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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエ（以下、ハエ）で最初に発見されたperiod遺伝子(per)は、概日リ
ズム形成のみならず、長期記憶形成にも必須である。本研究では単一ニューロン遺伝子発現システムを核とし
て，ハエ時計細胞LNdで発現するPerの長期記憶における役割と、長期記憶形成に必須なPerの機能ドメインを明
らかにすることを目的として研究を行った。その結果、LNdで発現するPerは長期記憶の形成に必須であることが
明らかになった。さらに、Perタンパク質の機能ドメインの１つCCIDドメインが長期記憶形成に重要である可能
性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The circadian clock gene, period (per), was initially identified as a 
circadian clock gene in Drosophila. We have reported that per is also critically involved in 
long-term memory (LTM) formation in Drosophila. In this study, we focused on one of the neural 
clusters in clock neurons (LNd) and studied the role of Per in LTM. First, we established a novel 
gene expression system to perform the LNd-specific gene expression. Using this system, we identified
 that Per is required for LTM formation. In addition, we determined that induction of Per lacking 
two PAS domains (PerΔPAS) in a part of per-positive neurons including LNds impaired LTM, indicating
 that PerΔPAS also has the dominant-negative effect on LTM formation. PerΔPAS includes the 
cycle/clock (transcription factor of Per) interaction domain (CCID). Thus, the CCID may be involved 
in LTM formation.

研究分野：神経遺伝学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は時計遺伝子perが長期記憶形成に必須であることを世界で初めて見出した。ハエ脳ではリズム中枢以外の
多くのニューロンでperが発現しているにもかかわらず，概日リズム以外の役割が不明である。申請者の発見以
降，マウスの相同遺伝子Per1も記憶形成に関与することが報告された。しかし，記憶におけるPERの分子機能は
不明であった。本研究で得られた結果は、動物の記憶形成のメカニズムを解明する上で貴重な情報になるのみな
らず、時計遺伝子の概日リズム以外の機能の解明にも貢献できることに意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

時計遺伝子 period (per)の研究の背景 

 ハエで最初に同定された時計遺伝子 perは概日リズム形成に必須であり，多くの動物種に保存されてい

る。概日リズムの研究から，リズム中枢における perの分子機能の詳細が明らかにされてきた（Allada & 

Chung, 2010）。しかし，ハエ脳ではリズム中枢以外の多くのニューロンで perが発現しているにもかかわら

ず，概日リズム以外の役割が不明であった。我々はハエの perは長期記憶形成に必須であるが，per以

外の時計遺伝子［timeless（tim）など］は長期記憶形成に関与しないことを発見した（Sakai et al., 2004，

PNAS 101: 16058-16063）。概日リズムの形成には，PER タンパク質と TIM タンパク質のヘテロ二量体形成が

必須であることから，長期記憶形成における PERの機能は概日リズムと異なると考えられる。申請者の発

見以降，マウスの相同遺伝子 Per1 も長期記憶形成に関与することが報告された（Jilg et al., 2010; 

Rawashdeh et al., 2014）。しかし，長期記憶における PERの分子機能は未だ不明である。 

 

