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1 はしがき 

 

 本報告書は、2013年度 - 2017年度に実施された文部科学省科学研究費補助金新学術領域研究「多

様性から明らかにする記憶ダイナミズムの共通原理」（略称：記憶ダイナミズム）の研究成果をま

とめたものである。記憶は生命体が進化の過程で獲得、発達した脳の高次機能であり、個体の生存

と種の保存に貢献するだけでなく、ヒトでは生活の質の維持・向上を可能とし、個性の創出といっ

た精神活動の基盤となることから非常に魅力的な科学的好奇心を揺さぶる研究対象となっている。

心理学から始まった記憶の研究は、今日では分子生物学、分子解剖学、細胞生物学、生理学、生物

物理学など様々な研究分野からの成果を取り込むことで発展すると同時に、そこから多くの課題を

生んできた。本研究領域が取り組んできた研究は、そうした記憶の仕組みの理解の上で明らかに

なってきた記憶の新たな側面「記憶情報の流動性」と「記憶機構の変化」である。記憶情報は不安

定な記憶情報から安定な記憶情報への統合、蓄えられた記憶情報のアップデートや再固定化などの

流動性を示す一方、記憶機構も個体の加齢や睡眠、摂食といった内外環境の変化により変化する。

本研究領域ではこうした研究情報の流動性と記憶機構の変化を「記憶ダイナミズム」と名付け、こ

れを対象に行動から分子に至る包括的な研究を行なった。 

これまで多くの医学・生物学上の重要な原理が、各種モデル動物の傑出した特徴を生かして発

見されてきた。記憶研究においても各種無脊椎、脊椎モデル動物が示す多様な記憶表現型の特徴と

技術的アドバンテージを利用した研究が進められている。それは例えば無脊椎動物の学習能力が低

いことを利用した効率的な記憶過程の遺伝学的分離・解析であり、より小型で単純な神経ネット

ワークを利用した最も基本的な学習記憶回路の同定と機能解析や、逆に高度に分化した脳を利用し

た、マクロな細胞集団としての振る舞いの解明などである。本領域では各種モデル動物の示す多様

な記憶表現型をベースとした神経活動のリアルタイム解析などにより、分子・神経動態－回路機能

－記憶行動の包括的な研究を行ない、その成果を有機的に集約することで記憶ダイナミズムの仕組

みと共通原理が解き明かされ、動物種特異的に獲得された記憶機構が発見された。 

本領域は計画研究９件（2013年度～）および公募研究 26件（2014年度～）、28件（2016年度

～）よりなり、毎年の班会議、ワークショップ、シンポジウムなどを介して広範な共同研究、研究

協力が進んだことは、本研究領域の発展が研究環境のハード面だけで無く、ソフト面からも支えら

れていたことを物語っている。また各班員の活発なアウトリーチ活動により本研究領域の成果に留

まらない、最新の脳神経研究の発信、啓蒙が行われたことは日本の神経科学の発展にも幾ばくかの

寄与を果たしたものと考えている。最後に本研究領域の活発な推進にご尽力頂いた班員および総括

班員、有形無形のご助力とご評価を頂いた関係分野の諸先生方に、この場を借りて深い感謝の意を

表させて頂きたい。 

 

2019年 5月 領域代表 齊藤 実 
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2.1 研究組織（総括班、計画研究、公募研究） 
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研究運営委員会 
研究支援班 齊藤 実 公益財団法人東京都医学総合研究所・基盤技術研究センター長 

研究運営委員会 
研究支援班 
研究管理委員会 

久恒 辰博 東京大学・大学院新領域創成科学研究科・准教授 

研究運営委員会 
研究企画委員会 多羽田 哲也 東京大学・分子細胞生物学研究所・教授 

研究運営委員会 飯野 雄一 東京大学・大学院理学系研究科・教授 

研究企画委員会 井ノ口 馨 富山大学大学院・医学薬学研究部（医学）・教授 

研究管理委員会 上川内 あづさ 名古屋大学大学院・理学研究科・教授 

研究企画委員会 松尾 直毅 大阪大学大学院・医学系研究科・准教授 

研究支援班 石原 健 九州大学大学院・理学研究院・教授 

研究運営委員会 
研究企画委員会 吉原 良浩 国立研究開発法人理化学研究所・シニアチームリーダー 

研究支援班 佐藤 守俊 東京大学大学院総合文化研究科・教授 

評価委員 三品 昌美 立命館大学・総合科学技術研究機構・教授 

評価委員 森 憲作 東京大学・医学部・名誉教授 

評価委員 Charles Yokoyama 国立研究開発法人理化学研究所・研究業務担当コーディネータ 

評価委員 桂 勲 国立遺伝学研究所・所長 

 
 
計画研究 
2013 年度〜2017 年度 

研究代表者 所 属 研究課題名 

齊藤 実             公益財団法人東京都医学総合研究所 
認知症・高次脳機能研究分野 

記憶情報の変換ダイナミズムを担うショウジョウバエ神経・分子マ

シナリーの解明 

久恒 辰博            東京大学・大学院新領域創成科学研究科 哺乳類の脳機能老化メカニズムの解明を通じた記憶ダイナミズムの

理解 

多羽田 哲也           東京大学・分子細胞生物学研究所 ショウジョウバエの匂い記憶情報処理の時空間ダイナミズムの解明 

飯野 雄一            東京大学・大学院理学系研究科 学習記憶に関わる新規分子の発見と神経系における動態・機能の解

明 

井ノ口 馨            富山大学大学院 
医学薬学研究部（医学） 

げっ歯類の記憶再固定化システムをモデルとした記憶ダイナミズム

の共通原理の理解 

上川内 あづさ          名古屋大学大学院・理学研究科 ショウジョウバエ聴覚馴化システムをモデルとした記憶ダイナミズ

ムの共通原理の解明 

松尾 直毅            大阪大学大学院・医学系研究科 記憶情報を担う細胞集団の時空間的変化の解析 

石原 健             九州大学大学院・理学研究院 線虫 C.elegans の忘却制御機構から探る記憶のダイナミズム 

吉原 良浩            国立研究開発法人理化学研究所 
脳科学総合研究センター 

ゼブラフィッシュにおける嗅覚記憶ダイナミズムの分子・細胞・神

経回路メカニズム 
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2.1 研究組織（計画研究、公募研究） 
 

計画研究 

 

役 割 氏 名 所 属 

領域代表者 齊藤 実 公益財団法人東京都医学総合研究所・基盤技術研究センター・センター長 

 

総括班 

役 割 氏 名 所 属 

研究代表者 齊藤 実 公益財団法人東京都医学総合研究所・基盤技術研究センター・センター長 

研究分担者 久恒 辰博 東京大学・大学院新領域創成科学研究科・准教授 

研究分担者 多羽田 哲也 東京大学・分子細胞生物学研究所・教授 

連携研究者 飯野 雄一 東京大学・大学院理学系研究科・教授 

連携研究者 井ノ口 馨 富山大学大学院・医学薬学研究部（医学）・教授 

連携研究者 上川内 あづさ 名古屋大学大学院・理学研究科・教授 

連携研究者 松尾 直毅 大阪大学大学院・医学系研究科・准教授 

連携研究者 石原 健 九州大学大学院・理学研究院・教授 

連携研究者 吉原 良浩 国立研究開発法人理化学研究所・脳神経科学研究センター 

シニア・チームリーダー 

研究分担者 佐藤 守俊 東京大学大学院総合文化研究科・教授 

 
 
計画研究班 
2013 年度〜2017 年度 

研究代表者 所 属 研究課題名 

齊藤 実             公益財団法人東京都医学総合研究所・基盤

技術研究センター・センター長 
記憶情報の変換ダイナミズムを担うショウジョウバエ神経・分子

マシナリーの解明 

久恒 辰博            
東京大学・大学院新領域創成科学研究科・

准教授 
哺乳類の脳機能老化メカニズムの解明を通じた記憶ダイナミズ

ムの理解 

多羽田 哲也           東京大学・分子細胞生物学研究所・教授 ショウジョウバエの匂い記憶情報処理の時空間ダイナミズムの

解明 

飯野 雄一            東京大学・大学院理学系研究科・教授 学習記憶に関わる新規分子の発見と神経系における動態・機能の

解明 

井ノ口 馨            富山大学大学院・医学薬学研究部（医学）・

教授 
げっ歯類の記憶再固定化システムをモデルとした記憶ダイナミ

クスの共通原理の理解 

上川内 あづさ          名古屋大学大学院・理学研究科・教授 ショウジョウバエ聴覚馴化システムをモデルとした記憶ダイナ

ミズムの共通原理の解明 

松尾 直毅            大阪大学大学院・医学系研究科・准教授 記憶情報を担う細胞集団の時空間的変化の解析 

石原 健             九州大学大学院・理学研究院・教授 線虫 C.elegans の忘却制御機構から探る記憶のダイナミズム 

吉原 良浩            国立研究開発法人理化学研究所・脳神経科

学研究センター・シニア・チームリーダー 

ゼブラフィッシュにおける嗅覚記憶ダイナミズムの分子・細胞・

神経回路メカニズム 
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公募研究 
 
公募研究班（2014 年度〜2015 年度） 

研究代表者 所 属 課題名 

細川 貴之 東北大学・生命科学研究科・助教 記憶の形成と精緻化の神経機構の解明 

坂口 昌徳 筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・

准教授 
睡眠中の新生ニューロンの活性化が記憶に及ぼす機能 

林 悠 
筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構・

准教授 
睡眠中の神経回路ダイナミズム 

中井 淳一 埼玉大学・理工学研究科 運動学習における長期記憶機構の研究 

殿城 亜矢子 千葉大学大学院・薬学研究院・助教 老化に伴う代謝恒常性の破綻による記憶低下機構の解明 

山口 正洋 東京大学・大学院医学系研究科・講師 
覚醒睡眠サイクルに基づく匂い学習記憶と嗅覚神経回路の可塑

性の解析 

尾藤 晴彦 東京大学・大学院医学系研究科・教授 Dual FRET 技術を用いた長期神経可塑性機構の解読 

竹内 秀明 岡山大学・大学院自然科学研究科・准教授 社会認知を介した意思決定に関わる神経ネットワークの解明 

野村 洋 東京大学・大学院薬学系研究科・研究員 神経ネットワークの内部状態による記憶の形成、想起の制御 

日比 正彦 
名古屋大学・生物機能開発利用研究センター

教授 
小脳神経回路にコードされる恐怖応答記憶のメカニズムの解明 

櫻井 芳雄 同志社大学大学院・脳科学研究科・教授 記憶の多様な形成と再形成を実現するセル・アセンブリの解析 

平野 恭敬 京都大学・メディカルイノベーションセンタ

ー准教授 
長期記憶の不安定化を司る分子メカニズムと神経基盤の解明 

王 丹 
京都大学・物質ー細胞統合システム拠点・

助教 

Cellular environment-dependent RNA methylation at synapse 
during learning and memory 

八木 健 大阪大学・大学院生命機能研究科・教授 記憶ダイナミズムをもたらす局所回路形成メカニズムの解析 

美津島 大 山口大学大学院・医学系研究科・教授 
エピソード学習で動的に変化する海馬発火活動と CA1 シナプス

の多様な可塑性 

高橋 琢哉 横浜市立大学・大学院医学研究科生理学・

教授 
記憶ダイナミクスの時空間的解析 

木村 梨絵 生理学研究所・生体情報研究系・特任助教 運動に関わる局所神経回路の流動性が担う機能 

本間 光一 帝京大学・薬学部・教授 学習記憶能力を賦与するホルモンの脳内作用メカニズムの解明 

渡部 文子 東京慈恵会医科大学・総合医科学研究セン

ター・教授 
情動記憶ダイナミズムの解明 

古田 寿昭 東邦大学・理学部・教授 光で記憶を操作するケミカルプローブの開発 

久原 篤 甲南大学・理工学部・教授 神経と多臓器間で制御される温度適応メモリーの解析 

杉山 陽子 
(矢崎陽子) 

沖縄科学技術大学院大学・臨界期の神経メ

カニズム研究ユニット・准教授 

注意レベルによって制御される聴覚記憶形成のための神経メカ

ニズムの解明 

小川 正晃 生理学研究・発達生理学研究系・特任助教 報酬に基づく学習記憶ダイナミズムの高次制御機構 

高雄 啓三 富山大学・研究推進総合支援センター・教

授 
幼児性健忘における歯状回成熟度の意義の解明 

佐藤 正晃 
国立研究開発法人理化学研究所・脳科学総

合研究センター・客員研究員 

海馬における動的な記憶情報表現の可視化とそのメカニズムの

解明 

遠藤 昌吾 東京都健康長寿医療センター・研究部長 活性酸素種が担うマウス運動記憶の分散効果 
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公募研究班（2016 年度〜2017 年度） 

研究代表者 所 属 課題名 

和多 和宏            北海道大学・理学研究院・准教授    
脳内エピジェネティクス変化による運動パターン学習と維持メ

カニズムの解明      

林 悠              筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構 

准教授 

レム睡眠の操作が可能なマウスを用いた睡眠の質が記憶に及ぼ

す影響の解明       

殿城 亜矢子           千葉大学大学院・薬学研究院・講師      記憶システムの恒常性維持機構の解明                        

山口 正洋            高知大学・医学部・教授    匂い学習記憶を支える嗅覚系の多領域ネットワーク機能の解析             

野村 洋             北海道大学・大学院薬学研究院・講師 観察と実体験を融合する神経回路の解明                       

尾藤 晴彦 *1           東京大学・大学院医学系研究科・教授     CREB-Arc シグナル活性化による長期記憶制御機構の解明            

青西 亨             東京工業大学・情報理工学院・准教授  
多重解像度カルシウムイメージングデータの解析手法の確立と

その応用         

高雄 啓三            
富山大学・研究推進総合支援センター・ 

教授          
幼児性健忘における歯状回成熟度の意義の解明                    

山中 章弘            名古屋大学・環境医学研究所・教授 視床下部神経による積極的記憶消去のメカニズム解明                 

森 郁恵             名古屋大学・大学院理学研究科・教授     線虫の温度走性を行動モデルとする記憶・学習の制御機構               

平野 恭敬            京都大学・メディカルイノベーションセンタ

ー准教授    

記憶の固定化、および書き換えに寄与する新規予測誤差神経の探

求           

八木 健             大阪大学・大学院生命機能研究科・教授  記憶ダイナミズムをもらたす局所回路形成メカニズムの解析              

竹内 秀明            岡山大学・大学院自然科学研究科・准教授 個体記憶が異性の好みを生み出す神経動作原理の解明                 

高宮 考悟            宮崎大学・医学部・教授      
AMPA 型グルタミン酸受容体の糖鎖修飾による新たなシナプス

可塑性の動作原理    

竹本 研             横浜市立大学・医学部・助教    学習前の神経回路の操作を可能にする革新的光学技術の開発              

掛川 渉             慶應義塾大学・医学部・准教授    生後発達に伴う運動記憶ダイナミズムの解明と制御                  

竹田 真己            順天堂大学・医学部・特任准教授 連合記憶想起における側頭葉サブ領域間神経回路の研究                

古田 寿昭            東邦大学・理学部・教授      記憶を操作するケミカルプローブの開発                       

櫻井 芳雄            同志社大学大学院・脳科学研究科・教授         
記憶の多様な形成と再形成を可能にするセル・アセンブリの動的

変容          

川口 真也            京都大学・産官学連携本部・特定准教授 記憶の成立と移動を担う小脳神経回路の機能変化                  

村越 秀治            生理学研究所・脳機能計測・支援センター・ 

准教授       
新規分子活性操作法によるシナプスダイナミズムの意義の解明             

小川 正晃            京都大学・医学研究科・講師 状況特異的な報酬学習記憶の高次制御機構                      

深井 朋樹            
国立研究開発法人理化学研究所・脳科学総

合研究センター・シニア・チームリーダー 

空間探索における海馬とワーキングメモリの相互作用の回路モ

デル           

檀上 輝子            国立研究開発法人理化学研究所・脳科学総

合研究センター・研究員           
自己と他者の空間情報記憶                             

Joshua Johansen 国立研究開発法人理化学研究所・脳科学総

合研究センター・チームリーダー 
Noradrenergic regulation of fear and extinction learning 

林 康紀             京都大学大学院・医学研究科・教授 
記憶形成、固定、想起における海馬背側 CA1 セルアセンブリの

長期可視化       

肥後 剛康            国立研究開発法人理化学研究所・脳科学総

合研究センター・スタッフ研究員           
霊長類の作業記憶を制御する神経回路と神経活動の解明                

水関 健司 大阪市立大学・大学院医学研究科・教授 
神経活動の可塑性と記憶におけるレム睡眠の役割 
 

（*1）2017 年 6 月 29 日付で辞退 
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2.2交付決定額(配分額) 
（千円） 

    2013 年度 2014 年度 2015 年度 2016 年度 2017 年度 合計 

総括班 
直接経費 119,500 27,800 15,400 13,000 13,000 188,700 

間接経費 35,850 8,340 4,620 3,900 3,900 56,610 

計画研究 
直接経費 140,000 120,500 131,700 134,300 134,900 661,400 

間接経費 42,000 36,150 39,510 40,290 40,470 198,420 

公募研究 
直接経費 - 91,100 90,900 90,500 89,700 362,200 

間接経費 - 27,330 27,270 27,150 26,910 108,660 

 

 

2.3 研究発表 

 
2.3.1雑誌論文 
 

・研究項目ごとに計画研究・公募研究の順に記載し、研究代表者には二重下線、研究分担者には一重下線、連携研究者には点

線の下線を付し、corresponding author には左に＊印を付した。 
・融合研究論文として整理した論文については、冒頭に◎を付した。 
・本研究課題に係り交付を受けて行った研究の成果であることを表示したもの（論文等の場合は謝辞に課題番号を含め記載し

たもの）について記載したものについては、冒頭に▲を付した。 
 
A01（計画・齊藤実） 計 10 件（査読有 10 件） 
1. ▲    Sato, S., Ueno, K., Saitoe, M., and *Sakai, T. (2018). Synaptic depression induced by postsynaptic cAMP production in the 

Drosophila mushroom body calyx. J. Physiol doi:10.1113/JP275799.[Epub ahead of point]. 査読有 
2. ▲    Suzuki-Sawano, E., Ueno, K., Naganos, S., Sawano, Y., Horiuchi, J., and *Saitoe, M. (2017). A Drosophila ex vivo model of 

olfactory appetitive learning. Sci. Rep. 7, 17725. 査読有 
3. ▲    *Ueno, K., Suzuki, E., Naganos, S., Ofusa, K., Horiuchi, J., and *Saitoe, M. (2017). Coincident postsynaptic activity gates 

presynaptic dopamine release to induce plasticity in Drosophila mushroom bodies. Elife 6. 査読有 
4. ▲    Hirano, Y., Ihara, K., Masuda, T., Yamamoto, T., Iwata, I., Takahashi, A., Awata, H., Nakamura, N., Takakura, M., Suzuki, Y., 

Horiuchi, J., Okuno, H., and *Saitoe, M. (2016). Shifting transcriptional machinery is required for long-term memory 
maintenance and modification in Drosophila mushroom bodies. Nat. Commun. 7, 13471. 査読有 

5. ▲    Naganos, S., Ueno, K., Horiuchi, J., and *Saitoe, M. (2016). Learning defects in Drosophila growth restricted chico mutants 
are caused by attenuated adenylyl cyclase activity. Mol. Brain 9, 37. 査読有 

6. Nonaka, T., Suzuki, G., Tanaka, Y., Kametani, F., Hirai, S., Okado, H., Miyashita, T., Saitoe, M., Akiyama, H., Masai, H., 
and *Hasegawa, M. (2016). Phosphorylation of TAR DNA-binding Protein of 43 kDa (TDP-43) by Truncated Casein Kinase 
1δ Triggers Mislocalization and Accumulation of TDP-43. J. Biol. Chem. 291, 5473–5483. 査読有 

7. ▲    Matsuno, M., Horiuchi, J., Yuasa, Y., Ofusa, K., Miyashita, T., Masuda, T., and *Saitoe, M. (2015). Long-Term Memory 
Formation in Drosophila Requires Training-Dependent Glial Transcription. J. Neurosci. 35, 5557–5565. 査読有 

8. ▲    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., and *Saitoe, M. (2014). Glial Dysfunction Causes 
Age-Related Memory Impairment in Drosophila. Neuron 84, 753–763. 査読有 

9. ▲    *Hirano, Y., and Saitoe, M. (2013). Hunger and memory; CRTC coordinates long-term memory with the physiological state, 
hunger. Commun. Integr. Biol. 6, e25152. 査読有 

10. ▲ Kamimura, K., Ueno, K., Nakagawa, J., Hamada, R., Saitoe, M., and *Maeda, N. (2013). Perlecan regulates bidirectional 
Wnt signaling at the Drosophila neuromuscular junction. J. Cell Biol. 200, 219–233. 査読有 

 
A01（計画・久恒辰博） 計 15 件（査読有 15 件） 
1. ◎▲  Qiong, D., Kitora, T., Jun, K., Mamoru, T., Yoshinori, K., Etsuko, I., Hiroshi, M., Tatsuhiro, H., Qiong, D., Kitora, T., Jun, K., 

Mamoru, T., Yoshinori, K., Etsuko, I., Hiroshi, M., and *Tatsuhiro, H. (2018) Anserine/Carnosine Supplementation 
Preserves Blood Flow in the Prefrontal Brain of Elderly People Carrying APOE e4. Aging Dis. 9, 334-345. 査読有 

2. ◎▲ Chen, S.C.-J., Abe, Y., Fang, P.-T., Hsieh, Y.-J., Yang, Y.-I., Lu, T.-Y., Oda, S., Mitani, H., Lian, S.-L., Tyan, Y.-C., Huang, 
C.-J., and *Hisatsune, T. (2017). Prognosis of Hippocampal Function after Sub-lethal Irradiation Brain Injury in Patients with 
Nasopharyngeal Carcinoma. Sci. Rep. 7, 14697. 査読有 
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3. ◎ Togo, H., Rokicki, J., Yoshinaga, K., *Hisatsune, T., Matsuda, H., Haga, N., and Hanakawa, T. (2017). Effects of Field-Map 
Distortion Correction on Resting State Functional Connectivity MRI. Front. Neurosci. 11, 656. 査読有 

4. ▲ Katakura, Y., Totsuka, M., Imabayashi, E., Matsuda, H., and *Hisatsune, T. (2017). Anserine/Carnosine Supplementation 
Suppresses the Expression of the Inflammatory Chemokine CCL24 in Peripheral Blood Mononuclear Cells from Elderly 
People. Nutrients 9, 1199. 査読有 

5. ▲ Kaneko, J., Enya, A., Enomoto, K., Ding, Q., and *Hisatsune, T. (2017). Anserine (beta-alanyl-3-methyl-L-histidine) 
improves neurovascular-unit dysfunction and spatial memory in aged AβPPswe/PSEN1dE9 Alzheimer’s-model mice. Sci. 
Rep. 7, 12571. 査読有 

6. ▲ Matsuda, T., and *Hisatsune, T. (2017). Cholinergic Modification of Neurogenesis and Gliosis Improves the Memory of 
AβPPswe/PSEN1dE9 Alzheimer’s Disease Model Mice Fed a High-Fat Diet. J. Alzheimers. Dis. 56, 1–23. 査読有 

7. ◎ Jomura, N., Shintani, T., Sakurai, K., Kaneko, J., *Hisatsune, T. (2017) Mouse BOLD fMRI imaging during operant learning 
at ultra-high field (14 T). Proc. Intl. Soc. Mag. Reson. Med. 25, 5365. 査読有 

8. ◎▲ *Hisatsune, T., Kaneko, J., Kurashige, H., Cao, Y., Satsu, H., Totsuka, M., Katakura, Y., Imabayashi, E., and Matsuda, H. 
(2016). Effect of Anserine/Carnosine Supplementation on Verbal Episodic Memory in Elderly People. J. Alzheimers. Dis. 50, 
149–59. 査読有 

9. ◎ Rokicki, J., Li, L., Imabayashi, E., Kaneko, J., Hisatsune, T., and *Matsuda, H. (2015). Daily Carnosine and Anserine 
Supplementation Alters Verbal Episodic Memory and Resting State Network Connectivity in Healthy Elderly Adults. Front. 
Aging Neurosci. 7, 219. 査読有 

10. ◎ Yang, Y.-I., Lu, T.-Y., Chiu, Y.-Y., Chang, C.-C., Lai, J.-J., Huang, C.-J., Lian, S.-L., Hisatsune, T., Wan, Y.-T., Hong, Y.-J., 
and Chen, S.C.-J. (2015). Using fMRI to evaluate working memory differences in cognitive function of NPC patients before 
and after radiotherapy. Chinese J. Radiol. Technol. 39, 121–129. 査読有 

11. ◎ * Hisatsune, T.(2014) Research and development of Ultra High Field MRI. Magnetics Jpn, 9, 180-185. 査読有 
12. Nochi, R., Kaneko, J., Okada, N., Terazono, Y., Matani, A., and *Hisatsune, T. (2013). Diazepam treatment blocks the 

elevation of hippocampal activity and the accelerated proliferation of hippocampal neural stem cells after focal cerebral 
ischemia in mice. J. Neurosci. Res. 91, 1429–39. 査読有 

13. Chin, Y., Kishi, M., Sekino, M., Nakajo, F., Abe, Y., Terazono, Y., Hiroyuki, O., Kato, F., Koizumi, S., Gachet, C., and 
*Hisatsune, T. (2013). Involvement of glial P2Y₁ receptors in cognitive deficit after focal cerebral stroke in a rodent model. J. 
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15. ▲ Srimontri, P., Endo, S., Sakamoto, T., Nakayama, Y., Kurosaka, A., Itohara, S., Hirabayashi, Y., and *Kato, K. (2014). 
Sialyltransferase ST3Gal IV deletion protects against temporal lobe epilepsy. J. Neurochem. 131, 675–87. 査読有 

16. ▲ Shuichi Yanai, Yuki Semba, *Endo, S. (2014). The effect of diazepam on mouse PTSD-like behaviors induced by the 2011 
Tohoku earthquake. 行動科学 53, 27–36. 査読有 

17. ▲ Setogawa, S., Yamaura, H., Arasaki, T., Endo, S., and *Yanagihara, D. (2014). Deficits in memory-guided limb movements 
impair obstacle avoidance locomotion in Alzheimer’s disease mouse model. Sci. Rep. 4, 7220. 査読有 
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2.3.2学会発表 
 

＜計画研究＞ 
齊藤実 
1.長野慎太郎、齊藤 実「In vivo voltammetry analysis of single dopaminergic neuron function during olfactory associative learning」
新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2018年3月5-7月、富山国際会議場 

2.黒見 坦、上野耕平、長野慎太郎、齊藤 実「Social enhancement of heat avoidance in Drosophila melanogaster」新学術領域「記

憶ダイナミズム」班会議、2018年3月5-7月、富山国際会議場 
3.上野耕平、齊藤 実「Dopamine release is gated by post-synaptic neurons via retrograde signaling in Drosophila brain」新学術領域

「記憶ダイナミズム」班会議、2018年3月5-7月、富山国際会議場 
4.宮下知之、齊藤 実「Glial vesicular release of glutamate transmits aversive information required for aversive associative conditioning 

in Drosophila」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2018年3月5-7月、富山国際会議場 
5.齊藤 実「Molecular and Cellular bases of Dopamine Release Gated by Postsynaptic Activity」新学術領域「記憶ダイナミズム」

班会議、2018年3月5-7月、富山国際会議場 
6.齊藤 実 次世代脳シンポジウム・新学術領域合同若手シンポジウム 企画・運営、2017年12月20日、一橋講堂 
7.長野慎太郎、齊藤 実「電気化学的手法を用いた匂い連合学習を担う単一ドパミン神経機能の解明」（招待講演）ConBio2017
第40回日本分子生物学会年会、2017年12月6日、神戸国際会議場 

8.齊藤 実、飯野雄一 「記憶を作り出す分子と細胞ネットワーク」 ConBio2017第40回日本分子生物学会年会 ワークショ

ップ企画･運営、2017年12月6日、神戸国際会議場 
9.黒見 坦、上野耕平、長野慎太郎、齊藤 実「個体間相互作用による熱逃避行動の亢進」記憶回路研究会、2017年10月11-12
日、岡崎生理学研究所  

10.齊藤 実 第10回分子高次機能研究会「脳機能のロバストネスとフラジリティ」企画・運営、2017年9月4-6日、山形県天童

市 
11.松野元美、堀内純二郎、増田朋子、大房京子、齊藤 実「加齢性長期記憶障害は記憶固定時のドーパミン神経の過剰活性化

により生じる」第40回日本神経科学大会、2017年7月22日、幕張メッセ 
12.齊藤 実「ショウジョウバエ微小脳による記憶回路動作機構の分子生理学的解析」第40回日本神経科学大会時実利彦記念賞

受賞講演、2017年7月21日、幕張メッセ 
13.宮下知之、村上佳奈子、齊藤 実「グリアのグルタミン酸小胞放出は、ショウジョウバエの連合学習に必要な嫌悪情報を伝

達する」第40回日本神経科学大会、2017年7月20日、幕張メッセ 
14.長野慎太郎 、齊藤 実「電気化学的手法を用いたショウジョウバエの脳内モノアミン放出のリアルタイム定量解析」第40

回日本神経科学大会、2017年7月20日、幕張メッセ 
15.上野耕平、齊藤 実「共役入力を受けた後シナプス神経細胞はシナプス前終末cGMP/リアノジン受容体シグナルを活性化し

ドーパミン放出を誘導する」第40回日本神経科学大会、2017年7月20日、幕張メッセ 
16.Saitoe M.「A novel mode of dopaminergic synaptic vesicular exocytosis gated by postsynaptic neuronal activity. 」第16回東京都医学

総合研究所国際シンポジウム、2017年5月17日、東京都医学総合研究所 
17.松野元美、堀内純二郎、大房京子、増田朋子、齊藤 実「加齢体では繰り返し学習後の神経細胞過興奮により長期記憶が障

害される」第39回日本分子生物学会年会、2016年12月2日、パシフィコ横浜 
18.村上佳奈子、宮下知之、菊池絵実、宮地孝明、森山芳則、齊藤 実「グリア細胞からの小胞性グルタミン酸放出は連合学習

に必要である」第39回日本分子生物学会年会、2016年12月1日、パシフィコ横浜 
19.Ueno K, Saitoe M.「Pre-synaptic dopamine release is regulated by post-synaptic activity to induce neural plasticity in Drosophila.」in 

Neuroscience 2016、2016年11月15日、San Diego, CA, USA 
20.Kori K, Ueno K, Saitoe M. 「Pyridoxamine deficiency induces carbonyl stress and schizophrenia-like phenotypes in Drosophila.」 in 

Neuroscience 2016、2016年11月14日、San Diego, CA, USA 
21.齊藤 実 第9回分子高次機能研究会「脳の柔軟性を生み出す準安定性の多次元的理解」企画・運営、2016年8月25-27日、

愛知県 
22.Saitoe M. 「A history of memory and dopamine signaling in the fruit fly.」 in Developmental Neurobiology Course、2016年8月2日、

Okinawa Inst Sci Tech Graduate Univ, Okinawa 
23.郡 香日美、上野耕平、齊藤 実「ピリドキサミン欠乏はショウジョウバエにおいてカルボニルストレス性統合失調症様表現

型を誘発する」第39回日本神経科学大会、2016年7月21日、パシフィコ横浜 
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24.長野慎太郎、平野恭敬、齊藤 実「空腹によるドーパミンシグナリングの活性化がショウジョウバエの匂い学習を亢進する」

第39回日本神経科学大会、2016年7月20日、パシフィコ横浜 
25.齊藤 実「ドーパミン放出の標的細胞による新たなゲーティング機構」第46回日本神経精神薬理学会シンポジウム（招待講

演）、2016年7月2日、ソウルCOEX 
26.齊藤 実「Genetics of age-related memory impairment」第14回医学研国際シンポジウム、2016年6月30日、東京都医学総合研

究所 
27.鈴木惠雅、上野耕平、齊藤 実「Reward learning in cultured fly brain」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2016年6月

27-29日、静岡県掛川市 
28.長野慎太郎、齊藤 実「Spatiotemporal dopamine release in Drosophila olfactory aversive memory」新学術領域「記憶ダイナミ

ズム」班会議、2016年6月27-29日、静岡県掛川市 
29.上野耕平、齊藤 実「Dopamine release is gated by postsynaptic neurons」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2016年6

月27-29日、静岡県掛川市 
30.齊藤 実「Synaptic transmission directed by postsynaptic neurons」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2016年6月27-29

日、静岡県掛川市 
31.Ueno K, Horiuchi J, Saitoe M. 「Dopamine release is gated by coincidentally activated postsynaptic mushroom body neurons to 

establish plasticity.」 in Chronological change in Brain function、2016年3月8日、Chiba Univ, Chiba, Japan 
32.喜田聡、小林和人、齊藤 実「包括型脳科学研究推進支援ネットワーク冬のシンポジウム」マイクロ精神病態・適応回路シ

フト・記憶ダイナミズム三領域合同若手シンポジウム、企画･運営､2015年12月19日、東京学術総合センター 
33.宮下知之、齊藤 実「繰り返し学習の休息は長期記憶符号化神経細胞においてc-fos/creb転写サイクル生成のために必要であ

る」第38回日本分子生物学会年会、2015年12月3日、神戸国際会議場 
34.齊藤 実「Dopamine release is gated by coincidently activated postsynaptic neurons to reinforce plasticity」、新学術領域「記憶ダ

イナミズム」国際シンポジウム「Memory Dynamismー記憶のメカニズムをさぐる」、2015年11月6日、京都芝蘭会館 
35.鈴木惠雅、齊藤 実「Effects of hunger and satiety states on feeding related motor neuron responses in isolated Drosophila brain」新

学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2015年11月4-5日、京都ガーデンパレス 
36.上野太郎、齊藤 実「Manipulation of cellular functions by chemical genetics」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2015

年11月4-5日、京都ガーデンパレス 
37.長野慎太郎、齊藤 実「Cellular basis of learning enhancement by fasting in Drosophila」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会

議、2015年11月4-5日、京都ガーデンパレス 
38.宮下知之、齊藤 実「Rest intervals during training are required to generate c-fos/CREB transcriptional cycling in long-term memory 

encoding neurons」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2015年11月4-5日、京都ガーデンパレス 
39.Naganos S, Saitoe M. 「Dopamine receptor activities regulate learning-dependent odor preference changes in Drosophila.」in 

Neuroscience 2015､ 2015年10月20日、Chicago, IL, USA  
40.Ueno K, Saitoe M. 「Dopamine release is gated by coincidentally stimulated postsynaptic neurons to reinforce plasticity.」in 

Neuroscience 2015、2015年10月19日、Chicago, IL, USA  
41.齊藤 実 「新規On-demand型ドーパミン放出機構について」新学術領域「記憶ダイナミズム」数理シンポジウム、2015年

9月18日、東京大学 
42.齊藤 実 第8回分子高次機能研究会「パラダイムシフトへの転回期」企画・運営、2015年8月17-19日、石川県 
43.上野耕平、齊藤 実「Presynaptic dopamine release is gated by postsynaptic activity in Drosophila brain」第38回日本神経科学大会、

2015年7月29日、神戸国際会議場 
44.齊藤 実「Neuron-glia interactions involved in memory formation and age-related memory impairment in Drosophila」新学術領域「グ

リアアセンブリ」夏の国際ワークショップ、2015年7月11日、岡崎コンファレンスセンター 
45.齊藤 実、本多祥子「各種モデル動物による記憶過程の可視化」第120回日本解剖学会総会・全国学術集会/第92回日本生理

学会大会、2015年3月22日、神戸国際会議場・展示場 
46.上野耕平、齊藤 実「単離脳解析から見出されたドパミン放出の新機構」平成26年度包括脳ネットワーク冬のシンポジウム、

2014年12月12日、東京ホテルガーデンパレス 
47.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、2014年11月26日、パシフィコ横浜 
48.松野元美、堀内純二郎、齊藤 実 「Aging reduces glial protection from memory-induced cell death」 第37回日本分子生物学会

年会、2014年11月25日、パシフィコ横浜 
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49.Horiuchi J, Matsuno M, Masuda T, Saitoe M. 「Glial regulation of age-related memory impairment in Drosophila. 」in Learning and 
Memory: A Synthesis of Flies and Honeybees Janelia Farm HHMI Conference. 、2014年9月21日、Janelia Farm Research Campus, VA, 
USA  

50.Saitoe M, Ueno K. 「Dopamine release is gated by coincident stimulation of postsynaptic mushroom body neurons to establish 
plasticity. 」in Learning and Memory: A Synthesis of Flies and Honeybees Janelia Farm HHMI Conference. 、2014年9月21日、Janelia 
Farm Research Campus, VA, USA  

51.宮下知之、齊藤 実 「Spaced Training時に形成されるc-fos / CREB transcription cycle」第37回日本神経科学大会、2014年9月
12日、パシフィコ横浜 

52.長野慎太郎、上野耕平、川端有紀、齊藤 実 「匂い連合学習によって生じる匂い嗜好性変化のメカニズム」第37回日本神経

科学大会、2014年9月11日、パシフィコ横浜 
53.齊藤 実 第7回分子高次機能研究会「微小脳が生み出すビックデータへの挑戦」企画・運営、2014年8月25-27日、静岡県 
54.Saitoe M. 「Age-related impairment of long-term memory is caused by reduced neuron-glia interaction.」2014年6月19日、in 2014 

Yonsei BK21 plus-IGAKUKEN Joint symposium.、Yonsei Univ, Seoul, Korea 
55.Naganos S, Ueno K, Kawabata Y, Saitoe M. 「Molecular and physiological basis of learning defects caused by growth restriction in 

Drosophila.」in 2014 Yonsei BK21 plus-IGAKUKEN Joint symposium.、2014年、6月19日、Yonsei Univ, Seoul, Korea 
56.齊藤 実「A novel mode of dopamine release identified from brain in a vat.」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2014年6

月16日、札幌 
57.平野恭敬、齊藤 実「Dual role of CREB/CRTC in long-term memory maintenance and extinction.」 新学術領域「記憶ダイナミ

ズム」班会議、2014年6月16日、札幌 
58.上野耕平、堀内純二郎、大房京子、齊藤 実「Dopamine release is gated by coincident stimulation of postsynaptic mushroom body 

neurons to establish plasticity.」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2014年6月16日、札幌 
59.上野太郎、粂和彦、齊藤 実「Controlling sleep in Drosophila using a homolog of AWP1, a potential gene for sensitivity to 

anesthetics.」新学術領域「記憶ダイナミズム」班会議、2014年6月16日、札幌 
60.堀内純二郎、松野元美、増田朋子、齊藤 実「Memory-induced cell death increases with age.」新学術領域「記憶ダイナミズム」

班会議、2014年6月16日、札幌 
61.松野元美、齊藤 実「長期記憶形成に必要なグリア転写因子Repoによる遺伝子発現」記憶回路研究会、2013年12月12日、

岡崎生理学研究所 
62.Ueno K, Horiuchi J, Saitoe M. ｢On-demand dopamine release, triggered by coincident stimuli, determines Drosophila mushroom body 

plasticity.｣ in Cell Symposia: Networked Brain.、2013年11月8日、Sheraton San Diego Hotel and Marina, SD, USA 
63.Matsuno M, Horiuchi J, Saitoe M. 「Long-term memory formation requires neuron-glial signaling to induce glial protein synthesis.」in 

Cell Symposia:Networked Brain.、2013年11月7日、Sheraton San Diego Hotel and Marina, SD, USA 
64.Horiuchi J, Yamazaki D, Saitoe M.「Age-related memory impairment in Drosophila is caused by an oxidative stress-independent 

impairment of glial neuromodulator release.」in Neurobiology of Drosophila.、2013年10月4日、Cold Spring Harbor Laboratory, NY, 
USA  

65.Ueno K, Saitoe M. 「Coincident stimulation induces dopamine release required for long-term enhancement of Ca2+ influx in 
mushroom body neurons.」in Neurobiology of Drosophila.、2013年10月4日、Cold Spring Harbor Laboratory, NY, USA 

66.Naganos S, Ueno K, Horiuchi J, Saitoe M. 「Olfactory aversive conditioning forms two distinct memory components in Drosophila.」
in Neurobiology of Drosophila.、2013年10月3日、Cold Spring Harbor Laboratory, NY, USA  

67.齊藤 実 第6回分子高次機能研究会「分子と行動の狭間でテーラーメード化する先端神経遺伝学」企画・運営、2013年9
月17-19日、長野県 

68.上野耕平、堀内純二郎、齊藤 実「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36回日本神経科学大

会、2013年6月22日、国立京都国際会館 
69.Saitoe M. ｢Fasting to make memory faster.｣ in The 6th Molecular Cellular Cognition Society (MCCS)-Asia Symposium.、2013年6月

19日、Kyoto International Conference Center, Kyoto 
 
久恒辰博 
1.Tatsuhiro Hisatsune.「Aging and Anti-Aging of Cognitive Functions」in 21st US-Japan Cellular and Gene Therapy Conference 

Neurodegenerative Diseases: Biology, Cellular and Gene Therapy, 2018 年3 月1 日, FDA White Oak Campus, Silver Spring, 
Maryland U. S. A. 招待講演（国際シンポジウム） 
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2.Hisatsune T. 「Visualization of Mouse Executive Functions by Operant Learning Task-fMRI」in Invited Seminar of Center for 
Neuroscience Imaging Research Institute for Basic Science, Sungkyunkwan University（成均館大学）、2017年9月22日、水原市 (大
韓民国) 招待講演 

3.Hisatsune T. 「Neuroimaging of Mouse Executive Functions by Operant Learning task-fMRI」in Invited Lecture for Program of Brain 
& Cognitive Engineering, KAIST, 2017年9月21日、Daejeon, (大韓民国) 招待講演 

4.Hisatsune T. 「Neuroimaging of mouse executive functions by operant learning task fMRI」in Neuroimaging -from Molecules to 
Networks, Hot Topics in Molecular Imaging, Ecole de Physique des Houches, 2017年2月19日〜24日、Les Houches, (フランス国) 

5.Hisatsune T. 「Mouse BOLD fMRI during Operant Reversal Learning in 14.1 Tesla MR Scanner」in Bruker preclinical Imaging User’s 
Meeting, 2016年10月12日、Ettlingen (ドイツ国) 招待講演（国際シンポジウム） 

6.Keisuke Sakurai, Yuki Tanaka, Akiko Enya, Tatsuhiro Hisatsune.「Reversal learning test using light stimulus operant conditioning task: 
For the real-time imaging in the MRI apparatus.」第39回日本神経科学大会、2016年7月20日〜22日、神奈川県横浜市 

7.Hirotaka Asai, Yoshifumi Abe, Thomas J McHugh, Tatsuhiro Hisatsune.「The effect of attenuated neurotransmitter release in 
hippocampal adult born neurons on hippocampal neurogenesis, microstructure and function.」第38回日本神経科学大会、2015年7月
28日〜31日、兵庫県神戸市 

8.Hirotaka Asai, Thomas J. McHugh, Tatsuhiro Hisatsune. 「The impact of transgenic blockade of neurotransmitter release in newborn 
neurons on spatial learning」in Adult Neurogenesis: Evolution, Regulation and Function、2015年5月7日、ドレスデン（ドイツ国） 

9.Hirotaka Asai, Yoshifumi Abe, Thomas J. McHugh, Tatsuhiro Hisatsune. 「The effect of attenuating neurotransmitter release in 
hippocampal newborn neurons on memory tasks.」2014年北米神経科学会、2014年11月17日、ワシントンDC（米国） 

10.Hirotaka Asai, Thomas J McHugh, Tatsuhiro Hisatsune.「The impact of transgenic blockade of neurotransmitter release in newborn 
neurons on hippocampal dependent memory.」第37回日本神経科学大会、2014年9月11日〜13日、神奈川県横浜市 

11.Yoshifumi Abe, Tatsuhiro Hisatsune.「Live mouse functional MRI using normal bore 600 MHz NMR magnet.」第37回日本神経科学

大会、2014年9月11日〜13日、神奈川県横浜市 
12.Jun Kaneko, Megumi Shibahara, Kohta Kimura, Bruno Herculano, Tatsuhiro Hisatsune.「Impairment of hippocampal GABAergic 

network in a type 2 diabetes-Alzheimer’s disease model mice was ameliorated by the treatment with β-alanyl-L-histidine.」第37回日本

神経科学大会、2014年9月11日〜13日、神奈川県横浜市 
13.Hisatsune T.「Impact of adult hippocampal neurogenesis on the mammalian memory system」in Invited Seminar at Department of 

Psychology, University of Cambridge, 2014年7月10日、Cambridge, (英国) 招待講演 
14.Tatsuhiro Hisatsune.「Promotion of Ultra High Field-MRI Research and Development in Univ. Tokyo Kashiwa Campus」in 2nd joint 

international symposium “Ultra High Field MRI” 2013年11月14日、東京都 
15.Hirotaka Asai, Thomas J McHugh, Yoshifumi Abe, Jun Kaneko, Itaru Imayoshi, Ryoichiro Kageyama, Tatsuhiro Hisatsune.「Affected 

memory function in transgenic mice with the attenuated presynaptic neurotransmission of hippocampal adult-born neurons.」第36回日

本神経科学大会、2013年6月20日〜23日、京都市 
16.Jun Kaneko, Ken Aizawa, Natsumi Okada, Kohta Kimura, Tatsuhiro Hisatsune.「The involvement of diazepam biding inhibitor in the 

maintenance of neural progenitor cells in the adult dentate gyrus.」第36回日本神経科学大会、2013年6月20日〜23日、京都市 
17.Takeshi Matsuda, Tatsuhiro Hisatsune.「The role of hippocampal cholinergic system on the maturation of adult born neurons.」第36回

日本神経科学大会、2013年6月20日〜23日、京都市 
18.Sharon Chen, Yoshifumi Abe, Yi-ting Wan, Tatsuhiro Hisatsune, Gin-Chung Liu, Yu-Ting Kuo, Chih-Jen Huang, Shi-Long Lian.

