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研究成果の概要（和文）：コオロギを用いた研究から、ガス状の拡散性分子である一酸化窒素(NO)は、短期記憶を長期
記憶へと誘導する重要な物質であることが知られている。しかしながら昆虫の記憶中枢であるキノコ体において、NOが
果たしている役割は不明であった。本研究によって、NOは、キノコ体の内在ニューロンである大型ケニオン細胞によっ
て産生され、細胞内のシグナル伝達を介して各種のイオンチャネルタンパク質の性質を変え、膜の興奮性を上昇させる
モジュレーターとしての働きがあることが示された。

研究成果の概要（英文）：Crickets　have　high　capacity to form olfactory　long-term memory. Previous 
studies have pointed to the importance of the nitric oxide (NO) signaling cascade in the formation of 
olfactory long-term memory within mushroom bodies. However,the mechanisms by which NO modulates neuronal 
excitability in mushroom bodies and results in the formation of LTM are not well understood. In the 
present study, we have revealed that NO increases the frequency and number of action potentials in Kenyon 
cells via modulation of various kinds of ionic channels including persisten Na, L-type Ca, Na-activated 
K, and BK channels.We conclude that NO acts as a modulator resulting in a stimulatory signal in Kenyon 
cells. 　　　　　
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１．研究開始当初の背景 
フタホシコオロギを用いた嗅覚学習訓練

と行動薬理学実験によりMatsumotoら(2009)
は一酸化窒素(NO)/cGMPシグナル伝達系が短
期記憶を長期記憶へと移行させる際の「スイ
ッチ」役として働くことを示し、その分子機
構に関する仮説を提唱した。個体レベルで得
られたこの知見は、脊椎動物との共通性を示
しており、フタホシコオロギが記憶の分子機
構を解明する有用なモデル動物であること
を示唆している。 
本研究は上記の仮説を基に、キノコ体から

解離した単一ケニオン細胞を用いて NOシグ
ナルの標的となるイオンチャネル蛋白質の
電気生理学的応答を指標に、主にNOの下流の
細胞内シグナル伝達の実体を明らかにし長
期記憶形成の分子機構を解明しようとする
ものである。 
 
２．研究の目的 

NO の上流に代謝型アセチルコリン（ACh）
受容体の関与のあることをすでに明らかに
している。ACh は、PLC/IP3、細胞内 Ca2+スト
アからの Ca2+放出、Ca/CaM-CaMKII、一酸化窒
素合成酵素の活性化という一連のシグナル
伝達経路を介して大型ケニオン細胞により
産生される可能性を既に示唆した。本研究は、
NO の下流に想定される sGC/cGMP/PKG シグナ
ル伝達による各種イオンチャネルのリン酸
化による修飾機構、及び NO の自発性活動電
位及び誘発性活動電位に対する作用を明ら
かにし、複数回の条件付け刺激による短期記
憶から長期記憶への移行過程で NO シグナル
伝達系が果たす役割を明らかにすることを
目的とする。 

 
３．研究の方法 
イオンチャネルや受容体に対するNO作用

を明らかにするためには、細胞内のシグナル
伝達に関与する細胞内因子が温存されてい
る必要がある。その為、本研究では、細胞内
調節因子の流出を回避できるβエスシンを
用いた穿孔パッチクランプ法と単一チャネ
ル記録の基本モードである Cell-attached 

patch clamp 法を用いた。 

 
４．研究成果 
(1)NO の下流に存在するシグナル伝達経路を、
同定イオンチャネルの活動を指標にシグナ
ル伝達特異的阻害剤を用い、電気薬理学的に
調査し、以下の点を明らかにした。 
 
① Na+活性化 K+チャネルの活動は NO供与剤 

である GSNO及び SNAPにより抑制される。
この抑制作用は可溶性グアニル酸シクラ
ーゼ阻害剤 ODQ、及び cGMP 依存性プロテ
インカイネース（PKG）抑制剤 KT5823 に
より抑制された（図 1）。膜透過型 cGMP ア
ナログである 8-Bromo cGMP は NO 作用を
模倣した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1  Na+活性化 K+チャネル電流の NO作用に対する PKG

抑制剤 KT5823 の作用 

 
②単一の電位依存性 L 型 Ca2+チャネルの活動
は GSNO 及び SNAP により増強された。この
増強作用は ODQ 及び KT5823 により抑制さ
れた（図 2）。8-Bromo cGMP は NO 作用を模
倣した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 Ca2+チャネル電流の NO 作用に対する PKG 抑制剤

