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略語一覧 

ANOVA, analysis of variance 

ACE, Angiotensin-converting enzyme 

BBB, blood-brain barrier 

EEG, electroencephalogram 

EMG, electromyogram 

NREM, nonrapid eye movement 

NREMS, nonrapid eye movement sleep 

PAH, pregnancy-associated hypertensive 

REM, rapid eye movement 

REMS, rapid eye movement sleep 

SEM, standard error of the mean 

THM, Tsukuba hypertensive mouse 
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第 1章 背景 
	

1. 睡眠研究と遺伝子改変動物の利用	

 

	 睡眠は地球上の脳を持つ生物に広く保存されている行動であり、その機能は生命活

動に必要不可欠である。睡眠不足が様々な身体的・精神的疾患に関わっていることは

疫学的に示されているが1-3、睡眠覚醒の神経学的な調節機構の全貌は未だ明らかにな

っていない。 

	 ヒトの睡眠覚醒状態を正確に評価するためには、頭皮上の電極によって測定された

脳波 (Electroencephalogram: EEG) が有用である。ヒトの睡眠は、NREM (Non-rapid eye 

movement) 睡眠とREM (Rapid eye movement) 睡眠に分類することができ、さらに

NREM睡眠は深度によって3段階に分けられる。これらの脳波の判定には、特徴的な

波の出現、有意な周波数、振幅などを指標とする。ヒト以外でも、ラット・マウスな

ど多くの哺乳類の睡眠覚醒行動は、ヒトと同様に脳波・筋電図に基づいて睡眠覚醒状

態を判定することが出来る。ヒトの場合、日常生活を送りながら脳波測定を長期的に

行うことは、社会的制約のために困難であるが、ラット・マウスなどの動物を用いる

と、脳波筋電図電極を強固に頭蓋上に接着させることで、大脳皮質表面からの脳波と

頚部筋組織からの筋電図を長期間連続的に測定することが出来る。 

	 睡眠研究に使用される実験動物として、2000年以前はラットが用いられることが多

かったが、遺伝子改変マウスの普及とともに、マウスがモデル動物の主流となってい

る。多くの近交系マウス系統のなかでも、特にC57BL/6マウスは、全ゲノム解析が終

了していることや、繁殖のしやすさなどから、睡眠を含むさまざまな生理学的・病態

学的研究に広く用いられている4,5。さらに、近年開発されたゲノム編集を含む遺伝子
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工学技術6、光遺伝子工学や薬理遺伝学的手法にもC57BL/6マウスが用いられており、

これらの手法により睡眠覚醒行動を制御する神経回路についての理解も進んできて

いる7。 

	 一方で、一般に神経科学の分野では多くの研究で雄マウスが使用されている。この

偏りは、多くの場合が雌マウスの性周期 (発情前期・発情期・発情後期、発情休止期)

による実験結果のばらつきの可能性を考慮したためであるが、雌の性周期を考慮して

も雄と比較してばらつきが大きいということはなかったという報告もある8	 。また、

雄に偏った研究結果が性差バイアスとなる可能性もあり、神経科学分野における研究

にはもっと雌マウスも含まれるべきであるという報告もある9。実際に、雌マウスを

用いた睡眠覚醒についての報告は数例のみであり10-12、雌マウスを実験に用いること、

雌マウスの特性を考慮した実験系を増やすことは、動物実験全体において今後の課題

である。 

 

2. 妊娠と睡眠	

 

	 妊娠は、女性のみが経験する特有の現象である。妊娠中に睡眠状態が変化するこ

とは広く知られており、妊娠中に生じる様々な睡眠障害は、妊娠期間中の身体的、内

分泌的変化を反映していると言われている 13-17。妊娠中の睡眠覚醒変化を正確に知る

ためには、妊娠前後で睡眠状態を継続的に測定する必要があるが、おそらくは妊婦の

身体的・精神的負担による理由から、継続的にポリソムノグラフィーを行った報告は

ほとんどない 18-20。 

	 一方で、マウスでは、妊娠期間が約 3週間と短いことから、妊娠中の睡眠覚醒状態

を連続的に調べることは難しくない。子癇前症 21や睡眠障害、ナルコレプシー22など、
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多くの遺伝子改変マウスがヒトの疾患モデルとして使用されていることからも、動物

モデル、特にマウスにおいて、妊娠が睡眠覚醒にどのような影響を及ぼすのかを知る

ことは有用である。しかしながら、これまで妊娠中の睡眠変化についての研究は、ラ

ットでの報告が散見されるのみで 23-26、マウスでの報告はほとんどない。近年の睡眠

研究における動物実験の背景を考慮すると、C57BL/6系マウスでのデータは有用であ

ると考えられる。 

 

3. 子癇前症とモデル動物	

 

妊娠中に発生する比較的頻度の高い合併症として、子癇前症 (Preeclampsia) があ

げられる。子癇前症は妊娠高血圧症候群としても知られ、妊娠 20週以降に新たに発

症する高血圧と蛋白尿を主徴とする 27-31。また、子癇 (Eclampsia) は子癇前症の重症

例でしばしば発症する痙攣発作であり、子癇患者の画像検査上、多くの症例で脳血管

浮腫の存在が指摘される。後頭葉や脳幹に広く浮腫を来すと中枢性神経障害を呈する

こともあり、子癇は産科重症救急疾患の一つである。WHOの多国籍調査によると、

妊娠中の発症率は、子癇前症 2-3%、子癇 0.3%であり、母体死亡率のオッズ比はそれ

ぞれ 3.7、42であった 32。	  

子癇前症は多因子疾患といわれている。子癇前症の病態形成には、胎盤虚血によ

る胎盤形成障害・胎盤機能障害 33と、それによる抗血管新生因子や炎症性メディエー

ターの放出が寄与しており、その結果肝臓や脳を含む様々な臓器障害 34,35が生じると

される。しかしながら、その病因には、免疫系因子、遺伝的因子や酸化ストレス 36

の関与など、さまざまな説が報告されており、その統括的な病態は未だ十分には解明

されていない。治療法にはメチルドパやヒドララジン、ニフェジピンなどの降圧剤に
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よる降圧が行われるが、コントロール不良の場合には、妊娠の中断が最終的な治療と

