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研究成果の概要（和文）：睡眠-覚醒状態に依存して神経回路が可塑的に変化していることを示唆する知見がこれまで
報告されているが直接的な証拠はほとんどなかった。研究代表者らは、シナプス後膜上のグルタミン酸AMPA受容体の量
が変化することで、シナプス結合強度が睡眠-覚醒状態依存的に変わるという仮説をたて、これを検証する動物実験を
行った。その結果、i)動物が主に覚醒している暗期にはAMPA受容体が増加するが睡眠状態である明期には増加しない、
ii)明期に強制的に覚醒させるとAMPA受容体が増加する、ことを示す結果を得た。以上より、我々の仮説が正しいこと
を証明できた。

研究成果の概要（英文）：Recently, the relationship between sleep-wake rhythm and synaptic plasticity is in
vestigated by many sleep researchers. They suggest that the synaptic connection became stronger during wak
efulness and became weaker during sleep. In order to confirm this suggestion, we performed whole-cell patc
h-clamp recordings from layer II/III pyramidal neurons of somatosensory cortex in acute slices of the rats
 that had been awake or asleep. We found that i) current-voltage relationship of EPSCs showed inward recti
fication, and ii) eEPSCs were depressed by Philanthotoxin 74, which is antagonist of Ca2+-permeable AMPA r
eceptors, in slices of spontaneously waking and sleep-deprived animals. Both results show that amount of C
a2+permeable AMPA receptors, which plays crucial role in synaptic plasticity, are high during wakefulness.
 These strongly suggest that synapses become widely potentiated during wakefulness and were downscaled dur
ing sleep.
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１．研究開始当初の背景 
脳の発達時期に睡眠を減らすと脳の発達

が遅れること(Frank et al., 2001)、睡眠リズ
ムが乱れている国際線乗務員の脳が有意に
委縮してしまうこと(Cho, 2001)、睡眠を剥奪
す る と記憶 固 定に悪 影 響があ る こ と
（Hagewiyd et al., 2009）から、睡眠は脳神
経回路の発達・維持・再編成に重要な役割を
果たしていると考えられている。そのメカニ
ズムとして Tononi らは、ニューロン間のつ
ながり(シナプス結合強度)が、覚醒時に増強
され、睡眠時に減弱されるとする仮説を 2006
年に Sleep Medicine Review 誌で発表した。
当時はその証拠はなかったが、その後のヒト
および動物を対象とした生理実験により、覚
醒時にシナプス結合強度が増大しているこ
とを示唆する結果が報告され始めているが、
直接的な証拠は未だほとんどないのが現状
である(Huber et al., 2013; Vyazovskiy et al., 
2008)。 
 
２．研究の目的 
本研究は、覚醒時にニューロン間の結合強

度が増強されることを示す直接的な証拠を
得ることを目指して実施された。 
 
３．研究の方法 
本実験は、東北大学動物実験倫理委員会の

承認を得た方法により行われた。実験に使用
する動物(SD ラット:オス 4～5 週齢)を明期
12 時 間 (8:00-20:00) 、 暗 期 12 時 間
(20:00-8:00)の環境で飼育した。皮下に埋め
込んだ小型体温ロガーにより動物の体温を、
さらにカメラ撮影により動物の活動量を計
測し、動物の生体リズムおよび睡眠-覚醒リ
ズムを簡易的に計測する in vivo 実験を行っ
た。 
in vivo 実験終了直後に大脳皮質スライス

を作製し、in vitro 実験を行った。標本作
成のタイミングおよび直前の動物の状態に
よって、以下に示す4つのグループに分けた。 
①8時群：暗期の終了時刻である 8:00 に作
成された標本。標本作成の直前は主に自発
的に覚醒している。 

②20 時群：明期の終了時刻である 20:00 に
作成された標本。標本作成の直前は主に自
発的に睡眠をとっている。 

③10 時睡眠群：明期が始まってから 2時間
後である 10:00 に作成された標本。標本作
成の直前は主に自発的に睡眠をとってい
る。 

④10 時断眠群：明期が開始した 8 時から 2
時間にわたって断眠（強制的に覚醒）させ
た動物から得られた標本。木材やプラスチ
ック製の小物をケージに入れることで動
物を活発に活動させ、断眠を行った。 

  
スライス標本を作製後、大脳皮質第Ⅱ/Ⅲ

層の錐体細胞の誘発興奮性シナプス後電流
(eEPSC)をホールセルパッチクランプ法によ

り記録した。また eEPSC を惹起するための刺
激は、第Ⅳ層に配置した電極により行った。
この実験では、標本を作製する直前にシナプ
ス結合が増強していた痕跡が残っているか
どうかを調べることが目的である。痕跡とは、
具体的には、シナプス結合が増強した直後に
のみに存在しているとされるシナプス後膜
の Ca2+透過性 AMPA 受容体である(Kauer and 
Malenka, 2006)。本実験では、Ca2+透過性 AMPA
受容体がシナプス後膜状に存在するかどう
かを、以下の 2通りの方法で調べた。 
①Ca2+透過性AMPA受容体の選択的な拮抗薬で
ある Philanthotoxin74(PhTx 74)をスライ
ス標本に潅流した際、eEPSC の振幅が小さ
くなるかどうかを調べる。 

