
課題番号 ０２Ｂ－２ 
                                      

研究題目 睡眠覚醒変化に伴うリン酸化プロテオミクス変動解析 

 

研究組織 

   研究代表者：上田 泰己（東京大学大学院医学系研究科） 

   共同研究者：小迫 英尊（徳島大学先端酵素学研究所） 

   研究分担者：大出 晃士（東京大学大学院医学系研究科） 

 

【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

どのような分子実態が、「眠気/睡眠圧」と表

現される覚醒時間の蓄積に伴って睡眠を誘導

する機能の担うのかについては、全く明らかで

ない。 
一方、近年の研究からは、タンパク質リン酸

化が睡眠圧と深く関係することが示唆されて

いる。遺伝学的には Camk2a/b が睡眠誘導性の

リン酸化酵素であることが示され（Tatsuki et al., 
Neuron 2016）、またリン酸化プロテオミクス解

析から、断眠などの睡眠圧が高い状態では、シ

ナプスタンパク質のリン酸化状態が変化する

ことが示された（Diering et al., Science 2017, 
Wang et al., Nature 2018, Bruning et al., Science 
2019）。 
しかし、睡眠誘導に寄与する具体的なリン酸

化基質タンパク質、さらには特定のリン酸化サ

イトについては、なお明らかでない。そこで、

断眠状態に加えて、睡眠覚醒状態が変化する遺

伝学的・薬理学的摂動を与えた条件でリン酸化

プロテオミクス解析を行うことにより、睡眠圧

変動と相関して変動するリン酸化基質を網羅

的に明らかにする。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

 明暗環境で飼育したマウスを用い、次の４つ

の睡眠摂動を与えた。 
1) 自由睡眠（Ad lib sleep） 
2) 睡眠はく奪条件（Sleep deprived） 
3) 遺伝学的あるいは薬理学的摂動による睡眠

減少条件 
4) 遺伝学的あるいは薬理学的摂動による睡眠

誘導条件 
 これらの４条件のマウス脳を同一の時刻

（Zeitgeber time）でサンプリングした。サンプ

リングした脳から、メタノール/クロロホルム沈

殿によってタンパク質を回収した後、トリプシ

ンなどのプロテアーゼ処理によってペプチド

を調製した。そして、immobilized metal affinity 
chromatography (IMAC)法等を用いてリン酸化

ペプチドを濃縮した。得られたペプチドおよび

リン酸化ペプチドは tandem mass tag (TMT)標識

を行ってから混合し、質量分析計を用いた網羅

的なペプチドおよびリン酸化ペプチドの同定

および定量を行った。 
 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 質量分析計を用いた測定から、概ね 46,000種

類のリン酸化ペプチドを同定・定量することに

成功した。これは、測定に用いたサンプル量や

質量分析計の測定性能から考えて十分高い値

であり、網羅的な同定・定量に成功したと考え

られる。 

 また、過去の文献で報告されている、睡眠状

態に応じてリン酸化レベルが変動すると報告

されているリン酸化タンパク質の同定・定量に

も成功した。 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 過去のリン酸化プロテオミクスデータに加

えて、Camk2a/b 等の睡眠制御性のリン酸化酵素

に対する特異的な摂動によるリン酸化プロテ

オミクス変動のデータセットを総合的に評価

することで、睡眠圧が変化したときに共通して

変動するリン酸化サイトを絞り込むことがで

きる。これにより、睡眠誘導に寄与する具体的

なリン酸化基質タンパク質候補を得ることが



期待される。 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

 現在、得られたリン酸化プロテオミクスデー

タの統計的な解析を進めるとともに、3)～4)の

摂動条件について、特にリン酸化酵素に対する

より特異的な摂動条件を検討している。 

 

 