「fMRI base-estimation of memory recovery for NPC patients treated by ionizing radiation therapy.」第36回日本神経科学大会、2013
年6月20日〜23日、京都市 

19.Yoshifumi Abe, Masaki Sekino, Ryota Imaoka, Hiroyuki Ohsaki, Yasushi Terazono, Shoji Oda, Hiroshi Mitani, Yugo Fukazawa, 
Hiromu Yawo, Tatsuhiro Hisatsune.「The decrease in CA3 BOLD response after the optic stimulation of the dentate gyrus in 
ChR2-expressing rats suffered from the radiation exposure.」第36回日本神経科学大会、2013年6月20日〜23日、京都市 
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29.Tomohiro Kitazono, Akitoshi Inoue, Takeshi Ishihara “Identification of regulatory factors for forgetting in C. elegans”, 19th 

International C.elegans Meeting, 2013 ロサンゼルス 
 
吉原良浩 
1.吉原良浩「魚が好きな匂いと嫌いな匂い：嗅覚情動行動の神経回路メカニズム」第95回日本生理学大会、2018年3月28日、

高松 
2.吉原良浩「ゼブラフィッシュの嗅覚記憶」第40回日本分子生物学会年会/第90回日本生化学会大会、2017年12月7日、神戸 
3.Yoshihiro Yoshihara「Olfactory receptors, circuits and behaviors in zebrafish」Monell Chemical Center Seminar、2017年11月20日、

Philadelphia, USA 
4.Yoshihiro Yoshihara「Carbon dioxide evokes slow escape behavior through nasal trigeminal pathway in larval zebrafish」International 

Workshop on Zebrafish Neural Circuits and Behavior、2017年11月15日、Bethesda, USA 
5.吉原良浩「匂いを感じる脳のメカニズム」Allergic Rhinitis Outlook 2017、2017年10月15日、東京 
6.吉原良浩「ゼブラフィッシュの情動行動を司る嗅覚神経回路メカニズム」平成29年度生理学研究所研究会（先天的と後天

的なメカニズムの融合による情動・行動の理解と制御）、2017年10月10日、岡崎 
7.吉原良浩「ゼブラフィッシュ嗅覚行動の神経回路メカニズム」第12回化学生態学研究会、2017年6月23日、函館 
8.Yoshihiro Yoshihara「An attractive scent of ATP: Fishes equip a unique adenosine receptor for olfaction」5th Bioscience and 

Biotechnology International Symposium: Sense, Sensor, Sensation、2017年1月11日、Yokohama, Japan 
9.Yoshihiro Yoshihara「Olfactory receptors, circuits and behaviors in zebrafish」4th Imaging Structure and Function in the Zebrafish 

Brain Conference、2016年12月3日、Munich, Germany 
10.Yoshihiro Yoshihara「Olfactory alarm reaction in zebrafish」17th International Symposium on Olfaction and Taste (ISOT)、2016年6

月8日、Yokohama, Japan 
11.Yoshihiro Yoshihara「Neural circuit genetics of the claustrum」National Institute of Genetics Workshop（Circuit Construction in the 

Mammalian Brain）、2015年12月6日、Mishima, Japan 
12.吉原良浩「嗅覚行動の神経回路メカニズム−魚が好きな匂いと嫌いな匂い」花王株式会社講演会、2015年11月17日、宇都宮 
13.Yoshihiro Yoshihara「Olfactory receptors, circuits and behaviors in zebrafish」25th International Conference of European 

Chemoreception Research Organization (ECRO)、2015年9月3日、Istanbul, Turkey 
14.Yoshihiro Yoshihara「Neural circuit genetics of the claustrum」第38回日本神経科学大会、2015年7月30日、Kobe, Japan 
15.吉原良浩「ゼブラフィッシュの嗅覚行動を司る神経回路メカニズム」森憲作教授退官記念シンポジウム（嗅覚神経回路と行

動発現のメカニズム）、2015年2月28日、東京 
16.吉原良浩「匂い受容から嗅覚行動へと至る神経回路メカニズムの解明へ向けて」平成26年度日本醸㐀学会（特別講演）、2014

年10月7日、東京 
17.Yoshihiro Yoshihara「Olfactory behaviors in zebrafish: Does it smell good, dangerous or sexy?」24th International Conference of 

European Chemoreception Research Organization (ECRO)、2014年9月12日、Dijon, France 
18.吉原良浩「嗅覚行動の神経回路メカニズム−魚が好きな匂いと嫌いな匂い」高砂香料 第1000回雑誌会記念特別講演会、平

塚 
19.吉原良浩「ゼブラフィッシュの嗅覚行動を司る神経回路メカニズム」日本発生生物学会2013年秋季シンポジウム、2013年11

月18日、神戸 
20.Yoshihiro Yoshihara「Olfactory neural circuitry in zebrafish: Does it smell good, bad, or sexy?」Neuro2013（第36回日本神経科学大

会）、2013年6月20日、Kyoto, Japan 
 
＜公募研究＞ 
細川貴之 
1.Hosokawa T, Nakamura S, Matsui Y, Yamada M, Iijima T, and Tsutsui K 「Involvement of monkey prefrontal cortex in 

category-based top-down behavioral adaptation」第 40 回日本神経科学大会 (2017 年 7 月 21 日、幕張)  
2.細川 貴之 「カテゴリに基づく論理的思考と行動制御の神経機構」生理研研究会 2016「行動を制御する神経ネットワーク

機能の解明に向けて」 (2016 年 12 月 9 日、岡崎) 
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3.Hosokawa T, Nakamura S, Yamada M, Iijima T, Tsutsui K 「Neural correlates of abstract thought process in monkey prefrontal cortex」
第 39 回日本神経科学大会 (2016 年 7 月 21 日、横浜) 

4.Hosokawa T, Nakamura S, Matsui Y, Yamada M, Iijima T, and Tsutsui K 「The effect of inactivation of prefrontal cortex on 
immediate behavioral adaptation in group reversal task by offline repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) in monkeys.」1st 
International Brain Stimulation Conference (2015 年 3 月 2 日、シンガポール) 

5.Hosokawa T. 「Representation of functional category and its integration with context information for behavioral selection within the 
prefrontal cortex.」TOHOKU Brain Science Symposium (2015 年 1 月 20 日、鳴子) 

6.Hosokawa T, Nakamura S, Matsui Y, Yamada M, Iijima T, and Tsutsui K 「Involvement of dorsolateral and ventrolateral prefrontal 
cortex in behavioral adaptation to group reversal.」Society for Neuroscience (2014 年 11 月 19 日、ワシントン DC) 

7.Hosokawa T, Nakamura S, Yamada M, Iijima T, and Tsutsui K 「グループ逆転課題遂行中のサル前頭連合野におけるカテゴリ

情報の表現（Neuronal coding of category information in monkey prefrontal cortex in group reversal task）」第 37 回日本神経科学

大会 (2014 年 9 月 12 日、横浜) 
 
坂口昌徳 
1.坂口昌徳「成体脳に新生するニューロンの光制御により明らかにする,睡眠中の記憶形成機構」比較記憶研究会、2015 年 10
月、東京大学 

2.坂口昌徳「The function of adult born neurons during sleep」第 38 回日本神経科学大会、2015 年 7 月、神戸 
3.坂口昌徳「Regeneration of neural circuits in the adult brain」KAIST seminar series, 2014 年 12 月、KAIST, Korea 
4.坂口昌徳「How memory engram is formed?」成体脳ニューロン新生 懇談会、2014 年 12 月、東京大学 
 
中井淳一 
1.Inoue M, Takeuchi A, Horigane S, Fujii H, Kamijo S, Takemoto-Kimura S, Ohkura M, Gengyo-Ando K, Kano M, Nakai J, Kitamura 

K, Bito H「Rational design of a novel high-affinity, ultrafast, red calcium indicator R-CaMP2」第 58 回日本神経化学大会、2015 年

09 月 11 日、さいたま市 
2.Matsuoka K, Yoshida M, Asakawa K, Ohkura M, Nakai J, Kawakami K, Hibi M, Shimizu T「Roles of zebrafish cerebellar neural 

circuitry in classical fear conditioning」第 38 回日本神経科学大会、2015 年 07 月 28 日、神戸市 
3.Inoue M, Takeuchi A, Horigane S, Ohkura M, Gengyo-Ando K, Fujii H, Kamijo S, Takemoto-Kimura S, Kano M, Nakai J, Kitamura 

K, Bito H「Rational design of a novel high-affinity, ultrafast, red calcium indicator R-CaMP2」第 38 回日本神経科学大会、2015 年

07 月 28 日、神戸市 
4.Nakai J, Ohkura M, Kagawa-Nagamura Y, Muto A, Inoue M, Bito H, Kawakami K, Gengyo-Ando K「Real-time visualization of 

neuronal activity in zebrafish and C. elegans」第 38 回日本神経科学大会シンポジウム、2015 年 07 月 28 日、神戸市 
5.小泉協, 佐藤正晃, 中井淳一, 大倉正道, 林康紀, 八尾寛「生体内光刺激・計測によるマウス大脳皮質層間信号統合の可視化」

生理研研究会「シナプス・神経ネットワークの機能ダイナミクス」、2015 年 12 月 02 日、岡崎市 
6.大倉正道, Borbala Podor, Yi-ling Hu, Roger Croll, Alan Fine, 中井淳一「２光子イメージング法での神経発火活動の検出に適し

た蛍光カルシウムプローブ蛋白質の比較検討」第 89 回日本薬理学会年会、2016 年 03 月 09 日、横浜市 
7.山下哲, 犬束歩, Chowdhury S, 中井淳一, 大倉正道, 田口徹, 桑木共之, 山中章弘「意識下活動動物からの特定神経活動記録

法の開発」第 93 回日本生理学会大会、2016 年 03 月 22 日、札幌市 
8.Inoue M, Takeuchi A, Horigane S, Fujii H, Kamijo S, Takemoto-Kimura S, Ohkura M, Gengyo-Ando K, Kano M, Nakai J, Kitamura 

K, Bito H「Rational design of ultrafast, high-affinity calcium indicators for monitoring neuronal activity」Neuroscience 2015、2015
年 10 月 17 日、シカゴ市 

9.中井淳一, 大倉正道, 安藤恵子「蛍光タンパク質 G-CaMP による in vivo カルシウムイメージング」 東京理科大学総合研究

機構イメージングフロンティア研究部門 2014 年度シンポジウム、2014 年 12 月 20 日、東京 
10.Podor B, Zhao Y, Wu J, Hu Y, Ohkura M, Nakai J, Campbell R, Croll R, Fine A「A comparative study of the two-photon performance 

of GCaMPs and GECOs」 Neuroscience 2014、2014 年 11 月、 Washington DC 
11.大倉正道, 小林千晃, 貞苅純子, 佐々木拓哉, 池谷裕二, 中井淳一「神経細胞内局所カルシウム動態の可視化を目指した高感

度シナプスカルシウムプローブ G-CaMP6-actin の応用」 第 87 回日本生化学会大会、2014 年 10 月、京都 
12.中井淳一, 大倉正道, 安藤恵子「蛍光カルシウムプローブ G-CaMP6 による in vivo カルシウムイメージング」第 58 回日本薬

学会関東支部会、2014 年 10 月、東京 
13.平理一郎, 大久保文貴, 正水芳人, 大倉正道, 中井淳一, 岡田尚巳, 松崎政紀「２光子イメージングを用いた単一細胞オペラ

ント条件付けによる局所回路の報酬タイミング依存的活動変化」第 37 回日本神経科学大会、2014 年 9 月、横浜 
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14.Ohkura M, Kobayashi C, Sadakari J, Sasaki T, Ikegaya Y, Nakai J「Imaging subcellular Ca2+ dynamics of neurons with a highly 
responsive genetically encoded Ca2+ indicator」9th FENS Forum of Neuroscience，Milan，2014 年 7 月. 

15.Hira R, Ohkubo F, Masamizu Y, Ohkura M, Nakai J, Okada T, Matsuzaki M「Single-neuron operant conditioning by two-photon 
imaging induces reward-timing-dependent bidirectional modulations in cortical microcircuit」9th FENS Forum of Neuroscience、2014
年 7 月、Milan 

16.大倉正道, 安藤恵子, 中井淳一「高性能な蛍光カルシウムプローブの開発と神経活動イメージングへの応用」脳末梢科学研

究センターシンポジウム「脳と末梢の最先端研究」、2014 年 6 月、埼玉 
17.大倉正道, 武藤彩, 阿部玄武, 川上浩一, 中井淳一「改良型緑色蛍光カルシウムプローブ蛋白質 G-CaMP7a を用いたゼブラ

フィッシュの視覚認知における神経活動の可視化」第 87 回日本薬理学会年会、 2014 年 3 月、仙台 
18.平理一郎, 大久保文貴, 正水芳人, 大倉正道, 中井淳一, 岡田尚巳, 松崎政紀「２光子カルシウムイメージングを用いた単一

オペラント条件付けにおける自発神経活動の報酬依存的な活動変化」第 91 回日本生理学会大会、2014 年 3 月、鹿児島 
 
殿城亜矢子 
1.殿城 亜矢子、小笠原 美奈、于 智華、伊藤 素行 「生存利益を伴う報酬記憶は加齢に対して頑強性を示す」第40回日

本神経科学会大会、2017年7月20日、千葉 
2.田辺憲人、伊藤素行、殿城亜矢子「記憶の維持と加齢性記憶障害におけるインスリン様シグナルによる全身性制御」第39
回日本分子生物学会、2016年12月1日、横浜 

3.吉岡佐保、永井咲紀、小林航、粟崎健、伊藤素行、殿城亜矢子「ショウジョウバエにおける加齢性記憶低下とNotchシグナ

ルの関係性の検討」第39回日本分子生物学会、2016年12月1日、横浜 
4.Ayako Tonoki, Kento Tanabe, Motoyuki Itoh.“A critical role of insulin-like signaling in memory maintenance and age-related memory 

impairment in Drosophila.”12th Japanese Drosophila Research Conference、2016年9月10日、東京 
5.Saho Yoshioka, Wataru Kobayashi, Saki Nagai, Takeshi Awasaki, Motoyuki Itoh, Ayako Tonoki. “Notch signaling in glial cells 

regulates long-term memory in Drosophila.”12th Japanese Drosophila Research Conference、2016年9月9日、東京 
6.Makoto Okano, Hiromi Matsuo, Yuya Nishimura, Ledi Liu, Katsuto Hozumi, Saho Yoshioka, Ayako Tonoki, Motoyuki Itoh. “Mib1 

promotes Dll1 endocytosis and Notch signaling through ubiquitination of Dynamin2 and Snx18.” BMB2015、2015年12月2日、神戸 
7.吉岡佐保、伊藤素行、殿城亜矢子「ショウジョウバエにおける老化に伴う長期記憶変化とNotchシグナル」BMB2015、2015
年12月2日、神戸 

8.田辺憲人、伊藤素行、殿城亜矢子「記憶の維持と加齢性記憶障害におけるインスリン様シグナルの重要な役割」BMB2015、
2015年12月1日、神戸 

9.殿城亜矢子「記憶システムの恒常性維持機構の解明」生理研研究会「比較記憶研究会」、2015年10月8日、愛知 
10.Kento Tanabe, Motoyuki Itoh, Ayako Tonoki. “A critical role for insulin-like signaling in memory maintenance and age-related 

memory impairment in Drosophila. ”EMBO Meeting, Neural circuits and behavior、2015年7月9日、ギリシャ・クレタ 
11.Ayako Tonoki, Ronald L. Davis. “Aging impairs protein synthesis dependent long-term memory in Drosophila.” The 11th Japanese 

Drosophila research conference、2014年6月6日、金沢 
12.Ayako Tonoki, Ronald L. Davis ”Aging impairs protein synthesis dependent long-term memory in Drosophila.” Janelia Conference, 

“Structure and Function of the Insect Mushroom Body”、2014年4月27日、米国・ワシントンDC 
 
山口正洋 
1.山口正洋「Neural circuit for acquiring distinct odor-guided motivated behaviors in mice」 第 95 回日本生理学会、2018 年 3 月

28 日、香川県高松市 
2.山口正洋 「Neural circuit mechanism of odor-induced motivation of feeding」 第 40 回日本分子生物学会・第 90 回生化学会

合同大会、2017 年 12 月 9 日、兵庫県神戸市 
3.山口正洋 「食行動における嗅覚系情動回路」 第 93 回日本生理学会、2016 年 3 月 22 日、北海道札幌市 
 
尾藤晴彦 
1.Bito H. Specification of a remote memory cell ensemble during cortical tagging through activity-dependent Arc signaling. The Brain 

Conferences “Learning, Memory and Synaptic Plasticity”2017年4月25日 Rungstedgaard, Denmark.  
2.Bito H. Deciphering the Role of Arc and Inverse Synaptic Tagging in Long-Term Memory. Gordon Research Conference on Dendrites: 

Molecules, Structures and Function. 2017年3月27日, Renaissance Tuscany Il Ciocco, Lugga, Italy. 
3.Bito H. Activity-dependent Arc expression: mechanisms, function and applications. 19th Korean Society for Brain and Neural Sciences. 

2016年9月28日。KINTEX, Goyang-si, Korea. 
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4.Bito H. Labeling, monitoring and manipulating active ensembles. Conferences Jacques Monod. 2015年6月14日. Roscoff, France 
5.Inoue M, Takeuchi A, Horigane S, Fujii H, Kamijo S, Takemoto-Kimura S, Ohkura M, Gengyo-Ando K, Kano M, Nakai J, Kitamura 

K, Bito H. Rational design of ultrafast, high-affinity red calcium indicator for monitoring neuronal activity. 2015年10月21日 Chicago, 
Illinois, USA. 

6.Bito H. Synapse-to-Nucleus Signaling and CREB Regulation in Fear Memory. Gordon Research Conference on Amygdala in Health 
and Disease. 2015年8月6日. Stonehill College, Easton, Massachusetts, USA.  

7.Bito H. Understanding Arc to understand a memory engram. 28th Annual Meeting on the Neurobiology of Learning and Memory. 2015
年4月24日. University of California at Irvine, Irvine, California USA. 

8.Bito H. Activity-dependent gene expression in health and diseases. 第36回日本生物学的精神医学会/第57回日本神経化学会合同

大会、2014年9月30日 奈良 
9.Bito H. Activity-dependent Arc expression: mechanism, function and application. 4th Leibniz Institute of Neurobiology Symposium. 

2014年8月28日 Tangermuende, Germany. 
 
竹内秀明 
1.竹内秀明  (招待講演)「メダカを用いた社会障害の原因となる分子基盤の解析」日本農芸化学会2018年度大会シンポジウム

「メダカ ～ 有用モデル生物としての産業応用への展開～」, 2018年3月, 名古屋） 
2.Hideaki Takeuchi  (招待講演) “Molecular basis underlying fish social competence ~ Social Neuropeptide in medaka fish.” 

Symposium on Oxytocin and Social Behavior: Animal and Human Studies toward ASD Pathophysiology and Therapeutic Effects, 
2017月6月, 浜松 

3.竹内秀明（特別講演）「メダカの社会的コンピテンスを生み出す分子神経機構」，第70回栃木県精神医学会，2017月3月, 宇
都宮市 

4.Hideaki Takeuchi (招待講演) “Molecular basis of social competence in medaka fish” 18th International Congress of Comparative 
Endocrinology, 2017月4月, Chateau Lake Louise, Canada 

5.Hideaki Takeuchi (基調講演) “Exploring the neural geography of the social brain using medaka fish” 17th Australia & New Zealand 
Zebrafish Meeting, 2016月2月, Flinders, Australia 

6.Hideaki Takeuchi (基調講演) “Exploring the neural geography of the social brain using medaka fish” 3rd Medaka Strategic Meeting, 
2016月2月, Flinders, Australia 

7.Hideaki Takeuchi (招待講演) “Neural mechanism of female preference mediated by social memory” Symposium on Memory and 
Mind, Tohoku Forum for Creativity, 2015月9月, 仙台 

8.Hideaki Takeuchi(招待講演) “Proximate and ultimate causes of socially-regulated mating preference in medaka fish” 2nd Strategic 
Meeting for Medaka Research, 2014年4月, Seville, Spain. 

 
野村洋 
1.Hiroshi Nomura「Central histamine reactivates weak memory engrams and restores forgotten memories」脳と心のメカニズム第 18
回冬のワークショップ、2018 年 1 月 11 日、ルスツリゾート（北海道蛇田郡留寿都村） 

2.Hiroshi Nomura, Hiroto Mizuta, Hiroaki Norimoto, Fumitaka Masuda, Yuki Miura, Hiroto Kojima, Aoi Ahizuka, Noriko Matsukawa, 
Zohal Baraki, Natsuko Hitora-Imamura, Daisuke Nakayama, Tomoe Ishikawa, Ryoki Saito, Yamato Sano, Hiroyuki Kusuhara, 
Masabumi Minami, Hidehiko Takahashi, Yuji Ikegaya「Central histamine reactivates weak memory engrams and restores apparently 
forgotten object memories in mice and humans」Neuroscience 2017、2017 年 11 月 15 日、ワシントン DC（アメリカ） 

3.Hiroshi Nomura, Hiroto Mizuta, Hiroaki Norimoto, Fumitaka Masuda, Yuki Miura, Hiroto Kojima, Aoi Ahizuka, Noriko Matsukawa, 
Zohal Baraki, Natsuko Hitora-Imamura, Daisuke Nakayama, Tomoe Ishikawa, Ryoki Saito, Yamato Sano, Hiroyuki Kusuhara, 
Masabumi Minami, Hidehiko Takahashi, Yuji Ikegaya「Central histamine reactivates weak memory engrams and restores apparently 
forgotten object memories in mice and humans」16th Annual MCCS Symposium、2017 年 11 月 9 日、ワシントン DC（アメリカ） 

4.Hiroshi Nomura, Kojiro Hara, Reimi Abe, Natsuko Hitora-Imamura, Ryota Nakayama, Takuya Sasaki, Norio Matsuki, Yuji Ikegaya, 
Masabumi Minami「Reward seeking by neuronal silencing in the auditory cortex」第 44 回内藤コンファレンス、2017 年 10 月 5
日、シャトレーゼ ガトーキングダム サッポロ（北海道札幌市） 

5.野村洋、水田弘人、乘本裕明、増田文貴、三浦友樹、小島寛人、芦塚あおい、松河理子、Zohal Baraki、人羅（今村）菜津

子、中山大輔、石川智愛、齋藤瞭毅、佐野大和、楠原洋之、南雅文、高橋英彦、池谷裕二「ヒスタミン H3 受容体逆アゴニ

ストは、思い出せなくなった物体記憶を回復させる」第 39 回日本生物学的精神医学会・第 47 回日本神経精神薬理学会 合
同年会、2017 年 9 月 29 日、札幌コンベンションセンター（北海道札幌市） 
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6.齋藤瞭毅、人羅菜津子、五十嵐ひかる、高橋大樹、池谷裕二、南雅文、野村洋「前帯状皮質から中脳水道周囲灰白質への

神経投射の活性化はマウスの探索行動を増大させる」第 39 回日本生物学的精神医学会・第 47 回日本神経精神薬理学会 合
同年会、2017 年 9 月 28 日、札幌コンベンションセンター（北海道札幌市） 

7.齋藤瞭毅、人羅菜津子、五十嵐ひかる、高橋大樹、池谷裕二、南雅文、野村洋「前帯状皮質-中脳水道周囲灰白質経路によ

るマウス探索行動の制御」第 31 回北海道薬物作用談話会、2017 年 8 月 5 日、北海道薬科大学（北海道札幌市） 
8.Hiroshi Nomura, Hiroaki Norimoto, Fumitaka Masuda, Yuki Miura, Hiroto Kojima, Zohal Baraki, Natsuko Hitora-Imamura, Daisuke 

Nakayama, Tomoe Ishikawa, Ryoki Saito, Yamato Sano, Hiroyuki Kusuhara, Masabumi Minami, Yuji Ikegaya「Histamine H3 receptor 
inverse agonists restore apparently forgotten memories」第 40 回日本神経科学大会、2017 年 7 月 21 日、幕張メッセ（千葉県千

葉市） 
9.Ryoki Saito, Natsuko Hitora-Imamura, Hikaru Igarashi, Daiki Takahashi, Yuji Ikegaya, Masabumi Minami, Hiroshi Nomura
「Activation of projection from the anterior cingulate cortex to the periaqueductal grey upregulates mouse exploratory behaviors」第 40
回日本神経科学大会、2017 年 7 月 21 日、幕張メッセ（千葉県千葉市） 

10.Hiroshi Nomura「Neuronal circuits for learning and memory」The 2nd HU-TMU-KU joint symposium for pharmaceutical sciences、
2016 年 9 月 5 日、台北（台湾） 

11.野村洋「分界条床核ニューロンによる不安行動の処理機構」第 8 回光操作研究会、2016 年 9 月 30 日、慶應義塾大学（東京

都港区） 
12.中山大輔、野村洋、バラキゾハル、尾上広祐、松木則夫、池谷裕二「学習時における前頭連合野による情報の統合」第 89

回日本薬理学会年会、2016 年 3 月 11 日、パシフィコ横浜（神奈川県横浜市） 
13.五十嵐ひかる、野村洋、池谷裕二「ACC-BLA 経路の活性化による嗜好性の誘導」第 38 回日本神経科学大会、2015 年 7 月

29 日、神戸国際展示場（兵庫県神戸市） 
14.尾上広祐、野村洋、石塚恭理、五十嵐ひかる、松木則夫、池谷裕二「扁桃体オリゴデンドロサイトの脱落による不安様行動

の発現」第 8 回先端分子薬理研究会、2014 年 11 月 29 日、北里大学（東京都港区） 
15.原宏士朗、野村洋、池谷裕二「聴覚皮質の光遺伝学的抑制によって作られる連合記憶」第 24 回日本臨床精神神経薬理学会・

第 44 回日本神経精神薬理学会合同年会、2014 年 11 月 22 日、名古屋国際会議場（愛知県名古屋市） 
 
日比正彦 
1.Hibi, M., Takeuchi, M., Matsuda, K., Ito, T., Nimura, T., Hara, Y., Kuraku, S., Kawakami, K., Yoshida, M., Shimizu, T. Formation 

and function of cerebellar neural circuits in zebrafish. 第 23 回小型魚類研究会 2017 年 8 月 30 日 、甲府 
2.Matsuda, K., Yoshida, M., Kawakami, K., Hibi, M., Shimizu, T. Cerebellar neural circuitry is involved in the classical fear 

conditioning in zebrafish. 第 2 回モナッシュ大学脳科学研究所−富山大学理学部国際シンポジウム「神経行動学の最新動向」

第 12 回シンポジウム「水生動物の行動と神経系」合同シンポジウム 2017 年 12 月 16 日、富山 
3.Hibi, M., Matsuda, K., Yoshida, M., Kawakami, K., Shimizu, T. Roles of cerebellar neural circuits in classical fear conditioning. 

International Workshop on Zebrafish Neural Circuits and Behavior. 2017 年 11 月 17 日、Rockville、 USA 
4.Shimizu, T., Matsuda, K., Yoshida, M., Kawakami, K., Hibi, M. The cerebellar granule cells control the recovery from classical 

conditioned fear responses in zebrafish. 第 40 回日本神経科学大会 2017 年 7 月 26-29 日、千葉 
5.Shimizu, T., Matsuda, K., Kawakami, K., Yoshida, M., Hibi, M. The cerebellar granule cells control recovery from classical 

conditioned fear responses in zebrafish. 第 50 回日本発生生物学会大会 2017 年 5 月 10-13、東京 
6.Matsuda, K., Yoshida, M., Kawakami, K., Hibi, M., Shimizu, T. Roles of zebrafish cerebellar neurons in classical fear conditioning. 
第 22 回小型魚類研究会 2016 年 8 月 20-21 日、岡崎 

7.Matsuda, K., Yoshida, M., Kawakami, K., Hibi, M., Shimizu, T. Zebrafish cerebellar neural circuitry is involved in the classical fear 
conditioning. 第 39 回日本神経科学大会 2016 年 7 月 20-22 日、横浜 

8.Matsuda, K., Yoshida, M., Asakawa, K., Nakai, J., Kawakami, K., Hibi, M., Shimizu, T. Zebrafish cerebellum is involved in the 
classical fear conditioning. 第 21 回小型魚類研究会. 2015 年 9 月 19-20 日、吹田 

9.Matsuda, K., Yoshida, M., Asakawa, K., Ohkura, M., Nakai, J., Kawakami, K., Hibi, M., Shimizu, T. Roles of zebrafish cerebellar 
neural circuitry in classical fear conditioning. 第 38 回日本神経科学大会. 2015 年 7 月 28-30 日、神戸 

10.Matsuda, K., Yoshida, M., Takeuchi, M., Asakawa, K., Ohkura, M., Miyasaka, N., Yoshihara, Y., Nakai, J., Kawakami, K., Hibi, M., 
Shimizu, T. Roles of zebrafish cerebellar neural circuitry in the classical fear conditioning. 第 20 回小型魚類研究会. 2014 年 9 月

20-21 日、東京 
11.Matsuda, K., Takeuchi, M., Asakawa, K., Ohkura, M., Miyasaka, N., Yoshihara, Y., Hayashi, T., Kuraku, S., Kawakami, K., Hibi, M., 

Shimizu, T. Dissection of cerebellar neural circuitry with zebrafish Gal4 gene/enhancer trap lines. 第 47 回日本発生生物学会大会 
2014 年 5 月 27-30 日、名古屋 
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櫻井芳雄 
1.山田基樹,櫻井芳雄「バーンズ迷路を用いたラットの他個体観察学習課題.」日本行動科学学会、2018 年 3 月 9 日、八幡平マ

ウンテンホテル（岩手県・八幡平市） 
2.谷隅勇太,廣川純也,櫻井芳雄,眞部寛之「“All-Go” Behavioral State with Resetting Associative Neural Activity in Ventral Striatum 

during Reversal Learning.」The first international symposium for frontend brain science: University of Yamanashi、2018 年 2 月 21
日、一橋講堂（東京都・千代田区） 

3.大貫朋哉,櫻井芳雄,廣川純也「Representation of goal-related spatial information across different behavioral contexts in rat perirhinal 
cortex.」The first international symposium for frontend brain science: University of Yamanashi、2018 年 2 月 21 日、 一橋講堂(東
京都・千代田区)  

4.大貫朋哉,櫻井芳雄,廣川純也「Retrieval of task-related multimodal memory in rat perirhinal cortex.」次世代脳プロジェクト 冬の

シンポジウム 2017、2017 年 12 月 21 日、一橋大学 一橋講堂(東京都・千代田区)  
5.塩谷和基,村田航志,廣川純也,森憲作,櫻井芳雄,眞部寛之「匂いで惹起された摂食行動時に応答する腹側テニアテクタの神経

活動.」次世代脳プロジェクト 冬のシンポジウム 2017、2017 年 12 月 21 日、一橋大学 一橋講堂(東京都・千代田区)  
6.阪口幸駿,櫻井芳雄「ラット背外側線条体の習慣形成における機能的半球差.」2017 年度生命科学系学会合同年次大会、2017
年 12 月 6 日、神戸ポートアイランド(兵庫県・神戸市)  

7.Hirokawa, J., Li, S., Vaughan, A., Pie, J., Desban, L., Osako, Y., Ohnuki, T., Manabe, H., Sakurai, Y., and Kepecs, A.「「Differential 
routing of reinforcement signals from orbitofrontal cortex to striatum depending on environmental uncertainty.」47th Society for 
Neuroscience Annual Meeting, 250.08、2017 年 11 月 12 日、Washington DC(米国)  

8.櫻井芳雄「高齢な脳と高齢な身体．」第 81 回日本心理学会大会、2017 年 9 月 21 日、久留米シティプラザ（福岡県・久留

米市） 
9.塩谷和基,村田航志,廣川純也,櫻井芳雄,森憲作,眞部寛之「匂いに基づく摂食行動決定時、摂食中における腹側テニアテクタ

ニューロンの活動.」第 6 回人材育成フレームワークレクチャー、2017 年 9 月 14 日、 同志社大学 学研都市キャンパス 快
風館(京都府・木津川市)  

10.谷隅 勇太,廣川 純也,櫻井芳雄,森 憲作,眞部寛之「匂いと報酬の連合学習および逆転学習時の嗅皮質ニューロンの応答パタ

ーン」第 6 回人材育成フレームワークレクチャー2017 年 9 月 14 日、同志社大学学研都市キャンパス（京都府・木津川市） 
11.谷隅 勇太,櫻井芳雄,眞部寛之「ラットの嗅覚行動課題時および睡眠時の嗅皮質ニューロン活動の多細胞同時記録．」第二回

新学術領域「生物ナビゲーションのシステム科学」若手合宿、2017 年 9 月 9 日、北海道地区国立大学大滝セミナーハウス

（北海道・伊達市） 
12.阪口幸駿,櫻井芳雄「習慣化におけるラット背外側線条体の左半球優位性.」第 40 回日本神経科学大会、2017 年 7 月 22 日、

幕張メッセ(千葉県・千葉市)  
13.廣川純也, Li Shujing., Vaughan, Alex., Pie, Lambert, Jean., Desban, Laura., 大迫優真,大貫朋哉,眞部寛之,櫻井芳雄「眼窩前頭皮

質から線条体への投射細胞は環境の不確実性に依存して強化信号を伝達する.」第 40 回日本神経科学大会、2017 年 7 月 21
日、幕張メッセ(千葉県・千葉市) 

14.大貫朋哉,廣川純也,櫻井芳雄「ラットの嗅周皮質における行動的に関係付けられたクロスモーダル刺激の神経表象.」第 40
回日本神経科学大会、2017 年 7 月 21 日、幕張メッセ(千葉県・千葉市) 

15.塩谷和基,廣川純也,櫻井芳雄,森憲作,眞部寛之「匂いに基づく摂食行動決定時、摂食中における腹側テニアテクタニューロン

の活動.」第 40 回日本神経科学大会、2017 年 7 月 21 日、幕張メッセ(千葉県・千葉市) 
16.大迫優真,櫻井芳雄,廣川純也「ラットにおける盲視.」第 40 回日本神経科学大会、2017 年 7 月 20 日、幕張メッセ(千葉県・

千葉市) 
17.谷隅勇太,廣川純也,櫻井芳雄,森憲作,眞部寛之「匂いと報酬の連合学習および逆転学習時の嗅皮質ニューロンの応答パター.」

第 40 回日本神経科学大会、2017 年 7 月 20 日、幕張メッセ(千葉県・千葉市) 
18.Sakaguchi, Y., Sakurai, Y.「Left-right hemispheric functional asymmetry of ventral hippocampus and dorsolateral striatum.」26th 

International Behavioral Neuroscience Society Annual Meeting、2017 年 6 月 28 日、グラントプリンスホテル広島(広島県・広島

市) 
19.塩谷和基,櫻井芳雄,眞部寛之「テニアテクタにおける匂い誘発性摂食行動に相関した神経活動の解析.」 第 94 回日本生理学

会大会、2017 年 3 月 30 日、アクトシティ浜松(静岡県・浜松市) 
20.阪口幸駿,櫻井芳雄「危機回避におけるラット右腹側海馬の機能的優位性.」第 94 回日本生理学会大会、2017 年 3 月 29 日、

アクトシティ浜松（静岡県・浜松市)  
21.櫻井芳雄「宇宙環境における脳と神経回路の活動.」同志社大学宇宙医科学研究センター発足シンポジウム、2017 年 3 月 10

日、同志社大学（京都府・京田辺市） 
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22.Song, K., Takahashi, S. and Sakurai, Y.「Volitional modulation of neuronal activities among multiple neuron groups via neuronal 
operant conditioning.」46th Society for Neuroscience Annual Meeting、2016 年 11 月 14 日、San Diego(米国) 

23.Machino, Y., Takahashi, S., and Sakurai, Y.「Hippocampal-prefrontal interaction during original task learning and relearning.」46th 
Society for Neuroscience Annual Meeting、2016 年 11 月 15 日、San Diego(米国) 

24.大迫優真,櫻井芳雄,廣川純也「視覚的気づきに重要な神経回路メカニズムの解明.」第 25 回海馬と高次脳機能学会、2016 年

10 月 2 日、同志社大学寒梅館(京都府・京都市) 
25.阪口幸駿,櫻井芳雄「ラット腹側海馬における機能的左右非対称性.」第 25 回海馬と高次脳機能学会、2016 年 10 月 1 日、同

志社大学寒梅館(京都府・京都市) 
26.宋基燦,高橋晋,櫻井芳雄「ラット皮質における随意的発火調節のニューロン集団間での転移．」第 39 回日本神経科学大会、

2016 年 7 月 22 日、パシフィコ横浜(神奈川県・横浜市) 
27.町野友理,高橋晋,櫻井芳雄「ラットの海馬・前頭前野における再学習中の神経機構．」第 39 回日本神経科学大会、2016 年 7

月 21 日、パシフィコ横浜(神奈川県・横浜市) 
28.高橋裕美,廣川純也,高橋晋,櫻井芳雄「報酬確率学習課題中の海馬における神経表象．」第 39 回日本神経科学大会、2016 年

7 月 20 日、パシフィコ横浜(神奈川県・横浜市) 
29.Terada, S., Sakurai, Y., Nakahara, H. and Fujisawa, S.「Integration of multimodal information in hippocampal-retrosplenial-prefrontal 

circuit.」31st International Congress of Psychology、2016 年 7 月 25 日、パシフィコ横浜(神奈川県・横浜市)  
30.Sakurai, Y., Hirokawa, J. and Manabe, H.「How can the brain encode unlimited amount of memory? - temporary cell assemblies in 

hippocampus.」31st International Congress of Psychology、2016 年 7 月 26 日、パシフィコ横浜(神奈川県・横浜市) 
31.町野友理,高橋晋,櫻井芳雄「再学習中の想起に関わる神経メカニズム.」第 93 回日本生理学会大会、2016 年 3 月 24 日、札幌

コンベンションセンター（北海道・札幌市） 
32.高橋裕美,廣川純也,櫻井芳雄「Effect of reward history under uncertainty.」脳と心のメカニズム第 16 回冬のワークショップ、

2016 年 1 月 6 日、留寿都リゾート（北海道・蛇田郡留寿都村） 
33.Song, K., Takahashi, S. and Sakurai, Y.「Transfer of operantly conditioned firings between different neuron groups with BMI in rats.」

45th Society for Neuroscience Annual Meeting、2015 年 10 月 21 日、Chicago,（米国） 
34.中園智晶,高橋晋,櫻井芳雄「ルールスイッチングにおけるラット海馬のシータ・ガンマカップリング.」第 24 回海馬と高次

脳機能学会、2015 年 10 月 11 日、岐阜大学（岐阜県・岐阜市） 
35.中園智晶,高橋晋,櫻井芳雄「ルール学習中のラット海馬におけるシータ－ガンマ・カップリングはガンマ波のタイプによっ

て異なる.」第 38 回日本神経科学学会大会、2015 年 7 月 30 日、神戸国際会議場（兵庫県・神戸市） 
36.Nakazono, T., Takahashi, S., & Sakurai, Y.「Rule switching affects cross-frequency couplings in rat hippocampus.」The 5th 

aqinternational conference on cognitive neurodynamics、2015 年 6 月 5 日、Sanya（中国） 
37.Ishino, S., Takahashi, S. and Sakurai, Y.「Coordinated activity between the hippocampus and the prefrontal cortex related to retrieval of 

learned sequences in rats.」Vision, Memory, Thought: How Cognition Emerges from Neural Network、2014 年 12 月 6 日、東京大学

（東京都） 
38.Nakazono, T., Takahashi, S. and Sakurai, Y.「Rule switching affects cross frequency couplings in rat hippocampus. Vision, Memory, 

Thought: How Cognition Emerges from Neural Network、2014 年 12 月 6 日、東京大学（東京都） 
39.Ishino, S., Takahashi, S. and Sakurai, Y.「Hippocampal-prefrontal coordination is involved in recall of learned sequences in rats.」44th 

Society for Neuroscience Annual Meeting、2014 年 11 月 19 日、Washington, DC（米国） 
40.Yamaguchi, K., Takahashi, S. and Sakurai, Y.「Timed pauses of simple spikes and up-and-down patterns of deep cerebellar nucleus 

activity code cerebellar temporal processing during voluntary movement tasks. 44th Society for Neuroscience Annual Meeting、2014
年 11 月 18 日、Washington, DC（米国） 

41.中園智晶,佐野知美,高橋晋,櫻井芳雄「ラット海馬シータオシレーションは時間間隔弁別に関与する.」第 37 回日本神経科学

学会大会、2014 年 9 月 11 日、パシフィコ横浜（神奈川県・横浜市） 
 
平野恭敬 
1.Yukinori Hirano「Gene expression for long-term memory formation is triggered by two-types of disinhibition at the neuronal network 

level and at the transcriptional level in Drosophila.」 
日本神経科学学会、2017 年 7 月 20 日、横浜  
2.Hiroko Awata, Yukinori Hirano「Memory consolidation is induced by a neural network monitoring repetition of the training sessions in 

Drosophila.」日本神経科学学会、2017 年 7 月 20 日、横浜 
3.Mai Takakura, Yukinori Hirano「Molecular switch on HDAC for long-term memory formation in Drosophila.」日本神経科学学会、

2017 年 7 月 20 日、横浜 
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4.Yukinori Hirano「A mechanism of the memory a trace arising in Drosophila」生理学研究所シンポジウム、2016 年 12 月 5 日、生

理学研究所  
5.平野恭敬「記憶を司るエピジェネティック制御」日本神経化学会シンポジウム、2016 年 9 月 9 日、福岡 
6.平野恭敬「記憶を司るエピジェネティック制御」日本遺伝学会、2016 年 9 月 7 日、三島 
7.Yukinori Hirano「Neuronal computation based on the prediction error within the Drosophila mushroom body promotes long-term 

memory formation.」日本神経科学学会、2016 年 7 月 20 日、福岡 
8.Yukinori Hirano「Decoding epigenetics related to distinct phases of long-term memory in Drosophila.」日本神経科学学会、2015 年

7 月 28 日、神戸 
9.Yukinori Hirano「Decoding epigenetics related to distinct phases of long-term memory in Drosophila」日本神経科学学会シンポジ

ウム、 2014 年 9 月 12 日、横浜 
10.平野恭敬「エピジェネティクス解析から長期記憶分子メカニズムに迫る」記憶回路研究会、2014 年 10 月 8 日、生理学研究

所 
 
王丹 
1.王丹(招待講演) “Synaptic epitranscriptome and dynamic RNA imaging” Development and Functions of Brain Cirsuit:From 

Molecules to Behaviour（国際）, 2016/3/29-30, India 
2.王丹（招待講演） “Synaptic epitranscriptome and dynamic RNA imaging” Seminar at Bordeaux neurocampus （国際）, 2016/3/21, 

France 
3.王丹（招待講演） “Synaptic epitranscriptome and dynamic RNA imaging” Seminar at European Molecular Biology Laboratory（国

際）, 2016/3/18, Germany 
4.Liao,Goldie,大本,飯田,王丹 “A m6A epitranscriptome at mouse synapse”International Symposium for RIKEN Epigenetics Program 

2016 （国際）, 2015/12/15-1, 理化学研究所 和光市 
5.小原孝之,大本,Liao,王丹 “Dendritic RNA modification in hippocampal neurons” 多様性から明らかにする記憶ダイナミズムの

共通原理（国際学会）, 2015/11/4-5, 京都ガーデンパレス（京都市） 
6.Liao Youqi  “An m6A epitranscriptome at adult mouse synapse” 多様性から明らかにする記憶ダイナミズムの共通原理（国際

学会）, 2015/11/4-5, 京都ガーデンパレス（京都市） 
7.王丹 “Synaptic m6A modification in adult mouse brain” 多様性から明らかにする記憶ダイナミズムの共通原理（国際学会）, 

2015/11/4-5, 京都ガーデンパレス（京都市） 
8.GOLDIE,Belinda,王丹 “Conservative miRNA target analysis:are we limiting our discoveries of neuronal miRNA function?” 29th 

International Mammalian Genome Conference, 2015/11/8-11, 横浜 
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20.高橋琢哉: AMPA受容体標識PET probeの開発. 第58回日本神経学会学術大会 第23回世界神経学会議同時開催 ランチョン

セミナー、2017年9月、京都 
21.高橋琢哉: AMPA受容体PET probeの開発～てんかん診療の新たな展開～. 第59回日本小児神経学会学術集会 エーザイ㈱

スポンサードセミナー2、2017年6月、大阪 
22.高橋琢哉: シナプスの可塑性：基礎から臨床へ. 第94回日本生理学会大会、2017年3月、浜松 
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23.Takahashi T：Synaptic plasticity: from bench to bedside. 第40回日本神経科学大会、2017年 7月、幕張 
24.Takahashi T: Facilitation of Synaptic AMPA Receptor Delivery Leading to the Acceleration of Recovery of Motor Function with 

Rehabilitation after Brain lnjury. XXIII World Congress of Neurology.  2017年 9月、京都 
25.高橋琢哉: 基礎的知見から考えるAMPA受容体の役割. 神奈川県フィコンパ発売1周年記念講演会、 2017年7月、横浜 
26.高橋琢哉: Synaptic plasticity: from bench to bedside. 横浜市大リハビリテーション科弘嗣会総会、 2017年4月、横浜 
27.Takahashi T: Synaptic Plasticity from bench to bedside. University of Illinois at Chicago Campus Seminer, 2017年 3月、 イリノイ

州 
28.Takahashi T: Synaptic Plasticity from bench to bedside. University of Illinois at Urbana-Champaign Campus Seminer, 2017年 3月、 

イリノイ州 
29.高橋琢哉: リハビリテーション効果促進薬の開発. 第12回霊長類医科学フォーラム、 2016年11月、東京  
30.高橋琢哉: AMPA受容体標識PET Probeの開発～ペランパネルの可能性～. 第46回日本臨床神経生理学会学術大会 ランチ

ョンセミナー、2016年10月、浜松 
31.高橋琢哉:AMPA受容体標識PET Probeの開発. 第39回日本神経科学大会 ランチョンセミナー、 2016年7月、横浜 
32.高橋琢哉：トレーニング依存的に作用する脳卒中後のリハビリテーション効果促進薬の開発. 第41回日本脳卒中学会総会、

2016年4月、札幌 
33.高橋琢哉：AMPA受容体を切り口とした精神神経疾患の新規診断治療法. 第3回生物学的自閉症研究会、 2016年2月、東京 
34.Takahashi T: Synaptic plasticity: from bench to bedside. Current Trends and Future Directions of Synaptic Plasticity Research, 2016年

6月、Baltimore 
35.高橋琢哉：脳の病気の診断治療の最前線. 神奈川県ヘルスケア・ニューフロンティア講座 第2回公開講座「大学における

ヘルスケア研究と教育の最前線」、2015年12月、横浜 
36.高橋琢哉：トレーニング依存的に作用する脳卒中後のリハビリテーション効果促進薬の開発. 第33回日本神経治療学会総会、

2015年11月、名古屋 
37.高橋琢哉：恐怖記憶が形成される際の脳神経細胞の分子メカニズム. 第8回セファロ・ニューロ・サイコリウマトロジー研

究会、2015年10月、大阪 
38.高橋琢哉：Synaptic plasticity: from bench to bedside. 第57回日本小児神経学会学術集会、2015年 5月、大阪 
39.高橋琢哉：学習の分子細胞メカニズム. 第92回日本生理学大会、 2015年3月、神戸 
40.高橋琢哉：経験依存的AMPA受容体シナプス移行. 慶應神経発生研究会2014, 慶應大学信濃町キャンパス、 2014年 12月、

東京 
41.高橋琢哉：Visualization of AMPA receptors in vivo. 新学術領域「記憶のダイナミズム」, 平成26年度班会議、2014年 6月、札

幌 
 
木村梨絵 
1.木村梨絵「低コントラストの視覚弁別に関わるラット一次視覚野の神経活動.」第 7 回 新潟脳研-霊長研-生理研合同シンポ

ジウム、2018 年 3 月 7 日、愛知県岡崎市 
2.Kimura R, Yoshimura Y「Novel dependence of neural responses on the contrast of visual stimuli used for an orientation discrimination 

task in rat primary visual cortex.」The 40th Annual Meeting of the Japan Neuroscience Society、2017 年 7 月 22 日、千葉県千葉市 
3.Kimura R, Yoshimura Y「Cortical spiking activity in rats performing a visual discrimination task.」2017 Yonsei-Korea-NIPS 

Symposium、2017 年 4 月 21 日、韓国ソウル 
4.木村梨絵, 吉村由美子「視覚弁別課題遂行中のラット視覚野における神経活動.」 第 6 回生理学研究所・名古屋大学医学系

研究科合同シンポジウム、2016 年 9 月 24 日、愛知県名古屋市 
5.Kimura R, Yoshimura Y「Development of a visuomotor task useful for the analysis of interactions between neuronal activities in the 

visual and motor cortices of behaving rats.」The 39th Annual Meeting of the Japan Neuroscience Society、2016 年 7 月 22 日、神奈

川県横浜市 
6.Kimura R, Sakai Y, Fujiwara-Tsukamoto Y, Isomura Y「Population characteristics of spike synchrony in rat motor cortices during 

movement task.」The 37th Annual Meeting of the Japan Neuroscience Society、2014 年 9 月 11 日、神奈川県横浜市 
 
本間光一 
1.青木 直哉、山口 真二、武原 顕彦、松島 俊也、本間 光一 「刷り込みの課題転換学習に対する促進効果」 日本動物学会

第 88 回富山大会, 2017 年 9 月 21 日〜23 日, 富山県富山市 
2.山口 真二、青木 直哉、松島 俊也、本間 光一 「甲状腺ホルモンはアクチンダイナミクスを制御し、閉じた刷り込み臨界

期を開く」 日本動物学会第 88 回富山大会, 2017 年 9 月 21 日〜23 日, 富山県富山市 
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3.青木 直哉、武原 顕彦、山口 真二、本間 光一 「課題転換学習における甲状腺ホルモンの学習促進効果は学習経験に依存

する ― Learning-experience dependent facilitation mediated by thyroid hormone in task switching paradigm in domestic chicks」 第
40 回日本神経科学大会, 2017 年 7 月 20 日〜23 日, 千葉県千葉市 

4.本間 光一（招待講演） 「学習の能力と時期を決定する甲状腺ホルモンの非遺伝子的作用」 第 27 回行動神経内分泌研究

会, 2017 年 4 月 28 日〜29 日, 岡山県瀬戸内市 
5.本間 光一（招待講演） 「甲状腺ホルモンの非遺伝子的作用による学習能力の賦与」 創剤フォーラム第 22 回シンポジウ

