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研究成果の概要（和文）：小脳虫部の損傷や小脳虫部の変性を伴う多くの疾患（脊髄小脳変性症など）では，睡
眠-覚醒サイクルの異常が起こり，重度の睡眠障害が生じることが知られており，小脳が，睡眠-覚醒サイクルの
調節に関与していることが示唆されている。しかし，「どのような神経基盤（神経回路・神経システム）によっ
て，小脳が睡眠-覚醒サイクルの調節に関与するのか」は，明らかになっていなかった。本研究は，小脳が睡眠&
#8211;覚醒サイクルの調節への関与を示唆する新規神経回路を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It is known that many diseases (e.g., spinocerebellar degeneration) that 
involve damage of the cerebellar vermis or degeneration of the cerebellar vermis cause abnormalities
 in the sleep-wake cycle resulting in severe sleep disturbances. The observations suggest that the 
cerebellum is involved in regulating the sleep-wake cycle. However, it has not been clarified what 
kind of neural basis (neural circuits and systems) the cerebellum uses to regulate the sleep-wake 
cycle. In this study, we identified a novel neural circuit that suggests the cerebellum is involved 
in regulating the sleep-wake cycle.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小脳虫部の損傷や小脳虫部の変性を伴う多くの疾患（脊髄小脳変性症など）では，睡眠-覚醒サイクルの異常が
起こり，重度の睡眠障害（不眠症，日中における抵抗しがたい過度の眠気，レム睡眠行動障害，睡眠時無呼吸
症）が生じることが知られている。本研究は、小脳が睡眠－覚醒サイクルの調節への関与を示唆する新規神経回
路を同定した。小脳虫部の損傷と重度の睡眠障害の神経基盤が明らかとなり、重度の睡眠障害に対する新たな治
療対象を示唆している。

※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。



１．研究開始当初の背景 

小脳は，知覚と運動機能を統合することによって平衡・筋緊張・随意筋運動の調節を

行う機能を担っている．「小脳の機能は，運動機能調節」と短絡的に関連付けてしま

いがちであるが，近年の小脳疾患の症例研究や小脳の基礎研究によって，小脳が知覚

と運動を統合する機能以外に，多くの生理機能・認知機能を担っていることが明らか

となってきた．人が小脳を損傷すると，運動失調・眩暈・嘔吐などとともに，遂行機

能障害・空間認知障害・言語障害・人格障害が出現し，それらは，小脳性認知情動症

候群（Cerebellar Cognitive Affective Syndrome: CCAS）として臨床報告されて小脳

後方領域または小脳虫部の損傷と，CCAS 発症の関連性が高いことが示唆されている．

また，小脳虫部の損傷や小脳虫部の変性を伴う多くの疾患（脊髄小脳変性症など）で

は，睡眠–覚醒サイクルの異常が起こり，重度の睡眠障害（不眠症，日中における抵抗

しがたい過度の眠気，レム睡眠行動障害，睡眠時無呼吸症）が生じることが知られて

おり，小脳が，睡眠–覚醒サイクルの調節に関与していることが示唆されている①，②．

また，ウサギの小脳虫部の損傷または電気刺激が，血圧や動脈血の流入量の変化を引

き起こすことから，小脳虫部は，心臓血管系反応にも関与していることが，示唆され

ている③．しかし，睡眠–覚醒サイクルの調節は，小脳以外の神経核視床下部外側野・

青斑核・内側傍小脳脚核などが担っており，小脳は，睡眠–覚醒サイクルの調節に直接

関与しないとされている．そのことから，小脳と睡眠–覚醒サイクルを調節する神経核

との間には神経連絡が存在し，小脳は，それら神経核の神経活動を制御することによ

って，睡眠–覚醒サイクルの調節に関与していると考えられたが，小脳と睡眠–覚醒サ

イクルの調節を担う神経核との神経連絡は，不明であった．このように，「どのよう

な神経基盤（神経回路・神経システム）によって，小脳が前出の生理機能の出現に関

与するのか」は，明らかになっていなかった． 

 蛍光タンパク質を発現するAAVベクターを用いることにより，小脳虫部のプルキンエ

細胞から内側傍小脳脚核（内側結合腕傍核）に直接投射する新規の神経経路が見いだ

された④．内側傍小脳脚核は，レム睡眠とノンレム睡眠の切り換え制御⑤・心血管系反

応の制御③・呼吸反応の制御⑥（を行っている重要な神経核であることが知られてい

る．したがって，小脳虫部のプルキンエ細胞から内側傍小脳脚核への神経経路は，小

脳が，睡眠-覚醒サイクルの調節並びに心血管系反応の制御にも関与するための神経基

盤を示唆するものであった．  

 

２．研究の目的 

本研究は，小脳虫部のプルキンエ細胞が内側傍小脳脚核へ直接入力する神経回路を基盤

とした神経回路網を明らかにし，小脳虫部のプルキンエ細胞が内側傍小脳脚核へ直接入

力する神経回路を基盤とした生理的機能を明らかにすること研究目的としている． 

 

