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研究成果の概要（和文）：視床下部外側ニューロテンシン神経細胞（Nts-LH）の有する覚醒調節機構についてオ
プトジェネティクスとファイバーフォトメトリーにより解析を行った。まず、Nts-LH特異的に光受容体を発現さ
せ、光刺激を行うと、NREM睡眠からマウスは毎回覚醒したが、REM睡眠中では影響がなかった。次に、カルシウ
ムセンサーをNts-LHに発現させ、脳波、筋電図を測定しながらカルシウムイメージングを行ったところ、Nts-LH
は睡眠時と比較し、覚醒時に有意に興奮していることが明らかになった。以上のことから、Nts-LHは覚醒の維持
に重要であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The optical stimulation of neurotensinergic neurons in lateral hypothalamus 
(Nts-LH) during NREM sleep strongly promoted arousal in mice. In addition, in vivo calcium imaging 
elucidated that neuronal activity of Nts-LH was high during wakefulness compared with during sleep. 
These results indicated that Nts-LH is important for wake maintenance.

研究分野：神経薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Nts-LHが強力な覚醒作用を持つことは本研究により初めて明らかにされた。これに加え、Nts-LHは腹側被蓋核や
結節乳頭核などの覚醒に重要なモノアミン神経系が神経核を有する脳部位に強く投射していることが明らかにな
っている。そのため、Nts-LHを中心とする覚醒調節機構の全容解明は、睡眠覚醒を司る神経基盤の理解に大きく
貢献する可能性がある。将来的には睡眠障害の病態の理解や新規治療標的の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は視床下部外側部（LH）に存在する神経ペプチドの１つであるニューロテンシン
（Nts-LH）神経細胞が関与する覚醒調節機構について研究を行っている。これまでの研究で、化
学遺伝学的手法により数時間 Nts-LH神経細胞を活性化したところ、その間マウスは一度も睡眠
することなく覚醒が維持された。これにより、Nts-LH 神経細胞は非常に強力な覚醒誘導作用を
持っていることが明らかになった（F Naganuma et al., PLoS Biol. 2019）。これに加え、Nts-LH神
経細胞は視索前野、腹側被蓋核、結節乳頭核、縫線核、青斑核など睡眠覚醒に重要な脳部位
に神経線維を投射していることが明らかになった。これらのことから Nts-LHを中心とした
覚醒制御機構を解明することで、睡眠覚醒調節機構の神経分子メカニズムの理解が進むこ
とが期待される。 
 
２．研究の目的 
 睡眠覚醒調節は様々な種類の神経系が複雑に機能し合うことで行われていると考えられる。
先行研究の結果から、Nts神経細胞は視床下部外側部における覚醒調節機構の中心的役割を果た
している可能性が示唆された。そのため、Nts-LH 神経細胞を中心とした覚醒調節機構の詳細を
明らかにすることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 まず、オプトジェネティクスの手法を用い、Nts-LH 神経細胞の機能解析を行った。Cre-LoxP
システムにより、Cre依存的に活性化チャネルロドプシン（ChR2）を発現する AAV8-EF1α-LoxP-
ChR2(H134R)-mCherry（Addgene, 20297-AAV8）をニューロテンシン神経細胞特異的に Cre が発
現する Nts-Creマウスの視床下部外側部にステレオタキシス固定下、ガラスキャピラリーを用い
て微量注入した（100 nL, AP-1.70、DV-5.10、LR±1.1 from bregma）。これにより、Nts-LH神経細
胞にのみ ChR2が発現する。AAV注入後、LHに光ファイバーを挿入し、脳波、筋電図測定用の
電極を埋め込んだ。これにより、脳波、筋電図を測定しながら青色光刺激を行うことで、任意の
タイミングで Nts-LH神経細胞を活性化することができる。AAV注入から 3週間後、強い覚醒作
用を有する Nts-LH神経細胞を REM睡眠中、NREM睡眠中に活性化した場合マウスの睡眠にど
のような変化を及ぼすかについて検討をした。 
 次に、カルシウムセンサーの１つである GCaMP7fを用い、in vivoカルシウムイメージングに
てNts-LH神経細胞の神経活動をモニタリングした。上記同様AAV8-Syn-LoxP-GCaMP7f（Addgene, 
104492-AAV8）を Nts-Creマウスの LHに微量注入し（100 nL, AP-1.70、DV-5.10、LR±1.1 from 
bregma）、Nts-LH神経細胞にのみ GCaMP7fを発現させた。AAV注入後、測定用の光ファイバー
を LHに挿入し、脳波、筋電図測定用の電極を埋め込んだ。これにより、脳波、筋電図を測定し
ながら、覚醒時、急速眼球運動（rapid-eye-movement: REM）を伴う REM睡眠、伴わない NREM
睡眠中の Nts-LH神経細胞の神経活動をモニタリングした。 
 オプトジェネティクス、in vivo カルシウムイメージング実験終了後は組織学的検討を全ての
マウスで行い、ChR2、GCaMP7fが視床下部外側部に発現しているかについて確認を行った。ChR2
を用いた実験では Nts-LH神経細胞が光刺激により活性化されているかについて神経活動のマー
カーである cFos の免疫染色も行い検討した。上記実験に使用した AAV はすべて Addgene 社か
ら購入した。 
 
