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研究成果の概要（和文）：ソングバードは、生得的にパターンが決定している「コール」に加えて、ヒトと同様
に模倣により獲得する「ソング」という2種類の音声信号によりコミュニケーションする。高度な時系列情報処
理を必要とする音声認識・制御の神経回路の形成機構を明らかにするために、トランスジェニックソングバード
を作成し解析した。その結果、神経活動依存的な転写因子CREBの活性を操作してもコールには影響ないが、CREB
活性を抑えるとソングの発達が有意に障害されることが明らかとなった。以上の結果は、後天的に獲得される音
声のような時系列情報処理能力の獲得にはCREBを介する神経活動依存的な遺伝子発現調節が重要であることを示
唆する。

研究成果の概要（英文）：Songbirds communicate using vocal signals termed "songs" which are 
postnatally acquired by imitating conspecific adult vocalization like human languages, in addition 
to "calls" which are generally innate. To explore the development of the vocal system, which enables
 precise temporal control of vocal signals, we studied using transgenic songbirds. As a result, we 
found that genetic manipulation of activity of cAMP response element-binding protein (CREB) does not
 affect call development, while suppression of CREB activity significantly impairs song development.
 This indicates that neural-activity dependent gene regulation through CREB activity is essential 
for the establishment of vocalization which is acquired through imitative learning process.

研究分野： 神経科学

キーワード： ソングバード　音声学習　基底核　文法情報
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 社会学習を通じて生後獲得されるヒトの言
語は、複数の異なる音素から構成され、その
音素配列の時系列構造や規則性すなわち「文
法（syntax）」を理解する能力を必要とする。
しかしながら、ヒトのように音声を学習する
適当な哺乳類モデル動物が存在しないことか
ら、文法のような複雑な時系列情報の認知・
制御に関わる神経機構の生物学的基盤の詳細
は不明であった。一方、スズメ亜目に属する
鳥類（ソングバード）は、ヒトと同様に模倣に
より文法規則をもつ音声（さえずり、ソング）
を学習する。これらの鳥類が発達した大脳皮
質を有し、その音声制御系回路が哺乳類の大
脳−基底核と類似の構造をもつことが明らか
にされたこと、さらに研究代表者らにより、
ソングバードが「再帰的埋め込み規則（center 
embedding rule）」のような従来ヒトのみに可
能と考えられていた高度な文法規則を学習可
能であること、前運動野 HVCXニューロンが
文法情報をコードしていることが明らかとな
った。以上の知見をふまえ、鳥類の音声制御
系および聴覚系神経回路、さらにこれと類似
の構造をもつ哺乳類の大脳−基底核神経回路
に注目して、時系列情報制御を必要とする音
声や行動スキルの神経回路の研究を推進する
ことで、言語や行動スキルの獲得・制御に関
する脳機構の理解がすすむと期待された。 
 
２．研究の目的 
	 ソングバードの音声制御系（運動系）およ
びこれと類似した構造をもつ哺乳類の大脳−
基底核に注目して、文法（時系列）規則に従う
音声および行動シーケンス制御の神経回路機
構の解明を最終目標とし、そのために必要な
分子遺伝学的手法、電気生理学的手法、イメ
ージング技術を開発すること、さらにこれら
の新技術を用いてソングバードの音声制御系
および哺乳類の大脳皮質-基底核神経回路の
回路動作を研究することを第 1 の目的とした。
音声学習は聴覚系の機能的成熟と密接に関係
するが、聴覚系回路の発達プロセスについて
詳細は不明である。そこで高次聴覚系におけ
る時系列情報に関する電気生理学的解析と並
行して、周波数局在を特徴とする聴覚系から
時系列情報を抽出する回路の発達期の分子プ
ロファイルの解明を第 2 の目的とした。さら
にトランスジェニックソングバードの作成お
よび解析を第 3 の目的に設定した。具体的に
は、以下の３課題を実施した。 
「課題１：音声制御系神経回路(運動系)におけ
る文法情報処理機構」、「課題２：聴覚系神経
回路(感覚系)における文法情報抽出機構」、「課
題３：ソングバードにおける新規分子遺伝学
的手法の開発」 
 