ム, 2016 年 9 月 9 日, 東京都板橋区 帝京大学 
6.青木 直哉、山口 真二、佐伯 百合子、武原 顕彦、松島 俊也、本間 光一 「GABA-A 受容体と GABA-B 受容体の機能的

な役割の転換が鳥類刻印付けの学習臨界期を決定する」 第 39 回日本神経科学大会, 2016 年 7 月 20～22 日, 神奈川県横浜

市 
7.武原 顕彦、青木 直哉、山口 真二、本間 光一 「ニワトリヒナにおいて甲状腺ホルモンは学習経験依存の学習促進効果を

もたらす」日本動物学会第 68 回関東支部大会, 2016 年 3 月 12 日, 神奈川県横浜市 神奈川大学横浜キャンパス 
8.山口 真二、青木 直哉、本間 光一 「Critical role of the novel neural pathway in the cerebrum in filial imprinting of newly-hatched 

domestic chicks.」 Integrative Network Linking Multiple Brain Areas for Behavioral Adaptation, 2016 年 3 月 3 日〜4 日, 京都府京

都市 同志社大学 
9.青木 直哉、山口 真二、北島 孝明、本間 光一 「鳥類刻印付けにおける大脳後背部 IMHA は獲得・想起に必要である」 第

67 回日本動物学会関東支部大会, 2015 年 3 月 14 日, 東京都新宿区 早稲田大学先端生命医科学センター  
10.山口 真二、青木 直哉、松島 俊也、本間 光一 「甲状腺ホルモンは、刷り込み学習の感受性期の開始を決定し、その後の

学習のプライマーとして働く」 第 87 回日本生化学会大会, 2014 年 10 月 15 日〜10 月 18 日, 京都府京都市 
11.青木 直哉、山口 真二、北島 孝明、松島 俊也、本間 光一 「鳥類刻印付けの成立に大脳後背側部 IMHA は必須である」  第

37 回日本神経科学大会, 2014 年 9 月 11 日〜9 月 13 日, 神奈川県横浜市 
12.本間 光一（招待講演） 「Thyroid hormone confers ‘memory priming’ to start the sensitive period of imprinting in birds.」 2014 

International Congress of Neuroethology, 2014 年 7 月 28 日〜8 月 1 日, 北海道札幌市 
13.山口 真二、青木 直哉、本間 光一 「Hormonal regulation of the sensitive period for filial imprinting in domestic chicks.」  2014 

International Congress of Neuroethology, 2014 年 7 月 26 日〜7 月 27 日, 北海道札幌市 
14.青木 直哉、山口 真二、本間 光一 「Neural circuits of sensitive period triggered by thyroid hormones in filial imprinting.」  2014 

International Congress of Neuroethology, 2014 年 7 月 26 日〜7 月 27 日, 北海道札幌市 
 
渡部文子 
1.渡部文子「情動行動を制御する扁桃体神経回路基盤／Neuronal circuits underlying the regulation of aversive valence in mice.」第

95 回日本生理学会大会日中合同シンポジウム／Cina-Japan Joint Symposium、2018 年 3 月 28 日、高松 
 
古田寿昭 
1.T. Furuta, Targeting of caged compounds to cells of interest, International Symposium on Caged Compounds, March 9, 2018 

(Hiroshima, Japan) 
2.横山 愛果，鈴木 商信，古田 寿昭，リアノジン受容体阻害剤のケージド化合物の設計と合成，日本化学会 第 98 春季年会 

(2018)，日本大学理工学部 船橋キャンパス，2018 年 3 月 22 日 
3.坂元 琴子，鈴木 商信，古田 寿昭，細胞種選択的に光活性化できるケージド HDAC 阻害剤，日本化学会 第 98 春季年会 

(2018)，日本大学理工学部 船橋キャンパス，2018 年 3 月 22 日 
4.竹田 詩織，筧 和之，鈴木 商信，古田 寿昭，標的細胞に選択的に送達される DDS 型ケージド化合物の開発，日本化学会 
第 98 春季年会 (2018)，日本大学理工学部 船橋キャンパス，2018 年 3 月 22 日 

5.古田寿昭，細胞種選択的に光活性化できるケージド化合物の設計と合成，日本薬学会第 137 年会，2017 年 3 月 27 日（仙台） 
6.T. Furuta, Caged Compounds as Optochemical Genetic Tools—Design, Synthesis and Their Use, The 17th RIES-HOKUDAI 

International Symposium on Ju, December 14, 2016 (Sapporo, Hokkaido) 
7.K. Sakamoto, A. Z. Suzuki, T. Furuta, Design and synthesis of modified inhibitors for epigenetic research, The Fourth Asian Chemical 

Biology Conference (ACBC2016), November 28th ~1st December, 2016 (Kaohsiung, TAIWAN) 
8.T. Sakano, A. Z. Suzuki, T. Furuta, Latent caged cNMP that can be photoactivated only in the b-galactosidase-expressing cells, The 

Fourth Asian Chemical Biology Conference (ACBC2016), November 28th ~1st December, 2016 (KaohsT. Furutaung, TAIWAN) 
9.S. Takeda, A. Z. Suzuki, T. Furuta, Design and synthesis of autophagy inhibitors having cell type specificity, The Fourth Asian 

Chemical Biology Conference (ACBC2016), November 28th ~1st December, 2016 (Kaohsiung, TAIWAN) 
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10.S. Takeda, A. Suzuki, T. Furuta, Design and synthesis of autophagy inhibitors having cell type specificity, 日本化学会 第 96 春季年

会 (2016)，同志社大学京田辺キャンパス，2016 年 3 月 26 日 
11.Y. Iketani, A. Suzuki, T. Furuta, Design and synthesis of caged 4-aminopyridine in the presence of PLE, 日本化学会 第 96 春季年会 

(2016), 同志社大学京田辺キャンパス，2016 年 3 月 26 日 
12.T. Sakano, A. Suzuki, T. Furuta, Design and synthesis of new caged cyclic nucleotides which can be photo-activated in the presence of 

specific enzymes, 日本化学会 第 96 春季年会 (2016)，同志社大学京田辺キャンパス，2016 年 3 月 26 日 
13.K. Sakamoto, A. Suzuki, T. Furuta, Development of DNA methyltransferase inhibitors having cell type specificity, 日本化学会 第 96

春季年会 (2016)，同志社大学京田辺キャンパス，2016 年 3 月 26 日 
14.M. Funayama, A. Suzuki, T. Ueno, M. Saitoe, T. Furuta, Design and synthesis of ryanodine receptor agonists with cell type specificity, 

日本化学会 第 96 春季年会 (2016)，同志社大学京田辺キャンパス，2016 年 3 月 26 日 
15.T. Furuta, Modular caging groups – new platforms for multifunctional caged compounds, The International Chemical Congress of 

Pacific Basin Societies 2015 (Pacifichem 2015), December 20, 2015 (Honolulu, Hawaii), 
16.T. Furuta, Toward in vivo manipulation of intracellular signaling pathways, The International Chemical Congress of Pacific Basin 

Societies 2015 (Pacifichem 2015), December 19, 2015 (Honolulu, Hawaii) 
17.Y. Iketani, A. Suzuki, T. Furuta, Design and synthesis of new caging groups having cell type specificity, The International Chemical 

Congress of Pacific Basin Societies 2015 (Pacifichem 2015), December 19, 2015 (Honolulu, Hawaii) 
18.T. Sakano, A. Suzuki, T. Ueno, M. Saitoe, T. Furuta, Latent caged cAMPs that can be photoactivated in the presence of specific 

enzymes, The International Chemical Congress of Pacific Basin Societies 2015 (Pacifichem 2015), December 19, 2015 (Honolulu, 
Hawaii) 

19.A. Suzuki, R. Aikawa, K. Kakehi, T. Furuta, Design and synthesis of clickable caged compounds, The International Chemical Congress 
of Pacific Basin Societies 2015 (Pacifichem 2015), December 19, 2015 (Honolulu, Hawaii) 

20.坂元 琴子，鈴木 商信，古田 寿昭，細胞種選択的にエピジェネティクスを制御する分子の開発，第 6 回 CSJ 化学フェスタ

（2016），タワーホール船堀（東京都），2016 年 11 月 16 日 
21.坂野 太一，鈴木 商信，古田 寿昭，細胞種選択的に光活性能を獲得するケージド cNMP の開発, 第 6 回 CSJ 化学フェスタ

（2016），タワーホール船堀（東京都），2016 年 11 月 15 日 
22.T. Furuta, Chemical tools to control cellular chemistry, the 92nd Annual Meeting of The Physiological Society of Japan, Kobe, March 

21-23, 2015 
 
久原篤 
1.久原篤、宇治澤知代、太田茜 「線虫から探る温度応答と記憶のエッセンス」 動物学会近畿支部会 秋期講習会、2015.12.5、
神戸 

2.久原 篤、宇治澤知代、太田 茜 「線虫から学ぶ温度に対する生体調節」 動物学会ホメオスタシスバイオロジーシンポジ

ウム、2015.9.18、新潟 
3.Tomoyo Ujisawa, Kohei Ohnishi, Tohru Miura, Akane Ohta, Atsushi Kuhara 「Temperature experience-dependent cold acclimation in 

nematode C. elegans」 生物物理学会、2015.9.13、金沢 
4.園田悟、田中沙季、太田茜、久原篤 「線虫 C. elegans の低温適応を制御する精子-神経系を介したネットワーク」統合ニュ

ーロバイオロジー研究所第 2 回シンポジウム、2014.12.18、神戸 
5.久原篤、宇治澤知代、岡畑美咲、園田悟、太田茜 「線虫 C. エレガンスを用いた温度感知と記憶の神経機能解析」 実験動

物技術者協会 秋季大会シンポジウム、2014.11.29、広島 
6.Atsushi Kuhara, Tomoyo Ujisawa, Satoru Sonoda, Misaki Okahata, Akane Ohta 「light and pheromone sensoryneuron regulates 

temperature habituation in C. elegans」 ISMNTOP2014(The 12th International Symposium on Molecular and Neural Mechanisms of 
Taste and Olfactory Perception (YR Umami Forum 2014))、2014.11.2、九州大学 

 
杉山陽子（矢崎陽子） 
1.Yanagihara S. & Yazaki-Sugiyama Y., State-dependent auditory selectivity for familiar songs in the auditory association cortex of 

juvenile songbirds. The 45th Annual Meeting of Society for Neuroscience, Nov 2015, Chicago, USA 
2.柳原真, 矢崎‐杉山陽子,「学習した歌に対する選択的神経応答はソングバード幼鳥聴覚野に経験依存的に現れる」第 38 回

日本神経科学大会、2015 年 7 月 28～31 日、神戸 
3.Yanagihara S. & Yazaki-Sugiyama Y., Emergence of neural selectivity for memorized birdsongs in the higher-level auditory cortex of 

juvenile songbird. The 44th Annual Meeting of Society for Neuroscience, Nov 2014, Washington DC, USA 
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4.柳原真, 矢崎‐杉山陽子,「学習した親鳥の歌に対する選択的応答は、経験依存的にソングバード聴覚野に出現する」第 37
回日本神経科学大会、2014 年９月 11～13 日、横浜 

 
小川正晃 
1.小川正晃「刺激ー報酬間関係のアップデートにおける眼窩前頭皮質の因果的役割」第95回日本生理学会大会、2018年3月30
日 、サンポートホール高松（香川県、高松市） 

2.小川正晃,伊佐正「刺激ー報酬間関係のアップデートにおける眼窩前頭皮質の因果的役割」第39回日本生物学的精神医学会、

2017年9月28日 、札幌コンベンションセンター (北海道、札幌市) 
3.小川正晃「刺激ー報酬間関係のアップデートにおける眼窩前頭皮質の因果的役割」第40回日本神経科学大会、2017年7月20
日 、幕張メッセ（千葉県、千葉市） 

4.ONIMARU H, IKEDA K, OGAWA M, IHARA KI, KOBAYASHI K, KAWAKAMI K「Optogenetic analysis of neuronal network of 
medullary respiratory center in brainstem-spinal cord preparations from transgenic newborn rats expressing Archaerhodopsin in 
Phox2b positive cells」NEUROSCIENCE 2016、2016年11月13日、サンディエゴコンベンションセンター、カルフォルニア州、

アメリカ合衆国 
5.小川正晃,伊佐正「逆転学習における時間特異的な眼窩前頭皮質の因果的役割」第39回日本神経科学大会、2016年7月20日、

パシフィコ横浜 (神奈川県、横浜市) 
6.鬼丸洋,池田啓子,小川正晃,伊原寛一郎,小林和人,川上潔「Phox2b遺伝子の発現制御領域下にアーキロドプシンを発現させた

トランスジェニック ラットにおける延髄呼吸中枢の神経回路の解析」第93回日本生理学会大会、2016年3月22日、札幌コ

ンベンションセンター (北海道、札幌市) 
7.小川正晃「意思決定における眼窩前頭皮質の役割」第２２回日本行動医学会学術総会、2015年10月16日 、東北大学 (宮城

県、仙台市) 
 
高雄啓三 
1.上野浩司, 高雄啓三, 藤井一希, 末光俊介, 岡本基, 石原武士. マウス大脳皮質におけるアグリカン陽性ペリニューロナル

ネットの発現 第 95 回日本生理学会大会, 2018 Mar 28-30; 高松市 
2.高雄啓三. Behavioral physiological approach to the pathology and treatment of psychiatric disorders. 第８回新潟大学脳研究所共同

研究拠点国際シンポジウム The BRI International Symposium 2018, 2018 Feb 10-11; 新潟市. 
3.高雄啓三. 遺伝子改変マウスの行動解析を起点とした精神疾患研究. 2017 年度生命科学系学会合同年次大会 ConBio2017 ; 

2017 Dec 6-9 ; 神戸市. 
4.北野翔平, 金子真也, 高雄啓三, 相澤康則. ノンコードゲノム領域の機能理解への Genome Architecture の試み. 2017 年度生

命科学系学会合同年次大会 ConBio2017 ; 2017 Dec 6-9 ; 神戸市. 
5.上野浩司, 高雄啓三, 末光俊介, 岡本 基, 石原武士. マウス大脳皮質におけるパルブアルブミンニューロンと神経細胞周

囲網の年齢に関連した変化. 2017 年度生命科学系学会合同年次大会 ConBio2017 ; 2017 Dec 6-9 ; 神戸市. 
6.J. Borovac, T. Luyben, K. Takao, K. Okamoto. Bidirectional role of postsynaptic cAMP and cGMP in synaptic plasticity and memory. 
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14.河合喬文, 高雄啓三,  崎村健司, 宮川 剛, 岡村康司. ミクログリアに発現する電位依存性プロトンチャネルの脳内におけ

る発現差異とその機能. 第 40 回日本神経科学大会; 2017 Jul 20-23; 千葉市. 
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脳ネットワーク冬のシンポジウム「新学術領域研究「マイクロ精神病態」「記憶ダイナミズム」2 領域合同若手シンポジウ
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2.Shuichi Yanai, Jun Toyohara, Kichi Ishiwata, Tomoko Arasaki, Shogo Endo. Cilostazol, a phosphodiesterase 3 inhibitor, improves 
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10.柳井修一、豊原潤、石渡喜一、新崎智子、遠藤昌吾、 Long-term administration of cilostazol, a phosphodiesterase 3 inhibitor, 

enhances memory functions and cerebral glucose metabolism in aged mice. 第39回日本神経科学大会、横浜、2016年0720-0722  
11.柳井修一、新崎智子、遠藤昌吾、老化促進モデルマウスSAMP8における記憶、学習機能の評価、第31回SAM研究発表会、

京都、2016年0709-0710  
12.柳井修一、新崎智子、遠藤昌吾、老化に伴う認知機能低下に対するシロスタゾールとドネペジルの併用効果、第39回日本基
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navigation task」Neuroscience 2016 (SfN's 46th annual meeting)、2016 年 11 月 13 日、San Diego, USA 
4.栗川 知己, 深井 朋樹「新規聴覚刺激に対する応答の個体差の神経機構 A mechanism underlying individual difference of 

susceptibility to novel auditory stimuli」第 39 回日本神経科学大会、2016 年 7 月 22 日、パシフィコ横浜 
5.Tomoki Kurikawa, Tomoki Fukai「A hippcumpal-entorhinal microcircuit model for adaptive communication through theta and gamma 

rhythms in a memory-based navigation task」Modeling Neural Activity: Statistics, Dynamical Systems, and Networks、2016 年 6 月

22 日、Waikoloa, Hawaii, USA 
 
檀上輝子 
1.Teruko Danjo, Shigeyoshi Fujisawa, ‘Spatial representations of self and other in the hippocampus’, Society for Neuroscience, 2017 年

11 月 11 日, Washington D.C., USA 
2.Teruko Danjo, ‘Neuronal representations of other’s place in the hippocampus’, 2nd Annual Conference of Neuroscience Society of 

Nepal, 2017 年 5 月 3 日, National Academy of Science and Technology, Nepal 
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3.Teruko Danjo, ‘Spatial representations of self and other in the hippocampus’, NIPS international conference 2016 “Towards 
elucidation of memory engram”, 2016 年 12 月 5 日, Okazaki, Japan 

4.Teruko Danjo, Shigeyoshi Fujisawa, ‘Spatial representations of self and other in the hippocampus’, Society for Neuroscience, 2016 年

11 月 13 日, San Diego, USA 
5.Teruko Danjo, Shigeyoshi Fujisawa, ‘Neural representations of other’s place-related information’, Annual Meeting of the Japan 

Neuroscience Society, 2016 年 7 月 21 日, Yokohama, Japan 
 
Joshua Johansens 
1. Joshua Johansens "Brain circuits for adaptive control of emotional learning & memory” Mount Sinai Seminar Series Invited Talk May, 

2018 (New York, USA) 
2. Joshua Johansens “Brain circuits for triggering and reversing emotional memories Albert Einstein Medical School Invited Talk” 

January, 2018 (New York, USA) 
3. Joshua Johansens “Feedforward and feedback circuits for instructing and calibrating fear learning” Winter Conference on Brain 

Research Symposium January, 2018 (Chair, Whistler, Canada)  
4. Joshua Johansens “Feedback circuits for calibrating aversive learning signals” Society for Neuroscience Meeting Symposium 

November, 2017 (Chair, Washington D.C.,USA) 
5. Joshua Johansens “Brain circuits for triggering and reversing emotional memories” Massachusetts Institute of Technology Invited Talk 

September, 2017 (Boston, Massachusetts)  
6. Joshua Johansens “Brain circuits for triggering and reversing emotional memories” New York University Invited Talk September, 2017 

(New York, USA)  
7. Joshua Johansens “Teaching the Brain to Fear” Hokkaido University Summer School Invited Lecturer August, 2017 (Sapporo, Japan) 
8. Joshua Johansens "Distinct Noradrenaline Cell Populations Coordinate Emotional and Flexible Learning States" Gordon Conference: 

Amygdala in Health and Disease Invited Talk August, 2017 (Massachusetts, USA)  
9. Joshua Johansens "Distinct Noradrenaline Cell Populations Coordinate Emotional and Flexible Learning States" University of 

California, San Francisco Invited Talk February, 2017 (San Francisco, USA)  
10. Joshua Johansens “Brain Circuits for triggering and reversing emotional memories” Boston University Invited Talk January, 2017 

(Boston, USA)  
11. Joshua Johansens “Meta-organization in the locus coeruleus noradrenaline system coordinates emotional and flexible learning states” 

Arrowhead 10 years on: What have we learned and what is there still to learn about the neural bases of decision-making? Invited Talk 
December, 2016 (Sydney, Australia)  

12. Joshua Johansens “Multiplexed signaling across distinct noradrenaline cell populations coordinates opposing emotional learning 
functions” Nature Conference: Neural Circuitry of Emotion Invited Talk Nov, 2016 (Shenzhen, China)  

 
林康紀 
1.M. Sato, K. Mizuta, T. Islam, M. Kawano, T. Takekawa, D. Gomez-Dominguez, H. Yamakawa, M. Ohkura, T. Fukai, J. Nakai, Y. 

Hayashi, Cellular mechanisms for the formation and plasticity of hippocampal cognitive maps, Annual Meeting of Society for 
Neuroscience Nov 11-15, 2017, Washington, DC, USA. 

2.Y. Hayashi,  Dynamic embedding of salience coding in hippocampal spatial maps, 記憶ダイナミズム領域会議, Mar. 7, 2018 
3.K. Mizuta, M. Sato, Y. Sekine, M. Kawano, T. Islam, R. Takamura, T. Takekawa, M. Ohkura, T. Fukai, J. Nakai, Y. Hayashi Reward 

event representation in hippocampal CA1 cell ensemble. Annual Meeting of Japan Society for Neuroscience Jul. 20-23, 2017, 
Makuhari 

4.M. Osanai, N. Ohkawa, K. Sakamoto; H. Miwa, S. Kikuta, A. Tamura, M. Sato, M. Ohkura, T. Kojima, Y. Kohmura, J. Nakai, Y. 
Hayashi, Y. Yanagawa, K. Inokuchi, N. Homma, H. Mushiake Ultra-thin fluorescence endoscope imaging system for functional brain 
imaging Annual Meeting of Japan Society for Neuroscience Jul. 20-23, 2017, Makuhari 

 
水関健司 
1.Kenji Mizuseki 「Regulation of neuronal excitability by REM sleep」 Grant-in-Aid for Scientific Research on Innovative Areas, 

“Principles of memory dynamism elucidated from a diversity of learning systems”、 2018 年 3 月 7 日、富山 
2.Kenji Mizuseki 「Temporal coordination of neuronal activity in the entorhinal-hippocampal loop」The 4th CiNet Conference - 

Functional and anatomical connectivity, Center for Information and Neural Networks (CiNet) 、2018 年 2 月 28 日、吹田 
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3.北西卓磨、馬場良子、水関健司 「Hippocampal information outflow via subiculum: in vivo recording and anatomical tracing」 新
学術領域「行動適応を担う脳神経回路の機能シフト機構」領域会議、 2017 年 12 月 18 日、東京 

4.水関健司 「睡眠時における海馬の情報処理機構」 日本睡眠学会「シンポジウム睡眠神経科学の最前線」、2017 年 6 月

29 日、横浜 
5.Kenji Mizuseki 「Information processing in the entorhinal-hippocampal circuit」 National Institute for Physiological Sciences 

International Symposium "Towards elucidation of memory engram" 、2016 年 12 月 5 日、岡崎 
6.水関健司 「海馬・嗅内皮質の情報処理機構」 日本麻酔科学会第 62 回関西支部学術集会特別講演、2016 年 9 月 3 日、大

阪 
7.Kenji Mizueki 「Hippocampal CA1 pyramidal cells form functionally distinct sublayers」、日本神経科学学会シンポジウム「ネッ

トワークを基盤とした海馬と海馬関連領域のクロストーク」、2016 年 7 月 20 日、横浜 
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2.3.3図書 
 
＜計画研究＞ 
齊藤実 

1.平野恭敬、齊藤 実 (2017) 高次脳機能に関わる転写因子、東京化学同人、「基礎分子生物学Ⅱ：遺伝子発現制御機構―
クロマチン、転写制御、エピジェネティクス―」、18 章 1 節 

2.長野慎太郎、齊藤 実 (2016) ショウジョウバエだから分かる学習記憶のメカニズム、医学書院、「生体の科学 67(1)」、

13-16. 
3.齊藤 実、堀内純二郎、山崎大介 (2015) 加齢による記憶力の低下とグリア細胞、中外医学社、「Clinical Neuroscience 月
刊臨床神経科学 33(9)」、1084-5. 

4. Hirano Y, Saitoe M.  (2014) Hunger-driven modulation in brain functions. Brain Nerve. 66、41-48. 
5.堀内純二郎、山崎大介、齊藤 実 (2014) 加齢による記憶力の低下はグリア細胞の機能の不全による、「ライフサイエンス」、

新着論文レビュー 
6.平野恭敬、齊藤 実 (2013) 記憶改善に向けた新たな進展：軽度の空腹状態は長期記憶形成を促進する、学研メディカル秀

潤社、「細胞工学」、32, 452-453. 
 

久恒辰博 

1.久恒辰博（2016）「食品成分による脳老化改善・認知症予防の可能性」化学と生物 54, 892-900. 
2.久恒辰博（2016）「記憶能力が低下するメカニズムとは何か？」実験医学（羊土社）34, 1754-1758.  
 

飯野雄一 

1.富岡征大、飯野雄一(2015) 「シナプスにおけるインスリン/PI3K 経路と記憶学習」, 門脇孝編集(診断と治療社), 「糖尿病

学 2015」, 45-52（168） 
 

井ノ口馨 

1.Nomoto M. and Inokuchi K. (2018) Behavioral, cellular, and synaptic tagging frameworks., Neurobiology of Learning and Memory 
153, 13-20. 総説 

2.野本真順, 井ノ口馨 (2018) 細胞タグ機構：行動タグのための記憶アロケーションの空間的重複, みにれびゅう. Journal of 
Japanese Biochemical Society 90, No.1, 84-89. 総説 

3.横瀬淳, 井ノ口馨 (2017) 個々の記憶どうしをつなぐ神経細胞集団のメカニズム, 実験医学 35, 1480-1483. 総説 
4.井ノ口馨 (2017) 記憶をつくり変える, 日経サイエンス 11 月号, 28-37. 総説 
5.佐野良威, 大川宜昭, 鈴木章円, 井ノ口馨 (2016) 記憶痕跡とメモリーアロケーション, 生体の科学・特集 記憶ふたたび

67, 22-26. 総説 
6.井ノ口馨 (2016) 虚記憶を創り出す：細胞集成体理論を基として, 神経心理学 32, 3-9. 総説 
7.鈴木章円, 井ノ口馨 (2016) Ｑ＆Ａ－神経科学の素朴な疑問 Ｑど忘れはどうして起こるのですか？, 月刊 臨床神経科学 
ブレインマシンインターフェース 34, 245. 総説 

8.大川宜昭, 井ノ口馨 (2015) オプトジェネティクスによる記憶の操作, 実験医学 33, 3065-3069. 総説 
9.井ノ口馨 (2015) 記憶をあやつる, 角川選書, 角川書店. 

10.Okada, D. and Inokuchi, K. (2014) Activity-Dependent Protein Transport as a Synaptic Tag, in Synaptic Tagging and Capture 
(Sajikumar, S. ed.), Chapter 6, Springer, New York 79-98. 

11.佐野良威, 井ノ口馨 (2014) メモリーアロケーションのメカニズム, 生体の科学 65, 482-483. 総説 
12.Shehata M, and Inokuchi K. (2014) Does autophagy work in synaptic plasticity and memory?, Reviews in the Neurosciences 25, 

543-557. 総説 
13.Kitamura T. and Inokuchi K.  (2014) Role of the Adult Neurogenesis in Hippocampal-Cortical Memory Consolidation. Molecular 

Brain, Molecular Brain 7, 13. 総説 
14.井ノ口馨 (2013) 記憶をコントロールする－分子脳科学の挑戦－, 岩波科学ライブラリー, 岩波書店. 
15.井ノ口馨 (2013) スパインの動態と可塑性（真鍋俊也，森寿，渡辺雅彦，岡野栄之，宮川剛 編）,脳神経科学イラストレイ

テッド 改訂第３版, 羊土社，52-57. 
16.井ノ口馨 (2013) 恐怖記憶研究鳥瞰－最近の知見と展望－, 不安障害研究 5, 13-21. 総説 
 

上川内あづさ 

1.Eberl DF, Kamikouchi A, Albert JT. Auditory Transduction. In: Insect hearing (Eds: Pollack GS, Mason AC, Popper AN, Fay RR). 
Series: Springer Handbook of Auditory Research, Vol. 55, 2016.   

2.Kamikouchi A, Ishikawa Y. Hearing in Drosophila. In: Insect hearing (Eds: Pollack GS, Mason AC, Popper AN, Fay RR). Series: 
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Springer Handbook of Auditory Research, Vol. 55, 2016.   
3.石元広志、上川内あづさ「音への応答行動を測る 求愛歌は効果あり？ショウジョウバエの聴覚テスト：オスの求愛行動

を利用した実験」In: 研究者が教える動物実験 （日本比較生理生化学会編）2015.  
4.松尾恵倫子、上川内あづさ「「重力への応答行動を測る ショウジョウバエは上に逃げる？ショウジョウバエを使った反

重力走性の測定：上方向に移動する割合を決定する」In: 研究者が教える動物実験 （日本比較生理生化学会編）2015.   
5.動物行動の分子生物学 (新・生命科学シリーズ) 久保 健雄, 上川内あづさ, 竹内 秀明, 奥山 輝大 裳華房  2014年7月  

ISBN:4785358580 
6.Methods in Neuroethological Research. Kamikouchi A, Fiala A. Springer Japan. 2013年7月  ISBN:978-4431543305 
 
松尾直毅 
1.松尾直毅 (2017) 「実験動物としてマウスを用いた記憶学習の仕組みの研究」、関西実験動物研究会会報 39, 1-5 
2.松尾直毅 (2016) 恐怖記憶の弁別と汎化に伴う海馬歯状回神経アンサンブル活動, 日本薬理学雑誌 148, 185-189 
3.北西卓磨、松尾直毅 (2015) 「海馬体-嗅内皮質における空間認知システム」ライフサイエンス領域融合レビュー 4, e001 
4.松尾直毅 (2014) 「記憶痕跡の可視化と操作より探る記憶情報の脳内表現」ブレインサイエンスレビュー2014, 233-250. 

 

吉原良浩 

1.吉原良浩（2017）「プロスタグランジンF2:のセクシーな香り：ゼブラフィッシュの求愛行動をつかさどるフェロモン受容

体の発見」生化学 89,pp.244-246. 
2.吉原良浩（2016）「嗅覚行動の神経機構」小林靖編、Clinical Neuroscience、特集「嗅覚−New Horizon」pp.1320-1323. 
3.吉原良浩（2016）「脳はなぜ匂いを感じるのか」加藤忠史編、こころの科学、特集「ここまでわかった！脳とこころ」pp.57-62. 
4.吉原良浩（2015）「発生工学的手法による神経回路の可視化」小林靖編、Clinical Neuroscience、特集「脳の見える化−構㐀

編」pp.657-661. 
5.吉原良浩（2014）「ゼブラフィッシュの嗅覚神経系」東原和成編、実験医学、特集「化学感覚と脳−見えてきた味・匂い・

フェロモンの神経回路−」pp.2917-2922. 
6.吉原良浩（2014）「魚の嗅覚行動」東原和成編、現代化学、特集「匂い・フェロモン・味の不思議−分子レベルから行動ま

で−」pp.48-49. 
7.Yoshihiro Yoshihara (2014) Zebrafish olfactory system, edited by Kensaku Mori, In “The Olfactory System: From Odor Molecules to 

Motivational Behaviors”, pp.71-96. 
 

＜公募研究＞ 

坂口昌徳 

1.小柳伊代, 李若詩, 藤中彩乃, 坂口昌徳, トラウマ記憶を弱めるには – マウスの記憶・睡眠研究から考える PTSD ケア, 
2017Jul academistJournal (日本語総説) 

2.大石誠, 中島聡美, 坂口昌徳, The importance of acute intervention for preventing generalization in PTSD patients., 医学のあゆみ, 
2016Sep, v258i13, p1209-1210 

3.坂口昌徳, 脳内で新生するニューロンと中枢神経再生への応用, ブレインサイエンスレビュー, 2016, 廣川 信隆(編), クバ

プロ(出) 
 

中井淳一 

1.安藤恵子, 中井淳一「カルシウムシグナル」 生体の科学 増大特集 細胞シグナル操作法 65: 388-389, 2015 
2.Ohkura, M, Sadakari, J and Nakai, J「Optogenetic manipulation and probing.」 In Optogenetics. eds. Kandori, H, Yawo, H, Koizumi, A, 

Part2 Chapter 9, 133-147, 2015, Springer-Japan Tokyo 
3.Takata N, Shinohara Y, Ohkura M, Mishima T, Nakai J, Hirase H「Imaging of astrocytic activity in living rodents.」 In Optical Imaging 

of Neocortical Dynamics, Neuromethods, vol. 85, chapter 12, 191-207, 2014, Springer Science Business Media 
 

竹内秀明 

1.奥山輝大、竹内秀明 (2015)「社会脳の進化的起源の解明を目指して」日本生化学会, 生化学87， 605-608. 
2.横井佐織、坂本竜哉、坂本浩隆、竹内秀明(2015)「ヒメダカの三角関係（雄，雄，雌）における勝者を決めるホルモン」生

物研究社, 海洋と生物, 37, 591-597.  
3.奥山輝大、竹内秀明 (2015)「異性の好みを生み出す分子と神経」現代化学, 東京化学同人，534, 28-31.  
4.奥山輝大、竹内秀明 (2014)「メダカを用いた分子遺伝学的手法による魚類「社会脳」の分子神経基盤の解明」日本比較生

理生化学，比較生理生化学 31, 106-112 
 

櫻井芳雄 
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1.Sakurai, Y., Ohnuki, T., Shiroshita, R., Sakaguchi, Y., Shiotani, K., and Chi Jung Lee.(2018) Multipotentiality of the brain to be 
revisited repeatedly, The physics of the mind and brain disorders, Springer, 513-525. 

2.櫻井芳雄(2015）「神経システムの機能発達」,日本発達心理学会（編）,脳の発達科学,新曜社（東京）, 56-66. 
 

平野恭敬 

1.平野恭敬、齊藤実 (2017) 「基礎分子生物学Ⅱ：遺伝子発現制御機構―クロマチン，転写制御，エピジェネティクス―」, 東
京化学同人, 18 章 1 節. 

2.Saitoe M, Saeki S, Hirano Y, Horiuchi J. (2014)「Age-related memory impairment in Drosophila.」, BEHAVIORAL GENETICS OF 
THE FLY (DROSOPHILA MELANOGASTER)  

3.Hirano Y, Saitoe M (2014) 「Hunger-driven modulation in brain functions.」Brain Nerve, 66, 41-48. 
4.平野恭敬、齊藤実 (2013)「記憶改善に向けた新たな進展：軽度の空腹状態は長期記憶形成を促進する」, 細胞工学, vol.32 

No.4. 
5.平野恭敬、齊藤実 (2013)「空腹と記憶―軽度の空腹状態は長期記憶形成を促進する」, 医学のあゆみ, 247 巻 3 号. 
 

高橋琢哉 

1.高橋琢哉:（2017 年 2 月発行）「精神神経疾患における AMPA 受容体の役割: ペランパネルの基礎と可能性」 科学評論社 精
神科(30)2, 170-175. 

 

久原篤 

1.久原 篤、太田茜「緑色にキラリと光る細胞を見てみよう 緑色蛍光タンパク質 GFP による神経細胞の観察」, 比較生理生

化学会 編, 研究者が教える動物実験 第 2 巻 神経・筋, p20-23, 共立出版, 2015 
2.太田茜、園田悟、久原 篤「好きなにおいに向かっていく行動を見てみよう センチュウの走化性テスト：嗅覚応答行動の

測定」, 比較生理生化学会 編, 研究者が教える動物実験 第 3 巻 行動, p32-35, 共立出版, 2015  
3.久原 篤、太田茜「好きな温度に向かう行動を調べよう センチュウの温度走性テスト：温度応答行動の測定」, 比較生理

生化学会 編, 研究者が教える動物実験 第 3 巻 行動, p36-39, 共立出版, 2015 
4.太田茜、園田悟、久原 篤「遺伝子の突然変異の DNA を見てみよう PCR 法と制限酵素による突然変異部位の可視化」, 比
較生理生化学会 編, 研究者が教える動物実験 第 3 巻 行動, p40-43, 共立出版, 2015 

 

和多和宏 

1.Wada K., Chen C-C., and Jarvis E.D. (2017) Molecular profiling reveals insight into avian brain organization and functional columnar 
commonalities with mammals, Shigeno S., Murakami Y., and Nomura T. Brain Evolution by Design: From Neural Origin to Cognitive 
Architecture, 273-289. 

2.Wada K. (2016) Differential regulation of androgen receptor and DNA methylation in songbirds, Spengler D. and Binder E., 
Epigenetics and Neuroendocrinology: Clinical Focus on Psychiatry Volume1, 233-241 

 

山中章弘 

1.山中章弘. (2017)  第 12 章 神経系の基礎, 彼末一之、能勢博 編,やさしい生理学 改訂第 7 版, 203-217. 
2.山中章弘、田淵紗和子.(2016) 神経系の機能, 桑名俊一、荒田晶子編著, コメディカル専門基礎科目シリーズ 生理学, 45-64. 
3.山中章弘.(2016) 遺伝子改変動物による睡眠研究, 三島和夫編, 睡眠科学 最新の基礎研究から医療・社会への応用まで, 

112-123. 
 

森郁恵 

1.Aoki I, Nakano S, Mori I. "Molecular Mechanisms of learning in C. elegans" In: Learning and Memory: A Comprehensive Reference 
2nd Edition, Elsevier ISBN：9780128051597 (2017). 

 

掛川渉 

1.Kohda K, Kakegawa W, Yuzaki M. (2017) Delta glutamate receptor (Review), Encyclopedia of Signaling Molecules−2nd edition. 
2.Kakegawa W, Yuzaki M. (2016) Physiological functions of D-serine mediated through G2 glutamate receptors in the cerebellum. 

D-Amino Acids: Physiology, Metabolism, and Application edited by Tohru Yoshimura, Springer Books. 
3.Kohda K, Kakegawa W, Yuzaki M. (2016) Long-term depression (LTD). Essentials of cerebellum and cerebellar disorders edited by 

Donna Gruol, Springer Books. 
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2.4 研究成果による産業財産権の出願・取得状況 
 

「産業財産権の名称」発明者、権利者、産業財産権の種類、出願番号、出願年月日 

 

＜計画研究＞ 
齊藤実 

1.「リアノジン受容体活性化剤及び利用」上野耕平、齊藤 実、平井志伸、岡戸晴生、公益財団法人東京都医学総合研究

所、特許、特願 2017-221312、2017 年 11 月 16 日出願 
 

久恒辰博 

1.「ペリサイトの変成を抑制する剤」久恒辰博、金子順 特願 2017-35823 (2017.2.28) 
2.「イミダゾールジペプチドを含む剤」久恒辰博、戸塚護、薩秀夫、金子順、片倉喜範、佐藤三佳子、松本貴之、森松文毅、

今林悦子、松田博史 特願 2014-069103 (2014.3.28) 
 

吉原良浩 

1.「魚類の行動制御技術」吉原良浩、脇阪紀子、宮坂信彦、小出哲也、理化学研究所、特願 2017-75796、2017 年 4 月 6 日出

願 
 

中井淳一 

1.「特定部位のアミノ酸を置換した緑色蛍光蛋白質またはそのホモログを用いたカルシウムセンサー蛋白質」中井淳一、

大倉正道、埼玉大学、特許第 5669080 号、2014 年 12 月 26 日 
2.「カルシウム指示遺伝子」中井淳一, 大倉正道, 尾藤晴彦, 井上昌俊, 竹内敦也、独立行政法人科学技術振興機構、特願

2014-120828、2014 年 6 月 11 日 
 
高橋琢哉 
1.「AMPA 受容体に特異的に結合する新規化合物」高橋琢哉、宮﨑智之、須原哲也、樋口真人、張明栄、公立大学法人 横
浜市立大学、WO 2017/006931 A1(PCT/JP2016/69896)、国際公開日 2018 年 1 月 12 日（PCT 出願日 2016 年 7 月 5 日） 

2.「ＡＭＰＡ受容体に関連する疾患の予防及び／又は治療剤」高橋琢哉、宮﨑智之、中島和希、公立大学法人 横浜市立大

学、PCT/JP2018/000531(基礎出願 2017-002962)、2018 年 1 月 11 日 
3.「霊長類生体の脳内ＡＭＰＡ受容体のイメージング方法、プログラム、診断薬、コンパニオン、診断薬、医薬、スクリ

ーニング方法、入力端末、サーバ及びシステム」高橋琢哉、宮﨑智之、公立大学法人 横浜市立大学、PCT/JP2018/000532(基
礎出願 2017-002960,059301)、2018 年 1 月 11 日 

 

青西亨 

1.「質量分析計，質量分析計の信号処理方法及びプログラム」 青西亨，木村純一，桑谷立，平田岳史, 特願 2017-084599, 2017
年 4 月 21 日出願 
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＜計画研究＞ 
齊藤実 

1.「リアノジン受容体活性化剤及び利用」上野耕平、齊藤 実、平井志伸、岡戸晴生、公益財団法人東京都医学総合研究

所、特許、特願 2017-221312、2017 年 11 月 16 日出願 
 

久恒辰博 

1.「ペリサイトの変成を抑制する剤」久恒辰博、金子順 特願 2017-35823 (2017.2.28) 
2.「イミダゾールジペプチドを含む剤」久恒辰博、戸塚護、薩秀夫、金子順、片倉喜範、佐藤三佳子、松本貴之、森松文毅、

今林悦子、松田博史 特願 2014-069103 (2014.3.28) 
 

吉原良浩 

1.「魚類の行動制御技術」吉原良浩、脇阪紀子、宮坂信彦、小出哲也、理化学研究所、特願 2017-75796、2017 年 4 月 6 日出

願 
 

中井淳一 

1.「特定部位のアミノ酸を置換した緑色蛍光蛋白質またはそのホモログを用いたカルシウムセンサー蛋白質」中井淳一、

大倉正道、埼玉大学、特許第 5669080 号、2014 年 12 月 26 日 
2.「カルシウム指示遺伝子」中井淳一, 大倉正道, 尾藤晴彦, 井上昌俊, 竹内敦也、独立行政法人科学技術振興機構、特願

2014-120828、平成 26 年 6 月 11 日 
 
高橋琢哉 
1.「AMPA 受容体に特異的に結合する新規化合物」高橋琢哉、宮﨑智之、須原哲也、樋口真人、張明栄、公立大学法人 横
浜市立大学、WO 2017/006931 A1(PCT/JP2016/69896)、国際公開日 2018 年 1 月 12 日（PCT 出願日 2016 年 7 月 5 日） 

2.「ＡＭＰＡ受容体に関連する疾患の予防及び／又は治療剤」高橋琢哉、宮﨑智之、中島和希、公立大学法人 横浜市立大
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青西亨 
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2.5 報道記事 

 
＜計画研究＞ 
齊藤実 

1.「空腹なほど ものおぼえ良く」毎日新聞（26 面）、2016 年 8 月 4 日 
2.「（ユリイカ！）一夜漬けは空腹で？ 」朝日新聞（31 面）、2016 年 7 月 28 日 
3.「空腹時のほうが効率的に学習できる?」マイナビニュース、2016 年 7 月 20 日 
4.「Learning and memory: Austerity measures for memory」Nature Rev Neurosci vol.14, p159､2013 年 4 月 
 

井ノ口馨 

1.「New neurons archive old memories」Neuroscience News 2018 年 7 月 13 日 
2.「New neurons archive old memories」Medical Xpress 2018 年 7 月 13 日 
3.「Synapse-specific plasticity governs the identity of overlapping memory traces」AlphaGalileo 2018 年 7 月 13 日 
4.「Synapse-specific plasticity governs the identity of overlapping memory traces」EurekAlert! 2018 年 7 月 13 日 
5.「脳海馬が記憶力を保つ仕組みを世界で初めて解明 ～記憶力低下の予防に一歩前進～」日本の研究．2018 年 7 月 11 日 
6.「記憶力アップ 運動が鍵？富山大学教授ら 可能性突き止める」読売新聞 2018 年 7 月 10 日 
7.「記憶力保つ仕組み解明 富山大大学院井ノ口教授ら 神経細胞新たに生産」北日本新聞 2018 年 7 月 10 日 
8.「New neurons archive old memories」EurekAlert! 2018 年 7 月 9 日 
9.「記憶の関連づけや区別の仕組み、マウスで発見 富山大」朝日新聞 DIGITAL 2018 年 6 月 18 日 

10.「記憶の仕分け 仕組み解明 「シナプス」を使い分け 富山大院グループ マウス実験」朝日新聞 2018 年 6 月 17 日 
11.「記憶の区別 仕組み解明 富山大教授ら 認知症治療などに期待」中日新聞 2018 年 6 月 15 日 
12.「富山大と JST、記憶のアイデンティティを保つ仕組みを解明」日本経済新聞 2018 年 6 月 15 日 
13.「富山大学で世界初の発見」BBT WEB 2018 年 6 月 15 日 
14.「記憶の区別 仕組み解明 富山大教授ら 認知症治療などに期待」北陸中日新聞 2018 年 6 月 15 日 
15.「記憶関連付け仕組みを解明 富大 認知症など治療に光」富山新聞 2018 年 6 月 15 日 
16.「記憶保存の仕組み解明 富山大井ノ口教授ら 認知症治療に期待」北日本新聞 2018 年 6 月 15 日 
17.「井ノ口教授（富山大大学院）東レ科学技術賞」北日本新聞 2018 年 3 月 9 日 
18.「井ノ口教授富大初の受賞 東レ科学技術賞 記憶の研究で」富山新聞 2018 年 3 月 9 日 
19.「Memories can be disconnected- and it could help those with PTSD」New Scientist Magagine 2017 年 1 月 24 日

https://www.newscientist.com/article/2119423-memories-can-be-disconnected-and-it-could-help- those-with-ptsd/ 
20.「It's possible to link and then unlink two unrelated memories in mice」The Verge (USA) 2017 年 1 月 26 日

http://www.theverge.com/2017/1/26/14397178/memories-mice-optogenetics-ptsd-trauma-triggers-neuroscience 
21.「記憶つながる仕組み解明 富山大 脳細胞の活動重複がカギ」朝日新聞 2017 年 1 月 25 日 
22.「記憶つながる脳の仕組み、マウスで解明 富山大など」朝日新聞 DIGITAL. 2017 年 1 月 25 日 
23.「細胞集団の存在証明 別々の記憶結ぶ働き」北日本新聞 2017 年 1 月 25 日 
24.「記憶切り離しに成功 神経細胞の働き抑制」富山新聞 2017 年 1 月 25 日 
25.「つらい記憶、忘れられる？富山大、マウスの脳操作で」共同通信 47 NEWS 2017 年 1 月 26 日 
26.「記憶連鎖断ち PTSD 防げ」北陸中日新聞 2017 年 1 月 26 日 
27.「脳内で記憶を結びつける細胞の働きを発見 富山大など」NHK ニュース (テレビ放映), NHK NEWS WEB 2017 年 1 月 27

日 
28.「How separate memories cleanly」Nature 2017 年 1 月 26 日 

http://www.nature.com/nature/journal/v542/n7639/full/542009c.html 
29.「記憶の関連づけのみに関与 神経細胞集団の仕組み解明」科学新聞 2017 年 1 月 26 日 
30.「Neuron study on linked memories could help people with PTSD」The Asahi Shinbun 2017 年 1 月 25 日 
31.「富山大など、異なる別々の体験の記憶を関連づける作用を解明」日刊工業新聞 2017 年 1 月 23 日 
32.「Researchers couple then decouple overlapping memories in mice」Medical Xpress, Health Medicine Network 2017 年 1 月 27 日

https://m.medicalxpress.com/news/2017-01-couple-decouple-overlapping-memories-mice.html 
http://healthmedicinet.com/i/researchers-couple-then-decouple-overlapping-memories-in-mice/ 

33.「Tutkijat onnistuivat manipuloimaan muistia - menetelmä voi auttaa vakavien stressioireiden hoidossa.(重度のストレス症状の治療

に役立つ可能性のあるメモリのプロセスの操作に成功)」tekniikka & talous. (フィンランド語) 2017 年 1 月 27 日 
34.「Triggers for painful memories can be 'erased' using LASERS: Breakthrough could someday help treat PTSD」Mail Online: Science & 

Tech 2017 年 1 月 30 日 
http://www.dailymail.co.uk/sciencetech/article-4170966/Triggers-painful-memories-erased-using-LASERS.html 

35.「富山大，記憶と神経細胞集団の仕組みを光遺伝学で解明」OPTRONICS ONLINE 2017 年 1 月 30 日
http://www.optronics-media.com/news/20170130/45503/ 

36.「Ученые смогли стереть плохие воспоминания лазером(レーザーでの悪い記憶の消去に成功)」Газета.RU.(ロシア語) 2017 年

1 月 30 日 
https://www.gazeta.ru/science/news/2017/01/30/n_9625397.shtml 

37.「Японская методика впервые позволила "объединять" и  "разъединять" воспоминания(日本の技術が初めて記憶の結合と分

