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研究成果の概要（和文）： 

 アデノシンは、A2A受容体を活性化して睡眠を誘発する。A2A受容体は大脳基底核間接路の線条

体淡蒼球系神経細胞に多く発現している。ここではドーパミン D2受容体と A2A受容体が共発現

し、運動、習慣形成、報酬など覚醒にかかわるすべての活動に寄与している。パーキンソン病

のような低ドーパミン状態では覚醒の維持が損なわれることが知られているが、大脳基底核に

おける A2A受容体の睡眠と覚醒の制御への寄与に関しては未だ不明である。 

 本研究では、領域特異的に遺伝子導入するための以下に示す強力なツールを用いて、大脳基

底核に発現する A2A受容体の覚醒意識に関する役割について研究を行った。具体的には、Cre/lox

システムを使った A2A 受容体のコンディショナルノックアウトマウス、および A2A 受容体の

short-hairpin RNA をアデノ随伴ウィルスを用いて局所的に導入することにより、脳内の特定

の部位での A2A受容体の発現を抑制したラット、光感受性チャネルロドプシンやデザイナードラ

ッグのみで活性化するデザイナー受容体（designer receptors exclusively activated by a 

designer drug: DREADD）などの遺伝子改変受容体-チャンネルシステムを用いて、大脳基底核

の A2A受容体発現神経の活動を in vivo での刺激と抑制を利用して調節した。本研究により、カ

フェインの覚醒効果は、側坐核殻部の神経に発現する A2A受容体に決定的に依存し、これらの神

経の一過性の活性化が睡眠を誘発することを明らかにした。これらの実験結果から、側坐核に

発現する A2A受容体が睡眠覚醒を制御する鍵となることが示された。腹側線条体は行動機能を統

合する特別な能力を持っているため、意識により制御された睡眠覚醒おいて重要な領域である。

我々は、動機付けが睡眠覚醒を制御する重要な基本原理ではないかと考えている。 

 
研究成果の概要（英文）：  

     Adenosine promotes sleep through the activation of A2A receptors. A2A receptors are 

densely expressed on striatopallidal neurons of the basal ganglia, where dopamine D2 

receptors are co-expressed with A2A receptors and involved in motor function, habit 

formation, and reward/addictive behaviors, all activities that require wakefulness. Abilities 

to maintain arousal are compromised under low dopamine conditions such as Parkinson’s 

disease, but the extent to which A2A receptors in the basal ganglia contribute to the 

regulation of sleep and wakefulness is not known. We investigated the role of A2A receptors 

in the basal ganglia for wakeful consciousness by using powerful tools for site-specific gene 

manipulations, including conditional A2A receptor knockout mice based on the Cre/lox 

technology; focal A2A receptor knockdown in rats through the local infection with 

adeno-associated virus carrying short-hairpin RNA of A2A receptors; and modulation of 
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neuronal activity through in-vivo stimulation and inhibition with genetically engineered 

receptor-channel systems, e.g., optical switches, including channelrhodopsin, and designer 

receptors exclusively activated by a designer drug (DREADD). Our studies have revealed 

that the arousal effect of caffeine critically depends on A2A receptors on neurons in the shell 

of the nucleus accumbens and that transient activation of these neurons promotes sleep.    

     These observations imply that A2A receptors in the nucleus accumbens are key 

structural elements for the control of sleep and wakefulness. The ventral striatum has the 

unique capability to integrate behavioral functions and thus, it is an ideal site where sleep 

and wakefulness are regulated by processes that require consciousness. We believe that 

motivation may be considered as an important fundamental principle by which sleep and 

waking are regulated. 
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１．研究開始当初の背景  

睡眠と覚醒は、視床と大脳皮質を活性化す

る視床下部と脳幹の細胞群のネットワーク

により調節される。我々が何故眠るかについ

ては未だ解明されていないが、睡眠が脳の機

能回復や覚醒中に生じる機能異常の修正に

効果を示すことを示唆する多くの研究結果

がある。睡眠は覚醒状態での内在性の睡眠物

質の蓄積により誘発されると信じられてい

る。アデノシン（AD）は、このような睡眠物

質の有力候補である(Porkka-Heiskanen et 

al., Science 1997, 1265)が、アデノシンの

睡眠誘発シグナルの入口や、目覚めている間

のシナプスの可塑性に対するアデノシンの

効果については未だ解明されていない。 

 