３．研究の方法 
・遺伝子改変動物の作成：synapsinプロモー
ター下に変異CREBを発現するレンチウイル
スベクターをソングバードの受精卵にインジ

ェクションした。PCRおよび免疫染色により
トランスジーンの生殖細胞系列への伝搬およ
び神経細胞選択的な遺伝子発現を確認した。
マウス ES 細胞にエレクトロポレーションに
より遺伝子導入を行い、薬剤スクリーニング
後に PCR法により確認後、胚へインジェクシ
ョンを行い、マウス系統を確立した。 
・電気生理学的計測：ソングバードの HVCの
投射ニューロンは、基底核 X へ投射する
HVCX ニューロンと運動野 RA へ投射する
HVCRA ニューロンに大別される。X および
RAに刺激電極を設置し、逆行性に活動電位を
発生させることで両者を区別して計測した。 
・内視顕微鏡イメージング：GCaMP／
RCaMPあるいは FRETバイオセンサーをド
ーパミン受容体 1 型プロモーター下に発現す
るマウス系統あるいは、アデノ随伴ウイルス
ベクターを定位脳手術によりインジェクショ
ンし、約 10日後に麻酔下に内視顕微鏡の設置
手術を行った。イメージング後に灌流固定を
行い、内視顕微鏡の挿入位置および蛍光指示
タンパク質の発現パターンを確認した。 
・マイクロアレイ解析：鳥類の層状核、大細胞
核より RNA を抽出し PCR により増幅し、
Affymetrix社マイクロアレイにより分子プロ
フ ァ イ ル の 比 較 解 析 し た 。
PANTHER(Thomas et al., Genome Res. 
2013)により遺伝子オントロジー解析を実施
した。リアクトームデータベース(Jupe et al., 
Curr Protoc Bioinformatics. 2016)に登録さ
れているヒトのシグナル経路情報を用いシグ
ナル経路解析を実施した。 
 
４．研究成果	
課題１ 音声制御系神経回路(運動系)におけ
る文法情報処理機構 
(1) 自由行動下のシナプ
ス活動計測技術の確立：

文法情報をコードする
HVCXニューロンの正確
な神経活動（活動電位）
パターン生成プロセスを
明らかにするためには、
HVC の上流からのシナ
プス入力を解析すること
が重要である。しかしな
がら閾値以下のシナプス
電位は、従来から自由行動下で用いられてき
た細胞外記録法では計測不可能である。そこ
で行動を阻害しない小型軽量の細胞内記録手
法により計測を実施した（図 1）。 
 
 (2) ワイヤレス方式マイクロドライブによ
る単一ニューロン神経活動計測技術：哺乳類

図 1：細胞内記録用
マイクロドライブ 



モデル動物での音
声コミュニケーシ
ョン等の神経機構
の解析を目的とし
て、超軽量のワイヤ
レス方式の神経活
動計測技術を開発
した。ファラデーケ
ージのような電磁
シールド設置が困
難な屋外や広いス
ペースでの計測を
可能とするために、
デ ジ タ ル 方 式
（Bluetooth）とし、
さらに安定してデータ転送を行うために電気
生理データに適したデータ圧縮技術を開発し
た。その結果、実験動物に搭載可能なコンパ
クトな電子回路という制約にもかかわらず、
ほぼ理論的限界に近い圧縮効率を達成するこ
とに成功した。これにより、集団の中で行動
する動物個体から、リアルタイムに単一ニュ
ーロンの精度で神経活動計測が可能となった。
本技術を用いて、視床束傍核からの単一神経
細胞記録に成功し、社会的接触により束傍核
ニューロンの神経活動が持続的に促進すると
いう興味深い結果を得た。束傍核は視床−線条
体投射の主たる起源の一つであることから、
他個体との接触による認知・行動の切替えに
視床−線条体経路が関与している可能性を示
唆する（図 2：Hasegawa et al., Scientific 
Reports 2015）。 
 
(3) 行動スキル学習中の線条体ニューロンの
神経情報の推移の解析：上記(1)(2)での電気生
理学的手法の問題として、同時に計測できる
神経細胞の数が限られること、さらに特定の
種類の神経細胞を同定して計測することが困
難であることが挙げられる。そこで内視顕微
鏡を設置して自由行動下のマウスの線条体か
らCa2+イメージングにより直接経路を構築す
るドーパミン受容体 1型(+)中型有棘神経細胞
（medium spiny neuron, MSN）選択的な神
経活動計測技術を開発することに成功した
(論文投稿準備中）。今後は本内視顕微鏡イメ
ージングにより、時系列情報処理を必要とす
るタッチスクリーン課題における MSN の神
経情報の推移を解析する。 
 
課題２ 聴覚系神経回路(感覚系)における文
法情報抽出機構 
(1)	聴覚系における文法情報の抽出機構の解

析：ソングバードの音声制御系は自己の音声
シーケンスとよく似た聴覚刺激に対して発声
中と同様な神経活動を示す「ミラーニューロ
ン・システム」の特性を有する。この聴覚応答
を利用して、聴覚情報の中から文法情報を抽
出するプロセスを解析するために、細胞内記
録法により HVCXニューロンからシナプス応
答を記録する実験系を確立した。	

