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研究成果の概要（和文）： 
ショウジョウバエのキノコ体の内在神経である KCs は３次嗅覚神経を形成し匂い記憶形成に
機能する。Caイメージング法を用いて KCsの活動を一細胞レベルでモニターすることによっ
て匂いコーディングを解析し、記憶形成により応答パターンが変化すること（記憶痕跡）を見
いだした。また、KCsに発現する遺伝子群の解析を通して、記憶形成に機能する遺伝子群を同
定した。さらに CREBを指標として記憶形成に必要な神経群の同定も行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Olfactory information in Drosophila is conveyed by projection neurons from olfactory 
sensory neurons to Kenyon cells (KCs) in the mushroom body. KCs function as 
coincidence detectors for memory formation, associating odor information with a 
coincident punishment or reward stimulus. We monitored the neuronal activity after 
training flies under the microscope with the calcium indicator GCaMP and identified 
olfactory memory traces in the KCs and in 4th-order neurons that innervate KCs. We 
also identified the genes required for olfactory memory formation by studying 
transcriptome of KCs and identified a group of cells required for memory formation by 
devising a CREB reporter gene. 
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研究分野：総合生物 
科研費の分科・細目：神経生理学・神経科学一般 
キーワード：①ショウジョウバエ	
 ②記憶	
 ③mushroom body	
 ④Ca2+イメージング 
⑤CREB	
 ⑥記憶痕跡	
 ⑦匂いコーディング 
 
１．研究開始当初の背景 
ショウジョウバエの匂い記憶形成において
中心的な役割を担っている mushroom	
 body	
 
(MB)の形成機構と、そこにおける記憶形成の
分子メカニズムを明らかにする。ショウジョ

ウバエの嗅覚系では匂い分子は触覚の
olfactory receptor neuron（ORN）に受容され、
projection neuron（PN）を経て、Mushroom body
（MB）の Kenyon細胞（KCs）を興奮させる。
KCs は約 2000 個あり、個別の匂いに応答す
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る数十から１００程度の KCs の組み合わせ
により匂い情報をコードし、忌避／報酬刺激
との同時検出器として働き、記憶形成の中心
にある。これは哺乳類の嗅上皮、嗅球と連絡
する嗅覚系回路と相同であり、3 次神経であ
る MB は lateral	
 horn と合わせて、哺乳類の
梨状皮質、扁桃体さらには海馬等に相当する
と考えられる（図 1）。記憶形成機構を細胞
レベルで論じることができるモデル系であ
るが、KCs の個々の細胞レベルでの匂いコー
ディングや記憶痕跡につてはわかっていな
かった。	
 
 

２．研究の目的 
（１）長期記憶形成に伴い発現する遺伝子の
同定	
 
匂いと電気ショックを連合させた忌避記憶
学習において記憶の前後で MB から RNA を抽
出し、記憶形成により転写される遺伝子を同
定し、その機能を明らかにする。	
 
（２）イメージングによる神経機能の解析	
 
記憶に伴う遺伝子機能を解析するために
CREB の発現、Ca レベルなどを指標に記憶形
成に機能する MB の神経細胞を同定し、記憶
形成メカニズムを明らかにする。	
 
 
３．研究の方法 

（１） 長期記憶形成に伴い発現する遺伝子
の同定	
 

長期記憶形成後の脳から経時的にMBを取り
出しRNAを抽出した後、cDNAを合成し、リニ
アに増幅する。それを大規模シークエンシ
ングすることにより、MBで発現し、長期記
憶形成に伴って発現が上昇する遺伝子を同
定する。その遺伝子の機能解析を行い、記
憶形成機構の理解をはかる。	
 

（２）イメージングによる神経機能の解析	
 

３次神経であるMBおよびその下流の４次神

経（図２）を中心にCa等のイメージングによ
り、匂い情報のコーディング及び記憶痕跡
の詳細な解析を行い、記憶による細胞応答
の変化様式を明らかにする。さらにこれら
の細胞で機能する信号伝達系を同定し、記
憶形成の分子機構を解明する。またCREリポ
ーターにより同定されるMBおよびそれ以外
の神経細胞（CRE細胞とする）の機能を人為
的に操作し、長期記憶形成に働くCRE細胞の
機能を明らかにし、cell	
 assembly仮説を検
証する。	
 
	
 
４．研究成果	
 

（１） 半自動学習装置の開発	
 
ショウジョウバエの匂い罰学習を効率良く
行なうために Harvard 大の Sam	
 Kunes 研究室
と共同で半自動学習装置の開発を行なった。
本装置では匂い物質を気流にのせてハエ個
体に提示する際の電磁弁の開閉と電気ショ
ックのタイミングを Labview で自由に制御す
ることができる。これにより電気ショックの
パルスと匂い提示のパルスを同期すること
によって効率良く学習させることを見出し、
以下に発表した。	
 
