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研究成果の概要（和文）：運動記憶の固定化には、小脳皮質での小脳プルキンエ細胞シナプスの伝達効率の長期間の低
下（長期抑圧LTD）と小脳核での苔状線維－小脳核細胞シナプスの伝達効率の長期間の亢進（長期増強LTP）が細胞機構
として考えられている。我々は神経細胞型の一酸化窒素合成酵素のノックアウトマウスを用いて、苔状線維‐小脳核細
胞シナプスにおけるLTPの細胞内メカニズムとして、一酸化窒素－サイクリックGMP依存性タンパク質リン酸化酵素カス
ケードが過分極誘発性陽イオンチャネルを介して、細胞内のカルシウム流入を担うリバウンド脱分極を制御しているこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：Long-term depression (LTD) of synaptic efficacy at parallel fiber-Purkinje cell sy
napses and long-term potentiation (LTP) of synaptic efficacy at mossy fiber-deep cerebellar nuclei neuron 
synapses provide the underlying mechanisms for memory trace of motor learning. We analyzed intracellular s
ignaling for the induction of LTP at mossy fiber-deep cerebellar nuclei synapses by means of whole-cell pa
tch clamp technique in acute cerebellar slices of nitric oxide synthase knockout mice. We found that nitri
c oxide-protein kinase G signaling regulated the LTP induction by intracellular calcium level through hype
rpolarization-activated cation currents.
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１．研究開始当初の背景 
小脳核細胞シナプスにおける運動記憶の
瘢痕化：運動記憶の形成過程において、短期
記憶（小脳皮質）から長期記憶（小脳核もし
くは前庭核）へと記憶痕跡が移行し、固定化
される説が支持されつつある。運動学習にお
ける小脳の役割を解明するために眼球反射
(前庭動眼反射と視機性眼球反応）ならびに瞬
目条件反射の適応実験が広く用いられてい
る。これら反射の適応のもとになる学習は、
平行線維－プルキンエ細胞シナプスにおけ
る長期抑圧（LTD）によって小脳皮質で起こ
るとする説（伊藤）とその出力先である前庭
核もしくは小脳核で起こるとする説
（Lisberger）とで数十年来論争が行われてき
た。近年視機性眼球反応の適応実験から、短
期適応（数時間）の記憶痕跡は LTDにより小
脳皮質に形成され、一方、長期適応（数日～
1週）の記憶痕跡は小脳皮質で形成された後、
その出力先である前庭核に移行して固定化
されることを強く示唆する所見が見出され
た。さらに、瞬目条件反射の適応実験からも
小脳核での記憶痕跡の形成を強く示唆する
報告がなされている。小脳核での記憶痕跡の
固定化には、プルキンエ細胞抑制性出力の脱
抑制による小脳核細胞膜興奮性の亢進や苔
状線維－小脳核細胞シナプスにおけるシナ
プス伝達効率の可塑性が報告されており、何
らかの新規の蛋白質合成による長期的な変
化が示唆されている。 
小脳皮質プルキンエ細胞－平行線維シナ
プスでの可塑性変化には、苔状線維からの情
報と登上線維からの情報が同時に入力する
ことが必須である。苔状線維および登上線維
は、小脳核細胞にも側枝を伸ばし、前者は顆
粒細胞を介して、後者は直接プルキンエ細胞
に終枝し、これら二つの入力はプルキンエ細
胞を介して小脳核細胞にループ回路を形成
する。登上線維は生後直後にはプルキンエ細
胞を多重支配しているが、生後約 3週で 1本
の登上線維が 1個のプルキンエ細胞を支配す
るようになり、神経回路形成が成熟する。こ
のような登上線維の投射の発達学的変化を
小脳核細胞でも捉えることが可能なのか、運
動学習発達に伴いこのような閉ループ回路
がどのように形成されていくのか、という点
に強く興味を抱き、本研究着想の原点となっ
ている。加えて、登上線維入力が小脳核細胞
シナプスの可塑性変化にどのように関与し
ているか、その詳細な機構については明確と
なっていない。 
また、神経細胞型の一酸化窒素（NO）合成
酵素（nNOS）のノックアウトマウスにおい
て、眼球運動の適応実験で記憶痕跡が形成さ
れないこと、ならびに小脳プルキンエ細胞
LTDにおいてNO-PKG-G substrateのカスケー
ドが必須であることから運動学習における
NO の関与が指摘されているが、小脳核細胞
における NOの役割については明確となって
いない。 

