
筑波大学

博士(医学)学位論文 



睡眠覚醒と恒常性における局所皮質回路の摂動

2020 

筑波大学大学院博士課程人間総合科学研究科

宮崎峻弘



目次

背景

実験手法

結果

考察

結論

謝辞

出典

参考文献



背景 

睡眠とは、可逆的かつ一時的な意識の消失、感覚と運動の抑制、外界への反応低下を特

徴とした周期的に生じる生理現象であり、内的、外的刺激によって容易に覚醒しうる状態

である。睡眠はパターンや量が動物の種や年齢によって異なるものの、ヒトを含む幅広い

動物に普遍的に認められ、発達した神経系を有する動物は睡眠を取らずには生存できない。

つまり、睡眠は動物が生存するために必須の生理現象である。近年の技術的発展により、

睡眠覚醒を制御・調節する神経メカニズムや、学習や記憶などの様々な脳機能と睡眠の関

係は急速に理解が進んでいる。しかし、その一方で、睡眠中に脳内でどのような現象が起

きているかは詳しくわかっていない。本論文ではこの睡眠という現象について大脳皮質局

所回路から論じる。 

 

睡眠の生理 

睡眠には様々な形式がある。成人のヒトでは、一日一回の睡眠型の単相性睡眠を示す。

ヒト以外の多くの動物では、一日頻回の睡眠型の多相性睡眠が見られる。また海洋哺乳類

では脳半球の片方が覚醒し片方が寝ている半球睡眠(Mukhametov, Supin, and Polyakova 

1977)といった特殊な睡眠が観察される。ただ、睡眠中に脳波を観測することで、睡眠は

さらに大きく２つに分類される。NREM(non-rapid-eye-movement)睡眠と REM(rapid-eye-

movement)であり、それぞれの脳波は異なる特徴を示す。睡眠の大部分を占める NREM 睡

眠の脳波は、覚醒時の脳波と比較し、slow wave activity(SWA)と呼ばれる高振幅低周波数

(δ 波、2-4 Hz)成分が増加する。SWA のような波形は脳波だけでなく、大脳皮質の膜電位

や局所電位でも NREM 睡眠中に観察される(Vyazovskiy and Harris 2013)。NREM 睡眠はヒ

トでは SWA の占有率から更に３段階に分類され、睡眠深度の指標となっている。また、

断眠し寝不足になることで、その後の回復睡眠では SWA が増加し、SWA は睡眠圧を示

すとされる(Borbély 1982)。一方 REM 睡眠は、NREM 睡眠の後に出現する、NREM 睡眠と

比較して時間的に短い睡眠であり、特に睡眠期の後半に出現頻度が高くなる。REM 睡眠

の脳波はヒトでは入眠時の浅い睡眠に似た脳波を示すが、げっ歯類では海馬から発生する

規則的なやや高振幅な脳波(θ 波、4-8 Hz)を示し、REM 睡眠の特徴として急速眼球運動の

頻発、抗重力筋の筋緊張低下(アトニア)、自律神経の不安定化が観察される(Diekelmann and 

Born 2010)。このように一見睡眠は一つの生理現象に見えるが、NREM 睡眠と REM 睡眠

では全く異なる脳の活動が生じていることが脳波からわかる。 

 

睡眠の神経学 

睡眠覚醒の調節メカニズムとして、覚醒および NREM 睡眠、REM 睡眠で神経活動が高

まるニューロンがあり、それらのニューロンの神経活動を変化させることで、睡眠や覚醒

を促す、覚醒ニューロンやNREM睡眠ニューロン、REM睡眠ニューロンが知られてきた。 

覚醒ニューロンとしてはモノアミンとペプチドによる調節が知られており、モノアミン



系としては青斑核(locus ceruleus)や背側縫線核(dorsal raphe nucleus)、腹側線条体(ventral 

striatum)、結節乳頭体核(tuberomammillary nucleus)からノルアドレナリンやセロトニン、ド

パミン、ヒスタミンが視床や視床下部、大脳皮質、前脳基底部(basal forebrain)などに投射

されることで、覚醒の重要な役割を果たしているとされる。また、それらの投射を受けて

いる前脳基底部や脚橋被蓋核(pedunculopontine nucleus)からも大脳皮質にコリン作動性ニ

ューロンを投射することで覚醒を促進するとされる。また、ペプチドとして外側視床下部

(lateral hypotharamus)にあるオレキシンニューロンも、大脳皮質や青斑核、前脳基底部、視

床に投射し、覚醒を維持している。このように、複数の神経核の神経活動の上昇により覚

醒が生じていると考えられている。 

一方、NREM 睡眠についても複数の神経核が関係しているが、視床下部の吻側の視索前

野(preoptic area)が重要な役割を果たしている。視索前野からの GABA やコレシストキニ

ン、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン、ガラニンなどのペプチドが、覚醒ニューロンが

ある青斑核や背側縫線核など、また前脳基底部などの神経活動を抑制する。また、脳幹の

parafacial zone からの GABA 作動性ニューロンも神経活動を抑制する。さらに、前脳基底

部の GABA 作動性ニューロンが大脳皮質に投射し NREM 睡眠を促進するとされている。 

また、REM 睡眠については、脚橋被蓋核や背外側被蓋核(laterodorsal tegmental nucleus)、

橋被蓋野の青斑下核(sublaterodorsal nucleus)が中心的な役割を果たしており、青斑下核のグ

ルタミン酸作動性ニューロンが ventromedial medulla や脊髄の premotor neurons に投射し、

GABA やグリシン作動性ニューロンを刺激することでアトニアを生じさせる。また、脚橋

被蓋核や背外側被蓋核からのコリン作動性ニューロンが視床や前脳基底部に投射し、

REM 睡眠の脳波を生み出しているとされる(Liu and Dan 2019; Scammell, Arrigoni, and 

Lipton 2017)。 

 

睡眠の機能 

睡眠不足は高血圧や糖尿病などの生活習慣病やうつ病などの気分障害を悪化させる要

因である。そのため、必要な睡眠を取ることが疾病予防、改善の観点から必要とされ、睡

眠は身体的な健康維持に必要不可欠である。睡眠不足は脳機能にも影響を与え、集中力や

記憶力の低下に繋がる。 

睡眠と最も関係がある脳機能の一つに記憶と運動学習があり(Diekelmann and Born 2010)、

NREM 睡眠と REM 睡眠で異なる寄与も示唆されている。記憶では、REM 睡眠は手続き

記憶を強化し、NREM 睡眠は手続き記憶だけでなく陳述記憶も強化する(Squire and Zola-

Morgan 1988)とされる。 

また、運動学習については、NREM 睡眠中に生じるシナプス伝達の変化が深く関係して

いる。運動野における神経伝達は主に視床や皮質間の入力を受け、2/3 層の皮質や深部に

出力する(Weiler et al. 2008)。その中で皮質間でのシナプス伝達は新しい運動学習時に必須

であると考えられており、実際に運動学習後に運動野内で形態学的変化や機能的変化が生



じ(Biane et al. 2016; Li et al. 2017; Peters, Chen, and Komiyama 2014; Rioult-Pedotti et al. 1998; 

Yang et al. 2014)、更には運動学習後の NREM 睡眠で樹状突起上の棘突起の形成が促進さ

れる(Gulati et al. 2014, 2017; Yang et al. 2014)、といった形でシナプス伝達の増強が生じて

いると考えられている。しかし、十分な運動学習後の運動野では新たに長期増強(LTP)が

生じる余地はほとんど残っておらず、ほぼ飽和しているため(Rioult-Pedotti et al. 1998)、新

たな学習にはシナプス伝達強度の脱飽和が必要であり、NREM 睡眠中にシナプス伝達強

度が低下すると一般的に考えられている(Tononi and Cirelli 2014)。実際にシナプス伝達強

度は学習のない NREM 睡眠で低下する(Diering et al. 2017; Maret et al. 2011; de Vivo et al. 

2017)とされている。このような脳機能は睡眠中のシナプス伝達の様々な変化から生まれ

る現象として捉えられているものの、シナプス伝達強度を低下させる生理的な原理など、

その実態は不明である。

そこで、本研究では神経活動の相動性、いわゆる機能的結合性（FC: functional connectivity）

に着目した。Hebb の学習則に代表されるように、FC は記憶の素過程であるシナプス可塑

性と密接に関わり、FC の上昇、増強はシナプス伝達強度上昇を表し、FC の低下、弱化は

シナプス伝達強度の低下を表すと考えられる。FC に関しては fMRI によるマクロレベル

の解析が進んでおり、大脳皮質間の FC は NREM 睡眠中に減少し、REM 睡眠中は増加す

る(Chow et al. 2013; Horovitz et al. 2009; Koike et al. 2011; Picchioni, Duyn, and Horovitz 2013;

Sämann et al. 2011; Spoormaker, Gleiser, and Czisch 2012)。しかし、領域間でなくニューロン

間の FC と睡眠の関係はいまだ不明である。睡眠は全脳の現象である一方で、皮質の一部

だけで SWA が観察されるなど、局所的制御の側面ももっており(Siclari and Tononi 2017)、

NREM 睡眠時の SWA は局所的に制御され、運動学習の効率に関係する(Huber et al. 2004,

2006)。本研究では大脳皮質局所回路におけるニューロン間の FC 動態の観察と解析を行

うことで、睡眠の機能を生み出す生理現象の発見を試みる。

本研究の目的とアプローチ

局所皮質回路の動態について解明するため、本研究では運動学習中枢である一次運動野

ニューロンに注目した(Kawai et al. 2015; Sanes and Donoghue 2000)。運動学習は睡眠の主要

な機能の一つであり(Peters, Liu, and Komiyama 2017)、覚醒中に学んだ運動技能に関与する

運動野ニューロンが NREM 睡眠中の再活性化されることで睡眠中に運動技能を向上させ

ることや、その機能に睡眠中の紡錘波が関係している可能性が言われている(Gulati et al.