なり、病態に即した有効な治療法はない。 

	 子癇前症モデル動物としては、自然発生型の境界型高血圧を示すBPH/5マウスや子

宮胎盤への血流を遮断するラットモデル (reduced uterine perfusion pressure: RUPP) が

代表的なものであるが、そのほかにも、L-NAME (nitro-L-arginine methyl) 投与による

薬剤誘発性の妊娠高血圧モデル、IL-4,10欠損マウスやアデノウイルス投与による可溶

性VEGF受容体-1 (soluble fms-like tyrosine kinase1: sFlt1) 過剰発現マウスなど、さまざ

まなモデルが報告されてきた37-38。 

	 このうち、深水ら21によって報告された妊娠高血圧 (Pregnancy-Associated 

Hypertensive: PAH) マウスはレニンアンジオテンシン系の遺伝子改変マウスであり、

レニン-アンジオテンシノーゲンの酵素-基質種特異的な反応性とヒトレニンの胎盤

透過性を利用している39,40。ヒトレニンを遺伝子導入した雄マウスに、ヒトアンジオ

テンシノーゲン遺伝子を導入した雌マウスを交配させると、妊娠後期に胎盤で分泌さ

れた雄マウス由来のヒトレニンが母獣中のヒトアンジオテンシノーゲンと反応し、ア

ンジオテンシンⅠへ変換、更にアンジオテンシン変換酵素 (ACE: Angiotensin 

converting enzyme) によりアンジオテンシンⅡへと変換される。アンジオテンシンⅡ

はヒトとマウスで共通であるため、増加したアンジオテンⅡにより、アンジオテンシ

ンⅡ受容体であるAT1a受容体を介して血圧は急激に上昇し、非妊娠時および妊娠中期

までは90-100 mmHgほどであった血圧は、150-160 mmHgに達する39,40。この変化は、

アンジオテンシン受容体遮断薬であるオルメサルタンを投与すると改善され、収縮期

血圧は、120 mmHgほどに降圧される41。これまでの研究により、妊娠後期のPAHマ

ウスは、著明な尿蛋白や心筋・胎盤組織の障害、胎児発育遅延など39、多くの点でヒ

トと類似した症状を呈するが、PAHマウスにおける脳神経学的な変化については報告
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されていない。急激な血圧上昇は、血液脳関門 (Blood Brain Barrier) を破綻させると

いう報告があるが42、PAHマウスでのBBBの透過性について調べた研究はなく、PAH

マウスにおける血圧上昇が睡眠覚醒や脳波へ及ぼす影響は未知である。 

	 また、ヒトレニンとヒトアンジオテンシンを両方もつ遺伝子改変マウスはつくば高

血圧マウス (THM: Tsukuba Hypertensive mouse) と呼ばれ、出生時より120-130 mmHg

ほどの慢性で中等度の高血圧を呈する43。レニンアンジオテンシン系の亢進による高

血圧という点では、PAHマウスと同じであるが、高血圧の発症起点が異なるモデルで

ある。THMに関しては、飲水量の増加や尿量の増加が報告されているが44、このマウ

スに関しても脳波や睡眠覚醒に関して調べた研究はなく、PAHマウスと比較すること

により、中等度高血圧が睡眠覚醒に及ぼす影響を調べることとした。  
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第 2章	 研究の目的 

 

	 C57BL/6マウスと子癇モデルマウスである妊娠高血圧 (PAH) マウスにおいて、妊

娠前後の睡眠覚醒状態を脳波筋電図の連続測定によって評価する。PAHマウスにつ

いては、血液脳関門の透過性評価およびアンジオテンシンⅡ受容体遮断薬投与も行い、

妊娠後期の急激な血圧上昇が及ぼす神経学的な変化を明らかにする。 

	 同時に、発症起点の異なる高血圧モデルとして、慢性高血圧モデルであるつくば高

血圧マウス (THM) についても、睡眠覚醒状態を評価する。  
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第 3章	 対象と方法 
 

1. 使用動物	

 

	 未交配の C57BL/6系雌マウス (CREA JAPANより購入) 8匹、PAHマウス 6匹 (明

らかな体調不良により、分娩後解析では 1匹除外)、THM雌 5匹を用いた。PAHマウ

ス、THMは C57BL/6系で維持されている。(筑波大学動物実験委員会承認番号 17323) 

	 マウスは 5匹を上限として一つのケージで同居させ、室温湿度が一定に調整された

12時間の明暗サイクル (9時 21時切り替え) 環境下で飼育された。餌と水分は自由

に摂取できる状態とし、妊娠中の水分は摂取しやすいように水ゲル (Napa Nector, 8 

oz, System Engineering Lab Group Inc.) を使用した。動物実験の取り扱いについては、

筑波大学生命科学動物資源センターの規約に準じた。また、連続的脳波筋電図測定中

は、頭部に脳波筋電図電極が装着されているため、非観血的な血圧測定が困難であり、

マウスの血圧については深水らの報告を参考とした 21。 

 

2. 脳波筋電図手術と測定	

 

8-12週齢 (19-23 g) の野生型雌マウス、THM雌マウス、ヒトアンジオ 

テンシノーゲン発現雌マウスを対象とした。麻酔にはイソフルランを用い、導入は

3-4%、維持は 1.5-2%で行った。頭蓋骨を露出して小型電気ドリルで穴をあけ、定位

固定器具 (KOPF) を用いて 4本の脳波電極を硬膜下に、2本の筋電図を頚部の筋肉へ

挿入した。その後歯科用セメントでそれらを頭蓋骨へ固定した。脳波電極は前頭皮質

と後頭皮質に設置した。(Anterior posterior : AP 0.5 mm, mediolateral : ML 1.3 mm, 
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dorsoventral : DV -1.3 mm, AP -4.5 mm, ML 1.3 mm, DV -1.3 mm)	 麻酔からの回復後は

術前のケージと同様のケージで個飼いとし、術後回復期間を最低 4日とした。その後、

電極の重さが最小となるようにバランスのとられたテザーケーブル (Instech 

laboratories) に繋いでケージを変更し、測定環境への慣らし期間として最低 3日をお

いた。 

 