割を可能にした)」Вести.RU. (ロシア語) 2017 年 1 月 30 日 http://www.vesti.ru/doc.html?id=2848960 
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38.「記憶同士を関連づける神経細胞集団のメカニズムを明らかに－富山大」医療ニュース QLifePro. 2017 年 1 月 31 日
http://www.qlifepro.com/news/20170131/reveal-the-mechanism-of-neuronal-cell-population-relating-memory.html 

39.「記憶を関連づける神経細胞集団の仕組みを解明 富山大学」大学ジャーナルオンライン 2017 年 2 月 1 日
http://univ-journal.jp/11698/ 

40.「「フラッシュバック現象」の仕組み マウス実験で解明」NHK ニュース(テレビ全国放映), NHK「かぶん」ブログ 2016
年 8 月 1 日 

http://www9.nhk.or.jp/kabun-blog/200/250286.html 
41.「記憶の連動、仕組み解明 PTSD 治療に応用も」共同通信 47 NEWS 2016 年 7 月 29 日 

https://this.kiji.is/132802532543546875 
42.「「行動タグ」仕組み解明 富山大大学院 井ノ口教授ら PTSD 治療に期待」北日本新聞 2016 年 7 月 29 日 
43.「不安と記憶の連動を解明 富大研究班 PTSD 治療応用も」北陸中日新聞 2016 年 7 月 29 日 
44.「精神的ショック前後のささいな記憶はなぜ残る？ 富山大がメカニズム解明 PTSD 治療も」産経ニュース 2016 年 8 月

1 日 
http://www.sankei.com/west/news/160801/wst1608010061-n1.html 

45.「強い記憶、連動の仕組み解明 富山大など」日本経済新聞 電子版 2016 年 8 月 2 日 
46.「富山大、強烈な体験によってささいな出来事が長く記憶される仕組みを解明」マイナビニュース 2016 年 8 月 2 日 

http://news.mynavi.jp/news/2016/08/02/309/ 
47.「연구팀, ‘기억의 연동’ 구조 해명(記憶の連動構造解明)」KYODO NEWS (韓国語) 2016 年 8 月 2 日 

http://www.47news.jp/korean/medical_science/2016/08/143171.html 
48.「科学技術振興機構、富山大学、東京慈恵会医科大学、強烈な体験によってささいな出来事が長く記憶される仕組みを解明」

日経バイオテク ONLINE 2016 年 8 月 3 日 
https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/release/16/08/03/02364/ 

49.「記憶の連動の仕組みを解明 強烈な体験とささいな出来事」サイエンスポータル 2016 年 8 月 4 日 
http://scienceportal.jst.go.jp/news/newsflash_review/newsflash/2016/08/20160804_01.html 

50.「強烈な体験するとささいな出来事を長く記憶」科学新聞 2016 年 8 月 12 日 
51.「“記憶”のミステリー ～最新脳科学が解き明かす記憶の正体～」テレ科学教育番組「サイエンス ZERO」(以後、再放映、

NHK オンデマンド、日本語国際放送でも放映) 2016 年 2 月 28 日 
52.「記憶の分子メカニズムの探求を通して、「人間とは何か」に迫る」いのちの不思議"を考える---生命科学 DOKIDOKI 研究

室 2016 年 1 月 29 日 
https://www.terumozaidan.or.jp/labo/class/s2_02/interview01.html 

53.「“記憶の仕組み”が新たに解明！」TBS 情報番組「ひるおび」2015 年 4 月 6 日 
54.「Researchers create artificial link between unrelated memories」EurekAlert2015 年 4 月 2 日 

http://www.eurekalert.org/pub_releases/2015-04/cp-rca032615.php 
55.「Researchers Create Artificial Link between Unrelated Memories」SciGuru Science News 2015 年 4 月 2 日 

http://www.sciguru.org/newsitem/18834/researchers-create-artificial-link-between-unrelated-memories 
56.「マウスの脳を操作 2 つの記憶合成に成功」NHK NEWS WEB  

http://www9.nhk.or.jp/kabun-blog/200/213513.html 
57.「マウスで脳内で二つの記憶合成に成功」共同通信 

http://www.47news.jp/CN/201504/CN2015040201001837.html 
58.「マウスの古い記憶を人為的に連合させ、新しい記憶を創りだすことに成功」財経新聞 2015 年 4 月 4 日 

http://www.zaikei.co.jp/article/20150404/243832.html 
59.「古い記憶を人為的に操作し、新しい記憶を生み出すことに成功」Mocosuku Woman 

http://headlines.yahoo.co.jp/hl?a=20150408-00000012-mocosuku-hlth 
60.「異なる古い記憶を人為的に組み合わせ、新しい記憶を作り出すことに成功」QLifePro 2015 年 4 月 8 日 

http://www.qlifepro.com/news/20150408/the-combination-of-different-old-memories-artificially-and-succeeded-in-creating-a-new-storage.ht
ml 

61.「マウスの脳 光で刺激 2 つの記憶を合成」日経新聞 2015 年 4 月 4 日 
62.「Neuroscience: How to form a fake memory in mice」Nature 520(135) 2015 年 4 月 8 日 
63.「富山大大学院・井ノ口教授チーム 二つの記憶 脳内で合成 マウスで実験 世界初の成果」北日本新聞 2015 年 4 月 3

日 
64.「別々の記憶 脳内で合成 富大チーム マウス実験 新たな記憶獲得 トラウマ治療に道」富山新聞 2015 年 4 月 3 日 
65.「2 つの記憶 結びつけ成功 脳機能解明に光」読売新聞 2015 年 4 月 3 日 
66.「脳内で二つの記憶合成」北国新聞 2015 年 4 月 3 日 
67.「富山大 記憶の人為的操作成功」日刊工業新聞 2015 年 4 月 3 日 
68.「古い記憶を活動させて新たな記憶形成」科学新聞 2015 年 4 月 10 日 
69.「マウスの脳を操作 2 つの記憶 合成に成功」NHK ニュース 2015 年 4 月 3 日 
70.「記憶の仕組み 分子レベルで 富山大医学部 井ノ口馨教授」読売新聞 2013 年 5 月 30 日 
71.「富山大大学院医学薬学研究部教授 井ノ口馨さん 記憶、分子レベルで解明」朝日新聞 2013 年 5 月 13 日 
72.「記憶の仕組み 分子レベルで 富山大医学部 井ノ口馨教授」読売新聞 2013 年 5 月 30 日 
73.「井ノ口教授（富山大院）文科大臣表彰」北日本新聞 2013 年 4 月 11 日 
74.「井ノ口富大教授が文科相表彰科技賞」富山新聞 2013 年 4 月 11 日 
75.「科学技術賞に井ノ口富大教授」北陸中日新聞 2013 年 4 月 11 日 
 

上川内あづさ 

1.『「ハエの「求愛歌」、羽音のリズム識別の仕組み解明」名古屋大チーム「人間の音声認識メカニズム解明に」』、産経

WEST、2018 年 4 月 17 日 
2.『ハエの「求愛」伝わる仕組み』、日経新聞、2018 年 4 月 17 日  
3.『「リズム識別の仕組み解明」 ハエ「求愛歌」で名古屋大』、岩手日報, 福島民報, So-net, 千葉日報オンライン, 共同通

信, 大阪日日新聞, 琉球新報, 河北新報オンラインニュース, 京都新聞, 沖縄タイムス＋プラス, 福井新聞 ONLINE, 日本海

新聞 Net Nihonkai, Ｗｅｂ東奥・ニュース, qBiz 西日本新聞経済電子版, 中日新聞(CHUNICHI Web), 西日本新聞, BIGLOBE
ニュース, 下野新聞「SOON」, 上毛新聞ニュース, 新潟日報モア, 秋田魁新報電子版, 静岡新聞アットエス, 徳島新聞、佐

賀新聞 LiVE, 宮崎日日新聞（Miyanichi e-press）, 四国新聞社, 福島民友新聞社 みんゆう Net, デイリースポーツ online, 信
濃毎日新聞［信毎 Web］, 山陰中央新報社, 神戸新聞 NEXT, 東京新聞、2018 年 4 月 17 日 

4.「リズム聞き分ける脳の仕組み発見」、NHK 東海のニュース、2018 年 4 月 17 日 
5.『ハエ 羽音の「歌」学習』』、中日新聞、2018 年 3 月 23 日  
6.「Even Flies Like a Familiar Song - Neuroscience News」EurekAlert!、Asia Research News、Science Daily、Neuroscience News、

Phys.org、Bioengineer.org、BrightSurf、AlphaGalileo、Science Newsline、2018 年 3 月 22 日 
 

松尾直毅 

1.「反復学習 同じ神経使用 阪大、マウスで仕組み解明」日本経済新聞 2015 年 4 月 18 日 
 

吉原良浩 

1.「嗅覚情報の伝達回路：小魚で配線図表現」日刊工業新聞 2014 年 4 月 10 日 
2.「フェロモン刺激で・・・魚の求愛行動、促す仕組み解明」朝日新聞デジタル 2016 年 5 月 31 日 
3.「魚類・両生類に特異的アデノシン嗅覚受容体発見：食べ物のにおいに反応」科学新聞 2017 年 5 月 26 日 
 

＜公募研究＞ 

坂口昌徳 

1.「PTSD ケア、素早さカギ 筑波大などマウス実験」朝日新聞 2016 年 01 月 25 日 
 

竹内秀明 

1.「メダカ、顔で仲間見分ける 東大など、メカニズム探る」日経新聞2017年08月12日 
https://www.nikkei.com/article/DGXLZO19880710Q7A810C1945M00/ 

2.「メダカは『顔』で仲間見分ける 岡山大などの研究チーム」山陽新聞2017年07月11日  
http://www.sanyonews.jp/article/562105/1/ 

3.「恋人に目移りさせぬ 岡崎の研究所、雄メダカの防衛行動確認」中日新聞 2016年06月03日 
4.「メダカ、恋敵の視界遮る 基礎生物学研など発見」日本経済新聞2016年06月02 

http://www.nikkei.com/article/DGXLASDG02H89_S6A600C1CR8000/ 
5.「『僕だけ見て！』メダカの恋戦略 岡山大などがグループ研究」山陽新聞2016年06月03日  

http://www.sanyonews.jp/article/359483  
6.「メダカ『俺だけを見て』 メスの目移りを防ぐ行動」朝日新聞 2016年06月07 

http://www.asahi.com/articles/ASJ614T7FJ61OBJB005.html 
7.「メダカの三角関係、勝つためのホルモン同定」朝日新聞 2015年02月27日 
8.「メダカ『恋の三角関係』、勝者決めるホルモン発見」日本経済新聞2015年02月27日

http://www.nikkei.com/article/DGXLASDG27H0W_X20C15A2CR0000/ 
 

野村洋 

1.「忘れた記憶 薬で回復」産経新聞 2019 年 1 月 9 日 
2.「かすかな記憶 薬で復活」毎日新聞 2019 年 1 月 9 日 
3.「めまいの薬で記憶回復？」日本経済新聞 2019 年 1 月 9 日 
4.「ヒスタミン薬 記憶戻る効果」神戸新聞 2019 年 1 月 9 日 
5.「記憶力が上がる薬、東大など発表 神経刺激、脳を活性化」朝日新聞 2019 年 1 月 10 日 
 

王丹 

1.「京都大学」朝日新聞 2018年 7月 11日（水）10版 

 

高橋琢哉 

1.「一流科学雑誌も注目 リハビリ効果アップする初の化合物」日刊ゲンダイ 2018 年 9 月 4 日 
2.「脳卒中回復に光～リハビリに効果化合物特定」読売新聞、NHK、The LosAngeles Times 等世界で広く報道された 論文

誌 Science に掲載 2018 年 4 月 6 日 
3.「トラウマ記憶 光で消去」 日刊工業新聞 2016 年 12 月 6 日 

4.「脳卒中リハビリ促進薬開発」 化学工業日報 2016 年 11 月 24 日 
5.「攻撃性高まる仕組み解明」 時事通信 2016 年 10 月 25 日 
 

  

76



38.「記憶同士を関連づける神経細胞集団のメカニズムを明らかに－富山大」医療ニュース QLifePro. 2017 年 1 月 31 日
http://www.qlifepro.com/news/20170131/reveal-the-mechanism-of-neuronal-cell-population-relating-memory.html 

39.「記憶を関連づける神経細胞集団の仕組みを解明 富山大学」大学ジャーナルオンライン 2017 年 2 月 1 日
http://univ-journal.jp/11698/ 

40.「「フラッシュバック現象」の仕組み マウス実験で解明」NHK ニュース(テレビ全国放映), NHK「かぶん」ブログ 2016
年 8 月 1 日 

http://www9.nhk.or.jp/kabun-blog/200/250286.html 
41.「記憶の連動、仕組み解明 PTSD 治療に応用も」共同通信 47 NEWS 2016 年 7 月 29 日 

https://this.kiji.is/132802532543546875 
42.「「行動タグ」仕組み解明 富山大大学院 井ノ口教授ら PTSD 治療に期待」北日本新聞 2016 年 7 月 29 日 
43.「不安と記憶の連動を解明 富大研究班 PTSD 治療応用も」北陸中日新聞 2016 年 7 月 29 日 
44.「精神的ショック前後のささいな記憶はなぜ残る？ 富山大がメカニズム解明 PTSD 治療も」産経ニュース 2016 年 8 月

1 日 
http://www.sankei.com/west/news/160801/wst1608010061-n1.html 

45.「強い記憶、連動の仕組み解明 富山大など」日本経済新聞 電子版 2016 年 8 月 2 日 
46.「富山大、強烈な体験によってささいな出来事が長く記憶される仕組みを解明」マイナビニュース 2016 年 8 月 2 日 

http://news.mynavi.jp/news/2016/08/02/309/ 
47.「연구팀, ‘기억의 연동’ 구조 해명(記憶の連動構造解明)」KYODO NEWS (韓国語) 2016 年 8 月 2 日 

http://www.47news.jp/korean/medical_science/2016/08/143171.html 
48.「科学技術振興機構、富山大学、東京慈恵会医科大学、強烈な体験によってささいな出来事が長く記憶される仕組みを解明」

日経バイオテク ONLINE 2016 年 8 月 3 日 
https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/release/16/08/03/02364/ 

49.「記憶の連動の仕組みを解明 強烈な体験とささいな出来事」サイエンスポータル 2016 年 8 月 4 日 
http://scienceportal.jst.go.jp/news/newsflash_review/newsflash/2016/08/20160804_01.html 

50.「強烈な体験するとささいな出来事を長く記憶」科学新聞 2016 年 8 月 12 日 
51.「“記憶”のミステリー ～最新脳科学が解き明かす記憶の正体～」テレ科学教育番組「サイエンス ZERO」(以後、再放映、

NHK オンデマンド、日本語国際放送でも放映) 2016 年 2 月 28 日 
52.「記憶の分子メカニズムの探求を通して、「人間とは何か」に迫る」いのちの不思議"を考える---生命科学 DOKIDOKI 研究

室 2016 年 1 月 29 日 
https://www.terumozaidan.or.jp/labo/class/s2_02/interview01.html 

53.「“記憶の仕組み”が新たに解明！」TBS 情報番組「ひるおび」2015 年 4 月 6 日 
54.「Researchers create artificial link between unrelated memories」EurekAlert2015 年 4 月 2 日 

http://www.eurekalert.org/pub_releases/2015-04/cp-rca032615.php 
55.「Researchers Create Artificial Link between Unrelated Memories」SciGuru Science News 2015 年 4 月 2 日 

http://www.sciguru.org/newsitem/18834/researchers-create-artificial-link-between-unrelated-memories 
56.「マウスの脳を操作 2 つの記憶合成に成功」NHK NEWS WEB  

http://www9.nhk.or.jp/kabun-blog/200/213513.html 
57.「マウスで脳内で二つの記憶合成に成功」共同通信 

http://www.47news.jp/CN/201504/CN2015040201001837.html 
58.「マウスの古い記憶を人為的に連合させ、新しい記憶を創りだすことに成功」財経新聞 2015 年 4 月 4 日 

http://www.zaikei.co.jp/article/20150404/243832.html 
59.「古い記憶を人為的に操作し、新しい記憶を生み出すことに成功」Mocosuku Woman 

http://headlines.yahoo.co.jp/hl?a=20150408-00000012-mocosuku-hlth 
60.「異なる古い記憶を人為的に組み合わせ、新しい記憶を作り出すことに成功」QLifePro 2015 年 4 月 8 日 

http://www.qlifepro.com/news/20150408/the-combination-of-different-old-memories-artificially-and-succeeded-in-creating-a-new-storage.ht
ml 

61.「マウスの脳 光で刺激 2 つの記憶を合成」日経新聞 2015 年 4 月 4 日 
62.「Neuroscience: How to form a fake memory in mice」Nature 520(135) 2015 年 4 月 8 日 
63.「富山大大学院・井ノ口教授チーム 二つの記憶 脳内で合成 マウスで実験 世界初の成果」北日本新聞 2015 年 4 月 3

日 
64.「別々の記憶 脳内で合成 富大チーム マウス実験 新たな記憶獲得 トラウマ治療に道」富山新聞 2015 年 4 月 3 日 
65.「2 つの記憶 結びつけ成功 脳機能解明に光」読売新聞 2015 年 4 月 3 日 
66.「脳内で二つの記憶合成」北国新聞 2015 年 4 月 3 日 
67.「富山大 記憶の人為的操作成功」日刊工業新聞 2015 年 4 月 3 日 
68.「古い記憶を活動させて新たな記憶形成」科学新聞 2015 年 4 月 10 日 
69.「マウスの脳を操作 2 つの記憶 合成に成功」NHK ニュース 2015 年 4 月 3 日 
70.「記憶の仕組み 分子レベルで 富山大医学部 井ノ口馨教授」読売新聞 2013 年 5 月 30 日 
71.「富山大大学院医学薬学研究部教授 井ノ口馨さん 記憶、分子レベルで解明」朝日新聞 2013 年 5 月 13 日 
72.「記憶の仕組み 分子レベルで 富山大医学部 井ノ口馨教授」読売新聞 2013 年 5 月 30 日 
73.「井ノ口教授（富山大院）文科大臣表彰」北日本新聞 2013 年 4 月 11 日 
74.「井ノ口富大教授が文科相表彰科技賞」富山新聞 2013 年 4 月 11 日 
75.「科学技術賞に井ノ口富大教授」北陸中日新聞 2013 年 4 月 11 日 
 

上川内あづさ 

1.『「ハエの「求愛歌」、羽音のリズム識別の仕組み解明」名古屋大チーム「人間の音声認識メカニズム解明に」』、産経

WEST、2018 年 4 月 17 日 
2.『ハエの「求愛」伝わる仕組み』、日経新聞、2018 年 4 月 17 日  
3.『「リズム識別の仕組み解明」 ハエ「求愛歌」で名古屋大』、岩手日報, 福島民報, So-net, 千葉日報オンライン, 共同通

信, 大阪日日新聞, 琉球新報, 河北新報オンラインニュース, 京都新聞, 沖縄タイムス＋プラス, 福井新聞 ONLINE, 日本海

新聞 Net Nihonkai, Ｗｅｂ東奥・ニュース, qBiz 西日本新聞経済電子版, 中日新聞(CHUNICHI Web), 西日本新聞, BIGLOBE
ニュース, 下野新聞「SOON」, 上毛新聞ニュース, 新潟日報モア, 秋田魁新報電子版, 静岡新聞アットエス, 徳島新聞、佐

賀新聞 LiVE, 宮崎日日新聞（Miyanichi e-press）, 四国新聞社, 福島民友新聞社 みんゆう Net, デイリースポーツ online, 信
濃毎日新聞［信毎 Web］, 山陰中央新報社, 神戸新聞 NEXT, 東京新聞、2018 年 4 月 17 日 

4.「リズム聞き分ける脳の仕組み発見」、NHK 東海のニュース、2018 年 4 月 17 日 
5.『ハエ 羽音の「歌」学習』』、中日新聞、2018 年 3 月 23 日  
6.「Even Flies Like a Familiar Song - Neuroscience News」EurekAlert!、Asia Research News、Science Daily、Neuroscience News、

Phys.org、Bioengineer.org、BrightSurf、AlphaGalileo、Science Newsline、2018 年 3 月 22 日 
 

松尾直毅 

1.「反復学習 同じ神経使用 阪大、マウスで仕組み解明」日本経済新聞 2015 年 4 月 18 日 
 

吉原良浩 

1.「嗅覚情報の伝達回路：小魚で配線図表現」日刊工業新聞 2014 年 4 月 10 日 
2.「フェロモン刺激で・・・魚の求愛行動、促す仕組み解明」朝日新聞デジタル 2016 年 5 月 31 日 
3.「魚類・両生類に特異的アデノシン嗅覚受容体発見：食べ物のにおいに反応」科学新聞 2017 年 5 月 26 日 
 

＜公募研究＞ 

坂口昌徳 

1.「PTSD ケア、素早さカギ 筑波大などマウス実験」朝日新聞 2016 年 01 月 25 日 
 

竹内秀明 

1.「メダカ、顔で仲間見分ける 東大など、メカニズム探る」日経新聞2017年08月12日 
https://www.nikkei.com/article/DGXLZO19880710Q7A810C1945M00/ 

2.「メダカは『顔』で仲間見分ける 岡山大などの研究チーム」山陽新聞2017年07月11日  
http://www.sanyonews.jp/article/562105/1/ 

3.「恋人に目移りさせぬ 岡崎の研究所、雄メダカの防衛行動確認」中日新聞 2016年06月03日 
4.「メダカ、恋敵の視界遮る 基礎生物学研など発見」日本経済新聞2016年06月02 

http://www.nikkei.com/article/DGXLASDG02H89_S6A600C1CR8000/ 
5.「『僕だけ見て！』メダカの恋戦略 岡山大などがグループ研究」山陽新聞2016年06月03日  

http://www.sanyonews.jp/article/359483  
6.「メダカ『俺だけを見て』 メスの目移りを防ぐ行動」朝日新聞 2016年06月07 

http://www.asahi.com/articles/ASJ614T7FJ61OBJB005.html 
7.「メダカの三角関係、勝つためのホルモン同定」朝日新聞 2015年02月27日 
8.「メダカ『恋の三角関係』、勝者決めるホルモン発見」日本経済新聞2015年02月27日

http://www.nikkei.com/article/DGXLASDG27H0W_X20C15A2CR0000/ 
 

野村洋 

1.「忘れた記憶 薬で回復」産経新聞 2019 年 1 月 9 日 
2.「かすかな記憶 薬で復活」毎日新聞 2019 年 1 月 9 日 
3.「めまいの薬で記憶回復？」日本経済新聞 2019 年 1 月 9 日 
4.「ヒスタミン薬 記憶戻る効果」神戸新聞 2019 年 1 月 9 日 
5.「記憶力が上がる薬、東大など発表 神経刺激、脳を活性化」朝日新聞 2019 年 1 月 10 日 
 

王丹 

1.「京都大学」朝日新聞 2018年 7月 11日（水）10版 

 

高橋琢哉 

1.「一流科学雑誌も注目 リハビリ効果アップする初の化合物」日刊ゲンダイ 2018 年 9 月 4 日 
2.「脳卒中回復に光～リハビリに効果化合物特定」読売新聞、NHK、The LosAngeles Times 等世界で広く報道された 論文

誌 Science に掲載 2018 年 4 月 6 日 
3.「トラウマ記憶 光で消去」 日刊工業新聞 2016 年 12 月 6 日 

4.「脳卒中リハビリ促進薬開発」 化学工業日報 2016 年 11 月 24 日 
5.「攻撃性高まる仕組み解明」 時事通信 2016 年 10 月 25 日 
 

  

77



久原篤 

1.「光やフェロモンを感じるニューロンが腸に働きかけ低温適応を調節」サンテレビ 2014 年 7 月 23 日 
2.「線虫での温度適応 仕組み解明」朝日新聞 2014 年 7 月 23 日 
3.「寒さへの生物適応 線虫で仕組み解明」産経新聞 2014 年 7 月 23 日 
4.「寒さへに耐える仕組み解明」神戸新聞 2014 年 7 月 23 日 
 
杉山陽子（矢崎陽子） 

1.「幼鳥の記憶 細胞発見」琉球新報 2016 年 7 月 8 日 
 

山中章弘 

1.「痛みの感じ方覚醒度で変化」日刊工業新聞 2016 年 7 月 11 日  
2.「脳中枢で痛み止め」中日新聞 2016 年 7 月 29 日 
3.「外部から光当て脳神経活動操作」中日新聞 平成 31 年 1 月 23 日 
 

毎日新聞 2013.6.30

78



久原篤 

1.「光やフェロモンを感じるニューロンが腸に働きかけ低温適応を調節」サンテレビ 2014 年 7 月 23 日 
2.「線虫での温度適応 仕組み解明」朝日新聞 2014 年 7 月 23 日 
3.「寒さへの生物適応 線虫で仕組み解明」産経新聞 2014 年 7 月 23 日 
4.「寒さへに耐える仕組み解明」神戸新聞 2014 年 7 月 23 日 
 
杉山陽子（矢崎陽子） 

1.「幼鳥の記憶 細胞発見」琉球新報 2016 年 7 月 8 日 
 

山中章弘 

1.「痛みの感じ方覚醒度で変化」日刊工業新聞 2016 年 7 月 11 日  
2.「脳中枢で痛み止め」中日新聞 2016 年 7 月 29 日 
3.「外部から光当て脳神経活動操作」中日新聞 平成 31 年 1 月 23 日 
 

週刊新潮 2013.11.14

79



日刊工業新聞 2014.4.10

産経新聞 2014.7.23

読売新聞 2015.4.03 日本経済新聞 2015.4.18

80



朝日新聞 2015.12.20

北日本新聞 2016.3.25

81



琉球新報 2016.7.8

日刊工業新聞 2016.7.11

毎日新聞 2016.8.4

82



Science 2017.1.27

83



朝日新聞 2017.1.27

科学新聞 2017.5.26

84



北日本新聞 2018.3.09

中日新聞 2018.3.23

毎日新聞 2018.4.18

富山新聞 2018.6.15

読売新聞 2018.7.10

85



朝日新聞 2018.7.11

産経新聞 2019.1.9

中日新聞 2019.1.23

86



 87 

2.6研究成果の概要 

 

2.6.1研究領域の設定目的 

心的外傷後ストレス障害による記憶の消去障害や、記憶情報をコードする特定神経細胞集団

の賦活化による記憶の想起などは、形成された記憶が質的・空間的に不動化される記憶の静的な

側面を示している。一方で安定とされる長期記憶情報であっても分子・空間的に留まることのな

い側面を持つことがショウジョウバエ・マウスなどの研究から示唆されている。例えば長期記憶

は想起により脆弱化し、その再固定化に新たな遺伝子発現を必要とする。また長期記憶の維持に

も持続的な転写が必要であり且つその転写機構は時系列に沿って変換して行くことが示唆され

ている。また学習記憶機構そのものも加齢に加えて孤立化や空腹状態、睡眠など外的・内的要因

により変わり得ることが分かってきた。本領域ではこうした記憶情報の変化と記憶機構の変換

を「記憶ダイナミズム」として、その実体解明を目標とする新たな学問領域を創出した。動物は

環境への適応過程で各種生理機能が種ごとに多様な表現型を示すに至った。我々はこの多様性

を利用して共通原理を多く見出してきたが、学習記憶システムも動物ごとに多様な表現型を示

す。本研究領域では光遺伝学、超高速イメージング等を用いた分子・細胞・回路・行動レベルで

の解析手法を、多様なモデル動物の傑出した実験システムに導入し、その成果を集約統合した。

これにより「記憶ダイナミズム」の共通原理と、進化上獲得した独自の学習記憶システムを解明

するとともに、脳高次機能研究の一つの先進的なモデルを提供することを目指した。 

具体的な成果については後述の研究成果にあるが、本研究領域の５年間の研究成果は Science, 

PNAS, Nature Neuroscience, Neuron, J Neurosciなど主要な総合科学誌、神経科学専門誌に掲載さ

れ、多くのインパクトを記憶研究のみならず神経科学全体に与えた。これは記憶が遺伝子・神経

細胞・シナプス・神経回路の機能集積により達成される、重要な脳高次機能であることの表裏と

して、「記憶ダイナミズム」の包括的理解が脳科学の重要な研究領域である神経遺伝学、神経生

理学、神経回路学の研究水準の向上に寄与したためと考える。各モデル動物の特徴を利用して記

憶ダイナミズムの共通原理を世界に先駆けて明らかにする一方で、各モデル動物の学習記憶シ

ステムの独自性を見出し、これら成果を世界に向けて発信して研究領域を確立した。 

 

  



 88 

2.6.2主な成果 

本研究領域では１）記憶情報の形成過程、２）記憶情報の回路・分子レベルでの動的特性と、３）

生理状態・環境変化に応じた記憶機構の変化を担う神経回路と分子機構について、共通原理と独

自性を明らかにすることを研究目標として設定した。5年間で発表した英文論文（査読有）数は

合計 338報にのぼり、Science、Neuron、Nature Neuroscience、Nature Methods、Cell Reports、Nature 

Communication、Journal of Neuroscience、Development、EMBO Reports、PNAS、Current Biology、

PNAS, Plos Genetics、elifeなど、多くの一般誌、主要神経科学誌に研究代表者が主体（筆頭著者

または責任著者）となって論文が発表される大きな成果を上げることができた。特に５年間の研

究期間の後半となる 2016年以降に数多くの研究成果が論文となったことは、数多くの研究課題

が本研究領域で育まれた事実を明確に示すものといえる。以下に設定目標毎の達成状況を記す。  

 

１）記憶情報の形成過程：記憶情報がどのようにして形成されるのか？記憶が生まれる仕組みを

理解することを目的とした研究が進められ、以下の成果を得た。 

感覚入力が連合される場が記憶形成の場となるが、そこで起きていることを細胞・シナプスで調

べるには連合の場と入出力経路が同定・操作可能な線虫、ショウジョウバエでの遺伝学的イメー

ジング解析が極めて有用である。飯野らは食性塩濃度学習を一細胞レベルで解析・操作する実験

システムを構築し、塩の受容に関わる ASER 神経細胞から介在神経細胞 AIB へのシナプス伝達

の可塑的変化がホスホリパーゼ PLC-1依存性に起こること、さらに ASER で、PLC/DAG/PKC経

路を担う DAG（ジアシルグリセロール）レベルが塩濃度学習により増減することなどを見出し

た（Nat Commun 2013）。また飢餓と連合した嫌悪性塩濃度学習では、新規に同定したインスリ

ン受容体アイソフォーム DAF-2cが、飢餓条件下での塩濃度学習過程で、カルシテニンホモログ

CASY-1により、ASERの軸索部に運ばれることが、学習の成立を裏打ちするシナプス可塑性の

発現に必要なことを示した（Science 2014）。 

ショウジョウバエの匂い条件付けでは、条件刺激（CS）となる匂い情報が、触覚葉（AL）と

いう嗅覚 2次中枢により記憶中枢のキノコ体（MB）に伝達され、そこで無条件刺激（US;報酬ま

たは罰情報）と統合され記憶情報が形成される。齊藤と多羽田らはMBと、MBに投射するドー

パミン（DA）作動性神経、MBからの入力により条件反応（CR）を制御する遠心性細胞MBON

を含む学習回路を対象に、in vivo、ex vivoイメージング解析と神経活動操作による学習記憶行動

の解析を行った。多羽田らは発生学的に異なるMB神経細胞、γCRE-pと γCRE-n細胞を同定し、

罰学習に必要な γCRE-pと、報酬学習に必要な γCRE-n細胞が相互抑制回路を形成し、この二種

のMB細胞とMBONとで構成される神経回路活性が、報酬または罰条件付けにより可塑的な変
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化を起こすことで、学習した匂いの Valence をコードすることを見出した（Cell Rep 2018）。一

方、齊藤らは CSと USが同期して入力したMB細胞で、逆行性シグナルが産生され、神経活動

非依存性に DA放出を誘導する新たな放出機構を見出し、DAによる連合学習の強化の回路モデ

ルを提案した（J Physiol 2013, eLife 2017)。また上川内らは言語学習の原型ともいえる、求愛歌

をハエが学習する仕組みを解剖遺伝学的に解析し、求愛歌に対する配偶行動を制御する神経細

胞を同定した（eLife 2018）。 

線虫、ショウジョウバエで記憶が形成される様子をリアルタイムにイメージング解析で捉え、

因果関係を明らかにしていく一方で、公募班の佐藤、林（康）、美津島らは哺乳類モデルでも記

憶形成過程で神経細胞活動遷移を同一動物で捉えることに成功している。佐藤と林（康）は仮想

直線迷路を顕微鏡下に固定したマウスに学習をさせる系を開発し（eNeuro 2017）、学習過程で海

馬場所細胞の消長を世界に先駆けて捉え、場所細胞の活動が学習した探索行動の神経基盤とな

っていること、探索する目的地を移動させた再学習に、自閉症に関連したシナプス後部の足場タ

ンパク Shank2が必要なことを見出した。美津島は海馬 CA1領域でエピソード体験をさせている

ときや、経験直後に 600～1200 ms継続する自発的高頻度発火活動（super firings）の頻発と、そ

の数分後から現れる 30～100 msの短期高頻度発火（ripple）の特徴を捉えた。さらにエピソード

曝露 30分後に急性海馬スライスを作成し、経験したエピソード毎に興奮性・抑制性のシナプス

が異なる様式で多様に強化されることを見出した。海馬 CA1 領域には自己の空間配置に対応し

た神経活動を示す場所細胞があるが、壇上らは海馬 CA1 領域の場所細胞は自己の場所だけでな

く、他者の場所も同時に表象していることを見出した（Science 2018)。他者の場所に対する発火

頻度のマップから、他者の場所が網羅的に表現されていること、場所細胞のうち、85%の細胞が

他者の場所特異的に発火すること、場所細胞の発火パターンから、「自己」と「他者」の存在す

る場所を 再構成（デコーディング）できることも明らかになった。以上の成果は場所細胞が表

象する場所記憶のダイナミズムには、他者が存在する場所をも含んでいることを明らかにした

重要な発見である。また井ノ口らは異なる音刺激で逐次条件付けされたマウスでは、扁桃体にお

いて共有化された記憶痕跡細胞が形成される一方で、各音の周波数情報、即ち記憶のアイデンテ

ィティは、痕跡細胞が聴覚野と形成する音特異的なシナプスにコードされることを世界で初め

て見出した（Science 2018）。 

哺乳類は線虫やショウジョウバエより遙かに高度な次元で感覚入力が情報処理されるが、こ

れらの研究から、線虫やショウジョウバエ同様、哺乳類でも学習過程が細胞・シナプスレベルで

表象される実体が分かった。分子レベルでは、公募班の高宮は神経活動依存性に糖鎖修飾されな

い AMPA 型受容体が脂質ラフトに集積する新たなシナプス可塑性モデルを提唱し、公募班の川



 90 

口は小型中枢シナプスの直接記録から、Ca2+の高緩衝システムとシナプス小胞の開口放出後の高

速補充システムにより、シナプス伝達を安定化し可塑的変化を可能にする仕組みを明らかにし

た（Cell Rep 2017）。こうした新知見をイメージング解析などに取り込むことで、記憶が形成さ

れる過程を一分子レベルまで落とし込んで解析することも将来可能であろう。またシナプスレ

ベル、細胞レベルで学習過程を捉えるだけでなく、公募班の和多らは学習の進行に伴う、ヒスト

ン修飾（アセチル化）の変動を、樹状突起スパインの刈り込みと連動してキンカチョウの歌学習

から見出している。 

魚類は線虫、ショウジョウバエといった下位モデル動物と上位哺乳類モデルとの中間に位置

するといえる。公募班の日比はゼブラフィッシュで視覚恐怖条件付けに関与する小脳顆粒細胞

を同定した（Sci Rep 2017）。一方で、吉原らは二次嗅覚神経回路（嗅球から高次嗅覚中枢への軸

索投射）を包括的に解析し、匂い情報は嗅球から 4つの高次脳領域に伝達され、それぞれの脳領

域では、匂い情報が異なる様式で表現されるという匂い記憶の解剖学的基盤を確立した（Nat 

Commun 2015）。 

 

２）記憶情報の回路・分子レベルでの動的特性：ここでは記憶情報の安定化、アップデート、想

起・消去といった流動性の特徴とその発生機序を明らかにすることを目的として研究を進めた。

長期記憶情報は学習時に同期して働いた細胞同士の結びつき（セルアセンブリ）としてコードさ

れ、安定化すると考えられる。こうした記憶痕跡細胞の特性について、松尾らは特定の細胞集団

に記憶情報が配分されると、これが再学習でも使われ、代替え補償が効かないこと（Cell Rep 

2015）、時間経過と共に起こる記憶の汎化では、学習により形成された海馬での記憶痕跡細胞の

集団活動に、学習した文脈特異性が失われることを見出した（J Neurosci 2018）。公募班の櫻井

と小川は記憶の形成に伴い、海馬から大脳新皮質へと記憶痕跡細胞の形成が移ることを見出し

(Eur J Neurosci 2017）、記憶情報流動性の基盤となる記憶痕跡細胞の一般的な生理学的特性が

次々と明らかになった。一方、井ノ口は記憶同士を関連づけて連合記憶を形成する際、重複した

記憶痕跡細胞集団は記憶の関連づけ（連合）のみに関与し、それぞれの記憶想起には必要ではな

いことを見出した（Science 2017）。加えて公募班の竹田は、サルに手がかりの図形から、特定の

図形を想起する課題で、大脳皮質の 5層に存在する神経細胞が、手がかりとなる刺激と想起の対

象との間の連合記憶を符号化する一方、6層の神経細胞は想起された情報を出力しており、5層

から 6 層へと情報が受け渡される過程で、想起の対象へと表象が変換されることを示した

（Neuron 2016）。同様にサルを用いて、公募班の細川は機能的カテゴリ記憶を基にした想起行動

では、カテゴリの情報をコードする神経細胞、予測される結果をコードする神経細胞、刺激と結
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果の関係性（ルール）をコードする神経細胞を前頭連合野で見つけ（J Neurousci 2016）、前頭連

合野がカテゴリやルールという情報から、結果という将来予測情報をダイナミックに計算して

いることを見出した（投稿中）。これらの結果は記憶痕跡細胞の特性は一様で無く、異なる機能

を担っていることを示唆している。記憶痕跡細胞が形成される過程について、公募班の八木はク

ラスター型プロトカドヘリンの多様性が神経細胞の集合活動（セルアセンブリ）に関与すること

を示唆し（Front Mol Neurosci 2017）、齊藤らはショウジョウバエでも記憶中枢で記憶痕跡細胞

が形成されることを見出し、予定記憶痕跡細胞では、最初期遺伝子 c-fosと転写因子 CREB間に

転写サイクルが形成され、記憶痕跡が安定化することを明らかにした（Cell Rep 2018）。これら

の結果から、特定の細胞集団への記憶情報の配分が、種を越えて保存された記憶原理であること

が明らかになると共に、個々の記憶痕跡細胞の個性や、記憶痕跡細胞の形成機構についての理解

が大きく進んだ。 

長期記憶情報の動的特性とは何か？公募班の平野と齊藤は、長期記憶の安定化に形成時とは

異なる遺伝子転写機構が必要であり、保持時間経過と共に転写機構も変化することをショウジ

ョウバエで見出した。さらに保持のための転写機構の変化が、記憶情報の消去学習に対する耐性

獲得の分子基盤となっていることを明らかにした（Nat Coummun 2016）。ところで記憶情報の消

去学習は再学習でもある。公募班の Johansen らはマウスの恐怖記憶の形成と消去において、扁

桃体に投射するノルアドレナリン（NA）神経細胞は、恐怖記憶の形成に関与する一方で、内側

前頭前野に投射する NA神経細胞は恐怖記憶の消去に関与すること（Nat Neurosci 2017）、さら

に単なる消去学習だけでは（記憶痕跡が残るため）恐怖記憶のフラッシュバックが起きてしまう

が、消去学習でオートファジー活性の促進ペプチド tBC を、タンパク質合成阻害剤とともに脳

内に注入すると、記憶痕跡（記憶エングラム）そのものが消失することを井ノ口らは明らかにし

た（Science 2018）。これらは消去学習が種を越えて、通常の学習とは異なる、分子・神経機構に

依存した状況依存的学習であることを示している。では消去学習によらない自発的な記憶情報

の消失（忘却）はどのようにして起こるのか？石原らは線虫を用いて、嗅覚順応の消去を制御す

る因子として膜タンパクMACO-1、受容体チロシンキナーゼ SCD-2、シナプス関連タンパク SNT-

3などを同定するとともに、嗅覚順応の形成メカニズムが異なる神経細胞では、忘却を制御する

際に異なるシグナル経路を用いていることを明らかにした（J Neurosci 2017）。 

 

３）生理状態・環境変化に応じた記憶機構の変化：記憶機構は加齢、睡眠、自発性などの要因に

より変化し、記憶力を低下させたり亢進させたりする。こうした記憶機構の変化がどのようにし

て起こるのか？を明らかにすることを目的に研究を進めた。齊藤らは空腹のショウジョウバエ
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では、普通の長期記憶学習では利用しない転写因子 CRTC が関与する機構により長期記憶の形

成が亢進することを見出したが（Science 2013）、公募班の尾藤らは CRTCが海馬依存性の記憶機

構には不要だが、扁桃体依存性の記憶機構には必須であることを見出している（Neuron 2014）。

扁桃体は情動の処理中枢であるが、ショウジョウバエで CRTCが働くキノコ体は扁桃体、海馬両

者との相同性が示唆されている。ショウジョウバエの学習課題は情動性の条件付けであり、空腹

により情動の価値が増幅することを CRTCの関与は含意しているのかもしれない。 

加齢による記憶力の低下（加齢性記憶障害）は学習記憶能力を持つ、恐らく全ての動物でみら

れる記憶機構の変化である。齊藤と公募班の殿城らは寿命が 1−２ヶ月と短いショウジョウバエ

の特長を利用して、加齢性記憶障害の分子・神経機構を探った。齊藤らは加齢性記憶障害の抑制

変異体を用いたプロテオミクス解析から、グリア細胞で代謝を担うピルビン酸カルボキシラー

ゼ（PC）の発現が、加齢により上昇して記憶障害を起こすことを見出した（Neuron 2014）。殿城

らは脳インスリン産生細胞で産生されるインスリン様ペプチド Dilp3 の産生が加齢により低下

することで、脳脂肪細胞のインスリンシグナルが低下し、結果として記憶障害を起こすことを明

らかにした（Cell Rep 2017）。一方、久恒らは高齢マウスやアルツハイマー病モデルマウスにお

いてアストロサイトやミクログリアにおける炎症性サイトカインの産生上昇を見出し、これが

シナプス機能の低下と併せて認知機能障害を引き起こすことを見出している（Sci Rep 2017）。こ

れらの結果は加齢による記憶機構の変化が、種を越えて神経細胞自身でなく、周辺の細胞組織の

機能変化に起因することを示唆している。 

上川内らの研究から、ショウジョウバエと鳴禽とで、歌学習の神経機構の類似性が細胞レベル

で示唆されたが（eLife 2018）、公募班の和多らはキンカチョウで、自発的な発声学習が歌学習
機構の活性化に必要であり、発声学習の臨界期を規定していること（PLoS Biol 2018）、同じく

公募班の杉山（矢崎）は、注意・覚醒といった内的要因に応じて活性化される歌学習の神経機

構の存在を示した（Behav Proc 2018）。興味深いことにマウスは自発活動そのものを手掛かり
として、空間学習を達成できることを公募班の野村は示した（PNAS 2015）。また視覚記憶に基
づく配偶行動を示すメダカでは、ライバルとなる他の雄により、配偶行動に結びつく視覚学習

が阻害される、特徴的な記憶機構の存在が公募班の竹内により見出された。 

睡眠は形成された記憶情報の安定化や消失に大きな影響を与える要因であるが、公募班から

多くの優れた成果が得られた。坂口は海馬新生神経細胞が睡眠中に興奮することが、特定の成熟

期では記憶固定化に必要であること、さらに、この特定成熟期に記憶情報の汎化が起きやすいこ

とを明らかにした（Mol Brain 2016）。山口は覚醒時の嗅覚学習によって、その後の睡眠中の嗅皮

質における神経細胞の同期的発火活動が促進することを明らかにし、この同期的発火が、睡眠中

の嗅覚神経回路の可塑性促進シグナルとして働くというモデルを立てた（未発表）。山中は視床
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下部のメラニン凝集ホルモン（MCH）神経細胞の軸索が海馬にも密に投射し、MCH神経細胞の

活動が睡眠覚醒だけでなく、記憶にも影響を与えることを見出した。MCH神経の活動は主にレ

ム睡眠時に高くなるが、人為的に保持のタイミングで MCH 神経細胞を活性化させると認知記

憶、文脈恐怖記憶が有意に低下した。水関はレム睡眠が海馬を始め、外側膝状体と一次視覚野で

神経細胞の発火頻度の減少と同期性の上昇を引き起こすことを見出した（投稿中）。これらの結

果はレム睡眠時のMCH神経活動が、海馬を始めとする多様な脳領域において、神経細胞の発火

や同期性を調節することで（不要な）記憶を抑制、または消去することを示唆している。公募班

の林（悠）らはレム睡眠を抑制する神経細胞を同定し、薬理遺伝学的方法によりレム睡眠を阻害

し、レム睡眠には徐波をノンレム睡眠中に促進する効果があることを見出したが（Science 2015）、

こうした睡眠操作技術を利用することで、睡眠が記憶痕跡細胞の形成や保持、それを裏打ちする

分子機構をどのように制御しているのか今後明らかになることが期待される。 

 

４）研究方法の開発他 

本領域では記憶ダイナミズムを明らかにする上で重要な研究技術の進展も多くあった。青西は

広い脳領域を対象としたカルシウムイメージングから得られるビッグデータから有意な応答を

抽出するアルゴリズムを開発し、イメージング解析の可能性を広げた。竹本は学習に伴いシナプ

ス移行する AMPA受容体 GluA1ホモマーを光照射により特異的に機能破壊する技術を開発し、

in vivoで海馬記憶が消失されることを示した（Nat Biotechnol 2017）。古田は多様なシグナルを活

性化・阻害するケージド化合物を合成し、細胞種特異的なシグナルの ON/OFFを誘導する化学遺

伝学的手法を確立し、同一動物で可逆的な表現型の表出を可能にした。さらに光分解性保護基を

上記化合物に付与することで時空間的な表現型表出も可能となった。村越は分子間相互作用や

分子活性化の蛍光寿命イメージングを行うための新規蛍光タンパク（Shadow Y）や光応答性

CaMKII 阻害分子を開発し、CaMKII 活性化が海馬神経細胞のシナプス可塑性の誘導と記憶形成

に必要であり、両者の維持には必要無いことなどを明らかにした（Neuron 2017）。 

神経活動を計測するため、広く蛍光 Ca2+センサーが利用されているが、これまでの実用的な蛍光

Ca2+センサーは計測波長域が緑色域に限定されており、他の蛍光センサーとの併用が制限されて

きた。中井と尾藤らは Ca2+との結合領域に新規の配列を用いることで Ca2+に対する結合能を上

げ、高頻度の神経発火の計測に可能な超高感度かつ超高速の赤色 Ca2+センサー“R-CaMP2”を共

同で開発した（Nat Meth 2015）。イメージング解析において GCaMPは Ca2+応答を調べるために

最もよく利用される蛍光プローブであるが、異なる神経細胞での Ca2+応答を同時に調べるには、

GCaMPとは異なる蛍光波長特性を持つ Ca2+プローブが有用である。本技術の開発はあらゆる神
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経科学領域に大きく寄与する成果といえる。 

 

2.6.3まとめ 

以上、簡単に本領域の研究成果を抜粋し紹介したが、設定した１）記憶情報の形成過程、２）記

憶情報の回路・分子レベルでの動的特性と、３）生理状態・環境変化に応じた記憶機構の変化を

担う神経回路と分子機構について実に多くの成果を得ることが出来た。記憶行動は精神疾患や

依存症などとも深い結びつきを持つことは、例えばドーパミンなどモノアミンの持つ多様な生

理機能からも良く分かる。ここに上がった本領域では研究成果の多くが、共同研究のみならず、

班会議やワークショップにおける討議や情報提供を背景とした有形無形の協力が研究者間で形

成された賜物である。 



2.7 総括班の活動 
 

2.7.1 班会議、ワークショップ、研究会の開催 
【2013 年度】 
第６回分子高次機能研究会（共催） 
日時：2013 年 9 月 17 日−19 日 
場所：軽井沢倶楽部ホテル ホテル軽井沢 1130（群馬） 
大会長：坂井貴臣（首都大学東京） 
 
