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研究成果の概要（和文）：産後ラットで、性周期が回帰する産後5週齢の経産群、対照群として未経産ラットを用いて
、海馬依存性学習としてY字型迷路、海馬CA1細胞のパッチクランプ法によるLTPの記録、海馬AMPA受容体のサブユニッ
トの構成をウェスタンブロット法にて解析した。その結果、経産群は、対照群と比較し海馬依存性学習の成績が良好で
あり、海馬シナプスでのAMPA受容体GluR2の発現が多いことを確認した。また、未経産群では、LTPが誘導できない低頻
度刺激で、経産群ではLTPが誘発された。これら結果は、経産群の学習機能の向上には、AMPA受容体のサブユニットの
構成の変化によるシナプス伝達効率の変化が関与する可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Behavioral changes during postpartum period are well documented in rats. In 
previous study, we demonstrated that changes in sensitivity to estrogen after delivery by comparing 
experimental groups of primiparity rats and nulliparity controls at the same age. In this study 
consisting of the similar groups, five-weeks postpartum rats that resumed estrus cycle after weaning were 
subjected in Y-maze tests. In electrophysiological study, we used a protocol for inducing long-term 
potentiation using whole-cell recording to pair low-frequency synaptic stimulation with a depolarizing 
voltage-clamp pulse. Furthermore, the expression level of GluR 1 and 2 was analyzed in the hippocampus by 
western blot. Improved performance of primiparous rats was found in Y maze. The expression of GluR 2 
level was increased in the hippocampus of primiparous rats. Taken together, reproductive experience could 
change hippocampal function leading to improve spatial learning.

研究分野：行動神経内分泌
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１．研究開始当初の背景 
『妊娠、出産、子育て経験後の学習記憶に関

する行動の変化』 

妊娠期および産後の女性は、未経産かつ同

年齢の女性と比較して学習、記憶力が低下す

るという報告がある（Janes et al., 1999）。

一方、妊娠期の女性では記憶力の低下がみら

れるが、産後速やかに回復するという報告も

ある（Buckwalter et al., 1999）。これらヒ

トの研究は、被験者数が少ない上、妊娠、出

産、子育て後の行動変化を長期間観察した研

究ではなく、メカニズムの詳細についても明

らかでない。ラットを用いた研究では、経産

ラットは、未経産ラットと比較して有意に空

間学習の成績が良好であり、その変化は、長

期間観察されることが報告されている(a, b)。

また、経産マウスでは空間学習の成績向上に

伴って、海馬内のシナプス長期増強

（Long-term potentiation: LTP）が確認さ

れたという報告もある（Tomizawa et al., 

2003）。申請者の先行研究においても、経産

ラットは、同週齢の未経産ラットと比較して

Y 迷路テストにおける空間学習の成績が有意

に良好であった。 

 

『AMPA 受容体のシナプスへの移行が神経の

可塑的変化に関与』 

新しいことを経験することによって、神経

系に起こる可塑的な変化としてLTPという現

象が知られており、LTP 誘導刺激により興奮

性神経伝達物質グルタミン酸の受容体、AMPA

受容体がシナプスに移行し、これが長期増強

のメカニズムの１つであることが明らかに

なってきた（Takahashi et al., 2003）。AMPA

受容体は、GluR1～GluR4 のサブユニットから

構成される４量体であり、通常 GluR2 を含ん

でいる。しかし、近年、GluR2 を欠いた

GluR2-lacking AMPA受容体の存在が報告され、

その受容体１分子あたりの電流応答が大き

い、すなわちシナプスの伝達効率が上昇する

という特徴が明らかとなっている（Liu et al, 

2010）。また、連携研究者の雌性ラットを用

いた研究では、エストロゲンにより AMPA 受

容体のサブユニット構成が変化し、性腺刺激

ホルモン放出ホルモンニューロンのシナプ

ス伝達効率を変化させることを発見してい

る (Tada et al., 2013)。海馬においても、

エストロゲンにより AMPA 受容体のサブユニ

ット構成が変化することを発見している（連

携研究者投稿中、図２中段）。しかし、妊娠、

出産、子育て後に、AMPA 受容体のサブユニッ

ト構成が変化することを見いだした報告は

ない。 
 
２．研究の目的 
申請者は、先行研究で経産ラットは未経産ラ

ットと比較して空間学習の成績が良好であ

ったが、海馬神経のシナプスには、形態学的

な有意な差はないことを明らかにしている。

そこで本研究では、妊娠、出産、子育て後の

学習機能の向上は、AMPA 受容体のサブユニッ

トの構成の変化によるシナプスの伝達効率

の変化が関与する、という全体の仮説を立て

た。本研究の目的は、先行研究で得た、妊娠、

出産、子育て後の海馬依存性空間学習の成績

の変化は、海馬シナプスの AMPA 受容体サブ

ユニット構成の変化により、伝達効率の良い

GluR2-lacking AMPA受容体の移行が関与して

いるという仮説をもとに、経産ラット、未経

産ラットを用いて電気生理学的、生化学的、

行動学的手法を用いて明らかにすることで

ある。 

 

３．研究の方法 

平成 25 年度 電気生理学的解析  

同週齢の経産ラット（N=20、Long Evans; 

