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研究成果の概要（和文）：メラニン凝集ホルモン（MCH）産生神経は、視床下部外側野にその細胞体が局在して
おり、睡眠調節に関与することが明らかになっている。視床下部外側野からの主要投射部位に海馬が含まれるこ
と、睡眠と記憶という事象には関わりがあることから、我々はMCH神経が海馬依存性の長期記憶に対しても影響
していると推察した。マウスの長期記憶を新規物体認知試験と恐怖条件付け試験により評価したところ、MCH神
経を脱落させたマウスでは長期記憶力は対照群よりも良いことが明らかになった。MCH神経の活動は睡眠時に高
いことが報告されており、睡眠中の記憶形成抑制に関わっている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Melanin concentrating hormone (MCH) producing neurons project widely 
throughout the brain, including hippocampus, and control sleep. As sleep is suggested to link to 
memory and the hippocampus is crucial for memory, possible involvements of MCH neurons in spatial 
recognition memory formation were examined. MCH neuron ablated mice spent more time for exploration 
of a novel object relative to a familiar object, compared to the control mice. Moreover, MCH neuron 
ablated mice given foot-shock-conditioned fear memory showed higher freezing rate than the control 
mice. On the other hand, MCH neuron ablated mice stayed almost the same time in the center square of
 open field arena and in the open arms of elevated plus maze, as the control mice. The findings 
suggest that MCH neurons control hippocampus dependent spatial recognition memory negatively. As MCH
 neurons are active in sleep period, there is a possibility that MCH neurons delete some memory in 
sleep. 

研究分野： 神経科学

キーワード： 睡眠　記憶　絶食　視床下部外側野　海馬　新規物体認知試験　恐怖条件付け試験
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１．研究開始当初の背景 
(1)摂食中枢として知られる視床下部外側野の

