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研究成果の概要（和文）：オレキシン産生ニューロンの制御システムとその生理的重要性につい

て解析した。GABA-B 受容体をオレキシンニューロン特異的に欠失させたマウスは睡覚醒・睡眠

状態の高度な分断化を来たし、GABA-B 受容体によるオレキシンニューロンの制御は生理的な覚

醒・睡眠状態の維持に不可欠であることを明らかにした。また、オレキシンニューロンにオー

ファン受容体 BRS-3 が発現していることが明らかになり、オレキシンニューロンの制御システ

ムにおけるオーファン受容体 BRS-3 の関与の可能性を示した。さらに、オレキシン過剰発現マ

ウスでは睡眠の分断化がおこることを明らかにし、オレキシン産生ニューロンの制御システム

の重要性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We studied the physiological roles of the regulatory system of 

orexin-producing neurons. We examined the involvement of GABAB receptors in the 

regulation of orexin neurons, by utilizing mice with a conditional deletion of the GABAB1 

subunit in these neurons. The frequency of spontaneous fast IPSCs mediated by GABAA 

receptors was markedly increased to compensate for an increase in orexin receptor-1 

mediated excitation of local GABAergic interneurons. Sleep state analysis of the 

conditional GABAB1 knockout mice revealed that these mice displayed a robust fragmentation 

of the sleep/waking states. These observations suggest that pre- and postsynaptic GABAB 

receptors in orexin neurons are essential for the normal regulation of orexin neuronal 

activity, and regulation of sleep/wakefulness states in vivo. We also revealed the 

involvement of BRS-3 in the regulation of orexin neuron. We also found that 

orexin-overexpresisng mice exhibit fragmentation of NREM sleep, suggesting the 

importance of inhibitory mechanisms of orexin neurons in maintenance of normal sleep. 
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１．研究開始当初の背景 

オレキシンは摂食中枢として知られている視

床下部外側野とその周辺の特定のニューロン

に特異的に発現しており、、摂食行動および睡

眠・覚醒の制御という重要な２つの命題の中

枢性制御に関わっている。また、われわれの

これまでの研究成果により、摂食行動と睡眠・

覚醒の制御に果たすオレキシンの役割は相互

に深く関係していることが示唆されている。

つまりエネルギーバランスが負に傾いた状態

では、動物は覚醒レベルがあがることが知ら

れているが、このシステムにオレキシン神経

の活性化が関わっていることがわれわれの研

究によりあきらかになった（Yamanaka et al. 

Neuron 2003）。さらにトランスジェニックマ

ウスをつかった方法で、オレキシン神経への

入力系を明らかにした結果、大脳辺縁系から

オレキシン神経への強い入力があることがあ

きらかになり、情動による覚醒レベルの上昇

にもオレキシン神経が関与していることが示

唆された(Sakurai et al. Neuron 2005)。こ

の系は、不眠症の病態を考える上でも重要で

あると考えられる。 

 本研究では、われわれがこれまでに得た、

オレキシンの生理的役割に関する知見をさら

に追求するとともに、摂食行動の制御機構、

睡眠・覚醒の制御機構におけるオレキシン系

の関与を詳細に明らかにし、オレキシンのシ

ステムに影響を与えることによる治療法を開

発していくことを目的とする。そのために、

オレキシンニューロンの制御メカニズムとそ

の生理的重要性を明らかにしようと着想する

に至った。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、以前にオレキシン神経特異的に

GFP を発現するマウスを開発し、その脳のス

ライス標本をつかって、オレキシン神経の電

気生理学的な性質を調べてきた(Muraki et 

al., J. Neurosci. 2004; Tsujino et al., J. 

