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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は、忌避/報酬刺激と嗅覚刺激の連合学習による記憶形
成の場である。キノコ体神経には機能が異なるサブタイプが存在し、各々の軸索束は投射先別に複数の出力領域
に区画化され制御をうけると考えられている。
2光子顕微鏡を用い、サブタイプを分離した軸索束の複数出力領域における学習前の匂い応答をカルシウムイメ
ージングし、可塑性解析の基盤となる神経科学的回路地図を構築することを計画した。発現特異性の高いキノコ
体神経のsplit-Gal4系統と、それらの出力領域を区画化標識するために適したLexA系統の組み合わせを見出し、
匂い刺激へのカルシウム応答をサブタイプ毎に記録して解析した。

研究成果の概要（英文）：In Drosophila, the mushroom body (MB) has been studied for its essential 
role in olfactory associative memory. It has been known that Kenyon cells (KCs), the 3rd-ordered 
intrinsic neurons, are anatomically subdivided into distinct 7 subtypes and each type seems to play 
different functional role during the memory. Their output sites, called γ(m and d), α'/β'(ap and 
s), and α/β(p, s, and c) lobes, are compartmentalized into 15 sub-regions by their synaptic 
partners, MBONs and DANs. Moreover, post-synaptic plasticity has been shown in several types of 
MBONs by 2-photon calcium imaging with single cell level resolution. 
 However, it is not clear whether such plasticity is also detectable in the pre-synaptic sites of 
MB, the axonal lobes of KCs. To address this question, we first aimed to describe dynamics of the 
innate odor responses of the 7 KC subtypes using cell type specific split-gal4 drivers, combining 
with the lexA-based compartment labeling in their output regions.

研究分野： 神経生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
キノコ体のポストシナプス側であるMBON神経においては、網羅的に単一神経レベルの解像度で匂い応答が調べら
れ、可塑的変化が顕微鏡下で示された。
一方、プレシナプス側であるKCsにも可視的に検出可能なレベルの可塑性があるのかどうかは未だはっきりして
いない。これには、それぞれのKCサブタイプの区画化された出力域においてどのような活動や制御があるのかに
ついて多くが未知であり、変化の検出の前提となる生理学的知見が不足していることが一因として考えられる。
サブタイプを分離した発現系統を用いることで、可視的に、時空間的分解能が高い回路地図の構築が可能とな
り、匂い記憶の形成メカニズムの理解に近づけると考える。

※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 
ショウジョウバエの嗅覚系３次神経であるキノコ体（MB）は、脊椎動物における海馬や扁桃体

のように、連合学習による記憶形成が起こる脳領域と考えられており、匂いによる刺激と忌避性
または誘引性の刺激を連合させる行動学的実験系が確立している。従来、MB を構成するケニオ
ン細胞（KCs）は解剖学的に３つのタイプ（γ、α’/β’、α/β MB 神経）に分類され、各々
が記憶の獲得、固定、想起の各段階で固有の機能を持つことが示されてきた。実験的には、各タ
イプの神経群全体の出力抑制や強制活性化による遺伝学的摂動が記憶過程のどの段階に影響す
るのかに着目し、神経回路の知見が多く蓄積されてきた。 
 その後、米 Janelia の Aso、Rubin らによって公開された split-GAL4 系統では、より細胞特
異性が高く、KCs の古典的 3 タイプをさらに 7 つのサブタイプに細分化してラベル可能になっ
た(1)。また KCs の軸索領域は、投射先である MBON 神経やドーパミン神経によって区画化さ
れ、局所的な調節を受けることが明らかになった(2,3)。MB におけるポストシナプスである
MBON 神経においては、単一神経レベルの解像度で網羅的に神経活動を調べた報告が Hige ら
によってなされ(4)、他にもいくつかの MBON 神経において可塑的な活動の変化が顕微鏡下で
示されている(5,6)。 
 
 
２．研究の目的 
しかしながら、プレシナプスである KCs 側にも可視的に検出可能なレベルの可塑性があるの

かどうかに関しては、未だ明快な報告がなされていない。これは、細分化されたサブタイプの
KCs の各々の出力領域においてはどのような活動が起こり、制御を受けるか、またその程度や
様式の差異の有無についてほとんどが未知であり、学習、記憶にともなう可塑的変化検出の前提
となる基本的な生理学的知見が不足していることがその要因の一つとして考えられる。 
片半球あたりの細胞数が 34 個である MBON に比べ、KCs は約 2,000 個と多数であるが、軸

