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緒緒  言言  

 
ヒトは人生の 3 分の１を睡眠に費やす。睡眠はヒトの身体的、精神的な健康に不可欠な要素であり、慢性的な睡眠 

負債が様々な疾患のリスクを高める。睡眠はどの哺乳動物も示す行動であるが、睡眠に類似した行動は、哺乳類だけで

はなくショウジョウバエや線虫を含めた幅広い動物種に認められる。このような睡眠の重要性および普遍性にも   

関わらず、睡眠の恒常性維持や睡眠覚醒状態を切り替える分子機構は明らかではない。研究代表者らはマウスを用いた

睡眠のフォワードジェネティクス研究によって、睡眠の恒常性維持や睡眠量を決定に深く関与する分子としてリン酸化

酵素SIK3を同定した［1，2］。SIK3はSIK（salt-inducible kinase）ファミリーを構成する［3］。しかし、SIK3に
代表される SIK ファミリーがどのような機構によって個体の睡眠量を増加させているのかは不明である。      

インフレームの点突然変異によってスプライス異常が生じ、途中を欠失した変異型 SIK3 蛋白が産生される。    

SIK ファミリーは C 末側の構造には多様性があるものの、N 末にあるキナーゼドメインと、中間部にある      

プロテインキナーゼ A（PKA）リン酸化部位はよく保存されている。変異型 SIK3 蛋白は PKA リン酸化部位を欠失 

することから、PKA-SIK が睡眠覚醒制御の細胞内シグナルを構成していることが推測される。実際に SIK3 の PKA 
リン酸化セリン（S551）をアラニンに置換すると、ノンレム睡眠量が増加した［4］。このシグナルの明らかにすること
ができれば、睡眠の量と質を規定する分子機構の解明や新しい創薬ターゲットによる新規睡眠薬の開発につながると 

期待される。本研究では、マウス個体および細胞を用いて SIK ファミリー蛋白質が睡眠覚醒を制御する分子機構の  

理解を深めることを目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．動動物物実実験験  
マウスを用いた動物実験は、東邦大学動物実験規定および筑波大学動物実験規程に従い実施した。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。 
22．．睡睡眠眠解解析析  
イソフルラン麻酔下でマウス頭蓋に 4箇所穴を空け、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。

1 週間以上回復期間をおいた後、電極をテザーケーブルにつないだ。テザーケーブルはレバーアームに接続し、    

マウスはケージ内を自由に行動できる。脳波・筋電図の記録・解析はSleepSign（キッセイコムテック）およびMatLab
を用いた。  
33．．ウウイイルルススベベククタターー  

Creを発現するアデノ随伴ウイルスを作製した。脳定位固定装置およびキャピラリーを用いて脳内局所にウイルスを
投与した。FLAGタグを付加したSIKを発現するアデノ随伴ウイルスベクターも調整した。 
44．．細細胞胞培培養養  

HEK293細胞を用いてCreを発現するアデノ随伴ウイルスを作製した。FLAGタグを付加したSIK1、SIK2、SIK3
および SIK1（S577A）、SIK2（S587A）、SIK3（S551A）を pcDNA3 に組み込んだ発現ベクターを、FuGENE を   

用いて HEK293 にトランスフェクトした。ホモジネートから、FLAG 抗体を結合させたビーズを用いて免疫沈降を 
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行った。ウェスタンブロットの一次抗体には、各種の SIK 抗体、FLAG 抗体、14-3-3抗体、PKAリン酸化モチーフ 

抗体、GAPDH抗体を用いた。 
 

結結  果果  

  

11．． SSIIKKフファァミミリリーー蛋蛋白白質質ととそそののPPKKAA部部位位変変異異型型蛋蛋白白質質  
Sleepy 変異型 SIK3 はエクソン 13 にコードされる 52 アミノ酸が欠失している。この 52 アミノ酸の中に      

プロテインキナーゼA（PKA）リン酸化セリン残基であるS551がある。このSIK3 S551に相当するアミノ酸は、SIK1 
S577およびSIK2 S587である。図1に示すように、このセリン残基をアラニン置換したSIK1 S577A、SIK2 S587A、
SIK3 S551A蛋白は、いずれも PKAリン酸化認識抗体の反応性が大きく低下し、共沈する 14-3-3の量が大きく減少 

した。これはHEK293での結果であるが、アデノ随伴ウイルスを用いてマウス脳に発現させたSIK蛋白質についても
同様の結果が得られた（未発表）。 

  

  
 

図1．SIKファミリー蛋白質とそのPKA部位変異型蛋白質 
FLAG タグを挿入した野生型 SIK1、SIK2 および SIK3 と、PKA リン酸化部位をアラニン置換  

