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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、NALCNチャネル複合体によるレム睡眠制御の分子メカニズムを解明
するため、in vivoでのプロテオーム解析を実施した。複合体因子として知られるNalcn, Unc80, Nalf1の３遺伝
子に対して、ゲノム編集によりタグ付き変異型ビオチン化酵素を挿入した遺伝子改変マウスを作成した。これら
の生体マウス脳サンプルよりタグ免疫沈降もしくはビオチン標識によってタンパク質を抽出し、LC-MS/MS質量分
析を行った。タグ免疫沈降により特異的に標的分子が分離できた。NALCNチャネル複合体の機能に関わる細胞内
シグナル伝達を担う相互作用分子を網羅的に探索する実験系を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：Our research team conducted in vivo proteomic analysis to elucidate the 
molecular mechanisms of REM sleep regulation by the NALCN channel complex. We created genetically 
modified mice by using CRISPR to insert HA-strepIII-tagged BirA into the N-term of three genes known
 as the complex factors: Nalcn, Unc80, and Nalf1. Protein extraction was performed from live mouse 
brain samples using either HA-strepIII-tag immunoprecipitation (IP) or in vivo biotin labeling, 
followed by LC-MS/MS mass analysis. The tag IP allowed for specific separation of target molecules. 
We established an experimental system to comprehensively explore the interacting molecules involved 
in the intracellular signaling responsible for the function of the NALCN channel complex.

研究分野：睡眠医科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大幅にレム睡眠量が減少する遺伝性変異マウスDreamless家系の原因遺伝子Nalcnは、これまで睡眠覚醒制御への
関与が報告されていない、睡眠研究領域において新規の遺伝子であった。本研究を継続することにより、NALCN
チャネルを対象とした複合的プロテオミクス解析を行い、これまで未知であったレム睡眠制御細胞でのNALCNチ
ャネル開閉・局在制御機構を担う細胞内シグナル伝達系や、レム睡眠の維持・終止の制御を担う分子神経メカニ
ズムを明らかにできる可能性がある。睡眠障害は記憶・判断力低下や健康全般に影響を及ぼす。レム睡眠制御基
盤の理解を深めることで、新しい治療法の開発へ道を拓くことを目指す。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 レム睡眠は全ての哺乳類および鳥類

に認められる行動であるが、レム睡眠

の恒常性を適切に維持するための神経

細胞基盤や、レム睡眠時における脳活

動の生理的役割は未だによくわかって

いない。申請者らは、遺伝性にレム睡

眠異常を呈する新規マウス家系

Dreamlessを樹立、原因となる顕性変

異を非選択的陽イオンチャネルをコー

ドする Nalcn 遺伝子に見出した

（Funato, Fujiyama et al., Nature, 2016, 

PMID: 27806374）。Dreamless変異マウ

スは一日あたりのレム睡眠総時間が非常に短く、レム睡眠とノンレム睡眠が短い間隔で交代す

るのが特徴であり、レム睡眠エピソード持続時間の顕著な短縮が認められる（図１）。レム睡眠

の終止に関与する細胞を含む深部中脳核において Dreamless 変異が神経細胞の電気生理学的な

性質に及ぼす影響を調べた結果、イオン透過性の増大に伴う発火頻度の上昇が確認され、NALCN

がレム睡眠を制御する神経回路において機能している可能性が示唆された。しかし、Dreamless

家系におけるレム睡眠異常発症の細胞内分子メカニズムについては全くの不明であった。 
 
２．研究の目的 
 レム睡眠の作動系神経回路として、脳幹、中脳灰白質、大脳基底核、視床下部などの領域に存

在する神経細胞群が機能することが知られている。しかしながら、これらの神経回路において

NALCN タンパク質が細胞膜表面のどこに局在し機能しているのか、レム睡眠前後における

NALCN チャネル複合体分子の開閉機構などについては全く知られておらず、レム睡眠におけ

る NALCN の機能に必要な細胞内コンポーネントとは何か、NALCN の細胞内局在の変化と神

経活動に相関はあるのか、など未解決な点が多い。本研究では、NALCNとレム睡眠の関連の発

見に基づき、アフィニティ精製と近位依存性ビオチン標識による生化学的検討を実施し、質量分

析によるプロテオーム解析を行い、NALCNチャネル分子機能に寄与する分子パートナーの同定

を行う。さらに、超解像顕微鏡観察などを用いて NALCNタンパク質細胞内局在の細胞小器官レ

ベルでの可視化を進める。これらにより、これまで不明であった NALCN がレム睡眠制御に関

わる細胞内分子基盤の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 NALCN機能に影響する細胞内分子パートナーとして UNC80、UNC79, SFKs, NALF1などが知

