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研究成果の概要（和文）：網羅的遺伝子発現解析により見出されたナルコレプシー候補遺伝子

IGFBP3 および NR6A1 に関しオレキシン（ORX）機能への関与を検討した。IGFBP3 および

NR6A1 の視床下部 ORX 神経細胞への共存が見られた。培養細胞を用いた検討により IGFBP3、

NR6A1 ともに ORX 発現を変化させた。生体内においても IGFBP3 は ORX の発現を変化させた

が、NR6A1 での検討は十分な個体数を得るには至っていない。

研究成果の概要（英文）：In this study, I examined the activities of transcriptional modulations of two
narcolepsy candidate genes, IGFBP3 and NR6A1, against ORX transcription. (1) IGFBP3 and NR6A1
expression were found in hypothalamic ORX neurons by immunehistochemical studies. (2) By using
reporter assay, IGFBP3 and NR6A1 modulated ORX promoter activity in several cell lines. (3) IGFBP3
overexpression mice showed the reduction of hypothalamic ORX expression and modulated sleep
conditions. I also found NR6A1 overexpression modulated ORX expression, however the mice number
examined have not reached statistically enough yet.
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１．研究開始当初の背景
過眠症の一つであるナルコレプシーは、視

床下部での ORX 神経細胞の減少によって引
き起こされることが示されており、視床下部
での ORX 神経細胞を含む睡眠覚醒中枢の機
能障害が想定される。ヒト視床下部における
健常群およびナルコレプシー群での網羅的
遺伝子発現解析を行い、発現差異の見られる
9 候補遺伝子を同定した。その内、IGFBP3
が視床下部において ORX 神経細胞との共局
在を示すことを見出した。しかしながら、視
床下部における IGFBP3のORXへの機能的関
与は未同定である。
同様に後天的に ORX 神経細胞が欠損する

マウスにおいても網羅的遺伝子発現解析を
行い NR6A1 を同定した。また、ORX のプロ
モーター領域においてこの転写因子が結合
する可能性のある NurRE 配列を見出した。

２．研究の目的
本研究はナルコレプシーの候補遺伝子とし
て同定された IGFBP3およびNR6A1のオレキ
シン発現制御機構への関与を示すことによ
り、ナルコレプシーにおける ORX 神経細胞
の減少原因の１つを証明することを目的と
する。

３．研究の方法
(1) 組織学的検討：C57BL/6J マウスより視床
下部切片を作成し、In situ hybridization および
免疫組織化学的検討をおこなった。IGFBP3
プローブまたは抗NR6A1抗体による染色後、
抗 ORX 血清にて 2 重染色をおこない、視床
下部 ORX 神経細胞との共存を検討した。

(2) ORX 定量：Zeitgeber time 2 から 3 の間に
正常マウス、IGFBP3 過剰発現マウス、およ
び IGFBP3 変異マウスより脳組織取り出し、
凍結後遠心し、上清をサンプルとした。ORX
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ は Phoenix
Pharmaceuticals より 125I RIA kitを購入しおこ
なった。同様に組織をと取り出した後 Total
RNA を抽出し、逆転写後 ORX mRNA の定量
をおこなった。

(3)マウスの睡眠記録と解析：麻酔下にて正常
マウスおよび IGFBP3 過剰発現マウスに
telemetry transmitters を装着し、EEG、体温、
および行動データを記録した。装着後、完全
回復（最低 2 週間）が確認されてから 48 時
間の睡眠記録をおこなった。SleepSign ソフト
ウェアにて 10秒単位で 覚醒、non-REM睡眠、
または REM 睡眠の判定をおこなった。

