal1 expression in cholinergic neuron plays an important role in regulating 
the sleep-wake system through the orexinergic system though do not have an influence on affective 
behaviors.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまでほとんど調べられていなかった、体内時計とコリン作動性ニューロンとの関わりを探るも
のであった。本研究により、コリン作動性ニューロンにおけるBmal1の発現異常は情動行動には影響せず、睡眠
覚醒障害を引き起こす可能性を示した。このことから、コリン作動性ニューロンの時計機能は、いまだ解明され
ていない睡眠覚醒メカニズムの解明に向けた、新たなターゲットになる可能性がある。本研究の成果は、将来ヒ
トや家畜動物の睡眠障害における、有用な薬の開発や治療法確立につながることから、社会医学的、睡眠医学的
にも大きく貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
2017年、WHOが掲げた国際保健に関するテーマが「うつ病」であることからわかるように、近
年、気分障害の罹患率増加は社会問題となっている。そのため現在、気分障害の発症メカニズム
解明に向けた研究が盛んに行われている。これまで多くの仮説が提唱されてきた一方、未だ不明
な点が多く、予防法や完璧な治療法確立には至っていない。近年、体内時計の乱れと情動変化に
関連した研究が報告されてきていることから、生体リズムは情動に強く影響することが示唆さ
れるが、正確な制御メカニズムの解明にはまだ至っていない。 
申請者はこれまでの研究において、双極性障害の生体リズム異常における分子メカニズムの解
明、特に時計遺伝子 Rev-erbαと双極性障害発症の関わりについて焦点を当てた。これまで、Rev-
erb αを knockout (KO)したマウスでは、行動量の増加などのポジティブな行動異常、およびドー
パミン神経系に異常を示すことが報告されており、Rev-erbαと双極性障害発症は深く関わること
が示唆されている。申請者の実験においても、ポジティブな行動異常と共に、脳部位特異的にド
ーパミン神経系が変化することを確認している。ところがこのマウスは、ポジティブな行動異常
と共に、不安様行動などのネガティブな行動異常を示すことを見出した。さらに前頭前皮質にお
いては、アセチルコリンの減少を認め、コリン作動性ニューロンへの影響が示唆された。時計遺
伝子とコリン作動性ニューロンの関わりを示す研究はまだ少なく、気分障害発症メカニズム解
明の糸口となる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、『Rev-erbαの下流にある時計遺伝子 Bmal1は、コリン作動性ニューロンの制御
を介して情動調節を行っている』という仮説の元、これを証明するために研究を行った。体内時
計とコリン作動性ニューロンの連関を紐解くため、時計遺伝子 Bmal1をコリン作動性ニューロ
ン特異的に KOしたマウス（ChAT-Bmal1 KO マウス）を作製した。そしてこのマウスを用いて、
コリン作動性ニューロンの Bmal1を特異的に KOしたマウスは情動行動異常を示すのか、Bmal1
はコリン作動性ニューロンとどのように関わるのか、の疑問を解き明かすことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究で用いた ChAT-Bmal1 KO マウスは、Cre-loxPシステムを用いて作製された。作製された
ChAT-Bmal1 KO マウスは、ChAT プロモーターの下流に発現させた Cre recombinase と floxed 
Bmal1を持つ。Controlマウスには floxed Bmal1を持つが、Cre recombinaseは持たない個体を用
いた。 
 
1) ChAT-Bmal1 KO マウスの行動解析 
ChAT-Bmal1 KO マウスがどのような行動異常を示すのかを確認するため、様々な行動テストを
実施した。ChAT-Bmal1 KO マウスを 12 時間明期：12 時間暗期で、9〜12 週齢になるまで飼育
し、その後各種行動テストによりマウスの情動行動を Controlマウスと比較、評価した。実施し
た行動テストは赤外線センサーによる活動量、オープンフィールドテスト、物体認知テスト、高
架式十字迷路、強制水泳テストである。 
 
2) ペントバルビタール誘発睡眠試験 
ChAT-Bmal1 KO マウスの睡眠覚醒異常を確認するため、ペントバルビタール誘発睡眠試験を行
った。9〜12週齢の雄マウス（にペントバルビタールナトリウムを腹腔内投与し、投与から入眠
までの時間を睡眠潜時、入眠から覚醒までの時間を睡眠持続時間とし、記録した。 
 
3) ChAT-Bmal1 KO マウスの分子生物学的解析 
 9〜12週齢の ChAT-Bmal1 KO マウスの脳サンプルを用いて、分子生物学的な検討を行った。
サンプリング部位はアセチルコリン合成部位であるマイネルト基底核、脚橋被蓋核、背外側被蓋
核およびその投射先である前頭前皮質である。これらの部位から、コリン作動性ニューロンおよ
びオレキシン作動性ニューロンと関わる遺伝子の mRNA の発現量を Realtime PCR により測定
し、Controlマウスと比較した。 
 
４．研究成果 
まず、ChAT-Bmal1 KO マウスの情動行動異常を確認するために行った行動テストにおいて、 
オープンフィールドテストおよび高架式十字迷路による不安様行動、強制水泳テストによるう
つ様行動には明確な差を確認することができなかった。このことから、コリン作動性ニューロン
特異的な Bmal1 の発現異常は、情動行動に影響しないことが考えられた。そこで体内時計研究
の原点に立ち返り、赤外線センサーによる活動量を用いて、行動のサーカディアンリズムに
Bmal1 KOの影響がそもそもあるのかを確認した。その結果、行動のリズム減弱を示したことに
加えて、活動期（暗期）における行動量の減少という興味深い行動アクトグラムが得られた（図. 



1）。これまでの報告で、オレキシン合成酵素を KOしたマウスでは行動量の低下と共に、睡眠
覚醒障害を示すことが知られている。そのため、簡易的に睡眠覚醒の変化を確認できるペントバ
ルビタール誘発睡眠試験を実施した。その結果、睡眠の指標である睡眠潜時に有意差はみられな
かったものの、覚醒の指標である睡眠持続時間は、ChAT-Bmal1 KO マウスで有意に延長された。
このことから、ChAT-Bmal1 KO マウスは覚醒機能に異常がある可能性が示唆された。 
 

 
  
次に覚醒異常を引き起こしているターゲット部位を特定するため、アセチルコリン合成部位と、
その投射先におけるコリン作動性ニューロンおよびオレキシン作動性ニューロンと関わる遺伝
子の発現量を測定した。その結果、コリン作動性ニューロンに関わる遺伝子発現は多少の変化が
みられるものはあるものの、目立った動きはほとんど見られなかった。一方、オレキシン作動性
ニューロンに関わる遺伝子に関しては、オレキシン受容体に関わる遺伝子（Hcrtr1、Hcrtr 2）の
発現量がマイネルト基底核で有意に増加し、前頭前皮質では増加傾向がみられた（図. 2）。これ
らのことから、ChAT-Bmal1 KO マウスは、オレキシン作動性ニューロンとの情報伝達機能に異
常を示し、このことが覚醒機能異常につながる可能性が示唆された。今後は ChAT-Bmal1 KO マ
ウスの覚醒調節メカニズムの解明に向けて、検討を進めていく予定である。 
 
 

図.1 行動リズムのアクトグラム 

 

Controlおよび ChAT-Bmal1 KOの 10日間の明暗環境下(LD)

および 20日間の恒暗環境下(DD) のアクトグラム。黒い部

分がマウスの行動の有無。図中のグレーは暗期を示す。 

図.2 マイネルト基底核および前頭前皮質におけるオレキシン受容体遺伝子の発現 
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