睡眠調節における役割が注目されている。この

領域には、摂食関連ペプチドであるオレキシン

およびメラニン凝集ホルモン(MCH)神経の細胞

体が局在している。これらの神経は摂食行動と

共に睡眠・覚醒を調節する働きがある。オレキシ

ン神経系は覚醒維持に重要であるのに対し、

MCH 神経系は睡眠調節における役割が注目さ

れている。しかしながら、その動作原理はほとん

ど分かっていない。また MCH 神経系は、ナルコ

レプシーやパーキンソン病における睡眠障害ヘ

の関与が示唆されているが、不確定である。これ

らの理由として MCH 神経系は MCH ペプチドの

みならず、GABA やネスファチンなど睡眠調節

に対して異なった側面で作用する神経伝達物

質を複数含有しており、従来の MCH ペプチドの

みに注目した実験系では不十分であった。この

ため、共存物質を含めて MCH 神経系を丸ごと

評価できる実験系が望まれていた。 
 
(2)連携研究者の山中は、MCH 神経を後天的

に欠損できる MCH/tTA;Tet-O/DTA バイジェニ

ックマウスを作出した。このマウスは、ドキシサイ

クリン(Dox)添加飼料で飼育する限り、MCH 神

経特異的に発現するテトラサイクリントランスアク

ティベーター(tTA)の機能は完全に抑制され、

MCH 神経は正常に保たれる。一方、Dox の供

給を絶つと、tTA は Tet-O 配列と結合し、ジフテ

リア毒素 A 断片 (DTA)遺伝子を発現させて

MCH 神経脱落を誘導出来る。本マウスは脳全

体に投射する MCH 神経系を後天的に脱落出

来るため、MCH 神経機能を解析する有力なツ

ールとなる。我々は、通常飼育条件にて Dox 除

去後の摂食量と睡眠量を本マウスで評価した。

MCH 神経脱落群 Dox(-)は対照群 Dox(+)に比

べ、除去 1 週目以降、摂食量が有意に減少した。

ノンレム睡眠量は、除去 2 週目以降、有意に減

少した。レム睡眠量は、両群間に差はなかった。

以上の結果から、MCH 神経系は摂食と共にノン

レム睡眠調節機能の正常な維持に重要な役割

を持つことが示された。 
 
２．研究の目的 
(1)MCH 神経は、小脳を除く脳の全域に投射し

ており、摂食行動に重要な役割を果たすことが

知られている。MCH 神経の投射先には腹側視

索前野、中脳水道周囲灰白質、青斑核や縫線

核など睡眠・覚醒調節に重要な領域が多数含ま

れる。これまでの研究において、MCH 神経系は

ノンレム睡眠調節機能の正常な維持に重要であ

ることが示された。これに加えてエネルギー状態

を変化させた時の MCH 神経系の役割を調べる。

具体的には、絶食処置により摂食欲求を高めた

状態において MCH 神経脱落群と対照群の睡

眠内容を比較する。本研究では、MCH 神経系

がノンレム睡眠あるいはレム睡眠の恒常性維持

機構のどの側面（開始、安定性、質）に関与して

いるのかを明らかにする。 
 
(2)MCH 神経の投射先として海馬も報告があり、

MCH 受容体が海馬に局在していることから組織

学的に MCH 神経と海馬は関連があると言える。

これに加えて、海馬の神経細胞を用いた電気生

理学的な実験で MCH が長期増強を低下させる

という報告もあることから、MCH 神経が記憶に与

える影響、特に海馬を介する記憶を制御してい

る可能性を考えることができる。本研究では、

MCH 神経系が海馬依存性の長期記憶に関与

しているのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) MCH 神経の脱落 
MCH/tTA+/-;Tet-O/DTA+/-マウスでは、Dox を

与えている限り tTA は不活化状態にあり、そのた

め DTA の発現が抑えられるが、Dox の供与を停

止することで tTA が活性化され DTA が発現しそ

れにより神経細胞死(脱落)が開始される。Dox
は、ドキシサイクリン散(共立製薬株式会社、東

京)を実験用飼料 MR ストック(日本農産工業株

式会社、横浜) に 0.1%となる様に添加すること

で 経 口 的 に 供 与 し た 。 MCH/tTA+/-;Tet-O/ 
DTA+/-マウスは 10 週齢になるまでこの Dox 添

加飼料で飼育し続けた。尚、母親マウスに交配

直後から Dox 添加飼料を与えることで胎児期か

ら出生後の離乳期に至るまで Dox が母親を経

由して供与され続けるようにした。10 週齢の時点

で Dox 添加飼料から通常の MR ストックに切り

替えることで、Dox の供給を断ち DTA の発現を

誘導した。後述する行動実験は餌の切替後 4 週

目まで行った。実験群として、生後 10 週齢で

Dox 添加食から MR ストック餌に切り替えた

MCH/tTA+/-;Tet-O/DTA+/-雄マウスを、対照群

には 10 週齢以降も Dox 添加飼料で飼育し続け

た MCH/tTA+/-;Tet-O/ DTA+/-雄マウスを使用

した。 
 
(2)睡眠の評価 
i)脳波測定：ケタミン（75mg/kg、第一三共プロフ

ァ ー マ 株 式 会 社 、 東 京 ）お よ び メ デ ト ミ ジ ン

（1mg/kg、日本全薬工業株式会社、福島）の混

合液を腹腔内投与にてマウスを麻酔し、脳波お

よび筋電活動測定用の電極留置手術を行った。

脳波測定用の 2 つのビス（直径 1mm：ニューロサ

イエンス、東京）を、左大脳半球の頭蓋骨上（前

方のビス：ブレグマから前方へ 1mm・左側へ
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1.5mm、後方のビス：ラムダから前方へ 1mm・左