られているが、チャネル開閉を制御する相互作用タンパク質の知見はまだ少ない。既知の

NALCN複合体タンパク質群３種（NALCN / UNC80 / NALF1）についてタグ付き変異型ビオ

チン化酵素 BirA 配列を N 末端側に挿入した遺伝子改変マウスをゲノム編集により作製し、タ

グによるアフィニティ精製質量分析（AP-MS）および生体内近位依存性ビオチン標識法 in vivo 

図１Nalcn 遺伝子に Dreamless 変異を持つマウス家系
（N2世代、ヘテロと野生型が混在）のレム睡眠持続時間。
右側の群と比較して左側にある群で短縮が顕著である。 



BioID（iBioID）を組み

合わせた複合的生化学

アプローチによって、

共役タンパク質候補を

網羅的に探索する（図

２）。将来的には、新規

に見出された因子群の

機能を CRISPR など

により個別に阻害し、

睡眠脳波筋電図測定、

脳スライス ex vivo 電

気生理実験などで評価

することで、レム睡眠

でのNALCNチャネル

機能に関与する新規分子パートナーを同定する。また、新規 NALCN 抗体の作成や、Nalcn 遺

伝子座へ変異型タグなどを挿入した遺伝子改変マウスを作製し、それらを用いて超解像顕微鏡

観察を実施することにより、これまでに報告のなかった細胞内 NALCN 局在を細胞レベルで詳

細に可視化する。 

 

４．研究成果 

 レム睡眠制御での関与が示された NALCN、およびその直接的な結合・複合体構成因子と

して知られるUNC80およびNALF1について、それらのN末端にMACタグ（MAC-tag: 

Multiple Approaches Combined, 変異型ビオチン化酵素 BirA, 3xHA, strep-III）を付与し

たノックインマウス系統をそれぞれゲノム編集により作製することができた（図３）。これ

ら３種の遺伝子改変マウスより得られた生体 whole brain サンプルを用いて、NALCN チ

ャネル複合体の相互作用因子をアフィニティー精製質量分析および in vivo BioIDにより網

羅的に検討する生化学実験を実施した。MACタグノックインマウスへのビオチン餌連続投

与によるビオチン標識からの質量分析より、NALCN に特異的となる相互作用因子の候補

をいくつか得ることができた（Yamamoto, Fujiyama et al., 投稿予定）。UNC80について

は、生体脳サンプルと

HA タグを用いた免

疫共沈降アフィニテ

ィー精製質量分析よ

り、複数の相互作用候

補因子が得られた（ヘ

テロ変異体とホモ変

異体に共通で 67 種

類）。上記検討にて得

られた相互作用候補

因子群について、チャ

ネル機能に影響を与

える可能性のある分

図２ 上：既知の NALCN チャネル複合体因子遺伝子群に BioID タグを
挿入したマウス系統の作製。下：期待される相互作用タンパク質の同定。 

図３ 上：HA タグ抗体による検出。下：新規 NALCN 抗体によって、
UNC80と NALCNの共免疫沈降を確認できた。  



子について選定を行い、レム睡眠制御における関連を調べるための検討実験を引き続き行

う必要がある。 

 また、生化学的検討とは別に、MACタグを利用した抗 HA抗体による免疫組織化学染色

を施行し、NALCNとUNC80の全脳における発現を観察したところ、全脳に広く発現して

いる一方で、脳領域ごとに発現の強弱があることを見出した。NALCNは視床下部や視床。

大脳基底核におけるシグナルが強く、これらの領域が NALCN 変異の影響を受ける割合が

高い可能性を示唆している。 

 今後は、NALCNがレム睡眠制御に関わる神経領域を検討し、その領域の神経細胞におけ

る細胞内局在や、新規に見出した相互作用因子との共局在があるかを調べる。本研究を継続

していくことにより、NALCNがレム睡眠制御に関わる分子・細胞シグナル基盤の解明を目

指す。 
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