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研究成果の概要（和文）：動物の睡眠覚醒を引き起こす睡眠あるいは覚醒中枢神経の膜電位興奮性の調節因子と
して、細胞共通のエネルギー分子であるATP（アデノシン3リン酸）の細胞内濃度が関与している可能性がある。
本研究はこの仮説検証を目指すため、ATPを感知する蛍光プローブを細胞質に発現させた遺伝子改変マウスを用
い、覚醒中枢オレキシン神経が局在する外側視床下部の細胞内ATP濃度動態を光ファイバ計測した。結果、外側
視床下部の細胞内ATP濃度は動物の覚醒時と比較してノンレム睡眠時に増加し、一方でレム睡眠時に大きな低下
を認めた。この結果は、睡眠覚醒に伴う脳の細胞内ATP変動が存在し、神経膜電位興奮性に影響を与えうること
を示唆する。

研究成果の概要（英文）：As one of the regulators of membrane excitability of sleep or 
arousal-related neurons in animals, the intracellular concentrations of adenosine 5’-triphosphate 
(ATP), the major cellular energy metabolite, could be involved. In order to test this hypothesis, we
 conducted in vivo optical recording of intracellular ATP concentration in the lateral hypothalamus,
 where the orexin neurons involved in arousal is localized, using a genetically encoded fluorescent 
ATP sensor. With fiber photometric recordings, we observed that intracellular ATP concentrations in 
the lateral hypothalamus increased during non-REM sleep compared to awake, while a great decrease 
was observed during REM-sleep of animals. These results showed that intracellular ATP concentrations
 fluctuates depending on the sleep-wake state of animals. These state-dependent ATP fluctuations 
could affect neuronal membrane excitability under physiological conditions.

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、動物の睡眠覚醒に合わせ、細胞のエネルギー分子であるATP（アデノシン3リン酸）が脳内で生理的に
変動していることを、マウスを用いた生体計測により明らかにした。特に、動物の覚醒を引き起こす中枢領域で
ある外側視床下部において細胞内ATP濃度が変動していたことから、細胞内ATPが覚醒中枢神経の活動を調節する
新たな因子として機能している可能性が予想できる。

※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 

 
動物の睡眠覚醒は、脳幹や視床下部に存在する睡眠中枢と覚醒中枢の神経活動が交互に活発
化し、大脳皮質を含む広範な投射先領域の神経発火パターンを変化させることにより生じると
考えられている。この睡眠・覚醒中枢の神経活動を調節する因子の一つとして、細胞共通のエネ
ルギー分子である ATP（アデノシン 3リン酸）の細胞内濃度が関与している可能性がある。ATP
は各細胞内の代謝活動により生合成され、その細胞内濃度は細胞のエネルギー消費と供給のバ
ランスを保つため、一定のレベルに維持されていると予想されてきた。一方で、覚醒中枢神経の
一つである視床下部オレキシン神経など複数の神経において、その細胞膜に ATP 感受性 K+チ
ャネルが発現し、細胞内 ATP濃度変化を感知して神経膜電位を変化させる機構が報告されてい
る[1]。このことから研究代表者は、オレキシン神経を含む複数の神経で細胞内 ATP濃度の生理
的変動が生じており、それが当該神経活動に影響を与えることで、最終的に動物の睡眠覚醒を変
化させるトリガーとして機能している可能性を予想した。この仮説を検証する第一段階として、
動物の睡眠覚醒に伴い、神経細胞内 ATPが生理的変動していることを示す必要がある。 
研究代表者らはこれまでに、カルシウム蛍光プローブを特定細胞に発現させたマウスの脳に
光ファイバを留置し、プローブ蛍光を生体計測する光学システム（ファイバフォトメトリー）を
構築した[2]。それにより、脳表から顕微鏡の焦点距離が届かない脳深部における in vivo蛍光計
測を実現させた。この光ファイバ計測システムを用い、ATP を感知する蛍光プローブを特定神
経の細胞質に発現させたマウスの生体脳計測を行うことで、脳深部に局在する睡眠・覚醒中枢神
経の細胞内 ATP濃度が動物の睡眠覚醒に伴い変動し、当該神経活動を変化させる因子となりう
るかどうかを明らかにできると考えた。 
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２．研究の目的 
ATP を感知する蛍光プローブを細胞質に発現させたマウス脳の光ファイバ計測により、動物の
睡眠覚醒に伴い、覚醒中枢神経の一つであるオレキシン神経が局在する外側視床下部において
神経細胞内 ATP濃度がどのように変動するかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ATPの蛍光プローブ (GOATeam; Nakano 
et al., 2011, ACS Chem Biol.) (図 1) を細胞質
に発現するノックインマウス (ROSA-CAG-
GOATeam; 未発表)を用い、オレキシン神経が
局在する外側視床下部に留置した光ファイバ
を通じて細胞内 ATP濃度動態を計測する（図
2）。 
(2) 次に、Orexin-Creマウスの外側視床下部に
floxed-GOATeam（ATP 蛍光プローブ）かつ
floxed-RGECO（カルシウム蛍光プローブ）を
搭載した AAV（アデノ随伴ウイルス）を局所投
与し、オレキシン神経選択的に ATP蛍光プロ
ーブ (GO-ATeam)とカルシウム蛍光プローブ
(RGECO) を発現させる。AAV投与領域に光フ
ァイバを留置し、動物の睡眠覚醒に伴う、オレ
キシン神経の細胞内 ATP濃度動態とカルシウ
ム活動計測を行う。 
ATP計測時、脳波・筋電図の同時計測を行い、
オフラインで睡眠覚醒ステージ判定を行う。 
 
