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研究成果の概要（和文）：時計遺伝子period (per) は概日リズム形成に必須であるが，長期記憶形成にも必須である
。本研究では，長期記憶形成に必須なPer発現ニューロンを同定した。ventral lateral neurons (LNvs)と呼ばれる６
個のニューロンでPerが発現している。さらに，それらの内3個のニューロンでは神経ペプチドNPFが発現している。我
々はPer-positiveかつNPF-negativeなLNdニューロンが長期記憶形成に関与すること，そして，これらのニューロンのP
er発現抑制は，概日リズムや睡眠調節には影響を与えないことを見出した。

研究成果の概要（英文）：A circadian clock gene, period (per), plays an important role in the generation 
of circadian rhythms and Long-term memory (LTM) formation. In this study, we identified per-expressing 
neurons relevant to LTM formation. There are about 150 circadian clock neurons in the adult Drosophila 
brain. Among these neurons, the per-expressing dorsal lateral neurons (LNds) were critically involved in 
LTM formation. However, inhibition of per expression in LNds did not affect the circadian rhythms or 
sleep regulation. In contrast to LNd-specific knockdown of per, pan-neural knockdown of per induced 
arrhythmic locomotor activity, and reduced nighttime sleep. Taken together, LNds seem to be responsible 
for the LTM formation, although other Per-positive neurons contribute to circadian rhythms and 
sleep/awake cycles.

研究分野： 神経遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
「睡眠による記憶固定化」は学習後の睡眠

によって長期間持続する記憶として定着す
る現象だが，そのメカニズムは不明である。 
申請者は，オスの求愛を利用した長期記憶

測定法（求愛条件付け）を確立し，時計遺伝
子 period (per)が長期記憶形成に必須であり，
そして，per 以外の時計遺伝子は長期記憶形
成に関与しないことをこれまでに報告した
(PNAS 2004, 101:16058-)。per null mutant では
長期記憶が消失する。一方，heat-shock 
promoterを用いてper を過剰に発現させると，
野生型よりも短い学習時間で長期記憶を獲
得することができる（長期記憶の促進）。 
ハエ脳内には per 発現ニューロンが約 150

個存在するが，長期億形成に必須なニューロ
ンは不明であった。我々は，長期記憶形成に
必要な per 発現ニューロンは脳内の限られた
ニューロンであることを 2012 年に報告した 
(Learning &Memory, 2012, 19:471-574)。ショウ
ジョウバエの GAL4/UAS 遺伝子発現システ
ムでは，酵母由来の転写因子 GAL4 が発現す
る細胞に特定の遺伝子を発現させることが
できる。ハエ成虫脳の扇状体と呼ばれる脳領
域の一部で GAL4 が発現する系統 （OK348）
と UAS-per の F1個体では GAL4 発現細胞で
per が過剰に発現して長期記憶が促進する。
また，OK348 と UAS-per RNAi の F1個体では
GAL4 発現細胞における per の発現が抑制さ
れるが，これらのハエでは長期記憶が消失し
た。これらの結果は，OK348 の GAL4-positive 
neuronsの中のper 発現細胞が長期記憶形成に
関与することを意味している。その後の研究
により，OK348 では dorsal latera neurons 
(LNds)および ventral lateral neurons (LNvs)と
呼ばれる数個の per 発現ニューロンで GAL4
が発現していることを明らかにした。 
一方，ハエの扇状体ニューロンは睡眠制御

に関与すること，また，ハエは学習後 4 時間
以上眠ることで記憶が固定化されて長期記
憶が作られることが知られていた(Science, 
2011, 332: 1571-)。これらの報告と，我々の先
行研究の結果を踏まえ，per 発現ニューロン
における per の発現が睡眠調節と長期記憶形
成の両方に関与し，睡眠による記憶固定化を
制御している可能性が考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，時計遺伝子 per が睡眠による

記憶固定化の制御に関与しているのかを明
らかにすることを目的とし，以下の３つの研
究を遂行した。 
① ハエ脳内には per 発現ニューロンが約
150 個存在する。それらのニューロンの中で，
長期記憶形成に必須なニューロンを詳細に
同定する。 
② per がハエの睡眠調節に関与するのかを
明らかにする。 
 
③ 長期記憶形成に必須な per 発現ニューロ
ンは睡眠の調節に関与するのかを明らかに
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
① PER 抗体を用いた免疫染色により，脳の
一部のニューロンにGAL4が発現している33
系統の中から，LNds で GAL4 が発現してい
る系統を選別した。さらにそれらの中から
LNvs で GAL4 が発現していない系統を選別
した。 
同定した GAL4 系統と UAS-per RNAi の F1個
体を用い,LNvs もしくは LNds の per 発現抑制
により長期記憶形成が抑制される GAL4 系統
を選別した。 
 
② 多くの時計ニューロンで GAL4 が発現し
ている tim-GAL4 系統と UAS-per RNAi の F1

個体を用い，睡眠を測定した。ハエは明暗サ
イクル条件下で飼育し，睡眠測定も同じ光条
件で行った。また，恒暗条件下での概日リズ
ムも測定した。 
 
③ ①で同定した GAL4 系統と UAS-per 
RNAi の F1個体を用い，睡眠を測定した。ま
た，恒暗条件下での概日リズムも測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
① 長期記憶形成に必須な per 発現ニューロ
ンの同定 
 
