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緒 言 

 
睡眠を調節する主要な要素として、恒常性（長く起きた後には長く眠る）に加えて、概日リズム（サーカディアンリ

ズム）が挙げられる［1］。哺乳類においては、視床下部の視交叉上核が体内時計（中枢概日時計）として機能し、全身

に時刻の情報を送る。逆に、睡眠・覚醒のステージにより視交叉上核ニューロンの活動が調節されていることも報告さ

れている。しかしながら、中枢概日時計からどのような神経メカニズムで睡眠が調節されるのか、また睡眠・覚醒が中

枢概日時計をどのように制御するのか、その具体的な神経経路は明らかになっていない。その一因として、両者間に直

接の神経連絡が少ないので、神経解剖学的に神経投射を追跡しても両者を結びつける神経経路を同定できないことが挙

げられる。 
我々はこれまでに、中枢概日時計・視交叉上核の神経ネットワークメカニズムを明らかにするために、視交叉上核の

主要なニューロンの二つ、バソプレシン（AVP）産生ニューロンと血管作動性腸管ペプチド（VIP）産生ニューロンに

ついて、ニューロンタイプ特異的に遺伝子操作・神経活動操作するためのCreドライバーマウスを作成して用いてきた

（図1）。その結果、従来中枢概日時計からの出力を担うと考えられていたAVPニューロンが、概日リズムの発振や周

期決定に重要な役割を持つこと［2，3］、AVPニューロンによるGABA性神経伝達（視交叉上核ではAVPニューロン

も含め、ほぼ全てのニューロンが GABA を含有する）が、中枢時計から行動への出力のタイミングを制御すること等

を明らかにした。 
本研究では、これまでに我々が作成した視交叉上核に異常を持つ遺伝子操作マウスで睡眠覚醒を測定すること、また

光遺伝学や化学遺伝学の手法を用いて視交叉上核ニューロンをニューロンタイプ特異的に刺激した時の睡眠覚醒への

影響を検討することで、中枢概日時計による睡眠覚醒制御の神経メカニズムを理解することを目的とし、研究を行った。 
 

方 法 

 
1． 動物実験 
 マウスを用いた動物実験は、金沢大学動物実験規定に従い実施した。10週齢以上の雄マウス（遺伝的背景はC57BL/6J）
を実験に使用した。用いた遺伝子改変マウスは、Vgat flox（Jackson Laboratory # 012897）［4］、Avp-Cre［2］、Vip-
IRES-Cre（Jackson Laboratory #010908）［5］である。 
2． 睡眠解析 
麻酔下でマウス頭蓋に 4 箇所穴を空け（直径約 2mm）、脳波筋電図測定用の微小電極を頭蓋内及び頚筋に埋め込ん

だ。充分回復した後、埋め込んだ電極部分を導線につなげ、シーベルを用いて自由に行動が出来る状態で測定を行った。

電極から得られる脳波・筋電図を測定することにより睡眠覚醒状態を連続記録した。脳波・筋電図の記録・解析は

SleepSign（キッセイコムテック）を用いた。 
3． 光遺伝学・化学遺伝学 

Chennelrhodopsin 2やhM3Dq、hM4Diを、FLEX/DIOによりCre recombinase依存的に発現するアデノ随伴ウ

イルス（AAV）ベクターを、脳定位固定装置とハミルトンシリンジを用いて、Avp-CreマウスやVip-IRES-Creマウス

の視交叉上核に微量注入した。手術後2週間以上おいて、実験に用いた。睡眠解析には微小電極を、光遺伝学的解析に
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は光ファイバーをAAV注入と同時に埋め込んだ。化学遺伝学的解析では腹腔内に clozapine-N-Oxideを投与した。 
4． 統計解析 
データは、平均±標準誤差で示した。統計解析は、Student’s t test を用いて行った。P値が0.05未満で統計的有意

と判断した。 
 

結果および考察 

 

1．AVPニューロン特異的小胞GABAトランスポーター欠損マウスの睡眠覚醒 
視交叉上核のニューロンは、AVPニューロンを含め全てがGABAを含有するが、中枢概日時計神経ネットワークに

