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研究成果の概要（和文）：　フェロモンの記憶機構を解析するため、交尾にともなってフェロモンの記憶が形成される
際に、副嗅球の相反性シナプスが形態変化を起こすことを、記憶に関わるニューロンを標識して電子顕微鏡で解析した
。
　神経活動依存的にニューロンをGFPで標識するTgマウスを用いて解析した。交尾後、GFP陽性（記憶ニューロン）MT細
胞と陰性細胞（非記憶ニューロン）を確認して、それぞれの相反性シナプスを計測したところ、記憶ニューロンのシナ
プスのサイズが大きい傾向にあった（記憶ニューロン288.7nm、非記憶ニューロン266.4nm）。この解析により、記憶に
ともなっておこる形態変化を、ニューロンレベルでも確認できる。

研究成果の概要（英文）：Pregnancy in female mice is maintained by formation of pheromonal memory of partne
r male.  The reciprocal synapse in the accessory olfactory bulb has been shown to play important role in t
his memory formation. The morphological change of this synapse is examined electron microscopically using 
transgenic mice in which the neuron is marked activity-dependently by GFP expression. 
   The size of synapse in these female mice was examined after mating. The size in GFP positive neuron was
 larger than those in GFP negative neuron. This result indicates that the morphological change of synapse 
take place in association with memory formation of pheromone. This study is expected to useful not only fo
r research in olfaction but also for those generally in learning and memory.
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１．研究開始当初の背景 

 これまで、記憶学習の基礎的現象といわれ

ながら、脳内で特定の記憶に関わるシナプス

が同定されていないため、記憶と直結したシ

ナプスの可塑性の研究はほとんど無いと云

って良い。雌マウスは交尾妊娠後、交尾相手

と異なる系統の雄の匂いを曝露されると妊

娠阻止が生ずる。これは、雌が交尾相手のフ

ェロモンを記憶し、記憶と異なるフェロモン

に曝露されることによって起きる。このよう

に雌マウスには高度なフェロモン記憶機構

が存在している。さらに、フェロモン記憶の

部位は副嗅球内の相反性シナプスにある。相

反性シナプスとは、僧帽房飾（ＭＴ）細胞の

樹状突起から顆粒細胞樹状突起の方向の興

奮性シナプスと顆粒細胞からＭＴ細胞への

方向性の抑制性シナプスが同一突起内に並

立して存在するシナプスである。これまでに

我々は、フェロモン記憶形成時に相反性シナ

プスのうち興奮性シナプスのサイズが大き

くなることを電子顕微鏡で明らかにした。こ

の変化は、同一情報が再度入力した際に抑制

を受けやすくなる機構と考えられる。すなわ

ち、既知情報を制御することにより記憶する

メカニズムである。しかしながら、我々の研

究では、フェロモン情報を受けた MT 細胞（記

憶ニューロン）を特定できないため、記憶お

よび非記憶ニューロンの相反性シナプスを

特定することなしに計測して、統計学的に特

定のニューロンのシナプスに変化が起きて

いることを推測したものである。したがって、

刺激を受けて記憶に関わるニューロン、すな

わち、記憶ニューロンを特定し標識可視化す

ることが強く必要とされていた。最近、ニュ

ーロンの活性特異的に発現する最初期遺伝

子c-fosのプロモータの下流にグルタミン酸

受 容 体 の GluR1 と GFP を 導 入 し た

c-fos-GFP-GluR1 マウスが開発された。この

マウスを用いると、刺激により活性化するニ

ューロンを標識可能となるため、フェロモン

記憶ニューロンと非記憶ニューロンを区別

し、より詳細な解析が可能となる。今回は、

このトランスジェニックマウスを利用する

ことにより、フェロモン記憶ニューロンを選

択的に可視化し、記憶活動依存的に変化した

可塑性シナプスの形態変化およびにシナプ

スに存在する様々な機能分子の動態を解析

しようとするものである。 
 
２．研究の目的 

 最初期遺伝子c-fosのプロモータの下流に

グルタミン酸受容体の GluR1 と GFP を導入し

た c-fos-GFP-GluR1 マウスを用い、フェロモ

ン刺激を受けたニューロン（フェロモン記憶

ニューロン）のみを選択的に可視化する。記

憶と非記憶ニューロンのシナプスを比較解

析することにより、記憶ニューロンのシナプ

スに特異的に起こる変化を明らかにする。ま

た、変化した可塑性シナプスの樹状突起上の

分布局在を解析する。交尾にともなって記憶

形成時に起こるシナプスの形態変化を総合

的に解析し、記憶に関わるシナプスの可塑的

形態変化を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

① フェロモンの刺激を受けて、活動が高ま

ったニューロン、すなわちフェロモン記憶ニ

ューロンを標識可視化する目的で、

c-fos-GFP-GluR1 トランスジェニックマウス

の雌を交尾させ、24 時間後に副嗅球の標本を

作製する。 

② 副嗅球スライスを GFPあるいは GluR1 の

抗体を用いて、免疫組織学的に標識ニューロ

ンを可視化する。この際、蛍光顕微鏡観察と

電子顕微鏡観察を同一ニューロンでおこな

うことを可能にするため、蛍光物質と金粒子

を用いて可視化する。蛍光像を観察し記憶ニ

ューロンを特定する。 

③ 同定した MT 細胞および顆粒細胞樹状突

起上のシナプスについて電子顕微鏡を用い

て観察する。シナプス膜肥厚・棘突起（スパ

イン）のサイズ等を計測する。 

④ 記憶ニューロンと非記憶ニューロンの

シナプスを比較解析することにより、記憶ニ

ューロンのシナプスに特異的に起こる変化

を明らかにする。 

 



４．研究成果 

 ドキシサイクリン(Dox)依存的および神経

活動依存的にGFP-GluR1を発現するトランス

ジェニックマウス(GFP-GluR1c-fos)を用いて

実験を行なった。 Dox 経口投与下で飼育し

たメスの GFP-GluR1c-fosマウスを、Dox 投与を

停止してから交尾を行なわせた。交尾確認 4

時間後にオスマウスを引き離し、12 時間経過

後再び Dox 経口投与を開始する事で、交尾に

関連した c-fos 活性ニューロンのみを

GFP-GluR1 でラベルした。 

 3 日目にサンプリングを行ない、抗 GFP 抗

体を用いて免疫電子顕微鏡試料を作成した。

そして、副嗅球の投射ニューロンである僧帽

／房飾（MT）細胞樹状突起に形成された相反

性シナプスを観察した。GFP 陽性 MT 細胞は、

副嗅球尾側中央部に多く存在した。その中で

も GFP 陽性 MT細胞と GFP陰性 MT細胞がある

ため、前者を記憶ニューロン、後者を非記憶

ニューロンと仮定し、それぞれの樹状突起上

の相反性シナプス(40〜50)を計測したとこ

ろ、GFP 陽性ニューロン上に存在するシナプ

スの方が大きい傾向にあった（陽性シナプス

288.70.3 nm、陰性 266.40.3nm）。サンプル

数がまだ少ないため、現時点では明確な結論

を出す事が出来ないが、これまで個体間で見

られたシナプス変化がニューロンレベルで

も確認できると考えている。 

 この研究結果は、嗅覚系の記憶の研究のみ

ならず、中枢神経系一般の記憶・学習のメカ

ニズムを解析するうえで重要な知見を提供

することとなる。 
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