３．研究の方法 

（１）AAV ベクターは多くのセロタイプが存在し，各セロタイプによって，神経組織に

おける遺伝子導入効率ならびに感染機序が異なる．そこで，AAV ベクターの各セロタイ

プを小脳へ注入し，その遺伝子導入効率ならびに感染機序を解析したところ，蛍光タン

パク質を発現する AAV ベクター（セロタイプ rh10）が，順行性にのみ神経細胞をラベル

し（逆行性ラベルを全く示さない），ラベルされた神経細胞の軸索を強い蛍光シグナル

で可視化することを見いだした．さらに，蛍光タンパク質を発現する AAV ベクター（セ

ロタイプ rAAV2-retro⑦）が，非常に効率よく逆行性に神経細胞をラベルし，逆行性に

ラベルされた神経細胞の軸索を強い蛍光シグナルで可視化することを見いだした④．そ

こで，蛍光タンパク質を発現する AAV ベクター（セロタイプ rh10）を順行性ラベルに用



い，蛍光タンパク質を発現する AAV ベクター（セロタイプ rAAV2-retro）を逆行性ラベ

ルに用い，小脳虫部第９葉における，入力・出力神経回路を詳細に解析する． 

（２）ガラス電極（インピーダンス 4MΩ）と，電極内液に，人工脳脊髄液とビオチン化

デキストランアミン（BDA）（分子量 10,000）の混合液を用い，マイクロマニュピレー

ターでガラス電極を，麻酔下マウス小脳虫部第 9葉に刺入する．電気生理学的手法（シ

ングルユニットレコーディング）を用い，小脳神経細胞の神経活動を記録する．小脳プ

ルキンエ細胞によるシンプルスパイクとコンプレックススパイクの存在を確認するこ

とによって，小脳虫部第９葉のプルキンエ細胞を同定する．その後，電極内液の BDA を

電気的に小脳虫部第 9葉のプルキンエ細胞へ導入し，小脳虫部第 9葉のプルキンエ細胞

を局所的に BDA でラベルする． 

 

４．研究成果 

蛍光タンパク質（EGFP）を発現する AAV ベクター（セロタイプ rAAV2-retro）（AAV2retro-

CAG-EGFP）をマウス小脳虫部第９葉に注入することにより，小脳虫部第 9葉に入力する

神経細胞を逆行性に EGFP でラベルしたところ，内側傍小脳脚核の神経細胞に加え，視

床下部外側野に EGFP でラベルされた神経細胞群が観察された．視床下部外側野におい

て，逆行性に EGFP でラベルされた神経細胞の多くは，オレキシン A陽性であり，また，

それら EGFP 陽性神経細胞は，メラトニン凝集ホルモン陰性であった．この結果は，小

脳虫部第 9葉は，視床下部外側野のオレキシン A陽性神経細胞から軸索入力を受けてい

ることを示唆している．そこで，蛍光タンパク質(hrGFP)を発現する AAV ベクター（セ

ロタイプ rh10）(AAV10-CMV-hrGFP)をマウス視床下部外側野に局所的に注入し，視床下

部外側野の神経細胞を順行性に hrGFP でラベルしたところ，小脳虫部第 9葉に hrGFP 陽

性の軸索が観察され，その hrGFP 陽性軸索は，オレキシン A 陽性であった(図．1)．こ

のことから，小脳虫部第 9葉は，視床下部外側野から，オレキシン A陽性入力を受けて

いることが判明した．小脳プルキンエ細胞は，オレキシン Aの受容体であるオレキシン

2受容体を，細胞体と一次樹状突起に発現しており（オレキシン 1受容体は，発現して

いない），視床下部外側野からのオレキシン A 入力を，プルキンエ細胞が受容している

ことが示唆された．視床下部外側野に存在するオレキシン A陽性神経は，摂食行動の制

御ならびに，睡眠−覚醒の制御に関わる重要な神経細胞である⑧．視床下部外側野のオレ

キシン A陽性細胞から，小脳虫部への軸索入力の存在は，小脳プルキンエ細胞が，オレ

キシン Aによって制御されていることを示唆している． 

 

 

オレキシン A陽性軸索の小脳内分布を詳細に調べるために，全小脳の連続冠状断切片を



作製し，全ての切片を抗オレキシン A抗体で免疫染色した．その結果，小脳でのオレキ

シン A陽性軸索は，均一に分布しているのではなく，小脳虫部第 9葉・第 10 葉・片葉・

傍片葉に集中して存在していることが判明した（図．2）．特に，小脳虫部 9 葉・10 葉

は，この領域のプルキンエ細胞が，内側傍小脳脚核へ多くの軸索を送る領域である④． 

 

 

小脳虫部第 9葉のプルキンエ細胞から内側傍小脳脚核への軸索投射を，より詳しく調べ

るため，電気生理学的手法を用いて，小脳虫部第 9葉のプルキンエ細胞を BDA で局所的

にラベルした．その結果，小脳虫部第 9葉のプルキンエ細胞の軸索は，下小脳脚を経由

し，内側傍小脳核へ投射していることが判明した（図．3）． 

 

 

本研究成果により，小脳における新規神経回路が同定した（図．4）．この神経回路は，

今まで解明されていなかった、小脳の睡眠-覚醒サイクルの調節への関与・心血管系反

応の制御を担う神経基盤であると思われる． 
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