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研究成果の概要（和文）：グリア細胞のクラスターによる睡眠覚醒制御への影響を調べるために、温度依存性チ
ャネルであるdTrpA1をGAL4/UASシステムを用いて様々なGAL4ドライバーで発現させ、温度変化による睡眠量の変
化を解析した。一部のGAL4ドライバーでdTrpA1を発現させた個体では、温度上昇とともに睡眠時間の減少が見ら
れ、覚醒の誘導に働いていることが観察された。一方で温度上昇とともに睡眠時間の増加を示す個体も一部の
GAL4ドライバーでは認められ、睡眠誘導もしくは歩行への影響があるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the effect of glial cell clusters on sleep-wake regulation, 
we expressed dTrpA1, a temperature-dependent channel, in various GAL4 drivers using the GAL4/UAS 
system and analyzed the change in sleep volume with temperature change. In individuals expressing 
dTrpA1 in some of the GAL4 drivers, a decrease in sleep duration was observed with increasing 
temperature, indicating that dTrpA1 works to induce wakefulness. On the other hand, some of the GAL4
 drivers showed an increase in sleep time with increasing temperature, suggesting that they have an 
effect on sleep induction or walking.

研究分野： 神経科学

キーワード： 睡眠

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CRISPR/Cas9を用いてドーパミン受容体変異体(D1R1受容体変異体ならびにD1R2受容体変異体)を作成し、得られ
たそれぞれの個体において睡眠解析を実施した。本研究成果は共同研究結果として論文発表を行った
(Akibaetal.,2020,EJN)。末梢神経損傷に伴う軸索クリアランスにはグリア細胞が関与していることが知られて
おり、睡眠覚醒がこれら現象にどのように関与しているかについても検討した。GAL4/UASシステムを用いて羽や
触角の神経細胞にGFPを発現させた個体を用いて、これらの組織を切除した後の軸索クリアランスを検討した。

※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 
睡眠は進化的に保存された行動にも関わらず、その機能やメカニズムは完全には明らかになっ
ていない。近年、睡眠覚醒に関わる神経ネットワークの同定が光遺伝学などの技術によりなされ
ているが、これら神経回路による睡眠覚醒の制御機構は不明である。一方、グリア細胞の活性に
よっても睡眠覚醒や体内時計が制御されていることが指摘されている。 
 申請者はこれまで、ショウジョウバエを用いた睡眠研究を行うことで、睡眠制御に関わる遺伝
子や神経回路を同定してきた(Ueno et al. Nature Neuroscience 2012 など)。さらに、グリア細
胞のサブクラスターを時期特異的に活性化させることにより、睡眠時間の増加・減少が見られる
ことや、加齢性の睡眠障害に関わるグリア関連の遺伝子を同定している。 
 本研究課題では、グリア細胞による睡眠覚醒ならびに体内時計の制御メカニズムを明らかに
することを目的とする。本研究課題の遂行により、グリア細胞による制御メカニズムが明らかに
なることで、睡眠の機能やメカニズムに迫ることが可能と考える。 
 
２．研究の目的 
本研究課題においては、グリア細胞による睡眠覚醒ならびに体内時計の制御メカニズムを明ら
かにすることを目的とする。 
 具体的には、睡眠覚醒制御に関わるグリア細胞のクラスターを同定するとともに、グリア細胞
内における睡眠覚醒制御の分子メカニズムを同定する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究課題の遂行のために、下記研究方法を用いる。 
①温度依存性チャネルを用いた睡眠覚醒制御を行うグリア細胞クラスターの同定 
 申請者はこれまで、温度依存性チャネルを用いた時期特異的な神経細胞の活性化により、睡眠
覚醒を制御する神経回路を同定してきた。本研究課題ではこの技術を用いて、睡眠覚醒制御に関
わるグリア細胞のクラスターを同定する。 
 ショウジョウバエにおけるグリア細胞は、その解剖学的位置付けから複数のクラスターに分
類される。それぞれのクラスターに特異的に GAL4 を発現するトランスジェニックラインを用い
て、温度依存性チャネルを用いたグリア細胞の刺激を行なったところ、一部の GAL4 ラインにお
いて睡眠の減少もしくは増加が見られることを見出している。このことは、グリア細胞がクラス
ター特異的に睡眠覚醒を制御していることを示唆しており、グリア細胞による睡眠覚醒制御の
メカニズム解明に有用なツールとなると考える。 
 本研究課題では、これまでに同定したグリア細胞クラスターのより詳細な細胞同定を試みる
とともに、これらクラスターを刺激した際のグリア細胞・神経細胞に引き起こされる遺伝子発現
の変化を探索することにより、下記の分子メカニズムの同定へと繋げることを試みる。 
 
