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研究成果の概要（和文）：海馬は人において、記憶や学習に密接に関係しています。ラットをもちいて、いくつ
かの海馬に依存した学習機能を解析して、粉状型餌で飼育した場合は、通常の固形型餌で飼育した場合より良い
学習成績を示すことがわかりました。電気生理学的および生化学的な解析をした結果、記憶に関係しているAMPA
受容体の海馬における機能が、餌を通常型から粉状型にすると良くなることが支持されました。また、粉状型群
では海馬のシナプスに余裕が生じた、すなわち、海馬機能に余裕が出来たと思われました。変化の主因がエスト
ロゲンであることを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：Powded pellet diet enhanced hippocampus-related brain higher functions such 
as learning ability only in female rats.  This molecular basis was revealed by electrophysiological 
and biochemical experiments that the functional changes in the AMPA receptor subunit composition 
which was associated with learning ability. Also, powdred pellet enhanced synaptic function in the 
hippocampus.  These changes were related to estrogen. 
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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 
 脳には形態的·機能的な性的二型性が存在
する。ホルモン環境の性差や、遺伝的・内分
泌学的な影響を受けてホルモン感受性が変
化する。例えばエストロジェンのネガティブ
フィードバック作用に性的二型性はなく、雌
雄ともにエストロジェンは、性腺刺激ホルモ
ン放出ホルモンニューロンの活動を抑制す
る。しかし、エストロジェンのポジティブフ
ィードバック作用は雌性のみに存在する。そ
の機序の一つに AMPA 受容体が関与している
事を申請者は最近明らかにした。このように
性的二型性は、様々な脳機能の性差として表
現され、例えばヒトでは、摂食障害やうつ病、
そして自閉症など発症の性差、すなわち疾患
の脆弱性として現れているのではないか、と
申請者は考えるようになった。一方、興奮性
神経伝達物質グルタミン酸の受容体、AMPA 受
容体が、学習依存性にシナプスに挿入され、
その数が増加することより電流応答が大き
くなる（シナプスの伝達効率が上昇する）と
いうことが学習成立の分子基盤と言われて
いる。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、通常は
GluR2 を含んでいる。しかし、GluR2 を欠い
ているために、受容体 1分子当たりの電流応
答が大きいという特性を持つ GluR2-lacking 
AMPA 受容体が存在することが報告されてい
る。この GluR2-lacking の存在は、シナプス
の伝達効率がAMPA受容体の数だけではなく、
AMPA 受容体を構成するサブユニットの違い
によっても決定される可能性を示唆してい
る（図１）。 
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２．研究の
目的 
本 研 究 で

は、食品の
状相によっ
て脳の高次

機能が性 特
異的に変容
す る 事 、 そ
の機序の 1

つに AMPA 受容体サブユニットの構成の変化
がある事を、ラットを用いて検証する。具体的に
は、餌を通常型(固形=Hard)の場合と柔らかく(粉
状=Powder)した場合にわけ、雌雄ラットを用いて
研究する。平成 26 年度は、性特異的に餌の形
状が、 1)海馬依存性の学習機能に影響するか
否かを、受動的回避学習課題および恐怖条件
付け学習課題を観察する事から明らかにする。
同時に、パッチクランプ法により AMPA 受容体
のサブユニット構成を調べる。  また、生化学的
な方法で、餌の形状により変化する遺伝子を検
索する。平成 27 年度は、性特異 的に餌の形状
が、 2)海馬シナプス機能に影響するか、シナプ
ス機 能の予備 能力を検証する。具体的には学
習課題を負荷することにより海馬機能を飽和さ

せ、他の学習課題への影響、および、 
LTP(long-term potentiation)の occlusion(飽和)
を検討する。平成 28 年度は、性特異的に餌の
形状が、 3)海馬機能にのみ影響を及ぼすかに
ついて、恐怖条件付け学習を、海馬依存性(文
脈刺激)、もしくは、扁桃体依存性(音刺激)にし
て、検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）行動解析 
受動的回避学習 
 受動的回避学習装置は、ドアで隔たれた明る
い部屋と暗い部屋の２連部屋からなり、動物を明
るい部屋におくと速やかに暗い部屋に移動す
る。暗い部屋に移動した時にドアをしめて床のグ
リッドから電気ショック（0.8-1.6 mA、2 秒）を与え
る。その後再び明るい部屋に入れると受動的回
避学習が成立しているので、明るい部屋に行か
ない。行動しないこと（明るい部屋に行かない）
により電気ショックを回避する学習海馬依存性で
ある事がわかっている。 
恐怖条件付け 
 目印をした部屋に移して（文脈刺激）、床のグリ
ッドから電気ショック（0.8-1.6 mA、2 秒）を与え、
動物はすくみ行動（freezing）をとる。再びその部
屋に移すとその部屋を覚えていて、すくみ行動
をとる。１０分間観察し、動物の行動をテレビカメ
ラでパソコン上にデータを取り込み、すくみ行動
をとっていた時間を計測する。海馬依存性であ
る事がわかっている。また、同じ条件付けで、電
気ショックとベルの音を連合させると、扁桃体依
存性の学習となる。 
Y 迷路学習 
 動物をY迷路の一つの選択肢に置き、5 分間
の自発的交替行動(spontaneous 
alternation)を算出する。自発的交替行動は
探索行動で、自発的に異なる選択肢に入る性
質を利用し、既に入った選択肢を記憶してい
ることにより可能となる行動で、迷路の上に
テレビカメラを置き、接続したパソコン上に
データを取り込み、自動解析する。 
 