2014; Ramanathan, Gulati, and Ganguly 2015; Yang et al. 2014)。しかし、通常の睡眠覚醒下で

その局所回路内の FC がどのように変動するかは未解明である。そこで本研究では、二光

子顕微鏡によるカルシウムイメージングを用いることで、自発的な睡眠覚醒および断眠、

回復睡眠環境下におけるマウスの運動野で、多数の神経活動の同時記録を行った。更に、

sparse Gaussian graphical models に基づいた FC を局所皮質回路に導入することで、神経活

動から FC を推定し、睡眠覚醒における局所皮質回路の変化を捉え、睡眠中にどのような



現象が起きているのかについて迫った。 

 

カルシウムイメージングについて 

現在までに、睡眠中の in vivo における単一ニューロンレベルの解析はユニット電極な

どの電気生理学的アプローチを用いて多く行われてきた(Evarts 1964; Hengen et al. 2016; 

Hobson and McCarley 1971; Vyazovskiy et al. 2009; Watson et al. 2016a)。しかし、ユニット記

録では多数ニューロンの同時記録、ニューロンの空間情報、さらにニューロンタイプの同

定などを同時に実現することは困難であった(Nowak et al. 2003)。本研究では二光子顕微鏡

によるカルシウムイメージングを用いることで、in vivo におけるニューロンの空間情報

と活動を得た。 

ニューロンは脱分極することで、細胞膜上に存在する電位依存性カルシウムチャネルが

開口し、カルシウムが流入してニューロン内カルシウムが上昇する(Tank et al. 1988)。その

ため、ニューロン内のカルシウム濃度は神経活動を反映しており、カルシウムイメージン

グを行うことで、ニューロンの神経活動の観察が可能となる(Ding et al. 2014)。本研究では

蛍光強度が変化するタンパク質をニューロンに発現させて、カルシウムイメージングを行

うことで、神経活動を観察した。 

また、二光子顕微鏡を用いることで、in vivo における複数ニューロンのカルシウムイメ

ージングを可能とした。二光子顕微鏡は、蛍光物質が倍波長の光子を同時に二つ吸収する

ことで励起する、二光子吸収過程を利用した蛍光顕微鏡である。二光子吸収過程の発生確

率は低く、実質的には焦点以外では励起が生じないため、共焦点顕微鏡などと比較し、光

毒性が低く、より深部組織の観察が可能となる。そこで、マウスの頭蓋骨をガラスに置換

し、二光子顕微鏡で観察することで、in vivo における深部組織の画像を取得し、ニューロ

ンのカルシウムイメージングを行った。 

 

ガウシアングラフィカルモデルおよび lasso について 

神経生理学の多ニューロン記録のような多変量データにおいては、ニューロンの活動

（確率変数）の関係を相関係数で推定するのが主である(Hengen et al. 2016; Vyazovskiy et 

al. 2009)。しかし、相関係数では線形関係を仮定するため、ほぼ完全な同期活動を除いて

多くの関係性を見逃してしまう。この問題を回避するため、本研究では、関係性を統計的

学習の視点で解析した。用いたのは無向グラフィカルモデルの一つ graphical Gaussian 

models (GGM)である。グラフィカルモデルとは、複数の確率変数間の依存関係をグラフ構

造として示す確率モデルで、ノードとエッジで表現される(Fig. 1)。ノードが要素、エッジ

が関係性を示す。グラフィカルモデルにおいて、関係がある（エッジの存在）とは「無関

係ではない」という意味である。ここでいう無関係とは、二つの確率変数（ノード）の確

率分布が他の変数を与えた時に条件付き独立である、と定義されている。本研究で用いる

GGM は多変量正規分布の構造学習（関係を求めること）において、ノイジーな実数デー



タの最も実用的なグラフィカモデルである。また、GGM において、弱い関係を条件付き

独立として排除し、重要な関係を残したまま、安定した関係のみを導くため、確率分布を

求める段階で疎構造(スパース性)を導入した。スパース性を導入した GGM の構造学習ア

ルゴリズムを glasso (graphical least absolute shrinkage and selection operator)と呼ばれ、本研

究でもこれを用いた(Friedman, Hastie, and Tibshirani 2008)。本研究では、睡眠・覚醒中の大

脳皮質運動野の局所皮質回路を推定するため、ニューロンの経時的カルシウム信号を確率

変数(ノード)として、glasso を用いてニューロン間の関係(エッジ、ここでは FC)を解析し

た。 

  



実験手法 

実験動物 

全ての実験は筑波大学動物実験委員会の承認のもと行われた。今回の実験では Vgat-

ires-Cre マウス(Slc32a1tm2(cre)Lowl/J, Jackson Laboratory stock number: 016962)(Vong et al. 2011)

と Ai9 tdTomato reporter マウス(B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J, Jackson Laboratory 

stock number: 007909)(Madisen et al. 2009)を交配した Vgat-tdTomato マウスを用いた。全て

の Vgat-tdTomato マウスは C57BL/6 を背景に持つマウスであり、尾から抽出した DNA に

PCR を用いて遺伝子型の決定を行った。朝 9 時から明期となる 12 時間の明暗サイクルで

適切に室温、湿度は維持され、餌食は自由に与えられた。 

 

手術 

二光子カルシウムイメージングに用いられたマウスは月齢 9-13 カ月の、雄 2 匹、雌 7

匹であり、長期間の観察のための頭蓋骨のガラス置換術を行った(Holtmaat et al. 2009; 

Mostany and Portera-Cailliau 2008)。手術では、2%イソフルランを導入維持に使用した。マ

ウスの頭頂部の体毛を刈った後、除毛クリームを用いて毛を除去し、イソジンで頭皮の消

毒を行った。前額部から後頭部にかけて頭蓋骨上の皮膚および軟部組織を除去したあと、

左前頭骨の左運動野付近にドリルを用いて直径 1.5-2.5 mm の穴を開け、aCSF( 122 mM 

NaCl, 1.7 KCl, 1.1 MgCl2, 23 NaHCO3, 1.2 CaCl2, 1.1 KH2PO4, and 3.4 glucose)とゼルフォーム

(Pfizer)を用いて硬膜上から骨片等を除去した。運動野の深度 300-400 µm にガラスキャピ

ラリー(B100-30-7.5HP を EZP-60, Prime Tech で伸長後、 P-97, Sutter Instrument を用いて研

磨)を用いてカルシウム濃度依存蛍光タンパク質 GCaMP6s(Chen et al. 2013)を発現するア

デノ随伴ウイルスベクター (rAAV-hSyn-GCaMP6s-WPRE, 4.0x1013 genomic copies/μl, 

serotype 2/9, UPenn Vector Core)を 2 か所に 150 nl ずつ注入した( BJ110 and BT200, BEX)。

ウイルスベクターを注入後に再度硬膜上を清掃し、Lipidure-CM5206 (NOF Corporation)で

コーティングをした直径 1.5-2.5 mm のウィンドウガラスを頭蓋骨の穴に設置した。ガラ

スを頭蓋骨と同じ深度で固定したまま接着剤を用いて周囲を固定することで、マウスの頭

蓋骨にイメージングウィンドウを設置した。EMG 電極(AS633, Cooner Wire)は首の筋肉内

に挿入し、後頭骨に接着剤で固定した。EEG 電極は右前頭骨と右頭頂骨にネジ(TE-00003, 

Matsumoto Industry)を用いて固定しその上から歯科用セメントを用いて頭部固定用のステ

ンレス製のヘッドプレートを固定した。手術後、ヘッドプレートをシリコンチューブで保

護し、ケージに戻した。 

 

蛍光イメージング 

蛍光イメージングはカスタマイズされた二光子顕微鏡 (based on Axio Examiner 

Z1/LSM780, with a water-immersion objective W Plan-Apochromat 20x/NA=1.0, Zeiss)を用いて

行われた(Nagayama et al. 2019)。顕微鏡下で自発的な睡眠覚醒状態を観察するため、トラ



ックボール型トレッドミルを顕微鏡下に設置した(Kanda et al. 2016)。手術後のマウスに 2

日間の回復期間の後、明期に 1 日 5 時間のトラックボール型トレッドミル環境への馴化

を 5 日間行い、マウスは顕微鏡下のトレッドミル上で自発的な睡眠覚醒を行うようにした

(Fig. 2A)。水浸対物レンズのため、頭蓋骨のイメージングウィンドウの上に 37℃の生理食

塩水を還流し、観察深度を 150-250 µm として運動野の第 2，3 層を観察した。GCaMP6s

は 910 nm、tdTomato は 1040 nm の波長の TiSa レーザ(Maitai DeepSee, Spectra-Physics)を用

いて励起し、各々の蛍光は 500–550 nm と >555 nm の波長領域を non-descanned GaAsP 

detector(BiG, Zeiss)を用いて検出した。1040 nm のレーザは tdTomato は励起する一方で

GCaMP6s を殆ど励起しないため、1040 nm のレーザは抑制性ニューロンの特定のみに使

用し、カルシウムイメージングは 910 nm のレーザを用いて行った。二光子顕微鏡を用い

たカルシウムイメージングは 12 時から 17 時(ZT3-8)の間、1 回 15 分間を 5-8 回行った。

イメージングのスキャン速度は 8回/秒で画像は 16 bit、128x256 pixel で取得した(Fig. 2B)。 

 

脳波、筋電図測定と睡眠覚醒のスコアリング 

EEG/EMG は二光子顕微鏡下での実験中は常に記録し続けた。EEG は 40000 倍した後

0.5-500 Hz のバンドパスフィルタを通し、EMG は 4000 倍した後 1.5-1000 Hz のフィルタ

を通し(MEG-5200, NIHON KOHDEN)、16 bit、2000 Hz のサンプリングレートで記録した

(Digidata 1440A, Molecular Devices)。またカルシウムイメージングのスキャンと断眠装置

の稼働タイミングも同時に記録することでイメージングタイミングと EEG/EMG のすり

合わせを行い、断眠装置稼働の確認をした。EEG/EMG データは Clampex10.3(Molecular 

Devices)とカスタム Matlab program を用いて 4 秒毎に睡眠覚醒状態のスコアリングを行っ

た(Funato et al. 2016)。 

 