第１回総括班会議 
日時：2013 年 10 月 21 日−22 日 
場所：京都ガーデンパレス（京都） 
 
東京大学新領域バイオイメージングセンター国際ジョイントシンポジウム」（協賛） 
日時：2013 年 11 月 14 日 
場所：東京大学本郷キャンパス福武ホール（東京） 
 
【2014 年度】 
第 1 回班会議、第２回総括班会議 
日時：2014 年 6 月 16 日−18 日 
場所：シェラトンホテル札幌（北海道） 
 
第７回分子高次機能研究会（共催） 
日時：2014 年 8 月 25 日−27 日 
場所：KKR 沼津はまゆう（静岡） 
大会長：森本高子（東京薬科大学） 
 
包括脳 冬のシンポジウム 
「マイクロ精神病態」「記憶ダイナミズム」２領域合同若手シンポジウム 
日時：2014 年 12 月 13 日 
場所：東京ガーデンパレス（東京） 
演者：竹内秀明(東京大学)、矢崎陽子(OIST)、上野耕平(東京都医学研究所)、佐藤正晃(JST さ

きがけ／理化学研究所)、難波寿明(新潟大学)、奥野浩行(京都大学)、久保健一郎(慶應義塾大学)、
坂口昌徳(筑波大学) 
 
【2015 年度】 
第８回分子高次機能研究会（共催） 
日時：2015 年 8 月 17 日−19 日 
場所：KKR ホテル金沢（石川） 
大会長：平野恭敬（京都大学） 
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イメージング・記憶行動解析機器利用講習会 
日時：2015 年 8 月 31 日−9 月 4 日 
場所：東京都医学総合研究所（東京） 
 
シンポジウム「記憶のメカニズムを理解する−数理解析からのアプローチ」 
日時：2015 年 9 月 18 日 
場所：東京大学大学院農学生命科学研究科 フードサイエンス棟 中島董一郎記念ホール 

演者：青西亨(東京工業大学)、石原健(九州大学)、池谷裕二(東京大学)、齊藤実(東京都医学総

合研究所)、石井信(京都大学)、廣井誠(東京大学)、豊泉太郎(理化学研究所)、森本菜央(名古

屋大学)、深井朋樹(理化学研究所) （講演順） 

 
第 2 回班会議および国際シンポジウム、第 3 回総括班会議 
＜班会議＞ 
日時：2015 年 11 月 4 日−5 日 
場所：班会議京都ガーデンパレス（京都） 
＜国際シンポジウム＞ 
日時：2015 年 11 月 6 日 
場所：京都大学芝蘭会館稲盛ホール（京都）  
海外招聘演者：Mark R. Mayford(The Scripps Research Institute, La Jolla, USA)、Ann-Shyn 
Chiang(National Tsing Hua University, Taiwan)、Noelle L'Etoile(University of California San 
Francisco, USA)、Florian Engert(Harvard University, USA) 

 
包括脳 冬のシンポジウム 
「適応回路シフト」「記憶ダイナミズム」「マイクロ精神病態」３領域合同若手シンポジウム 
日時：2015 年 12 月 19 日 
場所：一橋大学一橋講堂（東京） 
演者：中村晋也(東北大学)、渡部文子(東京慈恵会医科大学)、山崎大介(東京大学)、菅谷佑樹(東

京大学)、國友博文(東京大学)、船水章大(沖縄科学技術大学)、水口留美子(理化学研究所)、相

田知海(東京医科歯科大学)、中澤敬信(大阪大学)  (講演順) 

 
【2016 年度】 
第 3 回班会議、第 4 回総括班会議 
日時：2016 年 6 月 27 日−29 日 
場所：ヤマハリゾートつま恋（静岡） 
 

第９回分子高次機能研究会（共催） 
日時：2016 年 8 月 25 日−27 日 
場所：ホテルシーパレスリゾート（愛知） 
大会長：上川内あづさ（名古屋大学） 
 

次世代脳 冬のシンポジウム 
「論文カバーレターとアブストラクト書き方講座」 
日時：2016 年 12 月 21 日 
場所：一橋大学一橋講堂（東京） 
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イメージング・記憶行動解析機器利用講習会 
日時：2015 年 8 月 31 日−9 月 4 日 
場所：東京都医学総合研究所（東京） 
 
シンポジウム「記憶のメカニズムを理解する−数理解析からのアプローチ」 
日時：2015 年 9 月 18 日 
場所：東京大学大学院農学生命科学研究科 フードサイエンス棟 中島董一郎記念ホール 

演者：青西亨(東京工業大学)、石原健(九州大学)、池谷裕二(東京大学)、齊藤実(東京都医学総

合研究所)、石井信(京都大学)、廣井誠(東京大学)、豊泉太郎(理化学研究所)、森本菜央(名古

屋大学)、深井朋樹(理化学研究所) （講演順） 

 
第 2 回班会議および国際シンポジウム、第 3 回総括班会議 
＜班会議＞ 
日時：2015 年 11 月 4 日−5 日 
場所：班会議京都ガーデンパレス（京都） 
＜国際シンポジウム＞ 
日時：2015 年 11 月 6 日 
場所：京都大学芝蘭会館稲盛ホール（京都）  
海外招聘演者：Mark R. Mayford(The Scripps Research Institute, La Jolla, USA)、Ann-Shyn 
Chiang(National Tsing Hua University, Taiwan)、Noelle L'Etoile(University of California San 
Francisco, USA)、Florian Engert(Harvard University, USA) 

 
包括脳 冬のシンポジウム 
「適応回路シフト」「記憶ダイナミズム」「マイクロ精神病態」３領域合同若手シンポジウム 
日時：2015 年 12 月 19 日 
場所：一橋大学一橋講堂（東京） 
演者：中村晋也(東北大学)、渡部文子(東京慈恵会医科大学)、山崎大介(東京大学)、菅谷佑樹(東

京大学)、國友博文(東京大学)、船水章大(沖縄科学技術大学)、水口留美子(理化学研究所)、相

田知海(東京医科歯科大学)、中澤敬信(大阪大学)  (講演順) 

 
【2016 年度】 
第 3 回班会議、第 4 回総括班会議 
日時：2016 年 6 月 27 日−29 日 
場所：ヤマハリゾートつま恋（静岡） 
 

第９回分子高次機能研究会（共催） 
日時：2016 年 8 月 25 日−27 日 
場所：ホテルシーパレスリゾート（愛知） 
大会長：上川内あづさ（名古屋大学） 
 

次世代脳 冬のシンポジウム 
「論文カバーレターとアブストラクト書き方講座」 
日時：2016 年 12 月 21 日 
場所：一橋大学一橋講堂（東京） 

演者：Charles Yokoyama(理化学研究所) 
「適応回路シフト」「記憶ダイナミズム」「マイクロ精神病態」３領域合同若手シンポジウム 
日時：2016 年 12 月 21 日 
場所：一橋大学一橋講堂（東京） 
演者：佐々木拓哉(東京大学)、北岡志保(神戸大学)、植松朗(理化学研究所)、濱口航介(京都大

学)、掛川渉(慶應義塾大学)、佐野裕美(生理学研究所)、豊島学(理化学研究所)、澤田知世(理化

学研究所)、日置寛之(京都大学)、林悠(筑波大学)、村田唯(熊本大学)、殿城亜矢子(千葉大学)  

(講演順) 

 
【2017 年度】 
第 16 回医学研国際シンポジウム（共催） 

Functions and mechanisms of neuromodulation : a synthesis of knowledge from various organisms 
日時：2017 年 5 月 17 日 
場所：東京都医学総合研究所（東京） 
 
第 10 回分子高次機能研究会（共催） 
日時：2017 年 9 月 4 日−6 日 
場所：ほほえみの宿（山形） 
大会長：殿城亜矢子（千葉大学） 
 
次世代脳 冬のシンポジウム 
「適応回路シフト」「記憶ダイナミズム」「オシロロジー」「人工知能と脳科学」４領域合同若手

シンポジウム 
日時：2017 年 12 月 20 日 
場所：一橋大学一橋講堂（東京） 
演者：上野耕平(東京都医学総合研究所)、國友博文(東京大学)、北西卓磨(大阪市立大学)、平

田普三(青山学院大学)、鈴木雅大(東京大学)、松本有紀子(京都大学)、中嶋浩平(東京大学)、

小林勝哉(京都大学)  (講演順) 

 
第 4 回班会議およびワークショップ、第 5 回総括班会議 
日時：2018 年 3 月 5 日−7 日 
場所：富山国際会議場（富山） 
海外招聘演者：Joshua Dubnau(The State University of New York at Stony Brook)、Sheena 
Josselyn(University of Toronto)、Bong-Kiun Kaang(Seoul National University) 
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2.7.2 アウトリーチ 
【2014 年度】 
「脳老化の予防と改善」 
日時：2014 年 6 月 11 日 
場所：東京大学農学部一条ホール（東京） 
対象：一般の高齢者 
実施者：久恒辰博 
 
「顕微鏡によるイメージング」 
日時：2014 年 12 月 10 日 
場所：東京大学分子細胞生物学研究所（現：定量生命科学研究所）（東京） 
対象：長崎北陽台高校の生徒 
実施者：多羽田哲也 
 
「遺伝子と記憶」 
日時：2015 年 2 月 3 日 
場所：東京都医学総合研究所（東京） 
対象：学芸大学附属高校の生徒 
実施者：齊藤実 
 
【2015 年度】 
「ムシを使って脳の不思議に迫る」 
日時：2015 年 9 月 3 日 
場所：私立光華小学校（京都） 
対象：私立光華小学校５・６年生、および女子中学生１〜３年生 
実施者：上川内あづさ 
 
【2017 年度】 
「わかりやすく語る「脳研究の最前線」再び」 
日時：2017 年 11 月 18 日 
場所：愛知県立半田高等学校（愛知） 
対象：中学生、高校生、および保護者 
実施者：上川内あづさ 
 
アウトリーチ活動一覧（件数） 

種別 2013 年度 2014 年度 2015 年度 2016 年度 2017 年度 
広報誌・パンフレット 0 0 5 5 8 
一般向け講演会・セミナー 0 12 15 21 19 
小中高向け授業・実験・実習 3 14 13 14 17 
サイエンスカフェ 1 2 2 2 2 
イベント参加・出展 1 4 1 2 4 
プレスリリース 2 6 4 22 17 
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イベント参加・出展 1 4 1 2 4 
プレスリリース 2 6 4 22 17 

2.8 評価委員による評価 
 

 事後評価に際し、評価委員の先生方より以下の通り評価意見を頂いた。 
 

 

 
 

 

 

 

三品 昌美 
（立命館大学 総合科学技術研究機構） 
 
本新学術領域研究が設定されたことにより、ショウジョウバエ、マウス、線虫、ゼブラフィッシュな

どのモデル生物を用いて、記憶の実態と学習の過程が神経細胞やシナプスレベルでの解明が進められ

た。さらに、ドパミン、睡眠や加齢などによる記憶・学習の制御が明らかにされ、記憶・学習のダナ

ミックな側面が示された。これらの成果は 7 報の Science をはじめとする世界トップレベルの論文とし

て発表され、本新学術領域研究は優れた業績をあげたと高く評価できる。さらに、多様なモデル生物

を用いた研究が集約されることにより、学習過程の細胞やシナプスレベルの表象、特定の細胞集団へ

の記憶情報の配分、記憶の消去学習などが種を超えた共通の機構であることが明らかとなった。した

がって、本新学術領域研究は当初の目標を十分に達成したものと評価される。 
 今後の発展として、優れた記憶・学習の実験研究を数理研究者と連携することにより理論モデルを

提唱するレベルまで進めることや、ヒトの記憶・学習に関する研究グループとの連携や大きな社会的

注目を集めている学習障害、知的障害や認知症の研究グループとの交流など広いスコープの展開を期

待したい。 
 国際シンポジウムの開催や包括脳シンポジウムによる関連新学術領域研究との交流も活発に進めら

れた。先端的な方法論が開発されたことは関連学問分野にも貢献するものと評価できる。さらに、班

員や研究分担者が教授、准教授、助教などに昇任するなど人材の育成にも本新学術領域研究は大きな

力となったと評価できる。 
 

Charles Yokoyama 
（国立研究開発法人理化学研究所） 
 
May 29, 2018 
 
The Memory Dynamism grant of MEXT has completed it funding cycle. In retrospect the selection of this grant 
topic and leadership was a good decision. The field of memory research has continued to expand in recent years 
and shows no sign of slowing, and the research publication output from the group exceeded expectations with 
many fine papers in highly regarded journals that collectively have made a major contribution to global advances 
in memory, particularly in the dynamical aspects and at the systems level in diverse model animals.  The PI 
selection was done with attention to diversity in career stage, gender, and internationalization. I attended the 
annual international symposia and was impressed by the discussion and participation of researchers at different 
career stages and technical fields. I felt the group’s legacy can help to build a foundation for memory research in 
Japan and abroad. Furthermore, I would support renewal of this topic or a similar one in the next rounds of the 
funding cycle. Some of my suggestions for improvement are the same as before while others are new. I would 
have liked to see more incentivized and systematic collaboration within the group to achieve greater output, 
efficiency in new knowledge generation, and integration with global partners in making new concepts in memory 
research, which due to trends in pre-publication protocol and data sharing in global research consortia and 
networks will become more critical in the coming years. Likewise, working together with theoretical researchers 
to build novel models of memory systems will be useful to drive or harness new AI methods. Finally, building on 
the success of this group, I would like to see a new effort to link this group’s output to human and clinical 
research. The time is right for this step.  In summary, the Memory Dynamism group grant was a undeniable 
success in my opinion, and an outstanding example of the neuroscience community coming together to generate 
value in research. I hope new efforts will extend this work. 
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森 憲作 
（東京大学・医学部） 
 
「脳は、経験に基づく記憶により適切に働く」といっても過言ではない。脳のほぼすべての領域にお

いて、その機能を理解するためには、領域内の神経回路における学習・記憶の神経メカニズムや分子

メカニズムを理解する必要がある。また、記憶の形成や保存や想起には、脳の広範囲の領域間のコミ

ュニケーションによる相互作用も必要である。「記憶のダイナミズムの研究」は、分子レベル、細胞レ

ベル、システムレベルのいずれのレベルの研究においても、脳神経科学の中心課題の研究であり、新

学術領域研究にふさわしいものである。本領域研究では、様々なモデル動物の脳神経系を用いて記憶

ダイナミクス研究が推進され、「１．記憶情報の形成過程」、「２．記憶情報のダイナミクス」、「３．記

憶機構の変化」のいずれの課題においても、また、計画研究からも公募研究からも、すでに数多くの

質の高い研究成果が報告され論文発表された。このように、世界の記憶研究に大きな貢献をしつつあ

る本領域研究からの成果は、非常に高く評価ができる。 
 また、まだ論文発表にまで至らないが、本研究領域からの支援により見出された、記憶ダイナミク

スに関する新しい興味ある研究成果を数件、本評価者は聞いている。これらの新しい研究を完成させ

るのに何らかの形で今後も支援し、「記憶ダイナミズムの共通原理の研究」をこれからもさらに展開さ

れることを期待する。 
 

桂 勲 
（国立遺伝学研究所） 
 
新学術領域研究「記憶ダイナミズム」の評価委員として、５回の班会議のうち４回に参加して発表と

討論を聞き、中間評価と事後評価の報告書を読んだ。その結果、本研究を以下のように評価する。 
本研究は、新学術領域研究「分子行動学」（平成 20～24 年度）の成果の上に立って、研究目的を行動

一般から記憶ダイナミズムに絞って発展させようとしたものである。その一方で、様々な動物種の長

所を使った研究を行い種間の比較から一般原理を求める、記憶とその制御に関する細胞の同定と分子

メカニズム解明をきちんと行う、実験法や解析法の専門家との共同研究で新たな展開を目指す、有望

な若手を支援する、班員間の連携・協力を緊密に行う等の方針は引き継がれている。 
 研究領域の設定目標は、ほとんど達成されたと考えられる。研究成果については、１）記憶情報の

形成過程、２）記憶情報の回路・分子レベルでの動的特性、３）生理状態・環境変化に応じた記憶機

構の変化の３項目すべて、特に「記憶ダイナミズム」の中心となる２）においても、予想外の発展も

含めて、十分な成果が得られた。動物種を越えた共通性も、いくつか見つかった。班員間の共同研究

は非常に多く、一部は既に成果を出している。技術開発では、小型動物用 fMRI の開発、蛍光 Ca2+セン

サーの改良、AMPA 受容体の光不活性化法などが進み、本研究に使われた。若手育成では、公募採択

の若手研究代表者約 10 人の昇任が示す通り、的確な人材に的確な支援が行われた。中間評価以降、マ

ウスの研究者が多数参入し優れた研究成果を出したが、霊長類の研究と数理的手法の導入は、改善が

見られた程度に留まった。 
 教科書に載ってもおかしくない研究成果がいくつか得られており、当該学問分野・関連分野への学

問的貢献は十分に認められる。波及効果については、研究成果の他に、本研究で開発された技術が期

待される。また、本研究の支援で有能な若手研究者が育ったことが、今後の我が国の研究に大きな財

産となる。 
 以上、ひとことで言うと、本学術領域研究は、十分な結果を出したと言える。 
 

 
 
 
 
 
 
 

3 個別研究成果報告 
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計画研究：2013年度-2017度��

記憶情報の変換ダイナミズムを担うショウジョウバエ神経・分子

マシナリーの解明�
研究代表者：齊藤� 実１）� 研究分担者：粂� 和彦２）� 研究分担者：上野太郞３）� 研究分担者：坂井貴臣４）� �

１）公益財団法人東京都医学総合研究所・認知症・高次脳機能研究分野・学習記憶プロジェクト� ２）名古屋市立大学・大学院薬学

研究科� ３）東邦大学・理学部� ４）首都大学東京・理工学研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

ショウジョウバエでは分子遺伝学的解析により、記憶獲得か

ら長期記憶形成に至る各過程を担う遺伝子が多数同定され、キノ

コ体を中心に、学習記憶に関与する脳領域や細胞集団の同定も進

んでいる。しかし感覚情報から記憶情報への変換、また短期記憶

から長期記憶への安定化といった情報変換のダイナミズムや、加

齢を始めとする内的・外的環境変化に応じた記憶機構自身の変化

について、神経回路、分子レベルでの理解は未だ十分でない。本

研究では、１）感覚情報から記憶情報への変換、２）短期記憶か

ら長期記憶への安定化、３）保持された記憶情報の質的変換と

いった「記憶情報の変換ダイナミズム」、４）加齢に応じた学習

記憶機構の変換といった「学習記憶機構の変換ダイナミズム」の

実体を、分子・回路レベルで明らかにすることを目的とした。各

目的を下記の要領で進めた。 

 

１）感覚情報から記憶情報への変換では、ショウジョウバエにお

いても連合学習の重要な強化シグナルとして働くことが知られ

ているドーパミン(DA)の動作機序を調べた。匂い情報をキノコ体
に伝達する匂い中枢、ショック情報を伝達する体性感覚上行神経

路、キノコ体、DA神経系で構成される情報変換の神経回路がど
のような時系列で動作し、記憶痕跡をキノコ体に形成するのかを

シナプスレベルで調べた。 

 

２）長期記憶への変換では、嫌悪性の匂い長期記憶への安定化に、

“間”を空けた繰り返し条件付け（長期記憶学習）が何故必要な

のか？その分子生理学的意義を調べた。我々は生化学的解析から、

長期記憶学習の“間”でMAPKのERKが特異的に上昇することを
見出した。“間”に応じたERK活性上昇が長期記憶への安定化とど
のような因果関係を持つのか？全脳を俯瞰したERK活性および
転写活動の動態から調べた。 

 

３）記憶情報の質的変換では、形成された長期記憶情報が時間経

過と共に消去学習に耐性となることに着目し、安定とされる長期

記憶情報が、どのような仕組みにより、動的に維持されるのか？

新規遺伝子発現の要・不要の検証などから調べた。 

 

４）加齢による学習記憶機構の変化では、加齢体で中期記憶と長

期記憶が選択的に障害されることに着目し、加齢による中期記憶

機構と、長期記憶機構の変化は同一のものか否か？寿命や老化因

子の活性酸素とどのような関係を持つのか？先に我々が見出し

た、加齢性中期記憶障害の抑制変異体を起点に、実体を分子・神

経レベルで調べた。 

 

＜研究計画＞�

リアルタイムに局所回路の活性を調べた研究では、頭に観察

窓を空けたショウジョウバエに、顕微鏡下で嫌悪性匂い条件付け

を行い、条件刺激の匂いに対するキノコ体（MB）の Ca2+応答が

上昇する記憶痕跡の形成を見た例がある。しかし顕微鏡下の in 
vivo学習系では、観察中の脳の動きによりシナプスレベルでの解

析が困難であり、観察可能な脳部位、高い時間分解能での遺伝子

の ON/OFF、生理学・薬理学的手法の適用や解析可能な時間など
に高い制約があった。こうした問題点を補うため“単離培養脳”
で疑似的な匂い条件付けを行う ex vivoイメージング解析系を開
発した。 

�

１）感覚情報から記憶情報への変換：ex vivo イメージング解析
では匂い中枢と体性感覚上行神経を刺激し、情報連合中の単離培

養脳でキノコ体の Ca2+応答、DA神経終末での Ca2+応答とシナ
プス小胞開口放出を観察し、薬理学・遺伝学的手法によりキノコ

体神経細胞の可塑的変化、DA放出機序などを解析した。in vivo
解析では顕微鏡下に固定したハエに、匂いと電気ショックを与え、

上記解析法に加えて、電気化学的手法で DAレベルの変化を調べ
た。 

 

２）長期記憶情報への変換：“間”を空けた繰り返し学習（長期記
憶学習）による嫌悪性匂い長期記憶への安定化を対象に、長期記

憶形成に重要な役割を果たすERK活性化動態をリン酸化ERK抗
体により調べた。併せて長期記憶学習過程での CREBの転写活性
を最初期応答遺伝子 c-fos の発現で調べると共に、CREB 自身の
発現変化も調べた。c-fos を発現する神経細胞の同定と活性操作
は c-fosプロモーターで制御される GFPまたは、チャネルロドプ
シン（ChR2）の発現により、CREB 発現は特異的抗体を用いて
調べた。 

 

３）記憶情報の質的変換：行動遺伝学的手法により記憶情報の形

成と維持に関与する転写因子の違いを明らかにすると共に、長期

記憶が維持されるキノコ体での遺伝子発現動態を検出するため、

キノコ体神経細胞の核を特異的に抽出する遺伝学的手法を開発

した。各種転写因子及びヒストン修飾酵素に対する特異的な抗体

を用いたChIPアッセイにより、転写活性が上昇している遺伝子、
エピジェネティックな変化を明らかにした。 

 

４）加齢による学習記憶機構の変化：中期記憶の加齢による障害

が遅延するDC0/+はPKA触媒ユニットの変異体である。DC0/+を
利用したプロテオミクス解析を行い、加齢性中期記憶障害の原因

となる記憶機構の変容を分子・神経レベルで明らかにすると共に、

脳老化と寿命との関わり、活性酸素の代謝変異体を用いた活性酸

素との関わりなどを明らかにした。 

 

<得られた研究成果＞ 
 
１）感覚情報から記憶情報への変換：単離培養脳で、記憶中枢キ

ノコ体に入力する匂い情報と体性感覚情報の上行経路を同期し

て刺激すると、キノコ体垂直葉の頭頂部α3/α’3領域でDA放出が
起こり、匂い情報経路とキノコ体間のシナプス伝達がDA依存性
に亢進した（AL-MB LTE）。DAは匂い情報経路、体性感覚情報
経路のいずれを単独で刺激しても放出されなかった。DA神経細
胞はキノコ体の領域全体に軸索終末を投射している。しかしDA
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の放出は、ニコチン酸受容体（nAChR）を介して入力する匂い経

路とNMDA受容体（NR）を介して入力する体性感覚経路の二つ

の経路からの同期入力があったキノコ体（MB）神経細胞に対し

て選択的に起こった。またこの選択的DAの局所放出にはキノコ

体神経細胞に発現するcAMP産生酵素のRut-ACの活性が必要な

ことが明らかになった（Ueno et al, eLife 2017）。また匂い情報経

路と体性感覚上行経路を同期刺激するとAL-MB LTEがRut-AC依

存性に起こるが、一方で匂い情報経路を単独で頻回刺激するとキ

ノコ体入力部位で、Rut-AC依存性にcAMPレベルが上昇すると共

に、匂い情報経路からキノコ体へのシナプス伝達が顕著に抑制さ

れることも分かった（Sato et al, J Physiol 2018）。

ではどのような機構で同期入力を受けたMB神経細胞に対し

て DA が局所放出されるのか？薬理学的検索と遺伝学的検証を

行ったところ、同期刺激を受けたキノコ体神経細胞では、Rut-AC

依存性に一酸化炭素産生酵素（dHO）が一酸化炭素（CO）を産

生・遊離して DA放出を誘導すること、COのキレート剤を細胞

外に投与すると同期刺激に応じた DA の放出が顕著に抑制され

ることが分かった。COを受容した DA神経終末では、リアノジ

ン受容体（RyR）を介した細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+流出に

より、シナプス小胞の開口放出が起こることが分かった。さらに

この開口放出には DA 神経細胞の神経活動および外部から神経

終末への Ca2+流入、いずれも不要であることが分かった（Ueno et 

al BioRxiv 2018）。

嫌悪性匂い条件付けでは特定の匂いと電気ショックを組み合

わせる。一方報酬性匂い条件付けでは匂い情報を砂糖などの味覚

報酬と組み合わせ、条件付けされた匂いが呈示されるとハエは口

吻を進展させる。甘味情報の受容経路にチャネルロドプシンを発

現させ、匂いの呈示と同時に、この経路を人為的に刺激したとこ

ろ、この条件でも矢張り報酬条件付けが成立し、匂いに対して口

吻を進展することを見出した。ex vivo で報酬性匂い条件付けが

再現できるか検証した。単離培養脳で匂い情報経路と同期して甘

味情報経路を刺激すると、以降匂い情報経路の刺激に応じて、口

吻進展のために必要な運動神経の活動が上昇することを見出し

た。これらの結果から報酬性記憶の痕跡も単離培養脳で形成でき

ることが分かった（Suzuki-Sawano et al, Sci Rep 2017）。

２）長期記憶情報への変換：ハエの嫌悪性匂い長期記憶は通常間

を空けた繰り返し学習（spaced training）により、CREB依存性に

形成され、間を空けない繰り返し学習（massed training）では長

期記憶は形成されない。spaced trainingで CREBの転写活性を、

CREB依存性の最初期転写産物の c-fosを指標に調べた結果、c-fos

の発現は spaced training の開始と共に上昇・維持された。c-Fos

は転写因子 AP-1 を形成することで、CREB を含む各種遺伝子の

発現を誘導する。そこで CREB の発現も調べたところ、spaced 

trainingでは CREB自身の発現も c-Fos依存性に上昇し、c-Fosと

CREBの間で転写サイクルが形成されること、転写サイクルの形

成を阻害すると長期記憶形成が障害されることなどが分かった。

また転写サイクルを形成する神経細胞は主としてα/β lobe を

構成する神経細胞にみられ、全体の約８％であった。これら神経

細胞は記憶形成時と想起時で同期した神経活動を示し、記憶想起

時にこれら転写サイクルを形成した神経細胞からのシナプス出

力を阻害すると記憶想起が障害される一方、人為的に活性化する

と記憶想起に応じた行動が見られた。

転写サイクルはどのようにして形成されるのか？CREBが転

写活性を獲得するため、c-Fosが AP-1を形成するためにはいずれ

も MAPKである ERKの活性が必要である。spaced training中の

ERKの活性動態を調べたところ、ERK活性は各 trainingの終了直

後から上昇し、次の trainingが始まると低下することを確認した。

さらに遺伝学的操作によりERK活性を training中も低下しないよ

うにすると、本来転写サイクルが形成されない massed trainingで

も転写サイクルが形成され、長期記憶が形成されることも分かっ

た。以上の結果から長期記憶学習中の“間”は ERK 活性を上昇さ

せ、c-fosとCREBの転写サイクルを形成して長期記憶情報をコー

ドする神経細胞で CREB 依存性に長期記憶関連遺伝子の発現を

誘導することが示唆された（Miyashita et al., Cell Rep 2018）。

一方、我々はこれまでの研究から homophilicな細胞接着因子

Klgの発現レベルが spaced trainingにより Notch依存性に上昇す

ることが長期記憶形成に必要なことを見出している（Matsuno et 

al, PNAS 2009）。Klgの発現部位を調べたところ、神経細胞とグ

リア細胞との境界で強い発現が見られたため、単離分散培養で調

べたところ、Klgは神経細胞とグリア細胞の両方に発現していた。

また長期記憶形成には神経細胞とグリア細胞の両者に Klg が発

現することが必要なことも分かった。Klgがグリア細胞にも発現

していたことから、klg 変異体でグリア細胞の発生が障害されて

いないか、グリア細胞のマーカーとなっている転写因子 Repoの

図１シナプス後神経細胞で産生された COにより誘導される
DAの新規放出モデル。匂い経路（AL）と体性感覚上行経路
（AFV）からの入力を同期して受けたキノコ体（MB）神経
細胞では Rut-ACが活性化して heme oxygenase (dHO)を活性
化し、CO を DA依存性に ALと MB 間のシナプス伝達が増
強する。

HO

CO

Ca2+

RyR

DAN

Rut
NRAChR

AFVAL
cAMP

図２ c-Fos/CREB転写サイクルによる記憶情報のコーディン
グ。間隔を空けた繰り返し学習の間は ERK を活性化して、
主にα/β lobeキノコ体神経細胞で転写サイクルを形成し、
長期記憶に必要な遺伝子を発現する。
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発現を調べたところ、グリア細胞の数は正常だが、Repo の発現

が低下していることを見出した。また長期記憶形成には特にアス

トロサイトグリアでの、Repo による遺伝子発現が必要なこと、

長期記憶学習により Repo の発現量が Klg 依存性に上昇すること

も分かった。さらに Repo をアストロサイトグリアで発現させる

ことで klg 変異体の長期記憶が回復することも分かった。これま

で神経細胞での遺伝子発現が必要なことが示されている。本研究

から我々はグリア細胞においても、遺伝子の新規発現が必要なこ

とを見出した。Klg が長期記憶形成に必要な神経−グリア細胞間

相互作用を担うこと、長期記憶学習により Klg を介した神経−グ

リア間相互作用が上昇し、グリア細胞特異的な転写因子 Repo の

転写活性を上昇させることが、長期記憶形成に必要なことが分

かった（Matsuno et al, J Neurosci 2015）。

３）記憶情報の質的変換：長期記憶情報は色々な侵襲に対して耐

性を持つ安定な記憶と考えられているが、長期記憶情報の維持は

静的なもので無く、継続的な遺伝子発現が必要な動的機構が明ら

かになった。記憶情報の形成には CBP/CREB による遺伝子発現

が必要である。一方記憶情報の維持には CRTC のキノコ体神経細

胞の核への移動と CRTC/CREB 複合体による遺伝子発現が長期

記憶学習後４日まで必要であった。また CRTC/CREB による遺伝

子発現には CBP と異なるヒストンアセチル転移酵素（HAT）の

GCN5 （H3K9 のアセチル化）と、Tip60（H4K16 のアセチル化）

が必要なことも分かった。どのような遺伝子のアセチル化が亢進

し、転写上昇が起きているのか？を明らかにするため、キノコ体

神経細胞の核を単離する遺伝学的操作とクロマチン免疫沈降を

行い、転写因子 Bx, Smr とフォスファターゼをコードする Plc21C

遺伝子が GCN5 、Tip60 依存性に長期記憶学習後アセチル化され

転写を上昇することを見出した。また 4 日以降は CRTC/CREB 依

存性に発現した転写因子 Bx が CREB 非依存性に遺伝子を発現す

ることが記憶情報維持に必要なことも明らかにした。

興味深いことに長期記憶学習後４日以内であれば、消去学習

（条件付けでショックと組み合わせた匂いを、条件付け後に匂い

単独で繰り返し嗅がせる）により記憶が完全に消去され、消去学

習直後、及び４日後に記憶テストをしても記憶行動が現れない。

しかし条件付け４日以降に消去学習を行うと、消去学習直後のテ

ストで記憶は想起されないが、消去学習後４日経つと、再度記憶

が想起される。前述の通り形成後 4 日迄の記憶情報は

CRTC/CREB 依存性の遺伝子発現により維持されており、４日以

降は CRTC が核から細胞質に再移行して転写活性を失う。そこで

CRTC/CREB 依存性に記憶情報が維持されていることが、消去学

習による記憶情報の完全消失と関わりを持つのか？CRTC の核

から細胞質への移行を遺伝学的阻害した。その結果長期記憶学習

後５日であっても CRTC が核に局在していれば、CRTC/CREB 依

存性に beta-Spectorine (beta-Spec), insulin receptor (InR)が発現して

記憶情報を消去することが分かった。以上の結果から形成された

記憶情報の質的流動性が実証され、それを担う分子機構が明らか

にされた（Hirano et al, Nat Commun 2016）。

４）内的・外的環境に応じた記憶機構の変化：我々のこれまでの

研究から、加齢体では中期記憶機構が変化し、加齢性中期記憶障

害が起こること（Tamura et al, Neuron 2003）、中期記憶形成に必

須の働きをする PKA の活性が、加齢体では中期記憶過程を障害

することが明らかになっている（Yamazaki et al, Nat Neurosci 

2007）。PKA は過剰発現により若齢体でも記憶障害を誘起するが、

加齢による PKA の発現上昇は見られなかった。中期記憶機構の

変化の実体を明らかにするため PKA触媒部位の変異体 DC0を用

いて、加齢に伴い発現変動を示すタンパクの検索を行い、ミトコ

ンドリアタンパクのピルビン酸カルボキシラーゼのショウジョ

ウバエホモローグ（dPC）を見出し、これが DC0 変異で発現量が

低下する一方、野生型では加齢により発現量が増加すること、

dPC のヘテロ変異体では DC0 のヘテロ変異体同様、寿命に影響

を与えること無く、加齢による中期記憶障害が抑制されることを

見出した。さらに免疫染色から、dPC は脳ではグリア細胞に発現

すること、グリア細胞で dPC の発現を抑制すると加齢性長期記

憶障害の発現が顕著に遅延することなどを見出した。dPC のグリ

ア細胞での過剰発現も DC0 のキノコ体神経細胞での過剰発現同

様、中期記憶を障害する。しかし dPC の変異バックグラウンド

で DC0 を過剰発現させても記憶障害は現れない。逆に DC0 変異

バックグラウンドであっても dPC を過剰発現すると記憶障害が

見られた。これらの結果から dPC が DC0 の下流因子として中期

記憶過程に関与すること、加齢により DC0 依存性に dPC の活性

が上昇することで中期記憶障害が現れることが示唆された。

代表的な老化リスク因子と言われている酸化ストレスの影

響を調べたところ、dPC の発現は活性酸素種を上昇させても変化

せず、酸化ストレスの上昇による記憶障害は dPC 変異により改

善されなかった。これらの結果は dPC の発現量上昇は酸化スト

レスとは異なる老化シグナルに依ることを示唆している。NMDA

受容体は記憶の形成・維持に重要な働きを担い、D-セリンはグリ

ア由来の NMDA 受容体アゴニストである。D-セリンはセリン転

移酵素（SR）により L-セリンから産生されるが、哺乳類におい

図４ 加齢による中期記憶機構の変化。加齢体では活性酸素

種（ROS）とは異なる老化シグナルにより dPCの活性が上昇
することで、SRが抑制され記憶に十分な D-Serが産生出来な
くなる。

図３ 保持過程での記憶情報の質的変換。学習後 4日までの
記憶は CRTC/CREBによる遺伝子発現（Smr, Bx, Plc21）によ
り保持され、beta-Spec, InR 依存性に消去学習により消去さ
れる。しかし 4日以降の記憶保持は CRTC/CREBにより産生
された別の転写因子 Bx依存性の遺伝子発現（Plc21C）を行
い、CRTC/CREBいずれも不要となり、消去学習耐性になる。
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てグリアの PCは間接的に SRの活性を阻害することが知られて
いる。そこで加齢体、dPCの過剰変異体を調べたところ、D-セリ

ンの産生が顕著に低下していた。逆に加齢性記憶障害が抑制され

ている dPC変異体、DC0変異体では加齢体となっても D-セリン

の産生低下は見られなかった。さらに加齢体で D-セリンを摂取

させると顕著な記憶の改善が見られた。以上の結果から加齢によ

る PC の上昇が正常な D-セリン産生を障害するため中期記憶が

損なわれることが示唆された（Yamazaki et al, Neuron 2014） 

 

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

１）感覚情報から記憶情報への変換：後シナプス神経細胞で産生

される逆行性シグナルとして、NOや内因性カンナビノイド、ATP
などが知られているが、これら逆行性シグナルはシナプス前神経

細胞が誘導するシナプス伝達を修飾する。対して後シナプスキノ

コ体細胞が産生する COは、後シナプス神経細胞が DA神経終末
からのシナプス伝達を局所的に誘導する新しい仕組みである。

DA受容体は cAMPの産生を介して記憶形成に必要な細胞内シグ
ナルを誘起するが、神経終末は高度に分枝し、複数の放出部位と

標的を持っているため、単に神経活動のみで誘導されるシナプス

伝達では DAをあらゆる標的細胞に対して放出してしまう。一方
COによる DA放出誘導は、異なる感覚経路からの同期した入力
を受け、COを産生・遊離したキノコ体神経細胞に対して局所的
に DAシグナルを誘導し、記憶関連の可塑的変化を誘導すること
が可能となる。最近 DA神経軸索の放出部位の多くが単なる DA
神経細胞の神経活動では DA を放出しないことが分かってきた。
本研究成果は単に学習記憶における DA シグナルの動作原理に
留まらず、DAが関与する色々な脳神経機能の分子生理学的仕組
みと障害を理解する上で重要な知見を与える。 

 

２）長期記憶情報への変換：spacing effectは 1885年にエピング
ハウスにより見出されていたが、その生理学的意義は良く分かっ

ていなかった。Zhongらのグループは spaced trainingの間におい
て ERKの活性が上昇することを見出し、長期記憶に必要な間の
長さが、膜結合型フォスファターゼ SHP2により制御されている
ことを報告している。一方我々は間の生理的意義（何故 ERKの
活性が上昇する必要があるのか？）として、c-fos/CREB 間で転
写サイクルが ERKに依存して形成されることを示し、間の生理
学的意義の一つを明らかにした。また長期記憶形成において、神

経細胞で遺伝子の新規発現が必要なことはよく知られていたが、

我々はグリア細胞での遺伝子発現も必要なことを明らかにした。

我々が見出したグリア細胞での遺伝子発現は接着因子 Klg を介
して転写因子 Repo依存性に起こる。Repoは胎生期のグリア細
胞の分化に必要なことが知られていたが、成虫となっても発現し

ており、その具体的な役割が初めて明らかになった。現在 Repo
依存性に発現する長期記憶関連遺伝子を同定している。 
 
３）記憶情報の質的変換：トラウマ記憶が日数の経過と共に消去

学習耐性となる仕組みについて、色々なモデルが存在している。

例えば海馬依存性に読み出される記憶情報が、時間経過と共に大

脳皮質依存性且つ海馬非依存性に読み出されるようになると

いったシステムレベルでのモデルがある。ショウジョウバエで哺

乳類同様に記憶情報の神経機構が転移するのかは未だ検証され

ていないが、我々は記憶情報の維持機構の変化が、記憶情報が消

去学習耐性となる分子生物学的根拠であることを実証した。記憶

情報維持の分子メカニズムの変化が哺乳類における記憶情報の

転移とどのような関係にあるのか、非常に興味深い。今回我々は

記憶情報の維持を担う遺伝子発現の全容を捉えるところまでに

は到らなかったが、今後記憶を保持している神経細胞に対する特

異性と感度が高い遺伝子発現解析法が開発されることで、網羅的

な解析も可能になると思える。 

 

４）内的・外的環境に応じた記憶機構の変化：加齢による記憶障

害はヒトでもみられる自然な記憶機構の変化であるが、その実体

は不明な点が多い。我々は加齢により障害される中期記憶と長期

記憶のうち、中期記憶過程の変化の実体を加齢性障害特異的な変

異体を用いたプロテオミクス解析から明らかにした。意外なこと

に中期記憶過程の変化は神経細胞でなく、グリア細胞における代

謝経路の変化が原因であった。またグリア細胞の代謝機能変化は

一般的な老化因子である酸化ストレスには依らないことも明ら

かになった。これは脳の老化が単なる個体老化の 1表現型では無
いことを示している。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

新規 '$ の放出機序は H[�YLYR で見出され、神経機構が明ら

かにされたが、用いた開口放出プローブが LQ�YLYRでの解析に適

していないため、嫌悪性匂い連合学習中に新規放出機序による

'$ 放出が実際に起こるのか？の LQ�YLYR での検証が出来なかっ

た。これを補うため、炭素電極を用いて電気化学的手法により顕

微鏡下に固定したハエで、匂い条件付け中の細胞外 '$ レベルの

動態を調べた。これはシナプス小胞開口放出のイメージング解析

より、ダイナミックレンジも広く、測定領域の自由度が高いため、

各キノコ体領域での '$ 動態の差などを見出すことが出来た。し

かし一方でオクトパミンなど他のモノアミンとの分離が難しく、

'$ 神経終末における &D��応答とも想定外の解離が見られた。こ

のため最近開発された '$受容体をベースにした '$検知プローブ

により、再度 LQ�YLYRでの測定を行っているところである。�

H[�YLYR での解析により、体性感覚上行経路からのショック

情報をキノコ体へ伝える経路は、従来考えられていた '$ 神経細

胞ではなく、グルタミン酸作動性（*OX）神経細胞がキノコ体 10'$

受容体を介して伝えることが示唆された。事実 10'$ 受容体はキ

ノコ体全体で広範に発現している。しかし *OX 神経細胞のマー

カーである小胞性グルタミン酸輸送体�'9*/87�でキノコ体に投

射する *OX神経終末を調べると、投射はキノコ体の一部でしか観

察されなかった。このため依然として体性感覚上行経路からのキ

ノコ体に入力経路は同定できなかった。現在新たな '9*/7� をク

ローニングし、これをマーカーにキノコ体に投射する *OX神経細

胞を検索しているところである。�

�

＜今後の課題、展望＞�

上述の通り、'$検知プローブにより、再度LQ�YLYRイメージン

グ解析を行い、記憶形成�保持�想起におけるキノコ体への'$放出

動態を検証する。また&2を介してシナプス後細胞により誘導され

る新規'$放出機序を活動電位依存性に'$を放出する古典的機序

と遺伝学的に分離した上で、各過程での'$放出が活動電位依存性

か&2依存性かを検証すると共に、活動電位依存性の'$放出と、新

規'$放出とが誘起する細胞内シグナルにどのような違いがある

のか？各種細胞内シグナルのイメージングプローブを用いて明

らかにしていく。�

予備的実験から.OJの発現が加齢により低下することを見出し

ている。加齢による長期記憶機構の変化については不明な点が未

だ多い。.OJの発現低下が加齢による長期記憶機構の変化に関与

するか、.OJがどのような神経細胞に発現して長期記憶を制御し

ているのか？�を明らかにすると共に長期記憶機構の変化が長期

記憶形成�維持�想起のどの過程を障害するのか？5HSR依存性に

発現する長期記憶関連遺伝子は何か？を解明する。�
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計画研究：2013年度-2017年度��

哺乳類の脳機能老化メカニズムの解明を通じた記憶ダイナミズ

ムの理解�
研究代表者：久恒� 辰博� � � � � �

東京大学･大学院新領域創成科学研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

健康な人であっても高齢になれば、年とともに記憶機能や認知

機能が低下する。我々は、脳の機能老化メカニズムを解明するた

めに、高齢動物やアルツハイマー病モデルマウスを用いた研究を

行った。加えて、健康高齢者を被験者としたヒト試験研究を実施

した。そして、加齢による脳機能低下に脳組織内の炎症反応が深

く寄与することを見出した。脳内に炎症反応が生じると、グリア

細胞（アストロサイトやミクログリア）では炎症性サイトカイン

の産生が亢進し、脳血管においては脳血管関門の機能が低下する。

このような変化により、各ニューロンにおいてはシナプス機能が

低下し、神経回路ネットワークが変調し、記憶機能や認知機能が

低下する。神経炎症を、薬剤などで制御し抑制することによって、

低下した脳機能を回復させることが可能であることも判った。�

また、脳老化に伴う学習・記憶機能の低下メカニズムを調べる

ために、学習中のマウスの脳回路活動を可視化するオペラント学

習タスクI05,研究法の開発を行った。通常のマウスに比べて、ア

ルツハイマー病モデルマウスでは、海馬や報酬系の脳活動が変化

していることなどが示唆された。そこで、海馬新生ニューロンの

機能阻害マウスやドーパミンニューロン機能不全マウスを用い

て、オペラント学習試験を実施した。そして、逆転学習などより

複雑な認知機能に対する、海馬や報酬系の寄与を明らかにした。

このタスクI05,研究は、脳機能の低下メカニズムを調べ、記憶ダ

イナミズムを明らかにすることに加えて、意識や情動の面を含め

た脳の全体的な認知機能を調べる上でも、非常に重要な研究ツー

ルになると期待された。�

本研究では最終的に、学習記憶に代表される脳高次機能�認知

機能�のダイナミズムやアルゴリズムを知ることを目指した。本

研究で得られた知見を人々の健康維持や、人類の永続的な発展に

役立てる。主に取り組んだ４つの研究を下記に説明する。�

�

＜研究計画＞�

�

���哺乳類の脳機能老化メカニズムの解明に関する研究��

各種アルツハイマー病モデルマウスを用いて、学習記憶機構の

変化について調査する。アルツハイマー病モデルマウス（アルツ

ハイマー病原因遺伝子�$33�36(1�を導入したマウス）に高脂肪食

を投与し早期（生後６ヶ月齢）に記憶障害を誘導するモデルを用

いて、記憶行動試験（文脈恐怖条件付け課題と水迷路試験）に加

え、脳I05,画像研究、血液成分解析、ならびに脳組織評価を行い、

通常マウスとの比較によりこのマウスの記憶機能低下の原因を

調べ、どのように記憶機構が変化したのかを明らかにする。�

モデルマウスとしては、$33�36(1マウスを長期に飼育する老齢

アルツハイマー病モデルマウス（１８ヶ月以上飼育）、$33�36(1

マウスと認知症リスク遺伝子であるヒトの$SR(�遺伝子ノックイ

ンマウスを掛け合わせた$SR(��.,�$33�36(1マウス、$33�36(1マ

ウスとWDX�3変異マウスを掛け合わせた$33�36(1�[�WDX�3マウス、

そしてこれら３種類のマウスを全て掛け合わせた$SR(��.,�

$33�36(1�[�WDX�3マウスを用いた研究を実施する。�

加えて、健康な高齢者をリクルートするヒト試験研究を行う。

ヒト研究においては、記憶機能評価試験、05,画像研究、血液バ

イオマーカー試験を実施する。そして、加齢や疾病による記憶機

能低下と神経炎症の関与を明らかにする。脳組織内に神経炎症反

応が生じると、グリア細胞（アストロサイトやミクログリア）で

は炎症性サイトカインの産生が亢進し、脳血管においては脳血管

関門の機能が低下する。各種のアルツハイマー病モデルマウス、

ならびにヒト高齢者研究を通じて、脳機能が老化するメカニズム

の解明を進める。�

�

���マウスタスクI05,の開発による記憶ダイナミズムの可視化：�

研究科に設置済みの動物05,装置に、超伝導磁石を更新し装置

をバージョンアップすることにより、マウスの記憶回路の活動を、

脳全体を網羅する空間的な広がりを持って可視化し、学習記憶課

題を遂行中のマウスの脳活動を数十ミクロンレベルの高い空間

解像度で描出するタスクI05,画像取得法を確立する。この装置の

開発により、生きたままの状態で、マウス海馬の記憶回路の活動

状態をリアルタイムに描出できるようにする。各種モデルマウス

の記憶遂行時の海馬活動を可視化解析し、それを通常マウスと比

較することにより、従来にない方法で記憶ダイナミズムの本質的

な理解に挑む。�

�

���海馬新生ニューロンの記憶ダイナミズムにおける役割解明：�

記憶情報の転送・増幅に関わるとされる海馬新生ニューロンの

機能を薬剤により制御（2II�2Q）できる遺伝子組み換えマウスを

用いて、このマウスと通常マウスの学習記憶能力を比較する。学

習能力の評価には、モリス水迷路を用いた空間記憶学習、ならび

に空間記憶の逆転学習などを使用する。学習後のマウスより、脳

切片を作成し、記憶に関する脳回路の変化を通常マウスと比較し、

調査する。そして、海馬新生ニューロンの学習記憶機能における

役割を明確にし、記憶ダイナミズムの理解に繋げる。�

�

���学習記憶機能におけるドーパミンニューロンの役割解明：�

ドーパミンを放出するニューロンは、中脳に位置する２つの神

経核（腹側被蓋野・黒質）に存在し、前頭連合野や側坐核などに

投射する。ドーパミンニューロンは報酬に関係するため、報酬に

関連する連合学習で中心的な役割を果たす。そこで、ドーパミン

ニューロンのシナプス伝達機能を自在に制御（2II�2Q）できる遺

伝子組み換えマウスを作出し、このモデルマウスを用いて、学習

記憶を調べる研究を行う。学習行動に応じて放出される脳内の

ドーパミン量を計測するマイクロダイアリシス実験や、報酬と条

件刺激の関係を学ばせるオペラント学習課題を併用して、ドーパ

ミンニューロンが記憶の神経回路にどのように働きかけている

かを明らかにし、その記憶ダイナミズムにおける役割を知る。�
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＜得られた研究成果＞�

���哺乳類の脳機能老化メカニズムの解明に関する研究��

認知機能が障害を受ける加齢性脳疾患である認知症に着目し、

動物モデルやヒト試験を行い、認知症分野における神経炎症の寄

与に関する研究を行った。加齢により、がんや糖尿病が増加する

ことは周知であるが、認知症についても、加齢により疾病の発症

頻度が増加する。現在、我が国の認知症患者はおよそ５００万人

であり、６年後の２０２５年には７００万人に増加すると見込ま

れている。この認知症患者の���を占める病気がアルツハイマー

病である。アルツハイマー病では、脳内に生じたアミロイドペプ

チドが凝集すること（老人斑�が引き金となって神経炎症が発生

し、ニューロン機能が低下することにより、認知機能が障害され

る。本研究において、脳組織内や脳血管内に生じる神経炎症が原

因となり、ニューロン機能が低下することが明らかとなり、神経

炎症のコントロールにより、脳機能の低下を改善できる可能性が

あることも判った（図１）。さらに、本研究では、遺伝子ベクター

による脳内への遺伝子導入や、天然物の低分子物質の投与を用い

て神経炎症を制御し、モデルマウスの脳機能を改善させる研究を

行った。低分子の投与に関しては、健康な高齢者の協力による有

効性評価のためのヒト試験研究を実施した。�

�

����脳機能老化メカニズムにおけるミクログリアの関与�

$SS�3VHQアルツハイマー病モデルマウスを用いて記憶機能が

低下した状態を再現し、脳組織内に起こる諸変化について組織化

学的方法を用いて調査した。記憶機能の低下が認められる場合、

記憶に関わる海馬では、ミクログリアの活性化を伴う神経炎症が

生じていることを認めた。アルツハイマー病の治療に用いられて

いるコリンエステラーゼ阻害薬であるリバスチグミンの投与に

よって、グリアの活性化が抑えられ、炎症性サイトカインである

,/��βや71)�αの産生亢進が抑制され、記憶機能の低下が回避さ

れた。我々の研究結果は下記二つの研究結果によって支持される。

近年6KLらは、ヒト$SR(�遺伝子座をノックインした7DX変異

（3���6）アルツハイマー病モデルマウスを用いて、$SR(�が3���6

マウスの脳内においてミクログリアの活性化を誘導するととも

に、7DXリン酸化を促進し神経変性を加速させることを示した。

また9HQHJDVらは、$SS�3VHQアルツハイマー病モデルマウスを用

いて、ミクログリアが放出する$6&�VSHFNV（インフラマソーム）

によってアミロイド斑の蓄積が拡大し記憶機能が低下すること

を示し、$6&をノックアウトするとアミロイド斑が減少し記憶機

能が改善することを見出した。脳内に存在するマクロファージ様

細胞であるミクログリアは、アルツハイマー病の進行過程におい

て炎症性サイトカインやインフラマソームの産生を介して、

ニューロン活動を妨げることにより、記憶機能の低下に関わって

いるものと考えられる。�

�

����脳機能老化メカニズムにおけるアストロサイトの関与�

記憶機能が低下したアルツハイマー病モデルマウスの脳内で

は、ミクログリアに加えてアストロサイト（星状グリア細胞）が

活性化し神経炎症の亢進に寄与する。我々は、記憶機能が低下し

た脳血管性認知症モデルマウスの海馬において、アストロサイト

が活性化し神経炎症が高まること、3�<�受容体をノックアウトす

るとアストロサイトの活性化が鎮まり記憶機能の低下が改善す

ることを見出した。我々の研究結果は下記の二つの最近の成果に

よって支持される。5HLFKHQEDFKらは、アルツハイマー病患者お

よびモデルマウスの脳内において、アミロイド斑の周囲ではアス

トロサイトの3�<�発現が高まっていることを示し、3�<�アンタゴ

ニストの投与により神経活動が正常に戻ることを認めた。また

*RHW]Oらは、アルツハイマー病患者の血漿サンプルからアストロ

サイトに由来するエクソソームを単離する方法を開発し、患者の

サンプルにおいては炎症性サイトカインや補体分子が増加して

いることを突き止めた。また、我々は、$SR(�遺伝子の遺伝子ベ

クターによる導入によって$SR(��.,�$33�36(1マウスの神経炎症

（アストロサイト活性化）が軽減する傾向を得ている。活性化ア

ストロサイトによる神経炎症の亢進が、脳機能老化に寄与してい

る可能性が高い。�

�

図�：�脳老化に伴う脳機能低下のメカニズム� �

�

加齢などにより、脳血管や脳組織内で神経炎症が生じる。この

反応により、海馬や前頭連合野などで神経回路機能が変調し、記

憶機能などが低下する。神経炎症が悪化すると認知機能の障害が

さらに進むが、神経炎症を抑制することによって低下した脳機能

を回復させることが可能となる。�

�

�

����脳血管における神経炎症の脳機能老化における寄与�

アルツハイマー病モデルマウスに高脂肪食を摂取させると従

来に比べて短期間（６か月）で記憶機能の低下を誘導できる。こ

の糖尿病併発型のアルツハイマー病モデルマウスの海馬におい

て、ミクログリア細胞やアストロサイトの活性化による神経炎症

に加えて、5$*(の蓄積を伴う脳内毛細血管の異常所見を得た。ま

た、生後１年半以上の高齢アルツハイマー病マウスの海馬ならび

に大脳皮質において、グリア性の神経炎症に加えて、血管周皮細

胞（ペリサイト）の退縮を伴う脳内毛細血管の異常を認めた。筋

組織に含まれる抗炎症作用を有するジペプチドの投与によりア

ルツハイマー病マウスの神経炎症が緩和し、脳血管機能が回復し、

記憶機能の低下が改善された。このジペプチドを一定期間摂取す

る高齢者を対象とした小規模の二重盲険ランダム化比較試験

（5&7）を実施し、脳血管機能に対する改善効果の傾向を得た。

この傾向は、$SR(�保有者でやや強く見られた。これらの研究成

果は、米国の=ORNRYLF博士らの研究グループによる一連の研究に
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よって支持される。彼らは、$SR(�分子がペリサイトに作用して

脳血管関門の透過性を高めてしまうことをアルツハイマー病モ

デルマウス、さらにアルツハイマー病患者の脳組織を用いた研究

により明らかにした。神経炎症により脳血管の機能が低下し、脳

内アミロイドの排出（ドレナージ）が阻害されてしまうことなど

も、脳機能老化に寄与すると考えられる。

�� タスクI05,による記憶ダイナミズムの可視化研究：

脳がはたらくとき、数百億に及ぶニューロンが高速かつ複雑に

情報を交換する。この時、脳内では、どのようなメカニズムで、

意識や心が生じるのであろうか？この難問にアプローチするた

めに、世界最高水準の磁場性能を持つマウス用I05,装置を開発し、

マウスの脳活動をリアルタイムに観測するタスクI05,を世界に

先駆けて立ち上げた。マウスは、ヒトに比べると脳が発達をして

いないのではないかと思われるかもしれないが、周囲の変化に呼

応して機敏に行動パターンを変化させる、意識や心に似た能力を

有している。この覚醒I05,技術を用いて、意識や心の在りかを探

り、これらの研究成果を人工知能（$,）の開発に繋げていくべく、

新しいタイプの分野横断研究を進めた。

具体的には、�����テスラ05,�装置をバージョンアップし、製

作した横置き超電導コイルをコイル用クリオスタットに組み込

み、動物用05,マグネットとして設置した。周辺機器類をつなぎ

込み、高度な工学的技術を含めて研究体制を整えた。行動解析と

して、オペラント学習に絞り込んだ。現有の傾斜磁場電源と7HVOD�

社で設計したコイルをつなぎ合わせ、平成���年度内にI05,� 画

像を取得可能とした。平成���年度中にオペラント学習I05,シス

テムを稼働させた。その後、ドーパミンニューロンに関してなど、

研究領域内での共同研究を実施した。そして、従来では得られな

かったマウスの学習課題中の脳領域の神経活動を俯瞰的に計測

する技術を確立した（図�）。具体的には、この学習装置を用いて、

光刺激（&6）と水報酬�86�の関係を記憶する強化学習をマウスに

行わせた。マウスは光刺激に呼応して舌出し（リッキング応答）

を行う。この応答を光センサーが検知すると、コンピューターに

連動して水報酬が与えられる。この学習を実行中のマウスより連

続的にI05,画像を取得することにより、連合学習により賦活する

マウスの脳領域をリアルタイムに描出することが出来た。

図 �： 学習中のマウス脳活動を網羅的に観測する

オペラント学習タスク I05, 研究

開発した装置を研究領域内で広く活用し、連携を進めることに

より、これまでにはなかった新たな記憶研究・認知機能研究に発

展させた。本タスクI05,試験において、正解時マウスは報酬とし

て与えられた水を即座に飲水する。一方、光刺激の後、リッキン

グ応答がなければ、水報酬は与えられない。うまく学習が出来て

いるとき、マウスの脳内ではどのような脳領域が活動をしている

のであろうか？

図３に、正解して水報酬を得られた際と、失敗したために水報

酬が得られなかった際の脳活動の差分画像解析の結果（多重比較

補正後 S�������）を示す。正解時には、左右の海馬傍回、左右

の運動野（前頭葉を含む）、ならびに視床結合核（海馬と前頭葉

をつなぐ脳部位）が賦活化した。光と水の報酬連合学習のために、

両者をつなぐ視床結合核が活動したと考えられた。正解時は報酬

を得るため、前頭葉の運動前野を含む運動野が活動していた。ま

た、アルツハイマー病モデルマウスにおいては、これらの脳領域

に加えて、扁桃体の活動も上昇していた。本タスクI05,研究は、

記憶ダイナミズムを可視化できる手法であることが確認できた。

図 �： 学習正解時に強く活動をしたマウス脳領域

�� 海馬新生ニューロンの記憶ダイナミズムにおける役割

本研究では、３種類の導入遺伝子�1HVWLQ�FUH�(57�, α&DP.,,�

IOR[�W7$��7HW2�7H7;�を用いて、新生ニューロンのシナプス伝達

機能のみを自在に制御できるマウスを作出した。このモデルマウ

スでは新生ニューロン（1HZ�%RUQ�1HXURQ）に限り、そのシナプ

ス放出機能をテタヌストキシン（7HWDQXV�7R[LQ��7H7;）によっ

て可逆的に阻害することが出来る。このマウスにおいて、海馬新

生ニューロンの機能が阻害されていることを確認した。学習記憶

試験（水迷路学習）を行い、新生ニューロンの役割を調査した。

図４に示すように、新生ニューロン機能不全マウスにおいて、モ

リス水迷路を用いた逆転学習が遅延することが見出された。

図 �：新生ニューロン機能不全マウスにおける学習低下
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�� 学習記憶機能におけるドーパミンニューロンの役割

領域内共同研究の一環として、マウスの学習記憶における特徴

的なドーパミンニューロンの役割を調べるために、�種類の組み

換え遺伝子 �6OF�D��LFUH�(57�� α&DP.,,�IOR[�W7$�� 7HW2�

7H7;�を持つトリプルトランスジェニックマウス�'$7�7H7;� 7J�

を用いた研究を実施した。マイクロダイアリシスにより、このマ

ウスの線条体と側坐核の'$放出量の減少を確認した。5RWDURG�

7HVWにより運動機能の低下を認めた。学習機能の評価試験として

オペラント &RQGLWLRQLQJ�7HVWを行った。その結果、7Jマウスで

は正解率の低下が見られた�図５�。また、7Jマウスでは、報酬が

提示されてから獲得するまでの反応時間が有意に低下していた。

報酬に対するモチベーションが低下していると示唆された。タス

クI05,研究において、ドーパミンニューロン関連脳領域の活動性

が低下している傾向を得た。記憶ダイナミズムにおけるドーパミ

ンニューロンの役割の一端を明らかにすることが出来た。

図 �： ドーパミンニューロン機能不全マウスにおける

学習記憶機能の低下

＜国内外での成果の位置づけ＞

アルツハイマー病のホールマーク（特徴）はアミロイド斑と神

経原線維変化であるが、我々の研究から、グリア細胞の異常な活

性化を伴う神経炎症が、脳機能低下を早める要因であることが示

された。近年、アルツハイマー病の遺伝的素因に関する

*:$6�JHQRPH�ZLGH�DVVRFLDWLRQ�VWXGLHV�解析によって、新たに

��種の遺伝子が同定されたが、このうちの約半数は 75(0���&'����

+/$�'5%���� ORFXV など神経炎症に深く関りのある遺伝子であっ

た。75(0�は UDUH�PXWDQWであり、アルツハイマー病のリスクを

３倍近く高める。75(0�は、ミクログリアに発現するレセプター

で神経炎症を制御するはたらきがある。75(0�の機能不全は、ミ

クログリアにおける P725 シグナルの低下とエネルギー代謝の悪

化につながり、また DXWRSKDJRVRPHの増加を誘導することが示さ

れた。75(0� 機能不全アルツハイマー病マウスに &\FORFUHDWLQH

を投与すると、ミクログリアのエネルギー代謝が改善され、神経

変性を伴う病態像が改善することなども報告されている。

本研究のアルツハイマー病モデルマウスを用いた研究から、ミ

クログリアに加えて、活性化アストロサイトによる炎症性サイト

カインの産生亢進が、神経炎症による記憶機能低下の要因である

ことが見出された。また、神経炎症は脳血管関門の破綻に寄与し

ていた。アルツハイマー病の最も強力な危険因子である $SR(�遺

伝子が、神経炎症や脳血管関門の破綻に関わっていることも判っ

てきた。アルツハイマー病による記憶機能の低下にグリア細胞の

活性化を伴う神経炎症が深く寄与すること、この神経炎症をうま

く制御することにより認知機能の低下を回避し疾病リスクを軽

減できる可能性が、見えてきた。

世界最高水準の磁場性能（���� テスラ）を有する 05, 装置を

用いてマウスのタスク I05, 研究の手法を開発した。マウスは遺

伝子資源が最も豊富なモデル生物であるが、これまでにマウスの

脳活動を全脳レベルで俯瞰的にかつリアルタイムに観測できる

技術は無かった。本研究において、世界に先駆けてタスク I05,

研究を立ち上げることができた。アルツハイマー病モデルマウス

を含めて、各種のモデルマウスを用いてタスク I05, 研究を実施

した。マウスは、周囲の変化に呼応して機敏に行動パターンを変

化させる、意識や心に似た能力を有していることが本タスク

I05, 研究を進める中で、目に見える形で次第に明らかになって

きた。この覚醒 I05, 技術を用いて、意識や心の在りかを探り、

これらの研究成果を人工知能（$,）の開発に繋げていくべく、新

しいタイプの分野横断研究に道を拓くことが出来た。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

超電導コイルの製作過程に若干の遅延があり、�����テスラ

05,�装置の設置が数ヶ月遅れてしまった。次年度にスピード

アップを図り、平成 ���年度内に I05,�画像を取得可能とした。

この遅延に伴い、装置開発スケジュールの全体の見直しを行い、

研究内容においてもオペラント学習に絞り込んだ。高度な工学

的技術を含めて研究体制を整え、再現性良く装置を動作させる

ようにした。平成 ���年度中に I05,画像取得に関するシステム

を稼働させた。これにより、従来では得られなかったマウスの

学習課題中の脳領域の神経活動を俯瞰的に計測する技術を開発

することが出来た。平成 ��年の夏までに全ての種類の遺伝子組

み換えマウスの行動試験を行い、平成 ��年 �月までに I05,研

究、脳組織化学研究、マウスの行動試験データの解析、研究成

果のとりまとめを行う予定であった。しかしながら、研究実施

場所における大規模な空調工事の影響により、想定以上にマウ

スの飼育環境が悪化し、I05,研究、行動試験に必要な個体数の

確保に困難な状況が生じた。新生ニューロンのシナプス伝達機

能阻害マウス、ならびにドーパミンニューロンのシナプス伝達

機能阻害マウスを用いたタスク I05,研究を、研究期間内に十分

には実施することが出来なかった。

＜今後の課題、展望＞

モデルマウス研究で得られた知見から、脳の機能老化の仕組み、

特にアルツハイマー病において、神経炎症が機能低下の原因の一

つであることが判明した。神経炎症をうまく制御することは、脳

の機能老化を防ぐだけでなく、アルツハイマー病の新しい治療戦

略につながることも期待された。全身性の慢性炎症と神経炎症と

はどのような関係にあるのか、などは今後の大きな課題となるが、

脳内の神経炎症や血流の状態を非侵襲的に捉える画像診断技術

を組み合わせ、かつ脳血管関門を透過できるウイルスベクターな

どを用いて神経炎症をピンポイントに制御できる方法を開発す

ることなどを通じて、この分野からアルツハイマー病に対する新

しい治療法が開発されることが期待される。

オペラント学習タスクI05,研究は、学習記憶の仕組みやその低

下メカニズムを調べる研究に加えて、感覚認知から随意運動の実

行に至る脳の全体的な認知機能を調べる上で、今後重要な研究

ツールになることが期待された。本研究で得られた成果は、細胞

レベルで認知機能の機構を解明する研究の基盤になるだけでな

く、この基礎研究の成果を、高齢者の健康増進に活かされること

を予見する。そしてさらには、このタスクI05,研究を、将来的な

人工知能（$,）の開発も視野に入れた、新しいタイプの生命知能

の融合型研究につなげていきたい。
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図 1 γCRE-pと γCRE-n神経群

計画研究：2013年度-2017年度

ショウジョウバエの匂い記憶情報処理の時空間ダイナミズムの解

明
研究代表者：多羽田 哲也１）

研究分担者：村上 智史１）、山崎 大介１）、廣井 誠 �）、阿部 崇志１）、江島 亜樹２） � � � �

１）東京大学・定量生命科学研究所 ２）東京大学大学院・農学生命科学研究科

＜研究の目的と進め方＞

ショウジョウバエの嗅覚系３次神経であるキノコ体は、約２０

００の内在神経細胞（KCs）より構成され、その神経細胞の活動
の組み合わせにより匂いを識別するとともに、匂い記憶を形成す

る同時検出器として機能するとことが知られている。本研究では

匂いとショ糖による連合学習（報酬学習）および匂いと電気

ショックによる連合学習（忌避学習）におけるKCsを中心とした
神経回路の機能を明らかにするために、個々の神経細胞の操作、

ライブイメージング、トランスクリプトーム解析などを行なう。

＜研究計画＞

1) キノコ体KCsは発生学、解剖学的に7種のサブタイプに分類さ
れ、それぞれ匂い記憶形成における特異的な機能が報告されてい

る。本研究では、CRE配列に依存した転写制御を指標としてKCs
をクラス分けすることによりvalenceに依存したKCsの新たな機
能を見出したので、その詳細を明らかにする。

2)匂い忌避学習のパラダイムでは匂い (CS+)を呈示している間
に電気ショック（US）を与え、次に電気ショックなしに別の匂
い（CS-）を呈示すると、CS-に比べてCS+の匂いを忌避する行
動を記憶するようになる。この過程を時間軸に沿って調べること

によって神経回路の新たな機構が見えてきた。神経細胞の活動を

人為的に操作することによりこの機構を詳細に調べる。

3) KCsで特異的に発現する遺伝子を同定し、記憶形成における
機能を明らかにする。

＜得られた研究成果＞

�� KCsのサブタイプは相反するvalenceをコードしている

ショウジョウバエの匂い記憶実験系では2種の記憶、（1）匂い（条
件刺激）と正の非条件刺激である報酬刺激（ショ糖）との連合に

よる報酬記憶及び（2）匂いと負の非条件刺激である罰刺激（電
気ショック）との連合による忌避記憶を調べることが可能である。

この実験系を用いて転写因子CREB（cAMP binding protein）の
記憶形成における機能を調べるためにCREタンデム配列をシス
エレメントとしGFPを発現したトランスジーンを導入して発現
細胞を調べた。その結果、KCsのγサブグループの3分の2程度の
細胞に顕著な発現が見られたのでγCRE-p と名付けた（図1）。

γCRE-pの2時間忌避記憶における機能を調べると、記憶の獲得、
保持、想起の全てのステージにその出力が必須であることがわ

かった。次に、γサブグループの中のCREに応答しない細胞、
γCRE-nを調べると、その出力は2時間忌避記憶の獲得、固定に
は必要とされないながら報酬記憶の獲得、固定及び想起の全ての

ステージに必要であることがわかった。γCRE-pの出力は報酬記
憶には必要とされないが、人為的な活性化は報酬記憶の全てのス

テージを阻害する。一方、γCRE-nの人為的な活性化は忌避記憶
の全てのステージを阻害する。γCRE-nの出力が報酬、忌避記憶
双方の想起に必要である例外を除くと、γCRE-pは忌避記憶に必
要で報酬記憶に阻害的に働き、γCRE-nは報酬記憶に必要で忌避
記憶に阻害的に働く。γサブタイプ全体（γCRE-nとγCRE-pを合
わせた細胞種）を阻害しても忌避、報酬記憶の獲得、保持を阻害

しない（図2）。

このことからγCRE-pは報酬記憶を、γCRE-nは忌避記憶を阻害
しており、報酬記憶はγCRE-nがγCRE-pを抑制することにより、
また忌避記憶はγCRE-pがγCRE-nを抑制することによりそれぞ
れの記憶を形成しているとの仮説を提唱するに至った。

実際、光遺伝学実験によりγCRE-pとγCRE-nはは互いに抑制し
合っていることが示唆された（図3）。

図 2 γCRE-pと γCRE-nの記憶獲得、保持における機能

図 3上段、 γCRE-pを亢進した時の γCRE-nの応答。右は対
照との差を TTX 存在下での計測と共に示す。下段、γCRE-n
を亢進した時の γCRE-pの応答。
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さらに、KCs上に直接シナプスを形成するMBONsとして知られ
る一群の出力神経群の中のMBON-γ5β’2a/β’2mpとMBON-γ2α’1
がそれぞれγCRE-p と γCRE-nの下流で働いていることがわ
かった（図4）。

KCsとMBONsの両者を同時に抑制し、記憶形性能を調べてみる
と MBONsの抑制効果のみが表現型となる。 γCRE-pが
MBON-γ2α’1を、γCRE-nがMBON-γ5β’2a/β’2mpを抑制している
と考えるとこの回路機能を説明できる。しかし、光遺伝学的実験

では抑制を観察することはできなかった。γCRE-pの下流に
MBON-γ5β’2a/β’2mp が位置し、γCRE-nの下流にMBON-γ2α’1
が位置して両MBONs間のバランスにより報酬・忌避記憶が形成
されるという仮説を提唱した（図５）。

1)の図はYamazaki et al. Cell Rep 22, 2346–2358. 2018から引
用。

以上のことはKCsそれ自体がvalenceをコードしていることを
示している。そこで、匂いを提示している時に、US無しに、
γCRE-pを抑制または γCRE-nを興奮させると短期の匂い報酬記
憶が形成された。逆に、γCRE-pを興奮または γCRE-nを抑制す
ると短期の匂い忌避記憶が形成された。以上のことはγCRE-pと
γCRE-nはvalenceをコードして、相互に抑制しあっていることを
再び示している。この両者を抑制するとどうなるであろうか。結

果は個体の生理条件によって、空腹時に抑制するとその匂いは報

酬記憶となり、飽食時には忌避記憶となった。

2）ショウジョウバエをモデルに用いた匂い忌避学習のパラダイ
ムでは匂い (CS+)を呈示している間に電気ショック（US）を与
え、次に電気ショックなしに別の匂い（CS-）を呈示すると、CS-
に比べてCS+の匂いを忌避する行動を記憶するようになる。この
時に匂いを弁別するキノコ体KC細胞がCSとUSの同時検出器と
して働き、キノコ体出力神経群(MBONs)の活性を制御すること
により記憶を司っていると考えられている。またUSはドーパミ
ン神経群（DANs）によりキノコ体に伝達されると理解されてい
る。

短期忌避記憶を調べている過程で、MBONs に属するGABA作
動性MBON-γ1pedcが、記憶の想起のみならず獲得にも必要であ

ることがわかった。それは意外にもCS-を呈示している時であっ
た（図6）。CS+を呈示している時にはこのようなことは起こら
ない。

MBON-γ1pedcを阻害するだけで短期忌避記憶が形成される
こと（図7）から、MBON-γ1pedcはUS非存在下で不用意な記憶
が形成されることを抑制することが示唆された。

この時に同時にDANsを抑制するとこの阻害から回復すること
（図8）から、CS-を呈示している時にはMBON-γ1pedc がDANs
の作用を抑制することが必要であることを示唆している。

DANsはUSを仲介していることからCS+を呈示する時に必要で
あるが、それ以外にも外界及び生理学的な条件により様々に応答

することが観察される。したがって、CS-を呈示している時に
DANsが活性化されるとそれはUSと解釈され、CS+と干渉し、記
憶の阻害が起こると考えられる。

近年、KCs、MBONsとDANsからなる回路はコンパートメント
構造をなしており、コンパートメントを単位としたマイクロサー

図 4 MBON-γ5β’2a/β’2mpとMBON-γ2α’1はそれぞれ γCRE-p 
と γCRE-nの下流で機能する。

図 5 MBON-γ5β’2a/β’2mp と MBON-γ2α’1 はそれぞれ
γCRE-p と γCRE-n の下流で機能し、忌避／報酬記憶の回路
を形成している。

図 7 匂いを提示している時に MBON-γ1pedc を抑制する
（A）と US非存在下でも忌避記憶が形成される（B）。

図 8 匂いを提示している時に MBON-γ1pedc を抑制すると
US非存在下でも忌避記憶が形成される（A）。CS-提示時に
MBON-γ1pedc を抑制すると記憶阻害が起こるが同時に
DANsも抑制すると記憶系性能が回復する（B）。CS+提示時
には DANsのみが必要とされる（C）。

図 6 MBON-γ1pedcは CS-提示時に必要（A）であるが。CS+
提示時には必要ない（B）。
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キットが様々な機能を果たすことが示されている。そこで、ここ

で見られる短期記憶の制御がMBON-γ1pedcに対応するDANsで
あるPPL1-γ1pedcに特異的なものであるか、操作するDANsの細
胞を限定して記憶形成能を調べた。その結果、少なくとも

PPL1-γ1pedcとPPL1-γ2α'1が含まれることがわかった（図9）。

最近、DANs、KCsおよびMBONs間の情報は双方向性で、これら
の神経群は複雑なネットワークを形成していることがわかって

来た。この結果もこの文脈で理解されるべきものの一つであるか

もしれない。

2)の図は Ueoka et al., 2017. FEBS Open Bio 7, 562–576.から引
用

３）KCs を単離し、トランスクリプトーム解析により、KCs に
特異的に発現している遺伝子を探索し、small GTPase familyに
属する RGK1 が KCs に特異的に蓄積していることを見出した
（図 10）。

さらに、GFP と融合した RGK-1 を KCs で発現させ、シナプス
のマーカーである synaptotagmin と共染色することにより、
RGK1がシナプスに局在していることが示された（図 11）。

さらに、この遺伝子の欠失変異を作成し、3時間匂い忌避記憶
を調べたところ、記憶の低下が見られ、それは全長 RGK1cDNA
を成虫の KCs で発現させることによって回復したのみならず対
照に比べてスコアの上昇も見られた（図 12）。このことから
RGK1は 3時間匂い忌避記憶の形成に必要であると結論づけた。

RGK1 の機能を調べるために欠失変異を作成した。C-末を欠失
した RGK1（GTPaseドメインを欠失）は RGK1 変異の 3 時間

記憶阻害をレスキューできなかったが N-末を欠失した RGK1
（機能未知の保存された部位を欠失）はレスキューすることがで

きた（図 13）。3時間記憶は安定な記憶成分（麻酔耐性記憶 ARM、
コールドショック耐性）と不安定な記憶成分 ASMからなること
が知られている。コールドショック条件下で実験を行うと、全長

cDNAのみが記憶形成をレスキューできた（図 13）。

以上のことから ASM形成には N-末は不要であるが、ARM形成
には必要であることが示された。

rutabaga (rut)は ASM に dunce（dnc）は ARM に機能するこ
とが知られているので、RGK1との二重変異を調べた。コールド
ショックでは rgk1 変異は dnc とも rut とも有意な差は見られな
かった（図 14A）。dnc あるいは rut との二重変異では、各々の
単独の変異に比べて有意にスコアは低下した（図 14B）。以上の
ことからも rgk1はARMとASMの両方に必要であると考えられ
る。

図 10 2種の RGK1抗体による組織染色。KCsに強いシグナ
ルが認められる。

図 11 GFP-RGK1と HA-tagged Synaptotagminの共
局在を示す。

図 13 N-末を欠失した RGK1 でも 3 時間記憶の阻害を回復
することができる（左）が、コールドショックのスコアを回
復することはできない（右）。

図 14 コールドショックにおける rut、rgk1、dnc の 3 時間
記憶スコア（A）。rgk1と dnc（B）あるいは rut（C）との二
重変異の表現型。

図 9 MBON-γ1pedc と DANs を同時に阻害することにより
（A）CS-で機能している DANsを同定した（B,C）。使用し
た発現ベクターがカバーしている DANs のパネルを示した
（D）。

図 12
RGK1 変異による
記憶の低下は成虫
で KCs に
RGK1cDNA を発現
させることにより
レスキューするこ
とができる。
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計画研究：2013年度-2017年度��

学習記憶に関わる新規分子の発見と神経系における動態・機能の

解明�
研究代表者：飯野�雄一�、研究分担者：饗場�篤��

�
東京大学・大学院理学系研究科、

�
東京大学・大学院医学系研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

過去の経験を記憶し、その情報を保持して利用する学習記憶の

能力は、生存の可能性を最大限にするために動物が発達させてき

た巧妙な仕組みである。本研究において、研究代表者らは、神経

細胞の数が全部で���個しかなく、おそらく動物界で最も単純な

部類の神経系を有する線虫&��HOHJDQVを主に用いて本研究を進

める。この生物は、以下の�つの、他の動物にみられない特筆す

べき特徴を持つ。�

１）神経細胞がすべて同定されており、それらが作る神経回路

の構造が完全にわかっているため、神経回路の動作特性を一細胞

レベルでの正確さで研究できること。�

２）万単位の個体をスクリーニングして行動を指標に突然変異

体を取得することができ、それによって学習に関わる新規遺伝子

を発見できること。�

� このような単純な系であるが、遺伝子の総数は約������であ

り、うち��％以上について哺乳類にホモログが存在すると言われ

ている。これらの利点をもとに、線虫を用いた神経系の研究はこ

こ��年ほどで爆発的に進んだ。その中で、研究代表者らは化学走

性行動とそれに関わる学習に重点を置いて研究を進めて来た。そ

の過程で、線虫が経験した塩の濃度を記憶し、その時の餌の有無

と連合して学習を行うことを見出した。この学習に関わるインス

リン�3,�キナーゼ経路、*T�3/&�3.&経路、カルシンテニン、ホス

ホイノシチド転移蛋白質、5DV�0$3.経路、10'$タイプグルタミン

酸受容体など多くの分子を同定している�7RPLRND�HW�DO�������

など�。行動の機構や神経の活動についても解析を行い、走性行

動に二つの機構があることを見出し、学習に際してどの神経のど

ういう変化が行動変化に結びつくかも明らかになりつつある。こ

のようなバックグラウンドをもとに、本研究ではイメージング技

術を駆使して神経回路の動作、特に学習による変化を可視化し、

情報の流れのダイナミックな変化を明らかにし、同時に、変異体

の分離により新規分子を発見し、その分子動態を調べることによ

り各階層で学習･記憶の機構を包括的に理解することを計画した。�

さらに、カルシンテニンなど線虫で機能的な解明が進んだ遺伝

子のホモログの遺伝子改変マウスを作製し、行動と神経活動につ

いての研究を進めることにより、種間での保存性や種による違い

を明らかにすることを目指した。�

以上を達成するために研究開始時に以下の計画を立てた。�

�

＜研究計画＞�

���短期記憶、特に刺激強度の記憶�

線虫は塩の濃度を餌の有無と連合して記憶し、記憶している塩

濃度に向かう、またはその濃度を避ける行動をとる。この記憶に

関わる重要な情報が感覚神経にあることがわかっていた。他生物

においても、刺激の強度を記憶する機構はほとんど分かっていな

いので、線虫を用いて濃度記憶の分子機構を明らかにする。この

ために、過去に経験した濃度と異なる濃度に向かう変異体の分離

を行う。その原因遺伝子を決定し、遺伝子産物がこの機能にいか

に働くかを決定する。すでに、ホスホリパーゼ&（3/&）�ジアシ

ルグリセロール（'$*）�プロテインキナーゼ&（3.&）経路が活性

化すると高い塩濃度、不活性化すると低い塩濃度に向かうことが

分かっており、この経路が塩濃度記憶の実体である可能性もある。

そこで、変異体での神経活動を測定するとともに、'$*の量を分

子イメージングにより測定し、塩濃度経験を含むどのような情報

によって変化するかを検討し、例えば細胞内の特定部位の'$*量

が記憶している塩濃度記憶の実体である可能性などを解明する。�

�

���記憶シグナルの細胞間転移�

塩の濃度と飢餓を連合させた学習においては、$6(5神経の存在

と、そこでのインスリン経路の機能が必須である。ところが、$6(5

神経だけでは塩の忌避が起こらないことを見出し、他の感覚神経

の働きも必要であることが示唆されている。$6(5感覚神経で認識

した塩の濃度がどう他の神経に伝わるのかを解明する。逆に、飢

餓のシグナルなどは他の組織で発生し、頭部神経系に伝わること

が感覚情報処理に必要な可能性がある。このような細胞間の連絡

による行動制御の機構を多面的に解明する。�

�

���長期記憶、短期から長期への固定化�

� 匂い物質ブタノンと餌、および��プロパノールと塩酸との連合

学習においては、繰り返し条件付けにより��時間以上持続する長

期記憶が形成されることが示されている。塩を用いた長期記憶の

実験系の作製を行い、繰り返し条件付けと記憶の持続時間など基

本的な性格付けを行うとともに、固定化異常の変異体の分離を行

う。同時に、&5(%による転写制御などの役割についても調べ、長

期記憶による回路の動作の変化を調べる。�

�

���一細胞での分別記憶の機構�

� 糖が存在する状態で飼育された線虫は糖に向かい、糖のない状

態で飼育された線虫は糖を避けることを見出していた。さらに、

糖走性�糖濃度記憶には$6(/神経が重要とわかった。$6(/は1D�

などのイオンを受容するが、面白いことに、糖の濃度と1D�の濃

度は独立に記憶されることがわかってきた。同じ感覚神経で受容

されるにも関わらず別個に記憶が形成される機構を調べるため、

糖濃度記憶変異体の分離を行い、神経応答のカルシウムイメージ

ングなどの機能解析により分子機構を解明する。�

�

���学習･記憶の能力の制限機構�

� 餌の存在下で塩の濃度を変化させたときに、新たな濃度の記憶

が野生型より早く起こる変異体、および、塩と飢餓の連合が野生

型より早く起こる変異体を分離する。613Vマッピングと全ゲノム

シーケンシングにより原因遺伝子を同定し、機能解析を行って記

憶能力の制約機構に迫る。�

�

���個体間相互作用による行動可塑性の変化�

Small GTPase である Rac は、ASM の忘却を促進すること、
Rac と RGK1 は細胞骨格形成を制御することが知られているこ
とから忘却における Rgk1 の関与を探った。KCs に Rac の構成
的活性型を発現させると忘却により記憶のスコアが低下するが、

この時に同時に Rgk1 を発現させると記憶は回復する。また、
Racの構成的活性型による記憶スコアの低下は rgk1を１コピー
覗くことによってさらに低下する。以上のことから RGK1 の
ASMにおける機能の少なくとも１つはRac依存の忘却を制御す
ることにあると結論づけた（図 15）。

3)の図は Murakami et al., J. Neurosci., 2017, 37, 5496-5510.か
らの引用。

＜国内外での成果の位置づけ＞

1) 現在、ショウジョウバエの匂い記憶研究はコンパートメン
ト仮説が広く受け入れられている。少数の細胞からなる DANs
（ドーパミン作動性神経）は KCs 軸索のある決まった領域にシ
ナプスを作る。そして、その領域に対応する MBONsもシナプス
を形成する（図 16）。

この領域はコンパートメントとよばれ、KCs の情報が DANs に
よる修飾を受け、対になった MBONsによって読み出されるとい
うマイクロサーキットの機能を想定したものである。例えば同一

の KCs上のコンパートメントであっても DANsに依存して、正
あるいは負の valenceの入力を受けることが考えられ、多くの実

験結果が匂い記憶形成におけるコンパートメント仮説を支持し

ている。これに対して本研究は KCs自体も valenceをコードし
ていることを明らかにしたものである。事実、当該 KCs を抑制
あるいは興奮させることが US として機能することを示した。
最近、マウスの扁桃体の BLAに正と負の valenceを担う 2種の
神経の存在が示され（Kim et al., Nature neurosci., 2016, 12, 
1636-1646.）、この機構は進化上保存された根源的なものである
ことが示唆される。今後、本研究の成果をコンパートメント仮説

と統合するモデルが必要となる。また近年の研究では情報は

DANs>KCs>MBONs と一方向性に流れるだけでなく、各階層間
でのフィードバックを含む複雑な回路の存在が示唆されている。

2）記憶獲得時にドーパミンが強化子として機能することは広く
受け入れられている。本研究では、CS+提示のみならず CS-提示
時においてもドーパミンが（実験的に USを提示することがなく
ても）強化子として機能するポテンシャルがあり、MBONsがそ
のことを抑制している新たな機構を示すことができた。MBONs
が DANs を抑制する例が後に、長期記憶でも示された
（Pavlowsky et al.,  Current Biology, 2018,28,1-11.）

3）KCsに特異的に蓄積される small GTPaseが忘却を抑制する
可能性を示したことは、新たな知見であり記憶および忘却の機構

の理解を一歩進めるものである。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

記憶に伴う .&V の応答の可塑性を信頼に足る精度で解析するこ

とができなかった。.&V のサイズが小さいために高度なイメー

ジング技術が必要であり、さらに匂い試行のたびに必ずしも安

定で無い事も解析を難しくしている。カルシウム濃度以外の指

標も必要であるかもしれない。

＜今後の課題、展望＞

γCRE-nに正の、γCRE-pには負の valenceを付与する機構を理
解したい。回路を観察しても DANs がどちらかの細胞種に特異
的にシナプスを形成しているようには見えない。MBONsとのシ
ナプス結合も同様である。γCRE-nあるいは γCRE-pの出力を操
作しただけで US の代わりとなることから、これらの KCs を含
む回路内で拮抗する valence のバランスをとる機構が内在して
いるものと仮定している。

また KCs は総数２０００個の神経細胞からなり、そのうちの
数％の細胞が個々の匂いに応答することにより匂い情報をコー

ドしていると考えられているので、匂いと valenceの情報をどの
ようにコードし、記憶を形成しているのかを明らかにする。本研

究で扱った γ細胞種以外にも KCsには α/βおよび α’/β’の２種の
細胞種があり、α/βは主に記憶の想起に、α’/β’は保持／固定化に
機能するとされていた。本研究以前は γは２時間記憶の保持／固
定化には不必要とされていたことを考えると、KCs の機能は再
考を要する。報酬記憶にはいかなるステージであっても γCRE-p
からの出力を必要としないことから、少なくとも報酬記憶の匂い

の識別には寄与していないと思われる。一方、γCRE-nは嗅覚情
報をコードせず、視覚情報をコードするとされているが、報酬、

忌避記憶とも想起には必要とされる。何らかの形で正負両方の

Valenceをコードしているのであろうか。

γCRE-nと γCRE-pおよびその下流の MBON-γ5β’2a/β’2mpと
MBON-γ2α’1 の出力は３時間記憶の保持／固定化の間も連続し
て必要とされることから、その機能を明らかにする。

電気生理学解析の準備も整っているので、イメージング解析に

加えて電気生理学的な解析も進めて、個体を用いた記憶形成のシ

ナプス可塑性についてより深い理解を目指す。

図 15 rgk1 は構成的活性型 Racv12による忘却を負に制
御する（A）。rgk1をシングルコピー除くと Racv12の表
現型を増強する（B,C）。

図 16 コンパートメント仮説。少数の細胞からなる
DANs は KCs 軸索のある決まった領域にシナプスを作
り、その領域に対応してMBONsもシナプスを形成する。
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計画研究：2013年度-2017年度��

学習記憶に関わる新規分子の発見と神経系における動態・機能の

解明�
研究代表者：飯野�雄一�、研究分担者：饗場�篤��

�
東京大学・大学院理学系研究科、

�
東京大学・大学院医学系研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

過去の経験を記憶し、その情報を保持して利用する学習記憶の

能力は、生存の可能性を最大限にするために動物が発達させてき

た巧妙な仕組みである。本研究において、研究代表者らは、神経

細胞の数が全部で���個しかなく、おそらく動物界で最も単純な

部類の神経系を有する線虫&��HOHJDQVを主に用いて本研究を進

める。この生物は、以下の�つの、他の動物にみられない特筆す

べき特徴を持つ。�

１）神経細胞がすべて同定されており、それらが作る神経回路

の構造が完全にわかっているため、神経回路の動作特性を一細胞

レベルでの正確さで研究できること。�

２）万単位の個体をスクリーニングして行動を指標に突然変異

体を取得することができ、それによって学習に関わる新規遺伝子

を発見できること。�

� このような単純な系であるが、遺伝子の総数は約������であ

り、うち��％以上について哺乳類にホモログが存在すると言われ

ている。これらの利点をもとに、線虫を用いた神経系の研究はこ

こ��年ほどで爆発的に進んだ。その中で、研究代表者らは化学走

性行動とそれに関わる学習に重点を置いて研究を進めて来た。そ

の過程で、線虫が経験した塩の濃度を記憶し、その時の餌の有無

と連合して学習を行うことを見出した。この学習に関わるインス

リン�3,�キナーゼ経路、*T�3/&�3.&経路、カルシンテニン、ホス

ホイノシチド転移蛋白質、5DV�0$3.経路、10'$タイプグルタミン

酸受容体など多くの分子を同定している�7RPLRND�HW�DO�������

など�。行動の機構や神経の活動についても解析を行い、走性行

動に二つの機構があることを見出し、学習に際してどの神経のど

ういう変化が行動変化に結びつくかも明らかになりつつある。こ

のようなバックグラウンドをもとに、本研究ではイメージング技

術を駆使して神経回路の動作、特に学習による変化を可視化し、

情報の流れのダイナミックな変化を明らかにし、同時に、変異体

の分離により新規分子を発見し、その分子動態を調べることによ

り各階層で学習･記憶の機構を包括的に理解することを計画した。�

さらに、カルシンテニンなど線虫で機能的な解明が進んだ遺伝

子のホモログの遺伝子改変マウスを作製し、行動と神経活動につ

いての研究を進めることにより、種間での保存性や種による違い

を明らかにすることを目指した。�

以上を達成するために研究開始時に以下の計画を立てた。�

�

＜研究計画＞�

���短期記憶、特に刺激強度の記憶�

線虫は塩の濃度を餌の有無と連合して記憶し、記憶している塩

濃度に向かう、またはその濃度を避ける行動をとる。この記憶に

関わる重要な情報が感覚神経にあることがわかっていた。他生物

においても、刺激の強度を記憶する機構はほとんど分かっていな

いので、線虫を用いて濃度記憶の分子機構を明らかにする。この

ために、過去に経験した濃度と異なる濃度に向かう変異体の分離

を行う。その原因遺伝子を決定し、遺伝子産物がこの機能にいか

に働くかを決定する。すでに、ホスホリパーゼ&（3/&）�ジアシ

ルグリセロール（'$*）�プロテインキナーゼ&（3.&）経路が活性

化すると高い塩濃度、不活性化すると低い塩濃度に向かうことが

分かっており、この経路が塩濃度記憶の実体である可能性もある。

そこで、変異体での神経活動を測定するとともに、'$*の量を分

子イメージングにより測定し、塩濃度経験を含むどのような情報

によって変化するかを検討し、例えば細胞内の特定部位の'$*量

が記憶している塩濃度記憶の実体である可能性などを解明する。�

�

���記憶シグナルの細胞間転移�

塩の濃度と飢餓を連合させた学習においては、$6(5神経の存在

と、そこでのインスリン経路の機能が必須である。ところが、$6(5

神経だけでは塩の忌避が起こらないことを見出し、他の感覚神経

の働きも必要であることが示唆されている。$6(5感覚神経で認識

した塩の濃度がどう他の神経に伝わるのかを解明する。逆に、飢

餓のシグナルなどは他の組織で発生し、頭部神経系に伝わること

が感覚情報処理に必要な可能性がある。このような細胞間の連絡

による行動制御の機構を多面的に解明する。�

�

���長期記憶、短期から長期への固定化�

� 匂い物質ブタノンと餌、および��プロパノールと塩酸との連合

学習においては、繰り返し条件付けにより��時間以上持続する長

期記憶が形成されることが示されている。塩を用いた長期記憶の

実験系の作製を行い、繰り返し条件付けと記憶の持続時間など基

本的な性格付けを行うとともに、固定化異常の変異体の分離を行

う。同時に、&5(%による転写制御などの役割についても調べ、長

期記憶による回路の動作の変化を調べる。�

�

���一細胞での分別記憶の機構�

� 糖が存在する状態で飼育された線虫は糖に向かい、糖のない状

態で飼育された線虫は糖を避けることを見出していた。さらに、

糖走性�糖濃度記憶には$6(/神経が重要とわかった。$6(/は1D�

などのイオンを受容するが、面白いことに、糖の濃度と1D�の濃

度は独立に記憶されることがわかってきた。同じ感覚神経で受容

されるにも関わらず別個に記憶が形成される機構を調べるため、

糖濃度記憶変異体の分離を行い、神経応答のカルシウムイメージ

ングなどの機能解析により分子機構を解明する。�

�

���学習･記憶の能力の制限機構�

� 餌の存在下で塩の濃度を変化させたときに、新たな濃度の記憶

が野生型より早く起こる変異体、および、塩と飢餓の連合が野生

型より早く起こる変異体を分離する。613Vマッピングと全ゲノム

シーケンシングにより原因遺伝子を同定し、機能解析を行って記

憶能力の制約機構に迫る。�

�

���個体間相互作用による行動可塑性の変化�
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餌のない状態で匂いにしばらく曝されると匂いへの走性が低

