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研究成果の概要（和文）：ヒトの活動を支える記憶は、細胞の活動や形態の変化として脳内に刻み込まれると考えられ
ている。しかしながら、記憶のメカニズムに関しては未知な部分が多い。本研究は、ショウジョウバエ成虫の匂い記憶
をモデルとし、細胞・シナプス・回路レベルで記憶のメカニズムを解明することを目指した。その結果、単一動物を対
象にして匂い記憶を形成させる手法を確立すること、記憶に関わる複数の神経細胞群から同時に活動を記録すること、
匂い記憶に必要な脳領域に存在する細胞の電気的性質やシナプスの性質を調べることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Memory that supports human activity is thought to be embedded in the brain as chan
ges in cellular morphology and activity. However, the mechanisms underlying memory is not well understood.
 By focusing on olfactory memory in the adult Drosophila, this study aimed to understand the mechanisms of
 memory at cellular, synaptic, and circuit levels. We were able to develop a method to create memories in 
individual animals, to record the activity simultaneously from an ensemble of neurons involved in memory, 
and to analyze electrical properties of neurons and synapses in a brain region responsible for olfactory m
emory.
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１．研究開始当初の背景 
記憶は、突き詰めると、神経活動の変化とし
て脳内に表現されると考えられている。しか
し、記憶のメカニズムはその一端が理解され
たに過ぎなかった。これは、記憶の研究には、
以下に述べる困難な状況がつきまとう為だ
と考えられた。まず、記憶の痕跡は複数の脳
領域に分散して存在している可能性がある。
我々の脳内には何千億という神経細胞が詰
まっているため、痕跡を網羅的に把握するこ
とは非常に難しい。また、記憶の神経機構を
解析するためには、生きた個体から神経活動
を記録することが求められるが、これは容易
ではない。実際、特定のシナプスや神経細胞
の性質の変化を調べることは、in vitroの系で
は盛んに行われてきたが、生体内ではあまり
報告がなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ショウジョウバエ成虫の匂い記
憶をモデルとすることで、上記の記憶研究特
有の困難を回避し、シナプス・細胞・回路レ
ベルで記憶のメカニズムを理解することを
目指した。ショウジョウバエを用いた理由
は以下の通りである。第一に、成虫は頑強
な匂い記憶を短い期間で形成できるので、
記憶形成の過程全体が研究しやすい。第二に、
ショウジョウバエの脳は人の脳と比べて少
ない細胞から成り立っており、しかも、嗅覚
一次細胞から三次細胞までを各個体で同定
できるので、匂い記憶の痕跡を効率よく領域
横断的に探索できる。第三に、これらの細胞
を遺伝学的に同定・操作できるので、それぞ
れの機能解析が容易である。第四に、電気生
理学やイメージングを用いて生体内の神経
細胞から活動を記録する技術が開発されて
いる。これらの利点を活かして、具体的に以
下の目的を達成することを計画した。 
 
(1) 固定された単一個体を対象にした学習法
の確立 
ショウジョウバエは、対提示された匂いと電
気刺激を連合し、学習後はその匂いを特異的
に忌避することが 40 年前から知られていた
が、実験には 100匹程の動物がまとめて用い
られ、集団としての行動が評価されていた。
しかし、学習過程の神経活動を調べる為には、
固定された単一個体を対象とする必要があ
るため、新たな学習法を確立する。 
 
(2) 多数の神経細胞からの活動記録法の確立 
匂いの情報は複数の神経細胞群に表現され
ているので、一次から三次細胞までの各階層
において、細胞群総体から活動を経時的に記
録するシステム及び、得られた四次元画像デ
ータを解析するアルゴリズムを作成する。 
 
(3) 記憶痕跡のシナプス・細胞レベルでの解
析 
学習後、嗅覚二次細胞と、記憶に必要な脳領

域に属する三次細胞間のシナプス、及び三次
細胞の内因的性質に変化があるかどうかを
調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 仮想空間での学習過程の追跡 
視覚刺激、匂い刺激、罰刺激を特定のタイミ
ングもしくは、動物の行動に応じて与えられ
る仮想空間を作成した。その中でショウジョ
ウバエ成虫を行動させ、学習法の最適化を行
った。 
 
