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研究成果の概要（和文）：視索前野GABA作動性神経は睡眠調節に重要と考えられている。本研究は視索前野GABA作動性
神経特異的にChannelrhodopsin2を発現させ、その投射先を示した。またDREADDシステムを用いて、視索前野GABA作動
性神経特異的に神経活動を抑制または興奮させたときのマウスの睡眠を測定した。GABA作動性神経の興奮はNREM睡眠時
間を延長し、抑制はREM睡眠の減少および明期のNREM睡眠の増加、さらに暗期の覚醒持続時間の減少を起こした。また
、視索前野GABA作動性神経終末の興奮は、オレキシン作動性神経の発火頻度を減少させることが分かり、この抑制経路
は睡眠調節経路の一つである可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：GABAergic neurons in the preoptic area (POA) is thought to have a important role i
n sleep regulation. We applied DREADD system to POA GABAergic neurons to modulate activities of the neuron
s. Activation of POA GABAergic neurons increased total NREM sleep time. Inhibition of the neurons reduced 
REM sleep time and increased NREM sleep time during light period and reduced episode durations of wakefuln
ess during dark period. 
Axonal projections of POA GABAergic neurons were observed in hypothalamic area where orexin neurons locali
zed using Channelrhodopsin2 (ChR2)as an anterograde tracer. Moreover, light stimulation of axonal terminal
s of POA GABAergic neuron which expressed ChR2 inhibited firings of orexin neurons in slice preparation. T
hese results suggest that the functional connection between POA GABAergic neurons and orexin  neurons migh
t be an important pathway in sleep regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
睡眠は高等生物にとって必須の生理活動で

あるが、睡眠調節機構の神経回路は十分に解

明されていない。これまでの報告から、睡眠

の駆動および維持には、視床下部の視索前野

が重要であると考えられている。特に、視索

前野 GABA 作動性神経（GABA 神経）が重

要であるとの見解がある。しかしながら、こ

れまで、GABA神経特異的に活動を調節する

ことは困難であり、その詳細については不明

であった。そこで本研究では、トランスジェ

ニックマウスとアデノ随伴ウイルスを用い

て、視索前野 GABA神経特異的な操作を可能

にした。さらに覚醒の維持に重要であると考

えられている視床下部外側野のオレキシン

産生神経（オレキシン神経）が視索前野

GABA 神経から入力を受けているという解

剖学的報告があることから、睡眠調節経路に

おける視索前野 GABA 神経とオレキシン神

経の機能的連関について検討した。 

 
２．研究の目的 
睡眠に重要な視索前野 GABA 神経の活動を

人為的に操作し、GABA神経活動が睡眠およ

びオレキシン神経活動に与える影響を解析

し、睡眠調節機構の一端を解明する。 

 
３．研究の方法 
マウスの視索前野 GABA神経特異的に、人工

Gタンパク質共役型受容体の hM3Dqまたは

hM4Diを発現させた。この受容体のアゴニス

トである Clozapin N-oxid （CNO）の腹腔

投与により任意の時期に GABA 神経を活性

化もしくは抑制し、睡眠覚醒状態がどのよう

に変化するかを経時的に解析した。また、組

織学的解析より GABA 神経の投射部位を明

らかにした。さらに光刺激を行い、GABA神

経終末を興奮させたときの、オレキシン神経

活動を電気生理学的に解析し、睡眠中枢が覚

醒系に与える影響を調べることで、睡眠調節

回路の一端を明らかにした。 
 

平成 24年度 

GAD1遺伝子領域にCreリコンビナーゼを発

現した遺伝子改変マウス(GAD1-cre マウス)

