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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエの睡眠制御に関わる新たな遺伝子として、中枢神経系に広範に発現
する中性アミノ酸トランスポーターを同定し、その解析から、プロリンが睡眠促進的に働く可能性が示された。
さらに、プロリンの標的分子としてNMDA受容体が考えられた。
　睡眠制御に関与する新たなニューロン群の同定も試みた。脳の中心複合体とよばれる構造に着目して研究を進
め、中心複合体のPB（protocerebral bridge）、FB（fan-shaped body）、NO（noduli）にそれぞれ投射するニ
ューロン群によって睡眠が制御されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found pan-neuronal knockdown of one of putative transporter family genes 
in Drosophila, whose mammalian homolog is a transporter for neutral amino acids such as proline and 
leucine, significantly decreased sleep. Interestingly, mutant flies with elevated levels of free 
proline in neurons significantly increased sleep. Our present working hypothesis is that proline 
activates NMDA receptor signaling and promotes sleep.
  In order to identify a novel neural circuit that control Drosophila sleep, we focused on central 
complex neurons. We found that activation of neurons labeled by a Gal4 driver that expresses in the 
protocerebral bridge (PB) neurons, significantly decreased sleep. Using mosaic analysis with a 
repressible cell marker (MARCM), we found that activation of neurons projecting from the PB to the 
fan-shaped body (FB) and the noduli (NO) in the driver reduced sleep. These results suggest that 
specific small group of PB neurons are implicated in sleep regulation.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
「個体にとって必要な睡眠量はどのように決
まるのか？」すなわち、睡眠の恒常性維持機
構の解明は、睡眠科学における大きな課題で
ある。睡眠は脳波で定義されるため、主に哺
乳類で研究されてきた。一方、遺伝学的手法
が強力なショウジョウバエ（以下、単にハエ）
で、行動学的に睡眠と類似する休息状態（以
下、単に睡眠）が報告され、睡眠研究のモデ
ル生物として注目された（Hendricks et al., 
Neuron, 2000, Shaw et al., Science, 2000）。これ
までに多くの睡眠関連遺伝子が同定され、哺
乳類と共通な睡眠の分子機構が明らかにされ
た。また、シナプス可塑性維持や学習記憶に
おける睡眠の生理機能についても、哺乳類と
の共通性が示されつつある。 
 現在、哺乳類の睡眠制御には 2 つの階層が
あると考えられている。一つは、睡眠-覚醒
中枢（脳幹部）による制御で、古くから研究
され、関与する睡眠物質や神経回路が明らか
にされている中枢性制御である。ハエの場合、
後述するドーパミンニューロンによる制御
に相当する。もう一つは、大脳皮質の部位ご
との局所的な睡眠制御である。局所性睡眠制
御は、覚醒中に強く活性化された大脳皮質領
域で深睡眠が多く観察される結果から提唱
された概念で（Huber et al., Nature, 2004）、そ
のメカニズムとしてシナプス恒常性仮説（以
下、単にシナプス仮説）が提唱されている。
この仮説では、覚醒中のシナプス増強が、睡
眠中に全体的に減弱することでシナプス可
塑性が維持されるとする。実際に、睡眠-覚
醒状態によりシナプスタンパク質の発現が
増減し、シナプス形態が変化する。興味深い
ことに、ハエでも同様の現象が観察されてお
り（Gilestro et al., Science, 2009, Bushey et al., 
Science, 2011）、シナプス仮説は進化的に保存
された睡眠の恒常性維持機構と考えられる。 
 我々は、これまでにショウジョウバエを用
いて、新規睡眠関連遺伝子を同定してきた。
中でもカルシニューリン（以下、Cn）は、哺
乳類と同様に記憶形成に必須であることも示
し、注目されている（Tomita et al., J. Neurosci., 
2011）。他にも、JNK（c-Jun N-terminal Kinase）
と NMDA 型グルタミン酸受容体を同定した
（Takahama, Tomita et al., BBRC, 2012 および
投稿準備中）。また睡眠制御回路の解析も行い、
脳に約 200 個存在するドーパミンニューロン
のうち、fan-shaped body (FB)とよばれる部位
に投射するニューロンによって特異的に睡眠
-覚醒が制御されることも示した（Ueno, 
Tomita, et al., Nat. Neurosci., 2012）。 
 Cn を全神経でノックダウンしたハエでは、
睡眠量の顕著な減少に加えて、強制的な睡眠
除去（断眠）後のリバウンド睡眠量が増加し
ており、Cn が睡眠の恒常性維持機構に関与す
ることが示唆された。また、その後の解析で、
脳の様々なニューロンで部分的に Cn をノッ
クダウンしても、睡眠量の減少は認められず、
脳の広範な領域での Cn 活性が睡眠制御に関

