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研究成果の概要（和文）：記憶形成の基盤は神経細胞間シナプスの可塑的変化にある。近年、この可塑的変化において
ドパミンが重要な働きをしていることが示唆されている。しかし、ドパミン依存的神経可塑性においては大きく2つの
不明な点がある。1つはドパミンがどのような分子経路によってシナプスの可塑的変化を引き起こすのか、もう1つはド
パミンがどのように放出されているのか、という問題である。研究代表者が開発した単離脳実験系を用いてこの2つの
問題に取り組んだ。その結果、ドパミンはハエの匂い記憶中枢であるキノコ体において様々な分子のリン酸化を引き起
こすこと、一方、ドパミンの放出は後シナプスであるキノコ体の活動性が重要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The physiological and structural changes upon synapses are underlying memory 
formation. Recent studies suggest that dopamine plays important role for the plastic change. However it 
is unclear which molecular pathway is activated by dopamine and how dopamine is released during memory 
formation. Previously, I successfully induced plastic change in the synaptic transmission between 
olfactory central and mushroom body, olfactory memory core, in the isolated Drosophila brain. We used the 
isolated brain system and found that dopamine signaling phosphorylates various molecules in the mushroom 
body. Moreover, we found that dopamine release during memory formation is regulated not only dopaminergic 
neurons but also mushroom body neurons.

研究分野：神経科学

キーワード： ショウジョウバエ　神経可塑性　ドパミン
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１．研究開始当初の背景 

現在の神経科学において記憶は最終的に

は神経細胞間にあるシナプスの活動性変化

がその細胞学的基盤であると考えられてい

る。記憶に関連したシナプスの可塑的変化の

１つに long-term potentiation（LTP）があ

るが、この実体は後シナプスの肥大化とそれ

に伴う神経伝達物質受容体数の増大にある

と考えられている。 

記憶のモデル動物として有名なショウジ

ョウバエは、匂いと電気ショック（罰）もし

くは砂糖水（報酬）を連合学習し、その匂い

に対し嫌悪もしくは嗜好的な記憶を形成す

ることができる。この記憶は条件付けの方法

により異なるが、通常の 1回条件付けではま

ず短期記憶（short lasting memory, SLM）

として保持される。その後、STMは消失し、

代わりに 1日から１週間ほど保持される長期

記憶（long-lasting memory, LLM）へと固定

化される。ハエの強力な遺伝学により、

SLM・LLM 共に関連する遺伝子が同定され

てきた。この遺伝子群の中においても特に注

目されるのがドパミンとその下流にある分

子経路である。すなわち、D1 ドパミン受容

体（D1R）、Gタンパク（Gs）、1型 cAMP産

生酵素（Rut-AC）および cAMP 依存性キナ

ーゼ（PKA）である（Nature reviews 2003）。

これら分子の変異体は重篤な記憶欠損を引

き起こすことからこの分子経路の下流にシ

ナプスの可塑的変化を直接引き起こす分子

があると推定される。形態学的やイメージン

グ解析にからハエの匂い記憶はキノコ体

（mushroom body, MB）と呼ばれる構造で

形成・保持・読み出しがされると考えられて

いる（Science 1994, Nature 2001）。しかし、

LTPのような分子的な変化がどのようにMB

で起きているのかは不明である。 

一方、匂い記憶に必須なドパミンの挙動に

ついても不明な点が多い。特に、ドパミン作

動精神系は脳に僅かな数しかない一方（脳あ

たり数百個）非常に大きな終末を持つ。この

ことから、単純に神経興奮によってその前シ

ナプスから斉一的にドパミンを放出するの

ではなく、各々の部位によって何らかの修飾

がされているのではないかと示唆する報告

がある。しかし、その直接的な証拠は無い。 

 

２．研究の目的 

若手研究（B）（2009年度～2010年度）にお

いて研究代表者はハエ脳を単離し、匂い中枢

（antennal lobe、以下 AL）と電気ショック

を脳に伝える体性感覚上行繊維（ascending 

fibers of ventral nerve code、以下 AFV）を

ガラス電極により同時に刺激すると（図 1）、

その後AL刺激による記憶中枢でのCa2+応答

が長期にわたって増強するという現象を見

出した（long-term enhancement, 以下

LTE）。具体的には、ALを刺激すると、匂い

記憶中枢であるMBの Ca2+蛍光プローブの

シグナルが上昇する（図 2 Pre）。その後、AL

と AFVを同時に繰り返し刺激し（図 2、

AL+AFV）、15分後に改めて ALだけを刺激

すると、蛍光変化が増強するというものであ

る（図 2、15min）。 

この LTE は、数時間に渡って維持され、ま

た入力特異性や連合性などのさまざまな生

理学的特性が匂い記憶と極めて高い相関性

を示した。さらに、匂い記憶同様に D1 ドパ

ミン受容体（D1R）欠損変異体の脳において

この LTE は形成されないことからドパミン

依存的であることも示している。 
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その後の研究から、AFV刺激は NMDA受容

