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研究成果の概要（和文）：睡眠相後退症候群（DSPS）は、明け方まで眠れず、午後まで起きられない睡眠障害であり、
社会生活に深刻な支障をきたす。徹夜の後、健常者は直ちに回復睡眠に入るのに対し、患者は明け方まで眠ることがで
きないという特徴もある。回復睡眠には、脳内に蓄積するアデノシンが大きく関わっている。このことから申請者は、
DSPS 患者における睡眠制御の破綻にアデノシンシグナリングが関わっている可能性を考え、病態モデルマウスを用い
てそれについて検証した。その結果、前脳基底核において断眠によるアデノシン受容体発現制御における障害を示唆す
る結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Delayed sleep phase syndrome (DSPS) is one of the sleep disorder which shows 
delay of circadian phase to have difficulty in social life. After sleep deprivation of 24 hours, patient 
of this disorder cannot enter recovery sleep which healthy individuals have immediately after relief of 
sleep deprivation. It is reported that accumulation of adenosine in basal forebrain is involved in 
regulation of recovery sleep. Accordingly, I examined the possibility of involvement of adenosinergic 
signaling in defect of sleep regulation in DSPS using model mice. As a result, I obtained result which 
suggests alteration of expression of adenosine receptor between DSPS model mice and wild-type mice in 
basal forebrain.

研究分野： 時間薬理学
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１．研究開始当初の背景 
我々は誰しも、朝に目が覚めて活動し、夜

に睡眠をとって休息するという 24 時間周期
のサイクルを、日々繰り返しながら生活して
いる。哺乳類生体内では複数の時計遺伝子が
機能しており、これらの遺伝子のリズミック
な発現により、体内時計が形作られていると
考えられている。体内時計の異常は概日リズ
ム睡眠障害を引き起こすが、最も発症率が高
い睡眠相後退症候群（Delayed sleep phase 
syndrome; DSPS）は、不眠患者の 6-16%を
占める(Ebisawa T.J Pharmacol Sci. 2007)。
その症状は、本人の意志に関わらず、明け方
まで眠れず、午後まで起きられないというも
のであり、社会生活に深刻な支障をきたす。
多くの場合鬱症状も伴うことから、近年社会
問題化している不登校や引きこもりの原因
となることが懸念されている(Abe T, et al., 
Sleep Med. 2011)。しかし現在までのところ、
DSPS に関する研究はほぼ臨床研究に限られ
ており、発症機序の詳細は不明である。従っ
て治療は、睡眠薬を用いた対症療法に限られ
ている。DSPS 患者には、睡眠相の後退以外
にも、健常者との大きな違いが見られる。そ
れはすなわち、24 時間の断眠をした場合、健
常者では直ちに回復睡眠に入るのに対し、
DSPS 患者ではやはり明け方まで入眠できな
い (Uchiyama M, et al., Psychiatry Clin 
Neurosci.1999)、という点である。つまり
DSPS 患者では、睡眠におけるホメオスター
シス制御が破綻していると考えられるが、そ
の機構は全く不明である。一方、実験動物を
用いた研究において、断眠により前脳基底部
からのアデノシン放出とアデノシン A1 受容
体の活性化が引き起こされることが報告さ
れており(Elmenhorst D,et al., Brain Res. 
2009)、睡眠のホメオスターシス制御には、
アデノシン受容体を介した神経情報伝達が
関与していると考えられている。このことか
ら申請者は、DSPS における睡眠ホメオスタ
ーシス制御の破綻に脳内の細胞外アデノシ
ン及びその受容体のシグナル伝達異常が関
与している可能性を考えた。 

 
２．研究の目的 
以上のような背景から、申請者は DSPS
モデルマウスにおいて、アデノシン受容体
を介した睡眠制御機構に障害が生じている
可能性を考え、アデノシンシグナルの異常
がDSPSの発症及び病態形成においてどの
ような役割を果たしているかを明らかにす
る必要があると考えた。本研究では、DSPS
モデルマウスを用いて、DSPS における睡眠
ホメオスターシス制御の破綻へのアデノシ
ンの関与を検証する。 
DSPS は患者の社会適応の難しさ、QOL の
著しい低下にも関わらず、根本的な治療法は
ない。更に昨今の社会の 24 時間化において
は、健常者でも体内時計が乱れがちの人は多
く、今後発症率は益々増加して行くことが考

えられる。本研究は、DSPS モデルマウスを
用いて発症の分子メカニズムに迫る世界初
の研究であり、アデノシンとの関係に着目す
る研究も全く他に類を見ない。本研究により、
アデノシンやアデノシン受容体の選択的リ
ガンドをDSPSの根本的治療薬に応用できる
ことが期待できる。 
 
３．研究の方法 
全ての実験において、表 1 の通りの実験群を
作製し、得られた結果が遺伝子型、光環境、
DSPS 発症のいずれに起因するのかを探る。 

 
(1) DSPS マウスの睡眠ホメオスターシス制
御の障害の検討 
近年、主要な時計遺伝子の一種である

clock の変異マウスを出生から離乳まで恒
明条件で飼育することで、約半数の個体が
DSPS 様の行動リズムを示し、これらの後
退した行動リズムは、ヒト DSPS の治療に
用いられるメラトニンの投与により改善さ
れることが明らかにされ、世界で初めての
DSPS モデルマウスとして有用であること
が報告された(Wakatsuki Y,et al., Eur J 
Neurosci. 2007)。本研究ではこれに従って
DSPS マウスを作製し、マウスの行動時間で
ある明期 12 時間の全睡眠剥奪後の回復睡眠
について、赤外線による焦電型行動リズム測
定装置を用いて検討する。 
 