下する。この可塑性を嗅覚可塑性（嗅覚学習）と呼ぶ。匂いに晒

される以前の培養時に線虫の個体群密度が濃いと、匂いに晒され

たときの嗅覚可塑性が向上することがわかっていた。個体群密度

の情報はフェロモンにより伝えられ、さらに細胞内ペプチド

61(7��を介することが分かっていた（<DPDGD�HW�DO���6FLHQFH��

����）。フェロモンがどう働くか、それがどう嗅覚学習を制御す

るかを61(7��レポーターを指標とした異常変異体、あるいは

61(7��を過剰株のサプレッサー変異体の分離･解析により明らか

にする。

�� マウスにおける学習関連遺伝子の機能解析

線虫の学習不能変異体として見出した変異体の原因遺伝子で

ある&$6<��は線虫インスリン受容体'$)��の特定のアイソフォー

ムを軸索輸送するのに必須であることが明らかとなり、その機能

が学習に必須であることが分かっていた�2KQR�HW�DO�� 6FLHQFH��

�����。&$6<��の哺乳類での相同遺伝子はカルシンテニンと呼ば

れ、カルシンテニン�～�の遺伝子ファミリーを形成している。哺

乳類カルシンテニンの機能を調べるため、�つのカルシンテニン

遺伝子の遺伝子改変マウスを作製し、それらの変異マウスがいか

なる異常を示すか、詳しく調べる。

＜得られた研究成果＞

�� 短期記憶、特に刺激強度の記憶の機構

線虫は、餌を与えて飼育されていた際の塩濃度を記憶し、その

塩濃度に向かう。この行動に重要な3/&�'$*�3.&経路の動態を知

るため、)5(7により'$*量に応じて蛍光が変化する'RZQZDUG�'$*�

プローブを$6(5神経に発現させて蛍光測光を行った。その結果、

$6(5感覚神経のシナプス部位でのジアシルグリセロール量が感

覚入力により両方向に変化することを観測した。この変化は$6(5

神経の感覚受容とカルシウム応答に依存していた。さらに、飢餓

後にはこの変化が小さく短くなることを明らかにした。$6(5感覚

神経における'$*経路の活性化が行動レベルでは高塩濃度への化

学走性を引き起こすことと合わせ、この'$*の挙動は以前に飼育

されていた塩濃度への化学走性が生じる機構をうまく説明でき

る（図１）。これらの結果を論文発表した（2KQR�HW�DO��&HOO�5HS���

����）。

さらに、濃度記憶依存の塩走性の神経機構を調べるため、自由

行動中の線虫を追尾しながらカルシウムイメージングにより神

経活動を測定する装置を用いて実験を行った。その結果、感覚神

経から介在神経に至る段階で、神経応答が経験により正逆に変化

することを見出した（6DWR�HW�DO�� 投稿準備中）。

また、低塩濃度で飼育後に、低塩に向かわずより高塩濃度に向

かう変異体を分離し、この原因遺伝子が塩化物イオンのチャネル

をコードし、それが感覚神経で働くことが明らかになった。

�� 記憶シグナルの細胞間転移

化学走性行動とその可塑性に異常を示す変異体として 725 経

路の変異体を見出した。この経路は飢餓条件下で経験した塩濃度

を避ける学習に特に重要である。725 は共に働く因子の違いによ

り 725&�、725&�の異なる複合体として存在する。化学走性には

これらの両複合体が関わっていたが、5,&7��、6,1+�� を含む

725&� については腸で働くことがわかり、腸からのシグナルが頭

部感覚神経による塩嗜好性を調節することが示唆された。この結

果を論文に発表した（図２、6DNDL�HW�DO�� 3/R6 2QH�����）。

一方、飢餓下で経験した塩濃度を避ける学習に必要な感覚神経

が以前に調べられ、塩濃度を感じる主たる神経である $6(5 神経

だけではこの行動が完全に起こるには不十分であることがわ

かっていた。では他にどの神経が必要かを探索したところ、$6*

と呼ばれる頭部感覚神経が必要であることがみつかった。ところ

が、$6* 神経は塩の濃度変化に対しては全く応答しなかった。光

遺伝学により $6(5 を人為的に刺激する実験によって、$6* が機

能しない場合、$6(5 の活性化は飼育塩濃度に向かう方向の行動

を引き起こすのに対し、$6* が機能していると、同じ $6(5 活性

化が飼育塩濃度から避ける行動を引き起こすことがわかった。さ

らに、$6*は方向転換行動の際に活性化され、線虫を飼育塩濃度

から避ける方向に転回させることも分かった。これら多面的な機

能により、$6*神経が飢餓条件下での行動を引き起こす重要な働

きがあることが明らかになった（-DQJ�HW�DO��投稿中）。

�� 長期記憶、短期から長期への固定化

長期記憶の実験系の構築を試み、塩濃度学習に関する新たなパ

ラダイムを考案した。間を置いた繰り返し条件付けにおいて �

時間および � 時間の時点での記憶の保持が向上するようにみえ

たが、その差異は小さかった（後述）。

前述のように、インスリン経路は飢餓により経験した塩濃度か

ら逃げるようになる学習に必須であることを明らかにしている。

この学習においては、インスリン受容体 '$)��のアイソフォーム

の �つである '$)��Fが軸索で働くことが重要であるとわかって

いる（2KQR�HW�DO���6FLHQFH������）。インスリン経路により制

御される多くの生命現象においては、)2;2 転写因子がインスリ

ン経路の下流で機能する。その際、インスリン�3,� キナーゼ経

路の $.7キナーゼにより )2;2転写因子がリン酸化され負に制御

される。ところが、線虫の塩忌避学習においてはインスリン受容

体 '$)�� や 3,� キナーゼ $*(�� の欠損と '$)���（)2;2）の欠損

は同じ方向の異常を引き起こす。そこで '$)���について詳しく

調べたところ、軸索の '$)��Fとは別に核で '$)���が働き、その

図１ ジアシルグ

リセロール（DAG）
による塩走性の制

御のモデル

感覚神経内の DAG
は塩濃度の低下に

伴い増加する。一方

DAG が増加すると
線虫は高濃度に向

かう。塩濃度上昇時

にはその逆となる。

（Ohno et al. 2017）

図２ TOR経路による塩走性学習の制御
TOR経路は飢餓後に経験した塩濃度を避ける行動が起こるた
めに必要である。TORC1 経路は主に神経で、TORC2 は腸で
働くことが見出された（Sakai et al. PLoS One, 2017）。
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機能はおそらくインスリン受容体のもう一つのアイソフォーム

である '$)��Dにより制御されていることがわかった。さらに、

これら �つの経路が加算的に働くことが明らかになった。転写を

介したこの制御はより長い記憶を作り出すために必要である可

能性が示唆される（図３、1DJDVKLPD�HW�DO���投稿中）。

�� 一細胞での分別記憶の機構

線虫はグルコースなどの糖への走性を示すが、糖が存在する条

件下で飼育された後にのみこの糖走性がみられる。感覚神経のカ

ルシウムイメージングにより、糖走性に必要な神経のうちのひと

つである $6(/神経が糖濃度の低下に応答して活性化されること

がわかった。興味深いことに、$6(/神経は 1D�などのイオンへの

走性にも必須であり、1D�濃度の上昇により $6(/神経が活性化さ

れることがすでに知られている。つまり糖とイオンとでは $6(/

神経の反応性が逆である。さらに、行動可塑性の基盤について調

べたところ、$6(/ 神経の糖への応答は飼育条件によらず一定で

ある（糖濃度の低下に同等に応答する）ことがわかった。そこで、

光遺伝学により $6(/を人為的に活性化する実験を行ったところ、

$6(/ の活性化により起こる行動は経験依存で変化することがわ

かった。つまり、可塑性の原因は $6(/神経の活動より下流に存

在することが推定された。

一方、1D�イオンへの走性については、線虫は 1D�イオンに予め

曝されたときにのみ 1D�への走性を示すことを見出した。1D�は

$6(/感覚神経により受容されるので、$6(/および介在神経を光

刺激する実験とカルシウムイメージングの実験を行い、$6(/ 神

経の興奮性が 1D�イオン暴露により変化することがこの行動可塑

性の主たる機構であることを明らかにした。さらに、神経破壊実

験により、1D�暴露後の走性行動には $6(/味覚神経からのシグナ

ルを受け取る一次介在神経である $,$神経、$,%神経、$,<神経

が必要であることがわかった。次に、それぞれの一次介在神経を

刺激したところ、$,%は方向転換を促進し、$,$と $,<は前進行

動を促進することが明らかになった。さらに、$6(/ 味覚神経を

刺激すると、$,%の活動が減少し、$,$と $,<の活動が上昇する

ことが観察された。これらの神経活動の変化によって、1D�への

誘引が引き起こされると考えられた。以上の結果をまとめて論文

発表した（図４、:DQJ�HW�DO�� -��1HXURVFL�������）。

���学習・記憶の能力の制限機構

この項目は実施していない（後述）。

�� 個体間相互作用による行動可塑性の変化

線虫の個体群密度が高い場合には個体間相互作用により嗅覚

可塑性が上昇する。この現象において、嗅覚可塑性を負に制御す

るペプチドである 61(7��がフェロモンにより転写レベルで負に

制御させることがその機構の一部となっている。そこで VQHW��

のプロモーターに蛍光タンパク質をつないだレポーター遺伝子

を発現する株を用いて VQHW��の発現を制御する遺伝子群を探索

した。その結果、7*)β�60$' 経路の変異体が複数発見され、こ

のシグナル経路が発現制御に関わることが示唆された。以前の報

告でフェロモンにより発現が変化する感覚受容体の発現制御に

もこの経路が関わることが知られているので同様の過程が働い

ているのではないかと推定される。

�� マウスにおける学習関連遺伝子の機能解析

前述のように、線虫のカルシンテニンである &$6<��は塩の学

習に必須である。哺乳類におけるカルシンテニンの機能を探るた

め、マウスが持つ � つのカルシンテニン遺伝子の &5,635�&DV�

法による破壊を行った。�つの遺伝子に対する JXLGH�51$と &DV�

を微小注入し、いろいろな組み合わせで �つの遺伝子に変異をも

つ集団が得られていることを確認した。57�3&5 や組織染色によ

り、各カルシンテニンの P51$や蛋白質が消失していることも確

認した。これらの掛け合わせにより得た �重遺伝子破壊マウスで、

脳の組織染色と行動バッテリーテストを行った。この結果、パル

ブアルブミン陽性神経の顕著な減少がみられるとともに、過活動

性や、不安情動、社会性行動など複数の行動に異常がみられた。

これにより、� つのカルシンテニンは一部重複した機能を持ち、

多くの高次脳機能に重要な働きをすることが明らかとなった

（0RUL�HW�DO��発表準備中）。

＜国内外での成果の位置づけ＞

各種の生物を用いて繰り広げられている神経科学の分野の中

でも、本研究は分子から行動までを統一的に解明できる系を用い

ている点でユニークな位置づけを占める。本学術領域においても

複数のモデル動物を扱い結果を比較する中で有用な情報を提供

していると考えている。線虫の神経系の研究分野においては、本

研究で主たる対象としている塩走性は、濃度記憶があること、餌

との連合学習がみられ、明確に誘引と忌避の切り替えが起こるこ

となど、極めてロバストな行動可塑性がみられる点で特徴的な実

験系であり、さまざまな示唆を与えうる。実際、本研究の成果で

ある '$*レベルの測定の結果は大きな反響があり、塩走性と同様

図４ Naイオンへの化学走性の可塑性とその機構のモデル
Na+イオンは主に ASELで受容され、この神経が走性に必要
である。Na+なしで飼育された線虫は Na+への走性を示さな

い。これは ASELの興奮能が低下していることによる。一方、
Na+ありでの飼育後は ASELは Na+濃度の上昇により活性化

され、3つの介在神経を介して Na+への走性を作りだす。

図３ 塩忌避学習における DAF-16 FOXOの働き
インスリン受容体 DAF-2c は軸索のシナプス部位に輸送
されてそこで働く。一方、核で DAF-16が転写制御を行い、
その両者が相補的に働く。
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の行動可塑性がみられる温度走性の複数の研究者からプローブ

のリクエストがあった。経験依存の行動変化の分子・シナプス機

構に迫る成果であるので波及効果が大きいと考えられる。他のそ

れぞれの行動可塑性において '$* がどのような動態と働きを示

すのかの知見がまたれる。�

1D�走性と糖走性については、環境中でのそれぞれの有無によ

り学習がみられたが、 1D�については感覚神経の興奮性

（H[FLWDELOLW\）の変化が起こっていることを示唆する結果が得

られた。他生物でも学習などによって神経細胞の興奮性が変化す

る例が知られているが、線虫での報告例は初めてである。この点

において波及効果が期待される。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

「��長期記憶、短期から長期への固定化」については、塩と

餌への同時暴露を繰り返し与えた結果、塩への走性が長期に変

化するという実験系の構築を試みた。一旦この系が確立された

かにみえたので、この系を用いて関与する遺伝子を見出すこと

を開始した。しかしながら、系が非常に不安定であり、一括学

習と繰り返し学習との差異が必ずしも再現性よく観察できない

ことが後に問題となってきた。微妙な条件の違いによるもので

あることを想定し、条件検討を繰り返したが、最終的に繰り返

し学習による長期記憶を安定して観察する実験系の構築には至

らなかった。ショウジョウバエやマウスで長期記憶の成立に重

要な転写因子である &5(%の線虫ホモログの遺伝子 FUK��の変異

体は繰り返し条件付けによる長期記憶の異常があるように当初

みえたが、さらに検討した結果、この変異体が塩濃度嗜好性自

体に異常があることが明らかとなった。この変異体については

引き続き解析を続けている。�

また、「���学習・記憶の能力の制限機構」については、学習

がより早く起こる変異体の単離を計画していたが、具体的な検

討を行った過程で、本研究における学習操作が短時間での実験

操作となり行動のばらつきが大きいことが問題となった。ノイ

ズの多い実験でかなり大きな労力がかかる一方、確実に求める

変異体が得られる保証がないなど、困難な研究であると予想さ

れた。そのうえで、敢えてこの課題に挑むという決断には至ら

なかった。�

�

＜今後の課題、展望＞�

糖走性の可塑性の機構については未だ研究途上であり、今後さ

らなる解析が必要である。具体的には、感覚神経の活動には経験

依存の変化が認められなかったため、感覚神経のシナプス出力の

段階か、下流の介在神経での変化が起こっていることが想定され

る。これを特定するためには下流の介在神経の活動の測定が有効

と考えられる。'$*経路の関与についても検討する必要がある。

さらに、1D+と糖の弁別機構を明らかにする必要がある。残念な

がら本研究ではそれぞれの伝達と可塑性の機構の研究に終始し、

弁別機構まで研究が及ばなかった。糖の受容体について候補遺伝

子アプローチは行ったが今のところ受容体の特定には至ってい

ない。異なる条件付けを行った後に異なる感覚に対する$6(/の応

答を測定する実験も有効であろう。�

ジアシルグリセロール（'$*）経路については、塩濃度記憶・

可塑性の実体に近い位置にあることが想像されるので、さらなる

研究を進める予定である。特に、'$*下流のキナーゼの標的を見

出すことを試みたい。同時に、'$*下流のキナーゼがどのような

タイプのシナプス伝達をどう制御するかを明らかにする必要が

ある。これらが明らかになったら可塑性の実体とは何かという問

に物質レベルで答えることが可能と期待できる。�

マウスについては、パルブアルブミン神経の減少の原因を明ら

かにする必要がある。このためにはカルシンテニンノックアウト

マウスにおいて、発生過程の脳の観察が重要となるであろう。さ

らに、各種行動異常の神経基盤を明らかにしていきたい。�
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公募研究：2013年度-2017年度��

げっ歯類の記憶再固定化システムをモデルとした記憶ダイナミ

クスの共通原理の理解�
研究代表者：井ノ口� 馨� � � � � �

富山大学・大学院医学薬学研究部（医学）�

＜研究の目的と進め方＞�

記憶は脳内に固定化され蓄えられたあとも、脆弱化・再固定

化・連合・減弱・転送などダイナミックなプロセスを経て質的

に変化する。げっ歯類における記憶の動的側面に関する研究と

して、研究代表者らは、海馬から大脳皮質への記憶の転送に神

経新生が重要な役割を果たしていることを示した（Kitamura et 
al, Cell, 2009）。またシナプス伝達の減衰にオートファジーによ
るタンパク質分解が重要な役割を果たしていることを示し

（Shehata et al, J. Neurosci., 2012）、記憶の減衰や脆弱化にはタン
パク質分解系が関与していることを示唆してきた。記憶の脆弱

化・再固定化は、その後に新しく獲得した記憶と照合して記憶

情報を動的にアップデートするためのキープロセスであると想

定されているが、そのメカニズムには不明なままである。 

近年、個々の記憶は学習時に活動した特定のニューロン集団

セットとして符号化されている（記憶エングラム）ことが示さ

れてきた（Liu et al, Nature, 2012）。これらの先行研究では、
学習時に活動したニューロン集団を選択的に阻害、あるいは活

性化することで、その記憶想起がそれぞれ抑制されたり人為的

に想起されたりすることが示された。一方で、記憶がダイナ

ミックに変化するときにこれらのニューロン集団がどのように

変化するのかについては、ほとんど不明であり、詳細な解析が

必要であった。 
� 本研究では、記憶の再固定化の前後における記憶エングラム

の動的変化を捉えると共に、想起に伴う脆弱化と再固定化メカ

ニズムを理解することを目的とする。さらに、記憶同士が関連

付けられて新たな意味を持つ記憶が形成される記憶アップデー

トのエングラムメカニズムを解明する。 
 
＜研究計画＞�

１） in vivo LTP再固定化系を用いて、オートファジーの役割
を解析する。 

２） 記憶の想起に伴う脆弱化・再固定化プロセスにおける
オートファジーの役割を解析する。 

３） 想起に伴う脆弱化・再固定化を記憶ダイナミズムの代表
例として取り上げ、再固定化の阻害による記憶の破壊

が、記憶エングラムの消失によるものなのか、あるいは

エングラムは残存しているが想起できなくなったためな

のかを、遺伝子操作イメージングと光遺伝学を組み合わ

せたセルアセンブリを自在に操る技術を用いて明らかに

する。 

４） 海馬の記憶容量の確保に神経新生が果たす役割を解析す
る。 

５） ２つの記憶が関連付けられるエングラムのダイナミック
なメカニズムを解析する。 

�

＜得られた研究成果＞�

���LTP再固定化系におけるオートファジーの役割 
本研究が始まる前に確立していたin vivo海馬歯状回の長期増

強（LTP）系は、集合スパイク電位を測定する系であり、得られ
た変化がシナプス伝達の変化のみに由来するのか、神経細胞の興

奮性変化をも反映しているのかが判然としなかった。そこで、8
週齢程度の若いラットを用いて、貫通線維 – 歯状回顆粒細胞間
のシナプスにおける興奮性シナプス後電位（EPSP）スロープを
測定する系を立ち上げ、EPSPスロープの変化を基にしてシナプ
ス伝達変化を評価できる系を確立した。高頻度電気刺激により

LTPを誘導した1日後に、8 Hzの電気刺激を与えシナプスを再活
性化させた。その時にアニソマイシンを注入すると、その翌日か

らLTPの部分的な減衰が認められた。これは、想起に伴う記憶の
脆弱化現象がシナプスレベルで再現されていることを示してい

る。8 Hzの電気刺激直後に、アニソマイシンに加えてTat-Beclin
を注入しオートファジー活性を亢進すると、LTPは完全に元のレ
ベルに減弱した。この結果は、オートファジーが再活性化に伴う

シナプス伝達の減弱を促進していることを示しており、想起に伴

う記憶の脆弱化のシナプスレベルのメカニズムであることを強

く示唆している。�

図 1 

LTPにも再活性化に伴う再固定化プロセスがある。海馬歯状回
in vivo LTP再固定化系を用いた実験結果。 

 

 

���記憶の再固定化系におけるオートファジーの役割�

マウスの恐怖条件付けをモデルとして用い、記憶の想起後に

Tat-Beclin脳内注入でオートファジー活性を亢進するととも
に、アニソマイシン注入でタンパク質合成を阻害すると、その

後の恐怖反応がほぼ消失し完全な逆行性健忘を引き起こした。

オートファジーによるタンパク質分解系が、想起に伴う記憶の

脆弱化を促進することが明らかになった（図２）。また、想起に

伴う記憶の脆弱化は、AMPA受容体がエンドサイトーシスによ
りシナプス膜から細胞内に取り込まれてオートファジー系で分

解されるためであることがわかった（図３）。 

119



 

図２� オートファジー系による記憶と LTPの脆弱化 

いったん形成された記憶や LTPは、想起や再活性化に伴い脆弱
化するが、その後の再固定化プロセスで元のレベルに戻る。想

起、あるいは再活性化時にオートファジー系を亢進しつつアニ

ソマイシンを注入すると（青線, combined effect）、完全な逆行性
健忘や LTPの完全な減衰が引き起こされる。赤線、アニソマイ
シン群（inhibited reconsolidation）。 

�

図３� オートファジー系による記憶と /73 の脆弱化の分子メカ

ニズムモデル�

�

�

���逆行性健忘と記憶エングラム�

� マウスを用い、まず、再固定化の阻害により、音恐怖記憶の逆

行性健忘を引き起こす実験系を構築した。�

� 条件刺激として７ｋＨｚの音、無条件刺激として電気ショック

を組み合わせて条件付けを行い、１日後に７ｋＨｚの音の提示で

音恐怖記憶を想起させた（テスト１）直後に、この記憶の責任領

域の扁桃体に種々の薬液を注入しその効果を測定した（図４Ａ）。

記憶の想起直後にアニソマイシンを投与したんぱく質合成を阻

害した群では、次の日に音提示により恐怖反応であるフリージン

グ（すくみ反応）が低下しており、部分的な健忘が引き起こされ

た。想起に伴う記憶の減弱化を促進することが知られているタッ

トベクリンをアニソマイシンと共に投与した群では、ほとんどす

くみ反応を示さず、完全な健忘が引き起こされた（図４Ｂ）。�

� また、条件付けの時に活動した扁桃体の神経細胞をオプシン

R&K,()で標識しておくことで（図４$左端）光照射のみで扁桃体

のエングラム細胞を人為的に活性化することができるようにし

た。逆行性健忘を引き起こした翌日に、音刺激のない状態で光照

射をすると（図４、テスト３）、アニソマイシン投与群では健忘

を引き起こしていない実験対照群と同程度の高いすくみ反応を

示した。一方でタットベクリン＋アニソマイシン投与群では、光

照射しても全くすくみ反応を示さなかった（図４Ｃ）。これらの

結果より、部分的な健忘ではエングラムは残っているのに対して、

完全な健忘状態ではエングラムは消失しており、記憶そのものが

消え去っていることが示された。�

�
図４� 逆行性健忘はエングラムの消失に因る�

Ａ：逆行性健忘を引き起こす行動実験の手順。�

Ｂ：健忘後の音恐怖記憶のレベル。アニソマイシン投与群では、

翌日のテスト２ですくみ反応が部分的に低下した。一方、タット

ベクリンを同時に投与した群は１０パーセント程度のすくみ反

応を示し、完全な逆行性健忘が誘導された。縦軸、音を提示して

いる時間のうちすくみ反応を示している時間の割合。マウスの無

動状態をすくみ反応として自動判定している。恐怖条件付けされ

ていないマウスのすくみ反応（無動時間）は約１０パーセントで

ある。 $ Q L、アニソマイシン； W % &、タットベクリン。�

Ｃ：健忘後に、光照射でエングラム細胞を人為的に活性化したと

きの音恐怖記憶のレベル。$QL�W%&群は、光照射の前後（2))）で

も光照射中（21）のいずれでも恐怖反応を示さないが、対照群と

$ Q L 群は光照射時（ 2 1）に高いすくみ反応を示した。�

Ａｎｉ、アニソマイシン；ｔＢＣ、タットベクリン�

�

�

���海馬の記憶容量と生後脳神経新生�

海馬は学習記憶に重要な脳領域の１つである。ヒトを含む多く

の動物種において、記憶獲得後、ある種の記憶の想起は、最初は

海馬の働きを必要とするが、時間経過に伴い徐々にその海馬依存

性が減少する。生後脳の海馬神経新生がこの過程に関与している

ことが知られている。齧歯類においては、数週間後には海馬の働

きを必要とせずに想起できるようになり、記憶の依存する脳領域

が大脳皮質へと移行する。�

大脳皮質に比べて海馬は非常に小さい脳領域で、記憶を蓄える

能力は小さいと想定される。ところが脳は生涯、海馬を通して新

しい経験を記憶として蓄えることが可能である。�

� ここでは、海馬のシナプス伝達を人為的に飽和させて、新たな

記憶を獲得できなくなった状態を作り出し、その状態からの回復

に神経新生が果たす役割を解析した。�

� 海馬の神経回路に繰り返し高頻度電気刺激（U+)6）を与え長期

増強（/73）を繰り返し誘導し、神経回路を飽和状態にさせた。

この状態で海馬依存的な学習課題である文脈性恐怖条件付けを

行っても、ラットは恐怖記憶を獲得することができなかった。��

日後に恐怖条件付けを行うと恐怖記憶を形成することができ（図

５$、対照群）、また、/73が元の状態に戻っていた（図５%、対照

群）。この結果は、/73の自然減衰に伴い神経回路が飽和状態から

回復したために、新たに記憶を形成することができる状態に回復

したことを示している。�

� 次に、海馬の神経新生が飽和状態からの回復に果たす役割を調

べた。神経新生が低下したラットとして、頭部へのＸ線照射処置

をほどこしたラットを用い、海馬の神経新生が促進したラットと

して、回し車のある環境で飼育したラットを用いた。�
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� この実験により、以下のことが明らかになった。�

１） Ｘ線照射処置を受けて海馬の神経新生がほぼ消失した
ラットでは、U+)6による回路の飽和状態からの回復が遅れ

ており、��日後でも恐怖記憶を獲得することができず、ま

た、/73は減衰せずに飽和状態を保っていた（図５）。�

２） 回し車のある環境で飼育され神経新生が促進したラット
では、U+)6 による回路の飽和状態から � 日後には /73 が

元の状態に戻っていると同時に、恐怖記憶を獲得すること

ができ、飽和状態からの回復が促進していた（図５）。�

� 以上の結果より、日々新しい記憶が海馬に蓄えられるにもかか

わらず、神経新生の働きにより古い記憶は大脳皮質に転送される

ため、海馬の記憶容量は飽和することなく新しい記憶を蓄えるこ

とができることが明らかになった。�

�

�

図５� 海馬の記憶容量は生後脳神経新生により保たれている�

$� 記憶獲得能の回復。記憶獲得能はすくみ反応で測定。�

%� シナプス伝達の回復。���％以上でシナプス伝達が飽和状

態になる。���％が通常の状態。�

神経新生の促進により神経回路は飽和状態から早く回復する

（回し車群）のに対して、神経新生の阻害は回復を抑制した（;

線照射群）。横軸、U+)6による神経回路の飽和からの日数。�

�

�

５）記憶の関連付けとエングラム動態�

私たちは脳に蓄えられているさまざまな記憶情報を関連づけ

ることで、知識や概念を形成していく。それぞれの記憶は特定の

神経細胞集団（記憶エングラム細胞集団）によって脳内に蓄えら

れており、記憶同士が関連づけられるときにはそれぞれの記憶を

司る細胞集団同士がオーバーラップすると報告されていたが、

オーバーラップした細胞集団の役割は不明であった。�

図６� 連続した同時想起（記憶連合誘導）により生じた記憶間相

互作用�

上段：繰返しの同時想起後のＣＴＡ記憶テスト時におけるサッカ

リン水溶液の初回摂取後５分間のフリージング反応。�

下段（ベン図）：オーバーラップ（重複）した記憶痕跡細胞集団

に基づいた記憶連合の仮説モデル。ベン図（円）はＣＴＡ記憶の

想起時とＡＦＣ記憶想起時に活動した記憶痕跡細胞集団を示す。

サッカリン水溶液の提示によりＣＴＡ記憶痕跡細胞集団が活動

する。その時活動した重複記憶痕跡細胞集団を介してＡＦＣ記憶

痕跡細胞集団が活動し、フリージング反応を引き起こす。�

マウスを用いて味覚嫌悪学習（ＣＴＡ）と音恐怖条件付け（Ａ

ＦＣ）の２つの連合記憶を関連づける高次連合実験系を確立した

（図６）。ＣＴＡはサッカリン水溶液と塩化リチウムによる内臓

倦怠感、ＡＦＣはブザー音と電気ショック（それに対するすくみ

反応）がそれぞれ関連付けされる学習である。それぞれの条件刺

激（ＣＴＡではサッカリン水溶液、ＡＦＣではブザー音）を連続

して同時に思い出させると、本来別々に得られたＣＴＡ記憶とＡ

ＦＣ記憶が関連づけられた。すなわち、サッカリン水溶液を飲む

と、ブザー音を聞いた時のようにフリージング（すくみ）反応を

示すようになった。�

図７� オーバーラップした記憶痕跡細胞集団が記憶の関連付け

を担っている�

ベン図：本実験の結果を示した模式図。�
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連合記憶テスト：オーバーラップ（重複）細胞集団のみを $UFK7

で標識した。連合記憶想起時に光照射で重複細胞集団の活

動を抑制したところ、連合の結果生じるサッカリン水溶液

によるフリージング反応が一過的に低減した。�

&7$記憶テスト：ＣＴＡ記憶想起時の学習評価（嫌悪指数：マウ

スがどれだけサッカリン水溶液を忌避しているかを示す

指標。数値が破線より上部においてＣＴＡ記憶が保存され

ていることを示す）。元々のＣＴＡ記憶の想起に対しては、

重複細胞集団の活動抑制による変化は認められなかった。�

$)&記憶テスト：ＡＦＣ記憶想起時の学習評価（ＡＦＣ記憶が保

存されていることを示している）。元々のＡＦＣ記憶の想

起に対しては、重複細胞集団の活動抑制による変化は認め

られなかった。�

上記グラフ上の黄色い四角は重複細胞集団特異的に光遺伝学的

な活動抑制を行った時点を示す（ＮＳ：有意差無し）。 
�

その時、ＣＴＡ記憶とＡＦＣ記憶を司る扁桃体では、各記憶に

対応した記憶痕跡細胞集団のオーバーラップが増えた（図７）。

逆に、記憶を思い出した時に、オーバーラップした記憶痕跡細胞

集団の活動のみを実験的に抑制すると、２つの連合記憶同士が連

合する割合が低減した。一方で、ＣＴＡおよびＡＦＣそれぞれの

記憶、すなわちオリジナルの記憶の想起は正常のままだった。こ

れにより、オーバーラップした記憶痕跡細胞集団は記憶の連合の

みに関与し、それぞれの記憶の想起には必要ではないことが明ら

かになった。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

記憶研究において重要な問題について、いずれも世界で初

めてとなる複数の重要な発見をしたと高く評価されている。�

オートファジー系が記憶やシナプス /73 の不安定化に重要な

役割を果たしており、その活性の程度によって逆行性健忘の強さ

が制御されていること、そして、逆行性健忘の程度と記憶エング

ラムの消失の間に相関があることを発見し、部分的な健忘とは異

なり完全な健忘は記憶エングラムそのもの消失を伴うことを世

界で初めて明らかにし、「健忘は記憶そのものがなくなったため

に起きるのか、それとも想起の損傷により引き起こされたのか」

という長年にわたる国際的な論争に明確な結論を与えた。この発

見に関する論文は、���� 年の 6FLHQFH 誌に公刊されたが、論文

内容が同号の SHUVSHFWLYH で取り上げられて解説されるなど大

きな注目を集めた。�

神経新生はストレスや加齢に伴い低下し運動で亢進するため、

今回の研究により、何故運動が加齢に伴う記憶力の低下予防に役

立つのかを説明することができるようになった。また、アルツハ

イマー病モデル動物では神経新生が低下していることから、海馬

の神経新生は認知症に伴う記憶障害の予防の標的になると期待

される。�

オーバーラップした記憶エングラム細胞集団は記憶の連合の

みに関与し、それぞれの記憶の想起には必要ではないことを明ら

かにした。この発見に関する論文は、���� 年 � 月の 6FLHQFH 誌

に公刊されたが、国内外の多くのジャーナリズムに取り上げられ

るなど大きな注目を集めた。また、���� 年 � 月の 1DWXUH 誌の

5HVHDUFK�+LJKOLJKWVに取り上げられて解説記事が掲載された。�

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究も含めて従来の記憶研究をはじめとする脳研究は、覚醒

時に動物が学習課題に意識を向けている状態にフォーカスして、

そのメカニズムを解析するものが主流であった。近年になって睡

眠中や休息中など動物が意識を向けていない時の脳活動にも少

しずつ注意が向けられてきたが、いずれも現象論に留まっており

それらの脳活動がどのような機能を持っているのかは推測の域

を出ていない。 
我々人間は、取り組んでいる課題の回答を意識下では得られな

いが、睡眠後や休息時にその答えが閃くことがあることを経験し

ている。脳は無意識下でも活動（アイドリング状態の脳）してお

り、今までに蓄積した記憶を呼び出し照合し、情報の統合等を

行っていると思われる。 
本新学術領域研究と並行して、我々は、学習時に活動した数

多くの海馬セルアセンブリのうち、引き続くノンレム睡眠時や

レム睡眠時に再活動（リプレイ）したものだけが、その記憶の

想起時にも活動することを見いだした。この結果は、特定の選

択されたセルアセンブリの再活動が睡眠時における記憶の固定

化を担っていることを強く示唆している。一方、これらとは独

立した実験で、学習を経験していないナイーブなマウスで、睡

眠中に観察されるノイズと思われたセルアセンブリ活動が、そ

の直後の文脈学習時に再活動することを見いだした（プレプレ

イ）。�

このように、記憶エングラムの活動ダイナミクスを手がかり

に、アイドリング中の脳機能を明らかにすることが可能な状況

になっており、従来はアプローチされていなかった脳が持つ潜

在的な能力を科学的な根拠に基づいて理解することが可能と

なってきた。現在、科研費特別推進研究として、アイドリング

脳活動の解明を目指した研究を展開しつつあり、脳科学に新た

なパラダイムシフトを導き学術の変革に資する予定である。 
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ショウジョウバエ聴覚馴化システムをモデルとした記憶ダイナミ

ズムの共通原理の解明�
研究代表者：上川内�あづさ� � � � �
名古屋大学大学院・理学研究科�
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�

＜研究の目的と進め方＞�

動物は、単純な刺激に対する馴れから、生涯保持される長期

記憶まで実に多様な記憶システムを持つ。本計画研究は、研究

があまり進んでいなかった聴覚学習を制御する神経回路や分子

機構を解明するため、記憶研究のモデル生物であるショウジョ

ウバエに着目した。�

動物の音コミュニケーションの代表例である求愛歌は、求愛

過程において徐々に脳内に蓄積し、特定の行動を制御する。ま

た、このような歌への応答行動は、受け手個体のそれまでの経

験によって変化すると考えられる。このような、個体の行動を

様々な時間スケールで変化させる求愛歌音は、どのような神経

回路上にどのようなダイナミズムを持って受け手の脳内に聴覚

の「記憶」として蓄積し、行動を制御するだろうか。私たちは

ショウジョウバエを用いて、聴覚情報が求愛行動を制御する過

程に介在する記憶システムの実体解明と、その動作原理の解明

を目指した。�

本研究を進める上では、求愛歌情報を処理する脳領域や、実

際に情報処理を担う聴覚神経細胞群、それらが形成する神経回

路を同定することが必須である。私たちはまず、これらの聴覚

情報処理機構を解明し、その後、聴覚記憶システムの実体解明

へと進んだ。�

�

＜研究計画＞�

���聴覚行動解析法の確立�

求愛歌を聞くと求愛行動が活性化する、というオスの本能行

動、および求愛歌依存に交尾受け入れ活性が上がる、というメ

スの本能行動を利用して、様々な音に対する聴覚行動を解析す

る実験法を確立する。ここでは、これらの聴覚行動を大規模に

解析するために必要な、行動自動解析法も開発する。�

�

���聴覚神経回路の同定�

聴覚記憶を担う脳領域を推定するために、聴覚神経細胞の集中

的な投射先を同定する。まずは一次聴覚神経細胞群が構成する

神経回路構造を決定して、一次聴覚中枢の内部構造を解明す

る。その後、一次聴覚中枢から脳の高次領野へ投射する二次聴

覚神経細胞群を同定し、それらの投射先を同定分類する。先行

して研究が進んでいるショウジョウバエの嗅覚記憶システムに

おいては、二次嗅覚神経細胞群の集中的な投射先である「キノ

コ体」と呼ばれる高次脳領域が、嗅覚記憶中枢として同定され

ている。そこで、二次聴覚神経細胞群がキノコ体に投射するの

かにも着目して解析する。�

�

���求愛歌の識別学習の解析�

鳥の歌学習や人間の言語学習は、音パターンを識別する先天的

な脳内機構と幼少期での聴覚経験で成熟する後天的な脳内機構

とが協調して働くことで実現される。ショウジョウバエの求愛

歌受容において、そのような可塑性があるかは未解明である。

そこでまず、ハエでも同様の機構が存在するかを検討する。存

在が確認された場合、その機構解明に進む。�

�

���求愛歌の聞き分け機構の解明�

ショウジョウバエ求愛歌を聞き分ける際の主要な音成分である

「リズム」がどのように脳で解読されるのかを解析する。求愛

歌を受容し、その情報を処理する神経経路の初期段階に着目し

て解析する。�

�

＜得られた研究成果＞�

���以前、研究代表者らが実施した、人工的に作成した求愛歌へ

のオスの応答行動を解析できる聴覚行動実験（.DPLNRXFKL�HW�

DO�������）を用いて、ショウジョウバエのオスが示す音選択性

の範囲、閾値、頑強性，可塑性を詳細解析した。まずは解析ツ

ールを整備するため、コンピュータプログラムを用いて聴覚行

動を定量測定する方法（&KD,1 ソフトウェア）を開発した。こ

れにより初めて、ショウジョウバエの聴覚行動を大規模に解析

することが可能になった。そこでこの方法を用いて、様々なパ

ターンで音パラメータを改変した人工音に対する応答行動を定

量化した。解析の結果、キイロショウジョウバエは、同種の歌

に似せて作成した特定の時間パターンを持つパルス音に選好性

を示すことが判明した。一方でキイロショウジョウバエの近縁

種であるオナジショウジョウバエは、そのような選好性をあま

り示さないことが判明した（<RRQ�HW�DO�������）。�

� さらなる解析の結果、キイロショウジョウバエは、長時間の

音刺激に対しては応答行動を減弱させることが分かった。この

結果は、ハエが音刺激に慣れた結果、行動活性が徐々に低下す

ることを示唆している。面白いことに、行動減弱後に音を変化

させると、行動活性が変化した（図１）。この結果から、ショウ

ジョウバエは，二種類の音パターンの聞き分けが可能であるこ

とが初めて示された。また、記憶障害の変異体である UXWDEDJD

変異体では、この聞き分け行動が弱まっていた。�

図１� オスが示す聴覚行動の解析系。人工音を与える

と行動が増加するが、時間とともに「慣れ」により行

動量が減少する。途中で音を変えると、行動活性が復

活する。<RRQ�HW�DO�������より改変。�
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そこでまず、ハエでも同様の機構が存在するかを検討する。存

在が確認された場合、その機構解明に進む。�

�

���求愛歌の聞き分け機構の解明�

ショウジョウバエ求愛歌を聞き分ける際の主要な音成分である

「リズム」がどのように脳で解読されるのかを解析する。求愛

歌を受容し、その情報を処理する神経経路の初期段階に着目し

て解析する。�

�

＜得られた研究成果＞�

���以前、研究代表者らが実施した、人工的に作成した求愛歌へ

のオスの応答行動を解析できる聴覚行動実験（.DPLNRXFKL�HW�

DO�������）を用いて、ショウジョウバエのオスが示す音選択性

の範囲、閾値、頑強性，可塑性を詳細解析した。まずは解析ツ

ールを整備するため、コンピュータプログラムを用いて聴覚行

動を定量測定する方法（&KD,1 ソフトウェア）を開発した。こ

れにより初めて、ショウジョウバエの聴覚行動を大規模に解析

することが可能になった。そこでこの方法を用いて、様々なパ

ターンで音パラメータを改変した人工音に対する応答行動を定

量化した。解析の結果、キイロショウジョウバエは、同種の歌

に似せて作成した特定の時間パターンを持つパルス音に選好性

を示すことが判明した。一方でキイロショウジョウバエの近縁

種であるオナジショウジョウバエは、そのような選好性をあま

り示さないことが判明した（<RRQ�HW�DO�������）。�

� さらなる解析の結果、キイロショウジョウバエは、長時間の

音刺激に対しては応答行動を減弱させることが分かった。この

結果は、ハエが音刺激に慣れた結果、行動活性が徐々に低下す

ることを示唆している。面白いことに、行動減弱後に音を変化

させると、行動活性が変化した（図１）。この結果から、ショウ

ジョウバエは，二種類の音パターンの聞き分けが可能であるこ

とが初めて示された。また、記憶障害の変異体である UXWDEDJD

変異体では、この聞き分け行動が弱まっていた。�

図１� オスが示す聴覚行動の解析系。人工音を与える

と行動が増加するが、時間とともに「慣れ」により行

動量が減少する。途中で音を変えると、行動活性が復

活する。<RRQ�HW�DO�������より改変。�
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� 以上の結果から、キイロショウジョウバエ脳における聴覚情

報処理システムにおいては、特定のパルス音を抽出するフィル

ターシステムが備わっており、そのシステムの特性は時間とと

もに変化することが推定できた。また、UXWDEDJD 遺伝子がコー

ドするタンパク質が、異なる音に対する応答行動に関与してい

る可能性が示された。�

� 一方でメスも、求愛歌を模した人工音に依存して、オスに求

愛された場合の交尾受け入れ活性が上がることを示した（図２��

<DPDGD�HW�DO�������）。以上の結果により、ショウジョウバエ

を対象とした、聴覚行動の大規模解析法を確立した。またこれ

を用いて、聴覚行動特性を解明できた。�

�

�

���ショウジョウバエは、触角で音を受容する。空気の振動であ

る音が触角を揺らすと、触角の内部にあるジョンストンニュー

ロンと呼ばれる一次聴覚神経細胞群が興奮して、脳に情報を伝

える。ジョンストンニューロンの下流では、様々な神経細胞が

音の情報を受け取り、段階的に求愛歌の情報を処理すると考え

られるが、その情報処理を担う脳領域は未同定であった。聴覚

神経細胞群の、脳内での集中的な投射先を同定する目的で、一

次聴覚中枢のさらなる解析や、一次聴覚中枢と脳の他領域を結

ぶ二次聴覚神経細胞の網羅的な同定と神経回路構造の解析を行

った。まずは、以前同定した一次聴覚神経細胞群の投射や応答

特性を詳細に解析した。その結果、多様な投射様式と応答特性

を持ち高音に強く応答する $ 細胞、比較的均一な投射様式と応

答特性を持ち低音に強く応答する % 細胞、中域音に加えて風や

重力変化にも応答する少数の ' 細胞、という３種類の聴感覚細

胞群を同定した（ 0DWVXR� HW� DO�� ������ ,VKLNDZD� HW� DO���

����）。�

� 次に、単一細胞レベルでの二次聴覚神経回路地図を作成し

た。様々なパターンで神経細胞を標識する、約 ������ 種類の

*$/� 系統からスクリーニングした �� 系統を利用して、熱ショ

ックフリップアウト法により単一神経細胞を体系的に可視化し

た。これにより合計 �� 種類の二次聴覚神経細胞群を同定し、そ

れらの投射先としての二次聴覚中枢を同定した。その結果、シ

ョウジョウバエの聴覚系は、嗅覚系のように特定の脳領域に集

中的に投射するのではなく、３つの脳領域を中心とした合計 ��

の脳領域に分散的に投射することが判明した（図３��0DWVXR�HW�

DO������）。よって、少なくとも二次聴覚中枢の段階までの解剖

学的知見からは、聴覚記憶中枢を推定することは困難であるこ

とがわかった。また、キノコ体に直接投射する二次聴覚神経細

胞は同定されなかった。哺乳類と同様に、ハエにおいても音情

報は脳内で並列分散処理される可能性がある。�

�

���求愛中のセミやコオロギと同様に、ショウジョウバエも、近

縁種ごとに少しずつパターンの違う求愛歌を発する。このよう

な違うパターンの歌を聞き分けるためには、脳内に「正しい」

歌パターンが記憶されている必要がある。この記憶を担う神経

機構を解明するために、私たちはハエ幼少期の歌経験に注目し

た。�

� 私たちはまず、ショウジョウバエに歌経験を積ませるため、

新たな訓練手法を開発した（図４��/L�HW�DO�������）。羽化後

すぐに集めた未交尾のオスを餌入りのガラス容器に入れ、スピ

ーカーの前に設置した。このようにして６日間、音を聞かせな

がらオスバエを育てると、同種の歌と異種の歌の識別能力が上

がり、同種の歌に選択的に応答し、求愛行動を示すようになっ

た（図５）。�

�

� また、オスバエを若いうちに他のオスと一緒に育てても、同

じように歌の識別能力が上がった。�

図３� 脳内の二次聴覚神経細胞群�

一次聴覚中枢に送られた音情報は、様々な領域に伝えられて

処理される。0DWVXR�HW�DO������より改変。�

図４� ショウジョウバエの歌訓練装置。ハエを入れた容器

をスピーカーの前に設置し、人工求愛歌を再生する。/L�

HW�DO�������より転載。�

図２� メスが示す聴覚行動の

解析系。求愛歌を模した人工

音（,3,��）を与えると、交尾

率が増加する。 <DPDGD� HW�

DO�������より改変。�
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� 一方で、メスバエにも人工的な求愛歌を聞かせて育てた後、

同種の歌や異種の歌を聞かせながらオスバエに求愛させたとこ

ろ、同種の歌を伴うオスの求愛をより良く受け入れるようにな

った。さらに、オスもメスも、異種の歌を聞かせて育てても、

識別能力は変化しなかった。これらの結果は、オスもメスも、

若い時期に「正しい」、すなわち同種の歌を聞く経験を積むこと

によって、同種の歌を聞き分けて応答する能力が上がったこと

を意味している（図５）。�

�

�

� 次に私たちは、ハエが示すこの経験依存の歌識別学習が成立

する神経基盤を調べた。ハエと同様に歌を学習するキンカチョ

ウにおいては、音経験に依存した歌識別精度の向上には γ�アミ
ノ酪酸（JDPPD�DPLQREXW\ULF�DFLG��*$%$）と呼ばれる抑制性神

経伝達物質が関与することが知られている。そこで、ショウジ

ョウバエで発達した分子遺伝学的な手法を利用して、*$%$ の産

生を抑えたハエを作成した。すると、いくら歌を聞く経験をさ

せても識別能力は上がらなかった。この結果は、ショウジョウ

バエの歌識別学習にも *$%$ が必要である、ということを意味す

る。そこで、脳のどのような神経細胞（ニューロン）が歌識別

学習に必要な *$%$ を受け取っているのかを調べた。私たちは、

求愛情報を取りまとめ、配偶行動を操る役割を持つと考えられ

ている「S&� ニューロン」に着目した。分子遺伝学を利用し

て、S&� ニューロンで *$%$ 情報を受け取る *$%$$ 受容体（5GO

サブユニット）の遺伝子発現を抑制したところ、同種の歌を聞

くという経験に依存した歌識別学習が消失した。これらの結果

により、「若い時期に歌を聞く」という経験は、脳内で *$%$ を

介して S&� ニューロンに作用し、実際に配偶行動を行う際の歌

識別能力を向上させる、という一連の機構が明らかになった

（図６��/L�HW�DO�������）。�

�

���ショウジョウバエのジョンストンニューロンの下流では、

様々な神経細胞が音の情報を受け取り、段階的に求愛歌の情報

を処理している。この一連の神経回路は、「歌伝達経路」と呼ば

れる。私たちは、求愛歌の識別学習の基盤となる、この「歌伝

達経路」がどのようにリズムを識別するのか、その情報処理の

初期過程の解明に挑んだ。私たちはここでも、「*$%$」に着目し

た。まず、ジョンストンニューロンの % 細胞（-2�% ニューロ

ン）の下流で求愛歌情報を受け取る $00&�%�ニューロンで *$%$$

受容体の発現を抑制したところ、㏿いリズムの歌への応答が減

弱した。また、$00&�%� の樹状突起領域が存在する脳内の触角

機械感覚野に投射し、*$%$ 作動性だと報告されている $00&�/1

と $00&�%�、という２種類の神経細胞の神経伝達を抑制したと

ころ、$00&�%� ㏿いリズムの歌への応答が強まった。また、シ

ナプス接続を可視化する�*5$63 という手法で解析した結果、

$00&�/1 や $00&�%� が、-2�% から入力を受け、$00&�%� に出力

するという、フィードフォワード性の神経回路構㐀を形成する

ことが示唆された。以上の結果から、㏿いリズムの歌を受容し

た際に $00&�/1 や $00&�%� が *$%$ を介して、$00&�%� ニューロ

ンの応答を抑制する、という神経回路機構が示唆された。さら

に $00&�/1 や $00&�%� の神経活動を阻害したところ、㏿いリズ

ムの歌への応答行動が選択的に低下した。これは、動物の持つ

時間間隔情報を抽出する神経機構において、抑制性神経細胞の

役割と行動変化の、直接的な因果関係を示した初めての報告で

ある。�

� 以上、本研究により私たちは、ショウジョウバエの脳内の特

定の神経細胞が、音のリズム検出細胞にリズムの㏿さに応じた

「ブレーキ」をかけることで、特定のリズムの情報を効率的に

抽出するシステムを構成することを発見した（図７）。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

私たちは、聴覚記憶システムの実体を理解するために必要な

基盤知識として、求愛歌情報を処理する聴覚神経細胞群の同定

と神経回路機構の解明を行なった。ショウジョウバエは近年、

聴覚研究のモデルとして徐々に用いられるようになってきた。

本研究成果では、聴覚研究を進める上で必要不可欠な神経回路

図７� ショウジョウバエのメスが、求愛歌を奏でるオスを

受け入れるかどうかを決定するために重要な脳内経路。

<DPDGD�HW�DO�������より改変。�

図６� ショウジョウバエの歌学習のメカニズムのモデル�

求愛歌の情報は、先天的な脳内経路によって求愛情報を取

りまとめる役目を持つ S&� ニューロン群へと伝えられる。

若い時に求愛歌を聞いた経験は、後天的な脳内経路を発達

させ、*$%$ を介して S&� ニューロン群の性質を調節す

る。/L�HW�DO�������より改変。�

図５� ショウジョウバエの歌学習若い時期に歌を聞く経験

をしない場合、成熟時に自分の種と異なる求愛歌でも受け

入れるが、自分の種の歌を聞いて育った場合は、異なる求

愛歌は拒絶するようになる。/L�HW�DO�������より改変。�
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構造の知見を解明した。この成果は、今後の聴覚研究分野の発