側へ 1.5mm）に留置し、アース用のビスを右鼻

骨上に留置した。筋電活動測定用の 2 本の絶縁

ワ イ ヤ ー （ Cooner wire ： Cooner Wire Inc. 、

Chatsworth、CA、U.S.A.）は、左右の頸部僧帽

筋上にそれぞれ留置した。手術後、マウスに鎮

痛剤（インドメタシン：1mg/kg、和光純薬工業株

式会社、大阪）と抗生剤（ペニシリン G：4000 
U/kg、明治製菓株式会社、東京）をそれぞれ腹

腔内と筋肉内に投与した後、メデトミジン拮抗薬

（アチパメゾール：1mg/kg、明治製菓株式会社、

東京）の皮下投与にて麻酔を解除した。手術後、

1 週間の術後回復期間を設けたあと、マウスを脳

波、筋電活動および自発運動量測定用のケー

ジに移し、マウス頭部の電極に脳波および筋電

活動測定用のケーブルを接続した。ケーブル接

続後、5～6 日間の環境順化期間の後、脳波、

筋電活動および自発運動量を VitalRecorder®

（キッセイコムテック株式会社、松本）にて測定し

た。覚醒・睡眠ステージは、10 秒を 1 エポック（解

析の最小単位）として判定した。 
 
ii)絶食処置：Dox 添加餌から非添加餌への切替

後 4 週目の時点で 19：00 から 24 時間の絶食処

置を行った。絶食処置時はその 12 時間前に

Dox 添加餌を 4g(24 時間の平均摂食量に該当)
入れた新しい測定用ケージにマウスを入れ、絶

食処置はこのケージから餌の残渣を取り除くこと

で開始した。睡眠測定は同日の 7：00 にケージ

交換し 19：00 から 24 時間測定した基準期、24
時間の絶食期、絶食後 36 時間の再給餌期にお

いて行った。また、再給餌直後の睡眠量を明期

において確認するため、絶食を開始した翌日 7：

00 に再給餌した後の睡眠測定も行った。 
 
(2)記憶能力の評価 
i)新規物体認知試験：全てのマウスを個飼いに

し、実験の際に被実験個体以外のマウスにケー

ジ移動に伴うストレスが与えられることを防いだ。

マウスに実験開始 1 週間前から 1 日につき 1 分

間のハンドリングを行い、ヒトに対する慣らしが十

分となるようにした。さらに実験開始 3 日前から 1
日につき 10 分間、マウスを実際の実験で用いる

アクリルケース内に入れることで実験環境への

慣らしも行った。この一連の慣らしを行った上で、

マウスに対して①記憶獲得、②記憶保持、③記

憶想起の 3 つの連続する過程で構成される実験

および解析を行った。 
 
ii)文脈的恐怖条件付け試験：マウスをフットショ

ック装置に入れて 5 分間装置に慣れさせた上で

30 秒ごとに 0.25mA、2 秒の電気ショックを 5 回、

装置床のグリッドに流しマウスに痛みを感じさせ

た。その後さらに 5 分間装置の中に滞在させた

マウスをホームケージに戻し、24 時間普段の飼

育環境と同様にした。24 時間経過後、マウスを

再度フットショック装置に 10 分間滞在させたが、

この際に電気ショックは加えずにマウスの様子を

CCD カメラにて撮影した。この 10 分間の内、呼

吸のため肺が動く以外、身体が動かない状態を

すくみ行動と定義し、10 分間におけるすくみ行

動の生じている時間の割合（％）を算出して、こ

のすくみ行動発現率を記憶の指標とした。すく

み行動の解析には撮影データをコンピューター

に取り込み解析ソフト FreezeFrame（Actimetrics, 
USA）を用いた。 
 
iii)オープンフィールド試験：マウスをオープンフ

ィールド装置の中に入れて 10 分間滞在させ、上

方向からビデオ撮影をした。床面積の中心の

10×10 cm を中央エリアとし、中央エリア滞在時

間を不安行動の指標とした。また、実験時間中

のマウスの総移動距離を測定し、自発行動量の

指標とした。これらの行動指標の記録には撮影

データをコンピューターに取り込み解析ソフト

LimeLight 2（Actimetrics, USA）を用いた。 
 
iv)高架式十字迷路試験：壁のないオープンア

ーム 2 本と壁のあるクローズドアーム 2 本が中央

部のプラットフォームから四方向へ分岐した地上

高 40cm の装置を使用した。マウスを装置のプラ

ットフォーム内に置き、クローズドアームに誘導し

た後に、異なるアームに入り込んだタイミングを

開始点として 5 分間装置内に滞在させた様子を

上方向からビデオ撮影した。オープンアームの

滞在時間を不安行動の指標とし、総移動距離を

自発行動量の指標とした。これらの行動指標の

記録には撮影データをコンピューターに取り込

み解析ソフト LimeLight 2（Actimetrics, USA）を

用いた。 
 
４．研究成果 
(1)MCH 神経脱落に伴う睡眠内容の評価 
i)絶食処置が睡眠量に与える影響：Dox 添加餌

から非添加餌への切替え後 4 週目の実験群お

よび対照群を用いて基準期 24 時間の睡眠解析

を行った結果、ノンレム睡眠量について実験群

において餌の切替えによる有意な減少が確認さ

れた（実験群 572.5±29.4 分、対照群 655.0±

16.0 分）。覚醒量についても、実験群において

有意な増加が認められた(実験群 785.5±29.5
分、対照群 708.2±16.1 分)。一方でレム睡眠量

については実験群と対照群との間に有意な差は

認められなかった。次に明暗周期に応じた睡眠

量の変化について確認したところ、ノンレム睡眠

量の暗期における減少が認められた（実験群
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210.6±18.3 分、対照群 269.5±13.9 分）。一方