②組織特異的 CRISPR/Cas9 によるグリア細胞での睡眠制御分子メカニズムの同定 
 申請者はこれまで、CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子改変を行うことで、ショウジョウバエの加齢
性記憶障害に脳内の D-セリンの低下が関わっていることを明らかにし、報告してきた（Yamazaki 
et al. Neuron 2014）。D-セリンは L-セリンをセリンラセマーゼにより変換することで合成さ
れ、セリンラセマーゼの発現は哺乳類においても加齢とともに減少することが知られている。ま
た、セリンラセマーゼは中枢神経系において、グリア細胞において強く発現することが知られて
いる。ショウジョウバエは哺乳類と同様に加齢性に記憶障害を示すのに加えて、加齢とともに睡
眠の断片化とリズムの減弱を示すことが知られている。 
 睡眠と記憶の関係性は近年明らかになってきており、申請者は、加齢性の記憶障害の背景に睡
眠障害が存在し、その分子基盤を D-セリンが担っているのではないかと仮説を立て、検証を行
った。まず、哺乳類のセリンラセマーゼのアミノ酸配列を元に、ショウジョウバエのホモログを
探索し、相同遺伝子として CG8129 を見つけた。次に、CRISPR/Cas9 を用いて CG8129 の deletion 
mutant を作出した。deletion mutant の作出にあたっては、gRNA を 2 種類発現するプラスミド
を用いて CG8129 の CDS を挟む形で gRNA 発現させ、予定領域の deletion mutant を得た。作出
した変異体をバッククロスし、遺伝的背景を均一にした上で DAM（Drosophila Activity Monitor）
を用いて経時的な睡眠時間の変化を解析した。その結果、加齢とともに CG8129 の変異体におい
て著しい睡眠時間の減少を認めている。 
 哺乳類のデータを元に考えると、CG8129 はグリア細胞に発現することが予想される。そこで、
グリア細胞で特異的に CG8129 を欠損させるためのシステムとして、独自に構築した組織特異的
CRISPR/Cas9 システムを用いた。この目的のために、全身の細胞で CG8129 の CDS を挟む形で二
種類の gRNA を発現し、さらに GAL4 ドライバーの存在化で Cas9 を発現させる UAS-Cas9 を保有
するラインを作成した。このラインに様々な GAL4 ドライバーラインをかけることにより、組織
特異的に CG8129 を deletion させ、RNAi のノックダウン効率に依存することなく遺伝子機能を



調べることが可能となっている。 
 今後、前述の睡眠覚醒を制御するグリア細胞クラスターにおいて、CG8129 の遺伝子発現を制
御することにより、温度依存性チャネルにより活性を制御した時と同様の睡眠覚醒の変化が認
められるかを調べる。 
 
４．研究成果 

グリア細胞のクラスターによる睡眠覚醒制御への影響を調べるために、温度依存性チャネルで

ある dTrpA1 を GAL4/UAS システムを用いて様々な GAL4 ドライバーで発現させ、温度変化による

睡眠量の変化を解析した。一部の GAL4 ドライバーで dTrpA1 を発現させた個体では、温度上昇と

ともに睡眠時間の減少が見られ、覚醒の誘導に働いていることが観察された。一方で温度上昇と

ともに睡眠時間の増加を示す個体も一部の GAL4 ドライバーでは認められ、睡眠誘導もしくは歩

行への影響があるものと考えられた。CRISPR/Cas9 を用いてドーパミン受容体変異体(D1R1 受容

体変異体ならびに D1R2 受容体変異体)を作成し、得られたそれぞれの個体において睡眠解析を

実施した。本研究成果は共同研究結果として論文発表を行った(Akibaetal.,2020,EJN)。末梢神

経損傷に伴う軸索クリアランスにはグリア細胞が関与していることが知られており、睡眠覚醒

がこれら現象にどのように関与しているかについても検討した。GAL4/UAS システムを用いて羽

や触角の神経細胞に GFP を発現させた個体を用いて、これらの組織を切除した後の軸索クリア

ランスを検討した。睡眠制御の方法としては、カフェインや機会的振動による睡眠時間の減少、

3-IY やガボキサドールによる睡眠時間の増加を介入として用いた。睡眠時間を減少させた個体

では末梢神経損傷後の軸索クリアランスの遅延が認められた。コロナ感染症の拡大により、研究

遂行が大幅に遅延した。 
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