４．研究成果 
(1) GOATeamプローブは KO(クサビラオレン
ジ)と GFPの 2つの蛍光タンパクを持ち、ATP
結合時に生じる両者の FRET 現象を利用した
蛍光プローブである。ATPシグナルは GFP励
起光に対する KO(FRET)/GFP 蛍光比で表さ
れる。このため、光ファイバ計測システムは 1
波長励起・2波長同時計測の仕様のものを用い
た。なお、本研究で用いた ROSA-CAG-
GOATeam ノックインマウスにおける



GOATeamプローブ動態の信頼性は、視神経軸索を用いた ex vivo実験で既に確認済である。 
 このマウスの外側視床下部に光ファイバを留置して細胞内 ATP動態を計測したところ、外側
視床下部の細胞内 ATP濃度は動物の覚醒時と比較してノンレム睡眠時に増加し、一方でレム睡
眠中に大きな低下を認めた（図 3）。このことから、動物の睡眠覚醒に伴い、オレキシン神経を
含む外側視床下部の細胞内 ATP濃度に生理的変動が存在し、神経膜電位興奮性に影響を与えう
ることが示唆された。なお本研究で計測した細胞内 ATP変動は、細胞のエネルギー合成と消費
のバランスを表すパラメータとみなすことができる。これまでに外側視床下部に加え、大脳皮質
など複数の脳領域でレム睡眠中の大きな細胞内 ATPシグナル低下を見出しており、レム睡眠中
には複数の脳領域で細胞のエネルギーバランスが大きく負に傾くことが示唆される。レム睡眠
中の細胞内エネルギー低下の原因としては、脳内で ATP合成に働くエネルギー代謝活動の低下
あるいは ATP消費活動の亢進が生じている可能性が考えられる。 
(2) 外側視床下部にはオレキシン神経の他、GABA作動性神経やアストロサイトなど、多種類の
細胞が混在して分布する。このため、次にオレキシン神経選択的な細胞内 ATP動態と、神経活
動を反映したカルシウム動態計測に着手した。結果、RGECOプローブによるオレキシン神経カ
ルシウム活動の光ファイバ計測には成功したものの、GOATeam プローブの光ファイバ計測で
は、明らかなオレキシン神経の ATPシグナル変動を捉えることができなかった。原因として、
オレキシン神経の細胞内 ATP変動は極めて小さいか、オレキシン神経の視床下部における分布
が比較的粗であることから、ダイナミックレンジが低い GOATeamプローブでは ATP変動を捉
えられない可能性が考えられた。このため、より S/N の高い別の ATP 蛍光プローブ(MaLion; 
Arai et al., 2018, Angew Chem Int Ed Engl.)を用いた ATP計測に再挑戦する予定である。 
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