3. 脳波筋電図測定スケジュール	

 

	 C57BL/6マウスの性周期による睡眠変化を調べた研究では、暗期においては、発情

間期の REM睡眠 (REMS) 時間は発情前期より長い一方、NREM睡眠 (NREMS) 時

間と覚醒時間、NREMデルタ波密度には性周期による変化はなかったという報告が

ある 10。これらの結果を考慮し、性周期による睡眠変化を平均化するため、妊娠前脳

波筋電図測定期間は 4日間とした。有線コードを接続して脳波筋電図を測定し、外界

からの音による刺激を低減させるため、常時ホワイトノイズを流した。妊娠前脳波筋

電図測定後、テザーケーブルを外し、雌マウスを雄マウスと同居させ交配させた。交

配の組み合わせは、野生型雌マウスは同系統の野生型雄マウスと、ヒトアンジオテン

シノーゲン発現雌マウスはヒトレニン発現雄マウスとした。腟プラグが確認された日

を妊娠 0日 (PD 0) とし、同日より脳波筋電図測定を再開、測定は分娩後まで継続し

た。マウスの妊娠期間は約 19日であることを考慮し、妊娠初期を妊娠 1-4日 (Pregnant 

day :PD 1-4)、妊娠中期を妊娠 8-11日 (PD 8-11)、妊娠後期を妊娠 15-18日 (PD 15-18)

とした。分娩後の解析対象期間は出産後 3-4日としたが、これは出産後の 2日間は分

娩時間や出生仔の数などにより睡眠覚醒状態の個体差が大きかったためである。測定

途中で死亡したマウスや明らかに全身状態の悪くなったマウスは解析から除外した。
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また、頭部に装着した脳波筋電図電極を保護するため、および連続的な計測を行うた

め、本研究では血圧測定と脳波筋電図測定は同時には行わなかった。 

 

4. 脳波筋電図データの解析	

 

	 睡眠覚醒のデータ解析は、過去に報告された方法に基づいて行った 45。脳波筋電図

(EEG/EMG) シグナルは bioamplifer (#AB-611J, Nihon Koden) で増幅、生体信号として

必要な周波数帯を識別するため、EEGは 0.3-300 Hz、EMGは 30-300 Hzにフィルタ

リング処理した。EEG/EMGデータは LabView (National Instruments) を改変したソフ

トウエアを用いて表示した。睡眠覚醒の判定時間単位を epochと呼ぶが、本研究では

1 epoch 20秒とした。EEG/EMGデータは、MatLab (MathWorks) を基に作成された半

自動解析ソフトによって覚醒/NREMS/REMSの 3つのステージに分類されるが、分類

後の半自動解析データはすべて目視で確認した。覚醒/NREMS/REMSのステージ判定

は、各ステージに特徴的な脳波周波数帯の占有率と EMGの活動性から行った。覚醒

期は高振幅で変動性の高い EMG、NREMS期は高振幅な EEGかつ変動性の低い EMG

活動、REMS期は θ波 (6-9 Hz) 優位の EEGと変動性の低い EMG活動を基準とした。

覚醒、NRES、REMSの総時間は、各ステージの 20秒毎の epoch数を合計したもの、

各ステージにおける平均エピソード持続時間は、各ステージの総時間を出現エピソー

ド数で割ったものと定義した。アーチファクトを含んだ epochは総時間のデータには

含まれるが、周波数測定データでは除外した。EEGシグナルはMATLAB (Math Works)

を基にした特注ソフトウエアを用い、1-30 Hz帯を 1-Hz周波数ビンで高速フーリエ変

換 (FFT) した。各周波数ビンにおける EEG パワー密度は、全 EEG周波数ビンの合

計に対する、各睡眠覚醒状態の EEG周波数ビンの割合とした。NREMSデルタパワ
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ー密度 (NREM delta density) は、NREMS epochにおけるすべての EEGパワー (1-30 

Hz) に対するデルタパワー (1-4 Hz) の比、総デルタパワー密度 (Total delta density) 

は、総 EEGパワーにおけるデルタパワー (1-4 Hz) の比とした。EEGスペクトログラ

ムの描出には、MATLABの Chronuxツールボックス 46内のマルチテーパ法 47 (時間半

帯域幅 3、テーパ数 5、ウィンドウサイズ 30秒、オーバーラップ 0.5) を用いた。 

 

5. 降圧剤の投与	

 

	 妊娠後期の血圧上昇を改善した場合の変化をみるため、妊娠後期の PAHマウス 5

匹に降圧剤投与を行った。降圧剤にはアンジオテンシン Ⅱ受容体阻害薬であるオル

メサルタン (Funakoshi, Japan) を用いた。0.01% NAHCO3・0.01% KHCO3を滅菌水に

溶解し、15 mg/Lとして妊娠 13-19日に飲用水として与えた。これはおおよそ 3 mg/kg

に相当する。この方法により、PAHマウスの収縮期血圧はおよそ 120 mmHg ほどに

下降する 41。投与量の一定しない自由飲水による経口投与としたのは、妊娠後期の

PAHマウスは刺激に弱く、腹腔内投与することが難しいため、かつ妊娠子宮により

腹圧が高い状態でゾンデ診による経口投与は誤嚥の危険性が高まるためである。 

 

6. 血液脳関門	(Blood Brain Barrier: BBB)	の透過性評価	

 

	 PAHマウスの妊娠後期の BBBの状態を評価するため、エバンスブルー色素を尾静

脈を行なった。エバンスブルー (WAKO, Japan) は 0.9%生理食塩水で 2% (wt/ vol) に

希釈し、0.45 µm PESシリンジフィルター (Starlab Scientific) を通した。妊娠後期の

PAHマウスとコントロール群として妊娠後期の正常血圧群マウスに対し、1.5%のイ
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ソフルラン麻酔下に、4 ml/kgのエバンスブルー溶解液を尾静注した。正常血圧群マ

ウスは、ヒトアンジオテンシオーゲン発現雄マウスと交配させたヒトアンジオテンシ

ノーゲン発現雌マウスとした。すべての手技は 5分以内に完了し、色素静注後はすみ

やかに元のケージに戻した。1時間後、リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) で経心的に還

流して血管内の血液・色素を洗浄除去したのち、4%PFAを還流して組織を固定した。

その後脳を取り出し、4%PFAに浸けて 4℃で一晩振盪し後固定して評価した。 

 

