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研究成果の概要（和文）：ソングバードにおける分子遺伝学的技術を確立し、生体での神経活動依存的転写因子
CREB活性の操作を行った。その結果、先天的な音声である地鳴きはCREB活性の操作に影響されないが、CREB活性
を抑えると社会学習により獲得される囀りの発達が障害された。以上の結果は、音声スキルの後天的な獲得には
CREBの活性化が必要であることを示唆する（Abe et al., PNAS 2015）。さらに神経活動と神経活動依存的な細
胞内シグナル動態の関係を研究するための手法として内視顕微鏡を開発した。その結果、自由行動下でのCa2+イ
メージングによる神経活動とFRETイメージングによるERK活性の同時計測に成功した。

研究成果の概要（英文）：We generated transgenic songbirds to manipulate the transcription factor 
CREB , which controls gene expression in an activity dependent manner. We compared song similarity 
to tutor birds' songs between CREB mutants and wild type. We found that the dominant negative CREB 
mutant transgenic birds developed songs with reduced similarity in comparison with wild type birds. 
In contrast, no significant difference was observed in calls between wild types and CREB 
transgenics. These results indicate that CREB activation is essential for the vocal learning (Abe et
 al., PNAS 2015).
To study the relationship between neural activity and activity-dependent intracellular signaling, we
 devised a novel endomicroscopy. Using this endomicroscopy, we successfully measured the neural 
activity and ERK activity at a single-cell resolution in a freely behaving animal.

研究分野： 神経科学

キーワード： 音声コミュニケーション　社会学習　大脳皮質　基底核　ソングバード　イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトは、言語のような高度な能力を模倣等の「社会学習」により獲得し、世代を超えて継承する。このように文
化的に継承される能力は生後比較的短期間に獲得され、その後終生維持されることが知られているが、このよう
な社会学習によるスキルの獲得と固定化の基盤となる神経回路機構について多くは不明である。その一因として
実験室の環境下で社会学習を容易に観察できる適当な哺乳類モデル動物が存在しないことが挙げられる。ソング
バードの分子遺伝学的技術を確立し、さらに自由行動下での神経活動および細胞内シグナル動態のイメージング
技術を確立することによって、言語のような能力の獲得や維持に関わる神経回路機構の解明が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトは、言語のような高度な音声コミュニケーションの能力を「模倣」などいわゆる「社会学
習（social learning）」により獲得し世代を超えて継承する。このように文化的に継承される能
力の獲得および維持には、生後発達期に脳神経回路の機能的遷移が生じると考えられている。す
なわち、社会的なインタラクションにより比較的短期間に言語の獲得が進む時期には、言語を効
率よく学習するための可塑性の高い状態にあり、一旦、言語の獲得が成立すると、その制御系神
経回路に機能シフトが生じ、獲得した能力は固定化され終生維持されるようになる。しかしなが
ら、社会学習によるスキルの獲得と固定化の基盤となる神経回路機構について詳細は明らかで
はない。その一因として実験室の環境下で社会学習を容易に観察できる適当な哺乳類モデル動
物が存在しないことが挙げられる。 
 一方、鳥類ではスズメ亜目（ソングバード）がヒトと同様に模倣により「さえずり（song）」
と呼ばれる複雑な音声スキルを学習する。さらにこれらの鳥類は、ヒトと同様に発達した音声制
御系神経回路（song control system）を有し、またその回路構築も哺乳類の大脳皮質-基底核-
視床ループと相同であることが明らかにされてきた。したがって、これらの鳥類をモデル生物と
することで、ヒトをはじめとする哺乳類にも共通した社会学習によるスキルの獲得と固定化を
媒介する神経回路の機能シフトに関する知見が得られると期待される。 
 ヒトやソングバードの音声コミュニケーションの能力の獲得には、聴覚を介した音声情報に
加えて、成熟個体との社会的接触（social interaction）が大きく影響する（文献 ① Kuhl et 
al., PNAS 2003; ② Abe and Watanabe, Nature Neuroscience 2011）。そこで研究代表者らは、
社会的接触により音声学習促進を媒介する神経可塑性メカニズムを明らかにするために、社会
的接触の有無と相関のある遺伝子群について解析を進めるとともに、その因果関係を研究する
手法として、鳥類における分子遺伝学的な研究手法の開発を進めてきた。 
 さらに本研究領域では、礒村、藤山ら他の計画班と連携し、哺乳類の大脳皮質-基底核回路と
比較解析することで、種を超えて保存される大脳皮質-基底核の発達と遷移の制御メカニズム、
さらにオペラント学習と社会学習間での回路動作の共通点や相違点について理解が進むと期待
された。 
 以上のように、我が国を代表する卓越した計画班員と連携して、言語のようなヒトの高度な能
力の社会的伝承の根幹となるスキルの獲得と固定化を媒介する神経回路の機能シフトについて
解明すべく研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
① 社会学習による音声スキルの獲得と固定化を媒介する神経回路制御の解明： 
 上述したように、ヒトの言語学習は、社会的環境に大きく影響されるが、そのメカニズムにつ
いて詳細は不明である。ソングバードは、ヒトの言語獲得とよく似た学習プロセスにより、複雑
な音声を獲得し、またその音声制御系が哺乳類の大脳皮質-基底核-視床ループと相同であるこ
とから、ソングバードをモデル動物として、社会学習による音声スキルの獲得に関与する神経可
塑性機構を明らかにすることを目的とした。 
 具体的には、生物種を超えて、神経活動依存的に神経可塑性制御に関与することが知られてい
る転写因子 CREB について、分子遺伝学的な手法によりその活性を操作し、CREB の音声学習にお
ける役割について解析する。 
 鳥類の音声には、先天的に決定されている「地鳴き（call）」と後天的な学習によって獲得さ
れる「さえずり（song）」に分類される。そこで、改変型 CREB を発現するトランスジェニック・
ソングバードを使って、それぞれの音声に対する CREB 活性の操作の影響について明らかにする。 
 