長期記憶研究の背景 

 動物は自然界で学習したことを記憶し，生存に役立てている。動物が長期記憶を形成するためには，学

習により新たなタンパク質を合成し，脳の特定ニューロン間のシナプス結合を強化すること（シナプス強

化）が必要である（Okada et al., 2009）。よって，長期記憶形成を理解するためには，学習によるシナプス強

化の分子機構の解明が不可欠である。遺伝学が発達しているハエは長期記憶の分子機構研究に利用さ

れており，現在では，キノコ体と呼ばれるニューロパイルで複数の情報が統合されて長期記憶が作られる

と考えられている（Dubnau & Chiang, 2013）。申請者はこれまで，オスの求愛を利用した長期記憶測定法を

確立し，複数の遺伝子を同定した。per以外の長期記憶遺伝子の解析から，キノコ体が長期記憶形成に

必要であることを報告した（Ishimoto et al., 2009; Sakai et al., 2013）。しかし，キノコ体において perの発現は

確認されなかった（Sakai et al., 2012）。その後， per を発現する 6個

のニューロン（LNd細胞群，図１）の中の 1つが概日リズムではなく長

期記憶に必須であることを見出し，LNd-1 と名付けた（図 1）。また，

LNd細胞群のポストシナプスがキノコ体出力部に存在していた。よっ

て，LNd-1はキノコ体の下流にあり，シナプスを介してキノコ体から情報

を受け取っていると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では，単一ニューロン遺伝子発現システムを核として，LNd-1で発現する Perの長期記憶におけ

る役割と、長期記憶形成に必須な Perの機能ドメインを明らかにすることを目的として研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 

LNd-1特異的な遺伝子発現システムの確立 

１）mCherry-off GFP-onシステムの確立 

目的遺伝子が発現していない場合は LNd-1が赤色蛍光を発し，発現した場合は赤から緑へと蛍光が

変化するシステムを実現する。まず，２つの FRT配列の間に赤色蛍光タンパク質 mCherry と転写ストップ

を挟んだコンストラクトを UAS配列下流に挿入する（図１）。さらにその下流に「目的遺伝子」「２Aペプチド

配列」「GFP」をもつコンストラクトを作製する（図１）。ウィルス由来の 2Aペプチド配列を用いると，一度の転

写で別々のタンパク質を作ることができ，実際にハエでも利用されている（Daniels et al., 2014）。FLP非存在

下では目的遺伝子は発現しないが，GAL4発現細胞では mCherryが発現する（図１）。一方，FLP存在下

では，フリップアウトにより mCherryの発現が消失し，かつ，目的タンパク質と GFPが発現する（図１）。 



目的タンパク質と GFP の融合タンパク質を作る方法とは異なり，この方法では目的タンパク質の機能を損

なうことなく遺伝子発現の有無を GFP蛍光で確認することができる点がメリットである。 

２）Split-GAL4システムの確立 

転写因子 GAL4の DNA結合ドメインと転写活性ドメインを別々のプロモーターにより発現させ、共発現し

た細胞のみに GAL4が再構築される Split-GAL4システムを利用し、LNd-1のみで GAL4が発現する Split-

GAL4系統を作製することで LNd-1特異的な遺伝子発現制御を実現する。 

 

長期記憶形成に必要な Per タンパク質ドメインの検証  

LNd-1特異的に以下の 4つのトランスジーンを発現させ，長期記憶が消失するか行動解析により明らか

にする：（1）per cDNA全長, （2）PAS ドメインを欠失する Per-∆PAS，（3）PAS ドメイン以降の配列を欠失する

Per-PAS、(4) 転写因子 Clock/Cycle との interaction domain（CCID）を欠失する Per-∆CCID，光受容タンパク

質 Cry との interaction domain を含む Per-C。 

 

LNd-1 と記憶中枢キノコ体のシナプス結合の有無  

赤色蛍光を発するポストシナプスマーカーDenmark もしくは緑色蛍光を発するプレシナプスマーカー

Syt::GFP を LNd-1特異的に発現させ，キノコ体ニューロン周辺にシグナルが検出されるか検証する。次

に、GFP の再構成によるシナプス結合の検出法 (GRASP) を利用する（Feinberg et al. 2008）。キノコ体で

GFP断片（GFP S11）を，また，LNd-1でディテクターGFP（GFP S1-10）を発現させ，キノコ体と LNd-1のシナ

プス結合部のみを GFPで可視化する。 

 

