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研究成果の概要（和文）：申請者は睡眠覚醒ダイナミクスの設計原理を明らかにするために有用な2つの発見を行った
。ひとつはNMDA受容体ファミリーの１つであるNr3a遺伝子をノックアウトすることでマウスの覚醒時間が増えることを
示した。この研究は呼吸波形を用いた非侵襲睡眠覚醒表現型解析システム（SSS; Snappy Sleep Stager）の大規模化に
よって実現した。さらに、包括的に睡眠恒常性を理解するために、コンピューターで睡眠モデルを作成し、睡眠恒常性
に関連する構成要素を予測する手法をとった。これが２つめの発見であるカルシウムイオンの動態を制御している経路
が睡眠時間に影響を与えていることの発見につながった。

研究成果の概要（英文）：Two major findings were achieved in this study: (1) Nr3a-KO is a short sleeper, 
and (2) calcium hyperpolarization pathway is involved in sleep duration regulation in mammals. (1) was 
achieved by knocking out all members of the NMDA receptor and testing the sleep phenotype in SSS, the 
snappy sleep stqger, which was developed in this research. (2) was discovered in two steps. In the first 
step, we created a computational neural model to predict which currents within a neuron are critical for 
maintaining the type of neural activity associated with slow-wave sleep and the calcium related 
components became candidates. In the second step, we created twenty-one knockout mice using the developed 
CRISPR technology, and confirmed that seven genes which was related to calcium dynamics indeed affected 
sleep duration.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類はたくさん起きればたくさん眠る
ように、睡眠時間と覚醒時間が一定の比率に
保たれており、睡眠恒常性として知られてい
るが、そのメカニズムは全くわかっていない、
遺伝学に進歩によって特定の遺伝子を変異
させることで睡眠時間が著しく変化するハ
エやゼブラフィッシュは見つかっているが、
研究開始時点では、哺乳類においてそのよう
な例はみつかっていなかった。概日時計分野
では哺乳類におけるフォワードジェネティ
クスがメカニズム解明に大きく貢献したよ
うに、睡眠研究においても同様のアプローチ
が取れると、睡眠覚醒制御のメカニズム解明
に有益であることは想像に難くない。しかし、
現実的に睡眠研究でフォワードジェネティ
クスが難しい原因として睡眠覚醒システム
を微細に制御し、微細に定量する手法が欠落
していたことが大きい。そこで、本研究課題
では哺乳類の睡眠覚醒システムを精緻に摂
動することで任意の睡眠・覚醒状態を作り出
し、そのダイナミクスを記述することで睡眠
恒常性のメカニズムを明らかにしようとし
た。つまり、個体レベルのフォーワードジェ
ネティクスを実現し、睡眠覚醒メカニズムの
解明を試みた。 
 
２．研究の目的 
 哺乳類の睡眠覚醒メカニズムを理解する
ための実験、特に個体レベルのフォワードジ
ェネティクスを行うためには、効率よく表現
型を解析し、効率よく個体を作成する必要が
ある。具体的には①睡眠覚醒を非侵襲かつ簡
便に定量できる系の確立、および②遺伝子改
変マウスを高速に作成する手法の開発が必
須であった。このため、本研究課題では、上
記のような簡便な睡眠表現型解析系の確立、
および、簡便なノックアウトマウス作成法の
確立を目的 Aおよび目的 Bとした。また、上
記のような系を樹立しても、限られたリソー
スで研究をすすめるためには睡眠覚醒の制
御に関与している遺伝子を限定する必要が
あった。そこで、候補となる遺伝子を絞り込
むために、コンピューター上で in vivo で試
行できるコンポーネントを含む睡眠覚醒モ
デルを作成し、in silicoでシミュレーション
を行うことで、その遺伝子あるいは遺伝子フ
ァミリーを限定する手法をとった。上記のモ
デルを作成することを目的 Cとし、睡眠覚醒
のダイナミクスを制御する経路をシミュレ
ーションで突き止めることを目的 D とした。
最後に、目的 Aと Bで確立した系を用いて、
目的 C と D で候補となった遺伝子をノック
アウトし、睡眠表現型を確認することを目的
Eとした。 
 

