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研究成果の概要（和文）： 本研究の目的は、遺伝子発現から動物行動の変容までの一連の機構

を階層性に沿って解明することであり、そのための手法もあわせて開発することである。そこ

でヨーロッパモノアラガイの味覚嫌悪学習機構に着目した。まずはこの学習に関与しているニ

ューロン１個内での転写調節因子を、mRNA・タンパク質レベルで定量する方法を開発し、長

期記憶時の量的変化を明らかにした。さらには、ニューロン１個内の変化から個体行動変容を

理解するためのボトムアップ研究を行った。 
 
 
研究成果の概要（英文）： The aims of the present study were (1) to clarify a series of 
mechanisms from gene expression to behavioral changes in a snail as well as (2) to develop 
the experimental methods to achieve the first purpose. We here noticed the conditioned 
taste aversion in the pond snail Lymnaea stagnalis. We have first developed the 
determination method for mRNA and protein of CREB in a single neuron and 
demonstrated the quantitative changes in these molecules during the long-term memory. 
Then we have also attempted to establish the bottom-up studies from a single neron to 
behavioral changes. Our present findings have paved the new way for studies of 
neurobiology. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 本研究代表者のライフワークとしての研

究目的は、１つのニューロン内の特定の遺伝
子発現が、どのように神経ネットワークの生
理学的または形態学的変化を誘導し、そして
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動物個体の行動変容を引き起こすのか、その
機構を解明する手法を開発しつつ、実際に、
遺伝子発現から動物行動変容までを、生物の
階層性に沿った形で詳細に解明することで
ある。 
 本研究代表者はヨーロッパモノアラガイ
を実験動物として用い、その味覚嫌悪学習機
構を研究している。その機構の鍵を握るキ
ー・ニューロン（Cerebral Giant Cell：CGC）
をすでに同定しており、本研究ではこの神経
細胞に着目する。これまで本代表研究者らが
階層性をトップダウンで降りてくることに
よって得てきた結果から、長期記憶形成時に
このキー・ニューロン内では、cAMP の上昇
→A キナーゼの活性化→転写因子 cAMP 
Response Element Binding Protein 
（CREB1，転写促進型）の活性化が起こって
いることが分かっている。また学習を施した
個体標本用いた実験結果から、このキー・ニ
ューロン CGC 内での CREB1 の活性化は、
それに続く介在ニューロンおよび運動ニュ
ーロンでの EPSP 増強（長期促通）をもたら
すことも示された。これはシナプス前細胞で
あるキー・ニューロン内において CREB1 の
活性化が神経伝達物質（セロトニン）の放出
量を増加させていることに起因していた。こ
れが味覚嫌悪学習を長期記憶として保持さ
れる機構である。 
 そこで次に、モノアラガイの CREB をクロ
ーニングし、in situ ハイブリダイゼーション
法ならびに免疫組織化学法によって、それら
が局在するニューロンも同定した。上記のキ
ー・ニューロンにおいても CREB1 および転
写抑制型の CREB（CREB2）の mRNA の存
在が確認されている。以上の結果からモノア
ラガイを用いると、特定遺伝子の発現変化→
特定ニューロンの機能変化→特定神経ネッ
トワークでの伝達効率の変化→特定行動の
変容という一連の階層性に正確に沿って、ボ
トムアップ法での解析が可能となることが
わかった。 
 これらに引き続き、本研究代表者らは細胞
１個中の mRNA の定量方法の開発に成功し
た。この方法はリアルタイム PCR 法をアレ
ンジしたもので、実際にキー・ニューロンで
ある CGC では、１つの細胞の中に CREB2
の mRNA が数百コピー存在し、しかも味覚
嫌悪学習によって半分以下に激減すること
を示すことができた。逆に予想に反し、
CREB1 は数コピーしかなく、これは測定範
囲外であり、しかも学習によって増加しない
こともわかった。したがって、いよいよ本研
究においては、CREB のタンパク質の量の変
化に着目し、キー・ニューロン１個中のタン
パク質定量の方法を開発しながら、最終的に、
その CREB タンパク質の量の変化と、神経ネ
ットワークレベルでの変化との関係を明ら

かにする段階に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
学習・記憶に関与しているニューロン１個

内の CREB のタンパク質を定量する方法を
開発しなければならない。ここで言う定量と
は、タンパク質の個数を正確に計測すること
を意味する。さらには、セミインタクト標本
系を用いて、CREB の量的変化が行動変容に
どのような影響を与えるのか、階層性をボト
ムアップで昇ることによって、その機構を詳
細に調べる。このボトムアップの研究を成し
遂げなければ、遺伝子発現と行動変容との関
連を「必要十分条件」として正確に理解した
ことにはならない。 
 
