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研究成果の概要（和文）：記憶を獲得過程と固定過程に分けて考えるとき、前者の機構は海馬長期増強（LTP）と長期
抑圧（LTD）というモデル系を利用して理解が進んでいるが、後者の機構は未解明である。私は海馬切片の安定培養を
用い、LTPの繰返しによってシナプス新生が、LTDの繰返しによってシナプス廃止が起こることを見出し、これらをモデ
ル系とした解析を提唱している。今回、シナプス新生が神経サイトカインの一種BDNFとその受容体TrkBを介して生起し
、シナプス廃止がBDNFの前駆体分子proBDNFとその受容体p75を介して生起することを明らかにした。一見正反対なシナ
プスの新生と廃止が、同一の遺伝子で制御されていることになる。

研究成果の概要（英文）：Brain memory is established through 2 steps; acquisition and consolidation, the ce
llular mechanisms of the former step have been well analyzed using LTP (long-term potentiation) and LTD (l
ong-term depression) as model phenomena for analysis, while those of the latter remain unclear.  We previo
usly reported in the stable cultures of hippocampal slice that 3 repeated inductions of LTP and LTD lead t
o the long-lasting strengthening and weakening of neuronal circuit supported by new synapse formation and 
elimination, respectively.  In the present research, we demonstrated that the synapse formation is mediate
d by a BDNF (brain-derived neurotrophic factor)-TrkB signaling pathway, while the synapse elimination is m
ediated by a proBDNF (precursor protein of BDNF)-p75 pathway.  Since BDNF and proBDNF are the products of 
a single gene, the apparently opposite cellular events are regulated by epigenetic regulation, this fact m
ay provoke a paradigm shift in memory research. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 哺乳類脳における記憶の細胞基盤につい
ては、「海馬長期増強現象(LTP)・抑圧現象
(LTD)を解析モデル系として、分子機構まで
大略解明済みであり、現在はその知見を海馬
以外の個別の系に適用して、系ごとの補正を
行う精密化段階にある」との見解が広く行わ
れている。しかし本当にそうだろうか。 

LTP・LTDは、摘出後薄切した切片標本で
解析される場合が大多数で、標本の制約から
数時間以上の観測は困難であり、日・週オー
ダーの長期にわたってシナプスの伝達強化
状態が維持されるか否かは、判定できない。 

LTP・LTDが、既存のシナプスで即時に起
こる伝達強化反応であり、記憶の獲得過程の
ガラス器内再現として優れたモデル系であ
ることは疑いないが、記憶の固定過程には別
の未知の機構がある可能性がある。 
一方、日常経験から、記憶の長期保持には
課題の反復実行が必要なことはほとんど自
明だが、LTP・LTDで記憶のすべてを解釈す
る立場では、この反復の意義は判然しない。 

 
(2) 上記のような状況の下、平成 19－21年度
科学研究費補助金基盤研究(B) 「長期記憶の
細胞基盤としての鏡像的シナプス新生と廃
止」（代表者：小倉明彦）において、以下の
ような知見をえた。i) 週オーダー以上の長期
間解析可能な培養脳切片において、単発の
LTPは 24時間以内に消失する、ii) LTPを 3
回以上反復誘発すると、シナプス新生を伴っ
て数週以上持続する強化(RISE)が成立する、
iii) LTDも同様で、単発では 24時間以内に
消失するが、3 回以上反復すると、シナプス
廃止を伴って数週以上持続する弱化(LOSS)
が成立する、 iv) RISE成立には脳由来神経
因子(BDNF) が関与する。 
これらの結果から、RISE と多くの点で鏡
像的な LOSSについて、次のような推論がで
きる。v) BDNFと鏡像的な作用をもつとされ
る BDNF 前駆体分子が関与するのではない
か。vi) BDNFとその前駆体は同一遺伝子の
産物であり、遺伝子発現とは異なるレベルで
神経機能調節が行われているのではないか。 
 
２．研究の目的 
(1) 上記のように、本課題の第一の目的は「長
期記憶成立（記憶固定）の細胞基盤と想定さ
れるシナプス新生現象と廃止現象について、
その鏡像的な性質に着目して、BDNFとその
前駆体 proBDNFの鏡像的効果として説明す
る」ことである。 
(2) BDNFはNGFと並んで 1960年代より知
られる古典的神経栄養因子の 1つだが、最近
その前駆体が BDNF と全く正反対の作用を
もつ別個の神経制御因子として機能すると
する「陰陽仮説」が注目されている。もちろ
ん BDNF と proBDNF は同一遺伝子の産物
であり、教科書的には BDNF は遺伝子発現
介して神経機能を制御すると考えられてい

