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研究成果の概要（和文）：近年の光遺伝学の技術開発により、様々な生命現象を調節する神経回路が同定されて
きている。哺乳類の睡眠研究においても、実験室の飼育環境下における睡眠・覚醒調節に関わる神経細胞が同定
されてきた。一方、自然界における動物の睡眠研究はほとんどなされていない。しかし、最近になって自然界に
おける睡眠・覚醒パターンが、実験室の結果とは大きく異なる事が示唆されてきた。本研究では、自然環境下を
模倣した環境を実験室で再現し、夜行性であるマウスを昼行性にシフトさせる事に成功した。また、生体内のカ
ルシウムやcAMPを非侵襲的に計測可能なツール開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Recent technological developments in optogenetics have led to the 
identification of neural circuits that regulate various biological phenomena. In mammalian sleep 
research, neurons involved in the regulation of sleep and wakefulness in the laboratory captive 
environment have been identified. On the other hand, little research has been conducted on sleep in 
animals in the wild. Recently, however, it has been suggested that sleep-wake patterns in nature 
differ significantly from those in the laboratory. In the present study, we have succeeded in 
inducing nocturnal mice to shift to diurnal behavior by recreating an environment in the laboratory 
that mimics the natural environment. We also succeeded in developing a tool to measure calcium and 
cAMP in vivo noninvasively.

研究分野：時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠はすべての動物に普遍的にみられる生命現象であり、その神経回路や分子が明らかにされつつある。しかし
これらの実験はすべて実験室で行われたものであり、地球上の様々な環境下でみられる睡眠調節メカニズムの解
明は皆無と言ってもよい。本研究では、この大きな問題に挑戦し実験室であっても自然環境下と同様な睡眠覚醒
様式を示す条件を見出すことに成功した。動物には夜行性と昼行性動物が存在するが、このメカニズムが明らか
になれば睡眠の普遍的メカニズムの解明にも結び付き、さらには睡眠障害の新たな治療法の開発にも結び付く事
が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年の光遺伝学の技術開発により、様々な生命現象を調節する神経回路が同定されてきてい
る。哺乳類の睡眠研究においても、実験室の飼育環境下における睡眠・覚醒調節に関わる神経細
胞が同定されてきた。一方、自然界における動物の睡眠研究はほとんどなされていない。しかし、
最近になって自然界における睡眠・覚醒パターンが、実験室の結果とは大きく異なる事が示唆さ
れてきた。国際生物学賞を受賞した Dr. S. Daan（故）は、自然条件下（野外）でマウスを飼育
すると、夜行性から昼行性にシフトする事を発見し (Dann et al., 2011)、その弟子であり本研究
の共同研究者の Dr. R.A. Hutらは、自然環境を模した特定の 条件でマウスを飼育すると、実
験室であっても夜行性から昼行性へのシフトがみられることを報告した (Hut et al., 2011)。つ
まり、自然界と実験室内では、睡眠・覚醒調節の脳内メカニズムは異なる事が考えられる。 
 
睡眠・覚醒や体温調節など、ほぼすべての生理機能には２４時間を１サイクルとする “概日
リズム”が存在し、“概日時計”がその時間的調節を担う。我々の身体を構成する すべての細
胞に、概日時計は備わり、時計遺伝子の転写・翻訳を介したフィードバックループがその中心的
役割を示す（図１）。概日時計の中でも、中枢時計である「視交叉上核」はペースメーカーとし
て機能し、睡眠・覚醒のリズムを調節する。ヒトを含め動物は、夜間に活動する夜行性動物と、
昼間に行動する昼行性動物が存在する。この夜行性・昼行性動物は行動の時間帯が昼夜逆転して
いるが、中枢時計である視交叉上核では、時計遺伝子発現や神経活動は同じリズムを示す。つま
り、視交叉上核の概日リズム 情報は、視交叉上核以外の脳 領域で反転し、夜行性・昼行性が
決定している事が示唆される。しかしながら、夜行性・昼行性のスイッチングに関わるメカニズ
ムは未だ明らかにされていない 
 
２．研究の目的 
本研究では、マウスを用い、自然環境下でみられる睡眠覚醒調節メカニズムを神経回路レベルで
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）近赤外発光プローブの開発 
動物の行動を調節する神経回路を明らかにするためには、神経回路を破壊することなく特定の
細胞からの神経活動を計測する事が必要となってくる。そこで、沖縄産ホタル発光タンパク質を
用いたカルシウムおよび cAMP プローブの開発を行った。沖縄産ホタルタンパク質の N末と C末
の間にカルモジュリン-M13 の配列または、PKA regulatory subunit を挿入し、それぞれ細胞内
のカルシウムおよび cAMP を可視化する事の出来るプローブ開発を進めた。また Cre 依存的に発
現するレポーターマウスの作製も進めた。 
 
