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研究成果の概要（和文）：記憶の仕組みの候補として、研究代表者は”ローカルフィードバック仮説”を案出
し、この細胞変化を行動変化に対応させるため、ショウジョウバエの脳内で細胞の活動が摂食行動を司令する”
フィーディング・ニューロン(FN)”を発見した。本研究では、FNを観察しながら機械刺激を摂食行動に連合する
パブロフの条件付けの実験系を確立し、機械刺激がFNを操るように入力が変化することを発見した(Curr.
Biol., 2021)。さらに、この記憶を担うシナプスの可塑的変化を世界初の細胞内レベルのエングラムとしてリア
ルタイム観察した（発表準備中）。

研究成果の概要（英文）：As a basic principle of memory, I have thought out “local feedback 
hypothesis” (Science, 2005). To correlate the cellular change depicted in the hypothesis to 
behavioral changes, we have identified the feeding neuron, which commands feeding behavior in 
Drosophila brain (Nature, 2013). In this study, we have established an experimental system of 
Pavlovian conditioning, where mechanical stimulation is associated to feeding behavior. We found 
that mechanical stimulation highjacks the feeding neuron through change in input onto the feeding 
neuron during the conditioning (Curr. Biol., 2021). Taking advantage of this experimental system, 
which allows subcellular analysis of the feeding neuron during the conditioning, we discovered the 
first "engram synapse" carrying the memory at the real time.

研究分野： 記憶神経生物学

キーワード： ローカルフィードバック仮説　フィーディング・ニューロン　ショウジョウバエ　記憶　シナプス可塑
性　連合学習　パブロフ条件反射　コマンドニューロン

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、記憶の細胞レベルでのリアルタイム観察を初めて可能にする実験系を確立したことである。そ
れは、歴史上初めての記憶の脳内実体（エングラム）の発見につながり、さらには研究代表者が案出した仮説を
検証することを可能にするため、記憶の基本原理が明らかになることが期待される。その学術的意味にとどまら
ず、本研究は、脳内記憶素子であるニューロンの情報処理の記憶時の変化を初めて明らかにすることのできる研
究であるため、その知見をAIなどの情報工学ならびに、医学へも応用可能という社会的意義を持つ。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
1) シナプス可塑性のプロトコル作成と記憶形成の作業仮説考案 

 

ショウジョウバエ胚神経筋シナプスでの微小シナプス電流の研究(Yoshihara et al., 1999; 
Yoshihara et al., 2000)に基づき、長期増強を模倣

したシナプス可塑

性のプロトコルを

新規に作成した。先

行研究で cAMP 濃

度を上昇させた時

と同様、高頻度刺激

を与えると微小シ
ナプス電流の頻度
が数 100 倍にも上
昇した（図 1）。この

プレ側の可塑的変化は、ポスト側の Ca2+センサ

ー分子シナプトタグミン 4（Syt 4）を介して放

出される逆行性シグナルがプレ側の cAMP シグ

ナルを活性化することによって、プレ側からの

伝達物質放出を増大させることによってつくら

れる。このポスト側の Ca2+に依存するプレ側の

著しい可塑的変化を説明する為、プレ側とポス
ト側が相互に強め合うことによって、単一シナ
プスに限局された正のフィードバックが形
成、維持されることを仮定した（”ローカルフ
ィ ー ド バ ッ ク 仮 説 ” ; Yoshihara et al., 
Science, 2005; 図２）。さらに、シナプスの形

