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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

上田泰己教授（東京大学 大学院医学系研究科）のグループは、哺乳類における睡眠覚醒の恒常性制御

に関わる分子機構として、これまでに皮質神経膜電位制御の数理モデルからカルシウム依存的な膜電位

過分極経路が重要な役割を果たすことを予測し、遺伝学的・薬理学的な摂動によって実際にこの経路に

関与するイオンチャネルやポンプがマウスの一日の睡眠時間を変化させることをげっ歯類の呼吸パタ

ーンを利用した睡眠表現型スクリーニングシステムを用いて確認してきた。本年度はこれを踏まえ、こ

れまでに得られている睡眠表現型を多角的に解析するとともに、睡眠覚醒の移り変わりに応じてこれら

のイオンチャネルやポンプがどのような活性制御をうけているのか調べるための測定法の開発に着手

した。 
研究グループはまず、睡眠表現型スクリーニングで見出された各種遺伝子変異マウスについて、睡眠

表現型のコンベンショナルな方法である脳波筋電図測定を行った。その結果、スクリーニングで見出さ
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れた遺伝子変異マウスは呼吸パターンによる測定結果と一致して、一日の総睡眠時間の増加もしくは減

少が生じることが確認された。従って、研究グループが開発した呼吸パターンによるスクリーニングシ

ステムは、多くの遺伝子変異マウスについても脳波筋電図測定と対応する睡眠表現型を得られることが

確認された。 
次に研究グループは、カルシウム依存的な膜電位過分極経路に関わり、睡眠時間制御に関わることが

示唆されたイオンチャネル・ポンプについて、その機能を評価することに着手した。研究グループは特

に睡眠時間を制御するリン酸化酵素と、これらのイオンチャネル・ポンプの関連に着目し、イオンチャ

ネル・ポンプの多種類のリン酸化サイト変異体を評価できる機能スクリーニングを行うために、マルチ

ウェルプレートを用いた各種蛍光プローブの測定から、特定のイオンチャネルの活性をハイスループッ

トに測定する系を構築した。これを用いて、種々のリン酸化サイト変異体の機能スクリーニングを行う。 
これらの実験系は、主にタンパク質制御の観点から睡眠表現型制御の実体を探索するものである。一

方で、睡眠制御には脳内の神経細胞のネットワークが重要な役割を果たす側面がある。研究グループは、

これまでに透明化組織観察手法 CUBIC を開発してきた。この手法は、マウス脳に限らず、より大きな

組織や脳以外の組織にも適用することができ、全身の臓器が関わる恒常性制御を調べるうえで重要なツ

ールになると期待される。研究グループは、CUBIC 法の更なる性能向上を行った。その結果、マウス

組織よりも大型であり、かつ脂質含量などの問題から透明化が困難であった組織にも適用できる改良型

CUBIC 法を実現する試薬組成を見出した。またこれと並行して、研究グループは大型の透明化サンプ

ルの撮像に適した長い焦点深度と高い開口率(NA)を特徴とする対物レンズを備えたシートレーザー型

顕微鏡の開発を行い、その組み上げをほぼ完了した。 
睡眠恒常性の制御機構を調べるには、睡眠ダイナミクスに効果的に摂動を加えることが重要である。

研究グループは、一日の総睡眠時間に加えて、睡眠と覚醒の間の遷移確率を指標とした睡眠表現型の評

価を行っている。本年度は、中枢神経系の疾患治療薬および薬物依存的な精神疾患様症状を惹起する薬

物投与下での睡眠表現型解析を行い、この睡眠と覚醒の遷移率に影響を与える薬物とその投与条件を複

数見出した。 
以上、研究グループは、昨年までに見出した睡眠制御遺伝子について、その表現型のさらなる解析を

進めるとともに、タンパク質あるいは神経細胞レベルでの詳細な解析へと重点を移し、詳細な睡眠恒常

性制御の分子機構の解析を進めている。 
 

A research group led by Professor Hiroki R. Ueda (Graduate School of Medicine, the University of 
Tokyo) has discovered the involvement of Ca2+-dependent hyperpolarization of cortical neuron in the 
regulation of sleep duration in rodents. This finding is based on the mathematical modeling of 
cortical neuronal membrane potential and genetic/pharmacological inhibition of ion-
channels/pumps and protein kinases (i.e. NMDA receptors, voltage-dependent calcium channels, 
calcium-dependent potassium channels, ATP-dependent calcium pumps and calcium/calmodulin-
dependent protein kinase II) anticipated to be involved in the hyperpolarization pathway. Notably, 
the screening of mice phenotypes has been carried out by a newly-developed system for the non-
invasive sleep measuring based on the pattern of rodents’ respiration. In this fiscal year, this 
research group conducted a series of experiments to explore how such ion-channels/pumps are 
regulated (e.g. through the post-translational modification) during the sleep-wake cycle and to 
obtain an in-depth information about the sleep phenotype of genetically modified mice. 
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   The research group monitored the sleep phenotypes of genetically modified mice related to the 
hyperpolarization pathway by using the EEG/EMG (electroencephalogram/electromyogram) 
recording, a conventional method for sleep phenotyping. The results indicated that phenotypes 
obtained through the respiration-based method and the EEG/EMG recoding are consistent each 
other, indicating that the non-invasive respiration-based screening system can be applicable to 
several types of mutant mice. 

This confirmation led the group to investigate the in-depth regulation of each ion-channel/pump 
during the sleep-wake cycle. The group focuses on the phosphorylation dependent control of ion-
channels/pumps partly because the group found that calcium/calmodulin-dependent protein kinase 
II contributes to the induction of sleep. To investigate a large number of phosphorylation-sites 
mutants, a high-throughput assay for ion-channels/pumps’ function was developed. The new assay 
system uses fluorescent proves working in the cultured cell on multi-well plates, thus it is possible 
to compare the activity of hundreds of mutant ion-channels/pumps in a single assay. 

   The research group is also developing a method to analyze cell function through the fluorescent 
imaging of transparent organs called CUBIC. The CUBIC has been shown to be applicable to not 
only the brain but also other organs, contributing to the understanding of homeostatic system among 
different organs. In this fiscal year, the group achieved the development of new chemical combination 
enabling an efficient tissue clearing against human organs that generally contain a higher amount 
of lipid than mice brain, otherwise making it difficult to obtain highly-transparent samples within a 
reasonable time. The group also set up a new light-sheet fluorescent microscope featuring an 
objective lens with increased depth of field and higher numerical aperture. 

   Not only observe the phenotype but also applying perturbations on sleep-wake dynamics is 
important to understand the homeostatic property of sleep control. In this fiscal year, the research 
group investigated the effect of several chemicals that are used for the treatment of neuropsychiatric 
disorders or the induction of substance-induced psychotic disorders. As a result, several substances 
were found to affect the sleep dynamics especially for the probability of sleep-to-wake and/or wake-
to-sleep state.  
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