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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエの睡眠-覚醒を制御する中心複合体の新たな神経回路の同定を試
み、睡眠を促進するPB（protocerebral bridge）介在ニューロン群を見いだした。
PB介在ニューロン群は、すでに同定していた覚醒を促進するPB-FB-NOニューロン群を抑制することで、睡眠を促
進することが示唆された。また、PBに投射するT1ドーパミンニューロンはD2受容体シグナルを介して、睡眠を促
進するPB介在ニューロンを抑制することで覚醒促進的に働くことが示唆された。さらに、PB介在ニューロンは睡
眠制御において、NMDA受容体-カルシニューリンシグナルによっても調節されることを示した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to identify a novel neural circuit in the central complex 
regulating sleep-wake in Drosophila melanogaster and found a group of protocerebral bridge (PB) 
interneurons that promote sleep. Because the sleep-promoting PB interneurons had a physical 
connection with the already identified wake-promoting PB-FB-NO, the PB interneurons should inhibit 
the PB-FB-NO neurons.
We found that activation of T1 dopaminergic neurons projecting to PB using the temperature-sensitive
 dTrpA1 channel resulted in a significant reduction in sleep. Dopamine 2-like receptors (Dop2R) 
knockdown in the sleep-promoting PB interneurons significantly increased sleep, suggesting that T1 
dopaminergic neurons promote wakefulness by inhibiting the sleep-promoting PB interneurons through 
D2 receptor signaling. In addition, we found that NMDA receptor-calcineurin signaling in the 
sleep-promoting PB interneurons is also involved in sleep regulation.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
同定した睡眠-覚醒を制御する中心複合体PBの神経回路に着目することで、これまで未解明であったNMDA受容体-
カルシニューリンシグナルによる睡眠制御の分子機構の解明が可能になる。また、覚醒を促進するT1ドーパミン
ニューロンは闘争行動の制御に関わることが報告されており、睡眠-覚醒と闘争行動に共通する神経基盤の理解
にもつながると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
睡眠は多くの動物種に認められる生理現象であり、動物種間で共通する睡眠-覚醒制御機構の存
在が明らかになってきた。その分子的基盤を解明することで、「睡眠とは何か？」という睡眠科
学における最も大きな謎に迫れると考える。睡眠の制御機構や生理機能についてのこれまでの
研究は、脳波によって睡眠を厳密に定義できる哺乳類を主な対象として行われてきた。一方、近
年、遺伝学的解析が容易な線虫、ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュといった非哺乳類モデル
生物においても、行動学的に睡眠と類似する休息状態（以下、睡眠）が認められ、分子レベルで
の睡眠研究が進められている。ショウジョウバエでは、これまでに多くの睡眠関連遺伝子が同定
され、ドーパミン、セロトニン、GABA などの神経伝達物質や、K+チャネルやドーパミントランス
ポーターなどの分子が哺乳類と共通する睡眠制御メカニズムとして明らかにされている。さら