免疫染色 

Vgat-tdTomato マウスの運動野において抑制性ニューロン (GABAergic neurons)が

tdTomato を発現していることを確認するため、GAD1 mRNA に対する fluorescence in situ 

hybridization (FISH)および tdTomato に対する免疫染色を行った。16-38 週の Vgat-tdTomato

マウスを 4%イソフルランで麻酔導入したあと、生理食塩水および 4% パラホルムアルデ

ヒド (4% PFA)を用いて還流固定した。取り出した脳は 4 ℃で 12 時間以上後固定後 30%

スクロース置換を 3 日以上行い、凍結組織切片作成用包埋剤(Tissue-Tek OCT compound, 

Sakura Finetek)で包埋し-80 ℃で凍結された。クライオスタット(CM3050S, Leica)を用いて

40 µm で脳切片を作成し、リン酸緩衝液 (PB, 0.1 M)で洗浄後、FISH、免疫染色を行った。

FISH では、運動野を含んだ脳切片を 0.3% Triton X-100 で処理後、1 µg/ml proteinase K、

0.75% glycine、0.25% 無水酢酸で処理した。処理後の脳切片に GAD1 mRNA の FITC 標識

プローブを 60 ℃で一晩 hybridization した。脳切片を RNase、0.3% H2O2 in tris-buffered saline

で処理し、1% blocking reagent(11096176001, Sigma-Aldrich/Roche)で 1 時間のブロッキング



後、mouse anti-FITC antibody conjugated to horseradish peroxidase (HRP) (1:80000; 200-032-037, 

Jackson Immuno Research Laboratories)と rabbit anti-red fluorescent protein (RFP) antibody を加

えた 1% blocking reagent/0.5% Triton X-100 in TBS を 4°C で一晩反応させた。その後脳切

片を TNT (TBS, 0.15 M NaCl, and 0.05% Tween 20)で洗浄し、tyramide signal amplification 

biotin system (TSA Plus Biotin Kit, Perkin Elmer)を用いて、HRP を増幅した。再び TNT で洗

浄 後 、 streptavidin-conjugated Alexa Fluor 488 (1:1000; S32354, Thermo Fisher 

Scientific/Molecular Probes) と an Alexa Fluor 594-conjugated anti-rabbit IgG antibody (1:1000; 

A-11012 or A-21207, Thermo Fisher Scientific/Molecular)を加えた 1% blocking reagent in TBS

で反応させた。染色後、脳切片を 0.1M PB で洗浄し、anti-photobleaching medium (H-1200, 

Vector Labs) と共にマウントした。切片画像は共焦点レーザー顕微鏡(Axio Imager Z2 and 

LSM700, Zeiss)を用いて取得し、それぞれ Alexa Fluor 488 陽性細胞 と Alexa Fluor 594 陽

性細胞を GAD1 発現細胞、tdTomato 発現細胞としてカウントした(Fig. 2C)。 

 

画像解析 

二光子顕微鏡を用いて取得したカルシウムイメージング画像ファイルに対し、

Fiji/ImageJ を用いてバックグラウンドを除去した後、それぞれのニューロンの細胞質を

ROI で囲った。その後、各々の画像に対し ROI 毎の蛍光強度の平均値を算出し、ニュー

ロン毎の蛍光強度の時系列データ (Ft)を作製した。退色や運動による乱れはほとんど影響

を与えなかった。これ以降の演算処理及び統計処理は R (version 3.3.2) 、 python (3.6.0)、

JMP(SAS institute) を用いた。 

個々のニューロンにおける自発的な睡眠覚醒での蛍光強度の変化を比較するため、ニュ

ーロン毎に時系列データ Ft を Z-score (Fz) に変換した。 

𝐹𝐹𝑧𝑧 = (∆𝐹𝐹 𝐹𝐹⁄ )𝑡𝑡 = (𝐹𝐹𝑡𝑡 − 𝐹𝐹0) 𝐹𝐹0⁄  

ただし、F0 は各 ROI において、時系列データの下位 10%の平均値とした。 

睡眠覚醒に伴う各々のニューロンにおける神経活動については、各々のニューロン毎に、

覚醒、NREM 睡眠、REM 睡眠で Fz を分類し、平均値を求めた。検定は、分類した Fz に対

し睡眠覚醒間での Kruskal-Wallis 検定、その後 Wilcoxon 順位和検定及び Bonferroni 法を用

い、ニューロン毎に睡眠覚醒状態に伴う神経活動の変化を求めた。例えば、一例として、

W>N>R のニューロンは睡眠覚醒間で全ての組み合わせで有意差を認め、神経活動の高さ

の順を示している。また、全ての状態で有意差を認めないニューロンは unclassified と分

類した。 

 

無向グラフ Graphical Gaussian models の導入 

本研究では２つのニューロン間の機能的結合性(FC)に着目した。FC を求めるにあたり、

graphical Gaussian models (GGM) を用いた。GGM は多変量正規分布の構造学習モデルで

あり、ノイズを含む実データにおいて、２個のノード間の統計的依存性の解析に有用であ



る。本研究ではグラフィカルモデルにおけるノードにニューロンのカルシウム信号の経時

変化、エッジは FC が当てはまる。以下、本研究に使用した GGM を簡潔に説明する。 

任意の２０秒間の M 個のニューロンのカルシウム信号（蛍光強度変化）から FC を解

析する場合を例とする。 

まず、GGM は多変量正規分布を前提とするため、それぞれの蛍光強度変化を正規分布

に変換する（詳細は後述）。すると、M 個の蛍光強度変化のデータから M 次元多変量正規

分布（M 個の正規分布の意味）がつくられ、その確率密度関数 N(µ,Λ-1)は(1)として示さ

れる。 

𝒩𝒩�𝒙𝒙�𝜇𝜇,Λ
−1
� = (2𝜋𝜋)−

𝑀𝑀
2 (𝐝𝐝𝐝𝐝𝐝𝐝 𝚲𝚲)

1
2exp �− 1

2
(𝒙𝒙 − 𝝁𝝁)𝑇𝑇𝚲𝚲(𝒙𝒙 − 𝝁𝝁)� (1) 

ここでΛは精度行列（共分散行列の逆行列）で、以下の通りの M 行 M 列の正方行列であ

る。 

𝚲𝚲 = �
Λ1,1 ⋯ Λ𝑀𝑀,1
⋮ ⋱ ⋮

Λ1,𝑀𝑀 ⋯ Λ𝑀𝑀,𝑀𝑀

�  

また x は、ノード i（i 番目のニューロンの意味）の蛍光強度の経時変化 xi ベクトルを並

べた x = (x1, x2, … xM)の M 次元列行列である。 

det は行列式。 

μは x の平均の行列であり、本研究では 0 となる。 

ここで、二つの確率変数 i、j（i 番目と j 番目のニューロンの蛍光強度変化） の確率分

布が条件付き独立であることについて考える。 

M 個のニューロンの蛍光強度変化のうち、i 番目と j 番目を X1に、残りを X2に分類する。 

𝑋𝑋1 = �𝑥𝑥𝑖𝑖 ,𝑥𝑥𝑗𝑗� 

𝑋𝑋2 = �𝑥𝑥1,⋯ , 𝑥𝑥𝑖𝑖−1,𝑥𝑥𝑖𝑖+1,⋯ , 𝑥𝑥𝑗𝑗−1,𝑥𝑥𝑗𝑗+1,⋯ , 𝑥𝑥𝑀𝑀� 

この時に iと jの２つのニューロンの蛍光強度変化に統計的依存性がない（統計的に独立）

ということは、X1 の確率分布が X2 を与えた時に条件付き独立であるということである。

条件付き独立とは、この場合、「X2が与えられると X1 が独立になる」という意味である。 

そこで、「X2が与えられた時の X1の確率」の条件付き確率分布𝑝𝑝(𝑋𝑋1|𝑋𝑋2)は、条件付き確率

なので、以下の式のようになる。 

𝑝𝑝(𝑋𝑋1|𝑋𝑋2) = 𝑝𝑝(𝑋𝑋1∩𝑋𝑋2)
𝑝𝑝(𝑋𝑋2)  (2) 

 式(2)において X2 は与えられ、固定されているため、𝑝𝑝(𝑋𝑋2)は定数となり、𝑝𝑝(𝑋𝑋1|𝑋𝑋2)は

𝑝𝑝(𝑋𝑋1 ∩ 𝑋𝑋2)に比例する。そして、𝑝𝑝(𝑋𝑋1,𝑋𝑋2)を式(1)と考え、xiと xj に関係する項（Λi,j, Λi,j, 

Λj,j）を全て取り出すと 

𝑝𝑝(𝑋𝑋1|𝑋𝑋2) ∝ 𝑝𝑝(𝑋𝑋1,𝑋𝑋2) ∝ 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 �− 1
2
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2 + 2Λ𝑖𝑖,𝑗𝑗𝑥𝑥𝑖𝑖𝑥𝑥𝑗𝑗 + Λ𝑗𝑗,𝑗𝑗𝑥𝑥𝑗𝑗
2�� (3) 



となる。 

ここで、もしΛij=0 ならば、式(3)は 

𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 �−
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2 �
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と xiと xjのそれぞれの成分の積と示され、精度行列Λの要素Λij=0 が必要十分であり、つ

まり式(2)はΛij=0 とき i と j が独立であることを示している(井手 and 杉山 2015)。また、

一方で絶対値|Λij|は i と j の相動性の強さを示している。そのため、GGM の中で推定され

る精度行列Λが、ノード間のネットワーク構造を示すことになる。 

 

機械学習アルゴリズム glasso の導入 

複数ある列行列 x において、常に成り立つ一意な精度行列Λを導くことは、一般には十

分な x があったとしても難しく、また一意な精度行列 Λ を導くのに十分な x が得られな

いことも多い。しかし、精度行列Λの要素Λij に多くの 0 を含むスパース性を仮定するこ

とで、x から精度行列 Λを推定する。 

まずはスパース性を導入せずに精度行列Λを推定するために、精度行列Λについて M

次元正規分布の最尤推定を行った。M 次元正規分布に対して対数を取る対数最尤推定を

行い、精度行列 Λの成分の項以外を取り除いた。 

ln∏ 𝒩𝒩�𝒙𝒙(𝑛𝑛)|0,𝚲𝚲−1�𝑁𝑁
𝑛𝑛=1 = ∑ �−𝑀𝑀

2
ln(2𝜋𝜋) + 1

2
ln(det𝚲𝚲)− 1

2
𝒙𝒙(𝑛𝑛)𝑇𝑇𝚲𝚲𝒙𝒙(𝑛𝑛)�𝑁𝑁

𝑛𝑛=1   

∝ 𝑁𝑁
2

ln(det𝚲𝚲) − 1
2
∑ 𝒙𝒙(𝑛𝑛)𝑇𝑇𝚲𝚲𝒙𝒙(𝑛𝑛)𝑁𝑁
𝑛𝑛=1   

∝ ln(det𝚲𝚲) − Tr(𝚲𝚲𝚲𝚲)  (4) 