おけるGABA の明らかでない。小胞GABA トランスポーター（VGAT）はシナプス小胞へのGABA の取り込みに必

要なタンパク質である。AVPニューロン特異的Cre発現マウスとVgat floxマウスを交配することでAVPニューロン

特異的にVgat 遺伝子をノックアウトし、AVP ニューロンからのGABA シナプス放出が起こらないマウスを作成した

ところ、恒暗条件下での概日行動リズムには大きな異常が見られ、視交叉上核の概日リズム発振機能の異常が示唆され

た［未発表］。一方で明期12時間：暗期12時間の明暗条件下では行動リズム・自発活動量に大きな異常は見られない。

そこで本研究では、当該マウスの明暗条件下での睡眠覚醒を測定したところ、コントロールマウスと比較し、暗期にお

ける覚醒量が約 16%減少し、ノンレム睡眠量は約 28%、レム睡眠量は約 107%増加した（図 2）。従って、視交叉上核

AVP ニューロンは、中枢概日時計自体のみでなく、GABA 作動性神経伝達を介して睡眠覚醒の調節にも関与している

可能性が示唆された。現在さらに詳細な解析を進めている。 

 
図1．AVPニューロン特異的遺伝子操作 

マウスSCN の前頭断切片。赤色蛍光タンパク質 tdTomato のレポーターマウスとAvp-Cre マウ

スを交配し、AVP ニューロンが赤くラベルされている。VIP を抗体染色により緑にラベルした。

スケールバー 100μm、core：SCN中核、shell：SCN外殻、3v：第三脳室、oc：視交叉。 
 

図2．AVPニューロン特異的Vgat欠損マウスの睡眠覚醒リズム 
コントロールおよびAVP ニューロン特異的Vgat 欠損マウスの 1 時間毎の覚醒、ノンレム睡眠、

レム睡眠量を示した。n = 4、*P < 0.05。 
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2．光遺伝学・化学遺伝学による視交叉上核ニューロンのニューロンタイプ特異的な神経活動操作 
視交叉上核ニューロンの神経活動を in vivo で人為的に操作し、その睡眠覚醒への効果を直接測定した。睡眠覚醒に

対して直接的な効果が観察されれば、中枢概日時計による睡眠覚醒の制御を直接示した最初の例であり、両者を結ぶミ

ッシングリンクを解明する大きな手がかりにもなる。 
Cre依存的AAV発現ベクターとニューロンタイプ特異的Cre発現マウスを用いて、Channelrhodopsin 2［6］を視

交叉上核のAVPニューロンやVIPニューロンに特異的に発現し、光遺伝学的に刺激した。さまざまな刺激条件を検討

したところ、特定の条件で睡眠中のマウスの AVP ニューロンを刺激すると、10 秒以内に覚醒することを見いだした 
［未発表］。VIPニューロンの刺激ではこのような覚醒効果は観察されていない。したがって、視交叉上核のAVPニュ

ーロンから覚醒制御領域への機能的な出力が存在すると考えられ、現在詳細な解析を行っている。 
GPCRを元にしたDREADD（Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs）［7］を用いた化学遺

伝学的な神経活動操作では、主に光応答性のイオンチャネルやトランスポーターを利用する光遺伝学とは異なる様式で

神経活動を人為的に操作できる。本研究では、人工化合物CNO（Clozapine-N-Oxide）の腹腔内投与によりニューロン

を興奮させるhM3Dq、及び抑制するhM4Diを、AAVベクターとCre発現マウスを用いて、視交叉上核のAVP ニュ

ーロンや VIP ニューロンに特異的に発現させた。睡眠覚醒への効果を検討する前に、まず概日行動リズムへの効果を

検討したところ、VIPニューロンをCNO投与により興奮させた場合に、恒暗条件下で時刻依存的な概日行動リズムの

位相シフトが観察された［未発表］。同様の条件による AVP ニューロンの刺激では、位相シフトは確認されていない。

したがって、視交叉上核の VIP ニューロンは概日リズムの位相制御に重要であることが示唆された。現在、明暗条件

下で概日リズムを明暗サイクルに同調させた条件で、DREADDによりAVPニューロンやVIPニューロンの神経活動

を人為的に操作した時に、直後に睡眠覚醒にどのような効果が現れるか検討している。 
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