（２）電気生理学的解析 
 イソフルラン麻酔をしてから脳を摘出し、
スライス切片をリニアー振動型ビブラトー
ムで作成する。我々が改良した２段階インキ
ュベーション法を用いる。記録は、パッチク
ランプ膜電位固定法を用いる。また、電気刺
激は、シェーファー線維を刺激することによ
り行う。 
AMPA/NMDA 比の解析 
 ビククリン存在下に、-60 mV に膜電位を固
定した時の電気刺激により電流応答
（excitatory post synaptic current, EPSC）
を記録し、また、+40 mV の EPSC を記録する。
-60 mV の EPSC（AMPA 受容体成分）を電気刺
激 150 msec 後の+40 mV の EPSC（NMDA 受容体
成分）で除した値を計算する。 
シナプス入力の解析 
 TTX 存在下に-60 mV に膜電位を固定し、ビ



ククリン存在下ではminiature EPSC（mEPSC）、
CNQX 存在下では miniature inhibitory post 
synaptic current（mIPSC）を記録し、mini 
anlysis を用いて、mEPSC と mIPSC の起こる
頻度と振幅を検討する。 
AMPA 受容体のサブユニット構成 
 ビククリンおよび APV 存在下（NMDA 受容体
成分を切る）に電気刺激し、膜電位-60 mV にし
た時の EPSC を+40 mV の EPSC で割った値を
rectification index（RI）と定義する。通常は 1.5〜
1.6 であるが、GluR2-lacking 受容体があると、約
2.0 になる。つまり、RI があがると GluR2-lacking
受容体があるという、機能的な解析となる。 
LTP の検討 
 膜電位を-60 mV に固定する。テタヌス刺激
は paired 刺激で、0 mV の脱分極刺激と、3-10 
Hz 90 秒間の電気刺激を同時に行う。テタヌ
ス刺激前に、10 秒間に 1回電気刺激し、その
30 回（すなわち 5分間）の平均を 100%とし
て、その後 1時間、10 秒間に 1回電気刺激を
して、経過を観察する。 
 
（３）生化学的解析 
ウエスタンブロット 
 動物をイソフルレン麻酔して脳を摘出し、
実態顕微鏡下で目的の領域を切り出し、液体
窒素で凍結する。サンプルから定型的に蛋白
質を抽出する。シナプトソーム分画の場合は、
組織サンプルを、シナプトソーム分画用バッ
ファーにてホモジナイズを行い、フィルター
を通して採集する。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。それら蛋白サンプルは、
SDS—ポリアクリルアミド電気泳動法を用い
て、泳動を行い、メンブレン（PVDF 膜）に転
写する。PVDF 膜に転写する。転写後、ブロッ
キング剤を用いてブロッキング処理を行い、
目的の蛋白質の 1次抗体を反応させる。反応
後、膜を洗浄し、2次抗体 (HRP 標識抗体)に
て反応させ、化学発光法にて検出する。 
 
４．研究成果 
(１）行動解析として、高架式十字迷路、受
動的回避学習、Morris 水迷路を行った。その
結果、高架式十字迷路や受動的回避学習には
差がなかったが、Morris 水迷路では、粉状型
で飼育した場合に、良い成績を示した。 
(２）電気生理学的解析として、パッチクラ
ンプ法により急性スライスをもちいて、AMPA
受容体のサブユニット構成を調べた。その結
果、rectification index（RI）が餌を通常
型から粉状型にすると約 2.0 になった。つま
り、RI があがり GluR2-lacking 受容体がある
ということを電気生理学的に示した。また、
受動的回避学習をしていないと、Hard 群でも
Powder 群でも海馬の LTP が誘導出来た。しか
し、Hard 群では、受動的回避学習を行ってか
ら LTP を誘導すると、もはや LTP は誘導され
なかった。一方、Powder 群では、受動的回避

学習を行っても LTP を誘導できた。この結果
から、Powder 群ではシナプスに余裕が生じた、
すなわち、海馬機能に余裕が出来たと思われ
た。その結果、LTP の occlusion がおこらな
かったと推察している。また、これらの行動
上の変化と電気生理学的な変化の主因がエ
ストロゲンであることを明らかにした。 
 
(３）海馬を摘出し粗蛋白では、通常型と粉
状型で飼育した場合に差がなかったが、シナ
プトソーム分画にしたところ、AMPA 受容体サ
ブユニットGluR1が刺激依存性にシナプスに
挿入されることを確認した。さらに、粉状型
で飼育した場合には AMPA 受容体サブユニッ
ト GluR2 が減少することから、AMPA 受容体サ
ブユニット構成が粉状型で飼育した場合に
は変化する事が生化学的にも明らかとなっ
た。とくに 831 番目の GluR1 のアミノ酸が鍵
を握っている可能性が示唆された。 
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