ここで Tr は行列のトレース、S は経験的な共分散行列を示す。対数最尤推定であること

から、式(4)を最大化する精度行列 Λが推定されるべき精度行列 Λとなる。ここで、式(4)

にスパース性を導入してニューロン間の結合を推定するため、精度行列の L1 ノルム

‖𝚲𝚲‖1 = ∑ �Λ𝑖𝑖,𝑗𝑗�
𝑀𝑀
𝑖𝑖,𝑗𝑗=1 を禁則項として導入する。 

max
𝚲𝚲

(ln(det𝚲𝚲) − Tr(𝚲𝚲𝚲𝚲)− 𝜌𝜌‖𝚲𝚲‖1) (5) 

L1 ノルム‖𝚲𝚲‖1が導入されることによって、式(5)を最大化するために精度行列Λの要素Λ

ij に適度に 0 を割り当てられ、精度行列Λにスパース性が導入される(岩波データサイエ

ンス刊行委員会 2015)。ここでρは正則化パラメータであり、スパース性の程度を決める

ある種の閾値のような働きをする。式(5)を解き精度行列を推定するため、R package glasso

に含まれる glasso method を用いた(Friedman, Hastie, and Tibshirani 2008)。関数 glasso は、

実験内で得られたデータから得られる経験的な共分散行列 S と、正則化パラメータρを

引数として、戻り値として推定された精度行列Λが得られる。得られた精度行列Λの要素

Λij を、xi と xj の独立性、つまり FC として局所皮質回路を推定した。なお、推定される

精度行列Λは対称行列となる。 



 

glasso を用いた解析 

 睡眠覚醒に伴う FC の変化を調べるため、4 秒毎ずらした 20 秒の時間窓を設定し、それ

ぞれの時間窓内での蛍光強度から精度行列Λの推定を行った。 

glasso の引数である共分散行列 S を求めるため、相対蛍光強度 (ΔF/F)t から時間による

変動を取り除くため、フレーム毎の差異を取った Fs を用いた。 

F𝑠𝑠 = (∆𝐹𝐹 𝐹𝐹⁄ )𝑡𝑡 − (∆𝐹𝐹 𝐹𝐹⁄ )𝑡𝑡−1 

Fs はニューロン毎の相対的蛍光強度の差異ベクトルであり、ニューロン毎に存在するため

M 本のベクトルが得られる。Fs の分布は、それぞれ平均値 0 の正規分布を示した。Fs を一

定の時間窓で区切ることで得られた M 次元多変量データ Fs’から、Fs’の 1 列ずつを列行列

x として、経験的共分散行列 S に変換した。 

𝐒𝐒 =
1
𝑁𝑁
�𝒙𝒙(𝑛𝑛)𝑇𝑇𝒙𝒙(𝑛𝑛)
𝑁𝑁

𝑛𝑛=1

 

ただし、N は一つの時間窓に含まれる M 次元多変量データの個数である。 

また、適切な正則化パラメータρを決定するために、ニューロン毎の蛍光強度の時系列

データ Ft から NREM、wake における独立したニューロンペアの個数を調べた。20 秒の時

間窓の中で各々のニューロンにおける蛍光強度の上昇イベントの有無を調べ、上昇イベン

トがどちらか一方のニューロンにも存在しない場合、その時間窓においてそのニューロン

ペアは独立であると定義した。そして、各マウス毎の NREM、wake について 4 分間の各

ニューロンの上昇イベントの有無を調べ、独立したニューロンペアの個数を算出した。一

方で、glasso を用いて同時刻の多変量データ Fs’と様々な正則化パラメータρから、独立し

たニューロンペアの個数を算出した。glasso から算出された独立したニューロンペアの個

数の平均が、上昇イベントから算出された独立したニューロンペアの個数の平均が同じに

なる正則化パラメータρを適切な正則化パラメータρ(0.0009-0.002)として決定した。以上

の手法を用いて glasso の引数を導き、精度行列 Λ を推定した。断眠実験においても同様

の手法を用い、正則化パラメータは同一領域の自発睡眠の正則化パラメータと同じ値を用

いた。 

 

ニューロンネットワークの機能的結合性の形成と強度についての算出の実際 

ある時間窓 N における、推定された精度行列ΛN の要素ΛN ij はニューロン i とニューロ

ン j の関係性を示している。要素ΛN ij が 0 のときは時間窓 N におけるニューロン i、j 間

の独立性を示す一方で、要素ΛN ij が 0 でないときは非独立を示し、ニューロン間の相動

性の存在、つまり機能的結合性（FC）が形成されていると考えられる。そこで睡眠覚醒状

態による FC の形成確率を求めた。推定された精度行列ΛN を以下の式に従って、行列 LN

に変換した。 
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睡眠覚醒状態のそれぞれの状態における、あるニューロン間の FC 形成確率(=Pr)は以下の

ように定義した。 

probability of connectivity(= 𝑷𝑷𝑷𝑷) =  1
𝑛𝑛(𝑁𝑁∈wake)

∑ 𝑳𝑳𝑁𝑁𝑁𝑁∈wake    

ただし、これは覚醒(N∈wake)での定義であり、これを NREM 睡眠及び REM 睡眠につい

ても同様に求めた。得られた行列 Pr の要素 Prij がニューロン i とニューロン j の FC 形成

確率を示す。 

また、推定された精度行列Λの要素Λij の絶対値|Λij|は、ニューロン i とニューロン j の

相動性の高さ、つまり|Λij|は FC の強度を示すと考えられる。 

そこで、あるニューロン間において FC を形成しているときの絶対値の平均値を、FC 形

成強度(=St)として定義した。 

connectivity strength(= 𝑺𝑺𝑺𝑺) =

1
n(𝑁𝑁∈wake) ∑ �
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ただし、これは覚醒(N∈wake)での定義であり、これを NREM 睡眠及び REM 睡眠につ

いても同様に求めた。また行列 St に関してはマウスごとに最大値を 1 として要素 Stij の

標準化を行った。以上の手法を用いて、各々の睡眠覚醒状態におけるニューロンペアの FC

形成確率(Pr)および、FC 形成強度(St)について、Prij 及び Stij をニューロンペア毎に求めた。

なお、検定についてはニューロンペアのサンプルサイズが大きいことから過剰検出となる

ため、結果の解釈にはそれぞれの分布の違いを示した。 

 計算には睡眠覚醒状態が変化しない時間を対象として、4 秒毎にずらすことで前後の時

間窓と 16 秒重複させた 20 秒の時間窓を用い、睡眠覚醒状態が変化する前後 8 秒間を含

む時間窓は取り除いた。また、十分な時間窓が得られなかったため、2 匹分の REM 睡眠

の結果も取り除いた。 

 

Pr と St の関係についての四分位ヒストグラム 

 各々の睡眠覚醒状態におけるニューロンペアの Pr および St の値に基づいて、相対的に

4 段階に順位分け(四分位)を行い、数値が大きい順に 1st から 4th と順位付けした。ただ

し、分位点上の値は下位のグループに振り分け、Pr が 0 のペアが 25%を超える場合は 0

以外のペアを上位 3 つのグループで三分位とした。 

 睡眠覚醒および、断眠や回復睡眠毎に順位分けされた Pr および St に基づいて、属する

ニューロンペアの比率を算出し、高さ及び色を用いて立体のヒストグラムで示した。また、



同一の状態における Pr と St の比較でも同一の手法で示した。ただし、Pr が 0 のペアは、

St が存在しないため、取り除いた。 

 

Pr 及び St とニューロン間距離の関係についての四分位ヒストグラム 

カルシウムイメージングで取得した画像から、指定した各 ROI の中心をニューロンの

位置として、各ニューロン間の直線距離を算出した。その距離に基づいて各ニューロンペ

アを 4 つのグループ(0-100, 100-200, 200-300,300- µm) に分類した。各距離に基づいたグル

ープの中で、Pr 及び St の順位付けを行い、高さおよび色を用いたヒストグラムで存在確

率を示した。 

 

断眠実験 

自発睡眠の環境下でのカルシウムイメージングに加えて、断眠環境下でのカルシウムイ

メージングも行った。断眠環境下のイメージングは自発睡眠実験と同一マウスを用いて、

自発睡眠と同一の条件で、前回の観察から 1 週間以上空けて行われた。頭部固定のステー

ジ位置および、イメージング画像の比較を用いて、前回のイメージングと同一領域のイメ

ージングを行った。断眠は最初の 4 時間(ZT3-6)にかけて行い、後の 1 時間(ZT7)に自発的

な回復睡眠を行わせた。頭部を固定した状態での断眠を行うため、マウスの顔に風を吹き

かけるエアブロー装置を用いた。装置は 3-7 秒間の稼働と休止をランダムで繰り返し、こ

の装置を 4 時間断続的に稼働させることで、断眠を行った。EEG/EMG は常に記録し、通

常の蛍光イメージングと同様の手法で 4 秒毎に睡眠覚醒状態のスコアリングを行い、断眠

中は覚醒状態が 20 秒以上継続している時を覚醒と判定した。また、EEG から 1 から 4Hz

におけるパワースペクトル密度(SWA:slow wave activity)の合計を算出し、ZT7 において断

眠後の SWA の上昇を確認した。カルシウムイメージングは 14 時から 16 時(ZT5,6)までの

2 時間を断眠、16 時から 17 時(ZT7)までの 1 時間を回復睡眠として行った。 

 

断眠および回復睡眠でのカルシウムイメージングおよび解析 

断眠中の覚醒データには断眠開始 3，4 時間(ZT5,6)のデータを用い、断眠後の回復睡眠

(NREM 睡眠)のデータには断眠後 1 時間(ZT7)のデータを用いた。比較対象として、同時

間帯の自発睡眠の覚醒(ZT5,6)および NREM 睡眠(ZT7)のデータを用いて解析を行った。 

断眠及び回復睡眠でのカルシウムイメージング画像についても、取得したイメージング

画像から同様の手法でニューロン毎の蛍光強度の時系列データ(Ft)を作製した。それらの

結果に対しウィルコクソンの符号順位検定を用いた。 

また、断眠実験の時系列データ(Ft)についても、自発睡眠と同一の手法で GGM を用い

て精度行列Λを推定し、ニューロン間の FC 形成確率及び接続性形成強度について算出を

行った。精度行列Λを推定するときに設定する正則化パラメータは、個体毎に自発的覚醒

睡眠時と同じ値を使用した。また、Pr や St の関係や距離との関係についても同一の手法



で求めた。 

 

