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研究成果の概要（和文）：動記憶の分子機構の解明は、脳科学研究の中でも大きな課題であるば

かりでなく、昨今社会問題にもなっている心的外傷後ストレス障害（PTSD）の病態を理解する

上でも重要である。情動記憶の過程では、その長期記憶の形成と維持を支える遺伝子発現変化

が脳内でダイナミックに起こっていることが示されている。本研究ではその過程における

microRNA の役割を明らかにすることを目的として、恐怖条件づけに際して扁桃体で発現変化す

る microRNA を網羅的に検索した。その結果、13 種類の microRNA が同定された（3種は増加、

10 種は減少）。これらの脳内のはたらきを解析すれば、情動記憶長期保持の機構を支える核−シ

ナプス間の新しい情報伝達様式を見いだすことが出来ると考えている。 

 
研究成果の概要（英文）：Exploring the molecular mechanism underlying emotional memory is 
important for understanding not only how the brain works, but also how psychiatric 
disorder such as PTSD occurs. It has been known that expression of genes involved in the 
formation and maintenance of long-term fear memory is dynamically changed during the 
processes of emotional memory. In this study to know the contribution of microRNA in the 
processes of fear memory formation, genome-wide screening of microRNAs whose expression 
is altered in the amygdala after fear conditioning using microRNA microarray. As a result, 
13 microRNAs were identified: 3 were increased and 10 were decreased. Investigation of 
the role of these microRNAs will allow us a better understanding of the new aspects of 
communication between the synapse and the nucleus underlying the long-term retention of 
emotional memory. 
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１．研究開始当初の背景 
強い情動を伴う記憶は非常に強固であり、い
ったん形成されるとなかなか消し去ること
ができない。「恐怖条件づけ」は音などの本
来中性な条件刺激（CS）と電気ショックとい
う無条件刺激（US）を組み合わせて提示する
ことによって獲得される恐怖記憶であり、一
度獲得された恐怖記憶は非常に長く保持さ
れる。恐怖条件づけによる恐怖記憶の固定化
やその後の再固定化および消去の過程では
扁桃体や海馬などの脳部位においてダイナ
ミックな転写調節による新たな蛋白質合成
が起こり、それによってシナプスの構造変化
を伴う永続的な可塑性変化が引き起こされ
ることが知られているが、現時点で恐怖記憶
の過程に関わる扁桃体ニューロンの細胞核
―シナプス間の情報伝達経路の全貌はまだ
ほとんど明らかになっていない。今後、情動
記憶の分子機構を理解する上で、情動記憶の
過程で扁桃体などにおいて発現量が変化し、
情動記憶の長期保持に関わる遺伝子産物を
明らかにすることが必要である。脳内蛋白質
増減に関わる遺伝子の発現調節においては、
転写因子による転写レベルでの制御が重要
であるという従来の考え方がある一方で、最
近になってゲノム配列の大半を占める非翻
訳領域から産生される microRNA（以下 miRNA）
が遺伝子発現を翻訳レベルで制御する機構
がある。神経系においても多くの miRNA が発
現していることがわかってきているので、学
習記憶を支えるシナプス可塑性においても
miRNA の調節系が関わっていることが予想さ
れた。 
２．研究の目的 
本研究では恐怖条件づけによって脳内で発
現量の変化する miRNAを同定することを目的
とする。miRNA の塩基配列情報は Sanger 研究
所の運営する miRBaseデータベースに保管さ
れており、この情報をもとに作成された
miRNA マイクロアレイを用いて、蛋白質合成
依存的な恐怖記憶の固定化の過程において、
扁桃体で発現量の変化する miRNAを網羅的に
解析し、その発現プロファイルと情動記憶と
の関連を調べる。 
ついで、同定した miRNA の標的遺伝子をコン
ピュータ標的予測プログラムによって見い
だし、miRNA 発現変動が、条件づけに際して
起こっているであろうシナプス可塑性にお
ける役割について考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) 恐怖条件づけおよび試料作成 
10 週齢♂マウス（C57BL/6N、日本クレア）20
匹を恐怖条件づけ群と対照群の 2群に分けた。
恐怖条件づけ群（10 匹）を 1匹ずつショック
箱に入れ、以下の条件で条件づけした。60 秒
後に CS として 60dB のホワイトノイズを 10

秒間提示し、終了 1秒前に 0.5 mA の電流を
床のグリッドに流して US とした。この CS と
US の対刺激を 20 秒おきに 3回繰り返した。
動物は最後の対刺激終了後 50 秒（ショック
箱に入れてから 3分後）にホームケージに戻
した。対照群にはショック箱に入れた後、US
提示を除く同様の CS 提示を行った。条件づ
けの 3時間後に麻酔下で頸椎脱臼により屠殺
後速やかに脳を摘出し、氷上で Brain Matrix
を用いて扁桃体を含む 1 mm 厚の切片を作成
し RNA 保護液（RNAlater）に浸し 4℃で保存
した。各切片より実体顕微鏡下で 1 mm 径の
ステンレスパイプを用いて扁桃体をくり抜
き、5匹分を 1本のテストチューブに集め（4
切片／匹 x5 匹 = 20 切片）、恐怖条件づけ群
F1および F2、対照群 C1、C2 の 4試料とした。
これらは解析まで-80℃で保存した。 
(2) RNA 抽出とマイクロアレイ解析 
試料を Lysis buffer (QIAzol)存在下でホモ
ジェナイズし miRNeasy mini kit（QIAGEN）
のマニュアルに従い RNA を精製した。DNase I
処理後、C1、C2、F1、F2 の計 4試料を miRNA
マイクロアレイ解析（Mouse miRNA 
Microarray V2 8x15K_miRBase release 12.0、
北海道システムサイエンス）に供した。 
(3) RT-PCR による定量解析 
上述した方法で CSと US の対刺激によって恐
怖条件づけした動物（n=4）と CS 提示のみの
対照群（n=3）について、個体ごとに前頭前
野、海馬、扁桃体の各脳部位より RNA を抽出
した。RNA は DNase I 処理後、Mir-X mmiRNA 
qRT-PCR SYBR Kit (Clontech)により cDNA に
転換し、目的の miRNA に特異的なプライマー
配列により、7500Fast システム（Applied 
Biosystems）を用いた定量 PCR を行った。解
析は内標として U6 RNA の qPCR との比較定量
法で行った。また、恐怖条件づけマウスと平
行して、シナプス形成と可塑性に関わり、海
馬依存的な恐怖記憶にも重要であることが
わかっているアクチン結合タンパク
drebrinA のノックアウト（DAKO）マウス
（Kojima et al. Neuroscience 165:138, 
2010）の海馬（n=3）においても同様の方法
で miRNA の定量を行い、野生型（n=3）と比
較した。 
 