7. 統計	

 

	 野生型マウスと PAHマウスの、妊娠前後における睡眠覚醒総時間・エピソード持

続時間・エピソード数・EEGパワー密度・デルタ密度の比較には、One-way repeated 

measure ANOVAののち、Tukey’s testを行なった。PAHマウスとオルメサルタン投与

PAHマウス、THMにおける全デルタ密度・REMSパラメーターの群間比較にも、

One-way repeated measure ANOVAののち、Tukey’s testを行なった。THMと野生型マ

ウスの睡眠覚醒総時間・エピソード持続時間・エピソード数の評価には、student’s t- 

testを行なった。すべての解析は two-sided testで行い、統計学的有意水準は 0.05とし

た。これらのデータ解析は、SPSS version 22で行なった。 
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第 4章	 結果 
 

1. 野生型 C57BL/6マウスの妊娠に伴う睡眠覚醒変化	

 

	 妊娠中および分娩後のマウスでは、覚醒期には中等度の振幅と速波を示す EEGと

変動性のある EMGを、NREMS期には高振幅徐波を示す EEGを、REMS期にはシー

タ波(6-9 Hz)優位の EEGと筋弛緩を示し、これは妊娠前に観察された EEG/EMG波形

と同様であった (Figure 1, A)。妊娠マウスのスペクトログラムは、非妊娠時と同様、

主に明期に多相性の睡眠パターンを示した。授乳期でもある分娩後は、暗期と明期の

睡眠覚醒の違いはあまりはっきりしなかった (Figure 1, B)。 

	 妊娠前の雌マウスの 1日の覚醒時間は 868 ± 29.2分であったが、これは雌マウスの

覚醒時間は雄マウスより長いという過去の文献による結果と一致した 48。	 妊娠経過

中、覚醒時間はより短くなっていき (710 ± 24.4分)、妊娠後期には妊娠前および妊娠

初期と比較して有意に短くなっていた (F = 6.622, df = 4, P <0.0001, Figure 2, A)。この

覚醒時間の変化を暗期・明期別に見ると、妊娠後期の暗期における覚醒時間は、妊娠

前および妊娠初期と比較して有意に短かった一方 (F = 5.949, df = 4, P = 0.001, Figure 

2, A)、明期では妊娠前、妊娠中と変化はなかった。分娩後は、1日の覚醒時間は妊娠

前と同じレベルまで延長していたが、明期の覚醒時間は妊娠前よりも有意に長かった

(F = 3.271, df = 4, P = 0.025, Figure 2, A)。 

	 覚醒エピソード持続時間は、妊娠前と比較して妊娠中期および後期では有意に短か

った (F = 7.429, df = 4, P < 0.0001, Figure 2, B)。明期・暗期毎に見ると、明期において

は、妊娠後期に妊娠前や分娩後より短かく (F = 4.270, df = 4, P = 0.008, Figure 2, B)、	  

暗期においては、妊娠中期と後期では、妊娠前と比較して有意に短かった (F = 4.898, 
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df = 4, P = 0.004, Figure 2, B)。妊娠後期の覚醒エピソード数は他のどの時期よりも多か

った (F = 10.408, df = 4, P < 0.0001, Figure 2, C)。  

	 妊娠後期の覚醒エピソード数は、明期 (F = 6.540, df = 4, Figure 2, C) 暗期 (F = 

10.806 df = 4, P < 0.0001, Figure 2, C) いずれにおいても増加していた。 

	 妊娠後期の覚醒時間の短縮と一致して、1日 NREMS時間は、妊娠前・妊娠初期と

比べ妊娠後期で長かった (F = 8.620, df = 4, P = 0.001, Figure 2, D)。明期・暗期別に見

ると、明期の NREMS時間は妊娠前、妊娠中、分娩後と同様であったが (Figure 2, D)、 

暗期の NREMS時間は妊娠前および妊娠初期と比較して妊娠後期で有意に長かった 

(F = 6.751, df = 4, P < 0.0001, Figure 2, D)。 

	 延長した妊娠後期の NREMS時間と反対に (Figure 1, B)、NREMSエピソード持続

時間は妊娠前および妊娠初期と比較し短くなっていた (F = 5.168, df = 4, P = 0.003, 

Figure 2, E)。明期・暗期別に見ると、明期では、妊娠後期は妊娠前と比べ短く (F = 3.796, 

df = 4, P = 0.014, Figure 2, E)、暗期では、妊娠後期は妊娠前・妊娠初期と比較して有意

に短くなっていた (F = 3.456, df = 4, P = 0.020, Figure 2, E)。  

	 妊娠後期の NREMSエピソード数は、明期においても (F = 4.795, df = 4, P = 0.004) 

暗期においても (F = 8.967, df =4, P<0.0001, Figure 2, F)、どの期間よりも増加していた。

これらの結果より、NREMSエピソード数の増加は、短縮したエピソード持続時間を

凌いで NREMS時間の増加に寄与していると考えられる。 

	 REMS時間は妊娠前、妊娠中、分娩後で有意な変化は認めなかった (Figure 2, G)。 	 	 	 	  

	 REMSエピソード持続時間は、妊娠前と比較して妊娠中期・後期・分娩後において

短縮していた (F = 13,474, df = 4, P < 0.0001, Figure 2, H)。明期暗期別に見ると、明期

では、妊娠中期・後期・分娩後では、妊娠前と比較して短かった一方 (F = 8.652, df = 

4, P < 0.0001, Figure 2, H)、暗期では変化はなかった (Figure 2, H)。   
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	 REMSエピソード数は 24時間および明期ではどの時期でも差がなかった一方