(2) DSPS マウスの断眠による細胞外アデノ
シン放出の障害の検討 
マウスの前脳基底部付近にマイクロダイ

アリシス（微小透析）用のプローブを埋め込
む手術を行う。一週間の回復期間の後、動き
を妨げないチューブをプローブに接続し、自
由行動下でマイクロシリンジポンプによっ
て人工脳脊髄液を注入し、マイクロダイアリ
シス法によって脳脊髄液を経時的に採取す
る。採取開始 1 時間後からジェントルハンド
リングによる 3 時間の全睡眠剥奪を行い、睡
眠剥奪前後の細胞外アデノシン濃度を比較
する。アデノシン定量法としては、高速液体
クロマトグラフィー(HPLC)を用いる。実験
終了後に脳切片を作製し、顕微鏡観察により
プローブが間違いなく前脳基底部付近に挿
入されていたことを確認する。正常ラットで
睡眠剥奪により前脳基底部のアデノシン濃
度が上昇するという報告(Elmenhorst D,et 



al., Brain Res. 2009)があるので、正常マウス
での再現性を確認し、DSPS 個体での変化を
解析する。 
 
(3) DSPS マウスの断眠によるアデノシン受
容体発現上昇の障害の検討 
既に、Elmenhorst らによって、睡眠剥奪

は前脳基底部においてA1受容体mRNAレベ
ルを上昇させることが報告され、睡眠のホメ
オスターシス制御に重要であることが明ら
かとなっている(Brain Res. 2009)。そこで、
表 1に示すマウスに対してジェントルハンド
リングにより 3 時間の全睡眠剥奪を行う。終
了後直ちに（睡眠剥奪を行わないコントロー
ルは同時刻に）過剰麻酔下で安楽死させ、摘
出した脳から、前脳基底部を摘出し、リアル
タイム RT-PCR 法によりアデノシン受容体
サブタイプの発現量を解析する。 

 
４．研究成果 

(1) clock 変異マウスを入手し、繁殖を行い、
出生から離乳までの３週間を恒明条件下で
飼育することにより、約半数の個体の自発行
動リズムの位相が 3時間以上遅れることを観
察し、Wakatsuki らの文献の再現性を得るこ
とに成功した（図 1）。 

 
次いで明期 12 時間の全睡眠剥奪をジェン

トルハンドリングによって行い、前日の暗期
開始より 24時間連続の覚醒状態を作製した。
睡眠剥奪実験終了直後の 24 時間の行動リズ
ムを測定することで、5 分以上の連続無動時
間を回復睡眠に相当するとして解析したが、

恒明、明暗発育させた野生型、また DSPS 症
状を示さない clock 変異マウスと DSPS 様マ
ウスとの間で回復睡眠に関しては顕著な違
いは見られなかった。今後、睡眠剥奪時間や
剥奪方法の検討が必要である。 
 ただ本実験において、重要な知見を見出し
た。すなわち、対象群として離乳まで恒明条
件で飼育した野生型(ICR)マウスの自発行動
リズムを解析したところ、興味深い結果を得
た。すなわち、図 2 に示すように恒明条件で
発育させた場合には通常の明暗条件で発育
させた場合と比較して睡眠時間に相当する
無動時間帯が分断化し、体内時計に可塑的な
機能変化がもたらされている可能性が示唆
されたのである。睡眠覚醒のパターンは体内
時計による制御と、体内時計とは無関係に覚
醒時間の長さによって蓄積する睡眠負債に
よって誘発される制御によって決定される
という「2 プロセスモデル」が提唱されてい
る。図 2 の結果がそのどちらに起因するかを
調べるため、明期 12 時間の全睡眠剥奪を行
い、睡眠負債を十分に蓄積させた上で直後の
回復睡眠を解析したところ、明暗発育、恒明
発育の個体で有意差はなかった。よって、恒
明発育が体内時計機能に影響を及ぼしてい
ることが示唆された。 
このように、申請者は恒明発育によって体

内時計中枢である間脳視床下部の視交叉上
核の体内時計の可塑的な機能変化が引き起
こされ、図 2 のような体内時計リズム異常が
発現した可能性を考え、その機構を今後明ら
かにする計画である。このように本研究課題
より新たな研究計画を派生させることがで
きたことも、一つの成果であると言えよう。 
 

 

図 1. 正常マウスと DSPS マウスの自発

行動リズムの比較 



(2) 前脳基底核付近にマイクロダイアリシス
プローブ埋め込み手術を行い、脳切片を顕微
鏡観察することで目的の位置にプローブが
達していることを確認した。次いで脳脊髄液
を採取しながら 3 時間及び 6 時間の全睡眠剥
奪を行い、アデノシン含有量について HPLC
を用いて解析した。その結果、野生型マウス
で睡眠剥奪によりアデノシン量が増加する
ことの確認はできたが、個体差が大きく、
DSPS症状を示さないマウスとDSPS様マウ
スとの間で違いが見られると明確に結論づ
けることはできなかった。個体数が十分では
ないので、今後実験数を増やし、睡眠剥奪時
間の検討を行う等更なる検討を実施する予
定である。 
 
(3) 定量 PCR の結果、文献でラットにおいて
示されている通り、野生型マウスでは前脳基
底核において 3時間の睡眠剥奪によってアデ
ノシン受容体のサブタイプの一種であるA1R
の mRNA 発現量が上昇し、DSPS マウスで
はそれが見られないという結果を得た。今後
さらに例数を増やし、他のアデノシン受容体
サブタイプについても検討を続ける。 
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