与することが示唆された。Cn はシナプス可塑
性に重要な分子であることから、上述したシ
ナプス仮説に基づく Cn による睡眠制御モデ
ルが想定できる（図 1）。 

２．研究の目的 
シナプス仮説は睡眠の恒常性維持機構を説
明するが、その分子機構は全く未知である。
本研究では Cn に着目し、相互作用する遺伝
子やミトコンドリア動態との関係を解析す
ることで、シナプス仮説の分子機構を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では当初、睡眠の恒常性維持機構にお
ける Cn の機能を解明するために、以下の 3
つの研究項目を計画していた。 
(1) 睡眠のシナプス恒常性仮説の検証 
(2) ニューロンのミトコンドリア動態と睡眠
との関係の解析 
(3) Cn と相互作用するタンパク質の同定と睡
眠制御における機能解析 
 しかしながら、本科研費に応募後に、機械
的刺激やドーパミンニューロンの人為的な
活性化により 12 時間断眠したハエを用いて、
頭部におけるシナプス前膜タンパク質
（Bruchpilot）とシナプス後膜タンパク質
（Discs large）の蓄積量をウェスタンブロッテ
ィングにより調べたが、我々の実験条件では、
断眠によるシナプスタンパク質の発現増加
はみられなかった。また、Cn ノックアウトハ
エにおいて、覚醒を司る概日時計ニューロン
のミトコンドリア動態（数と局在）を調べた
が、影響はみられなかった。 
そこで、研究計画を変更し、睡眠を制御する
新たな遺伝子およびニューロン群の同定を
行なった。 
 
4．研究成果 
(1) 新規睡眠関連遺伝子の同定 
我々はこれまでに、短時間睡眠の変異体を単
離し、その原因遺伝子としてドーパミントラ
ンスポーターを同定した（Kume et al., J. 
Neurosci. 2005）。ドーパミントランスポータ
ーが属する Na+/Cl-依存性トランスポーター
ファミリーには、セロトニンや GABA のトラ
ンスポーターが含まれ、それらの神経伝達物



質もハエの睡眠制御への関与が報告されて
いる。そこで、睡眠制御に関わる新たな遺伝
子の同定を目的とし、このトランスポーター
ファミリーのメンバーで、中枢神経系に広範
に発現するアミノ酸トランスポーター（以下、
NAAT: neuronal amino acid transporter）に着目
し、睡眠制御への関与を調べた。NAAT をコ
ードする遺伝子の一つを RNAi 法により全神
経でノックダウンしたところ、睡眠量が著し
く減少した（図 2）。さらに、特定のニューロ

ン群でノックダウンした結果、グルタミン酸
作動性ニューロンでのノックダウンで睡眠
量が有意に減少した。NAAT の哺乳類ホモロ
グはシナプス小胞に局在し、中性アミノ酸
（プロリン、グリシン、ロイシン、アラニン）
を輸送することが報告されている。（Parra, et 
al., Mol. Pharmacol. 2008）。そこで、プロリン
代謝酵素の一つであるプロリンデヒドロゲ
ナーゼの機能欠損により、細胞内の遊離プロ
リン量が増加する突然変異体ハエの睡眠量
を調べたところ、顕著に増加していた。以上
の結果から、図 3 に示すような NAAT による
睡眠制御の仮説を想定した。NAAT はグルタ
ミン酸作動性ニューロンにおいて、プロリン
をシナプス小胞内に輸送し、放出されたプロ
リンは睡眠を促進すると考えられる。プロリ
ンは NMDA 受容体を活性化させることから
（Henzi, et al., Mol. Pharmacol. 1992）、睡眠制
御におけるプロリンの標的分子として
NMDA 受容体が考えられる。 