態観察(Yoshihara et al., 1997)の結果から、このローカルフィードバックが局部的なシナ
プスの発達を促すと仮定した。  

 この仮説は、Hebb (1949)が記憶の原理として想定したプレとポストの連続した発火に

よるシナプス増強、特に、即時的に起こるシナプス特異的な生理学的な変化と、それ

に続く永続的な記憶を担う形態的な変化への移行をうまく説明できるので、記憶を担

う中枢シナプスにこの仮説を応用することを考えた。小胞トラフィッキングによる伝

達物質の放出は、 生物が広く利用する時間空間解像度が極めて高い局所的細胞間コミ

ュニケーション法である。これを活かして、微小シナプス電流をつくるプレからの伝達

物質放出とポストからの逆行性シグナルの放出がお互いに強め合って単一シナプスが
タグされた状態を形成することが、瞬時におこる短期記憶の素過程であると仮定した。

このローカルフィードバックによってポストの Ca2+上昇とプレの cAMP 上昇を保った

状態が、細胞骨格のリアレンジメントによる形態変化を促すことによって、永続的な長
期記憶へと移行させると予想される。また、この仮説は、受容体挿入や局所的タンパク

合成などの今まで想定されている記憶のシナプス機構も、このタグされた状態によって

誘起されると考えると、包括することができる。また、プレとポストの相乗効果によっ

て両者が同時進行的に変化していくことを想定しているため、“プレかポストか”という、

かつて白熱した論争もこの仮説によって包括可能である。よって、この仮説は、脳内の
記憶を形成維持するシナプス強化の一般原理となる可能性が期待される。しかし、記
憶時のシナプス活動をリアルタイムで追跡できないかぎり、この仮説を検証すること
は不可能であった。そこで、研究代表者の研究室の総力をもって仮説発表後の 13 年間

を費やし、同定単一ニューロン上のシナプスにおける記憶時の可塑的変化をリアルタイ

ムで追跡可能な実験系を確立した (以下に詳述)。 

図１. 高頻度刺激で誘起される微小シ

ナプス電流 （High frequency 
stimulation-induced miniature release; 
HFMR)。野生型では、 微小シナプス
電流の頻度が数100倍にも増加するが 

(上) 、 syt 4突然変異体ではHFMRが
見られない（下）。Syt 4 はポスト側

の筋細胞から逆行性シグナルを放出さ

せ、プレからの伝達物質を放出させる

(Yoshihara et al., Science 2005)。 

図 2.“ローカルフィードバック”仮説 
(Yoshihara et al., Science 2005)。 
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2) 記憶の実験系のための摂食コマンドニューロンの発見 

 

パブロフ

の条件反

射に伴う

シナプス

可塑性を

単一細胞

レベル／

シナプス

レベルで

研究する

ため（以

下、図 5

参照）、摂食を司令するニューロンを探索した。 
研究代表者らがかつて日本のショウジョウバエ研究室を組織して確立したショウジ

ョウバエの Gal4 を持つ NP(=Nippon)系
統（Yoshihara and Ito, 2000）のハエに低温感

受性チャネル（Peabody et al., 2009）、あるい

は、熱感受性チャネル（Hamada et al., 2008）
をもつハエを掛け合わせ、 Gal4 を発現す

る脳のサブセットでチャネルを発現する

F1ハエの大規模な行動スクリーニングを、

マサチューセッツ大学において研究代表者

の主宰する研究室の総力を挙げて行った

（Flood et al., G3, 2013）。引き起こされる行

動の中から食べる行動を示すハエを選び出

し、摂食行動を司令する一対の摂食コ
マンドニューロン、”フィーディング・
ニューロン”を同定することに成功し

た（Flood et al., Nature 2013; 図 3;）。 
 

3) 摂食行動観察と脳内の同時観察を

行うライブ実験系確立 

図 4に示したライブ実験系（Yoshihara, 
JoVE, 2012）を開発し、ミクロのニュ
ーロン活動/シナプス可塑性とマクロ
の行動変化としての記憶をリアルタ
イム同時観察することで、条件付け時
の脳内可塑的変化の観察を可能にした。 
 
２．研究の目的 
記憶の分子細胞機構については、多くの研究が行われ数々の分子が関与していることが

示唆されているものの、”どのような神経細胞の変化（おそらく、形態的変化をともな
わないシナプスの生理的変化）によって瞬時に短期記憶がつくられるのか、また、そ
の短期記憶がどのような神経細胞の営みによって、おそらくシナプスの形態変化をと
もなう長期記憶に変換されるのか”は未だ明らかでない。これが、本研究課題の核心を