LE 系、産後 5週齢かつ生後 16 週齢、発情前

期）と未経産ラット（N=20、LE 系、生後 16

週齢、発情前期）にイソフルランにて麻酔

を施した後、脳の急性スライスを作成する。

顕微鏡下（研究室既存、FN-S2N NICON 社）

で海馬 CA1 の単一細胞を用いてパッチクラ

ンプ膜電位固定法を行う。 

 

（1）AMPA 受容体のサブユニットの構成の解

析 

電気刺激により-60 mV 時の EPSC と+40 mV

の EPSC を記録し、前者の値を後者の値で除

した Rectification Index（RI）は、雄ラッ

トでは約1.6を示すことがわかっている。+40 

mVに固定時の、電流にGluR2には特徴がある。

従って、RI 値によって、シナプスに挿入され

た AMPA 受容体のサブタイプが通常のものな

のか、どうなのかが明らかとなる。ピクロト

キシン（GABAA 受容体の阻害剤）、APV（NMDA

受容体阻害剤）存在下で行う。 



 

（2）飽和試験に伴う GluR2-lacking AMPA 受

容体の解析 

LTP がこれ以上誘導されない状態を観察す

る（LTP の飽和；occlusion）、飽和試験を行

う。生体では、LTP の飽和状態に陥ることで、

学習、記憶が障害される。テタヌス刺激は、

0 mV、3〜10Hz、90秒間の paired 刺激で行う。

先行研究にて、0 mV、3Hz、90 秒間の paired

刺激で行った実験では、未経産ラットにおい

て LTP が誘発できなかったが、経産ラットで

は誘発できた可能性がある。そこで、本研究

では、結果をさらに確かめるためにテタヌス

刺激の頻度を上げる。 

 

生化学的解析 

（3）GluR1-2 及び GluR1 のリン酸化（831 お

よび 845）のタンパク定量 

電気生理学的解析の結果を確認するため、

生化学的解析を行う。同週齢の経産ラット

（N=8、LE 系、産後 5週齢かつ生後 16 週齢）

と未経産ラット（N=8、LE 系、生後 16 週齢）

にイソフルランにて麻酔を施した後、両側の

海馬をブレインスライサーで 2mm 切り出し、

シナプトソーム分画を施した後、GluR2 抗体

で免疫沈降し、ウェスタンブロットを行い、

GluR2 と結合している GluR1 サブユニットを

定量する。分画の場合、組織サンプルを、シ

ナプトソーム分画用バッファー (1 M 

HEPES:pH7.4、500 mM EDTA、100 mM EGTA、

100 mM DTT、300 μM Microcystin、100 mg/ml 

Leupeptin、Phosphatase Inhibitor、Protease 

Inhibitor) にてホモジナイズを行い、フィ

ルターを通して採集する。3600x で遠心後、

上清を捨て、ペレットを再度シナプトソーム

分画用バッファーにて溶解する。また、後シ

ナプスマーカー、 GluR1 のリン酸化（831 と

845）の定量も行う。 

その詳細なメカニズム明らかにするため

に、*iTRAQ 法（Ross et al., 2004）を用い

て海馬内タンパク質の存在量を網羅的に比

較した。 

 
平成 26 年度以降 学習成立後の解析 

（4）受動的回避学習成立後の海馬サンプル

を用いての生化学的解析 

受動的回避学習(IA task)成立に伴い、ラ

ットによる海馬学習依存的な AMPA 受容体の

シナプス移行が確認されている。明るい部屋

に入れると、速やかに暗い部屋へ移動する。

移動した時に電気ショックを与える。ラット

をケージに、戻し、30 分後に明るい部屋に入

れても暗い部屋に移動しないことで、学習成

立と評価する。学習成立の有無に関係なく、

妊娠、出産、子育て後に、シナプスの機能へ

の影響が検出できる場合と、検出できない場

合とを想定していたが、IAtask を行わなくと

も、本研究では GluR2 の発現に影響がみられ

た。しかし、本実験により AMPA 受容体への

影響がよりダイナミックになる可能性を考

え、IA task 成立後の経産（N=5、LE 系、産

後5週齢かつ生後16週齢）、未経産ラットN=5、

LE 系、生後 16 週齢）の海馬サンプルを用い

て、生化学的解析を行う。ウェスタンブロッ

ト法にて、pGluR1 (831,845)および GluR2 の

発現を確認した。 
 
４．研究成果 

 経産ラットは、未
経産ラットと比較

して、AMPA 受容体

サ ブ ユ ニ ッ ト

GluR2 の発現が多

く、AMPA 受容体

を多く移行させ

ることを、海馬

CA1 の単一細胞

におけるパッチ

クランプ法（図

１）およびウェ

スタンブロッド

法を用いて明ら

かにしている

（図 2）。また、未経産

ラットでは飽和状態と

なった海馬での電気刺

激によって、経産ラット

では LTP を誘導するこ

とが出来た（図 3、4）。

その詳細なメカニズム
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を明らかにするために、*iTRAQ法（Ross et al., 

2004）を用いて海馬内タンパク質の存在量を

網羅的に比較したところ、14-3-3protein が、

未経産ラットと比較し経産ラット海馬内で

有意に増加していることが分った。受動的回

避学習成立後の海馬サンプルをウェスタン

ブロット法にて、pGluR1 (831,845)および

GluR2 の発現を確認したが、未経産ラットと

比較して経産ラットで有意な発現の違いは

みられなかった。 
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