② オペラント学習と社会学習での回路動作の共通点や相違点の探索： 
 上記①に加えて、社会的接触等の環境要因と
神経可塑性の関係を明らかにするためには、社
会的接触や認知行動課題実施中の個体から
CREB をはじめとする神経活動依存的な細胞内
シグナルの動態について計測することが重要
である。そこで自由行動下での動物個体で神経
活動のみならず神経可塑性に関わる細胞内シ
グナル分子の動態を計測するイメージング技
術を開発する。 
 さらにイメージング技術の開発と並行して、
哺乳類の大脳皮質-基底核回路制御に本アプロ
ーチを展開し、哺乳類と鳥類の間で保存されて
いる大脳皮質-基底核制御の発達と遷移のメカ
ニズム、オペラント学習と社会学習での回路動
作の共通点や相違点を探索する。 
 
３．研究の方法 
① 社会学習による音声スキルの獲得と固定化

図 1. トランスジェニック・ソングバードによる
CREB 活性操作。 



を媒介する神経回路制御の解明： 
CREB による転写制御が社会学習におよぼす影
響を明らかにするために、CREB の dominant-
negative（DN）変異体および constitutively-
active（Actv）変異体を発現するトランスジェ
ニックソングバード系統を確立した（図 1）。 
 シナプシン・プロモーター下に CREB 変異体
を発現するレンチウイルスベクターをキンカ
チョウ（zebrafinch）の胚にインジェクション
し、人工孵化後に PCR により geno-typing を実
施した。得られた個体と野生型個体を交配し、
トランスジーンの生殖系列への伝達を確認す
るとともに、得られた G1 世代の個体を行動実
験に使用した。 
 
② オペラント学習と社会学習での回路動作の
共通点や相違点の探索： 
 ファイバー光学系による内視顕微鏡の開発
およびイメージング用の蛍光指示タンパク質
の開発を行なった。 
 ファイバー光学系の利点として、小型軽量で
あり、マウスやソングバードのような小型モデ
ル動物の認知行動課題実施中のイメージング
に適していること、計測する目的や対象に応じ
て光源や受光方式をフレキシブルに選択できることが挙げられる。単一細胞の精度でイメージ
ングを実施することを目標に、レーザー、LED 等の光源に関する条件検討、および光電子倍増管、
イメージセンサー等の受光方式について条件検討を行なった。 
 ファイバー光学系は、ファイバーコアの密度や光学的特性により空間分解能や計測感度が規
定される。ファイバー光学系による内視顕微鏡で単一細胞の精度でイメージングするためのカ
ルシウム指示タンパク質および FRET バイオセンサーおよびウイルス発現系について条件検討を
行なった。 
 以上の内視顕微鏡イメージングの開発については、分子遺伝学が駆使できるマウスを用いて
検討した。認知行動課題として、タッチパネル・プラットフォーム（小原医科産業（株）製）を
用いた 5-選択反応時間課題（5-choice serial reaction time task, 5-CSRTT）、視覚弁別課題
による逆転学習について条件検討を行なった。 
 