	
 

（２） MB で発現する遺伝子の記憶形成にお
ける機能解析	
 

脳から切り出した３個の MB から RNA を抽出
し、大規模塩基配列決定法によりトランスク
リプトーム解析を行なう方法を確立した。そ
れにより ras-related	
 GTPase と相同性のあ
る蛋白質と phosphodiesterase に相同性のあ
る蛋白質をコードしている２つの遺伝子が
MB で発現し、長期記憶によりそのレベルが上
昇することが明らかとなった。これらの遺伝
子の変異を解析したところ、記憶形成能の低
下が見られた。さらに両者に遺伝的相互作用
があることがわかった。	
 
	
 

（３） MB で発現する遺伝子の記憶形成にお
ける機能解析	
 

脳から切り出した３個の MB から RNA を抽出
し、大規模塩基配列決定法によりトランスク
リプトーム解析を行なう方法を確立した。そ
れにより ras-related	
 GTPase と相同性のあ
る蛋白質と phosphodiesterase に相同性のあ
る蛋白質をコードしている２つの遺伝子が
MB で発現し、長期記憶によりそのレベルが上
昇することが明らかとなった。これらの遺伝
子の変異を解析したところ、記憶形成能の低
下が見られた。さらに両者に遺伝的相互作用
があることがわかった。	
 
	
 
（４）KCs における匂いコーディングの解析	
 
KCs に Ca リポーターGCaMP を発現させたショ
ウジョウバエを開頭して２光子顕微鏡下に

図 2ショウジョウバエの嗅覚神経回路 

図１	
 嗅覚系 



おき、匂い刺激および必要に応じて電気ショ
ックの罰刺激を与えイメージングを行った。

このとき様々な発現ドライバーおよび GCaMP
分子を用い、最適な組み合わせを探った。	
 

	
 KCs の細胞体を４次元イメージングで観察
すると、２０００個の全ての KCs の応答を記
録することができる（図３①）。また、背側
から観察することによってα/βおよび α’/β’に
属する KCs（全 KCs の３分の２）の軸索束
の横断面を観察する事ができる（図３②）。
さらに深部を観察することでγを含む全ての
KCs の神経軸索束の縦断面を観察する事が
可能である（図３③）。KCsの細胞体の配置
は個体毎に異なっている。また軸索束の配置
はサブタイプごとにまとまっているものの
その中での配置は個体によって一定ではな
い。それ故に、一連の解析は同一個体を用い
る必要がある。そのさいに絶えず同一焦点面
の画像を比較できるよう、複数の焦点面の画
像を比較した。 
これらの各神経細胞のGCaMPシグナルの変
化量を定量化し、標準化した（図４）後に多
変量解析法を用いて解析する。これにより匂
いコーディングや記憶痕跡を解析すること
を試みている。 
図５は匂い学習記憶に頻用される２種の異
なった匂い分子（Oct と MCH）を交互に同じ
個体に数回提示した時の、それぞれの応答を
主成分分析した解析例である。２種の匂いに
対する応答がこの解析法で容易に分離され
ていることがわかる。	
 
	
 顕微鏡下で匂いと電気ショックの連合学
習を行い同様の主成分分析を行うと学習前
後で異なる応答パターン（記憶痕跡）を示す
ことを見いだした（図６）。	
 
	
 

（５）MB の output 神経のイメージング	
 

MB から入力を受ける４次神経である
MB-V3 あるいは MB-V4（図２④）のイメー
ジングを行った。これらの神経も匂いの提示
によって応答する。記憶形成後に特異的な応
答レベルの低下が観察された。	
 

	
 
（６）CREB に応答する神経細胞を同定し制御
する手法の開発	
 
長期記憶形成には転写因子 CREB の活性が必
要である。人口的な CREB 結合配列を持つリ
ポーター遺伝子を持つトランスジェニッ
ク・ショウジョウバエを作成し、CREB に応答
する神経細胞を脳全体で同定し、その細胞に
様々な遺伝子を発現させる系を確立した。長
期記憶形成に伴って、このリポーターのシグ
ナルが上昇することを観察し、またこの細胞
の出力を抑えると記憶形成能が低下するこ
とを見出した。	
 

	
 

	
 
	
 
	
 
	
 

OCT      

MCH

図５ 異なる匂い物質に対する応答の PCA分析 

 

図３ KCsのイメージング 

 

図４各 ROIの Caシグナルの定量化 

図６	
 PCAによる記憶痕跡の分析 

Pre training

Post training
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