  



結果 

運動野の神経活動は NREM 睡眠中に最も低く、REM 睡眠中に最も高くなる 

トラックボール型トレッドミルを備え付けた二光子顕微鏡を用いて、自発的な睡眠覚醒

状態におけるニューロンレベルでの神経活動を観察した(Fig. 2A) (Kanda et al. 2016)。ニュ

ーロン特異的 human synapsin-1 promotor の下流に GCaMP6s 遺伝子(Chen et al. 2013)を持

ったアデノ随伴ウイルスベクター(AAV)を運動野の表層に注入することで、カルシウム感

受性蛍光タンパク質 GCaMP6s を運動野第Ⅱ，Ⅲ層のニューロンに発現させ、カルシウム

イメージングを行った。同時に興奮性ニューロンと抑制性ニューロンを分類するため、不

確実なスパイク幅を用いた電気生理学な手法に基づく分類でなく(Nowak et al. 2003)、

GABA ニューロン特異的に tdTomato を発現する Vgat-tdTomato マウスを用いて分類した。

Vgat-tdTomato マウスの tdTomato 発現特異性については、FISH および免疫染色を行い、

tdTomato が GABA 作動性ニューロンに発現していることを確認した (Fig. 2C, 

tdTomato+/Gad1+ cells, 98.9%; tdTomato+/Gad1- cells, 0.3%; tdTomato-/Gad1+ cells, 0.8%; n = 

913 cells 運動野第 2,3 層, n = 3 mice)。以上の手法により、GCaMP6s だけを発現している

ニューロンが興奮性ニューロン、GCaMP6s と共に tdTomato を発現してるニューロンを抑

制性ニューロンと特定した(Fig. 2B)。観察実験は明期(ZT3-7)に行い、その間マウスは頭部

を固定されたまま二光子顕微鏡下のトレッドミルの上に保持され続け、カルシウムイメー

ジング、脳波、筋電を記録した。(Fig 3A,B)。二光子顕微鏡による観察でも、興奮性ニュ

ーロンおよび抑制性ニューロンの比率はおおよそ 8:2 であり、これはげっ歯類の大脳皮質

における解剖学的な結果と一致していた(DeFelipe, Alonso-Nanclares, and Arellano 2002)。 

最初に、睡眠覚醒状態での各々のニューロンにおける神経活動について調べた。興奮性

ニューロンの全体的な神経活動の傾向としては NREM 睡眠で最も低下し、REM 睡眠で最

も上昇した(Fig. 3C, all comparisons, p < 0.001, ANOVA followed by Tukey–Kramer test)。各々

の神経活動の差を示す分散は NREM 睡眠と覚醒では近い値を示す一方で、REM 睡眠では

高値を示した(Fig. 3C, mean±SD of Z-scored fluorescence intensity (Fz), n = 783 cells; Wake, 

0.22±0.18; NREM, -0.16±0.14; REM, 0.35±0.67)。抑制性ニューロンの活動でも興奮性ニュー

ロンと同様の傾向を示した(Fig. 3C, Fz, n = 193 cells; Wake, 0.25±0.19; NREM, -0.17±0.14; 

REM, 0.37±0.71; all comparisons, p < 0.001, ANOVA followed by Tukey–Kramer test)。この覚

醒、REM 睡眠でニューロン活動が高く、NREM 睡眠では低いという結果は、電気生理学

的手法によって得られていた結果に大方一致していた(Evarts 1964; Hengen et al. 2016; 

Hobson and McCarley 1971; Vyazovskiy et al. 2009; Watson et al. 2016a)。 

次に睡眠覚醒に伴って各々のニューロンにおける神経活動がどのように変化していく

のかについて調べた。興奮性、抑制性共に、各々のニューロンのうち、約 30%が覚醒で最

も高い神経活動を示した(Fig. 3D)。そして、それらのニューロンが二番目に高い神経活動

を示したのは NREM 睡眠と REM 睡眠でほぼ同数であった(Fig. 3E, W>N>R, W>R>N)。ま

た、全てのニューロンのうち、約半数が REM 睡眠で最も高い神経活動を示し、それらの



ニューロンの 90%以上が覚醒で二番目に高い神経活動を示した(Fig. 3D,E, R>W>N)。更に

NREM 睡眠で最も高い神経活動を有するニューロンは 4.5%と少なく、それらの 80%は覚

醒で二番目に高い神経活動を示した(Fig. 3D,E, N>W>R)。しかし、N>W>R を示すニュー

ロンの 62.5%を抑制性ニューロンが占めており、このような活動性を示す興奮性ニューロ

ンはごく少数であった。他にも NREM 睡眠と REM 睡眠で共に高い神経活動を示すニュ

ーロン(N>R>W, R>N>W, N=R>W)はごく少数であり、これは運動野のニューロンは NREM

睡眠と REM 睡眠で活動するニューロンは明確に異なることを示唆した。更に、REM 睡眠

で最も神経活動が高くなるニューロンは、覚醒や NREM 睡眠で最も神経活動が高くなる

ニューロンと比較して、神経活動が高くなる傾向を認めた( Fig. 3F, p < 0.001, ANOVA 

followed by Tukey–Kramer test)。 

 

NREM 睡眠では神経活動の結びつきが弱まる一方で、REM 睡眠では強まる 

睡眠覚醒状態における局所皮質回路の変化を見るため、GGM を用いて FC を導入し、

運動野ニューロンペアにおける FC の変化を調べた。GGM は glasso アルゴリズムを用い

て計算され、GGM によってニューロン間の FC の有無や強度が導かれる。あるニューロ

ン間で神経活動が、非独立であるとき、そのニューロン同士は FC を有することを示す。

また、ノイズ等の見かけ上の FC を取り除いた FC を導くため、適切な正則化パラメータ

(ρ)を導入した。その条件の下で、FC 形成確率(Pr)および FC 形成強度(St)を導いた。Figure. 

4A は導かれた FC を示しており、推定された FC の数は覚醒と比較して、NREM 睡眠で少

なく、REM 睡眠で増加している様子を示している。Pr の平均は興奮性、抑制性ニューロ

ンのニューロンペアを構成する種類に関わらず、REM 睡眠で最も高く、NREM 睡眠で最

も低くなる傾向を示し、抑制性ニューロン同士ではその傾向が強く見られた(Fig. 4B, mean 

Pr, Exc–Exc pair, 0.11±0.12 in W; 0.09±0.11 in N, 0.13±0.15 in R; Exc–Inh pair, 0.11±0.13 in W; 

0.09±0.11 in N, 0.14±0.16 in R; Inh–Inh pair, 0.11±0.14 in W; 0.09±0.12 in N, 0.16±0.17 in R)。

また St では NREM 睡眠で比較的急峻な変化を認めるものの、平均値は睡眠覚醒状態で大

きな変化を認めなかった(Fig. 4C, mean St, Exc–Exc pair, 0.14±0.08 in W; 0.14±0.05 in N, 

0.13±0.07 in R; Exc–Inh pair, 0.14±0.08 in W; 0.14±0.05 in N, 0.13±0.07 in R; Inh–Inh pair, 

0.14±0.08 in W; 0.15±0.05 in N, 0.13±0.06 in R)。ただ、ニューロンの種類および睡眠覚醒に

おいても、Pr と St による関係性は見られなかった(Fig. 5A)。 

 

高い機能的結合性形成確率を有するニューロンペアは睡眠覚醒によっても維持される 

FC を形成するペアは、睡眠覚醒状態に伴い変化するかについて調べた。各々のニュー

ロンペアを Pr および St の値に基づいて相対的に 4 段階に順位分け(四分位)を行い、睡眠

覚醒間で順位の変化を比較した(1st から 4th の順に高値から低値を示す)(Fig. 6)。睡眠覚醒

間の対角成分の存在確率が高いことは、Pr や St の順位の入れ替わりが少なく、睡眠覚醒

間で FC を形成するペアは変化が少なく、固定されていることを示す。一方で、存在確率



が均一に分布すれば、睡眠覚醒間で形成するペアは大きく変化することを示す。Pr につい

ては、ペアを構成する種類に関わらず対角成分の存在確率が高い傾向にあり、Pr が高いニ

ューロンペア (Fig. 6A, wake-1st/NREM-1st Pr pairs, ≥15.1%; wake-1st/REM-1st Pr pairs, 

≥12.0%; NREM-1st/REM-1st Pr pairs, ≥15.4%)および低いペア(Fig. 6A, wake-4th/NREM-4th Pr 

pairs, ≥14.6%; wake-4th/REM-4th Pr pairs, ≥17.2%; NREM-4th/REM-4th Pr pairs, ≥20.6%)は共

通していた。そのため、各ニューロンペア間の FC を形成する確率 Pr の順位は、睡眠覚醒

に伴って大きな変化することはないことが示された。一方で、St では、存在確率が均一化

する傾向を示し(Fig. 6B, wake-1st/NREM-1st St pairs, ≥12.6%; Wake-1st/REM-1st St pairs, 

≥10.9%; NREM-1st/REM-1st St pairs, ≥11.9%; wake-4th/NREM-4th St pairs, ≥12.6%; Wake-

4th/REM-4th St pairs, ≥10.8%; NREM-4th/REM-4th St pairs, ≥12.8%)、St では睡眠覚醒間で平

均値は大きな変化がないにも関わらず、St の順位は各ニューロンペア間で大きく変化し

ていることが示され、St はニューロンペア毎に、睡眠覚醒に伴って大きく変化することが

示唆された。 

 

断眠は局所回路の機能的結合性の強度を上げる 

睡眠は、断眠することで睡眠圧が高まり、その後睡眠圧の解消のために回復睡眠をする、

という生理学的な調節が生じる。そこで、断眠による神経活動の変化および、局所的なニ

ューロンネットワーク構造の変化について調べた。断眠実験および回復睡眠実験は、観察

環境下で専用装置を用いて ZT3 から ZT6 まで断眠を行うことで(Fig. 7A)、ZT5、6 に断眠

実験、ZT7 に回復睡眠実験のイメージングを行った(Fig. 7B)。マウスの顔にランダムに風

を当てることで断眠を行い、ZT5、6 での有意な睡眠時間の減少を認めた(Fig. 7C,D, % of 

NREM sleep at ZT5–6, 61.4±4.5% without SD, 11.3±6.3% with SD , n=5 mice, p<0.003, paired t-

test)。断眠実験は自発睡眠実験で用いたマウスと同一のマウスを用い、自発睡眠実験と同

一領域のイメージングを行った。そのため、自発睡眠および断眠実験では同じニューロン

の比較を行った。 

各々のニューロンの神経活動について比較したところ、興奮性ニューロンにおいて断眠中

の神経活動は同時間における自発的な覚醒中の神経活動と比較し僅かではあるが低下を

認めた(Fig. 7F, mean (ΔF/F)t for wakefulness at ZT5–6, 0.68±0.46 without SD, 0.55±0.36 with 