②Ca2+透過性AMPA受容体は内向き整流性を示
すのに対し、Ca2+非透過性 AMPA 受容体は示
さない、つまりオームの法則に従うことが
知られている Kauer and Malenka, 2006)。
そこで、パッチクランプしたニューロンの
電流-電圧特性を測って内向き整流性を示
すかどうかを調べることで、Ca2+透過性AMPA
受容体の有無を明らかにする。 

 
４．研究成果 
(1)in vivo 実験結果：体温・活動のリズム 
 研究の方法で述べたように、ボタン電池型
の温度ロガーで動物の体温を計測した。本実験
で使用したすべての動物において、照明が点灯
する 8:00 前後に体温が下がり、消灯する 20:00
前後に体温が上昇していることが確認された。ま
た、撮影した動画の解析により、すべての動物
において、明期 (8:00~20:00)に比べて暗期
(20:00~8:00)に活発に活動していることが確認さ
れた。また、10時断眠群では、断眠期間である8
～10 時の間に動物が活動している様子が確認
された。したがって、実験前に予想した通り、20
時群と 10 時睡眠群は、標本作成の直前は主に
睡眠状態であること、一方、8 時群と 10 時断眠
群は、標本作成の直前は主に覚醒状態であるこ
とが確認できた。 
 
(2)in vitro 実験結果: 8 時群と 20 時群との
比較 
 パッチクランプ後、eEPSC を 5 分間以上安
定して記録した後、Ca2+透過性 AMPA 受容体の
拮抗薬である PhTx を灌流した。8時群では潅
流後にeEPSC振幅が約40%減少したが(潅流前
を 100%とすると潅流後は 62.5±6.4%; n=9)、
20 時群では振幅にほとんど変動が見られな
かった(96.3±2.7%; n=9)。 
さらに、固定電位を-60mV～+50mV の範囲で

変化させ、それぞれの固定電位における
eEPSC の振幅を求めることで、パッチクラン
プしたニューロンの電流-電圧特性を調べた。
その結果、8 時群では、すべてのニューロン
において、正の固定電位で電流が流れにくい
内向き整流性を示すことが分かった。一方、
20 時群では、正の固定電位でも電流が流れに
くくならないこと、すなわち電流と電圧の関



係は線形であった。 
以上の 2つの実験結果は共に、標本作成前

に主に覚醒状態である8時群の標本ではシナ
プス後膜に Ca2+透過性 AMPA 受容体が存在し
ているが、直前に睡眠状態である 20 時群の
標本では存在しないことを示している。した
がって、覚醒時にシナプス結合が増強してい
ることを示唆する結果が得られたと言えよ
う。 
 

(3) in vitro 実験結果: 10 時睡眠群と 10 時
断眠群との比較 
研究成果(2)でまとめたように、8時群では

Ca2+透過性AMPA受容体がシナプス後膜上に存
在しており、一方20時群ではCa2+透過性AMPA
受容体がシナプス後膜上に存在していない
ことを示唆する結果が得られた。このように、
8 時と 20 時のタイミングで作製した標本で
Ca2+透過性AMPA受容体の量に差が生じた原因
が、標本作成前の睡眠・覚醒時間の差である
ことを直接的に示すため、普段寝ている時間
帯である8～10時において強制的に覚醒させ
た時に、Ca2+透過性 AMPA 受容体の量に影響が
あるかどうかを調べた。 
Ca2+透過性 AMPA 受容体の拮抗薬である

PhTx を灌流したところ、10 時睡眠群では、
eEPSC 振幅はほとんど変化しなかった(106.9
±4.0%; n=7)。一方、10時断眠群では、PhTx
を投与後に eEPSC 振幅が約 25%減弱すること
が分かった(75.1±8.2%; n=6)。以上の結果
から、断頭直前が、睡眠状態か覚醒状態かに
よって、Ca2+透過性 AMPA 受容体の量に差が生
じることを直接的に示すことができた。 
 
(4)まとめ 
本研究では、覚醒時にシナプス伝達強度が
増大しているかどうかを調べるために、シナプス
増強が誘導される時にシナプス後膜に挿入され
る Ca2+透過性 AMPA 受容体が、覚醒または睡
眠状態の動物から得られたスライス標本に存在
するかどうかを調べる実験を行った。 

in vivo 実験結果においては、本実験で使用
したすべての動物の体温リズムと休息-活動リズ
ムが飼育室の明暗サイクルと一致していることや、
断眠しているときに活発に活動していることを確
認した。その後実施した in vivo実験では、第Ⅱ/
Ⅲ層の錐体細胞に対してホールセルパッチクラ
ンプ記録を行なった。その結果、スライス標本作
成直前に覚醒している 8 時群と 10 時断眠群で
は、Ca2+透過性 AMPA 受容体がシナプス後膜
上に存在しているが、直前に眠っている 20時群
と 10 時睡眠群ではこのタイプの AMPA 受容体
が存在していないことを明らかにした。特に、断
頭直前の 60分間における動物の活動量とPhTx
投与による eEPSC 振幅の減弱率間には、有意
な負の相関関係であった(相関係数 r: -0.78; 
p<10-6)。したがって、直前に活発に活動してい
る動物ほど、シナプス後膜上により多くの Ca2+透
過性の AMPA 受容体が挿入されていると考え
られる。以上の結果は、覚醒時にシナプス後膜

上のグルタミン酸受容体の量が増えていることを
示しており、シナプス結合が覚醒時に増強され
ていることを示す証拠なので、当初の目的を達
成できたと言えよう。 
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