  
２．研究の目的 
小脳核細胞への登上線維入力の特性を解 
明し、運動学習における長期記憶の固定化の
神経機構を電気生理学的技法ならびにイメ
ージング技法を用いて明らかにする研究を
行う。①小脳核細胞における登上線維シナプ
ス形成、②登上線維－小脳核細胞シナプスに
おけるシナプス前性特性、③小脳核細胞にお
ける登上線維入力に伴うカルシウム動態、④
苔状線維－小脳核細胞シナプスにおけるシ
ナプス可塑性変化（LTP or LTD）への登上線
維入力の関与、⑤AMPA型グルタミン酸受容
体のシナプス表面発現の調節機構について、
細胞内シグナルの関与、の 5つの点について
解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①小脳核細胞への登上線維入力特性の構
造学的・電気生理学的解析；小脳核細胞が蛍
光ラベルされたマウス（Thy1-YFP Tg mice）
の下オリーブ核へ順行性色素（デキストラン
－テトラメチルローダミン）を注入し、登上
線維を蛍光ラベルする。注入後 2ｗで急性小
脳スライス標本を作製し、小脳核細胞からパ
ッチクランプ法により、登上線維シナプスの
興奮性シナプス応答を記録し、周波数特性な
どシナプス前性の伝達物質放出の特性を 
検討する。記録したスライス標本は実験後
4％パラホルムアルデヒドで固定し、蛍光画
像を取得する。また、登上線維をラベルした
後灌流固定し、凍結切片を作製し、免疫組織
化学的に登上線維終末を同定し、その分布を
明らかにする。 
② 苔状線維－小脳核細胞シナプス可塑性に
おける登上線維入力の役割の解明；苔状線維
の高頻度刺激とプルキンエ細胞からの抑制
性入力が脱抑制することを模した細胞体へ
の過分極性電流注入との組み合わせのタイ
ミングにより両方向性に LTP もしくは LTD
を誘発することに成功している。LTPはカル
モジュリンキナーゼ IIの活性を介したAMPA
型グルタミン酸受容体の表面発現量増加に
起因し、一方 LTDは代謝型グルタミン酸受容
体の活性を介した AMPA 型グルタミン酸受
容体の細胞質内への内在化による表面発現
量減少に起因する。その他の細胞内シグナル
伝達の関与については報告例がないが、我々
は一酸化窒素 -プロテインキナーゼ
G(NO-PKG)の関与を示唆する結果を得てい
る。現在、神経細胞型の NO合成酵素（nNOS）
をノックアウトしたマウスを系統維持して
おり、これらのマウスを用いてシナプス可塑
性のメカニズムを詳細検討する。 
 
４．研究成果 
①苔状線維－小脳核シナプスにおけるシナ
プス可塑性のメカニズム；生後 15-20 日齢の
マウスを用いて、厚さ 300mの急性小脳スラ
イス標本を作製する。小脳核細胞にパッチク



ランプ法を適用し、電位固定法により苔状線
維刺激による興奮性シナプス後電流(EPSC)
を記録する。15秒毎に EPSCを記録し、安定
してきたところで、LTPの誘導を行う。単極
性の刺激電極を小脳核細胞周辺の白室内に
置き、125Hz で 250m秒間苔状線維を刺激し、
刺激終了直後に細胞体へ 150m 秒間電流注入
して-20-30mV の過分極を誘発するとリバウ
ンド脱分極という現象が生じ、細胞内へのカ
ルシウム流入を引き起こす高頻度な活動電
位発火が生じる（図 1）。これを 5 秒ごとに
30 回繰り返した後、苔状線維刺激による
EPSCを 30分（15秒毎）モニターする。刺激
後 5分ほどで EPSCの振幅の増強が生じてき
て、20 分ほどで約 40％ほど増強して定常状
態に達した。これが苔状線維－小脳核細胞シ
ナプスでの LTPである（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1 LTP誘導方法とその電流応答 
 小脳核細胞からのホールセルパッチクラ
ンプ法による電流応答記録、青線は苔状線維
刺激、赤線は細胞体への過分極性電流注入の
タイミングを示している。保持電位-65mV。 
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図 2 苔状線維-小脳核細胞シナプスでの LTP 

