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１． 目的 

睡眠と食事は心身の健康に欠かすことのできない要素である。不眠は、うつ病等の気分障害の症

状であると同時に、肥満、糖尿病のリスクを高める。さらに、睡眠は広範な動物種に普遍的に認め

られる行動である。しかし、睡眠の機能や制御機構は明らかになっていない。私たちは睡眠制御の

分子機構を明らかにするために、ランダムに遺伝子変異が導入されたマウスを調べることにより、

遺伝的に過眠を示すマウス家系を樹立した。この過眠家系の検討から、リン酸化酵素SIK3の変異が

顕著な睡眠時間延長をもたらすことが明らかになった。変異型SIK3は、エクソン１３によってコー

ドされる５２アミノ酸を欠失する。この欠失するアミノ酸に、プロテインキナーゼAでリン酸化され

るセリン残基が存在し、幅広い動物種で保存されている。このセリン残基をアラニンに置換すると

過眠となることから、シグナル伝達分子のカスケードが睡眠制御に重要な役割を果たしていると考

えられる。 

 興味深いことに、SIK3変異マウスは睡眠異常に加えて、肥満、うつ・不安行動の亢進を示す。本

研究計画の目的は、SIK3変異マウスやSIK3を標的として、睡眠と肥満、気分を制御する統合神経ネ

ットワークの分子機構を明らかにすることである。具体的には、視索前野の神経ネットワークに焦

点をあて、多行動の協調的制御機構を明らかにする。 

 

２． 方法 

野生型マウスおよび遺伝子改変マウスは、C57BL/6マウスである。 

うつ行動の評価には、強制水泳試験および尾懸垂試験を行った。不安行動の評価には、高架式十

字迷路、明暗箱試験およびオープンフィールドテストを行った。養育行動は生後１週以内の新生仔

をホームページページの三隅に置き、巣に連れ戻す行動で評価した。 

性行動は、精巣もしくは卵巣除去後にテストステロンもしくはエストラジオール・プロゲステロ

ン補充して実施した。攻撃行動はレジデントーイントルーダーテスト評価した。雄マウスをホーム

ケージで個飼いにした後に、イントルーダーとして雄DBA2マウスをホームページ内に入れ、攻撃指

標を評価した。 

SIK3を介した行動変化をもたらす責任ニューロン集団の同定を、SIK3 Ex13 floxマウスにCreを発

現するアデノ随伴ウイルスを投与することによって、現在進めている。Creマウスとしては、抑制性

神経（Vgat-Cre）, 興奮性神経（Vglut2-Cre）, ダイノルフィン陽性神経（Pdyn-Cre）, サブスタ

ンスP陽性神経（Tac1-Cre）,エンケファリン陽性神経（Penk-Cre）を標的としている。 

 睡眠覚醒は脳波筋電図により判定した。イソフルラン麻酔下に、脳波電極をマウスに装着した。

手術７日後以降に、マウスをテザーケーブルと接続した。脳波筋電シグナルは、明期開始時から４

８時間記録した。脳波筋電データは、20秒のエポックごとに、覚醒、ノンレム睡眠、レム睡眠に分

類した。睡眠の恒常性を検討するため、明期にジェントルハンドリングによる断眠を行い、断眠修

了後から翌日の明期開始までの脳波筋電を解析した。 

 脳局所での遺伝子操作にはアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）を用いた。HEK293系統の細胞にパ

ッケージに必要な各種プラスミドをトラスフェクトし、ウイルス粒子をPEGや限外濾過で精製濃縮し

た。脳定位装置とガラスピペットを用いて、標的部位にマイクロインジェクトした。 

 免疫染色には、４％パラホルムアルデヒドで灌流固定した脳から、クリオスタットで凍結切片を



作成し、単染色もしくは二重の蛍光染色を行った。共焦点レーザー顕微鏡で観察し、Image Jで画像

解析した。 

 

 

３． 結果 

SIK3遺伝子の操作により、肥満傾向を認めた。また、強制水泳試験、尾懸垂試験で有意に抑うつ

傾向を示した。高架式十字迷路やオープンフィールド試験で行動学的に不安傾向を認めた。 

養育はやや減弱傾向にあったら、野生型との間に有意な違いはなかった。攻撃行動も減弱傾向にあ

るものの、有意差は示さなかった。性行動は雄雌とも若年では有意ではなかった。 

異なるCreマウスを用いた検討は進めている。睡眠を含めて様々な表現型はCreドライバーマウス

によって異なることがわかってきた。また、全身的にSik３変異を持つマウスで見られない表現型が、

Creドライバーマウスとの交配によってSik3変異マウスに限局することで出現することもあった。 

AAVの脳局所投与による検討も並行して行っており、Creドライバーマウスとの結果と同様に脳部

位によって得られる表現型に違いが出ることも確認している。ただし、個体ごとのばらつきもある

ため、十分な個体数とよくコントロールされた実験によって再現性のよい結果が得られるよう進め

ている。 

 SIK3の発現する細胞種はISHや免疫染色で検討している。基本的に神経細胞に出現しており、SIK1

やSIK２に比べて、SIK3の発現レベルが高い。SIK3は大脳皮質、視床、視床下部を含めて脳に広範囲

に発現している。興奮性ニューロンにも抑制性ニューロンにも発現している。 

 

４． 考察 

以上のように、本研究計画に沿って、研究を進めている。その結果、SIK3の変異によって睡眠覚

醒を中心に異なる行動異常を示すことが明らかになってきた。CreドライバーマウスやAAVマイクロ

インジェクションを用いた検討によって、各行動の責任神経集団を同定していく。その後は、その

責任神経集団を中心とした神経回路の可視化と操作を、光遺伝学、薬理遺伝学およびin vivoイメー

ジングによって行う。 

この研究をすすめることによって、睡眠と覚醒という脳の状態の遷移機構解明を進めたい。さら

に、睡眠、摂食、運動、性行動が個別ではなく、相互に直接関連しながら制御されていることを示

していきたい。マウスという動物モデルを用いた研究から、睡眠と運動に関する望ましいライフス

タイルを科学的根拠に基づいて立案・普及することができることを目指している。また、うつ病な

どの精神疾患や肥満、糖尿病等の代謝性疾患の治療法や、生活指導にも役立てることができるはず

である。 

さらに、睡眠と発生、睡眠と老化の研究においても、SIK３変異マウスはよい研究リソースとなる

と考えられるため、エピジェネティクス研究も含めた研究に展開していきたい。 
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