を用いて、Cre発現細胞でのみ hM3Dqを発

現する double inverted floxed hM3Dqを持

つアデノ随伴ウイルスを視索前野に投与し

た。この手法により視索前野 GABA神経特異

的に hM3Dq の発現が可能となる。hM3Dq

は CNO の腹腔内投与で活性化され、神経興

奮に寄与する。始めに、視索前野での hM3Dq

の発現を免疫染色で確認し、また CNO によ

る、GABA神経の活性化を神経活動マーカー

(cfos)の染色により確認した。hM3Dq発現の

確認後、脳波筋電図用電極および、腹腔への

CNO 投与用のカテーテル留置手術を行い、

睡眠覚醒状態を記録した。CNO投与により、

GABA神経を興奮させたときの 24時間の睡

眠パターンを生理食塩水投与時と比較した。

CNO は任意の時期に投与でき、作用時間は

2-3 時間である。本実験では、マウスの活動

期である暗期と休息期である明期の両方に

ついて検討した。睡眠時間、睡眠覚醒のパタ

ーン、潜時、脳波周波数の解析を行い、GABA

神経活性化が睡眠に与える影響を詳細に解

析した。実験後、CNO 刺激が正確に行われ

ていたかを、hM3Dq発現と GABA神経活動

を免疫染色することにより確認した。さらに、

視索前野 GABA 神経の活動がオレキシン神

経活動に与える影響を解析するため、GABA

神経にチャネルロドプシン 2 を発現させ、

GABA神経終末の光刺激を行ったときの、オ

レキシン神経の電気生理学的活動を in vitro

で記録した。また in vivo において、神経活

動のマーカーとオレキシンの二重免疫染色

を行い、GABA神経の活動がオレキシン神経

活動に与える影響を解析した。 

平成 25年度 

hM4Di 遺伝子を持つウイルスを作成し、

hM3Dqと同様の手法で視索前野GABA神経

特異的に発現させた。hM4Di の発現および



CNO 投与による GABA 神経抑制は 24 年度

と同様に確認した。hM4Diは CNOにより活

性化され、神経活動を抑制するため、GABA

神経活動を人為的に抑制できる。GABA神経

活動を CNO投与により抑制し、24年度と同

様に暗期と明期で睡眠覚醒が変化するか解

析した。また、視索前野 GABA神経の活動を

抑制したときのオレキシン神経活動を同様

に解析し、覚醒領域に与える影響も解析した。 
 
４．研究成果 

視索前野GABA神経特異的にhM3Dqまたは

hM4Di受容体を発現させ、両受容体のアゴニ

ストである CNO の投与により視索前野

GABA 神経特異的に興奮もしくは抑制させ

た。hM3Dqおよび hM4Diの発現は、免疫組

織学的に確認した。また CNO の投与後、神

経活動が活性化もしくは抑制されているか

どうかは、神経活動のマーカーである cfosの

免疫染色で確認し、この実験系が機能してい

ることを確認した。次にそれぞれの受容体を

発現させ、CNO を投与したときの、マウス

の睡眠時間を計測した。視索前野 GABA神経

特異的な活性化により、NREM睡眠が有意に

増加した。一方、同神経を特異的に抑制する

と、REM 睡眠が有意に減少し、明期では

NREM睡眠が増加した。暗期においては、覚

醒の持続時間がアゴニスト投与3時間後に有

意に増加した。 

次に GABA 神経特異的にチャネルロドプシ

ン 2を発現させ、その神経投射を調べた。視

索前野 GABA神経は、睡眠覚醒に重要とされ

る脳幹のモノアミン神経起始核やオレキシ

ン作動性神経（オレキシン神経）の存在する

視床下部外側野に密に投射していることが

明らかになった。 

そこで、視索前野 GABA神経の活性化がオレ

キシン神経活動に影響を与えているかを、電

気生理学的に解析した。視索前野 GABA神経

特異的にチャネルロドプシン 2を発現させた

マウスを用いて、オレキシン神経の存在部位

である視床下部外側野を含む脳スライス標

本を作製した。オレキシン神経の近傍の視索

前野 GABA神経終末を光刺激により刺激し、

オレキシン神経活動を記録した。オレキシン

神経には tdTomatoを発現させ、他の神経と

区別した。GABA 神経終末の光刺激により、

オレキシン神経の発火頻度は有意に減少し

た。以上から視索前野 GABA神経によるオレ

キシン神経活動の抑制が睡眠調節に関与し

ている可能性を示した。この成果は Frontiers 

in Neural Circuitsに報告した。 
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