に、マウスの順遺伝学的スクリーニングによって発見された新規睡眠制御遺伝子 Sik3 のハエホ
モログも、ハエの睡眠制御に関与することが示された（Funato et al., Nature, 2016）。また、
学習記憶やシナプス可塑性維持における睡眠の生理機能についても哺乳類との共通性が示され、
ショウジョウバエは睡眠の分子機構解明の優れたモデル系である。 
 我々は、NMDA 型グルタミン酸受容体（以下、NMDA 受容体）がハエの睡眠を促進することを明
らかにしたが（Tomita et al., PLOS ONE, 2015）、NMDA 受容体サブユニットの一つ Nr3a のノッ
クアウトマウスでも睡眠量が減少することが報告され（Sunagawa et al., Cell Reports, 2016）、
ハエとマウスで共通する睡眠制御機構として注目されている。また我々は、NMDA 受容体の下流
に位置する Ca2+/カルモジュリン依存性タンパク質脱リン酸化酵素カルシニューリンも睡眠促進
的に働くことを明らかにした（Tomita et al., J. Neurosci., 2011）。さらに、中枢神経系に広
範に発現するアミノ酸トランスポーター（NAAT）の全神経ノックダウンで、睡眠量が顕著に減少
することを見いだし、グルタミン酸作動性（Glu）ニューロンでのノックダウンでも同様の結果
を得た。NAAT の哺乳類ホモログは、プロリンやロイシンなどの中性アミノ酸をシナプス小胞内
に輸送し（Parra, et al., Mol. Pharmacol. 2008）、プロリンは NMDA 受容体アゴニスト活性を
もつ（Henzi, et al., Mol. Pharmacol. 1992）。そこで、細胞内の遊離プロリン量が増加する突
然変異体の睡眠量を調べたところ、著しく増加した。 
 以上の結果から、NMDA 受容体シグナルによる睡眠制御の仮説を想定した。NAAT は Glu ニュー
ロンにおいて、プロリンをシナプス小胞内に輸送し、放出されたプロリンは NMDA 受容体-カルシ
ニューリンシグナル経路を活性化することで、睡眠を促進すると考えられる。さらに睡眠制御回
路についての解析から、脳の中心複合体の protocerebral bridge（PB）という部位における NMDA
受容体シグナルが睡眠を制御する可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
これまでに同定された睡眠制御遺伝子の多くが、昆虫と哺乳類で共通である。しかしながら、い
ずれの遺伝子についても、睡眠制御メカニズムにおける機能は未解明なものが多い。我々は、
NMDA 受容体がショウジョウバエの睡眠を制御することを発見したが、マウスでも示され注目さ
れている。本研究では、これまでの研究成果から想定した NMDA 受容体シグナルによる睡眠制御
の仮説に基づき、その全容を分子・細胞レベルで解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
NMDA 受容体による睡眠制御機構の全容を解明するために、本研究では以下の 3 つの研究項目を
計画した。 
(1)睡眠制御において NMDA 受容体が機能する神経回路の同定 
中心複合体の PBに注目して解析する。睡眠制御に関与する PBニューロン群で NMDA 受容体をノ
ックダウンし、睡眠量が変化することを示す。また PB に投射する Glu ニューロンの中で、睡眠
制御に関与するニューロンを同定し、神経回路を解明する。 
(2)プロリンによる睡眠制御機構の解明 
ハエ摘出脳を用いて、睡眠制御において NMDA 受容体が機能するニューロン群の Ca2+イメージン
グを行い、プロリンによる睡眠制御機構を明らかにする。 
(3)NMDA 受容体-カルシニューリンシグナルの下流分子の同定と睡眠制御における機能解析 
カルシニューリンと既知の睡眠関連遺伝子との相互作用やリン酸化制御などについて調べる。
また、生化学的手法で相互作用タンパク質の探索も行う。同定した分子の睡眠制御における機能
を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)睡眠を促進する PB 介在ニューロン群の発見 
中心複合体は、PB、fan-shaped body（FB)、ellipsoid body（EB）、noduli（NO）という 4つの
構造から構成される。睡眠-覚醒制御に関わる新たなニューロン群を同定するために、PBに着目
した。PB に GAL4 が発現する 14 種類の GAL4 ドライバー系統を用いて、GAL4 発現ニューロンに