(Figure 2, I)、暗期では妊娠前と比較して妊娠後期では多くなっていた (F = 3.625, df = 

4, P = 0.017, Figure 2, I)。 

	 覚醒期のスペクトラム解析では、妊娠後期において、妊娠前と比較して 4、5 Hz帯

のパワー密度が上昇していた (F = 7.964, df = 4, P < 0.0001, for 4 Hz, F = 10.754, df = 4, 

P < 0.0001, for 5 Hz)。一方、妊娠後期の 10,11 Hz帯のパワー密度は妊娠前と比較して

低下していた ( F = 12.378, df = 4, P < 0.0001, for 10 Hz, F = 12.418, df = 4, P < 0.0001, 

for 11 Hz; Figure 3, A)。  

	 NREMS期のスペクトラム解析では、妊娠後期に、妊娠前・妊娠初期よりも 4 Hz

帯の密度の増加が見られた (F = 13.384, df = 4, P < 0.00001, Figure 3, B)。   

	 REMS期のスペクトラム解析では、妊娠後期の 4, 5 Hz帯のパワー密度は妊娠前よ

りも高かった (F = 4.865, df = 4, P = 0.004 for 4 Hz, F = 10.561, df = 4, P < 0.0001 for 

5Hz; Figure 3,C)。  

 睡眠深度の指標であるとされる NREMSデルタ密度 49は妊娠前、妊娠中、分娩前で

有意な差はなかった (Figure 3, D)。 

 

2. PAHマウスの妊娠に伴う EEG変化	

 

	 PAHマウスの血圧は妊娠 12日目までは野生型マウスと同等であるが 12、妊娠 13

日目より上昇し、分娩の直前にピークとなる。分娩後は血圧は速やかに低下し、3日

で分娩前のレベルに戻る 9,25。妊娠後期特異的な血圧上昇と一致して、PAHマウスは

妊娠中期までは野生型マウスと同様の活動性を示した。しかしながら、妊娠後期には、

覚醒時の EEGシグナル低下や EMG変動性の低下、NREMSにおける低振幅な EEG
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と持続的で変動性の低い EMGを認め、異常な EEG/EMGパターンを継続的に示した 

(Figure 1, C)。結果として、多くの epochにおいて、目視でも覚醒期か NREMS期かの

判別が困難であり、実際の観察上もマウスの活動性は著しく低下していた。妊娠後期

の PAHマウスのスペクトログラムでは、高周波数域 (8 Hz) が減少し、暗期と明期の

差は消失していた (Figure 1, D)。妊娠後期における PAHマウスの EEGの全般的な徐

波化は、妊娠後期の総デルタ密度が妊娠中期よりも高いことからも確認される 

(Figure 4, A)。   

	 シータ波 (6-8 Hz) と筋弛緩によって判別される REMSは、妊娠後期でもはっきり

と確認することが出来た (Figure 1 C)。1日の REMSエピソード持続時間は 4.3±1.0

分 (mean ±S.E.M) と非常に短く、妊娠中期には 43.7±7.7分であったことと比較する

と著明な減少であった。REMSエピソード持続時間は短縮 (0.44 ± 0.14 min) し、

REMSエピソード数も減少 (5.5 ± 2.5 episodes per 24 h) したことにより、総 REMS量

は著明な減少を示した。 

	 驚くべきことに、この異常な EEG変化と概日スペクトログラム変化は、分娩後 2

日で速やかに正常に戻り (Figure 1, C and D)、明期暗期の活動性の差も再開した  

(Figure 4, A)。 

	 実験に用いた PAHマウスの半数 (6匹中 3匹) で、妊娠後期に周期的に異常な EEG

パターン、spike-and-dischargeを示した (Figure 4, B, C, D)。この周期的な spike-and- 

dischargeはほとんどの場合で NREMS様状態中に起こり、明らかな体動と EMG活動

を伴った。このエピソードは 10-15分持続して自然に消失し、24時間で 4-6回ほど出

現した。	  

	 PAHマウスにおける急激な血圧上昇が BBBの透過性へ与える影響を調べるため、

エバンスブルー色素を妊娠後期の PAHマウス 5匹へ尾静注した。その結果、正常血
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圧群の妊娠後期マウスではエバンスブルー色素は、脳実質には検出されなかった一方、

妊娠後期の PAHマウスでは、すべてのマウスにおいて脳実質の複数箇所に血管外へ

の漏出が認められた (Figure 4, E)。漏出箇所の数は 4.5±0.96 ( mean±S.E.M) であり、

漏出場所は個体によってさまざまであった。 

	 妊娠後期の PAHマウスでは上記の理由より覚醒期と NREMS期を正しく判別する

ことが難しいため、妊娠後期は解析対象から除いて示した。 

	 覚醒時間は妊娠前・妊娠初期・中期・分娩後で類似しており (Figure 5, A)、覚醒エ

ピソード持続時間 (Figure 5, B)・エピソード数 (Figure 5, C) にも差は認めなかった。 

	 同様に、NREMS時間も妊娠前・妊娠初期・中期・分娩後で類似しており (Figure 5, 

D)、NREMSエピソード持続時間 (Figure 5, E)・エピソード数も差は認めなかった

(Figure 5, F)。  

	 REMS時間に関しては、分娩後には妊娠初期・中期よりも延長していた (F = 9.058, 

df = 3, P = 0.002, Figure 5, G)。明期・暗期別に見ると、この REM時間の延長は、明期

には認めたが (F = 11.141, df = 3, P = 0.0008, Figure 5, G)、暗期には認めなかった

REMSエピソード持続時間 (Figure 5, H)・REMSエピソード数 (Figure 5, I) に差は認

めなかった。 

	 スペクトラム解析においても上記理由により PAHマウスの妊娠後期は解析対象か

ら除外した。PAHマウスのパワー密度は、覚醒期には、分娩後より妊娠中期におい

て、3 Hz帯の増加が見られ (F = 5.783, df = 3, P = 0.011)、6,7,9,12,13,14 Hz帯では妊娠

前とと比較して分娩後に高かった (Figure 6, A)。NREMS期においては、有意な差を

認めなかった (Figure 6, B)。REMS期においては、妊娠中期の 6 Hz帯 (F = 10.101, df 

= 3, P = 0.001) および 7 Hz帯 (F = 23.156, df = 3, P < 0.0001) が低下しており、9 Hz帯

(F = 14.724, df = 3, P < 0.0001)、および 10 Hz帯 (F = 9.019, df = 3, P = 0.002) が増加し



 20 

ていた。NREMSデルタ密度は分娩後に低い傾向にあった (Figure 6, D)。 

 