（１）単一ニューロン内のタンパク質の定
量：  
まずは、単一ニューロン内のタンパク質の

定量に挑戦する。長期記憶形成時に CREB タ
ンパク質が転写調節因子として働くことは
良く知られており、本代表研究者らもその結
論に達している。本代表研究者らの研究から、
長期記憶の形成とともに、CREB mRNA の
量が変化することはわかったが、実際に
CREB タンパク質分子の量が変化するのか
は、まったくわかっていない。CREB ファミ
リーには、転写促進型の CREB1 と抑制型の
CREB2 の両者が存在するという事実もあり、
CREB タンパク質の量的なダイナミクスを
明らかにしなければ、ただ単に CREB が長期
記憶形成に大事だという主張をいくら繰り
返えしても意味がない。そこで、その現状を
打破するために、たった１つのニューロン内
でのタンパク質の定量方法の開発に挑む。 
 
（２）ボトムアップによる解析法の確立： 

次にこの計測方法を用いて、学習個体から
単離してきた学習・記憶に関わる特定の単一
ニューロンでの CREB タンパク質の量的変
化を確認する。その後、今度は逆に、その神
経細胞中の CREB の量を人為的に変化させ
ることによって、行動変容に至るどの階層性
でどのような影響を与え得るのかを、階層性
をボトムアップで昇って調べて行く。ここで
言う階層性とは，「遺伝子発現」 ↔「ニュー
ロン内の情報伝達変化」 ↔ 「神経ネットワ
ークの可塑性」 ↔ 「脳の機能変化」 ↔ 「行
動変容」の関係を指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）単一ニューロン内の CREB タンパク質
の定量方法の開発： 



 

 

 遺伝子から転写された mRNA はプロセシン
グを受けるため、タンパク質の量との相関関
係の証明は実は難しい場合がある。そのため、
タンパク質の量の変化を調べるには、タンパ
ク質そのものを定量する方法を別途開発す
る必要がある。しかし、今までの計測法では
生体内に比較的多く存在するタンパク質は
測定できても、ターゲットのタンパク質が微
量の場合は極めて困難であった。最近になっ
て、極微量なタンパク質の定量のための超高
感度測定法の基本が本代表研究者らによっ
て開発された。  
 この極微量タンパク質の超高感度測定法
は、酵素サイクリング法と酵素免疫測定法
（ELISA 法）との組み合せにより、超高感度
化を目指したものである。理論的には既存の
酵素免疫測定法より１千万～１億倍高感度
となり、１個の細胞内のタンパク質１個の定
量が可能となる。このように「世界に類を見
ない超高感度測定法の開発」を、モノアラガ
イの脳から単離したニューロンを用いて、実
際に使用できるレベルまで押し上げるため
の開発を行う。 
 ここで CREBタンパク質を定量するために、
CREB の抗体に酵素を標識する。それを用いて、
キー・ニューロンの Cerebral Giant Cell 
（CGC）１個の中の CREB を定量する。CREB1
と CREB2 それぞれの抗体を用いれば、おのお
のが定量できるはずである。この方法を確立
し、学習個体と非学習個体とで単一ニューロ
ン内の CREB タンパク質量の違いが明らかと
なる。 
 
（２）ボトムアップ研究法の確立： 
 セミインタクト標本を作製し、キー・ニュ
ーロンである Cerebral Giant Cell （CGC）
内の cAMP 濃度，Aキナーゼの活性化程度、な
らびに CREB1のリン酸化程度を薬理学的に変
化させ、シナプス後細胞群での長期促通の大
きさを測ることによって、学習効果の一部を
ミミックしてみる。そのためにも単一ニュー
ロン内の cAMP 濃度を定量化するための方法
を合わせて開発する。これらの実験に引き続
いて RNAi をインジェクションし、CREB の遺
伝子発現量を減少させた際の長期促通の変
化を観察する。 
 さらには、セミインタクト標本系では in 
vitro 学習を施す。すなわち、個体味覚嫌悪
学習と同じ味覚刺激をくちびるに与えるか、
またはそれに替わる電気刺激をキー・ニュー
ロンに与えて、シナプス後細胞群での長期促
通の大きさを指標にし、学習の成立・長期記
憶の形成が起きているか否かを判断する。す
なわち、キー・ニューロンからシナプス後細
胞群への長期促通の変化を観察するボトム
アップと、in vitro 学習から長期促通の変化
を観察するトップダウンとを組み合わせて、