KT5823 の作用 

 
③ TTX 感受性で活性化及び不活性化の早い

一過性 Naチャネル電流と TTX 感受性かつ
低濃度 Cd2＋感受性で不活性化の遅い持続
性 Na+チャネル電流は GSNO及び SNAPによ
り共に増強された(図 3)。この増強作用は
ODQ 及び KT5823 により抑制された。
8-Bromo cGMP は NO 作用を模倣した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 Na+電流に対する NO の作用 
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(2)ケニオン細胞の Ca2+チャネルと BK チャネ
ルが機能連関していることを明らかにした。
BK電流はCa2＋チャネルを外液Ca2+-free もし
くは Verapamil でブロックすると抑制された
（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4 BKチャネル電流に対するCa2+-free及びVerapamil

の作用 

 
(3)ケニオン細胞の持続性 Na+チャネルと Na+

活性化K+チャネルが機能連関していることを
明らかにした。Na+活性化 K+電流は持続性 Na＋

チャネルを高濃度 TTX（1 µM）や低濃度 Cd2+(50
μM)でブロックすると抑制された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 Na+活性化 K+チャネル電流に対する TTX 及び Cd2+

の作用 

 

(4)NO の各イオンチャネルに対する作用をま
とめて図示した（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 6 NO の各イオンチャネルに対する作用 

(5) 膜興奮性に対する NO の影響を明らかに
するため、ケニオン細胞の自発性及び誘発性
活動電位に対する作用を調査し、以下の点を
明らかにした 
 
① NOはケニオン細胞の自発性活動電位の発

火頻度及び発火数を増強した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 自発性活動電位に対する NO の作用 

 
② NO はケニオン細胞の誘発性活動電位の発

火頻度及び発火数を増強した（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 誘発性活動電位に対する NO の作用 

 
③ NO は誘発性活動電位の立ち上がり速度 

(Rate of rise)及び振幅を増大し、スパ
イク間距離を短縮して発火頻度を増大す
る。また後過分極電位を増大する（図 9）。
これらの作用は図 6に示した NOの各イオ
ンチャネルに対する作用によって説明で
きる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9  誘発性活動電位の立ち上がり速度、振幅、後過分

極電位に対する NO の作用 
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(6) 本研究による成果を基に NO の嗅覚連合
学習に果たす機能的役割について考察し、以
下に示す仮説をたてた（図 10）。 
 
 
 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 連合学習に果たす NO シグナル伝達系の役割に関 

する仮説 
 
A: 持続性 Na+電流(INaP)と Na+活性化 K+電流(IKNa)は連動

して膜電位のオシレーションを発生する。ACh-NO シグナ

ル伝達によって LNaPが増大し IKNaが抑制されると Na＋チ

ャネルと Na+活性化 K+チャネル間の機能連関がアンカッ

プリングし、オシレーションが消失して膜の持続的脱分

極が発生する。これによって、膜の興奮性が上昇し、活

動電位の発火頻度が上昇する。B: 複数回の条件付けに

よって、大型ケニオン細胞(NO-producing Kenyon cell)

から、イオンチャネル型(nAChR)及び代謝型アセチルコ

リン受容体(m1AChR)の活性化を介して産生される。この

過程には、PLC/IP3、細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+放出、

Ca/CaM-CaMKII、一酸化窒素合成酵素の活性化という一

連の細胞内シグナル伝達経路が関与している。産生され

た NO は大型ケニオン細胞内で作用すると同時に周辺の

ケニオン細胞(NO-receptive Kenyon cell)に拡散し、

sGC/cGMP/PKG の活性化を介して各種イオンチャルを協

調的に修飾し、膜の興奮性を上昇させる正の興奮性メデ

イエイターとして作用する。 

複数回の条件刺激(CS)を行う過程で、NO が産生される。

NO はシナプス入力部域で発生する活動電位の発火頻度

及び発火数を増加しpeduncleを伝導した活動電位列は、

出力シナプス部域へ到達する。ケニオン細胞の活動電位

の発火頻度及び発火数の上昇はケニオン細胞と、出力ニ

ュ ー ロ ン 間 の シ ナ プ ス 伝 達 効 率 を 、 STDP 

(Spike-Timing-Dependent synaptic Plasticity：スパ

イク時刻依存シナプス可塑性）機構を介して増強すると

考えられる。報酬や罰情報を伝える無条件刺激(US)は、

STDP で標識されたシナプス部位に作用し、そこで連合が

成立する。 

この連合過程では、アデニル酸シクラーゼ（AC）が、

同時生起検出器として働き、ケニオン細胞の出力部位に

到達した複数の活動電位列による Ca2＋流入、Ca/CaM に

よる AC 活性化と、無条件刺激（US）による G 蛋白質カ

ップリングによるAC活性化の両者によりcAMP/PKA活性

が高まる。PKA は CREB タンパク質をリン酸化し新規タン

パク質の合成が開始される。 
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