４．研究成果 
(1) microRNAマイクロアレイ解析による同定 
恐怖条件づけ群 F1 および F2、対照群 C1、C2
の 4試料の miRNA マイクロアレイ解析の結果
を C1 vs. F1、C1 vs. F2、C2 vs. F1、C2 vs. 
F2 の 4 通りの比較解析を行い、対照群に比べ
恐怖条件づけ群で 2 倍以上増加した miRNA、
0.6 倍以下に減少した miRNA を抽出した。 
① 2 倍以上増加した miRNA（特許申請および
論文作成まで仮称にて表記させていただく） 
1: miR-I1（対照の 2.8 倍）、2: miR-I2（2.1



倍）、3: miR-I3（2.1 倍） 
② 0.6 倍以下に減少した miRNA 

1: miR-D1（0.58 倍）、2: miR-D2（0.31 倍）、
3: miR-D3（0.57 倍）、4: miR-D4（0.50 倍）、
5: miR-D5（0.38 倍）、6: miR-D6（0.57 倍）、
7: miR-D6（0.44 倍）、8: miR-D7（0.32 倍）、
9: miR-D8（0.58 倍）、10: miR-D9（0.50 倍） 
 
(2) 定量 RT-PCR による miRNA 発現量の解析 
上述のマイクロアレイにより恐怖条件づけ
群で変動するものとして抽出された miRNA13
種のうち、特に再現性の高かった 4種類につ
いて特異的プライマーをデザインし、定量 RT
—PCR を実施した。また、これに加えてすでに
シナプス内分子の発現制御に関わり、in 

vitro 系でノックダウンあるいは過剰発現す
ると樹状突起スパインの形態変化が誘導さ
れることが報告されている 5種の miRNA も定
量した。結果を表に示す。 
 

まず、恐怖条件づけ後に扁桃体で増加する
miR-I1 について海馬では減少することがわ
かった。miR-D1 は扁桃体および海馬で条件づ
けによって減少したが、前頭前野では変化が
なかった。また、miR-D2 は調べた 3部位でい
ずれも減少していた。一方、miR-D9 は海馬で
のみ減少が認められた。以上の結果は、恐怖
条件づけによって引き起こされる miRNAの発
現制御は脳部位によって異なっていること
が示された。条件づけ後の遺伝子発現調節と
それによって引き起こされる応答が脳部位
によって顕著に異なる事を示唆する。 
これらマイクロアレイによって見出された
miRNA に対し、スパインの形態変化を引き起
こす事が海馬の初代培養系で報告されてい
る miRNA 各種について RT-PCR 定量したが、
恐怖条件づけした海馬での発現量変化は認
められなかった。おもしろいことに、海馬依
存的な恐怖記憶に異常の認められる老齢
DAKO マウスの海馬では、野生型と比較して
miR-D2 および D9 の増加がみられた。したが
って、本来条件づけに際して発現抑制される
miR-D2 および D9 が過剰に発現していること
が、DAKO マウスにおける恐怖記憶の形成の障
害に関わる可能性がある。 
 
(3) miRNA の標的遺伝子予測 
miR-D1 は miR-134 であり、恐怖条件づけ後前
頭前野で増加する miRNAであることが報告さ
れており、海馬培養ニューロンで樹状突起ス
パインの形態変化に関わっていることが示
されている（Schratt et al. Nature 439:289, 
2006, Gao et al. Nature 466:1105, 2010）。
miRbase の予測プログラムによれば、標的遺
伝子には CaM キナーゼ IVや CREB が含まれて
いる。miR-D2 に関してはまだ脳内でのはたら
きについての報告はなく、標的遺伝子も知ら
れていないが、同様に標的遺伝子予測を行っ
たところ、シナプス機能に関わることが知ら
れている RhoGAP、P21-activated kinase、MEK



（MAP kinase kinase）および MEK kinase（MAP 
kinase kinase kinase）、Shc adaptor protein
などが標的となりうることが複数のプログ
ラムサーチにより共通して抽出された。また、
機能は未同定であるがノックアウトマウス
で不安情動に関わることが報告されている
Lsamp（limbic system-associated membrane 
protein）も標的候補として上がった。これ
らが実際に恐怖条件づけ時に海馬や、扁桃体
で miR-D2 によって発現抑制を受けているか
について今後検証が必要である。 
 本研究によって、恐怖条件づけ学習に際し
ての遺伝子発現調節には従来考えられてい
た転写調節以外にmiRNAによる転写後のmRNA
の翻訳抑制という新たな調節系も関わって
いることを示すことが出来た。 
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