SD, n=539 cells, P<0.0001, Wilcoxon signed rank test)。抑制性ニューロンでは違いは認めなか

った(Fig. 7F, mean (ΔF/F)t for wakefulness at ZT5–6, 0.56±0.38 without SD, 0.49±0.22 with SD, 

n=120 cells, P=0.20, Wilcoxon signed rank test)。一方で、FC については、断眠により多く変

化を認め(Fig. 7G)、Pr については抑制性ニューロンだけに大きな変化が生じる一方で、興

奮性ニューロンでは変化を認めなかった(Fig. 7H, median of Pr, Exc–Exc pair, 0.06 in W 

without SD, 0.06 in W during SD, n=31 422 pairs; Exc–Inh pair, 0.06 in W no SD, 0.09 in W during 

SD, n=12 740 pairs; Inh–Inh pair, 0.04 in W no SD, 0.14 in W during SD, n=1412 pairs)。また断

眠中は全てのニューロンペアで St は増加したが、特に抑制性ニューロンで大きく増加し



た(Fig. 7I, median of St, Exc–Exc pair, 0.12 in W no SD, 0.14 in W during SD, n=18 458 pairs; 

Exc–Inh pair, 0.13 in W no SD, 0.16 in W during SD, n=8096 pairs; Inh–Inh pair, 0.14 in W no SD, 

0.20 in W during SD, n=853 pairs)。これらの結果から、断眠中は局所皮質回路の FC が強化

されることが示された。 

 

回復睡眠は機能的結合性の強度を弱める 

次に回復睡眠中の NREM 睡眠(ZT7)についても断眠と同様に調べた。NREM 睡眠中の

SWA については断眠後に増加を認め(Fig. 8C, 38.0% in the absence of SD, 41.6% in the 

presence of SD, n=5 mice, P=0.013, paired t-test)、断眠による睡眠圧の増量を認めた(Borbély 

1982)。ZT7 における自発睡眠における NREM 睡眠と回復睡眠における NREM 睡眠にお

いての神経活動は、興奮性ニューロン、抑制性ニューロンともに有意な差を認めなかった

(Fig. 8A,B, Exc, 0.37±0.15 without SD, 0.35±0.16 with SD, n=539 cells, P=0.06, Wilcoxon signed 

rank test; Inh, 0.33±0.12 without SD, 0.32±0.14 with SD, n=120 cells, P=0.51, Wilcoxon signed 

rank test)。一方、自発睡眠と回復睡眠における各々のニューロンの神経活動は断眠による

変化は認めないにもかかわらず、FC については断眠によって大きく変化した(Fig. 8D)。

回復睡眠における Pr は自発睡眠と比較し、中央値は興奮性ニューロンペアで低下する一

方で、抑制性ニューロンペアでは変化しなかった(Fig. 8E, Pr median, Exc–Exc pair, 0.06 in N 

no SD, 0.02 in N after SD; Exc–Inh pair, 0.05 in N no SD, 0.02 in N after SD; Inh–Inh pair, 0.03 in 

N no SD, 0.03 in N after SD)。また、第三四分位点は、興奮性ニューロンペアでは低下する

一方で、抑制性ニューロンペアでは上昇した(Fig. 8E, Q3 of Pr, Exc–Exc pair, 0.15 in N no SD, 

0.09 in N after SD; Exc–Inh pair, 0.16 in N no SD, 0.12 in N after SD; Inh–Inh pair, 0.18 in N no 

SD, 0.23 in N after SD)。一方、St はニューロンペアの種類に関わらず、回復睡眠で低下し

た(Fig. 8F, median (Q2) and lower quantile (Q1) of Pr, Exc–Exc pair, 0.18 and 0.15 in N no SD, 

0.17 and 0.11 in N after SD; Exc–Inh pair, 0.18 and 0.15 in N no SD, 0.18 and 0.12 in N after SD; 

Inh–Inh pair, 0.18 and 0.16 in N no SD, 0.17 and 0.12 in N after SD)。これは断眠中に強化され

ていた FC が、回復睡眠中には弱化されている状態が観察されたと考えられた。 

 

機能的結合性の生理的調節 

断眠および回復睡眠による、それぞれのニューロンペアの FC の変化を調べるため、自

発睡眠覚醒と同様の手法を用いて、Pr および St の値に基づいてニューロンペアを四分位

し、順位の変化を比較した。自発覚醒中に低い Pr を持つ興奮性ニューロンペアは断眠中

も低い状態のままであり(Fig. 9A, % of W-during-SD-4th/W-no-SD-4th Pr pairs, 21.8% in Exc–

Exc; 15.5% in Exc–Inh; 12.8% in Inh–Inh)、断眠覚醒の Pr を構成する興奮性ニューロンペア

は、自発覚醒中と共通性を示した。一方で、回復睡眠と自発睡眠では Pr に明らかな関係

性は認めず、ニューロンペアに共通性は示されなかった。また、抑制性ニューロンでは、

自発覚醒と断眠覚醒および、自発睡眠と回復睡眠の間でニューロンペアの共通性は示され



なかったが、断眠覚醒と回復睡眠の間では共通性が示された。(Fig. 9A, % of W-during-SD-

1st/NREM-after-SD-1st Pr pairs, 10.8% in Exc–Exc; 16.3% in Exc–Inh; 19.1% in Inh–Inh)。St の

四分位比較では、自発睡眠覚醒における St と同様に(Fig. 6B)、断眠覚醒と自発覚醒、回復

睡眠と自発睡眠では明らかな関係性は示されなかった(Fig. 9B)。しかし、断眠覚醒で高い

St を持つニューロンペアは回復睡眠でも共通しており、局所回路における強い FC はニュ

ーロンの種類によらず、断眠から回復睡眠まで変わらず維持された。 

 

抑制性ニューロンに見られるニューロン間距離の影響 

FC の空間的特徴を調べるため、ニューロン間の距離による FC の変化を調べた。イメ

ージング画像から各ニューロン間の直線距離を、三平方の定理を用いて測定し、ニューロ

ンペアを距離によって 4 つのグループに分類した(the percentage of pairs at each distance, 

24.1–33.7% at <100 μm; 34.6–45.8% at 100–200 μm; 16.5–26.0% at 200–300 μm; and 3.5–15.1% 

at >300 μm)。Pr および St の四分位によって分割されたニューロンペアを、更に距離によ

って分類し、その存在確率を示した(Fig. 10A,B)。Pr では、自発 NREM 睡眠および自発

REM 睡眠の抑制性ニューロンにおいて空間的特徴を認め、特に REM 睡眠で 300 μm 超の

抑制性ニューロン間では高い Pr を持つニューロンペアが多くを占めた(Fig. 10A, at a 

distance of >300 μm, 1st Pr Exc–Exc pairs, 29.4% in W, 32.5% in N, 27.9% in R; 1st Pr Exc–Inh 

pairs, 30.4% in W, 33.6% in N, 27.4% in R; 1st Pr Inh–Inh pairs, 26.5% in W, 35.5% in N, 40.4%)。

一方で、St では、自発的な睡眠覚醒においてはいかなる傾向も見られなかった(Fig. 10B)。

これは、NREM 睡眠および REM 睡眠において、抑制性ニューロン同士は、隣接しないニ

ューロン間でより FC を形成しやすいことが示唆された。一方、断眠では 300 μm 超の抑

制性ニューロン間で高いPrを持つニューロンペアが減少した(Fig. 10A, at a distance of >300 

μm, 1st Pr pairs in W during SD, 21.6% in Exc–Exc, 16.3% in Exc–Inh, 12.9% in Inh–Inh)。同様

の傾向は St でも認め、St ではニューロンの種類に関わらず、高い St を持つニューロンペ

アが減少した(Fig. 10B, at a distance of >300 μm, 1st St pairs in W during SD, 11.8% in Exc–Exc, 

10.1% in Exc–Inh,12.5% in Inh–Inh)。これは、断眠では隣接しないニューロン間の FC が弱

まることが示唆された。更に、回復睡眠では 300 μm 超のニューロン間の Pr は、ニューロ

ンの種類に関わらず、高い Pr を持つニューロンペアが更に減少し(Fig. 10A, at a distance of 

>300 μm, 1st Pr pairs in N following SD, 9.9% in Exc–Exc, 9.6% in Exc–Inh, 6.2% in Inh– Inh)、

St では抑制性ニューロン間でのみで、高い St を持つニューロンペアが減少した(Fig. 10B, 

at a distance of >300 μm, 1st St pairs in N following SD, 21.0% in Exc–Exc, 25.0% in Exc–Inh, 

16.2% in Inh– Inh)。これは、回復睡眠では隣接しないニューロン間の FC が減少している

ことが示唆された。これらの結果は、運動野におけるニューロンの投射の広がりなど、構

造の存在や興奮性ニューロン、抑制性ニューロンの組織構造の差を示唆するものであった。 

 

  



考察 

 本研究では、二光子顕微鏡を用いたカルシウムイメージングによって、運動野において

覚醒睡眠に伴って大きく変化する神経活動が観察された。神経活動は、全体的には覚醒と

比較し、NREM 睡眠で低下する一方で、REM 睡眠で増加し、更に断眠に伴い活動はやや

低下するものの、回復睡眠の時には NREM 睡眠と同等の活動性を認めた。また、本研究

ではカルシウムイメージングデータに GGM および glasso を用いることで、各ニューロン

間の活動性の相動性を示す FC という概念を導入し、これを用いて運動野における局所皮

質回路の動態の解析も行った。実際に、覚醒と比較し、NREM 睡眠は FC が減少する一方

で、REM 睡眠では増加し、断眠では覚醒と比較し FC が強化されるが、回復睡眠は NREM

睡眠と比較し弱化し、減少する(Fig. 11)という局所皮質回路の変化が示された。また、各

ニューロンペア間の Pr の順位は、睡眠覚醒間および、断眠、回復睡眠を通じて概ね維持

される一方で、St の順位は睡眠覚醒間で維持されず大きく入れ替わることから、FC の強

度は睡眠覚醒に伴い、ニューロンペア毎に大きく異なる変化をすることが示された。更に、

ニューロン同士の距離が 300 µm 以上離れた抑制性ニューロンペアでは、REM 睡眠で FC

が増加した一方で、断眠、回復睡眠で減少や弱化しており、運動野の局所回路内において

ニューロンの種類と距離による構造の差が示唆された。 

 