(2) 睡眠を制御する中心複合体ニューロンの
同定 

睡眠制御の分子機構を解明するためには、睡
眠を司る神経回路の解明が重要である。我々
はこれまでに、脳の中心複合体の FB に投射
するドーパミンニューロンによる特異的な
睡眠制御を明らかにしている。中心複合体は、
protocerebral bridge (PB)、FB、ellipsoid body 
(EB)、noduli (NO)という 4 つの構造から構成
されるが、最近、EB の一部のニューロンが
睡眠の恒常性を調節することも報告されて
いる（Liu, et al., Cell 2016）。 
 本研究では中心複合体に着目し、睡眠制御
に関与する新たなニューロン群の同定を試
みた。中心複合体が様々なパターンで欠損す
る突然変異体（ Strauss & Heisenberg, J. 
Neurosci., 1993）の睡眠を調べたところ、PB
の一部が欠損する突然変異体において睡眠
量の有意な減少がみられた。そこで、PB で
GAL4が発現する 13種類のGAL4ドライバー
系統を用いて、高温で開口する dTrpA1 チャ
ネルを発現させて、GAL4 発現ニューロンを
活性化させたところ、1 種類の GAL4 系統（以
下、PB-GAL4）で睡眠量の顕著な減少がみら
れた。PB-GAL4 において温度感受性ダイナミ
ン（shibirets1）を発現させて、30℃でシナプ
ス伝達を抑制したところ、睡眠量が有意に増
加した。PB-GAL4 では脳以外に、胸部神経節
でも GAL4 の発現が見られたことから、胸部
神経節のみで GAL80（GAL4 の阻害因子）を
発現するトランスジェニック系統と組み合
わせて、脳だけで dTrpA1 を発現させて活性
化しても、睡眠量の顕著な減少が見られた。
また、GAL80 を利用して、GAL4 発現ニュー
ロンのうちコリン作動性ニューロン以外で、
dTrpA1 を発現させて活性化すると、睡眠量の
減少がみられなくなった。これらの結果から
PB-GAL4において脳のコリン作動性のGAL4
発現ニューロンの活性化が睡眠量を減少さ
せることが示唆された。 
 次に、GAL4 発現ニューロンのうち、どの
ニューロンが睡眠量の減少に寄与するのか
を明らかにするために、MARCM（mosaic 
analysis with a repressible cell marker）法により、
少数のニューロンに dTrpA1 を発現させて活
性化させたところ、睡眠量の有意な減少を示
すモザイク個体が複数得られた。各個体から
脳を摘出し、dTrpA1 と共発現させた GFP の
蛍光を観察したところ、多くの個体で投射パ
ターンが類似したニューロンがラベルされ
ており、PB、FB、NO にそれぞれ投射してい
た。そこで、同様の投射パターンを示すニュ
ーロン（PB-FB-NO ニューロン）をラベルす
ることが報告されている GAL4 系統（c465）
を用いて、PB-FB-NO ニューロンを活性化さ
せたところ、PB-GAL4 と同様に睡眠量が著し
く減少した。以上の結果から、睡眠制御に関
わる新たなニューロンとして PB-FB-NO ニュ
ーロンが同定された。PB-FB-NO ニューロン
に、後シナプスまたは前シナプスにそれぞれ
局在する GFP を発現させることで、入出力シ
ナプス部位を明らかにした。我々がこれまで



に同定した睡眠制御に関わる PPM3 クラスタ
ーのドーパミンニューロンは、FB と NO に投
射する。そこで、このドーパミンニューロン
と PB-FB-NO ニューロンの機能的関係を現在
解析中である。 
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