(2) カルシウムイメージング 
カルシウム濃度に応じて蛍光強度が変化す
るタンパク質を、特定の神経細胞に遺伝学を
用いて発現させた。細胞の樹状突起や細胞体
における蛍光強度の変化を二光子顕微鏡で
観察した。Matlabや Fijiを用いたプログラム
でデータを解析した。 
 
(3) 光遺伝学を用いた神経刺激とパッチクラ
ンプ法によるシナプス電流の記録 
嗅覚二次細胞において活動電位を発生させ
るために、光受容チャネルであるチャネルロ
ドプシンを発現させ、それを光刺激した。シ
ナプス電流や細胞の内因的性質の測定には、
細胞体からのホールセルパッチクランプ法
を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) ハエの飛行行動を詳細に解析するための
仮想空間を構築した。この空間では、視覚刺
激、匂い刺激、罰刺激を特定のタイミングで
与えられるようにした。固定下のハエは、空
間内で自由に羽ばたける。羽ばたきの様子は
、マイクロフォンとCCDカメラで計測した。
続いて、匂いを条件刺激、熱を与える赤外レ
ーザーを無条件刺激とした古典的条件付けを
行った。学習後、ハエは与えられた匂いに対
して、遠ざかるように体の向きを変えたり、
左右の羽ばたきの振幅を変えたりする、条件
反応を示すようになったので、匂い記憶が形
成されたと判断できた。 
 続いて、より効率よく強固な匂い記憶を形
成させるために、オペラント条件付けの手法
を開発した。オペラント条件付けを行うため
には、動物の特定の行動に応じて罰又は報酬
を与え、その行動を強化する必要がある。そ
こで、固定下のハエの行動に応じて匂い刺激
とパノラマを更新できる様に仮想空間を改
変した。具体的には、ハエの羽ばたきの左右
差に応じてパノラマを回転させ、仮想空間を
行き来できるようにした。特定の空間を飛行
している際には匂いと罰を与え、他の空間を
飛行している際には別の匂いのみを与える
ようにした。罰には赤外光レーザーによって
もたらされる熱を用いた。その結果、ハエは
学習に用いた匂いを特異的に忌避するよう



になった。古典的条件付けの場合と比べて、
より強固な記憶を形成させることに成功し
た。更に学習効率を上げるための取り組みを
継続している。 
 
(2) ショウジョウバエ嗅覚神経系を構成する
細胞群の匂い応答が、学習を通してどの様に
変化するかを調べるための手法を開発した。
神経活動の記録には、カルシウムイメージン
グを用いた。ハエは、顕微鏡下で記録用プラ
ットフォームに固定した。頭部を覆う表皮を
はがして脳を露出させるが、それ以外は操作
を加えなかった。遺伝学を用いて、嗅覚一次、
二次、三次細胞それぞれの大半にカルシウム
指示薬を発現させた。イメージングは二光子
顕微鏡を用いて行った。その結果、匂いに対
する応答を複数の細胞から同時に記録する
ことに成功した。 
データ解析に関しては、脳振動の影響を軽
減させるために、画像を時間や試行を超えて
アラインメントする様にした。また、イメー
ジングした脳を標準脳にレジストレーショ
ンするソースコードを作成し、各微小脳領域
や細胞体における蛍光強度変化を自動的か
つ客観的に抽出することを可能にした。 
 
(3) 記憶のメカニズムを細胞とシナプスのレ
ベルで調べる為に、嗅覚三次細胞の活動を電
気生理学的手法で記録する系を構築した。具
体的には、パッチクランプ法を用いて細胞体
からホールセル記録を行った。まず、細胞の
内因的性質の変化が関与するかどうかを評
価するために、細胞への注入電流と活動電位
の発火頻度の関係性を解析した。 
続いて、嗅覚二次細胞と三次細胞をつなぐ
シナプスの性質変化が関わる可能性を検討
するために、シナプス伝達を調べる実験方法
を確立した。二次細胞で活動電位を誘起させ
るために、光遺伝学を用いた。光受容チャネ
ルであるチャネルロドプシンをコードする
遺伝子改変動物を作成し、それを二次細胞に
発現させた。特定の二次細胞のみを興奮させ
るために、高い空間分解能で光刺激ができる
パルスレーザーによる二光子励起の現象を
用いた。その結果、二次細胞を効率的に発火
させられることが分かった。発火により引き
起こされる、二次細胞から三次細胞へのシナ
プス入力の強度と短期可塑性を、学習前後で
解析する試みを継続している。 
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