４．研究成果 
① 社会学習による音声スキルの獲得と固定化を媒介する神経回路制御の解明： 
 レンチウイルズベクターを胚（1473 個）へインジェクションした結果、計 20 系統の CREB ト
ランスジェニックソングバード（DN-CREB 11 系統、Actv-CREB 9 系統）を得た。これらのトラン
スジェニック個体を野生型個体と交配した結果、G1世代の個体（DN-CREB 116 個体、Actv-CREB 
103 個体）が得られた。また免疫組織学的解析の結果、神経細胞特異的に CREB 変異体が発現し
ていることが確認された（図 1C）。ソングバードで分子遺伝学的な手法により個体レベルで神経
可塑性を操作した初めての試みであり、社会学習における遺伝的要因と環境要因の影響を研究
する上で有用な研究手法を確立したといえる。 
 音声学習中に神経活動依存的な転写因子である CREB のリン酸化が亢進することから、社会的
接触を媒介する神経情報と転写因子 CREB の関係について解析を進めた。オスの仮親を 2nd チュ
ーターとして音声学習を実施したところ（図
2A）、後天的な学習によって獲得される「さえ
ずり（song）」の音韻制御については、CREB の
活性化が必須であることが明らかとなった（図
2B-F）。一方、興味深いことに、先天的な「地鳴
き（call）」の音韻に対しては、CREB 活性の変
化が影響しない（図 3）。 
 以上の結果は、神経活動依存的な転写制御を
担う CREB が社会学習により獲得される音声コ
ミュニケーションの能力に重要な役割を果た
していることを示す。本トランスジェニック系
統をさらに解析することで、社会学習によるス
キルの獲得と固定化を媒介する神経回路機構
について知見が得られると期待できる。 
 
② オペラント学習と社会学習での回路動作の

図 2. CREB 活性操作の音声学習への影響。DN-
CREB 変異体を発現する個体では、手本に対す
る音声の similarity score が有意に低下してい
る。 

図 3. CREB 活性操作の先天的音声である「地鳴
き（call）」への影響。学習により獲得される「さ
えずり（song）」と異なり、CREB 活性操作に影
響されない。 



共通点や相違点の探索： 
 社会的接触に関与するシグナル伝達の解析手法として、社会行動中の個体からシグナル分子
の動態を計測することは有用である。そこで、CREB の上流のシグナル分子の活性を内視顕微鏡
によりイメージングするために、行動実験に支障が無いような小型軽量な内視顕微鏡用のマイ
クロドライブの設計を行った。本顕微内視鏡によるイメージング技術開発は、分子遺伝学が駆使
できるマウスを対象に進めた。その結果、総重量が 1グラム以下のマイクロドライブの開発に成
功した。 
 次にファイバー光学系を改良することで、脳深部から単一細胞の精度で、蛍光タンパク質
GCaMP、FRET バイオセンサーによる Ca2+イメージングおよび ERK 活性イメージングを実施するこ
とに成功した（図 4）。これまでにも自由行動下の動物個体でのイメージング計測に関して複数
の技術が報告されているが、本技術のアドバンテージとして、多波長同時計測（例：Ca2+イメー
ジング＆FRET イメージング、Ca2+イメージング＆転写活性レポーター計測）にもフレキシブルに
対応できる。特に Ca2+イメージングと FRET イメージングを組み合わせることで、学習中個体で
神経可塑性誘導と神経情報の推移を単一細胞の精度で解析することが可能である。以上のよう
に、社会学習の神経回路シフト・メカニズムの解析に有用な計測技術の確立に成功した。 
 さらに、マウスの認知行動課題としてタッチパネル・プラットフォームによる 5-CSRTT および
視覚弁別による逆転学習課題についてイメージングによる神経活動計測および光遺伝学的・化
学遺伝学的回路操作の条件検討を行なった。逆転学習課題の個体から内視顕微鏡イメージング
を実施して、4週間以上安定して神経活動計測することに成功した。 
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