階層性に無理なく全体の機構を説明できる
ようにデータを揃える。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）単一ニューロン内でのタンパク質の超
高感度定量： 
まずは CREB のタンパク質の量の変化に着

目し、キー・ニューロン１個中のタンパク質
定量の方法を開発することを試みた。具体的
には、学習・記憶に関与しているニューロン
１個内の CREB1 および CREB2 のタンパク質を
定量する方法を、サンドイッチ ELISA 法とし
て開発した。サンドイッチ法なので、CREB1
および CREB2おのおのについて２種類の抗体
を用意した。そして、都合４種類の抗体の特
異性などを調べ、ELISA 法に発展させた。一
方でこの ELISA法をさらに高感度化するため
に、酵素サイクリング法を組合せて、その至
適条件の検討を行った。酵素サイクリング法
の脱水素酵素のターンオーバー数の向上を
検討し、最適値（6000 回転/分）を見出した。
さらにはこの酵素サイクリング法に伴うブ
ランク値の上昇について検討し、それを抑え
るための対策を考えた。その結果、基質を修
飾することが必要であることがわかり、これ
は有機化学の研究者とともに作製すること
になった。 
 
（２）ボトムアップ解析： 
次に、CREB タンパク質の量やリン酸化の程

度と、神経ネットワークレベルでの変化を明
らかにする段階に移った。そのためにボトム
アップ研究の方法を開発し始めた。学習効果
をミミックするような実験系を、セミインタ
クト標本系で作り上げられれば、ボトムアッ
プ法の解析が可能となる。ボトムアップ法の
解析では、生理学的または生化学的なフィク
ティブな変化を測定することになる。セミイ
ンタクト標本を作製し、キー・ニューロンで
ある Cerebral Giant Cell （CGC）内の cAMP
濃度、A キナーゼの活性化程度、ならびに
CREB1 のリン酸化程度を薬理学的に変化させ、
シナプス後細胞群での長期促通の大きさを
測ることによって、学習効果の一部をミミッ
クすることを試みた。さらには、セミインタ
クト標本系で in vitro 学習を試みた。すな
わち、個体味覚嫌悪学習と同じ味覚刺激をく
ちびるに与えるか、またはそれに替わる電気
刺激をキー・ニューロンに与えて、シナプス
後細胞群での長期促通の大きさを指標にし、
学習の成立・長期記憶の形成が起きているか
否かを判断した。すなわち、キー・ニューロ
ンからシナプス後細胞群への長期促通の変
化を観察するボトムアップと、in vitro 学習
から長期促通の変化を観察するトップダウ



 

 

ンとを組み合わせて、機構全体を説明できる
ようにデータを集めた。 
 
（３）cAMP 濃度定量と RNAi 実験 

最後に、実験動物であるモノアラガイのセ
ミインタクト標本を作製し、キー・ニューロ
ンである Cerebral Giant Cell （CGC）内の
cAMP 濃度、Aキナーゼの活性化程度、ならび
に CREB1のリン酸化程度を薬理学的に変化さ
せ、シナプス後細胞群での長期促通の大きさ
を測ることによって、学習効果の一部をミミ
ックすることを試みた。生体内の単一細胞で
の cAMP濃度測定はまだ誰も成功していない。
そこでわれわれは cAMP 結合タンパク質を用
いた濃度測定系の開発に着手した（現在もま
だそれに取り組んでいる）。また、セミイン
タクト標本系での in vitro 学習について、
その条件等を検討し、個体味覚嫌悪学習と同
じ味覚刺激をくちびるに与えて、シナプス後
細胞群での長期促通の大きさが変化するか
を調べた。すなわち、これまで行ってきた学
習のキー・ニューロンからシナプス後細胞群
への長期促通の変化を観察するボトムアッ
プと、最新の in vitro 学習から長期促通の
変化を観察するトップダウンとを組み合わ
せて、階層性に無理なく全体の機構を説明で
きるようにデータを揃えることができるよ
うになった。一方、キー・ニューロンに直接
RNAi をインジェクションし、それに味覚嫌悪
学習を施した後、学習の成立不成立、ならび
に長期記憶への移行の度合いなどの行動実
験も検討している。 
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