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研究成果の概要（和文）： 

成熟マウス大脳皮質では、転写因子 Sox5 のエクソン 2の一部が欠損した新規スプライシング
アイソフォーム（Sox5t2）が他のアイソフォームに比べ最も多く存在した。ゲルシフトアッセ
イ法により、Sox5t2 タンパク質がマウス Sox5 遺伝子のプロモーター領域に存在する Sox 配列
に結合できることを確認した。CaMKII プロモーターの制御下に、成体期の前脳で Sox5 をノッ
クダウンしたマウスでは、明期での有意な REM 睡眠の減少がみられた。このことは、マウス脳
の神経細胞に発現する Sox5 が、Sox5 結合配列に結合・機能し、睡眠制御に関与することを示
唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we identified a novel splicing isoform of Sox5 with truncation at exon 
2, Sox5-t2. Q-PCR analysis revealed that Sox5-t2 was dominantly expressed in the adult 
mouse cortex. Electrophoretic mobility shift assay showed that Sox5-t2 binds to genes 
that are up-regulated during sleep and contain Sox5-binding elements. By conditional 
knockout of Sox5 in the forebrain, the amount of REM sleep decreased in the light phase. 
These results suggest that Sox5 is an important regulator of sleep-related functions of 
neurons. 
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１．研究開始当初の背景 

 
生理学や脳科学的な研究から、ノンレム睡

眠時に脳の疲労回復が起きることや、記憶の
定着はレム睡眠を挟むと上昇することが知
られている。しかし、睡眠中に脳内で起きる
これらの生理機能を説明できる遺伝子発現
や代謝系の変化についてはほとんどわかっ
ていない。我々のグループは平成 18 年度か
ら 3 年間、文部科学省のゲノムネットワーク
プロジェクトに参画し、「睡眠覚醒調節に関
わる遺伝子発現ネットワークの解明」に取組
んだ。そして、自然な睡眠状態にある成熟マ
ウスの脳内（大脳皮質）で、睡眠時間依存的
に発現上昇する 38 個の遺伝子を同定し、転
写因子である Sox5 がこれらの遺伝子発現を
制御している可能性を見出した。さらに脳内
に存在する Sox5 が軟骨組織などで同定され
た Sox5 とは異なる、第 2 エクソンの一部が
欠損した新しいスプライシングアイソフォ
ーム（Sox5t2） であり（図 1）、成熟マウス
脳内では、このアイソフォームが特定の神経
の細胞核に局在することを明らかにした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sox5 の脳特異的なコンディショナルノッ

クアウトマウスは大脳皮質の層構造の形成
異常を起こすことから、Sox5 は神経細胞の
分化制御に関与すると考えられた。また、
Sox5 はそれ自体では転写活性を持たず、
coiled-coil とよばれる二量体形成に必要
なドメインをもち、パートナータンパク質と
のヘテロ二量体を形成して転写調節を行う
ことが知られている。しかし、成熟マウス脳
内での Sox5 のパートナータンパク質は不明
であった。さらに、睡眠中の成熟マウス脳内
において、神経細胞に発現する Sox5t2 が睡
眠中の脳内でどのような働きをしているか
も全く不明であった。 

 
２．研究の目的 
 

睡眠時のマウス脳の神経細胞における
Sox5t2 の機能解明と Sox5t2 を発現する神経
細胞の睡眠制御における機能を解明する。 

 
３．研究の方法 
 
(１)マウス大脳皮質における Sox5t2mRNA 発
現レベルの定量 
 
マウス大脳皮質から mRNA を抽出し、qPCR

により Sox5 のアイソフォームの mRNA レベル
を定量した。 
 
(２)ゲルシフトアッセイ 
 
組換え Sox5t2 タンパク質を調整し、マウ

ス Sox5 遺伝子のプロモーター領域に存在す
る Sox5 結合配列と Sox5t2 タンパク質との結
合をゲルシフトアッセイにより確認した。ま
た、モルモットを用いてマウス Sox5 に対す
る特異的抗体を作製し、スーパーシフトアッ
セイによる結合の特異性の確認を行った。 
 
(３)神経細胞を用いた Sox5 の機能解析 
 
リポフェクション法により、ヒト神経培養

細胞株 SH-SY5Y に Sox5t2 を過剰発現させ、
細胞の形態変化を調べ、神経細胞における
Sox5t2 の機能を解析した。 
 
(４)マウス個体を用いた Sox5 の機能解析 
 
①Sox5 のコンディショナルノックアウトマ
ウスの作製 
 
Sox5 遺伝子は胎性致死であったため、

tet-on/off システムを用いて、成熟マウスの
神経細胞の Sox5 発現をノックダウンした。 
まず、flox-Sox5/CamKⅡ-tTA マウスおよび

flox-Sox5/tetO-Cre マウスを作製した。次に、
これらのマウスを交配し、flox-Sox5/CamKⅡ
-tTA /tetO-Creトリプルトランスジェニック
マウスを作製した。４週齢からドキシサイク
リン除去による Cre-lox システムの誘導を
行い、時期特異的にマウス前脳に存在する神
経細胞特異的 Sox5 遺伝子をノックダウンし
た（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１. マウスSox5のスプライシン
グアイソフォームの構造 

図２. Sox5 のコンディショナル
ノックアウトマウスの作製 



②脳波解析 
 
小形動物用睡眠解析システム（図３）を用

いてマウスの脳波、睡眠量、行動量を測定し、
Sox5 ノックダウンによる睡眠の質と量の変
化を調べた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
 