睡眠覚醒における神経活動の変化 

本研究から得られた運動野における神経活動は、多くのニューロン(>90%)は覚醒中もし

くは REM 睡眠中に最も活動性が高く、これはこれまでの細胞外ユニット電極を用いた研

究(Evarts 1964; Hengen et al. 2016; Hobson and McCarley 1971; Vyazovskiy et al. 2009; Watson 

et al. 2016a) や二光子顕微鏡を用いたカルシウムイメージング研究(Seibt et al. 2017)から得

られた見地にも沿う結果となり、本研究でも正しく神経活動を捉えられたと考えられる。

また、一部のニューロン(5%)が NREM 睡眠中に最も活動性が高くなったことは、マルチ

ユニットによる多数の神経活動の研究(Watson et al. 2016b)でも、低い発火頻度の一部のニ

ューロンが NREM 睡眠中にやや活動性が高くなることと合致している。実際に、NREM

睡眠中に最も神経活動が高くなるニューロンは、覚醒や REM 睡眠中に最も活動性が高く

なるニューロンと比較して、相対的な活動は低くなっており、NREM 睡眠中に最も活動性

が高くなるニューロンは低い発火頻度であることが示唆される。このように二光子顕微鏡

によるカルシウムイメージングによって、ニューロンのサブタイプに分類した上で in vivo

における多数の神経活動を同時観察することが可能であると同時に、比較的神経活動の低

いニューロンの神経活動を解析することも可能であった。 

一方で、本研究と同様の二光子顕微鏡を用いたカルシウムイメージングを広域で行った

研究では、皮質の錐体ニューロンの神経活動は NREM 睡眠で低下し、REM 睡眠では更に

低下するとされている(Niethard et al. 2016)。実際に、W>N>R という神経活動を行う興奮

性ニューロンは本研究でも 15.6%を占めており、そのニューロン群は多数ではないものの、



広域のカルシウムイメージングの結果に影響を与えていたの可能性がある。また、本研究

では抑制性ニューロン選択的に tdTomato を発現させることで、興奮性、抑制性ニューロ

ンに分類し神経活動を調べたが、神経活動の平均では大きな差は認めなかった。しかし、

NREM 睡眠で最も神経活動が高いニューロンでは興奮性、抑制性間で違いが存在する(Fig. 

3E)など、様々なサブタイプを内包していることが示唆される。実際に、パルブアルブミ

ン陽性抑制性ニューロンとソマトスタチン陽性抑制性ニューロンのそれぞれのサブタイ

プでは睡眠覚醒に伴い神経活動の変化に違いがあるとされており(Niethard et al. 2016, 

2018)、そのサブタイプの構成によって割合の違いが生じていると考えられる。 

皮質ニューロンの睡眠覚醒に伴う神経活動の変化は、神経調節物質の拡散性伝達や視床

からの神経伝達によって生じる(Kanda et al. 2017; Steriade, Amzica, and Contreras 1996)。そ

の為、本研究において観察された皮質ニューロンにおける神経活動の変化は、睡眠覚醒に

伴って変化する神経伝達によって、各々のニューロンの膜電位などの生理学的メカニズム

が変化し、結果として神経活動の変化として表れていると考えられる。しかし、眠気が高

まり、脳波上 SWA が増加する断眠において、皮質ニューロンの神経活動に大きな変化は

生じなかった。これは皮質ニューロンのオプトジェネティクス刺激が SWA を増加させな

いという研究(Rodriguez et al. 2016)も示している通り、SWA が単に個々の皮質ニューロン

の神経活動の変化を反映しているのではなく、皮質ニューロンが集まった領域としての活

動の変化を反映していることを示唆する。その為、本研究の様に、個々の神経活動だけで

なく、局所神経回路としての解析が必要であることを改めて表すものである。 

また、本研究では断眠や回復睡眠による神経活動の変化はほとんどないという結果が得

られたが、電気生理学を用いた他の研究では、断眠は神経活動にほとんど影響を与えない

結果(Hengen et al. 2016)や増加するという結果(Vyazovskiy et al. 2009)が示されている。た

だ、神経活動に影響しない結果が得られた研究ではジェントルハンドリングによる断眠を

行った一方で、増加した結果が得られた研究では興味刺激による断眠を行っている。本研

究のエアブローの忌避反応を用いた断眠はジェントルハンドリングと同様に、断眠に伴い

マウスに対して強いストレスがかかる一方で、興味刺激は自発的な覚醒であり、ストレス

も低いと考えられる。そういった断眠手法やストレスが神経活動に変化を与えたと考えら

える。 

 

睡眠覚醒での局所神経回路における機能的関係 

本研究では GGM および glasso から推定される FC という概念を導入し、睡眠における

局所回路の動態について調べた。本研究におけるニューロンの神経活動の相動性を示す

FC は、シナプス可塑性やセルアセンブリと関係した、シナプス伝達による相互作用や求

心性の入力の変化を反映している(Hebb 1949)と考えられる。その観点から見ると、本研究

で得られた運動野において FC の存在確率である Pr が NREM 睡眠中に減少している結果

は、入力の低下を示しており、そのような低頻度のシナプス伝達が生じることで LTP の



弱化に寄与する(Martin, Grimwood, and Morris 2000; Neves, Cooke, and Bliss 2008)と考えら

れる。近年の運動学習に対する研究では、運動野において NREM 睡眠は飽和したシナプ

ス伝達強度の脱飽和を担うとされており(Tononi and Cirelli 2014)、本研究の NREM 睡眠の

疎な FC はこの考え方を支持する結果である。 

また、断眠中における興奮性ニューロンの FC の強化は、NREM 睡眠が生じないことで

シナプス伝達の脱飽和が生じなくなっていることを示しており、断眠によって運動学習後

の運動記憶強化が阻害される(Stickgold 2005)ことを説明しうる。更に、断眠中の興奮性ニ

ューロン間の Pr が覚醒から変化しないことは、覚醒が継続することで断眠による新たな

棘突起の形成の阻害を示していると考えられ、若いマウスの皮質において断眠により棘突

起が増加せずに消退することに一致する(Maret et al. 2011)。このように、覚醒中の運動学

習によって強化されたシナプス伝達が、NREM 睡眠に伴い多くのニューロン同士でシナ

プス伝達強度が弱化され、強化されるための余地を作り出すことで新たな記憶を行えるよ

うにする、という運動学習に対する睡眠覚醒における一連の効果を、本研究で用いた FC

の概念を導入し、その変化を調べることで局所皮質回路の動態の変化として説明しうるこ

とが示されたと考えられる。 

また、断眠では、抑制性ニューロンも FC の増加、強化が認められた。断眠はてんかん

発作のリスクとされており(Malow 2004)、抑制性ニューロンにおける FC の増加、強化は、

断眠中に興奮性ニューロンで生じる強い FCによって高まった興奮性を抑制するための生

理学的変化が生じている様子を示している可能性がある。 

REM 睡眠では運動学習後の運動野において、新たな棘突起を拡大させつつ、余剰な棘

突起の刈り込みを行うことで、運動学習の長期的な維持を促進するとされている(Li et al. 

2017)。本研究における REM 睡眠の FC 変化を見ると、FC は増加と弱化という結果であ

り、FC の増加は、新たな棘突起の拡大を行い、弱化を阻止することで既に学習した運動

スキルを長期に維持する役割を示していると考えらえる。また、REM 睡眠は、一般に睡

眠後期の NREM 睡眠後に連続して生じる(Diekelmann and Born 2010)ことから、REM 睡眠

の FC の弱化はそれまでの NREM 睡眠中に生じた脱飽和の結果としての弱化したシナプ

スを示していると考えられる。 

 

運動皮質における局所神経回路とニューロン構造の機能的関係 

本研究では、これまでの細胞外ユニット電極を用いた研究(Evarts 1964; Hengen et al. 

2016; Hobson and McCarley 1971; Vyazovskiy et al. 2009; Watson et al. 2016a)と異なり、画像

としてカルシウムイメージングを行ったことから、in vivo において神経活動をしている

ニューロンの正確な位置関係が得られた。そのため、ニューロン間の水平方向での距離と

神経活動、FC としての関係についての結果が得られ、実際に 300 µm 以上離れた、特に抑

制性ニューロンにおける FC が睡眠覚醒に伴い大きく変化する様子が認められた。皮質に

おける抑制性ニューロンだけでも様々なサブタイプ、形態があり(Markram et al. 2004)、更



に動物種によってニューロン密度 (Herculano-Houzel, Manger, and Kaas 2014)や走行

(Alstermark, Ogawa, and Isa 2004)にも差が存在することから、具体的な距離の意義は低い

と思われるが、運動野におけるクラスター構造の存在を示唆すると考えられた。実際に視

覚野などでは鉛直方向のクラスターの柱構造が存在し、視覚情報の処理を行っている一方

で、運動野においては各筋や運動単位を支配するクラスター構造は存在するが、視覚野な

どと比較し境界があいまいであるとされる(Keller 1993)。ただ、運動野第 2,3 層における

錐体ニューロンの軸索側枝はサルでは水平方向に 3 mm 以上広がる一方で、抑制性ニュー

ロンの一つであるバスケットセルでは 500 µm 程度の広がりと(Keller 1993)、抑制性ニュ

ーロンの方が狭い構造を形成している可能性が考えられる。そのため、本研究の 300 µm

以上離れたニューロン間での NREM 睡眠や REM 睡眠などでの特に抑制性ニューロンに

おける大きな FC の変化は、潜在的に存在するクラスター構造に依存し、睡眠中の運動野

におけるクラスター構造の変動を示している可能性が考えられる。このような変化が新た

な運動単位の取得や、成長に伴う運動への適応、脳卒中後の運動リハビリなどで生じる神

経回路の可塑性(Murphy and Corbett 2009)と関係している可能性がある。また、一般に臨界

期が存在する視覚野ではパルブアルブミン陽性抑制性ニューロンが可塑性に関係してい

るとされており(Yazaki-Sugiyama et al. 2009)、もしもこの距離による FC の変化にこれらの

抑制性ニューロンが関係しているのであれば、はっきりとした臨界期がない運動野と比較

し、視覚野では睡眠覚醒間での距離による FC の変化が生じない可能性ある。 

 