るが、陰陽仮説が正しければ、BDNFによる
神経機能制御は発現レベルではなく、その翻
訳後調節のレベルで行われることになる。本
研究は、陰陽仮説の当否の検討を通じて、
BDNF 作用のパラダイム転換を促すことを
第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス新生仔脳より海馬を摘出し薄切後、
多孔膜フィルター上で 2週間以上培養して安
定を待つ。これを安定培養海馬切片とよぶ。 
(2) 安定培養海馬切片に forskolin (FK；アデ
ニル酸シクラーゼ活性化剤)を投与し LTP を
誘発する。これを 1日 1回で 3回繰り返して
RISEを誘導する。 
(3) 安定培養海馬切片に DHPG（代謝型グル
タミン酸受容体活性化剤）を投与し LTD を
誘発する。これを 1日 1回で 3回繰り返して
LOSSを誘導する。 
(4) RISE・LOSS誘導刺激時に、BDNFスカ
ベンジャー、TrkB（BDNF の高親和性受容
体で、proBDNF 低親和性受容体）の遮蔽抗
体、p75（BDNF の低親和性受容体で、
proBDNF 高親和性受容体）遮蔽抗体を投与
し、RISE・LOSSの成立への干渉を検討する。 
(5) RISE・LOSSの成否は、機能的には細胞
外電場電位記録（CA3刺激 CA1記録）、形態
的にはLucifer Yellow細胞注射による樹状突
起棘可視化、によって行う。 
(6) その他の実験手法は成果項に個別に記す。 
 
４．研究成果 
(1) 検証すべき仮説は「RISEは BDNF-TrkB
経路を経て成立し、LOSS は proBDNF-p75
経路を経て成立する」ことである。 
(2) 外因的に BDNFを投与すると、RISE様
のシナプス強化・新生が成立し、proBDNF
を投与すると LOSS様のシナプス弱化・廃止
が成立した。 
(3) RISE誘導刺激である 3回目の LTP誘発
の 1 時間後から（つまり LTP の成立自体に
は干渉しない時間帯に）BDNFスカベンジャ
ーを投与すると、RISE 成立は阻止された。
同様に、TrkB 遮蔽抗体の投与によっても
RISE 成立は阻止された。また、LOSS につ
いても、3 回目の LTD 誘発の 1 時間後から
p75遮蔽抗体を投与するとLOSS成立は阻止
された。 
(4) しかし、3 回の LTP 誘発の全てで TrkB
を遮蔽すると、単に RISEが阻止されるので
はなく、LOSS に変換された。また、3 回の
LTD 誘発の全てで p75 の遮蔽を行うと、単
に LOSSが阻止されるのではなく、RISEに
変換された。 
(5) 4 の結果は「RISE 成立には各回の LTP
ごとに BDNF信号が関与し、その際 TrkBが
遮蔽されていれば BDNF は p75 経路を活性
化して LOSSが成立する」、「LOSS成立には
各回の LTDごとに proBDNF信号が関与し、
その際 p75が遮蔽されていれば proBDNFは



TrkB 経路を活性化して RISE が成立する」
と解釈でき、1の仮説を支持する。 
(6) TrkB 遮蔽抗体の投与時期を様々に振っ
たところ、BDNFの作用時期には 2相あるこ
とが示唆された。 
(7) BDNFは分子量 13.5kD の塩基性蛋白質
であるが、生合成時には 12kDの酸性ペプチ
ドを N 端につけた形で作られる。これが
proBDNF で、細胞内で（または分泌後に細
胞外で；両説あって未確定）切断される。
proBDNF の切断部位を他残基に置換して
BDNF に転換できない変異マウスが作られ
た。連携研究者（産業技術総合研究所、小島
正己博士）よりこの変異マウスの提供を受け、
以下の実験を行った。 
(8) 変異マウスより作成した安定培養海馬切
片（培養自体は可能で、細胞数は正常）に FK
を 3 回投与しても RISE は成立しなかった。
この操作でLOSSが成立することもなかった。 
(9) FKと同時に外因的に BDNFを投与する
と、RISE が成立した。すなわち、変異マウ
スはシナプス新生を行う能力自体を欠くわ
けではなかった。 
(10) DHPGの 3回投与は LOSSを誘導しな
かった。変異マウスの培養海馬切片のシナプ
ス電位は対照群に比べて小さく、すでに
LOSS 様状態にあり、そのためさらなる
LOSS誘導がオクルードされたとみられる。
なお、DHPGによる LTD自体は誘発可能だ
った。 
(11) 8～10の結果は 1の仮説をより強固にす
るものである。 
(12) これまで海馬 CA1 領域を検討対象とし
てきたが、海馬別領域および海馬外皮質につ
いても RISE様シナプス強化・新生が起こる
かどうか検討した。その結果、海馬 CA3 領
域では、CA1領域を切除した場合かぎって類
似の強化が成立した。また海馬の出力先であ
る嗅内皮質について検討すると、RISE 様の
強化が成立したが、このとき CA1 での強化
は消失した。この結果の解釈は未確定だが、
最終的強化は神経回路内のいずれか 1 か所
（経路の終点?）でのみ成立する可能性がある。 
(13) RISE成立の際には、幼若型 AMPA受容
体（CP-AMPAR）の一過的発現と機能が必要
なことがわかっている。RISE の生理的意義
を知るため、マウスに恐怖条件づけを行い、
その後に CP-AMPAR阻害剤を脳室内投与し
たところ、すくみ反応の時間を指標として、
1 日後の記憶には影響がなかったが、1 週間
後の記憶に低下がみられた。この結果は
RISE が個体の記憶と関連していることを強
く示唆する。 
(14) 総合的な結論として、「記憶固定過程の
新規解析モデル現象 RISE は、BDNF-TrkB
経路を経て成立し、LOSS は proBDNF-p75
経路を経て成立する」とする仮説が立証され
た。また、その結果「BDNFの神経機能制御
は発現レベルではなく翻訳後調節レベルで
なされる」ことが示唆された。 
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