３．研究の方法 
 目的 A： 古典的な睡眠覚醒表現型解析で
ある脳波法は侵襲的で高度な技術を有しさ
らにコストも高い。そこで非侵襲にマウスの
呼吸波形を取得し自動的に睡眠覚醒表現型
解析を行う SSS（Snappy Sleep Stager）を
開発した。これまでに、呼吸波形の非侵襲測
定に特化した小型の装置は存在したが、睡眠
研究では数日間にわたってマウスが快適に
過ごせるだけの飼育容積が必要であり、その
ために装置の構造を工夫することで、１週間
以上動物に触ることなく、連続的に呼吸波形
を取得することに成功した。呼吸波形から睡
眠表現型を判定できることを、野生型マウス
のみならず、遺伝子改変動物および薬剤によ
る睡眠覚醒 
 目的 B： CRISPR/Cas9を直接受精卵に打
ち込むことで 1世代でノックアウトを作成す
る技術は従来より存在したが、標的アレルへ
対して 3種類のガイド RNAを打ち込むこと
で飛躍的にノックアウト効率が上がること
を示し、1 世代で表現型解析を行うことので
きるノックアウトマウスを作成できるプラ
ットホームを整備した。 
 目的 C： 脳波上で睡眠徐波が出現してい
る際の大脳皮質ニューロンの up-state およ
び down-stateの変動に注目し、1ニューロン
で同様の変化を再現できるモデルを in silico
で作成した。 
 目的 D： 目的 C で開発したモデルのパラ
メータをランダムに変化させることで、どの
ような遺伝子ファミリーをノックアウトす
ると睡眠表現型が覚醒へ変化するかシミュ
レーションを用いて検索した。 
 
４．研究成果 
 本研究の最終目標である睡眠覚醒ダイナ
ミクスの設計原理を明らかにするために有
用な 2つの大きな発見に至った。 
 まず、目的ＡおよびＢを用いることで、
NMDA 受容体ファミリーに属する全ての遺伝
子のノックアウトをそれぞれ作成し、Nr3a 遺
伝子をノックアウトすることでマウスの覚
醒時間が増えることを示した。この研究は呼
吸波形を用いた非侵襲睡眠覚醒表現型解析
システム（SSS; Snappy Sleep Stager）の大
規模化によって実現した。NMDA 受容体は精神
疾患との関連がわかっているが、睡眠との関
連は明らかになっていなかった。そこで、7
つの NMDA 受容体遺伝子をそれぞれノックア
ウトした動物をトリプル CRISPR 法を用いて
作製し、SSS で睡眠表現型を評価したところ
Nr3a 遺伝子をノックアウトすると睡眠時間
が減ることを突き止めた（Sunagawa et al., 
2016, Cell Reports.）。 
 本研究は睡眠恒常性への理解を深めたの



にとどまらず、個体レベルでシステムバイオ
ロジーの手法、具体的には個体レベルでフォ
ワードジェネティックスが可能であること
を示した初めての論文でもあり、手法として
も大きな価値のある論文である。さらに、包
括的に睡眠恒常性を理解するために、コンピ
ューターで睡眠モデルを作成し（目的Ｃ）、
睡眠恒常性に関連する構成要素を予測する
手法をとった（目的 D）。これが２つ目の発見
であるカルシウムイオンの動態を制御して
いる経路が睡眠時間に影響を与えているこ
との発見につながった。シミュレーションに
よりカルシウムイオン関連経路が睡眠恒常
性に重要であることが予測されたため、関連
する２１個の遺伝子を、それぞれノックアウ
トしたマウスを作製し、SSS で睡眠表現型を
解析したところ（目的Ｅ）、Cacna1g、Cacna1h
（電位依存性カルシウムチャネル）、Kcnn2、
Kcnn3（カルシウム依存性カリウムチャネル）、
Camk2a、Camk2b（カルシウムイオン・カルモ
ジュリン依存性プロテインキナーゼＩＩ）を
ノックアウトしたマウスの睡眠時間が、野生
型のマウスと比べて顕著に短いことが、
Atp2b3（カルシウムポンプ）をノックアウト
したマウスの睡眠時間が、野生型のマウスと
比べて顕著に長いことがわかった（Tatsuki 
et al., 2016, Neuron）。 
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