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研究成果の概要（和文）：我々は睡眠リズムのパターンを乱すようなこれまでの断眠ストレスとは異なる新規のストレ
ス負荷方法 (PAWWストレス: Perpetual Avoidance from Water on a Wheel)を見いだした。PAWWストレスをマウスに負
荷すると睡眠覚醒の日内リズムが乱れ、入眠障害や活動期の眠気、休息期の頻繁な覚醒などを示す。このモデルマウス
に対し、食品成分の投与を行い、その睡眠に対する影響評価を行った。また、睡眠障害モデルマウスのから血液を採取
し、NMRによるメタボローム解析を行い、睡眠障害のバイオマーカーになるような代謝物の差異が認められるかどうか
を検証した。

研究成果の概要（英文）：Psychological stressors prominently affect diurnal rhythms including locomotor act
ivity, sleep, blood pressure and body temperature in humans.  We found that the novel continuous stress im
posed by perpetual avoidance of water on a wheel (PAWW) affected several physiological diurnal rhythms in 
mice. PAWW stress decayed robust circadian locomotor rhythmicity in the mice and locomotor activity was ev
ident even during the light period when mice are normally asleep.  Daytime activity was significantly upre
gulated, whereas night-time activity was downregulated, resulting in a low amplitude of activity.  Total d
aily activity gradually decreased with increasing exposure to PAWW stress.  Continuous PAWW stress reduced
 the duration of daytime sleep, especially during the first half of the light period, and increased night-
time sleepiness.  These sleep architecture phenotypes under stress were similar to those of patients with 
insomnia.  
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１．研究開始当初の背景 

 

現代では24時間型生活習慣と慢性的精神ス

トレスにさらされ、睡眠障害を伴う体調不良

だけでなく、メンタルシンドロームへとつな

がる深刻な社会問題が生じている。厚生労働

省の調査によれば、日本では 5人に１人が何

らかの睡眠に関する悩みを抱えていること

が報告されている。特に 20〜40 歳台の働き

盛り世代の 23％が睡眠時間短縮やストレス

による睡眠障害を訴えている他、思春期の子

供の睡眠時間短縮も成長に与える影響が危

惧されている。さらに睡眠障害やリズム異常

とリンクしての過食も健康悪化の原因とし

て顕在化している。このような状況に対し、

睡眠障害改善薬やストレス軽減のためのサ

プリメント等の探索および開発が盛んにす

すめられているが、その効用については動物

モデルで検証された十分な科学的根拠を伴

わないものも多い。その理由として適切なス

トレス性睡眠障害、リズム障害モデル動物が

存在していないことあげられる。 

これまでの睡眠障害モデル動物は、物理的

に動物を覚醒させ完全に睡眠剥奪をしたり、

睡眠のなかでもレム睡眠だけを妨害したり

するようなものがほとんどであった。また、

ストレス性睡眠障害モデルとしては一過性

の物理的ショック（拘束、水浸、金網上飼育

法）を与えて得られるモデル動物や睡眠障害

を伴うパーキンソン病やハンチントン病モ

デル動物などがある。また、リズム障害モデ

ル動物は根本的に体内時計遺伝子の改変等

で得られる遺伝的モデル動物のみである。し

かし、我々に睡眠障害やリズム障害が生ずる

場合、持続的なストレスを感じて後天的に障

害が誘発される事を考慮すれば、より現実に

近い睡眠障害モデルマウスを創出する事が

研究用ツールとしては重要なポイントであ

った。 

そこで、我々は「ストレス性睡眠障害には

体内時計遺伝子が関与する」という仮説を

立て、昨年度、非侵襲かつ慢性的なストレ

ス負荷により正常動物（遺伝子改変してい

ない動物）において睡眠障害を惹起する方

法を検討した。サーカディアンリズムの観

察には、ストレス負荷時刻（毎日決まった

時刻に負荷する等）による時刻情報を与え

てはならないため、ストレス負荷は継続的

かつ長期可能な軽度ストレス条件が必要

であった。そして、様々な検討を重ねた結

果、特殊な飼育装置を用いた慢性不安負荷

ストレスにより日内リズム障害を引き起

こす事の出来るストレス性睡眠障害モデ

ルマウス創出法を確立した。   

 