なす問いである。研究代表者が Science(2005)に発表した独自の仮説 “ローカルフィー
ドバック仮説”はこの問いに答えを与える。この問いに答えるため、上の“背景”に述

べた新しい仮説と独自の研究法により、記憶形成のための一般的な分子細胞メカニズ
ムを世界に先駆けて日本から提出する。ショウジョウバエ遺伝学によって明らかにな

図 4. “ Feeding circuit/ Flybrain Live Imaging and 
Electrophysiology Stage (FLIES)” 。ハエの”顔”側はド

ライで、ショ糖で刺激すると吻伸展がみられる。同時
に、生理食塩水中に露出している脳細胞の活動をCa2+
イメージング法で観察できるし、シナプスの変化をラ
イブイメージングすることも可能である。また、二光

子顕微鏡下で、赤外線照射によって個々のニューロン

を狙った活性化、破壊実験もできる。電極を導入して

電気生理実験も可能である。(Yoshihara, JoVE, 2012) 

図 3. フィーディング・ニューロン の活性化
により、自然な摂食に酷似した行動が遺伝学的

に誘起された 。 a,エサの上の自然な摂食行

動。 b, フィーディング・ニューロン に

TrpA1(熱感受性チャネル)を発現させたハエ

の、31°C に温度を上げて誘起された”摂食行

動”。床に向かって極めて自然に吻を伸ばした

後（マゼンタ、青矢尻）、吻の先を適切なタイミ

ングで開き（緑矢尻）、エサもない床をなめる。

c, 吻の動きを示す模式図。 (Flood et al., 
Nature, 2013) 
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る各分子の機能は、創薬ターゲットに直結し、記憶障害の難病治癒に道を拓く。 
 
 
３．研究の方法 
 
1）条件反射のプロトコル確立および条件反射に伴う神経回路の新しい神経回路形成の

確認  

①プロトコル作成 ; 研究代表者

の研究室で発見されたショウジ

ョウバエのフィーディング・ニュ

ーロンを要とする摂食神経回路

に着目すると 、単一細胞レベル
でパブロフの条件反射に伴うシ
ナプス可塑性を解析することが

できる（図 5）。パブロフの実験で

は、イヌの摂食行動（エサが無条

件刺激）にベルの音などの条件刺

激を連合したが、行動実験をシナ

プスの観察と同時に行う為には、

一匹のハエを定位した状態でパ

ブロフのイヌが示したような条
件刺激への反応の変化を起こさ

せる必要がある。 

 米国マサチューセッツ大学において研究代表者が主宰する研究室のポストドクター

であった櫻井晃博士（現在、当研究所主任研究員。研究代表者の協力研究者として共同

研究を続けている）は、” あらかじめハエに持たせておいた棒を離す”という条件刺激
を、口吻へのショ糖水溶液の刺激（無条件刺激）による摂食行動に連合する条件反射の
新規パプロトコルを作成することに成功した（図 6）。このプロトコルの実験条件、 例

えば、条件付けの繰り

返し回数、繰り返しの

時間間隔、無条件刺激

の強さなどを、記憶の

強さや持続時間への

影響に関して調べ、シ

ステマティックに検

討する。 
 

② 細胞発火の Ca2+イ
メージングによる新しい神経回路形成の確認; 研
究代表者が開発

したライブ実験

系(図 4)を利用

し、フィーディ

ング・ニューロ

ンの細胞体で

Ca2+イメージン

グをしながら、

この条件反射実

験を行う。条件
付け成立後に
は、条件刺激のみによってフィーディング・ニューロンが発火することを、予備実験

における GCaMP6m の蛍光増大として既に確認している（図 7）。さらに、条件付け

後の経過について、このフィーディング・ニューロンの条件刺激への反応性を追跡する。 

図 5. パブロフの条件反射で予想される摂食神経回路の

変化。 学習後（右）、条件刺激のみによりフィーディング・

ニューロンが発火し、摂食行動の一部がひきおこされる。

その行動変化をおこす神経回路の変化が、フィーディン

グ・ニューロンに入力するシナプスの変化（赤円）として

ライブで観察可能である。 

 