４．研究成果 
 まず、Nts-LHの詳細な機能についてオプトジェネティクスの手法により検討を行った。脳波、
筋電図を確認しながら、NREM睡眠中、REM睡眠中に光刺激により、Nts-LH神経細胞を活性化
した。その結果、NREM睡眠中に Nts-LHを活性化した場合、ほぼ毎回マウスは覚醒した。一方、
REM 睡眠中の Nts-LH の光刺激はマウスの睡眠に影響を与えなかった。このことから、Nts-LH
神経細胞の有する覚醒機能は NREM 睡眠中のマウスを毎回起こすほど強力なものであることが
明らかになった。一方、REM 睡眠中の光刺激によりマウスが起きなかった原因を明らかにする
ことについては今後の課題である。光刺激後マウスを灌流固定し組織学的に検討を行ったとこ
ろ、視床下部外側部に AAV 注入部位のマーカーである mCherry の発現を認め、光刺激による
cFosの発現も確認できた。今後はこの手法を用い、Nts-LH神経細胞の投射が認められている脳
部位にて光刺激を行うことにより神経回路特異的な覚醒調節における機能を明らかにしたいと
考えている。 
 次に、in vivoカルシウムイメージングを行った。脳波、筋電図を測定しながら、GCaMP7fを
用いたカルシウムイメージングにより Nts-LH 神経細胞の神経活動をモニタリングした。脳波、
筋電図のパターンから、覚醒時、NREM睡眠時、REM睡眠時と３つのステージに分割し、それ
ぞれのステージにおける Nts-LH神経細胞の働きについて検討を行った。その結果、Nts-LH神経
細胞は、NREM睡眠、REM睡眠時と比較し、覚醒時に有意に神経活動が亢進していることが明
らかになった。このことから、Nts-LH 神経細胞は覚醒の維持に重要な役割を果たしている可能



性が示唆された。実験後、マウスを灌流固定し、視床下部外側部の GCaMP7fの発現を確認した。
In vivoカルシウムイメージングについても今後は神経回路ごとに検討を行い、Nts-LH神経細胞
の神経活動と、睡眠、覚醒における機能的連関を明らかにしたいと考えている。 
本研究により、オプトジェネティクス、in vivoカルシウムイメージングのための設備、実験環
境が整備できたため、今後 Nts-LH神経細胞を中心とした覚醒制御機構の詳細についてさらに明
らかにすることで、睡眠覚醒調節に関わる新規神経回路基盤を解明したいと考えている。 
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