3. 降圧剤投与した PAHマウスの睡眠覚醒変化	

 

	 アンジオテンシン受容体遮断薬であるオルメサルタンを投与した PAHマウスの血

圧は 120 mmHgほどであり、BBBの透過性には影響を与えない 42。オルメサルタン

を投与した PAHマウスでは、野生型マウスと同様の活動性を示したことに加え、正

常な睡眠覚醒パターンを示し、睡眠覚醒の明暗サイクルも認められた (Figure 7, A)。 

総デルタ密度はオルメサルタン投与群では妊娠前と同程度まで改善していた (Figure 

7, B)。   

	 PAHマウスでは妊娠後期の覚醒期・NREM期を判定することが困難であるため、

睡眠覚醒状態の指標としては、REMS期のみを比較した。REMS時間は妊娠後期の

PAHマウスでは 4.3 ± 1.9分 (mean ± S.E.M.) であったが、オルメサルタンを投与

すると有意に増加した ( F=17.230, df =2, P< 0.0001, Figure 7, C) 。REMSエピソード持

続時間はオルメサルタン投与群と PAHマウスとでは同様であったが (Figure 7, D)、

REMSエピソード数は増加しており (F = 25.613, df = 2, P < 0.0001; Figure 7, E)、オル

メサルタン投与 PAHマウスの REMS時間の増加はエピソード数の増加によるもので

あった。 

 
 

4.	つくば高血圧マウス (THM) の睡眠変化 
 

	 最後に、非妊娠時の THMの睡眠覚醒状態を調べた。 

	 覚醒時間は非妊娠時の野生型マウスの非妊娠時と類似しており (Figure 8, A)、エピ
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ソード持続時間 (Figure 8, B)・エピソード数 (Figure 8, C) にも差は認めなかった。 

	 同様に、NREMS時間も、野生型マウスの非妊娠時と類似しており (Figure 8, D)、

エピソード持続時間 (Figure 8, E)・エピソード数 (Figure 8, F) 共に差はなかった。 

	 REMS時間は野生型マウスの非妊娠時より短かかった (Figure 8, G)。 REMS時間

の短縮は、エピソード持続時間の減少と関連したが (Figure 8, H)、NREMSエピソー

ド数には有意差はなかった (Figure 8, I)。THMの総 REM睡眠量とエピソード持続時

間、エピソード数はオルメサルタンを投与した PAHマウスと類似していた (Figure 7, 

C, D,E)。 
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第 5章	 考察 
 

1. 周産期の睡眠覚醒	

 

	 本研究で観察された、妊娠に伴う覚醒時間の減少や、主に活動期での変化を反映し

た NREMS時間の増加は、妊娠ラットを用いた過去の報告と一致する 23,26。睡眠の必

要度は、脳波の低周波数成分 (デルタ密度) によって示される睡眠の深さ 49および睡

眠時間の長さで示される。今回観察された妊娠の進行に伴う睡眠必要度の増加は、妊

娠の進行によって増加する胎仔の重さや伸長した子宮によって増加する腹圧などに

より母体の身体的負担が大きくなり、睡眠や休息がより必要になるためと考えられ、

合目的的と考えられる。 

	 また、妊娠後期には、覚醒および NREMSのエピソード持続時間の短縮・エピソー

ド数の増加を認め、頻回な覚醒・NREMSの切り替えが確認された。このことは、ヒ

トやラットにおける過去の文献とも一致する 24。NREMSが断片化するのは、胎仔の

動きや増大する子宮が周辺臓器へ及ぼす影響などのためと考えられる。 

	 妊娠中の REMSは覚醒や NREMSとは異なる変化を示した。1日 REMS時間と

REMSエピソード数は過去の文献通り、妊娠中の変化はなかったが 24-26、REMSエピ

ソード持続時間は、妊娠中期から分娩後にかけて短縮していた。スペクトラム解析で

は妊娠初期より、シータ波帯の変化を認めた。REMSの変化が NREMSの変化と異な

ることは、REMS調節機構が NREMSのそれとは独立しているという考え方 50を支持

するものである。 

	 妊娠中の睡眠覚醒変化には、増大する子宮や胎仔による身体的な影響に加え、内分

泌的変化も関与する。エストロゲンとプロゲステロンは妊娠が進行するにつれ増加し、
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分娩後には急激に減少する 51。プロゲステロンは大量投与により鎮静作用を持つこと

が古くから言われているが 52、一方で卵巣除去したマウスにエストロゲン単剤もしく

はエストロゲンとプロゲステロンの両方を投与した実験では、エストロゲンとプロゲ

ステロン投与は覚醒時間を増加させ、睡眠量を減少させるとされる 12,16,53-55。本研究

では妊娠後期の総覚醒時間は妊娠前、妊娠初期と比較して減少していた。また、妊娠

後期から分娩後にかけて増加するプロラクチンは、REM睡眠を増加させるといわれ

ているが 56、本研究では過去の文献と一致して、REM睡眠量は分娩後大きな変化は

なかった。また、分娩後は妊娠前とは大きく異なるホルモン状態であるにも関わらず、

睡眠覚醒状態は妊娠前と近い状態に戻ることが示された。これらのことより、周産期

の睡眠覚醒には、ホルモン変化による作用を上回るような調節機構の存在が示唆され

る。 

 

2. 子癇モデルとしての PAHマウス	

 

	 PAHマウスは妊娠後期に蛋白尿を伴う急激な高血圧を呈し、胎盤の梗塞性変化や

胎児発育遅延などの症状を呈するが 40,79、これらは多くの点でヒトの子癇前症に類似

している 27,28。しかしながら、薬理的・遺伝工学的手法を用いた子癇前症モデルマウ

スは複数報告されているものの 57-59、PAHマウスを含め、これらのマウスについて、

子癇などの脳への障害を調べた報告はほとんどない。 

	 妊娠後期の PAHマウスでは、EEGの全般的な徐波化を認め、半数の PAHマウス

では spike-and-wave dischargeが確認された。また EEG上は覚醒と NREMSの判別も

困難でありながら、刺激には反応することができ、また自発的な摂食・飲水は可能で

あった。これらのことより、妊娠後期の PAHマウスは全身状態が不良であるという
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より、意識障害に近い状態であると考えられる。さらに、妊娠後期の異常な状態は降