２．研究の目的 

 

我々が独自で見いだしたストレスにより

生ずるリズム障害および睡眠障害の研究

用ツールとしてストレス性睡眠障害モデ

ルマウスを活用し、ストレス性睡眠障害を

改善する物質のスクリーニング系を確立

し、新規改善物質を探索する事を目的とし

た。また、ストレス性睡眠障害の新規バイ

オマーカーの同定を目指す研究も進める

こととした。 

 

３．研究の方法 

① マウスでの睡眠脳波の測定方法 

マウス（Ｃ３Ｈ）１２匹に麻酔下で睡

眠脳波測定用送信器（ＤＳＩ、ＴＡ１０Ｍ

２－Ｆ２０－ＥＥＴ）の留置手術を行った

。具体的には、マウスの頭蓋の２カ所に脳

波測定用電極、頸部筋肉２カ所に筋電位測

定用電極をそれぞれ留置するとともに、背

部皮下に送信器を格納した。術後１～２日

間は通常ケージ内にて、その後１２～１３

日間は回転輪つきケージ内にて1匹づつ術

後回復を行った。送信器を格納したマウス

の入ったケージを受信ボード（ＤＳＩ、Ｒ



ＰＣ−１）上に載置して測定を開始した。ま

た、検出データはデータ解析ソフト（ＤＳＩ

、Ｄａｔａｑｕｅｓｔ Ａ．Ｒ．Ｔ．）を用

いてＰＣ上に取得した。 

② 睡眠障害モデルマウスの作成 

マウスはC3H-HeN（日本SLC）から購入し

た。マウスは22℃、湿度50%、照明サイクル

は8:00〜20:00点灯の明期：暗期12:12で飼育

した。餌としては通常飼料（CE-2、日本クレ

ア）を自由摂食で与えた。睡眠障害モデルマ

ウスの作成に当たっては、回転輪付けケージ

（メルクエスト、SW-15S）にて一匹飼いで10

日ほど馴化した後、ケージの床敷きを水に交

換して1週間飼育する事で作成する。作成時

の給餌給水とも馴化時と同じであり、自由摂

食及び飲水で行った。 

③ 食品成分の投与による行動および

睡眠への影響 

食品成分としてD-リボースを一例とし

て検証を行った。D-リボース投与は飲水に

て行い、3.5mg/mlの濃度でマウスに与えた

。20g体重マウスの1日当たりの飲水量は約6

mlであり、飲水ボトルに入れた水道水を自

由飲水にて摂取させた。１日当たりの摂取

量は平均６ｍＬであり、Ｄ－リボース群の

マウスについては、１日当たり１０００ｍ

ｇ／ｋｇ体重のＤ－リボースを摂取した換

算となった。ストレス負荷による睡眠障害

モデルマウスでの検証の際には、ケージに

入れる水にも3.5mg/mlの濃度になる様にD-

リボースを溶解させて飼育した。Ｄ－リボ

ースを投与する前の脳波を３日間測定した

後、Ｄ－リボース水溶液（３．５ｍｇ／ｍ

Ｌ）を飲水にて投与した。１日当たりの摂

取量は平均６ｍＬであり、１日当たり１０

００ｍｇ／ｋｇ体重のＤ－リボースを摂取

した換算となった。投与してから１日経過

後に脳波を３日間測定し、正常時のＤ－リ

ボース投与の睡眠脳波測定データとした。

データ解析ソフトで取得した各３日ずつの

データを睡眠解析ソフト（キッセイコム

テック、Ｓｌｅｅｐ Ｓｉｇｎ）により

解析し、覚醒、ノンレム（ＮＲＥＭ）睡

眠、及びレム（ＲＥＭ）睡眠のステージ

判定を行った。また、ＮＲＥＭ睡眠につ

いては脳波周波数解析を行い、デルタ波

睡眠の程度を評価した。 

④ 睡眠障害モデルマウスの採血とN

MRメタボローム解析 

上記の方法でストレス負荷を2週間お

こない睡眠障害を誘発したマウスから継

時的に血液のサンプリングを行い、その

血液のNMRメタボローム解析を行った。N

MRメタボローム解析は血液や尿などをNM

Rによりプロファイリングする事により