本研究における今後の課題 

本研究では、二光子顕微鏡を用いた大脳皮質のカルシウムイメージングを行った。その

ため、麻酔などとは異なり、自発的な睡眠における個々の神経活動の観察を行え、そのデ

ータから FC の解析を行った。しかし、蛍光タンパク質の蛍光強度変化速度はニューロン

の膜電位変化速度と比較し遅く、カルシウムイメージングは電気生理学と比べ神経活動の

解像度が低くなる(Steriade, Amzica, and Contreras 1996; Steriade, Timofeev, and Grenier 2001)。

そのため、ニューロン間のシナプス伝達の強度変化は、電気生理学で扱われる ms 単位で

の神経活動が支配的ではないとされるものの(Crunelli and Hughes 2010)、本研究では ms 単

位での神経活動および FC の解析は行えなかった。 

また、glasso はスパース性を導入することで、主要な FC 以外を取り除かれる。そのた

め、今回の解析の対象から除かれた小さな FC や、より複雑なニューロン同士の関係が存

在する可能性がある。その為、更なる理解には新たな実験手法や統計処理方法が必要とさ

れる。 

 

  



結論 

 本研究では、睡眠覚醒において、局所皮質回路での運動皮質ニューロンの神経活動およ

びニューロン間の FC についての解明を行った。神経活動は電気生理学で得られていた見

地から予想された結果と概ね一致した一方で、FC の概念を局所皮質回路に導入すること

で、睡眠覚醒間で局所皮質回路がダイナミズムに変化する様子が示された。これらの変化

は睡眠が持つ機能が、局所皮質回路の動態の生理的変化として捉えられたと考えられる。

また、距離による FC の変化からは、運動皮質の潜在的な組織構造や、睡眠が組織構造を

変化させる可能性が示唆された。 
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Figure 1. 確率変数間の依存関係をグラフ構造として示した例 

各々のノードの確率変数から依存関係を求め、ノード間の関係の有無をエッジによって

示す。エッジの太さは関係の強さを示す。 

  



 

Figure 2.運動野のカルシウムイメージングおよびマウスの様子 

(A) 二光子顕微鏡に置かれた観察環境のマウスの様子。 

(B) GCaMP6s と tdTomato 画像、rAAV2/9-hSyn-GCaMP6s-WPRE ベクターを Vgat-tdTomato

マウスの運動野に注入し、大脳皮質第 2,3 層を二光子顕微鏡を用いて観察した。 

(C) Vgat-tdTomato マウス運動野の Gad1 mRNA に対する FISH および tdTomato に対する

免疫染色画像、共焦点顕微鏡を用いて観察した。 

  



 
Figure 3. 睡眠に伴う運動野ニューロンのカルシウムイメージングの変化 

(A) 二光子顕微鏡観察環境下での脳波及び筋電図、左から覚醒、NREM 睡眠、REM 睡眠。 

(B) 睡眠覚醒サイクルにおけるニューロンの GCaMP6s の相対蛍光強度の一例、上に状態

が示され、一本の線が一つのニューロンを示した。緑が興奮性ニューロン、赤が抑制

性ニューロンを示す。 

(C) 興奮性ニューロン、抑制性ニューロンについての GCaMP6s 蛍光強度 z-score の累積

度数分布。 

(D) 各ニューロンが最も蛍光強度が高い状態を示す円グラフ、=は有意差なし、上から興

奮性ニューロン、抑制性ニューロンを示す。 

(E) 各ニューロンの状態による蛍光強度変化を示した円グラフ、左からそれぞれ覚醒、

NREM 睡眠、REM 睡眠で最も高い蛍光強度を示すニューロンであり、上から興奮性

ニューロン、抑制性ニューロンを示す。 

(F) 最も蛍光強度が高い状態における、ニューロン毎の平均蛍光強度を示したボックスプ

ロット、左から興奮性ニューロン、抑制性ニューロンを示す。 

  



Figure 4. 機能的結合性(FC)の変化 

(A) GGM を用いて推定された FC の一例、上から覚醒時、NREM 睡眠、REM 睡眠、緑点

が興奮性ニューロン、赤点が抑制性ニューロンを示す。位置は二光子顕微鏡で観察さ

れた位置を、線の存在が FC の形成、太さが強度を示す。St≧0.15 のみを描写した。

(B) ニューロンペアの種類による FC 形成確率(Pr)(左)および FC 形成強度(St)(右)の累積度

数分布、上から興奮性ニューロン同士、興奮性と抑制性、抑制性同士を示す。

(C) 睡眠覚醒による Pr(左)および St(右)の累積度数分布、上から覚醒、NREM 睡眠、REM

睡眠を示す。



 
Figure 5. 睡眠覚醒における Pr と St の関係 

(A) 覚醒、NREM 睡眠、REM 睡眠における、同一状態における四分位した Pr および St の

存在確率を示した 3D 棒グラフ、1st から 4th に向かって上位から下位に並んでおり、

正面は Pr、側面は St で分類した。上から興奮性ニューロン同士、興奮性と抑制性、

抑制性同士を示す。 

(B) 断眠、回復睡眠における同一状態における四分位した Pr および St の存在確率を示し

た 3D 棒グラフ、(A)と同様に示す。 

 

  



 
Figure 6. 睡眠、覚醒における Pr および St の存在確率の変化 

(A) 睡眠覚醒における Pr の四分位の存在確率を示した 3D 棒グラフ、1st から 4th に向か

って上位から下位に並んでおり、上から、興奮性ニューロン同士、興奮性と抑制性、

抑制性同士を示す。 

(B) 睡眠覚醒における St の四分位の存在確率を示した 3D 棒グラフ、(A)と同様に示す。 

  



 

 

Figure 7. 断眠中における運動野のカルシウムイメージングおよび FC の変化 

(A) 観察環境下での断眠手法を示した図およびマウスの様子、マウスの顔面前方の白いチ

ューブから風が当てられた。 

(B) 断眠実験のスケジュール、自発睡眠(上)では ZT3 から 7 までイメージングを行った

が、断眠実験では ZT3 から 6 まで断眠し、ZT5、6 が断眠環境でのイメージング、ZT7

が回復睡眠環境でのイメージングを行った。 

(C) 断眠中の脳波(上)、筋電図(中)と断眠装置の作動(下)の一例。 

(D) ZT5、6 における断眠装置による睡眠時間の変化。 

(E) 自発覚醒および断眠環境下での個々のニューロンにおける相対蛍光強度変化の一例、

Figure 3 (B)と同じ手法を用い、下線が断眠装置の作動を示す。 

(F) 自発覚醒および断眠環境下でのニューロンの平均蛍光強度の比較したボックスプロ

ット、左が興奮性ニューロン、右が抑制性ニューロンを示す。 

(G) 自発覚醒時(上)、断眠時(下)における GGM を用いて推定された FC の一例、Figure 4 

(A)と同じ手法で示す。 

(H) ニューロンペアの種類による Pr の累積度数分布、Figure 4 (B) (C)と同じ手法を用い、

左から興奮性ニューロン同士、興奮性と抑制性、抑制性同士、断眠環境下でのニュー

ロンの種類による違いを示す。 

(I) ニューロンペアの種類による St の累積度数分布、(H)と同じ手法で示す。 

  



 
Figure 8. 回復睡眠における運動野のカルシウムイメージングおよび FC の変化 

(A) NREM 睡眠および回復睡眠環境下での個々のニューロンにおける相対蛍光強度変化

の一例、Figure 3 (B)と同じ手法で示す。 

(B) NREM 睡眠および回復睡眠環境下でのニューロンの平均蛍光強度の比較したボック

スプロット、左が興奮性ニューロン、右が抑制性ニューロンを示す。 

(C) NREM 睡眠および回復睡眠環境下での SWA の変化 

(D) NREM 睡眠(上)、回復睡眠時(下)における GGM を用いて推定された FC の一例、Figure 

4 (A)と同じ手法で示す。 

(E) ニューロンペアの種類による Pr の累積度数分布、Figure 4 (B) (C)と同じ手法で示す。

左から興奮性ニューロン同士、興奮性と抑制性、抑制性同士、断眠環境下でのニュー

ロンの種類による違いを示す。 

(F) ニューロンペアの種類による St の累積度数分布、(E)と同じ手法で示す。 

  



Figure 9. 断眠及び回復睡眠における Pr および St の存在確率の変化 

(A) 断眠、回復睡眠における Pr の四分位の存在確率を示した 3D 棒グラフ、1st から 4th

に向かって上位から下位に並んでおり、上から興奮性ニューロン同士、興奮性と抑制

性、抑制性同士を示す。

(B) 断眠、回復睡眠における St の四分位の存在確率を示した 3D 棒グラフ、(A)と同じ手

法で示す。



Figure 10. Pr および St の距離による変化 

(A) 四分位した Pr を、ニューロン間の距離によって分類した存在確率を示した 3D 棒グラ

フ、1st から 4th に向かって上位から下位に並んでおり、上から興奮性ニューロン同

士、興奮性と抑制性、抑制性同士、左から覚醒、NREM 睡眠、REM 睡眠、断眠、回復

睡眠を示す。

(B) 四分位した St を、ニューロン間の距離によって分類した存在確率を示した 3D 棒グラ

フ、(A)と同じ手法で示す。



Figure 11. 睡眠覚醒における FC の変化 

(A) FC の Pr および St における変化を示すダイアグラム。覚醒における Pr および St の平

均値を基準として、NREM 睡眠などの Pr および St の平均値の差(ΔPr およびΔSt)を

示す(ΔPr = (各々の Pr 平均値) － (覚醒の Pr 平均値))。Pr の低値は疎な構造、高値は

密な構造を意味する。同様に St の低値は軟弱な構造、高値は強固な構造を意味する。 

(B) NREM 睡眠、REM 睡眠、断眠、回復睡眠における FC の変化、左から興奮性ニューロ

ン同士、興奮性と抑制性、抑制性同士を示した。NREM 睡眠と REM 睡眠は ZT3-7 の

覚醒を、断眠、回復睡眠ではそれぞれ ZT5-6、ZT7 の覚醒を基準とした。