(4) レポーターアッセイ： IGFBP3 および

NR6A1 を発現プラスミドに組み込んだ。同様

にヒトゲノムより ORX 遺伝子上流 3.2kb 配列

（-3278/+87）をレポータープラスミドである

pGL3-basic に組み込み 3.2kb-basic とした。欠

損変異体としてオレキシン上流-2023/+87 お

よび-634/+87 を組み込んだものを作成し、

2.0kb-basic および 0.7kb-basic とした。内部を

欠損させた ΔAlu4/3.2kb-basic（3.2kb-basic よ

り-2186/-634の位置にある 4つのAlu配列を欠

損させたもの）および ΔNurRE/0.7kb-basic

（0.7kb-basic より NurRE 配列を欠損させたも

の）を作成した。1 コピーまたは 3 コピーの

NurRE を pTAL-luc レポータープラスミドに

組 み 込 み NurREx1-pTAL 、 お よ び

NurREx3-pTAL とした。24 ウェルプレートに

各細胞を播種後、ホタルルシフェラーゼ発現

プラスミド（pGL3 系または pTAL 系）、タ

ン パ ク 発 現 プ ラ ス ミ ド （ pCMVTag3 、

IGFBP3/Tag3、pCMVTNT、Nur77/TNT、また

は NR6A1TNT)、およびトランスフェクション

効率を確認するための内部標準として

pGL4.74-TK（シーパンジールシフェラーゼ発

現プラスミド）を一過性に発現させ、次の日

にアッセイをおこなった。細胞を PBS にて洗

浄、細胞を溶解、ホタルルシフェラーゼ測定、

最後にシーパンジールシフェラーゼを測定し

た。各ウェルのホタルルシフェラーゼ測定値

はシーパンジールシフェラーゼ測定値により

補正後、pGL3-basic に pCMVTNT (Mock)を加

えた条件を 1.0 として標準化した。ひとつの

条件につき最低 8 ウェルからのデータとなっ

ている。

(5)クロマチン免疫沈降：培養中の SY5Y 細胞
にホルムアルデヒドを加え内因性の NR6A1
とゲノム DNA とをクロスリンクさせる。粗
核分画を抽出後、超音波処理及び Micrococcal
Nuclease にてゲノムを断片化する。そこに抗
NR6A1 抗体を加え、一晩４C にて反応後、
ProteinG にて抗 NR6A1 抗体を結合させ抗体
がとらえたNR6A1に結合しているDNAごと
免疫沈降させる。タンパク除去後、精製した
DNA を鋳型として NurRE 近傍の Primer にて
PCR をおこない、NR6A1 の NurRE への結合
を確認する。

(6)子宮内電気穿孔法：mNr6a1 を pcaDNA3 の
CAG プロモーター下流に導入する。子宮内電
気穿孔法により胎児期 12 日目の左半球の側



脳室へ発現プラスミドを導入し、右半球の視
床下部での ORX 発現と比較する。対照とし
て GFP-CAG プラスミドを導入する。

(7)日内変動：12 時間明期、12 時間暗期にて
飼育した 4 週齢の雄ラットより 2 時間おきに
視床下部を取り出し Total RNA を抽出した。
逆転写後、視床下部での Nr6a1 の発現変化を
検討した。

４．研究成果
(1) C57BL/6J マウス視床下部 Orx 神経細胞で
の Igfbp3 の共存を確認した。また、Nr6a1 の
共存が確認できたとともに核内に存在する
ことを見出した＜図 1 青：DAPI（核染色）、
緑：Orx、赤：Nr6a1＞。しかしながら、Igfbp3、
Nr6a1 ともに Orx 細胞以外でのシグナルも観
察された。

