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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、SIK3による睡眠制御に関与する分子を同定するために、サプレッサ
ースクリーニングを実施した。エチルニトロソウレア投与量等の違いによる点突然変異の頻度を検討するため、
全エクソームシーケンスを実施した。ランダム変異導入マウスにはC57BL/6N系統のSIK3遺伝子変異マウスを用
い、C57BL/J雌と交配させたF1世代を用いて睡眠覚醒行動を検討した。複数のブリーダー由来のC57BL/6Jおよび
C57BL/6N系統を用いるためSNP候補をすべてシークエンスして、連鎖解析に用いるためのSNPリストを作成した。
マウスの睡眠異常を表現型とするサプレッサースクリーニングを稼働することができた。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator conducted a suppressor screening to identify 
molecules involved in sleep regulation through the SIK3 pathway. We performed whole exosome 
sequencing to examine the frequency of random point mutations due to ethylnitrosourea dosage. We 
used SIK3 gene mutant mice of the C57BL/6N strain to induce random mutations and made them crossed 
with wild-type C57BL/6J females to obtain F1 mice. We examined sleep/wake behavior based on EEG/EMG 
recording of the F1 generation mice. Since there are many polymorphisms even in the same C57BL/6J or
 C57BL/6N strains from multiple breeders, we sequenced SNP candidates and created a full SNP panel 
that is necessary for a linkage analysis. I have been running a suppressor screening for sleep in 
mice.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
日本人は、世界で最も睡眠時間が短い国民

であり、慢性的な睡眠不足が心身の健康を損
なうリスクとなっている。しかし、なぜ一定
量の睡眠が必要なのか、睡眠必要量はどのよ
うに規定されているのかは不明である。研究
代表者らは、ランダム点突然変異マウスを用
いたフォワード・ジェネティックスの手法を
用いて、睡眠量が大きく増加する Sleepy 変
異マウスを樹立し、Sik3 遺伝子の変異によっ
て睡眠必要量が増大することを明らかにし
た（Funato et al Nature 2016）。 

 
２．研究の目的 
遺伝学の研究では、変異体の表現型を消失

させるサプレッサー変異の同定によって、１
つ目の変異と、２つ目の変異との物質的なイ
ンタラクションを明らかにするという研究
がある。通常は、ショウジョウバエや線虫な
ど世代時間の短いモデル動物を用いて行う
研究である。しかし、睡眠研究には哺乳類を
用いた研究が望ましい。本研究では、顕著な
覚醒時間の減少を示す Sik3 遺伝子変異マウ
スにランダム点突然変異を導入することに

より睡眠量が正常化するマウスを見出し、
Sik3 蛋白による睡眠制御の細胞内カスケー
ドを構成する分子の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
図２に示すように、化学変異原であるエチ

ルニトロソウレアを Sik3(Sleepy)遺伝子変
異ホモ接合体に投与する。妊孕性の回復後に、
野生型マウスとの体外受精を行い、第１世代
マウスを産出する。第１世代は Sik3 遺伝子
変異ヘテロ接合体であり、大部分のマウスは
顕著な覚醒時間減少を示すが、ごく少数に出
現する覚醒時間の長いマウスを選び第２世
代を産出する。第２世代の Sik3 遺伝子変異
ヘテロマウスが親マウスと同様に覚醒時間
延長を示した場合、「遺伝性あり」と判断し、
併存する点突然変異の作用によって、Sik3 遺
伝子変異による睡眠異常が抑制されたと考
え原因遺伝子同定を行う。 
 
４．研究成果 
申請時には顕著なノンレム睡眠時間の延

長を示す Sleepy 変異家系と示していたが、
正しい遺伝子名を研究期間中に Nature 誌に
公表することができた。Sleepy 変異家系は、
リン酸化酵素である SIK3 をコードする遺伝
子のスプライス変異によって生じ、エクソン
がスキップ することによって、優性の効果
を示す。SIK3 は AMPK ファミリーに属するリ
ン酸化酵素であり、脳に広範に発現している
（Funato et al. Nature 2016）。 
この研究により、哺乳類を用いた睡眠覚醒を
表現型としたフォワード・ジェネティクスの
強力さとユニークさを広くアピールするこ
とができた。マウスを用いた睡眠の研究成果
以前に研究アプローチ自体がユニークなも
のである。この SIK3 による睡眠制御に関与
する分子を同定するために、サプレッサース
クリーニングを実施した。遂行にあたっては
様々な検討があらためて必要であった。エチ
ルニトロソウレア投与量やプロトコールの
違いによるランダム点突然変異の頻度を検
討するため、筑波大学村谷研究室に依頼し、
全エクソームシーケンスを実施した。ランダ
ム変異導入マウスには新潟大学崎村研究室
で作成された C57BL/6N 系統の SIK3 遺伝子変
異マウスを用いている。これらのマウスは、
エチルニトロウレア投与の有無にかかわら
ず、基礎的な睡眠覚醒行動は、ランダム点突
然マウススクリーニングによって得られた
Sleepy 家系と全く同じ睡眠異常を示す。睡眠
測定や睡眠寛離行動解析は、脳波筋電図に基
づき行った。実際のスクリーニングには、
C57BL/6N の純系ではなく、C57BL/J 雌と交配
させた F1 世代を用いた。通常のランダム点
突然変変異マウスの優性スクリーニングと
異なり、複数のブリーダー由来の C57BL/6J
および C57BL/6N 系統を用いるために、それ
ぞれの SNP 候補をすべてシークエンスして、
連鎖解析に用いるためのSNPリストを作成し



た(Miyoshi, Funato et al. 投稿準備中)。
このリストは、本研究にとどまらず、多くの
研究のリソースとなる。全エクソームシーケ
ンスによりエチルニトロソウレア投与によ
るランダム点突然変異数に野生型マウスと
違いがないかを検討した。計画的に産仔数を
維持するために人工授精によってサプレッ
サースクリーニング用のマウスを産出して
いる。SIK3 変異に加えて、ランダム点突然変
異をもつマウスの脳波筋電図を測定し、睡眠
覚醒行動を検討した。 
 SIK3 変異マウスが肥満傾向を示すことか
ら、サプレッサースクリーニングに用いるマ
ウスについても定期的に体重を測定しエネ
ルギー代謝への顕著な影響がないかの検討
を継続している。マウスの睡眠異常を表現型
とするサプレッサースクリーニングという
非常に野心的なプロジェクトを稼働するこ
とができた。Sleepy や Dreamless を樹立し、
SIK3やNALCNを同定したプロジェクトも成功
までにかなりの年数を必要としたこと、シス
テムの樹立自体だけでも非常に困難であっ
たことから、サプレッサースクリーニングを
継続していくことが重要である。 
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