図 7. 条件付け後、棒
を離すだけで口吻を
伸ばす（矢尻）と同時

にフィーディング・ニ
ューロン細胞体での
GCaMP の蛍光増大
（破線円）が見られた。

a, 棒を離す前と、b,
離した直後。 (Sakurai 
and Yoshihara, 未発表

予備実験データ) 

図 6. 機械的刺激を条件刺激としたシ

ョウジョウバエのパブロフ条件反射。

木製の棒を離す刺激を条件刺激とし、

その直後にショ糖溶液を吻に触れさせ

て吻伸展を誘起した（上）。これを繰り

返すと、棒を離すだけで吻を伸ばすよ
うに学習した（下）。 (Sakurai and 
Yoshihara, 未発表予備実験データ) 
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2) 記憶分子候補突然変異体を使ったシナプス可塑性の分子メカニズム解析 

 

ショウジョウバエ孵化時刻の卵の神経筋シナプスから電気生理記録をおこなうことに

より、各分子のシナプスでの働きを調べることができる。記憶分子候補であるシナプト

タグミン 7などの突然変異、強制発現個体から電気生理記録を行う。 
 
４．研究成果 
 

１）条件反射時の細胞変化を観察する実験系確立 

シナプスのミクロ変化をマクロの行動変化としての記憶に結びつけるため、フィーディ

ング・ニューロン（FN）上に作られるシナプス変化が担う記憶を行動として表現する実験

系を確立した。研究協力者である櫻井晃博士と共同で、“あらかじめハエに持たせておい

た棒を離す”という条件刺激を、口吻へのショ糖水溶液の刺激（無条件刺激）による摂食

行動に連合する新規条件反射プロトコルを考案し、Current Biology誌に論文を発表した

（図 8; Sakurai et al., 2021）。図 4の脳内と行動の同時記録実験系を使った FNでの

Ca2+イメージング実験と遺伝学

的な FN の不活性化実験などの

一連の実験により、「条件刺激が

FNを操るように変化した」ことがこ

の条件反射の神経機構であるこ

とがわかった。オプトジェネティッ

クスによる FN の活性化が FN を

操って摂食行動をコマンドした実

験（図 3; 2013 Nature）のよう

に、条件刺激からの入力が FN を

活動させて摂食行動をコマンド

したのである。この結果は、パブ

ロフの犬の実験でも、同様なコ

マンドニューロン群による情報

処理の変化がそのベースにある

ことを示唆する。この条件付け

実験において、FNへの条件刺激

の入力が変化したことが示唆さ

れるので、本研究の主眼である

記憶を担うシナプス変化の直接

追跡と仮説の検証への道が開

かれた。 
 
 
 

２）シナプトタグミン 7のシナプス短期可塑性における機能解析 

記憶分子候補であるシナプトタグミン 7(Syt7)のはたらきをショウジョウバエ embryo

の電気生理記録によって解析した。Syt7 はシナプス伝達を抑えることによってシナプス促

通（刺激を連発するにつれてシナプス伝達が強まること）を可能にしている、ということを発

見し、Sci.Rep.雑誌に報告した（研究協力者である MIT の Littleton 教授との共同研

究）。この結果は、短期記憶において Syt7が重要な働きをしていることを示唆する。 
 
 
 
 
 

図 8. ショウジョウバエを使ったパブロフの条件反射実験。棒を離

す刺激を条件刺激とし、その直後にショ糖溶液を吻に触れさせて

吻伸展を誘起した。これを繰り返すと、FN の入力が変化して棒を

離すだけで吻を伸ばすように学習した。(Sakurai et al., 2021 Curr. 
Biol.) 
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