(2) Igfbp3 ノックアウトマウス、ヒト IGFBP3

過剰発現マウス、および Igfbp3 変異マウスを

用いて Orx 発現への影響を検討し、視床下部

での Orx mRNA 発現は Igfbp3 ノックアウトに

おいて有意差には至らなかったものの上昇が

観察され、IGFBP3 過剰発現マウスにおいては

有意な減少が観察された （図 2）(p < 0.05)。

しかし IGFBP3 変異マウスでは発現の変化は

確認できなかった。コントロールとして視床

下部 Orx 領域に発現している Mch 遺伝子の発

現を検討したが、どのマウスにおいても発現

変化は検出されていない。

さらにラジオイムノアッセイにより視床下

部および脳幹の Orx 含有量を測定した結果、

正常マウスに比べて IGFBP3 過剰発現マウス

で視床下部と脳幹の両方で Orx 含有量の有意

な減少が観察された（視床下部：p <0.01、脳

幹: p < 0.005）。

(3) そこでこの変化が実際の睡眠制御にどの

ような影響を及ぼすかを検討するため正常マ

ウスおよび IGFBP3 過剰発現マウスを用いて

睡眠記録をおこなった。その結果、IGFBP3

過剰発現マウスでは覚醒期の終わりに睡眠時

間が増えることが示され、睡眠の質としては

NREM 睡眠が増えていた（図 3）。

(4) レポーターアッセイ：Orx プロモーター領

域 3.2kb 配列のプロモーター活性および

IGFBP3 への反応性を検討した。導入した Orx

上流 3.2kb プロモーター領域は HeLa 細胞、

SH-SY5Y 細胞、および COS7 細胞内で下流ル

シフェラーゼの活性を上昇させることが示さ

れた。SF126 細胞および Becker 細胞内ではこ

の上昇は確認できなかった。活性上昇の認め

られた 3 種の細胞内において IGFBP3 に対す

る反応性も観察されたが、SH-SY5Y 細胞内で

は他の細胞内での反応とは異なりそれは抑制

効果であった。

Orx プロモーター領域内で IGFBP3 に反応

する部位を同定するため、いくつかの欠損変

異体を作成し HeLa 細胞にて検討をおこなっ

た。上流 1.2kb（ひとつめの Alu リピートを含

む）の欠損変異体（2.0kb-basic）、内部 4 つの

Aluリピート欠損変異体（ΔAlu4/3.2kb-basic）、

および Alu リピートより上流全ての欠損変異

体（0.7kb-basic）においてプロモーター活性は

保持されたままであり、かつ IGFBP3 に対す

る反応性も保持されていた。

実際にはこの NurRE配列はオレキシンのプ

ロモーターとして知られている OE1の近傍に



位置するため、OE1 の活性を制御（エンハン

サー、サイレンサー、またはインシュレータ

ー等）する役割もあると考えられた。そこで

既知のプロモーターである SV40 プロモータ

ーの上流に NurRE配列を組み込み検討をおこ

なった。結果、HeLa 細胞において NurRE は

下流のプロモーターに対してエンハンサーと

して働き、IGFBP3 に反応してその活性をさら

に上昇させることが示された。

同様に SH-SY5Y 細胞においても検討をお

こなった。0.7kb-basic 欠損変異体において

3.2kb-basic と同様 IGFBP3 に対して負の反応

性を示したが有意差には至っていない。また

NurRE 欠損変異体 ΔNurRE/0.7kb-basic におい

て HeLa 細胞での検討と同様にプロモーター

活性の消失が確認され、NurRE のみを導入し

た NurREx3-basic でも活性上昇が確認できた。

しかしながら IGFBP3 に対する負の反応性は

こちらも有意差には至らなかった。また

SH-SY5Y 細胞において NurRE は、IGFBP3 に

反応して下流のプロモーターを負に制御する

傾向が観察された。ただし、ばらつきが大き

く有意差は得られなかった。

NR6A1 に関しても同様にレポーターアッ

セイにて検討をおこなった。Orx 上流 3.2kb 配

列はSY5Y細胞にて有意にNR6A1に対する反

応性を示した（図 4）。その反応性は NurRE

配列を欠損させることにより消失し、逆に活

性を上昇させる方向に働くことが観察された。

さらにNurRE配列をTATAボックスプロモー

ター上流に導入し検討を行った結果、NurRE

自体は下流のプロモーターを負に制御するこ

とが示唆されたが、リピートになることによ

り正の制御を持つことが観察された。しかし

ながら、リピートにより形成された実験的な

構造である可能性も否定できないため注意が

必要である。

(5)クロマチン免疫沈降：抗 NR6A1 抗体によ
り NR6A1 とともに免疫沈降された SY5Y 細
胞由来のゲノム DNA を鋳型として Orx 遺伝
子上流の NurRE 配列近傍を増幅するように
Primer を設計し PCR をおこなった。NurRE
配列近傍の増幅が確認され別の Primer を用
いた検討においても確認された。NR6A1 は
NurRE に結合していることが強く示唆され
たこととなる（図 5）。

(6)子宮内電気穿孔法：胎児期 12 日目のマウ
ス左半球の側脳室へ mNr6a1 発現プラスミド
を注入し電気穿孔法により神経細胞への遺
伝子導入をおこなった。生後 1 日目に視床下
部を取り出し、左半球およびインタクトの右
半球から Total RNA を抽出、逆転写の後、視
床下部での Orx 発現を比較した。mNR6A1 遺
伝子の発現量依存的な Orx発現量の変化が観
察されているが、個体数が少ないため統計的
な検討は出来ていない。

(7)日内変動：24 時間の視床下部での Nr6a1
の日内変動を検討したが、有意な変化は観察
されていない（図 6）。
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