索領域はタイプごとにまとまり束状化し、
神経群としての匂い応答は疎らであるこ
とが知られている（図１左）。このため全
神経イメージングが可能であると考えた。
先述の、サブタイプを分離した特異性の高
い発現系統を用いることで、これまで蓄積
されてきた行動遺伝学的な知見に、可視的
でより時空間的分解能が高い情報を統合
し、機能的な神経回路地図を構築していく
ことで、匂い記憶の形成メカニズムを理解
することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
所属研究室では、匂い刺激の詳細な制御が可能な２光子顕微鏡システムが構築され稼働してい

る。本研究の最終的な目標は、学習前後の同一個体の MB の区画化された複数の出力領域での活
動を同時にイメージングし、記憶形成における MB 神経回路のプレシナプス可塑性を検証するこ
とである。その前段階として、細胞内カルシウムレベルのインジケータである緑色蛍光タンパク
質 GCaMP を用い、匂い刺激のみの神経活動の様式を観察する。その際、区画化される出力領域を
赤色蛍光タンパク質で局所的に標識することで区別し、条件付け学習前の基本的な匂い応答プ
ロファイル（応答強度や領域の違い、匂い情報の分離度合い等）を、サブタイプ毎に記述するこ
とを計画した。具体的には、MB KCs の各サブタイプに対応する Split-Gal4 ドライバ系統と、そ
れらにおける区画化された出力
領域のうちの、１つの区画にのみ
接続する、あるいは 1区画あいだ
を空けることで連続しない 2 領
域以上の領域に接続するような
MBON 神経やドーパミン神経をラ
ベルする LexA ドライバ系統をデ
ータベースから探索した。条件に
適している可能性のある系統の
選択後、GCaMP6f,tdTomatoなどの
蛍光タンパク質遺伝子の載せ替
えを行い、それらの交配により多
重組替体を作成し、区画化標識さ
れた出力領域を各 KCs サブタイ
プにおいて観察することとした
（図 2）。 
 



 
４．研究成果 
免疫組織染色や、2光子

顕微鏡による事前実験
の結果、実際の解析に使
用可能な発現強度や特
異性を有する系統に関
して、表 1に示すような
組み合わせが得られた
（表 1および図 3）。また
γ神経のサブタイプに
関して、解剖学的にはγ
-main(γ-m)およびγ-
dorsal(γ-d)神経が報
告されていたが、研究の
過程で、これらがそれぞ
れ所属研究室において
記憶学習時に行動学的
に機能の異なるγKCs の
サブタイプとして新た
に同定した、γCREp、γ
CREn と対応することが
明らかとなった（図 1 右
パネル）。 
さらにγCREp、γCREn

は 好 悪 の 価 値 情 報
（valence）をコードして
いることも明らかになり
(7)、匂い刺激の種類によ
って、匂い情報の処理様
式に違いがあるのかどう
かを明らかにしておくこ
とは、忌避あるいは誘引
といった異なる記憶形成
機構それぞれにおいて可
塑性を検証する際に有用
であると考えたため、刺激に用いる匂いの種
類を増やすこととした。これに伴い、同研究
室所属の廣井助教の協力のもと、種々の匂い
の On/Off に用いる電磁バルブチャンネルの
増設、流路の改良、流量のパラメータの更新
がなされ、濃度を変化させた連続した刺激実
験でも、安定した流量の匂い刺激を呈示可能
な実験系の構築が実現した（図 4）。 
現在までに、γKCs 全体をラベルする系統に

おいて、匂い呈示時にγ-mの領域ではカルシ
ウムレベルが上昇するのに対し、γ-dの領域
では一過的に低下した後に上昇することを
見出している（図 5）。その後、γKC のうち
γ-m に対応する系統としてγCREp-split-
Gal4 系統を、γ-d をラベルする系統として
は MB607B-split-Gal4 を用い、それぞれにお
いて区画化された出力領域を標識した状態
で匂い応答を記録した。γCRE-p の出力領域
において、異なる匂い刺激の情報が出力領域
の区画の違いにかかわらず分離されている
ことや、空腹などの観察個体の内的状態の違
いが、出力領域間の相対的な神経活動の大き
さに影響を与えることを示唆する結果が得
られている（未発表データ）。この他、γ-dに
おいても固有の応答様式が観察されており、
これらの成果をまとめ論文として投稿すべ
く、現在解析を進めている。 
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