（２）発光 cAMP プローブを用いた概日時計中枢における cAMP の機能解析 
作製した発光 cAMP プローブを、アデノ随伴ウイルスを用いて概日時計中枢である視交叉上核の
スライスに感染させ、２週間後に発光画像を、EMCCD カメラを用いてタイムラプスイメージング
を行った。得られた画像をピクセルレベルのコサインカーブフィッティングを行い、時空間パタ
ーンを、定量的に解析を行った。 
 
（３）自然環境下におけるマウスの行動評価 
共同研究先において、マウスの半自然環境下における行動解析を行う予定でいたが、コロナウイ
ルスの流行により渡航が困難となってしまった。その代わりに、自然環境を模倣した環境を実験
室内で再現するシステムを構築した。 
 
４．研究成果 
量子収率の高い蛍光タンパク質（mScarlet）をスプリット型発光カルシウムプローブに結合さ
せ、アミノ酸を削っていくことで明るい発光プローブのスクリーニングを行った。複数の変異カ
ルシウムプローブのうちこれまでの所およそ 150%の発光輝度上昇するプローブの作成に成功し
た。その後、この発光カルシウムプローブ(Oki-luc-CaM)を Cre 依存的に発現可能な DNA コンス
トラクト(flex-Okiluc-CaM-2A-hrGFP)を含む、トランスジェニックマウスの作成に取り掛かった。
コンストラクトを含む DNA を 176 個の前核期胚に注入し、166 個の生存した胚を得た。その後、
偽妊娠マウスに移植したところ、複数ラインのマウスを得ることができた。さらにその中から２
ラインに目的の配列が入っている事を確認した。しかし、組織学的検討を行った結果、両ライン
とも Okiluc の発現はみられなかった。挿入された領域によって発現レベルが変わるため、今回
作成したトランスジェニックマウスでは適切な位置に Okiluc の配列が入っていなかったと考え
られる。 



沖縄産ホタルタンパク質を N末と C末に分け、その間に cAMP 結合ドメイン（PKA の cAMP 結合
ドメイン）を挿入し、スプリット型 cAMP 発光プローブを作成した。発光波長はおよそ 610nm で、
Hela 細胞を用いて、cAMP 濃度依存的に発光強度が上昇する事を確認した。さらに、HEK 細胞に
この cAMP 発光プローブを遺伝子導入し、フォルスコリン投与により細胞レベルにおける cAMP の
上昇を、光で計測する事に成功した。さらに、概日時計中枢である視交叉上核の脳スライスを作
成し、アデノ随伴ウイルスベクターを用い、cAMP 発光プローブと、蛍光カルシウムプローブ、
GCaMP6s を遺伝子導入し、セカンドメッセンジャーとして重要な cAMP とカルシウムの同時タイ
ムラプスイメージングに世界で初めて成功した。フォルスコリン投与において、cAMP 発光プロ
ーブのみ概日リズムが消失する事を明らかにした。また、両者の時空間パターンを比較したとこ
ろ、概日時計中枢の視交叉上核において、cAMP の概日リズムは全体として位相の分布が小さく、
ほぼ同一位相でのパターンを示したのに対し、カルシウムの概日リズムは背側で最も位相が前
進し、位相の分布も全体として幅広くなっていた。これらの事は、概日リズム振動において、cAMP
とカルシウムはそれぞれ異なるメカニズムでの調節機構が存在する事を示唆している。 
 
自然環境下における動物行動の調節メカニズムを明らかにするため、共同研究先への渡航を
検討したが、コロナウイルスの影響で渡航ができなかった。そのため、実験の方針を一部変更し
た。渡航予定先の共同研究者が開発した、work-for-food システムを立ち上げた。これにより、
実験室の環境でありながらも、自然環境を模倣し実験を行うことができるようになった。この実
験では、マウスを回転輪入りのケージで飼育し、ある特定の回転数に応じて餌を与えるプログラ
ムを作成した。マウスがペレットをもらうために必要な回転数を徐々に上げていくと、夜行性の
マウスを昼行性にシフトする事を確認した。この結果は、自然環境下におけるマウスの行動リズ
ムの結果と一致する。この昼行性シフトマウスを用い、全脳レベルで神経活動変化を定量化し、
自然環境下で機能する神経回路の探索を進めた。 
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