温度依存性イオンチャネル dTrpA1 を発現させて人為的に活性化し、睡眠量の変化を調べた。そ
の結果、R52B10-GAL4 を用いた活性化では睡眠量が顕著に減少し、一方、R59E08-GAL4 を用いた
活性化では睡眠量が顕著に増加することを見出した（図 1）。R52B10-GAL4 に関しては、本科研費
への応募までに解析を行い、R52B10-GAL4 がラベルする PB から FB と NO に投射するニューロン



群（PB-FB-NO ニューロン群）が覚醒促進
的に働くことを示した。そこで本研究で
はまず、R59E08-GAL4 について解析し
た。R59E08-GAL4 がラベルする PB ニュ
ーロン群は、それらの形態と報告されて
いる論文（Lin et al., Cell Reports, 
2013）に基づき PB 介在ニューロンであ
ることが明らかとなった。また PB 介在
ニューロンの他に視髄全体にも強い発
現がみられたが、視髄で同様の発現パタ
ーンを示す複数の GAL4 系統を用いて、
視髄ニューロンを活性化しても睡眠量
の増加はみられなかった。R59E08-GAL4
は脳以外に、胸部神経節でも GAL4 発現
がみられた。そこで、R59E08-GAL4 と
tsh-GAL80 系統（胸部神経節のみで GAL4 阻害因子である GAL80 を発現する）を組み合わせて、
脳だけで dTrpA1 を発現させてニューロンを活性化しても、睡眠量の顕著な増加が見られた。以
上の結果から、R59E08-GAL4 がラベルする PB 介在ニューロン群が睡眠促進的に働くことが示さ
れた。さらに、コリン作動性ニューロンのみで GAL80 を発現する Cha-GAL80 系統を利用して、
R59E08-GAL4 発現ニューロンのうちコリン作動性ニューロン以外に dTrpA1 を発現させてニュー
ロンを活性化すると睡眠量の増加がみられず、コリン作動性の PB 介在ニューロン群の活性化が
睡眠量を増加させることが示唆された。 
後シナプスと前シナプスに mCherry と GFP をそれぞれ発現させることで、覚醒を促進する PB-
FB-NO ニューロン群は、PB に樹状突起を FB と NO にシナプス前終末をもつことが示唆された。
そこで、シナプス前膜と後膜にそれぞれ分割 GFP を発現させてシナプス結合を特異的に調べる
ことができる t-GRASP（targeted GFP reconstitution across synaptic partners）法を用いて、
覚醒を促進する PB-FB-NO ニューロン群と睡眠を促進する PB 介在ニューロン群とのシナプス結
合を調べた。その結果、再構成された GFP シグナルが PB に観察され、2 つのニューロン群の間
のシナプス結合が示された。この結果とそれぞれのニューロン群を活性化したときの睡眠の表
現型から、睡眠を促進する PB 介在ニューロン群は、覚醒を促進する PB-FB-NO ニューロン群を抑
制することで睡眠を促進することが示唆された。 
 
(2)睡眠を促進する PB 介在ニューロン群のドーパミンシグナルによる制御 
PB には T1とよばれるドーパミン（DA）
ニューロンが投射することが知られて
いる（ Alekseyenko et al., PNAS, 
2013）。T1 DAニューロン特異的にdTrpA1
チャネルを発現させて活性化したとこ
ろ、睡眠量が有意に減少した（図 2）。ま
た、GRASP 法により睡眠を促進する PB介
在ニューロンとT1 DAニューロンとの間
のシナプス結合が示唆された。PBにはド
ーパミン D2 受容体 Dop2R が発現するこ
とが報告されており、PB介在ニューロン
でDop2Rをノックダウンすると睡眠量が
有意に増加した。 
 
(3)睡眠を促進する PB 介在ニューロン群の NMDA 受容体シグナルによる制御 
PB には Glu ニューロンも存在する。睡眠を促進する
PB 介在ニューロンで、ハエの睡眠制御に関わる NMDA
受容体やカルシニューリンをノックダウンしたとこ
ろ、睡眠量は、カルシニューリンノックダウンでは有
意に減少し、NMDA 受容体ノックダウンでは減少傾向
がみられた。また、Mg2+ブロック変異型 NMDA 受容体
を発現させると睡眠量が有意に増加した。（図 3）。 
 
以上の結果から、睡眠を促進する PB介在ニューロン
群は、D2 受容体シグナルと NMDA 受容体シグナルによ
って制御され、覚醒を促進する PB-FB-NO ニューロン
群を抑制することで睡眠を促進するというショウジ
ョウバエの睡眠-覚醒を制御する新たな神経回路が
示された（図 4）。 
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