圧により改善することが確認され、PAHマウスのこれらの変化が、妊娠後期の急激

な高血圧が主因であると推測された。分娩後は、EEGの全般的な徐波化は速やかに

改善、出産 3日後には正常な覚醒・NREMS状態に戻り、これらの変化が可逆的であ

ることが示された。しかしながら、PAHマウスの致死率は高く、本研究中でも分娩

前後で 10匹中 3匹の PAHマウスが死亡している。ヒトの子癇で報告されている最も

多い EEG変化は、全般的もしくは部分的な EEGの徐波化であり 60-62、高血圧がなく

なれば異常な EEGは正常化する 62。本研究は、EEGの特徴的な変化やけいれん様の

発作の出現と、それらの変化の可逆性、致死率の高さなどにより、PAHマウスがヒ

トの子癇と神経学的な類似点があることを明らかにし、PAHマウスの子癇モデルと

しての可能性を示した。 

	 また、妊娠後期のすべての PAHマウスで BBBの破綻を確認した。脳は平均収縮期

血圧を 60-120 mmHgに維持し、安定した脳血流を保つための自己調整能を有する 63。

80 mmHgほどの急激な動脈圧の上昇はラットのBBBの完全性を破壊するという報告

42や、4時間の腹腔内高血圧により脳へのエバンスブルーの漏出が見られた 64という

報告などから、急激で重篤な血圧の上昇はそれのみで BBBの破綻を引き起こす可能

性がある。子癇患者の神経学的画像研究では、急性の意識障害を伴う可逆性の大脳皮

質後頭領域の血管性浮腫を病態とする可逆性白質脳症 (PRES: posterior reversible 

encephalopathy syndrome) が広く知られており 61,65-67、BBBの破綻の可能性が示唆さ

れている。以上のことから、妊娠後期の PAHマウスはヒトの子癇と類似した病態的

メカニズムを示しているといえる。 

	 分娩後の PAHマウスは妊娠前と比較しても長い REMSを示したが、これは恒常性

維持機構により、妊娠後期の著しく減少した REMSを代償していると考えられる。
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PAHマウスは野生型雌マウスと異なり、仔マウスを育てることが出来ないことが多

いが、このことが分娩後の睡眠覚醒状態に影響しているとは考えづらい。サイトカイ

ンや炎症はREMSを減少させることが知られており 68,69、妊娠後期のBBBの破綻は、

サイトカインの増加を介して急激でREMSの減少を引き起こしている可能性がある。

また、血管内皮障害が REMSの減少に関与している可能性も示唆されている 70。 

 

3.		レニン-アンジオテンシノーゲン系の影響	

 

	 アンジオテンシン Ⅱはレニン-アンジオテンシン-アルドステロン系による高血圧

の主因であり 59、PAHマウスの高血圧にはアンジオテン Ⅱタイプ 1a  (AT1a) 受容体

が必要であることが報告されている 60。野生型マウスと比較して、PAHマウスおよ

び THMでは血清中アンジオテンシン Ⅱは 5-6倍上昇している 21,41。高血圧が BBBへ

与える影響として、アンジオテンシンとアルドステロンが直接 BBBの透過性と脳血

管系に関与しているという可能性が挙げられる。高血圧ラットにおいては、ACE阻

害薬投与によって脳動脈径の自動調節能が改善した方で、β遮断薬は同様もしくはそ

れ以上の動脈圧低下の効果があったにも関わらず、同様の効果を示さなかったという

報告があり 71、同様に、低用量のアンジオテンシン Ⅱタイプ 1受容体 (AT1) 遮断薬

により、血圧とは無関係に脳血流の自己調整能を改善したという報告がある 72。これ

らの結果は、今回観察された BBBの破綻の原因は、高血圧性の変化だけでなく、レ

ニンアンジオテンシン系の亢進によるものである可能性を示唆する。 

	 実際、ヒトレニン導入遺伝子は主に腎臓に発現しているが、脳にも軽度発現してお

り 73、ヒトアンジオテンシノーゲン導入遺伝子に関しても、主に肝臓で発現している

ものの、脳にもごく軽度発現が確認されている 74。 THMでは ACEおよびアンジオ
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テンシン Ⅱ受容体が発現する脳においても、ヒト導入遺伝子に由来するアンジオテ

ンシンの量が増加している可能性がある 75,76。本研究で観察された THMにおける 

REMSの減少は、慢性で中等度の血圧上昇でも REMSに影響を与えることを示して

おり、局所的なアンジオテンシンシステムが睡眠覚醒にどのように関与しているのか

についての報告はないが、脳アンジオテンシンが THMの REMSを減少させている可

能性はある。 

 

4.		本研究の限界	

 

	 PAHマウスを含む様々な子癇前症モデルマウスが報告されているが、どのモデル

もヒトの子癇前症を病態や症状、薬理学的介入に対する反応という観点からは完全に

再現しているものではない。PAHマウスを子癇モデルマウスとする妥当性について

検討するため、一般的に子癇患者に使用される抗けいれん薬、硫酸マグネシウム投与

などの実験が有用であると考えられる。同様に、レニンアンジオテンシン系の増強が、

血圧の上昇とは無関係に PAHマウスの意識状態の変化や spike-wave dischargeを引き

起こしているのかを検討するには、メチルドパなどのレニン-アンジオテンシンとは

作用の異なる降圧薬を投与することで PAHマウスの神経学的異常が改善するか観察

することが有用であろう。 

 次に、PAHマウスの EEG変化には、液性因子が関連している可能性がある。ヒト

の子癇前症での異常な胎盤形成 29と一致して、PAHマウスは異常な胎盤血管形成を

示す 60,77。これらの変化は液性因子や活性酸素を増加させて BBBを破綻させる可能

性がある 78。酸化ストレスからの防御機構である Keap1-Nrf 2経路の修飾により胎盤

の血管新生が増強され、高血圧とは関係なく PAHマウスや仔マウスの生存率が改善
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したとの報告もある 79。BBBの破綻と妊娠高血圧には、胎盤血管異常に関連した酸