したSIK1（S577A）、SIK2（S587A）、SIK3（S551A）をHEK293に発現させ、抗FLAG抗体を
用いて免疫沈降を行った。左は免疫沈降のインプットであり、14-3-3が同レベルに発現している。
GAPDHはローディングコントロールである。右は免疫沈降後に行ったwestern blotである。FLAG
抗体で検出される。PKAリン酸化認識抗体では、野生型SIK1は認識されるがSIK1（S577A）は
検出されない。同様に、野生型SIK2およびSIK3は検出されるが、SIK2（S587A）およびSIK3
（S551A）は検出されない。野生型SIK1、SIK2およびSIK3は14-3-3と共沈するが、SIK1（S577A）、
SIK2（S587A）およびSIK3（S551A）は14-3-3と共沈しない。 

  
22．．脳脳部部位位特特異異的的変変異異型型SSIIKK33発発現現にによよるる睡睡眠眠覚覚醒醒変変化化  

AAV ベクターを視床下部に局所投与することにより、部位特異的に変異型 SIK3 を発現させ、脳波筋電図に基づき
睡眠覚醒行動を検討した。コントロールベクターを投与したマウスも未処理のマウスに比べるとわずかにノンレム  

睡眠量が増加する傾向が見られた。AAV ベクターは視床下部の各部位に局所投与した。再現性良くノンレム睡眠量が
増加する部位を見出した。現在さらに詳細な検討を進めている。SIK3発現ニューロンの同定には形態学的検討が必要
であるが組織学的検討に適した抗体が無いため、in situ hybridization（ISH）による RNA 検出が必要であるが    

ニューロン種の同定に必要な多重 ISH は技術的難易度が高く、最近開発された RNA scope は高価で使いにくい。   

この点を解決するため核酸を用いた新しいシグナル増強手法であるHCR（hybridization chain reaction）を組織学的
検討に応用した in situ HCR をさらに改良したシステムを開発した（図 2）。視床下部の多様なニューロン群の    

マーカーとしてPenkなどの検出や、短時間での多重 in situ HCRに成功した［5］。現在、この手法を用いてSIK3の
睡眠覚醒誘導ニューロンの詳細な解析を進めている。 
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図2．HCR（hybridization chain reaction）の条件検討 
A） HCRのための2つのhairpin DNAであるH1とH2およびHCRをトリガーするイニシエーター

のスキーム。プライムによって相補性を示した。つまりaとa’は相補的な塩基配列である。 
B） A のイニシエーター配列を 2 つに分け、標的 RNA 認識配列を半分に分けたものと組み合わせた    

1対のスプリットイニシエータープローブによって、標的RNAを可視化する。 
C） より短いhairpin DNA開発のため、異なるトウホールド長のhairpin DNAを用いたHCRの結果。

10 kD以上のバンドが良好なHCRを示す。 
 

考考  察察  

 
SIK3に代表されるSIKファミリーは、高塩飲食によって副腎に誘導される分子として同定された。我々の検討では

SIK1や SIK3は高塩食によって発現量は変化せず、SIK2は副腎と肝臓で増加した。SIK3ファミリーのなかで SIK3
は脳に豊富に発現しているのに対して、SIK1 および SIK2 の発現は少ない。今回示したように、SIK ファミリーに  

保存された PKA リン酸化部位をアラニン置換すると、その PKA リン酸化部位が SIK 蛋白の唯一の PKA リン酸化 

部位ではないにもかかわらず、PKAリン酸化部位認識抗体の反応性が激減した。また、14-3-3との結合も大幅に減少
する。これは培養細胞だけではなく、SIK3 については脳でも確認した結果である。実際に、未発表であるが SIK    

ファミリーのPKAリン酸化部位をアラニン置換したマウスの睡眠時間もしくは睡眠要求の指標とされるノンレム睡眠
中デルタ波成分は増加した。このことからよく保存されたPKA-SIKシグナル系が睡眠覚醒制御に重要な役割を果たし
ていることが示された。このシグナルの下流に眠気の物質的基盤となるリン酸化タンパク質群SNIPPsが位置する［6］。
このシグナル系は過眠以外の表現型にも関わっており、おそらく責任ニューロン集団が異なるのであろう。その表現型

ごとの SIK シグナルの役割を明らかにするためにも、本研究で行ったような脳部位特異的な操作による検討が不可欠
である。また SIK3 は脳内に広範囲に発現しているが、特定ニューロンでの役割を明らかにするためには、組織学的  

検討が必要になるが、今回開発した新しい手法によって SIK3 シグナルが睡眠量を変化させる場を同定することが  

今後の課題となる。 
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