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研究成果の概要（和文）：睡眠覚醒制御機構の解明のため、モデル生物であるショウジョウバエ

を解析して、カルシニューリンなど数個の新規睡眠関連遺伝子を同定し、睡眠と記憶の関連、

睡眠と加齢・寿命の関係を示した。また、覚醒制御物質であるドーパミンについて、活動の時

系列解析から休息時間の制御への関与を、生理機能解析から代謝・温度嗜好性との関係を示し、

さらに覚醒を制御する脳内のドーパミン神経回路を、単一神経細胞レベルで同定した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Using Drosophila melanogaster as a model animal for sleep research, 
we identified calcineurin and others as novel sleep related genes and showed the 
relationship between sleep and memory retention. By the analysis of dopamine functions, 
which is an arousal regulator, we showed its role in rest length regulation, metabolism 
and temperature preference. We also identified arousal regulating dopamine circuit in 
fly brain at the single cell level. 
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１．研究開始当初の背景 
 ショウジョウバエをモデル生物とする睡
眠の研究は、2000 年に最初の論文が発表され
た新しい分野である。研究代表者のグループ

は、当初から、この分野の研究を推進してき
たが、ドーパミントランスポーターの機能欠
失により睡眠時間が極端に短くなっている
変異体 fumin （不眠）を発見し、ショウジ
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ョウバエでも哺乳類同様に、ドーパミンが睡
眠覚醒を制御することを世界でも初めて示
して注目された（Kume et al. J. Neurosci, 
2005）。この結果、ショウジョウバエの睡眠
が、行動レベルだけでなく、分子レベルでも、
哺乳類と相似であることが示された。 
 そこで、睡眠研究のモデルとしてのショウ
ジョウバエに、さらに興味が集まることにな
り、従来、哺乳類で知られていた知見を逆に
ショウジョウバエで試す研究も行われ、睡眠
と代謝や加齢との関係、さらに睡眠と学習・
記憶の関係などが調べられるようになった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ショウジョウバエのモデルが
最適な分子遺伝学手法を用いた新規睡眠関
連遺伝子の探索、及び、研究代表者グループ
が主要対象とするドーパミンの生理機能の
解析を中心に、種々の手法を用いて、ショウ
ジョウバエの睡眠覚醒制御機構を解明する
ことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 新規睡眠関連遺伝子の探索 
 ドーパミントランスポーターの欠失変異
である fumin 変異体のハエと野生型のハエ
の頭部での遺伝子発現を、マイクロアレイを
用いて網羅的に解析し、発現差のある遺伝子
群を候補として、新規睡眠関連遺伝子の探索
を行った。 
 また、fumin 変異体に高カロリー栄養負荷
を行うと睡眠量と寿命に影響を与えること
がわかったので、fumin に高カロリー栄養を
与えた場合に変化する遺伝子を候補とした
睡眠関連遺伝子探索を行った。 
 
(2)ドーパミンの機能と回路の解析 
 fumin 変異株を用いて、活動の時系列解析、
温度嗜好性と代謝量測定を行った。 
 また、ドーパミン受容体欠損株や、一部の
ドーパミン神経細胞を特異的に活性化可能
なモザイク個体を作って解析することで、ド
ーパミンが覚醒を誘導する神経回路の同定
を行った。 
 
(3)共同研究 
 ドーパミン合成酵素（Tyrosine Hydroxy- 
lase）が脳内でのみ欠損しているハエを作成
したグループと共同研究で、脳内のドーパミ
ンの生理機能を調べた。 
 オーファン受容体のリガンドペプチドを
生化学的に精製するプロジェクトを共同研
究で行い、得られたリガンドを過剰発現する
ハエの樹立などを行った。 
 

４．研究成果 
(1) カルシニューリン遺伝子機能の発見 
 fumin のマイクロアレイ解析から、約 30
個の候補遺伝子を抽出し、RNAi 法を用いて、
全神経細胞でノックダウン（発現抑制）した
ハエを作り、その睡眠量を測定したところ、
カルシニューリン A-14F をノックダウンし
たハエで、極端に睡眠量が減少した（図１）。 
 そこで、ハエの 5 種類のカルシニューリン
遺伝子を全て調べたところ、カルシニューリ
ン B をノックダウンしても、同様に睡眠が減
少することが示された。また、発現を調べた
ところ、カルシニューリン A-14F 遺伝子は、
脳内の多くの神経細胞に発現が認められた。 
 さらに、カルシニューリン A-14F をノック
ダウンしたハエでは、嗅覚と電気による嫌悪
刺激による連合学習の記憶定着が障害され
ることも示された。この結果は、睡眠と記憶
の関連を示唆する（Tomita et al. J. Neurosci, 
2011）。 
 また、カルシニューリン遺伝子のノックア
ウトでも同様の現象が観察され、さらにカル
シニューリンの制御因子である sra/DSCR1 
遺伝子の変異体のハエでも、やはり同じ様に
睡眠量の現象が観察された（Nakai et al. J. 
Neurosci, 2011）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：カルシニューリン抑制による睡眠減少 
上段が野生型のハエ 3 匹、下段がカルシニュ
ーリン A-14F 遺伝子を、全神経でノックダウ
ンしたハエ 3 匹の、恒常暗条件下 3 日間の活
動記録。下段の 3 匹のハエでは、活動量が増
えて、睡眠量が減少している。 
（Tomita et al. J. Neurosci, 2011 より） 
 