２．研究の目的 

(1) 局所的 RNA干渉法(RNAi)を確立してシス

テム睡眠学に応用する。具体的には、アデノ

随伴ウイルス(AAV)を用いて目的遺伝子の

short-hairpin RNA を局所的に導入して、ラ

ット脳内の特定部位での目的の遺伝子発現

を抑制する。 

(2)高選択性アデノシン A2A受容体アゴニスト

CGS21680 の吻側前脳基底核への投与は、側坐

核（NAc）殻部の c-fos の発現を上昇させ

(Scammell et al., Neuroscience 2001)、A2A

受容体ゴニストの NAc 殻部への直接灌流は

NREM 睡眠と REM 睡眠を誘発する(Satoh et 

al., Eur. J. Neurosci. 1999)。 これらの

結果は、NAc殻部もしくは近傍の A2A受容体が

睡眠を促進することを示唆している。そこで、

側坐核の A2A 受容体が睡眠と覚醒の制御の鍵

を握る構成要素であるという仮説を立て、そ

の可能性を検証する。 

 

３．研究の方法 

(1) ハーバード大学医学部教授 Clifford 

Saper 博士との共同研究により、我々は既に

コンディショナル KO マウスへの局所的遺伝



 

 

子導入のための AAVベクター微量注入技術を

考案した(Lazarus et al., Nat. Neurosci. 

2007, 1131)。我々は、覚醒状態における基

底核での A2A受容体の役割を調査するために、

以下のような３種類の部位特異的な遺伝子

操作技術を用いた。 

① Cre/lox法を用いたコンディショナル A2A

受容体 KOマウス 

② A2A受容体の short-hairpin RNAをアデノ

随伴ウイルスを用いて局所的に導入し

た局所的 A2A受容体発現抑制ラット 

③ チャネルロドプシンやデザイナードラ

ッグのみで活性化するデザイナー受容

体(DREADD)による in vivoでの刺激と抑

制を介した神経活性の調節 

(2) 動物の睡眠と覚醒は、脳波(EEG)と筋電

(EMG)に基づいて判定した。それには EEG と

EMG のモニタリング用の有線系の睡眠バイオ

アッセイシステムを使用し、EEG の高速フー

リエ変換に基づくパワースペクトル解析用

のソフトウエアを用いて自由行動下の睡眠

覚醒を自動的にスコア化した。 

 

４．研究成果 

(1) RNAiを用いて生細胞内で遺伝子の発現や

活動量を制御できる。この効果は低分子干渉

RNA(siRNA)と mRNA の相互作用や、mRNA から

タンパク質への合成過程を妨げることも含

まれる。我々はシステム睡眠学に向けた新技

術として、睡眠関連遺伝子に対する short 

hairpin RNA(shRNA)に AAVを導入して、その

発現を抑制する局所的 RNA 干渉法(fRNAi)を

開発した。そして、AAV 感染部位において、

様々な“睡眠遺伝子”の発現がそれぞれの

shRNA により効率的に抑制されることを証明

した(図１)。定位的な AAVの微小注入は、組

織の損壊を最小限に抑え、広範囲の神経への

導入を可能とする。現在、大脳基底核におい

てアデノシン A2A受容体及びドーパミン D2受

容体、結節乳頭核において小胞型 ATPトラン

スポーター(VNUT)、アデノシンデアミナーゼ

及びヒスチジンデカルボキシラーゼ、さらに

中脳、視床及び前頭皮質の GABA 及びグルタ

ミン酸の小胞型トランスポーターの局所的

遺伝子操作を行っており、睡眠覚醒調節にお

けるその効果を調べている。この局所的ノッ

クアウト法は、複雑な構造を有する脳におい

て、様々な受容体の機能を神経解剖学的に解

明する実験に、広範囲に応用可能である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１. AAVを用いた A2A受容体の局所的 RNA