体の活性化によって置き換えられることを

見出した、すなわち AL刺激をすると同時に

脳を NMDA によって刺激することで

（AL+NMDA 刺激）LTE を形成できる。さ

らに、驚くべき事にこの AL+NMDA 刺激を

せずともD1Rを活性化するだけで LTEを形

成できることを見出した（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から 2つの大きな知見が得られ

た。1 つは D1R の活性化は MB の可塑的変

化の最終的なトリガーとなっていること。も

う1つはAL刺激とNMDA刺激によってMB

が活性化することがドパミン放出の前段階

となっていることである。これらの結果から、

D1R 活性化後のキノコ体におけるリン酸化

タンパクの同定および、AL+AFV もしくは

AL+NMDA 刺激時におけるドパミンの放出

機構の解明が本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

ドパミンシグナリングによるリン酸化タ

ンパクの同定はリン酸化タンパク分離アク

リ ル ア ミ ド ゲ ル （ phos-tag gel ） と

LC/MC/MC（液体クロマトグラフィー質量分

析）を組み合わせによって行う（図 4）。この

際、MBでのドパミンシグナリングによるリ

ン酸化タンパクを同定するため、MBでのみ

D1R を発現している遺伝子組換え体を用い

て解析を行う。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ドパミン放出がいつどのような機構によ

って引き起こされているのかは、ドパミン作

動精神のexocytosisを可視化することで解析

する。spHはシナプス小胞に貫通したシナプ

スタンパクの細胞外部位に pH 感受性の

pHluorin を融合させた分子である。図 5 に

示すように、シナプス小胞が細胞内に留まっ

ている際は pHluorin 部位は小胞内にある。

この時、シナプス小胞内は H+ポンプによっ

て pHが 4程度に低く保たれており、結果的

に蛍光は暗くなる。この小胞が exocytosisを

引き起こしシナプス伝達物質を放出すると

pHluorin部位もシナプス間隙に露出する。シ

ナプス間隙は pHが 7程度と高く維持されて

いるため蛍光強度が増強する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  
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図 3 DAによるMB神経可塑的変化 
MBでのみD1Rを発現したハエ脳を用いた AL
刺激によるMBの Ca2+応答。DA投与前（pre）
と DA暴露後の 5分、15分で Ca2+応答は顕著
に増大する。 
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 図 4 リン酸化タンパク同定の概念図 
ドパミン処理脳と非処理脳を phos-tag gelで泳動する
と、リン酸化タンパクは泳動が遅くなるため、バンド
が上へと移行する（矢印）。ゲルを適当な大きさに切
り出し、それぞれからタンパクを抽出して質量分析を
行うことで、本来 3番と 4番のゲル分画にあるタンパ
クが 2番と 3番で検出される。 

 
図 5  spHによる神経伝達物質放出の可視化 
小胞内液は H+濃度が高く低 pH に保たれて
いる。exocytosis を起こすと H+濃度の低い
細胞外液と混合することで spH近傍のpHが
上昇し、spHの蛍光強度が増強し、これによ
り exocytosisを検出する。 

 

図 2  刺激に応じたMBのCa2+蛍光プローブG-CaMP
の応答。Pre と 15min は AL 刺激による MB 応答、
AL+AFV は AL と AFV の同時刺激による MB の Ca2+

応答例である。 

ドパミン処理 



４．研究成果 

１）ドパミンシグナリングによるMBのリン

酸化タンパクの同定 MB でのみ D1R を発

現した遺伝子組換え体から脳を摘出し、ドパ

ミンによる刺激後、研究の方法に記載した手

法によりリン酸化タンパクの同定を行った。

その結果、242種類のタンパクが同定され、

内リン酸化状態が増減した分子は 34 種類見

出された。 

 

２）候補分子の発現抑制による記憶への影響

リン酸化状態に変化が見られた 34 種類のう

ち 28種類の分子に関して MBにおいてその

発現を抑制した遺伝子組換え体を作成した。

作成した組換え体において匂い嫌悪学習を

行い記憶のスコアを求めた。その結果、6 系

統において有意な記憶の低下が見出された

（図 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 系統の中でも特に記憶スコアが低かったの

は Dap160 分子の発現抑制体であった。

Dap160 は神経伝達物質放出に重要なダイナ

ミン分子に関連する分子である。今後の解析

によりどのような機構によってシナプス可

塑性と連関するのかを明らかにしたい。 

 