化ストレスや炎症性サイトカインが関与するとも考えられ、今後の研究課題の一つで

ある。 

	 最後に、使用マウスのサンプル数の少なさがある。野生型マウスにおける妊娠後期

の NREMSの増加や、PAHマウスにおける妊娠後期の異常な意識状態などの本研究

での結果は、個体差が少なく再現性が高いため、少ないサンプル数でも確実ではある。

サンプル数を増やすことにより、軽微な影響をより確実に検出することができるかも

しれない。加えて、本研究では THMを妊娠させることが出来ず、妊娠時の THMと

PAHマウスを比較することが出来なかった。慢性高血圧による妊孕性が原因かもし

れないが、THMの妊娠時のデータがあれば、血圧の発症起点のことなる妊娠経過と

して有用であったかもしれない。 
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第 6章	 結論 
 

	 野生型 C57BL/6マウスでは、妊娠前後において睡眠深度の指標である NREMデル

タ密度は変化しない一方、妊娠後期には有意に NREM睡眠時間が増加し、妊娠に伴

う睡眠需要の増加が示唆された。また、REMSには変化がなく、NREMSと REMSの

異なる制御機構が考えられた。 

	 PAHマウスでは、妊娠後期の急激な血圧上昇が起こる時期に一致して、BBBの破

綻を伴う EEGの著明な全般的徐波化と spike-and dischargeを認めたが、分娩後には速

やかに改善し、可逆性の変化であることが示された。また、これらの変化はアンジオ

テンシンⅡ受容体遮断薬の投与により改善した。この病態はヒトにおける子癇前症や

子癇発作における変化と類似しており、PAHマウスの子癇モデルマウスとしての有

用性が示された。  
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第 7章	 図表 

	
	

図 1.	 	野生型および PAHマウスの EEG/EMGとスペクトログラム	
 

A.  野生型マウスの妊娠中期、後期、分娩後における覚醒/NREMS/REMSの EEG/EMG 

B.  野生型マウスの妊娠中期、後期、分娩後における一日のスペクトログラム 

C.  PAHマウスの妊娠中期、後期、分娩後における覚醒/NREMS/REMSの EEG/EMG 

D.  PAHマウスの妊娠中期、後期、分娩後における一日のスペクトログラム 
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図 2.	野生型マウスにおける妊娠中の睡眠覚醒行動	

 

A. 総覚醒時間、B. 覚醒エピソード持続時間、C. 覚醒エピソード数 

D. 総 NREMS時間、E. NREMSエピソード持続時間、F. NREMSエピソード数 

G. 総 REMS時間、H. REMSエピソード持続時間、I. REMSエピソード数 

 

n = 8. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. One-way repeated measures ANOVA followed 

by Tukey’s test. The data from individual mice are presented as the mean ± S.E.M.. 
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図 3.	野生型マウスにおける妊娠中のスペクトラム解析	

 

A. 妊娠前、妊娠初期・中期・後期、分娩後の覚醒期パワー密度 

B. 妊娠前、妊娠初期・中期・後期、分娩後の NREMS期パワー密度 

C. 妊娠前、妊娠初期・中期・後期、分娩後の REMS期パワー密度 

D. 24時間の妊娠前、妊娠初期・中期・後期、分娩後の NREMデルタ密度 

  

 

A-D: *p < 0.05, One-way repeated measures ANOVA followed by Tukey's test. n = 8. The 

data are presented as the mean ± S.E.M.. 
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図 4.	PAHマウスの妊娠後期における変化	
 

A. 24時間の総デルタ密度および NREMデルタ密度 

B. 周期的な EEG/EMG変化、C. Spike and discharge、D. B、Cを拡大したもの 

 E. エバンスブルーを静注した妊娠後期の正常血圧マウスと PAHマウスの脳 

 
A: n = 6. One-way repeated measures ANOVA, followed by Tukey's test. The data are 

presented as the mean ± S.E.M.. 
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図 5.		PAHマウスにおける妊娠中の睡眠覚醒行動	(妊娠後期を除く)	
 

A. 総覚醒時間、B. 覚醒エピソード持続時間、C. 覚醒エピソード数 

D. 総 NREMS時間、E. NREMSエピソード持続時間、F. NREMSエピソード数 

G. 総 REMS時間、H. REMSエピソード持続時間、I. REMSエピソード数 

 

n = 6. * p < 0.05. One-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s test. The data 

from individual mice are presented with the group mean ± S.E.M.. 
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図６.	PAHマウスにおける妊娠中のスペクトラム解析(妊娠後期を除く)	
 

A. 妊娠前、初期、中期、分娩後の覚醒期パワー密度 

B. 妊娠前、初期、中期、分娩後の NREMS期パワー密度 

C. 妊娠前、初期、中期、分娩後の REMS期パワー密度 

D. 24時間における妊娠前、初期、中期、分娩後の NREMデルタ密度 

  

A-D: n=6, *p < 0.05, One-way ANOVA followed by Tukey's test. The data are presented as 

the mean ± S.E.M.. 
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図 7.	 オルメサルタン投与による妊娠後期の PAHマウスの睡眠変化	
 

A. オルメサルタン投与した妊娠後期の PAHマウスのスペクトログラム 

B. 非妊娠時の PAHマウス、PAHマウス、オルメサルタン投与した PAHマウスにお

ける総デルタ密度の比較 

C-D. 24時間における REMSの総時間、エピソード持続時間、エピソード数 

 

B: Non-pregnant PAH mice (n=6), PAH mice in late pregnancy (n=6), 

olmesartan-administered PAH mice (n=5),  

C-E: n = 5, * *p < 0.01, *** p < 0.001. One-way ANOVA followed by Tukey's test. The data 

are presented with the group mean ± S.E.M..  
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図 8.	THMにおける睡眠覚醒行動	
 

A. 総覚醒時間、B. 覚醒エピソード持続時間、C. 覚醒エピソード数 

D. 総 NREMS時間、E. NREMSエピソード持続時間、F. NREMSエピソード数 

G. 総 REMS時間、H. REMSエピソード持続時間、I. REMSエピソード数 

 

* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Two-tailed t-test. The data from individual mice are 

presented with the group mean ± S.E.M.. 5 THM and 8 wild-type mice. 
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