４．研究成果 

mCherry-off GFP-on システムの確立  

LNd特異的な遺伝子発現を可能にするシステムを確立するため、我々は mCherry-off GFP-onシステムを

新たに構築した。このシステムでは、任意の GAL4 と LexAの組み合わせと LexAop-FLP、および mCherry-off

コンストラクトの 4つのトランスジーンを組み合わせる。mCherry-off コンストラクトでは、UAS下流に FRT-

図１ mCherry-off GFP-on システム 



mCherry-stop-FRT配列に続いて、目的遺伝子-P2A- GFP配列が設計されている。mCherry-off-per-P2A-

mCD8::GFP (UAS-FRT-mCherry-stop-FRT-per-P2A-mCD8::GFP)系統を作製し、全神経細胞で発現する nsyb-

GAL4 と heat-shock promoter-FLP  (hs-FLP)と組み合わせた。脳を観察した結果、本来 Perが発現していな

い触角葉周辺の細胞で、Per と GFPの発現が確認された (図２)。よって、mCherry-off GFP-onシステムを

用いて目的遺伝子と GFPの共発現を誘導できることを確認した。 

 

 

 

続いて、mCherry-off- mCD8::GFP (UAS-FRT-mCherry-stop-FRT-

mCD8::GFP) 系統を作製した。LNdで発現する LexA系統と

GAL4系統の組み合わせを用いると、脳の片側で GFP発現細

胞が 1つ確認された (図３)。細胞体の位置と、抗 Per抗体で染

色されることを合わせると、GFP発現細胞は LNdであると考えら

れた (図３)。よって、mCherry-off GFP-onシステムによる LNd-1特

異的な遺伝子発現を実現することができた。 

 

Split-GAL4 システムの確立  

。LNdは左右 6個ずつの時計細胞で構成されるが、そのうち

左右 2個の時計細胞で GAL4が発現する系統の作製に成功

した（図４）。この系統を用いてシナプス伝達阻害実験を行

い、LNdのシナプス伝達は長期記憶の固定化ではなく、維持

に必須であることを見出した。 

 

LNd で発現する Per の役割  

LNd で GAL4 が発現する系統を使い、時間的空間的遺伝子発現システム（TARGET）により記憶の固定
化、維持、想起のタイミングで per の発現抑制する実験を行ったところ、per の発現は長期記憶の固定化
に必須であることが示された。 
 
長期記憶形成に必要な Per タンパク質ドメインの検証 

LNd で GAL4 が発現する系統を用い、LNd で Per を過剰発現して長期記憶を測定したところ、長期記憶

は確認できなかった。よって、LNd の Per 過剰発現は、長期記憶形成における Per の機能を阻害すると考

えられた。次に以下に示す４つのトランスジーンを LNd に強制発現する実験を行った：PAS ドメインを欠失

する Per-∆PAS，PAS ドメイン以降の配列を欠失する Per-PAS、Clock/Cycle との interaction domain（CCID）を欠

図２ mCherry-off-per-P2A-mCD8::GFP を用いた Per と GFP の共発現 

図３  

図４ 



失する Per-∆CCID，光受容タンパク質 Cry との interaction domain を含む Per-C。 

LNdでGAL4が発現する系統を用いたところ、Per-∆PASの過剰発現は長期記憶を阻害したが、Per-PAS、

Per-Cの過剰発現は長期記憶に影響を与えなかった。さらに、LND-1特異的な Split-GAL4 を用いた実験か

ら、Per-∆CCIDの過剰発現も長期記憶には影響を与えないことが明らかになった。これらの結果を踏まえる

と、Per過剰発現による長期記憶阻害には、CCID ドメインが関与する可能性が考えられる。 

 

LNd-1 と記憶中枢キノコ体のシナプス結合の有無  

LNd-1 特異的な Split-GAL4 を用い、また、ポストシナプスマーカーである Denmark を発現させたが、シグ

ナルが暗くポストシナプス部位を可視化するには至らなかった。一方、プレシナプスマーカーを発現し、

LNd-1 のプレシナプスを可視化したところ、成虫脳の Dorsal 側にシグナルが検出された。しかし、ハエの記

憶中枢（キノコ体）近傍ではシグナルは確認されなかった。今後は、トランスタンゴシステムなどを利用して

LNd-1の投射先を同定する必要がある。 
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