(2) 高カロリー負荷と睡眠量の関係と JNK 
 fumin 変異は睡眠量が野生型の 3 分の 1
程度まで減少するが、単独では寿命には影響
がなかった。しかし、高カロリーのエサで飼
育すると、さらに睡眠時間が短くなり、寿命
も野生型よりも短縮することがわかった
（Yamazaki et al. BBRC 2012）。 
 そこで、高カロリー条件下で発現が変化す
る遺伝子 20 個ほどを候補遺伝子として、全
神経でノックダウンを行ったところ、c-jun 
terminal kinase (JNK) をノックダウンする
と、睡眠時間が減少することが示された
（Takahama et al. BBRC 2012）。 
 
(3) ドーパミンの生理機能解析 
 多数のハエの動きを同時ビデオ記録して、
画像解析を行うことで、活動と休息を秒単位
の時間分解能で分類・時系列解析し、それぞ
れの持続時間分布を調べた。その結果、哺乳
類などで報告された結果と同様に、ショウジ
ョウバエでも活動時間は指数分布を、休息時
間はべき乗分布を示した。さらに、ドーパミ
ンシグナルは、休息時間を短くすることで、
活動量を増やすことが示された（Ueno et al. 
PLoS One 2012a）。 
 単独の個体を用いたスパイロメトリーを
開発して、fumin 変異体の呼吸量を定量した
ところ、野生型よりも増加していた。活動を
抑制した状態でも増加は観察されたため、活
動が増えた結果ではなく、ドーパミンが基礎
代謝を更新すると考えられた。また、安定し
た温度勾配を作り出す装置を開発して、温度
嗜好性を調べたところ、fumin 変異体は野生
型よりも低温を好んだ。このことから、ドー
パミンシグナルの亢進により、代謝量が増加
し、温度嗜好性が低温側にシフトすることが
示された（Ueno et al. PLoS One 2012b）。 
 また、脳のドーパミン合成酵素が減少して、
脳内のドーパミン量が減る変異体では、睡眠
量が増加し、外部刺激による覚醒域値が上昇
していることも示された（Riemensperger et 
al. PNAS 2011）。 
 
(4) ドーパミンの覚醒誘導回路の同定 
 D1 型ドーパミン受容体と、fumin の二重
変異体を作成したところ、fumin の短眠の表
現型が、野生型の通常の睡眠量に回復した。
この二重変異体で、脳内の扇状体と呼ばれる
部位で D1 受容体を再生したところ、短眠の
表現形が、再び出現した。さらに、ハエから
脳を取り出して培養し、そこにドーパミンを
添加したところ、扇状体が直接ドーパミンに
反応することが確認できた。これらの結果か
ら、ドーパミンが覚醒制御に働く際の標的が、
脳内の扇状体であることが示された。 
 次に、脳内に 200 個程度存在するドーパミ
ン神経細胞の中の 1 個か 2 個だけを活性化す

ることができるモザイク個体を 400 匹以上、
作出して、睡眠量を調べたところ、PPM3 と
呼ばれる領域に存在する特定のドーパミン
神経が活性化される個体のみで、睡眠が減少
することがわかった。図 2 には、覚醒を促す
ことが示された単一のドーパミン神経細胞
を示すが、この神経は扇状体に投射すること
から、受容体の結果と合わせて、PPM3 に存
在するドーパミン神経が扇状体の D1 型ドー
パミン神経に働くことで覚醒が誘導される
ことがわかった。 
 PPM3 以外の部位に存在して、脳のキノコ
体という部位に投射するドーパミン神経が
嫌悪刺激の連合学習を制御していることが、
他のグループの結果でわかっているが、この
ドーパミン神経を活性化しても、覚醒が誘導
されないことから、睡眠覚醒を制御するドー
パミン神経と、学習記憶を制御するドーパミ
ン神経は異なることが示された。この結果は、
予想外で、睡眠中に学習を成立させる可能性
や、逆に、記憶に残らない覚醒が存在する可
能性を示した（Ueno et al. Nat Neurosci 
2012）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：覚醒を誘導するドーパミン神経細胞 
紫色が脳を、緑色が単一のドーパミン細胞で、
脳の中心部の横に長く見えるのが扇状体 
（Ueno et al. Nat Neurosci 2012 より） 
 
 
(5) 生理活性ペプチドの同定 
 ショウジョウバエのゲノム解析から、リガ
ンドが不明で、7 回膜貫通型三量体 G 蛋白共
役型のオーファン受容体を選び出した。これ
らの受容体遺伝子を、受容体活性化を検出可
能な哺乳類細胞に発現して、その反応を指標
に、ショウジョウバエの抽出物から、リガン
ドを精製した。その結果、4 つの新規ペプチ
ドのリガンドをクローニングすることがで
きた。現在、まだ、睡眠との関連は見い出さ
れていないが、これらのリガンドは、腸に発
現して、受容体が脳に発現することから、腸
の情報を何らかの形で脳に伝えている可能
性が示唆された（Ida et al. Front Endocrinol. 
2012, Ida et al. BBRC 2011a, 2011b）。 
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