(2)	周波数情報にもとづく聴覚情報処理の神

経回路形成メカニズムの探索：聴覚系の各階
層では、周波数情報が各神経回路の位置情報
に変換される「tonotopy」の性質を有する。従
って、聴覚系では、文法情報も tonotopyに変
換された周波数情報から抽出されると考えら
れる。しかしながら、聴覚系神経回路の問題
として、視覚系（retinotopy）や嗅覚系のよう
な「topographic map」形成の分子基盤につい
て知見に乏しく、どのように周波数の
「topographic map」から、文法情報抽出が行
われるのか解析困難である。そこで、鳥類の
聴覚系への選択的遺伝子導入技術の開発およ
び「tonotopy」の基盤となる分子マーカー探
索を行った。鳥類の神経回路操作に必要とな
るウイルスベクターの探索を行った結果、鳥
類アデノ随伴ウイルス（ Avian Adeno-
Associated Virus, A3V）ベクターが最終分化
した神経細胞にも効率良く遺伝子導入可能で
あることを見出した。さらに A3Vベクターを
用いて、時間情報検出回路である大細胞核−層
状核の中で大細胞核選択的に遺伝子を発現さ
せる手法の開発に成功した（Matsui et al., 
PLoS ONE, 2012）。なお本手法で開発したウ
イルスベクター技術を応用し、生理学研究所
（伊佐正）、福島県立医大（小林和人）らと共
同で、霊長類モデル動物での経路選択的可逆
的神経伝達操作技術の開発に成功した
（Kinoshita et al., Nature, 2012）。以上の成
果は、平成 25年度科学技術分野の文部科学大
臣表彰（伊佐、小林と共同受賞）につながっ
た。 
	 次に tonotopy に関する分子群の網羅的探
索を大細胞核−層状核神経回路を対象に行っ
た結果、tonotopyの分子マーカー群の同定に
成功した（論文投稿準備中）。今後はこれらの
マーカー群を指標に聴覚系回路の正確な投射
パターンを解析し、文法情報抽出の回路基盤
へと進める予定である。 
	

課題３ ソングバードにおける新規分子遺伝
学的手法の開発 
(1) トランスジェニック（TG）ソングバード
の行動解析：ソングバードは複雑な時系列情
報制御が必要な音声を生後発達期に模倣によ
り学習する。このような音声学習では、感覚
情報のみならず、社会的接触の程度も学習効
率に大きく影響する。社会的接触を媒介する
神経機構を解析する目的で、社会的接触の有
無による遺伝子発現を解析した結果、有意に
変化する遺伝子群の同定に成功した。 
一方、神経活動依存的にその活性が制御され
る CREBに注目し、分子遺伝学的に神経系の
CREB 活性が異なる TG ソングバード系統を
作成し、CREB 活性の音声スキル獲得への影
響について基底核神経回路に注目して解析し
た。その結果、CREB 活性を抑制した TG 群
では、聴力は正常であり、生得的な音声であ
るコール（地鳴き）も変化しないが、後天的な
音声であるソングの学習が障害された。以上

図 2：電磁シールドの無
い空間でのワイヤレス
単一神経細胞記録 



の結果は、CREB の活性化が社会的な模倣学
習に必須であることを示す（Abe et al.,PNAS 
2015：図 3）。これは、単一遺伝子の機能が複
雑な時系列情報制御を必要とする音声スキル
の社会学習に必須であることを明確に示す最
初の報告である。 
 
(2) 遺伝子ターゲッティングを可能とするソ
ングバードの分子遺伝学的操作の探索：上記
(1)のレンチウイルスベクターによる TG系統
作成では、導入可能な遺伝子コンストラクト
のサイズも限定され、またマウスで実現され
ているような遺伝子ターゲッティングは困難
である。より自由度の高い分子遺伝学的操作
を確立するために、生殖細胞の幹細胞である
始原生殖細胞の培養について条件検討を行い、
２週間以上の培養で始原生殖細胞のマーカー
遺伝子の発現を確認できた。以上の結果は、
ソングバードの始原生殖細胞の長期培養の可
能性を示唆するもので、CRISPR などゲノム
編集による遺伝子操作も期待できる成果であ
る。 
 
(3) 行動シーケンス学習における可塑性関連
シグナル伝達と神経活動の推移の解析：上記
(1)の学習中の基底核における CREB 活性化
に伴う神経情報の変容を解析するために、分
子遺伝学的操作が容易なマウスを用いて内視
顕微鏡による Ca2+イメージングと FRET イ
メージングの条件検討を実施し、神経活動
（Ca2+イメージング）と CREB関連シグナル
（ERK 活性、PKA 活性、CREB 活性）を同
時に計測する手法の開発に成功した。今後は、
本技術をソングバードの音声学習の解析へ適
用する予定である。 
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