３）MB-ドパミン作動性神経の連絡解析 前

述したように MB を AL+AFV もしくは

AL+NMDA 刺激にを行うことで MB に投射

しているドパミン作動性神経からの

exocytosisが観察される。まず真にMBが活

性化された後にドパミン放出が起きている

のか、それとも AL+NMDA 刺激が直接ドパ

ミン作動性神経を活性化しているのかを調

べるために、AL からの入力を抑制する実験

を行った。AL からの出力ニューロンはコリ

ン作動性ニューロンであることが報告され

ている。そこで、ドパミン作動性神経にアセ

チルコリン受容体のドミナントネガティブ

を発現させた。もし ALから直接ドパミン作

動精神経を活性化する経路があれば、これに

より AL+NMDA 刺激によるドパミン放出が

抑制されるはずである。しかし、放出抑制は

観察されなかった。一方、MB の NMDA 受

容体の発現を抑制し、この変異体で

AL+NMDA 刺激を行ったところドパミン放

出は抑制された。従って、まず AL+NMDA

刺激によって直接MBが活性化し、その後活

性化したMBから何らかのシグナルによって

ドパミン作動性神経が活性化していると考

えられる。 

 次にMBからの exocytosisを熱により止め

ることのできる遺伝子組換え体を準備し、こ

れに対し加熱した状態で AL+NMDA 刺激を

行った。しかし、このような条件においても

ドパミン放出は観察された。このことは、MB

からドパミン作動性神経への伝達は

exocytosisを介さない逆行性シグナルによる

のではないかということが示唆された。 

４）活性化したMBは局所的にドパミン放出

を誘導する MB は脳に 1 対存在し、AL か

らの入力は同側のMBにのみ伝達される。す

なわち片側の AL刺激は同側のMBのみを活

性化する。一方、個々のドパミン作動性神経

は両則のMBに投射している（図 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 6 MB特異的に発現抑制を行った変異体の
匂い記憶（学習後 3分）スコア。縦軸は記憶
のスコアを定量化したもの。左端のバーは野
生型の記憶スコアであり、これに対して有意
に記憶スコアが低下した系統を赤で示した。 

 glass electrode 

図 7 ハエ脳の模式図 MB と AL は一対存
在し同側同士で連結している。ドパミン作動
性神経（青）は両則に投射している。 



もし、逆行性シグナルにより活性化したMB

がドパミン放出を誘導するとすれば、片側の

MBのみを活性化すれば両側に投射している

ドパミン作動性神経において活性化してい

るMB上でのみドパミン放出を引き起こす可

能性がある。このことを検証した結果、確か

にドパミン放出は活性化したMB上でのみ起

きていた（図 8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
以上の結果から、ドパミン放出はドパミン作
動性神経だけでなく、ドパミンを受け取る後
シナプスからの調節を受けていることが示
唆された。今後は、この調節機構を明らかに
したいと考えている。 
 
 
５．主な発表論文等 
 
〔雑誌論文〕（計 2件） 

(1) Naganos S, Ueno K, Horiuchi J, Saitoe 

M.、 Learning defects in Drosophila 

growth restricted chico mutants are 

caused by attenuated adenylyl cyclase 

activity. 、  Mol Brain 、 査 読 有 、

s13041-016-0217-3 DOI: 10.1186 

(2016) 

(2) Yamazaki D, Horiuchi J, Ueno K, Ueno 

T, Saeki S, Matsuno M, Naganos S, 

Miyashita T, Hirano Y, Nishikawa H, 

Taoka M, Yamauchi Y, Isobe T, Honda Y, 

Kodama T, Masuda T, Saitoe M.、Glial 

dysfunction causes age-related memory 

impairment in Drosophila.、Neuron、

査読有、84(4):753-63 DOI: 10.1016 

(2014) 

 

〔学会発表〕（計 5件） 

(1) Kohei Ueno and Minoru Saitoe 、 

Dopamine release is gated by 

coincidentally stimulated postsynaptic 

neurons to reinforce  plasticity. 、 

Neuroscience 2015,  Chicago, USA 

2015年 10月 

(2) 上野耕平、神経可塑性に必要なドパミン

放出はどのように決定されるのか、第 38

回日本神経科学大会、神戸コンベンショ

ンセンター、兵庫県神戸市、2015年 6月 

(3) 上野耕平、齊藤実、Dopamine Release Is 

gated by coincident Stimulation of 

Mushroom Body Neurons to Establish 

Plasticity.、第 37回日本分子生物学会年

会、パシフィコ横浜、神奈川県横浜市、

2014年 11月 

(4) Kohei Ueno 、 Minoru Saoitoe 、

Coincident stimulation induces 

dopamine release required for 

long-term enhancement of Ca2+ influx 

in mushroom body neurons. 、

Neurobiology of Drosophila 、 Cold 

Spring Harbor Laboratory, USA, 2013

年 10月 

(5) 上野耕平、堀内純二郎、齊藤実、

Coincident stimulation of two 

independent pathways triggers 

dopamine release which enhances 

synaptic transmission in Drosophila 

mushroom bodies.、第 36回日本神経科

学大会、京都国際会議場、京都府京都市、

2013年 6月 
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図 8 AL+NMDA 刺激によるドパミン放出
は同側でのみ観察され（左）、反対側では観
察されなかった（右）。 

 ipsilateral contralateral 
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