A;苔状線維刺激による EPSCの代表的な記録
例（赤）と記録時のパッチ電極のアクセス抵
抗（黒）、B；誘導刺激前の EPSCの振幅値で
正規化したグラフ（12例）、約 40％の EPSC 
の振幅の増大が生じた。 
 

AMPA型グルタミン酸受容体のシナプス膜
への挿入を阻害する破傷風毒素を細胞内投
与すると、LTPは誘発されなかった。また LTP
を誘導した直後に、低親和性の AMPA型グル
タミン酸受容体の阻害剤である-DGGを 5分
細胞外投与すると EPSCの振幅は一時的に抑
制されるが、30分経過したところでは正常な
LTP を示した。これらのことから、EPSC の
増強はシナプス後膜での AMPA 型グルタミ
ン酸受容体数の増加に起因していることが
確認された。 
この LTPの誘導実験において、細胞外液に

NOの合成酵素の阻害剤 L-NAMEを投与する
と、この LTPは消失した。さらに nNOSノッ
クアウトマウスにおいては、この LTPを誘導
することは出来なかった。さらにグアニル酸
シクラーゼの活性を抑制する薬物を投与す
ると、同様に LTPを誘導することが出来なか
った。加えて、過分極誘発性陽イオンチャネ
ルの阻害剤である ZD7288 を細胞外投与する
と、細胞体にパッチ電極を介して過分極性電
流を注入しても、リバウンド脱分極の発生が
抑えられ、LTPが消失した。苔状線維刺激の
変わりに細胞外にNOドナー(30M)を投与し、
細胞体へ過分極性電流注入を行うと、約 30％
増強した LTPを引き起こすことが出来た。こ
れは NOと細胞内カルシウム上昇によって、
苔状線維－小脳核細胞シナプスにおける LTP
を模倣することが出来ることを示唆してい
る。 

NO の下流にある PKG の阻害剤である
KT5823 を細胞内投与すると LTP が抑制され
たことから、NO-PKGのカスケードが LTP誘
発に関与していることが示唆された。 
細胞体への過分極性電流注入によるリバ
ウンド脱分極の発生に関して、nNOS ノック
アウトマウスではその開始時期が遅れ、細胞
外に NOドナーを投与するとその時期を早め
ることができた。 
小脳核細胞シナプスでの可塑性は苔状線
維入力とプルキンエ細胞からの脱抑制のタ
イミングに依存している。リバウンド脱分極
の立ち上がりが遅れることで細胞内へのカ
ルシウム流入量に差が見られ、LTPの大きさ
が抑えられたのだろうと推測された。実際に、
小脳核細胞樹状突起上でのカルシウム動態
をカルシウム指示薬である Oregon-green488
を細胞内投与して測定すると、苔状線維高頻
度刺激とリバウンド脱分極の発生時の細胞
内カルシウム上昇にタイミング依存的に差
があることが確認された。つまり、大きな細
胞内流入があるときは LTPに、小さい流入の
時には逆に LTD が生じることが確認された
（図 3）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  LTP/LTD誘導時のカルシウム動態 
小脳核細胞樹状突起での刺激パターン依存
性のカルシウム上昇、A；苔状線維高頻度刺
激（青）の直後に過分極性電流注入（赤）の
誘導パターン時の電位変化（上）とその時の
カルシウム指示薬の蛍光強度変化（下）、B;
苔状線維高頻度刺激のみ、C;苔状線維高頻度
刺激の後 600m 秒後に過分極性電流注入、D;
過分極性電流注入の直後に苔状線維高頻度
刺激のパターン。 

 
これらの研究により、運動学習記憶の長期
の固定化の細胞内メカニズムを明らかにす
ることができると考えられる。 
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