構成成分の変化によりスペクトルの変化

が生ずる事を利用した既存のメタボロ-

ム解析の方法である。NMRスペクトルデー

タを専用のソフトウェアにて多変量解析

をおこない、睡眠障害モデルマウスと正

常マウスでの分布傾向を比較した。  

 

４．研究成果 

 

① 睡眠障害モデルマウスの睡眠に及ぼす

D-リボース投与の効果 

 通常飼育下での覚醒時間及びＮＲＥ

Ｍ睡眠時間については、Ｄ－リボースを

投与した影響がほとんど認められなかっ

た。なお、日内変動についてもほとんど

影響がなかった。正常時のＤ－リボース

投与の睡眠脳波測定データを得た後、す

べてのマウスの飲水を水道水とし、体内

に残存するＤ－リボースが代謝されるま

でそのまま３日間飼育した。マウスを６

匹ずつの２群に分け、一方の群（Ｄ－リ

ボース群）のマウスについては、ケージ

の床敷きをＤ－リボース水溶液に変更す

るとともに、飲水ボトルに入れたＤ－リ

ボース水溶液（３．５ｍｇ／ｍＬ）を自



由飲水にて摂取させた。また、他方の群（

コントロール群）のマウスについては、ケ

ージの床敷きを水道水に変更するとともに

、飲水ボトルに入れた水道水を自由飲水に

て摂取させた。１日当たりの摂取量は平均

６ｍＬであり、Ｄ－リボース群のマウスに

ついては、１日当たり１０００ｍｇ／ｋｇ

体重のＤ－リボースを摂取した換算となっ

た。いずれの群のマウスについても回転輪

上で飼育し、慢性的なストレスを負荷して

睡眠障害を誘発させた。そして、ストレス

負荷を開始してから１日経過後、３日間脳

波を測定した。図１に示すように、睡眠障

害を誘発させたマウスについては、Ｄ－リ

ボースを摂取させることで、休息期（８：

００～２０：００）において覚醒時間の減

少及び睡眠時間の増加が認められた。特に

、休息期の後半（１２：００～２０：０

０）においては、覚醒時間の減少及び睡

眠時間の増加が顕著であることから、Ｄ

－リボースの摂取による影響をより強く

受けていると考えられる。さらに、ＮＲ

ＥＭ睡眠及びＲＥＭ睡眠のいずれについ

ても、Ｄ－リボースを投与した影響が認

められた。 

② 睡眠障害モデルマウスのNMRによるメタ

ボローム解析 

睡眠障害のバイオマーカーを探索する

試みとして、睡眠障害モデルマウスの血液を

用いて、血液中代謝物を簡便に勝つ包括的に

解析するNMRメタボリックプロファイリング

を行った。活動期および休息期のそれぞれで

採血を行った。その結果、NMRスペクトルの

多変量解析を行った結果、睡眠障害モデルマ

ウスと健常マウスの休息期血液成分の間で、

代謝物構成の違いを反映した分布を示す変

数が存在する事がわかった（図2）。これは

双方のマウスを区別出来る一群の因子が存

在している事を意味している。NMRスペクト

ルと既知のデターベースとの照合により、一

部のアミノ酸や乳酸がその候補となり得る

可能性が示唆された。 

 

５．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者

には下線） 

図 2．睡眠障害モデルマウスとコントロールマウスの血

液メタボローム解析（赤：睡眠障害モデルマウス、青：

コントロールマウス） 

図 1. 睡眠障害モデルマウスにおける D-リボース

投与による覚醒、ノンレム睡眠、レム睡眠時間に及

ぼす影響 （黒：D-リボース投与、白：水投与） 
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