(１)マウス大脳皮質における Sox5t2mRNA 発
現レベルの定量 
 

成熟マウス大脳皮質から mRNA を抽出し、
定量的 PCR を行い、各 Sox5 アイソフォーム
（図１）の発現レベルを調べた。 
 まず初めに、sSox5 とそれ以外の mRNA レベ
ルを調べたところ、成熟マウス大脳皮質では
sSox5以外の発現レベルが 96％を占めた（not 
shown）。次に、Sox5t2、L-Sox5、Sox5 var.1、
Sox5 var2 の mRNA レベルを調べた結果、
Sox5t2 の発現レベルが最も高かった（図４）。  
 以上の結果から、成熟マウスの大脳皮質で
は Sox5t2 の発現が最も多いことが明らかと
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(２) Sox5t2タンパク質とマウス Sox5遺伝子
のプロモーター領域に存在する Sox5 結合配
列の結合の確認 
 
マウス神経細胞株である Neuro-2a 細胞に

Sox5t2 を導入・過剰発現させ、細胞抽出液を
調製し、抗 Sox5 抗体を用いて免疫沈降後、
LC/MS/MS 法により Sox5 の結合パートナーの
同定を進めた。その結果、Sox ファミリーに
属する転写因子で単離できたのは Sox5 のみ
であった。 
そこで、Sox5t2 タンパク質がマウス Sox5

のプロモーター領域に存在する Sox5 結合配
列に結合するかどうかを調べるため、組換え
Sox5t2 タンパク質およびプローブとしてマ
ウスSox5プロモーターに存在するSox5 結合
配列を用いてゲルシフトアッセイを行った。 
その結果、組換え Sox5t2 タンパク質を加

えた場合のみシフトバンドが検出され、マウ
ス Sox5 結合配列に、Sox5t2 タンパク質が結
合することを確認した（図５、 lane２）。 

更に、結合の特異性を調べるため、抗 Sox5
抗体を用いてスーパーシフトバンドの検出
を行った。その結果、抗 Sox5 抗体により、
スーパーシフトバンドが検出された（図５、 
lane４）。 

これらの結果より、Sox5t2 タンパク質がマ
ウス Sox5 遺伝子のプロモーター領域に存在
する Sox5 結合配列に結合することが明らか
になった。これは、Sox5t2 タンパク質が DNA
結合能を維持していることを示すとともに、
Sox5 遺伝子が Sox5 自身により発現制御され
ている可能性を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(３)神経細胞を用いた Sox5 の機能解析 
 
リポフェクション法により、ヒト神経細胞

株SH-SY5Y細胞にSox5 var.1あるいはSox5t2
を過剰発現させ、細胞の形態変化を調べた。 
神経突起の長さや数の増大は、Sox5t2 だけ

でなく、Sox5 var.1 を過剰発現させた場合に
も観察された（図６、Long および Multi）。
一方、神経突起の分岐や spine 形成の誘導は、

図４. マウス大脳皮質における
Sox5アイソフォームのmRNAレベル

図３. 小型動物用睡眠解析システム 

図５. ゲルシフトアッセイ 



Sox5t2 を過剰発現させた場合のみ観察され
た（図６、Branch および Spine）。 

これらの結果は、Sox5t2 がヒトの Sox5 結
合配列に結合し、機能していることを示して
いる。更に、脳内において、Sox5t2 が神経細
胞のシナプス形成などの機能に関与する可
能性を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(４)マウス個体を用いた Sox5 の機能解析 
 

大脳皮質の、より広範囲な部位での Sox5
遺伝子をノックダウンし、睡眠覚醒に与える
影響を調べるため、トリプルトランスジェニ
ックマウス（CamKⅡ-tTA / tetO-Cre / 
flox-Sox5）を作製した。 
Tet-on/off システムにより成熟マウスの

前脳神経細胞の Sox5 発現をノックダウンし
た結果、コンディショナルノックアウトマウ
スでは、大脳皮質の Sox5t2 mRNA レベルがコ
ントロール群の約58%に低下した（not shown）。 
睡眠解析の結果、明期での有意な REM 睡眠

の減少がみられた（図７）。また、周波数解
析の結果、Sox5 のコンディショナルノックア
ウトマウスは NREM 睡眠時におけるデルタ波
のパワー値の増加と、シータ波のパワー値の
低下がみられた（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上、成熟マウスの大脳皮質では、転写因
子 Sox5 のエクソン 2 の 1 部が欠損した新規
スプライシングアイソフォーム（Sox5t2）が
他のアイソフォームに比べ最も多く存在す
ることを示した。更に、ゲルシフトアッセイ
法により、Sox5t2 タンパク質がマウス Sox5
遺伝子のプロモーター領域に存在する Sox5
結合配列に結合することを確認した。ヒト神
経細胞株 SH-SY5Y 細胞に Sox5t2 を過剰発現
させると、神経突起の分岐や spine 形成が有
意に誘導された。また、CaMKII プロモーター
の制御下に、成体期の前脳で Sox5 をノック
ダウンしたマウスでは、明期での有意な REM
睡眠の減少がみられた。これらの結果から、
マウス脳の神経細胞に発現する Sox5t2 が、
Sox5 結合配列に結合・機能し、睡眠制御に関
与する可能性が高いと考えられた。 
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