で、明期においては減少傾向のみがみられた。

覚醒量についても暗期において対照群と比較し

て有意な増加が実験群でみられた（実験群

488.5±20.5 分、対照群 424.3±17.1 分）。こちら

も、明期においては増加傾向のみがみられた。

REM 睡眠量については暗期、明期のどちらに

おいても実験群と対照群との間に有意な差は認

められなかった。絶食処置中の睡眠量を測定し

たところ、対照群では絶食処置を与えることによ

って基準期に比べ 24 時間の NREM 睡眠量の

有意な増加（基準期 655.0±16.0 分、絶食期

787.8±12.9 分）および覚醒量の有意な減少（基

準期 708.2±16.1 分、絶食期 585.3±12.0 分）が

見られた。実験群においても同様に、絶食期に

は基準期に比べ有意な NREM 睡眠量の増加

（基準期 572.5±29.4 分、絶食期 729.1±53.2
分）および覚醒量の減少（基準期 785.5±29.5
分、絶食期 642.7±57.2 分）が見られた。しかし、

実験群と対照群を比較すると基準期には見られ

ていた NREM 睡眠量の有意な減少が絶食期で

はその差は消失した。覚醒量についても同様で

あった。また、レム睡眠量については実験群、対

照群ともにそれぞれの基準期と絶食期の間に有

意な差はみられず、また絶食期においても実験

群と対照群の間に差は認められなかった。 
 
ii)再給餌期の睡眠量：絶食終了後の摂食量は

通常時に比べ増加する傾向を示した。睡眠にも

変化が出る可能性があるため、再給餌後 36 時

間（24 時間＋暗期 12 時間）の睡眠量を測定した。

まず、再給餌後 24 時間の睡眠量を測定したとこ

ろ実験群と対照群のそれぞれにおいてノンレム

睡眠量、レム睡眠量および覚醒量のどのステー

ジにも基準期との間に有意な差はみられなかっ

た。また、実験群での暗期の基準期における有

意なノンレム睡眠量の減少は、再給餌後には消

失した。さらに基準期の実験群において、対照

群と比較して有意に認められていた暗期におけ

る覚醒量の増加もまた再給餌期には見られなか

った。再給餌後 24 時間から 36 時間までの暗期

12 時間の睡眠量は、基準期との間に差は見ら

れずまた、基準期に実験群で見られた有意なノ

ンレム睡眠量の減少および覚醒量の増加が確

認された（ノンレム睡眠量：実験群 182.8±33.5 
分、対照群 288.0±17.7 分；覚醒量：実験群

519.6±23.4 分、対照群 405.6±12.9 分）。この

様に、再給餌後 24 時間における睡眠が基準期

とは異なることが示唆されたため、再給餌直後の

睡眠量を 30 分毎に解析した。また、活動期であ

る暗期は元々の覚醒量が高いため、絶食終了

直後特有の睡眠を見出すために 24 時間の絶食

処置を与え暗期直前に再給餌を開始した場合と

絶食処置を 12 時間で止めて明期直前で再給餌

を開始した場合の 2 つに分けて摂食回復直後

12 時間の睡眠量を 30 分毎の合計で算出した。

再給餌直後の暗期 12 時間の睡眠内容は、実験

群では対照群に比べ再給餌後 3 時間の連続し

たノンレム睡眠の減少傾向が認められた。レム

睡眠量についても同様の変化が認められた。覚

醒量については、実験群では対照群に比べ再

給餌後 3 時間の連続した増加傾向が認められた。

実際に 3 時間の睡眠覚醒量を集積した結果、対

照群と比較して実験群のノンレム睡眠量、レム睡

眠量の有意な減少（ノンレム睡眠量：実験群

22.1 ±4.5 分、対照群：40.8±5.2 分；レム睡眠

量：実験群 0.4±0.3 分、対照群：3.1±1 分）お

よび覚醒量の有意な増加（実験群 157.4±5.0 
分、対照群：136.2±5.8 分）が認められた。再給

餌直後の明期 12 時間の睡眠量は対照群では、

再給餌直後 1 時間はほぼ覚醒状態であったが、

それ以降は睡眠状態が 30 分間中 10 分以上を

占めるようになった。しかし、実験群では 1 時間

半後までほぼ覚醒状態であり、睡眠状態が出現

するのはそれ以降であった。実際に、再給餌後

1 時間から 1 時間半までの睡眠・覚醒量を測定

すると、実験群では対照群にくらべノンレム睡眠

量の有意な減少（実験群 3.6±2.0 分、対照群

17.3±2.8 分）および覚醒量の有意な増加が確