脳の一部のニューロンに GAL4 が発現して

いる 33 系統の中から，LNds の一部で GAL4
が発現している 17 系統を選別した。それら
の系統の１つである drl[PGAL8]と UAS-per 
RNAi の F1個体を用いて per 発現抑制実験を
行った。その結果，OK348 を用いた時と同様
に長期記憶は確認されなかった。しかし，



drl[PGAL8]は LNds のみならず，LNvs の一部
でも GLA4 が発現していた。 
 次に，LNds で GAL4 が発現している 17 系
統の中から，LNvs で GAL4 が発現していな
い系統を選別し結果，1 系統見出すことがで
きた。この系統を Janelia GAL4-1 と名付けた。
Janelia GAL4-1 と UAS-per RNAi の F1個体を
用いて per 発現抑制実験を行った。その結果，
長期記憶は確認されなかった。 
神経ペプチドである PDF は LNvs に特異的

に発現している。そこで，Pdf-GAL4 と
UAS-per RNAi の F1個体を用いて per 発現抑
制実験を行ったところ，長期記憶が確認され
た。以上の結果から，PER 依存的な長期記憶
には，主に LNds が関与することが明らかに
なった。 
 神経ペプチドである NPF は LNds の一部の
ニューロンで発現していることが知られて
いる。LNds は約 6 個のニューロンで構成さ
れているが，そのうちの 3 個のニューロンで
NPF が発現している。そこで，LNds の中で
も NPF-positive なニューロンが PER 依存的な
長期記憶に関与するかどうかを明らかにす
る実験を行った。nfp-GAL4-1 と UAS-per 
RNAi の F1個体を用いて per 発現抑制実験を
行ったところ，長期記憶が確認された。 
さらに，Janelia GAL4-1 系統の

GAL4-positive な LNd ニューロンで NPF が発
現しているかどうか検証した。NPF 抗体によ
る免疫染色の結果，GAL4-positive な LNd ニ
ューロンでは NPF が発現していないことが
明らかとなった。同様に，OK348 系統に関し
ても調べたところ，GAL4-positive な LNd ニ
ューロンでは NPF が発現していなかった。以
上の結果から，LNds の中でも NPF を発現し
ない 3 個の PER-positive なニューロンのいず
れかが長期記憶形成に必要であることが明
らかになった。 
 
② per の発現は睡眠調節に関与するか？ 
 
コントロールでは恒暗条件下で約 24 時間

の行動リズムが確認できたが，per 発現抑制
系統では，約 40％のハエで概日リズムが消失
した。また，残りの 60％は長周期になってい
た。これらの結果は，per-RNAi が per の発現
を抑制していることを意味している。 
明暗サイクル条件下で睡眠を測定したと

ころ，per 発現抑制系統ではコントロールと
比べて夜の睡眠量が減少していることが明
らかになった。一方，昼の睡眠には影響は見
られなかった。これらの結果は，時計ニュー

ロンにおける per の発現は夜の睡眠を維持す
るために必要であることを示唆している。 

 
 
③ 長期記憶に必要な LNds における per の
発現は睡眠調節に必要か？ 
 

Janelia GAL4-1 と UAS-per RNAi の F1個体
を用いて概日リズムと睡眠を測定した。これ
らのハエでは，長期記憶に必要な LNds にお
ける per の発現が抑制されると考えられる。
これらの F1個体では，恒暗条件下の概日歩行
リズム，およびと睡眠量に特段の異常は認め
られなかった。 

 
以上の研究結果から，以下に示す 3 点が明

らかになった。 
(1) 脳で発現する約 150 個の per 発現ニュー
ロンの内，主に LNds が長期記憶形成に関与
している。また，LNds の 6 個のニューロン
の内，長期記憶形成に関与するのは
NPF-negative な 3 個のニューロンである。 
(2) 概日時計ニューロンにおける per 遺伝子
の発現は明暗サイクル条件下で夜の睡眠を
維持するために必要であるが，LNds は per
依存的な睡眠制御に関与していない。 
(3) 長期記憶形成に必須な LNds は概日歩行
リズムの調節には関与しない。 
 
本研究では LNvs 特異的な per 発現抑制は

長期記憶に影響を与えなかった。しかし，
LNvs の神経活動を抑制したハエでは長期記
憶がつくれないことを我々は確認している。
本研究では pdf-GAL4 と UAS-per RNAi の F1

個体を用いたが，per の発現量がどの程度抑
制されているのかは不明である。RNA 干渉法
では遺伝子発現量を完全に抑制することは
困難であるため，今回の結果から LNvs の per
発現が長期記憶形成には関与しない，と結論
することはできない。今後は LNvs 特異的な
per ノックアウト系統などを利用して解析を
行う必要がある。 

 
per 遺伝子は，概日リズム，睡眠調節，長

期記憶形成に必須であるが，LNds は主に長
期記憶形成に影響を与えると考えられる。本
研究課題では，睡眠調節にかかわる per 発現
ニューロンの同定にはまだいたっていない
が，per 発現ニューロン間の神経ネットワー
クを利用して学習後の睡眠調節や，睡眠中の
記憶固定化に影響を与えている可能性も考
えられる。今後は，per 発現ニューロン間の



情報伝達経路が存在するか，また学習を介し
てそれらの情報伝達に変化が生じるか，など
より詳細な検証を行う必要がある。 
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