Neurosci. 2005; Yamanaka et al., Neuron 

2003; Sakurai et al. Neuron 2005)。その結

果、オレキシン産生神経は、GABA、セロトニ

ン、ノルアドレナリン、レプチンなどによっ

て抑制され、アセチルコリン、バソプレッシ

ン、オキシトシン、コレシストキニンなどに

よって活性化されることが明らかになってき

た。さらに、申請者らはトランスジェニック

マウスをもちいた逆行性トレーサー実験によ

り、オレキシン産生神経には、扁桃体をはじ

めとする大脳辺縁系からの入力が豊富にある

ことをしめした(Sakurai et al., Neuron 

2005)。本研究では、それらの入力系の個体レ

ベルにおける生理的意義を明らかにしたい。

このことを目的に、オレキシン産生神経に発

現している受容体遺伝子をそれぞれ特異的に

欠損させたマウスを作製し、それらの表現系

を解析する。そのためにオレキシン神経に特

異的に Cre recombinase を発現させたマウス

とオレキシン産生神経に発現する各種受容体

遺伝子のfloxマウスをを掛け合わせることに

より、さまざまな受容体のオレキシン神経特

異的な欠損マウスを作成する。解析は、とく

に睡眠・覚醒の異常に主眼をおくが、情動に

よる自律神経系の反応や内分泌系の反応にも

着目して解析を行う。また表現系の発現機序

は電気生理学的方法をはじめとして様々な方

法で行うことを目指した。 

 一方、電気生理をもちいて、オレキシンニ

ューロンの制御に関わる物質をスクリーニン

グし、物質レベルでオレキシンニューロンの

制御システムの解明を目指した。さらに、オ

レキシン過剰発現マウスを作成、その睡眠・

覚醒状態を解析することによってオレキシン

の制御システムの重要性を検討することを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

Cre/loxPシステムを用いた組織特異的遺伝子

欠損マウスの作成のためにオレキシン神経細

胞特異的に Cre recombinase を発現させたト

ランスジェニックマウスを用いる必要がある。

ヒトオレキシン遺伝子の 5’上流域を転写制

御領域をつかって、Cre recombinase をオレ

キシン神経特異的に発現させるマウスを開発

した。申請者らは、オレキシン神経が視索前

野からGABA作動性の抑制性入力を受けている

ことも見いだしている。そこで、まず、GABAB1

受容体遺伝子にfloxを導入したマウスと上記

のorexin/Creマウスと交配させることにより

オレキシン神経細胞でのみ GABAB 受容体を欠

損したマウスを作成した。このマウスの睡眠・

覚醒状態を検討し、オレキシン神経の電気生

理学的な性質を調べた。また、オレキシン神

経の電気生理学的な性質を調べた。 

 また、申請者らはセロトニンが 5-HT1A 受容

体を介してオレキシン神経細胞を強く抑制す

ることを見いだしているため、5-HT1A 受容体

遺伝子に flox を導入し、上記の orexin/Cre

マウスと交配させることによりオレキシン神

経細胞でのみ5-HT1A受容体を欠損したマウス

を作成を行った。このマウスは完成し、現在

脳波筋電図同時記録を用いた睡眠覚醒解析か

らセロトニン神経系からの抑制性入力の役割

について調べている。 

 一方、オレキシン産生ニューロンの制御シ



 

 

ステムの重要性を解明するために、オレキシ

ンを常時過剰に発現するマウスを作成した。

CAG プロモーターをもちいて、オレキシンの

cDNAを常に発現するようにしたトランスジェ

ニックマウスである。このマウスの睡眠・覚

醒状態を検討することにより、オレキシン欠

損マウスの表現系と含め、オレキシン産生ニ

ューロンが適切に制御されることの重要性を

検討することを試みた。 

 

４．研究成果 

 ヒトオレキシンプロモーターを用い、Cre

リコンビナーゼをオレキシン神経特異的に発

現する Tg マウスを作製した。このマウスを

GABAB1 flox マウスと掛け合わせて得られる

GABAB1flox/flox;orexin-Cre マウスの脳波筋

電図解析を行い、睡眠制御機構に関する解析

を行った。さらに、このマウスにオレキシン

神経特異的 GFP 発現マウスを掛け合わせ交配

して得られるマウスの脳スライスを用い、オ

レキシン神経の電気生理学的解析を行った。 

 オレキシン神経は GABAA、 GABAB 受容体両

方のアゴニストにより、活動電位の減弱を伴

う過分極反応（抑制作用）を示すことが明ら

かになった。特に GABAB 受容体を介した入力

は、GIRK チャネル活性化により起こることを

明らかにした。次に、オレキシン神経特異的

GABAB1flox/flox;orexin-Cre マウスの睡眠調

節機構を検討したところ、コントロールに比

べ睡眠ステージの非常に顕著な分断化が起こ

っていることが観察された。また、このマウ

スの脳スライスを用いた電気生理学的解析か

ら、オレキシン神経に対する GABAA 受容体を

介した入力系が亢進していることを見いだし

た。さらに、コントロールでは、オレキシン

投与によりオレキシン神経への自発的抑制性

入 力 が 亢 進 す る こ と 、 逆 に 、

GABAB1flox/flox;orexin-Cre マウスでは、オ

レキシン受容体アンタゴニストによりコント

ロールと同程度まで抑制性入力が減少するこ

とから、オレキシンは GABA 作動性の介在神経

を活性化することにより、オレキシンニュー

ロ ン 自 体 を 抑 制 し て お り 、

GABAB1flox/flox;orexin-Cre マウスではこの

系路の機能が亢進することにより代償的にオ

レキシンニューロンの活性を抑制しているこ

とが明らかになった。そのために、オレキシ

ン神経特異的 GABAB1 欠損マウスではコント

ロールに比べオレキシン神経に対する GABAA

受容体を介した IPSC が増加していおり，膜抵

抗が低下しているため，興奮性および抑制性

入力のシャントが起こっていた．そのために，

オレキシン産生神経の制御が不安定になり，

結果として睡眠･覚醒状態の顕著な分断化が

起こっていた． 

 この結果から睡眠･覚醒の制御におけるオレ

キシン産生神経上の GABAB 受容体の重要性が

示唆された。また、一つの重要な受容体が欠

損した場合、オレキシン産生ニューロンの活

動性は、代償性メカニズムによって野生型と

同程度になるが、そのために、種々の機能的

異常が引き起こされていた。GABA は主要な神

経抑制物質であるが、そのシグナル入力のう

ち、GABAB受容体を介する入力は、オレキシン

神経活動をシナプス前、シナプス後で調節し

ており、この調節は睡眠および覚醒の安定化

に重要な働きをしていると考えられる。 

 また、オレキシンニューロンに対して作用

する物質のスクリーニングを行い、BRS3 に対

する人口リガンドがオレキシンニューロンを

直接活性化するとともにGABA介在神経を介し

て抑制する事を見いだした。このことから、

未同定のBRS3リガンドがオレキシンニューロ

ンの活性調節に関わっている可能性が示唆さ

れた。 

 一方、オレキシン過剰発現マウスは明期に

おいてノンレム睡眠の分断化、レム睡眠中の

異常な筋緊張など、睡眠の異常を呈すること

が明らかになり、オレキシン系は適切に抑制

されないと正常な睡眠が維持できないと言う

ことが明らかになった。これは、オレキシン

産生ニューロンの制御システムの重要性を示

唆する知見である。 
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