認された（実験群 26.0±2.2 分、対照群 11.6±

2.7 分）。一方で、レム睡眠量については実験群

では対照群に比べて減少傾向のみが認められ

た。 
 
(結論)マウスに絶食を与えると NREM 睡眠量が

増加し覚醒量が減少した。この際に、MCH 神経

脱落後においても脱落前と同様に NREM 睡眠

量の変化を示していた。このことから、絶食状態

が影響する睡眠の変化は MCH 神経を介してい

ないことが分かった。また、再給餌後 24 時間以

降には実験群における NREM 睡眠の低下が再

び確認された。このことからも、MCH 神経は正

常な摂食状態下でみられる NREM 睡眠の調節

に関与していることが分かった。以上の結果から、

MCH 神経の睡眠・覚醒調節における主な役割

は NREM 睡眠の維持にあると考えられる。 
 
(2)MCH 神経脱落に伴う記憶能力の変化 
i)物体認知記憶試験：新規物体認知試験にお

いて、記憶獲得の過程での左右の物体への接

触時間の比率を評価した。左右物体接触率に

ついて、対照群では 50.1±1.6％、49.9±1.6%、

MCH 神経脱落群では 51.7±1.8%、48.3±1.8%と

なり、対照群、MCH 神経脱落群ともに左右間で

の有意差はなく、偏りは生じていなかった。次に

記憶能力の指標として記憶想起の過程での新
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規物体への接触時間の比率を評価した。記憶

保持の過程を 1 時間とした場合では MCH 神経

を維持している対照群で 60.7±3.1%となったの

に対し、MCH 神経脱落群では 70.7±2.9%と新規

物体接触率が有意に上昇した。記憶保持の過

程を 17 時間とした場合においても対照群の

48.8±2.4% に 比 べ MCH 神 経 脱 落 群 は

65.8±1.8%と有意に上昇していた。 
 
ii)文脈的恐怖条件付け試験：電気ショックから

24 時間後の 10 分間のフットショック装置への暴

露時、対照群では 42 秒、MCH 神経脱落群では

130 秒の時間すくみ行動が発現していた。これ

を 10 分間に対する割合、すくみ行動発現率とし

て算出した。MCH 神経の維持されている対照

群では 7.0±1.8％であったのに対し、MCH 神経

脱落群では 21.7±5.1%と有意にすくみ行動発現

率が上昇していた。 
 
iii)オープンフィールド試験：開けた空間である

中央エリアの滞在時間は不安様行動の指標とな

るが、10 分間の試験で MCH 神経の維持されて

いる対照群では 40.8±4.5 秒、MCH 神経脱落群

では 36.2±3.2 秒の滞在時間となり、有意差は生

じなかった。マウスを上方向からトラッキングする

ことで計測された総移動距離は自発行動量の

指標となるが、対照群で 1643.6±84.7cm、MCH
神経脱落群で 1946.8±125.3cm となり、有意差は

見られなかった。 
 
iv)高架式十字迷路試験：開けた空間で高さを

感じるオープンアームの滞在時間は不安様行

動の指標となるが、5 分間の試験で対照群では

50.4±5.3 秒、MCH 神経脱落群では 47.7±5.5 秒

となり有意差は生じなかった。マウスを上方向か

らトラッキングすることで計測された総移動距離

は行動量の指標となるが、674.9±53.6cm、MCH
神経脱落群で 772.7±60.5cm となり、有意差は見

られなかった。 
 
(結論)MCH 神経は不安強度や自発行動量とい

ったものを介することなく直接的に記憶能力に

対して影響があると考えられた。MCH 神経の脱

落によって記憶能力が高まる実験結果が得られ

たことにより、MCH 神経の本来の生理的な役割

としては記憶能力に対する負の作用だと考えら

れる。負の作用の中でも、記憶の獲得過程の阻

害なのか、保持過程における記憶消去なのか、

想起過程の阻害なのか、という具体的な働きに

ついては、より詳細な検討が必要となる。本研究

においては MCH 神経が記憶能力に影響するタ

イミングについての検証ができず、負の側面を

考える上では今後さらなる検証をしなければなら

ない。 
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