干渉（ラット線状体） 

 

(2) 上述の方法を用いて、我々はアデノシン

A2A 受容体を対象として、Cre/loxP システム

に基づく選択的な遺伝子欠損マウスや、

shRNA 搭載 AAV ウイルスの局所的注入による

局所的 RNA干渉法を利用した遺伝子抑制ラッ

トを用いて、側坐核の殻部に存在する A2A 受

容体が、カフェインによる覚醒作用に必須で

あることを見出した。一方、ラット側坐核の

核部や大脳基底核などの他の部位から A2A 受

容体を局所的に欠失させても、カフェインに

よる覚醒は影響を受けなかった。この結果は、

自発運動や情動行動との関連で語られてき

た脳の神経経路（側坐核の殻部）が活性化さ

れることで、カフェインが覚醒作用を持つこ

とを示している(図２)(Lazarus, M. et al. J 

Neurosci  31, 10067-10075, 2011)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 側坐核の殻部局所的に A2A受容体を欠

失させたラットでのカフェインの覚醒効果

の消失 



 

 

アデノシン受容体拮抗薬であるカフェイン

は、興奮や覚醒作用をもつ化合物として広く

用いられている。カフェインが脳の A2A 受容

体を阻害することで覚醒を促進することは、

数年前に我々が世界に先駆けて証明したが

(Huang ZL et al., Nat Neurosci 8, 858-859, 

2005)、カフェインが覚醒作用を及ぼす神経

細胞は未だ同定されていなかった。従って、

この研究成果は、新たな睡眠中枢が前脳基底

部に存在することを示唆する画期的な発見

である（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. 側坐核の殻部に存在する A2A受容体発

現神経細胞によるカフェインの覚醒効果の

制御 

 

我々は、ハーバード大学医学部の Clifford 

Saper 博士と Patrick Fuller 博士との密接

な共同研究により、in vivo で可逆的かつ細

胞種特異的な刺激および抑制を可能にする

手技を確立した(Lazarus M, Fuller P, Saper 

CB, Sleep Biol Rhythms 78, 2011)。最近開

発したシステムでは、IVM-チャンネル-FLEX

システムに似た三大 GPCR シグナル経路(Gi, 

Gs, Gq)全てを介した神経細胞活性の選択的

かつ遠隔的な操作（遺伝子の活性化と停止）

を可能にした。デザイナー受容体（DREADDs）

は、デザイナードラッグのみで活性化し、内

在的なリガンドには反応しない GPCR 変異体

である。 

遺伝子改変光学的スイッチ（例えば、光チ

ャンネルロドプシン）や、DREADD による神経

の活性化を用いて、覚醒状態での基底核にお

ける A2A 受容体の役割を調査した。チャンネ

ルロドプシン受容体(ChR2)と DREADD 受容体

は、逆方向に挿入してあるので、導入遺伝子

が Cre-リコンビナーゼに曝露されてセンス

方向に遺伝子がはじきだされるまでナンセ

ンス転写産物が生産される。これらのシステ

ムを A2A受容体プロモーターの下流に Cre が

発現する Cre-リコンビナーゼトランスジェ

ニックマウスに応用することで、側坐核の神

経の遺伝子発現の in vivo で選択的かつ可逆

的な停止が可能となった。これにより、側坐

核の一過性の神経の活性化が、睡眠を誘発す

ることを明らかにできた （図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.  AAV を介したチャンネルロドプシン

(ChR2)の強制発現を行った NAcで の A2A受容

体神経の光遺伝的刺激による睡眠量の上昇 

 

これらの結果は、側坐核の A2A 受容体が睡眠

と覚醒を制御の鍵を握る構成要素であるこ

とを意味する。腹側線条体は行動機能を統合

する能力を持つので、意識により制御される

睡眠覚醒の調節において重要な領域である。

我々は、動機づけが睡眠と覚醒を制御する重

要な基本原理であると考えている。 
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