展に大いに貢献する成果として、高い評価を受けた。�

また私たちは、独自に開発した聴覚行動自動解析ツールによ

って、ハエが示す聴覚行動を高い時間分解能で大規模解析する

ことを可能とした。この解析ツールを利用することで、世界で

初めてハエの「歌識別学習」を発見した。この発見により、「若

いうちに音を聞いた経験がどのように脳に蓄積して、その後の

音への応答行動に影響するのか」という普遍的な問いに挑戦す

るための新たな実験モデルとして、ショウジョウバエを使う、

という革新的な研究戦略が世界で初めて提案された。�

言語学習の神経基盤を理解するため、人間そのものを対象と

した研究に加えて、実験操作が行いやすい鳴禽類が使われてい

る。鳥の歌学習や人間の言語学習は、音パターンを識別する先

天的な脳内機構と、幼少期での音経験で成熟する後天的な脳内

機構とが相互作用して実現される。しかし、脳の巨大さや実験

手法の不足、世代時間の長さなどの点が、この相互作用を担う

分子・神経基盤を解明する研究の進展を阻む要因となってい

た。一方でショウジョウバエは、脳が小さく調べやすいうえ

に、世代時間が短いため、短期間に沢山の個体を使って実験を

行える。また、光・熱遺伝学などの分子遺伝学的な研究ツール

が良く発達しているため、単一神経細胞といった精密なレベル

で、神経活動イメージングや神経活動操作、遺伝子発現操作が

可能である。本研究で私たちは、ショウジョウバエも人間や鳥

と同じ様なメカニズムで正しい歌を学習することを発見した。

私たちのこの成果をもとにして、『言語・歌学習のメカニズム解

明のためにショウジョウバエをモデルとする』という世界的に

も全く新しい研究分野が切り拓かれることが期待できる。�

カエルやコオロギを用いたこれまでの研究から、音の時間間

隔情報は脳の神経細胞の時間間隔選択的な神経活動という形で

表現され、その選択的活動の形成には興奮性と抑制性の入力が

重要であるとされてきた。キイロショウジョウバエを用いた本

研究により、音の時間間隔を抽出するための神経機構には、

*$%$ による神経活動調節が関わっていることが示された。この

調節機構では、*$%$ 作動性局所介在神経細胞群が、聴感覚細胞

群と二次聴覚神経細胞群の興奮性の主経路にバイパスするよう

な、フィードフォワード性の抑制性経路を構成することで、二

次聴覚神経細胞群の時間間隔選択的な神経活動を形成してい

る。このように、興奮性や抑制性、という正負の制御の組み合

わせによって音の時間間隔情報の抽出が達成される、というメ

カニズムがショウジョウバエでも発見された。この発見は、時

間間隔情報を抽出する神経機構は、動物種を超えて共通する根

本原理を持つ、という可能性を示している。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

今回私たちは、脳内で聴覚記憶の座として機能する高次聴覚

領域を同定するため、聴覚神経細胞群の集中的な投射先の同定

を試みた。しかし、少なくとも二次聴覚中枢の段階までの解剖

学的知見からは、聴覚記憶中枢を推定することは困難であるこ

とがわかった。これは、聴覚情報は分散的に処理される、とい

う、他の動物種でも見られる聴覚神経回路構造がハエにおいて

も保存されていることを示しており、共通した聴覚情報処理原

理によって支えらえる、種間で保存された神経回路構造の存在

を示唆している。�

�

＜今後の課題、展望＞�

私たちが初めて報告した、ショウジョウバエの「歌識別学

習」に関わる、さらなる分子機構や神経機構を解明する必要が

ある。特に、特定リズムへの応答性の制御に様々な段階で関わ

る *$%$ を介した抑制性制御の神経実体は理解されておらず、今

後の同定が必要である。また、神経回路の応答性を制御するこ

とが知られるドーパミンやセロトニンなどの神経修飾物質や神

経ペプチドに着目した解析も、聴覚記憶のメカニズムの一端を

担う可能性があり、今後の解析が必要だと考えられる。�

また、私たちは、ショウジョウバエが示す音の聞き分けに、

ハエにおいて嗅覚記憶など様々な記憶への関与が知られる

UXWDEDJD 遺伝子が関わっている可能性を示した。音を聞き分け

るためには、それまでに聞いている音を記憶する必要があるた

め、UXWDEDJD 遺伝子は短期の音記憶を担う可能性がある。今後

はこの可能性も追求したい。�
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研究代表者：松尾� 直毅� � � � � �

大阪大学大学院・医学系研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

動物の脳が有する記憶システムはコンピューターのハード

ディスクのように情報を忠実に記録するだけの装置とは異なり、

いったん獲得された後も、その情報が様々な外的・内的要因に依

存してダイナミックに変化しうる点に大きな特徴がある。この仕

組みにより、動物は刻々と変化する環境に適応して生存していく

ことが可能となり、また、このような柔軟性と曖昧さを含んだシ

ステムのおかげでヒトの創㐀やひらめきが産み出されるのかも

しれない。しかし、現在の記憶研究は未だ記憶が獲得・固定され

る初期段階のメカニズムの解明に力が注がれており、獲得後の動

的な変化に関する研究は未だ手付かずの状態であると言っても

過言では無い。�

� 記憶情報は、脳内に散在し協調的に活動する神経細胞間の機

能的ネットワークとして存在すると考えられているため（FHOO�

DVVHPEO\仮説）、千億個もの神経細胞から構成される動物の脳内

でそれらを同定することや、その神経活動を選択的に制御するこ

とは極めて困難である。そこで、研究代表者らは世界に先駆けて

任意の時期に任意の行動刺激により活動した細胞集団のみに、任

意の遺伝子操作を行うことが可能なトランスジェニックマウス

の開発に成功した。このマウスは、その発現が神経活動依存的に

迅 ㏿ か つ 一 時 的 に 誘 導 さ れ る こ と が 知ら れ て い る

,PPHGLDWH�(DUO\�*HQHV��,(*V�のひとつF�IRV遺伝子のプロモー

ターとテトラサイクリン誘導発現系を組み合わせることにより

得た（図�）。このシステムを活用することにより、「記憶という

実体の捉えがたい現象」と「機能的細胞集団（FHOO�DVVHPEO\）

の活動」の因果関係が個体レベルで実証され、ようやく記憶とい

うものを特定の細胞集団の活動と捉えた研究を進展させる基盤

が築かれた。�

研究代表者らが開発した活動痕跡細胞の可視化・操作が可能な

遺伝子改変マウスを軸に、行動実験、神経活動操作、解剖学的可

視化、LQ�YLYR脳内活動記録を駆使し、（�）活動痕跡細胞を操作

する遺伝子改変マウスの改良・開発、（�）記憶情報を担う神経細

胞集団の時空間的変化の解析を行う。これら一連の研究により、

哺乳類の脳内で記憶情報が時間経過や外界情報に対応してダイ

ナミックに変化していく様子を捉え、その実体と仕組みを理解す

ることを目的とする（図２）。�

本研究課題では

いったん獲得された

記憶が不安定化、再

固定化、連合、一般

化、消去などの行動

学的に検出されるダ

イナミックな変化を

起こす前後で、脳内

の細胞活動のパター

ンやネットワークに

いかなる変化が生じるのかを検証することから始める。学習課題

としては主に文脈依存的恐怖条件付け学習を用いて、研究代表者

らが開発した“時間的に離れた２点での神経活動を同一個体の脳

内において可視化”することのできる活動履歴可視化マウスや、

無麻酔下で行動中のマウスの多数の神経細胞の活動を同時に観

測することのできるLQ�YLYR脳内活動記録などの手法を組み合わ

せた解析を行う。これらの手法を用いて記憶ダイナミズムに伴う

脳内変化を捉え、脳内のどの領域のどの細胞で、どのような変化

が生じるのか？などの問題を明らかにすることにより、その神経

基盤の解析を行う。�

また、記憶を担うとされる細胞集団は、具体的には何の情報を

担っているのか？という問題にも取り組む。そのために、

RSWRJHQHWLFV や '5($''� �'HVLJQHU� 5HFHSWRUV� ([FOXVLYHO\�

$FWLYDWHG�E\�'HVLJQHU�'UXJ�、テタヌス毒素などにより記憶痕

跡細胞集団の神経活動の抑制を行い、失われる発火情報をLQ�

YLYRマルチユニット記録法を用いた解析により見いだす。特に場

所細胞やグリッド細胞などが存在することが知られている海馬

と嗅内皮質を中心に解析を行う。�

さらに、上記の研究を推進するために必要な新たな遺伝子改変

マウスの開発・改良もアデノ随伴ウイルスベクターによる局所遺

伝子導入とも組み合わせて行う。�

�

＜研究計画＞�

���研究代表者らが開発したF�IRV遺伝子のプロモーターとテト

ラサイクリン誘導発現系を組み合わせたトランスジェニックマ

ウスのシステムにより、学習時に活動した神経細胞集団の遺伝学

的標識を行う。さらに、これらの神経細胞集団の活動操作を行う

ことによる記憶学習への影響を行動解析により明らかにするこ

とにより、因果関係の実証を行う。�

�

���記憶はいったん獲得されれば安定不変というわけでは無く、

むしろ様々な内的・外的要因の影響を受けて、不安定化、再固定

化、連合、汎化、消去などのダイナミックな変化が生じることが

明らかとなりつつある。これらの変化が生じる前後で脳内の神経

細胞集団活動のパターンやネットワークが変化することが想像

されるが、まずその検証を行うことから始める。そこで、これら

の変化の検出を試み、変化が生じる領域、細胞集団の同定を行い、

どのような変化が生じるのか？を明らかにすることにより、その
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神経基盤を解明する。�

� 研究代表者らが開発した活動履歴可視化マウスを活用するこ

とにより、時間的に離れた�点での神経活動を同一個体の脳内に

おいて単一細胞の解像度で可視化を行う。�

� 活動履歴可視化マウスは画期的で極めて有用なシステムであ

るが、神経活動の変化を連続的により多点（リアルタイム）で捉

えるために、無麻酔下で行動中のマウスの多数の神経細胞の発火

活動を同時に観測することのできるLQ�YLYRマルチユニット記録

法の導入を行うことにより、解析を進める。�

�

��研究代表者らが既に開発した神経活動履歴可視化マウスに改

良・応用を加え、生体組織内での蛍光可視化や、順行性・逆行性

トレーサータンパク質を用いた機能的ネットワークの可視化、

RSWRJHQHWLFVなどにより神経活動操作を行うことが可能な遺伝

子改変マウスの作製を行う。ベクター作製後、受精卵への核イン

ジェクションを行い、得られたファウンダーマウスの交配・繁殖

を行う。適切な発現を示すマウス系統を得ることができない場合

に備え、$$9ベクターによる局所遺伝子導入を組み合わせたシス

テムの開発も同時に進める。�

�

＜得られた研究成果＞�

���学習時に働いた神経細胞群（神経アンサンブル）のシナプス

伝達を一時的に遮断するために、FIRV�W7$マウスと、WHW2プロ

モーターの制御下でWHWDQXV�WR[LQ�OLJKW�FKDLQ（7H17）を発現

するトランスジェニックマウスを掛け合わせたダブルトランス

ジェニック（7J�マウスの作製を行った。7H17は神経活動依存的

な前シナプス末端からのシナプス伝達物質放出に不可欠な9$03�

（V\QDSWREUHYLQ）を切断不活化することが知られている（図�）。�

� そこで、このダブル7Jマウスを用いて、'R[\F\FOLQH（'R[�を

含まない餌を与え始めて�日目に文脈依存的な恐怖条件付け学習

訓練を行った。7H17�P51$に対するLQ�VLWX�K\EULGL]DWLRQおよび

*)3に対する免疫組織化学染色の結果、海馬&$�領域、歯状回、大

脳皮質、扁桃体外側核において、〜５％の非常に疎らな発現が認

められた。また、神経細胞マーカー1HX1や興奮性神経細胞マー

カー&D0.,,αとの二重染色の結果、ほぼ１００％の7H17�*)3陽性

細胞が興奮性神経細胞であることを明らかにした。訓練とは無関

係な神経活動による7H17の発現誘導を防ぐために、訓練後は再び

'R[を含む餌を与えた。そこで、学習訓練の２４時間後に文脈依

存的な恐怖記憶の想起テストを行ったところ、対照群のマウスに

比べて有意に低いIUHH]LQJ（すくみ反応）を示すことを見出した。

しかし、学習時に誘導された7H17蛋白質が既に分解された２８日

後に同様の想起テストを行ったところ、対照群のマウスと同程度

の顕著なIUHH]LQJを示した。これらの結果は、学習時に活動した

神経細胞集団の活動を選択的に遮断することにより、記憶の想起

が障害されたことを示唆している。つまり、学習時に活動した神

経細胞集団の活動が、その記憶の想起に必要であるという因果必

然性を示した（0DWVXR��&HOO�5HS������）。�

� さらに、野生型マウスでは再学習訓練により記憶の増強（すく

み反応の増加）が認められたが、トランスジェニックマウスでは

最初の学習時に活動した神経アンサンブルのシナプス伝達を抑

制した状態で同じ学習訓練を再び行っても記憶の強化が起こら

ないことを見出した。一方、上記と異なる文脈において学習訓練

を実施した場合は、その文脈依存的恐怖記憶を獲得し、想起する

ことができたことから、異なる学習には異なる神経アンサンブル

が使用されることが示された。これらの結果は、いったん記憶情

報が割り当てられた特定の神経細胞の活動の組み合わせが、同じ

学習を行う際にも再び使われ、代替え補償が効かない仕組みが脳

内に存在することを示唆する。記憶の強化や定着には反復学習が

有効であることが知られているが、今回の発見は、それを担保す

る仕組みと考えられる（0DWVXR��&HOO�5HS������）。�

�

���文脈や出来事の記憶の細部は時間経過に伴って失われ、汎化

（generalization）することが知られている。適切に汎化が生じる
ことは動物が刻々と変化する環境に適応することに貢献してい

ると考えられる。また、概念や知識などの創成の源であるかもし

れない。一方で、心的外傷後ストレス障害などの不安障害でも見

られるように、恐怖記憶の過剰な汎化は無害な刺激に対してさえ

も不適切な恐怖不安反応が現れ、日常生活に大きな支障を来すた

め重大な問題である。このように生物学的かつ臨床的にも重要な

問題であるにも拘わらず、記憶の汎化の神経基盤はほとんど不明

である。そこで、記憶ダイナミズムの一例として記憶の汎化に着

目した研究を行った。 

� 恐怖記憶の汎化を実験室でモデル化するために、私たちは、条

件付けを行う文脈$の箱と、床の材質、光照度、部屋の形状・模

様、つまり体性感覚、視覚情報の一部が文脈$と異なっている別

の文脈%の箱を用意した（図�）。文脈恐怖条件付け学習課題の１

日後では、条件付けが行われた文脈$では恐怖記憶の想起（すく

み反応）が誘導されるが、マウスは文脈の違いを区別して、異な

る文脈%では恐怖記憶の想起が誘導されない。しかし、学習９日

後の想起テストでは、文脈$と%のどちらにおいても顕著な恐怖記

憶の想起が誘導されることを見いだした。つまり、時間の経過に

伴って記憶の汎化という記憶の動的変化が生じたことを示唆す

る。�

� そこで、この記憶の汎化の神経基盤を明らかにするために、時

間軸に沿った活動神経アンサンブルの変化を捉えることを試み

た。そのために独自の神経活動履歴可視化マウス（6FLHQFH�����）

を利用した。このマウスを用いて学習課題時に活動した神経アン

サンブルをWDX�ODF=で遺伝学的に標識し、想起時に活動したアン

サンブルを同一個体脳内において内在性のLPPHGLDWH�HDUO\�

JHQHVのひとつである=,)の発現で標識した。WDX�ODF=と=,)の両

方で標識される細胞は想起時に再活動した細胞ということにな

る。記憶の汎化が生じない学習課題一日後に文脈$に入れられた

マウスの一次体性感覚野や背側海馬&$�領域では同じ神経アンサ

ンブルが再活動する傾向が認められた。興味深いことに、背側海
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馬歯状回では文脈%に入れられた場合に、積極的に異なる神経ア

ンサンブルが活動することを示す結果が得られた。いずれの場合

も、一次体性感覚皮質、背側海馬&$�、背側海馬歯状回において、

神経アンサンブルの活動レベルで二つの異なる文脈情報を区別

していることが示唆される。しかし、記憶の汎化が行動レベルで

観察される�日後に同様の解析を行った結果、背側海馬&$�領域と

背側海馬歯状回において、活動アンサンブルの特徴的な選択性が

失われていた。一方で、一次体性感覚皮質では依然として二つの

文脈の違いを区別し

ていることを示唆す

る結果が得られた。

これらの結果から、

文脈依存性記憶の想

起時に、背側海馬（も

しくは感覚皮質から

背側海馬にいたる経

路）における神経ア

ンサンブルの時間経

過に伴う活動状態の

変化が文脈記憶の汎

化の基盤であること

が 示 唆 さ れ た

（<RNR\DPD�	�0DWVXR��

)URQW� %HKDY�

1HXURVFL�����）（図

�）。�

� 上記の神経活動履歴可視化マウスは、時間的に離れた�点で活

動した神経細胞集団を同一個体の脳内において単一細胞の解像

度で可視化することができる画期的な手法であるが、�点での活

動履歴のスナップショットであるという限界も存在する。そこで、

記憶の変化に伴う神経アンサンブルの活動変化を連続的に、より

詳細な時間分解能で捉えるために、超小型の内視型蛍光顕微鏡シ

ステムを活用したカルシウムイメージングを行った。マウスの背

側海馬の&$�領域にアデノ随伴ウイルス（$$9）を用いて、カルシ

ウムセンサータンパク質である*&D03�Iを&D0.,,αプロモーター

の制御下で発現させた。その後、超小型の内視型蛍光顕微鏡を脳

内に取り付けることで、自由行動下でのマウス脳内での数百個の

神経細胞の蛍光強度変化の時系列のデータを取得した。得られた

記憶学習の諸過程での神経活動の大量データの数理的解析を進

行中である。�

�

���獲得された恐怖記憶は、376'患者に対する暴露療法モデルで

ある記憶消去訓練により消失する。しかし、この見かけ上の記憶

の消失に伴って細胞集団レベルでの記憶痕跡も消し去られてい

るのであろうか？この記憶のダイナミズムに関する基本的な疑

問に答えるために、恐怖条件付け記憶の消去訓練後に、恐怖記憶

の学習時に活動した細胞集団を '5($''（'HVLJQHU�5HFHSWRUV�

([FOXVLYHO\�$FWLYDWHG�E\�'HVLJQHU�'UXJ）を用いて人為的に再

活動させた。�

� そのために、FIRV�W7$マウスと WHW2�K0�'Tマウスを掛け合わ

せたダブル 7J マウスを作製した。このマウスを用いて、'R[ 除

去期間中に文脈依存的恐怖条件付け学習訓練を行った。この時に

活動した神経細胞細胞集団を K0�'Tにより標識した後、条件付け

を行った環境にマウスを繰り返し暴露することにより記憶の消

去訓練を行った。その後、K0�'T の特異的リガンドである &12

（FOR]DSLQH�1�R[LGH）を腹腔投与することにより、K0�'T 標識

細胞集団の人為的な再活動を誘導した（図６）。�

� その結果、マウスは外部からの条件刺激が存在しないにも関わ

らず、対照群のマウスと比べて顕著なすくみ反応（恐怖記憶の想

起の指標）が誘導された。つまり、恐怖条件付け学習時に活動し

た特定細胞集団を人為的に再活動させることにより、恐怖記憶を

再生するのに十分であるという因果十分性を実証した。また、恐

怖記憶の痕跡は、ヒトの 376'（心的外傷後ストレス障害）の治

療モデルと知られる消去訓練に耐性であり、忘れ去られたかに見

える恐怖記憶が実際には脳内から消し去られた訳では無いこと

を示唆する（<RVKLL��+RVRNDZD��0DWVXR��1HXURSKDUPDFRORJ\�

����）。�

�

���嗅内皮質（HQWRUKLQDO�FRUWH[）は海馬への入出力の主要な玄

関口に当たり、海馬と同様にエピソード記憶に重要な役割を果た

すことが知られている。また、海馬に場所細胞が存在して空間情

報処理を行っているのと同様、嗅内皮質においても格子細胞、頭

部方向細胞、ボーダー細胞などが存在することから、空間認知に

も重要な役割を果たすと考えられている。さらに、嗅内皮質にお

ける病変がアルツハイマー病やてんかん、統合失調症などの発病

と関連すると行った報告もあり、近年、非常に注目を浴びている

脳領域である。�

� そこで、まず逆行性蛍光色素である蛍光標識コレラ毒素 &サブ

ユニット �&7%� $OH[D�をマウスの内側嗅内皮質（ PHGLDO�

HQWRUKLQDO�FRUWH[��0(&）に注入した解剖学的なトレーシング解

析により、内側嗅内皮質に投射する主要な脳領域のひとつとして、

意識との関連が示唆されている前障（FODXVWUXP）を同定した。

さらに、複数の逆行性蛍光色素をそれぞれ異なる脳領域に注入し

た解剖学的トレーシング解析を行うことにより、内側嗅内皮質に

投射する前障の神経細胞は、他の大脳感覚皮質に投射する前障の

神経細胞とは比較的独立した集団であることを明らかにした。ま

た、前障神経細胞は動物が新規環境に暴露されることで活性化す

ることを F�IRV 遺伝子発現を指標とした神経活動マッピングに

より明らかにした。�

� さらに、アデノ随伴ウイルス（$$9）を利用した逆行性の &UH

と ',2��'RXEOH�IOR[HG�LQYHUWHG�25)�システムなどを活用する

ことにより、内側嗅内皮質に投射する前障の一部の神経細胞およ

び神経軸索を選択的に蛍光タンパク質およびチャネルロドプシ

ンなどの光活性化タンパク質により遺伝学的標識を行った。文脈

依存的な恐怖条件付け学習中に、この神経回路の活動を光遺伝学

的手法により抑制すると、学習 �時間後の記憶想起テストでは対

照群と比べて顕著な差は認められなかったが、�� 時間後の記憶

想起テストで顕著な障害が認められた。オープンフィールドテス

トによる自発活動や、高架式十字迷路による不安様行動には影響

は認められなかった。これらの結果から、前障から嗅内皮質に投

射する神経回路の活動が、記憶の固定に必要であることを示した

（.LWDQLVKL�	�0DWVXR��-�1HXURVFL�����）。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

記憶情報を担う神経アンサンブルや記憶痕跡細胞の概念、およ

び神経活動依存的な活性化を示す F�IRVなどの LPPHGLDWH�HDUO\�

JHQHV��,(*V�のプロモーターを利用した遺伝学的な研究手法は
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記憶学習の研究分野にブレークスルーをもたらし、新たな領域を

開拓した。その結果、国内外で広く認められ普及し、世界中の研

究室でしのぎを削った競争の激しい研究が展開されている状況

となった。実際、この手法を用いた記憶痕跡の操作に関する一連

の研究成果は ����年の 6FLHQFH誌の %UHDNWKURXJK�RI�WKH�<HDU

に選出されている。�

� 研究代表者自身も、国内外での多数のシンポジウムなどで招待

講演を行い、記憶痕跡や記憶を担う神経アンサンブルに関する論

文の査読の依頼が多数あることなどから、国際的に研究成果が高

く評価されていると判断される。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

� 記憶を担う神経細胞集団の活動を自由行動下のマウスの脳か

ら記録するために、LQ�YLYR マルチユニット記録法を計画して

いたが、研究員の他大学への異動により遂行が困難となった。

しかし、代わりに超小型の内視型蛍光顕微鏡システムを用いた

LQ�YLYR カルシウムイメージング法の利用に方針を切り替え、

その実験システムの確立を行い、データを取得するに至った。

結果としては、LQ�YLYR マルチユニット記録法よりも数多くの

遺伝学的に同定可能な神経細胞集団の活動ダイナミクスを単一

細胞の分解能で長期間にわたり連続的に捉えることが可能と

なった。解析結果は順次、論文としてとりまとめを行い、近い

うちに国際雑誌に投稿する予定である。�

� また、研究代表者らが既に開発した神経活動履歴可視化マウ

スに改良を加えた遺伝子改変マウスの作製を試み、ベクター作

製後、受精卵への核インジェクションを行い、数系統のファウ

ンダーマウスを得ることができた。十分な交配、繁殖後に、遺

伝子発現の解析を行ったが、残念ながら期待通りの発現を示す

系統を得ることはできなかった。トランスジェニックマウスの

作製は、外来遺伝子の染色体への挿入位置の制御ができないた

め、所謂、ポジショナル効果の結果として、目的通りの発現様

式を示さないことは普通に起こりえることである。したがって、

アデノ随伴ウイルスベクターによる外来遺伝子の導入に方針を

切り替え、結果として多くの遺伝子操作のシステムを構築する

ことができた。�

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究により、目に見えない実体の捉えがたい記憶というもの

を自然科学の言葉で扱うことができる基盤を形成することがで

きた。このことは、個々の記憶情報を担う細胞集団（の一部）を

脳内で可視化し、活動操作することが可能であることを意味する。

今後は、これらの基盤に加えて、LQ�YLYRカルシウムイメージン

グ法なども組み合わせ、記憶痕跡細胞集団の特性を明らかにする

研究の展開が必要と考えられる。例えば、無数に存在する神経細

胞集団の中から、どのような仕組みによって、これらの一部の特

定の細胞集団が学習過程において選択され、特定の記憶情報が割

り当てられるのか？という問題。また、記憶痕跡細胞は周囲の他

の細胞集団と、分子、活動などのレベルで何が異なるのか？同一

の脳領域内、もしくは複数の脳領域にまたがるFHOO�DVVHPEO\の

相互作用の解析も重要な研究となる。記憶は私たちヒトの精神活

動（心）の基盤とも言える重要な生命機能である。記憶メカニズ

ムの理解は将来的に“心”というものの科学的・物質的基盤の理

解の礎となることが期待される。�

今後、記憶学習に限らず、様々な動物行動の動作原理や、脳機

能システムの破綻を伴う精神神経疾患、痴呆、376'などの病態・

原因・予防・治療の開発を心理学的・創薬的に研究するうえでも

数多くの応用・発展が将来的に見込まれる。例えば376'は心の傷

が原因で様々なストレス障害を引き起こし社会的生活を困難に

する深刻な情動障害であるが、過去のトラウマ記憶を忘れること

が出来ない一種の記憶障害と言える。しかし、本研究でも示した

ように現在用いられている暴露療法では、根本的に消去できない

と考えられる。376'の根本的治療にはその原因となる特定のトラ

ウマ記憶を脳内から消去することが理想であり、原因となる特定

の恐怖記憶情報を担う細胞集団を標的とした治療・創薬のスク

リーニングを行うことは非常に有効的であると考えられる。しか

し、L36細胞に代表されるような再生医療とは異なり、人の脳（記

憶）の治療操作は、一歩間違えれば人格の操作を行うことと同一

であり、社会において十分に倫理的な審議を必要とする。�
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計画研究：2013年度-2017年度��

線虫 C. elegansの忘却制御機構から探る記憶のダイナミズム�
研究代表者：石原� 健�

九州大学・理学研究院� � �

＜研究の目的と進め方＞�

� 動物は、獲得した記憶を適切な時間保持することによって、

刻々と変化する環境に適応した行動をとることができる。例えば、

餌の場所の記憶を必要以上に長く保持すると、餌がなくなっても

餌があった場所へ行ってしまう可能性がある。また、一方で飢餓

状態にさらされていれば、餌の場所の記憶を長く保持している方

が、生存の可能性が高まると考えられる。従って、記憶の保持時

間を適切に制御するためには、記憶の獲得だけではなく、忘却も

能動的に制御されている必要がある。記憶には、保持時間が数時

間以内の短期記憶と、形成にタンパク質合成を伴う固定化が必要

で数日から数年にわたって保持される長期記憶とがある。短期記

憶の形成過程や、長期記憶への固定化と維持については、これま

でに多くの分子機構や神経回路機構が明らかになってきた。一方

で、記憶の忘却に関わる分子・神経回路メカニズムに関わる研究

は非常に少なく、ほとんど明らかになってこなかった。これは、

忘却は受動的に起きていると想定され、能動的な機構の存在に疑

問が持たれていたことも理由の�つである。そこで、私達は、線

虫&��HOHJDQVの嗅覚可塑性や塩走性学習をモデルとして主に用

い、記憶を忘れにくい変異体を単離・解析することによって、忘

却を制御する分子・神経回路メカニズムの研究を進めていた。�

� 本研究を開始するまでに、私達は、嗅覚学習の忘却に異常が

ある変異体の同定とその解析から、$:&嗅覚ニューロンの

7,5���-1.��経路が神経分泌を制御することによって、$:$嗅覚

ニューロンのカルシウム応答を適切に変化させ、その結果行動可

塑性としての忘却を制御していることを明らかにした。さらに、

忘却時に餌の有無によって、記憶の保持時間が制御されているこ

とを明らかにしていた。また、ショウジョウバエを用いた研究に

よって、神経細胞内の細胞骨格の制御が忘却に重要であることを

示すことが知られていた。�

これらの研究成果に基づき、本研究では、ほとんど明らかに

なっていなかった能動的忘却�DFWLYH�IRUJHWWLQJ�の実行・制御

メカニズムを分子・神経回路レベルで詳細に明らかにすることを

目的とした。�

そのために、分子遺伝学的な手法を用いて、忘却細胞（$:&嗅

覚ニューロン）の下流で忘却を制御する因子や、餌シグナルによ

り忘却を制御する因子を同定する。また、得られた因子が忘却を

どの細胞でいつ制御しているのかを、分子遺伝学的手法を用いて、

明らかにする。さらに、、されているのか、忘却が実際に制御さ

れているのはいつか、など嗅覚の忘却機構を明らかにすることを

目指した。�

さらに、行動可塑性の一つとして、成長に伴い行動が変化する

分子・神経回路メカニズムを明らかにすることを目指した。成長

に伴う行動の変化は、ヒトなどの高等生物から、下等な生物に至

るまで、広くみられる現象である。しかし、そのメカニズムが、

分子から神経回路のレベルまでを通じて明らかになった例はほ

とんどない。私達は、線虫の特定の匂い物質に対する走性が、成

長に伴い強くなることを見出し、そのメカニズムを分子遺伝学的

手法とカルシウムイメージングを用いて明らかにすることを目

指した。�

カルシウムイメージングには、遺伝子にコードされたプローブ

（*(&,）が用いられることが多い。<HOORZ�&DPHOOHRQに代表され

る)5(7形プローブや、*&D03に代表される蛍光強度が変化するプ

ローブがよく用いられる。このうち、*&D03は、カルシウムイオ

ン濃度が高くなると蛍光が強くなるプローブであり、神経活動が

静止状態にあるときには暗く、興奮すると明るくなる。そのため、

静止状態では、顕微鏡下での観察が行いにくいという欠点もあっ

た。そこで、神経活動が静止状態にあるときに明るく、興奮する

と暗くなるプローブの開発を行うこととした。これは、大阪大学

の永井研究室との共同研究として、変異を導入することによって

改良したインバース型のプローブを作成することを目指した。�

� �

＜研究計画＞�

���私達は、忘却のモデル系として、嗅覚順応を用いた。線虫

を、匂い物質に一定期間曝すとその匂いに対する応答が弱くなる

嗅覚順応を示す。この行動可塑性は、餌のある条件で飼育すると

数時間で失われる。そこで、嗅覚順応の条件付けをしたあと�時

間飼育したのちに、匂い物質に対する応答性を調べることによっ

て、忘却が起きているかどうかを解析した。�

記憶の忘却ができない変異体は、記憶を保持し続けることになる

ので、記憶の形成や想起には異常がなく忘却に特異的な異常を示

す変異体を解析することが可能である。そこで、線虫のWLU��変

異体の行動表現型をもとに、そのサプレッサー変異体のスクリー

ニングにより、下流の変異体を単離する。その原因遺伝子の分子

遺伝学的解析から、忘却を制御するシグナル経路を明らかにする

ことを目指した。また、忘却に関与するニューロンを、ショウジョ

ウバエのヒスタミン作動性クロライドイオンチャネルを用いて、

時期特異的に不活性化することによる忘却に対する影響を解析

することによって、忘却がそのニューロンによって、いつ制御さ

れているのかを明らかにすることを目指した。さらに、カルシウ

ムイメージングにより、記憶の形成と忘却過程における感覚

ニューロンの応答の変化を明らかにする。�

�

 

�

 

感覚情報 短期記憶 長期記憶

忘却

想起

学習 固定化

記憶の形成・保持・忘却に関わる概念図
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�� 記憶の忘却には、単にその記憶を忘れる場合と、別の記憶に

上書きされる場合とがあると考えられている。私達は、線虫にお

いて、ブタノンエンハンスメントの忘却を解析している過程で、

記憶の上書きが起きて記憶が消去されている可能性がある現象

を見出した。そこで、この消去が起きない変異体の同定と解析を

進めることによって、記憶の消去と忘却とのメカニズムの違いを

明らかにすることを目指した。

�� 動物は、成長に伴い行動を変化させる場合がある。私達は、

誘引性匂い物質ジアセチルに対する走性が、幼虫が成虫になる過

程で強くなることを見出した。このような行動変化は、ほかの匂

い物質では起きないことから、ジアセチルに特異的な行動変化で

あることが分かる。そこで、本研究では、このような行動変化が

起こるメカニズムを、分子遺伝学的な解析とイメージングとを組

み合わせて明らかにすることを目指した。

�）カルシウムイメージングに用いるインバース型のプローブを

改良するために、大腸菌を用いた簡便なスクリーニング法を確立

する。これを用いて、インバース型プローブのLQYHUVH�SHULFDP

にエラープローン3&5を用いてランダムな変異をいれ、カルシウ

ム濃度による変化が大きい変異型を作成する。その生化学的な性

質を解析するとともに、線虫に導入して、神経活動の測定を行い、

どのような変化を測定できるか明らかにすることを目指した。

＜得られた研究成果＞

�� 線虫において、誘引性匂い物質ジアセチルに対する嗅覚順応

の記憶の忘却は、$:&ニューロンで働く7,5���-1.��経路が神経分

泌を制御することによって、$:$感覚ニューロンのカルシウム応

答を回復させることにより起こる。。そこで、この7,5���-1.��

経路の下流の因子を同定するために、忘却が過剰に起こるWLU��

機能獲得型変異体の抑圧変異体を探索した。このスクリーニング

で得られた変異体を、次世代シーケンサーによる全ゲノム塩基配

列の決定と一塩基多型を用いたマッピングにより解析し、原因遺

伝子を同定した。その結果、膜タンパク質0$&2��、受容体チロシ

ンキナーゼ6&'��、そのリガンド+(1��が嗅覚順応の忘却に重要で

あることがわかった。

�� 7,5���-1.��経路の変異体は、$:$嗅覚ニューロンで受容さ

れるジアセチルと$:&嗅覚ニューロンで受容されるイソアミルア

ルコールのいずれの匂い物質に対する忘却が起きにくい。そこで、

新たに同定した変異体の表現型を解析したところ、PDFR��変異体

では、ジアセチルとイソアミルアルコールのいずれの嗅覚順応の

忘却も起きにくかったが、VFG��変異体とKHQ��変異体では、ジア

セチルに対する嗅覚順応の忘却にのみ異常があった。これらのこ

とから、$:&感覚ニューロンの下流で、忘却を促進する経路が二

つに分かれていて、KHQ���VFG��遺伝子は、$:$嗅覚ニューロンに

おける順応の忘却にのみかかわっていると考えられた。

次に、PDFR��とVFG��が、遺伝学的に同一の経路で働いている

かを、二重変異体を作成して解析したところ、二重変異体では、

それぞれの変異体より忘却が一層起きにくいことがわかった。こ

のことは、これらの経路は遺伝学的に独立の経路で働いているこ

とを示唆している。

次に、これらの遺伝子がどのように忘却を制御しているかを解

析した。PDFR��変異体において、忘却を促進する$:&感覚ニュー

ロンの神経分泌を遺伝学的に亢進させると、忘却が野生型と同じ

ように起こるようになった。このことは、0$&2��が$:&感覚ニュー

ロンの神経分泌を制御している可能性を示唆している。

次に、これらの変異体において、カルシウムイメージングに

よって、嗅覚ニューロン$:$のジアセチル応答性を調べると、条

件付け後に減弱した応答が時間をおいても戻りにくく、行動表現

型と一致していた。しかし、細胞特異的な表現型回復実験を行う

と、PDFR��変異体では、行動表現型は回復しても感覚応答は回復

しない場合があり、VFG��変異体では感覚応答が回復しても行動

表現型が回復しない場合があることから、嗅覚ニューロン$:$の

感覚応答の下流で、忘却行動を制御している機構があることを示

唆している。

�� $:& 嗅覚ニューロン（忘却細胞）からの忘却促進シグナルが

いつ働いているかについても、ショウジョウバエのヒスタミン感

受性クロライドチャネルを用いて解析した。線虫では、ヒスタミ

ンは神経伝達物質として用いられていないので、ヒスタミンに曝

すことによって、ヒスタミン感受性クロライドチャネルを発現し

ているニューロンだけを特異的に抑制することができる。そこで、

$:& 感覚ニューロンにのみヒスタミン感受性クロライドチャネ

ルを発現させた線虫を作成し、嗅覚順応の条件付け時とその後の

回復時にそれぞれ時期特異的に抑制した線虫の忘却を解析した。

その結果、記憶を形成するときに、抑制しても記憶の形成や忘却

に対する影響はないが、学習後に忘却をしている時期に抑制する

と、忘却が阻害された。このことは、記憶を形成するときに忘却

されるかどうかが決まっているのではなく、学習したあとに忘却

細胞からの忘却促進シグナルが分泌されるかどうかによって、忘

却が起こるかどうかが決まることが示唆された。

��これまでの解析から、感覚ニューロンだけでなくその下流の介
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在ニューロンも忘却に重要である可能性があることがわかった。

そこで、特定の介在ニューロンが欠損した線虫を用いて、ジアセ

チルに対する嗅覚順応の忘却の行動測定を行った。その結果、特

定の一対のアンフィッド介在ニューロンが失われると、記憶が忘

却されないことが明らかになった。さらに、遺伝学的な解析から、

この介在ニューロンは、忘却を$:&感覚ニューロンの下流で制御

していることが示唆された。さらに、アンフィッド介在ニューロ

ンの活動を時期特異的に抑制することによって、$:&嗅覚ニュー

ロンの場合と同じように、実際に忘却している時の活動が重要で

あることも明らかになった。このことは、単純な行動可塑性であ

る嗅覚順応であっても、神経回路を介した複雑なシステムによっ

て制御されていることを示唆している。�

�

�� 動物が記憶を適切な時間だけ保持するためには、このような
忘却を実行する経路が適切に制御される必要がある。そこで、環

境シグナルが忘却を制御する機構を分子遺伝学的に解析した。そ

の結果、モノアミン神経伝達物質が、神経伝達を制御することに

よって、忘却が制御されていることがわかった。さらに、忘却の

制御が異常になる変異体をスクリーニングし、忘却の制御に複数

のニューロンにおけるジアセチルグリセロールシグナルが関与

していることが明らかになった。�

�

�� 線虫は、匂い物質ブタノンに対して弱い化学走性を示すが、
ブタノン存在下で餌の上で飼育すると、ブタノンに対する応答が

強くなるブタノンエンハンスメントという連合学習が知られて

いる。このブタノンエンハンスメントの条件付け後に、餌の上で

飼育すると、ブタノンを忌避するようになる。これは、単なる記

憶の忘却ではなく、記憶の消去が起きていると考えられる。そこ

で、その記憶の消去に異常がある変異体を単離・解析したところ、

シナプトタグミンと相同性を持つタンパク質に変異があると、記

憶の消去が起こりにくいことが分かった。このタンパク質はほと

んどの神経細胞で発現していた。次に、運動神経と筋肉の間の神

経伝達に与える影響を解析したところ、シナプス伝達を負に制御

しているタンパク質であることがわかった。このことは、シナプ

ス分泌が過剰になった結果、記憶の消去が起きにくくなったこと

を示唆している。�

さらに、ブタノンを受容する嗅覚ニューロンの応答を解析した

ところ、ブタノンエンハンスメントにより、ブタノンに対する感

覚応答は強くなるが、それは記憶が消去されても維持されている

ことがわかった。このことは、記憶の形成後にその下流で記憶の

消去が起きていることが示唆される。�

�

��成長に伴うジアセチルに対する行動変化には、生殖細胞が必要

であることを見出した。幼虫のときに生殖細胞をレーザーで除去

すると、成虫においてもジアセチルに対する化学走性は低いまま

であった。さらに、生殖細胞の増殖が起きない変異体 JOS��にお

いても、成虫におけるジアセチルに対する化学走性は低かった。

このことは生殖細胞の増殖が、神経回路に影響を及ぼしてジアセ

チル特異的な行動変化を引き起こしていると考えられる。�

�

��成長に伴うジアセチルに対する行動変化を制御している神経

回路を同定することを目的として、ジアセチルを受容する $:$

ニューロンとその下流の介在ニューロンの働きを解析した。$:$

の下流の介在ニューロンを遺伝学的に欠損させた線虫を用いて、

行動変化を解析したところ、$,$介在ニューロンまたは $,%介在

ニューロンが欠損した線虫では、生殖細胞の有無によって引き起

こされる化学走性の違いが観察されなかった。このことは、これ

らの介在ニューロンが、生殖細胞によるジアセチルに対する行動

変化に必要であることを示している。そこで、ジアセチルに対す

るニューロンの応答をカルシウムイメージングにより解析した。�

� まず、ジアセチルを主に受容している $:$感覚ニューロンにお

ける、ジアセチル刺激に依存したカルシウムイオンの応答を解析

したところ、生殖細胞がない場合、ある場合に比べて応答がやや

小さくなっていることが分かった。さらに、$,%介在ニューロン

の応答を測定したところ、生殖細胞がある線虫ではジアセチル刺

激によってカルシウムイオンの自発的な振動が抑えられるのに

対して、生殖細胞がない線虫ではそのような抑制がほとんどみら

れないことが明らかになった。このことは、生殖細胞の増殖に

よって、感覚受容だけではなく、その下流での情報処理も制御さ

れていることを示唆している。$,%介在ニューロンの興奮は線虫

の後退運動を引き起こすことが知られているので、ジアセチル存

在下で生殖細胞のある線虫は後退が抑制され、生殖細胞のない線

虫は後退が抑制されないと考えられる。その結果、生殖細胞が正

常に発達した線虫はジアセチルに誘引されるが、生殖細胞のない

線虫ではそのような誘引が起きなくなっていると説明できる。�

�

生殖細胞の増殖による回路制御の分子機構を明らかにするた

めに、正常な生殖細胞依存的走性亢進を示さない変異体の順遺伝

学および逆遺伝学的スクリーニングを行った。その結果、)2;2

転写因子 '$)���や、フェロモン合成酵素 '$)���、咽頭筋の収縮

を行う ($7��および 0<2��、ミトコンドリア $73合成酵素 +32���、

などの変異体で、生殖細胞の有無によるジアセチルへの走性の変

化が起きないことが明らかになった。このことから、多彩な因子

がこの制御に関わっていることが示唆された。�

�

�

�� カルシウムイメージングを用いて神経活動を測定する際に
は、カルシウムイオン濃度が高くなると蛍光強度が強くなる
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*&D03�及びその改変体�が用いられることが多かった。私達は、

カルシウムイオン濃度が低くなると蛍光強度が高くなるプロー

ブ LQYHUVH�SHULFDPに変異を入れることによって、カルシウムイ

オン濃度変化に伴う蛍光強度の変化が約７倍大きくなった

,3���を開発した。この ,3���は、LQYHUVH�SHULFDPに比べて、

カルシウムイオン濃度が低いときの蛍光強度が高く、カルシウム

イオン濃度が低いときの蛍光強度が低いことがわかった。

そこで、LQ�YLYRにおける ,3���のプローブの有用性をしらべる

ために、線虫の感覚ニューロンに発現させた。この線虫の行動を

解析したところ、,3���の発現によって行動には変化が見られな

かった。そこで、,3���を用いて神経活動の測定を行ったところ、

刺激に依存した神経活動の興奮だけでなく、抑制も鋭敏に観察す

ることが可能であった。これは、これまでにないカルシウムイオ

ンプローブの特徴であるので、,3���を用いることによって、神

経活動の詳細な変動を測定することが可能になると考えている。

＜国内外での成果の位置づけ＞

記憶の忘却に関する系統的な研究は、これまで非常に少なかっ

た。このような考え方に基づき、タンパク質のリン酸化が記憶の

形成や維持に重要であることから、タンパク質脱リン酸化活性を

亢進させると忘却が起きやすくなることが知られていた。また、

3.0ζの阻害剤によって、記憶の保持時間が短くなることから、

記憶の保持に 3.0ζ（3.&１�λ）が記憶の維持に必要であると考

えあれている。

能動的な忘却に関する分子機構の研究は、モデル動物を用いた

成果がこの �年ほどの間に少しずつ蓄積されてきている。ショウ

ジョウバエにおいては、匂い嫌悪学習において、研究が進められ

ている。スモール *タンパク質の一つである 5DFの変異体や、そ

の下流でアクチン細胞骨格を制御しているコフィリンの変異体

では、記憶が長く維持されることが明らかになっている。線虫に

おいても、アクチン細胞骨格が記憶の忘却に重要であることが見

出されている。また、ショウジョウバエの嗅覚嫌悪学習の形成に

は、ドーパミン神経細胞が重要な役割を果たしていることがしら

れている。一方、記憶の忘却にもドーパミン神経細胞が働いてい

て、忘却を促進していることが見出された。さらに、記憶の形成

時とは異なるドーパミン受容体が働いていることが明らかに

なった。このように、記憶の忘却については、分子レベル・神経

回路レベルの解明が少しずつ進められてきている。しかし、私達

の研究のように、バイアスがない順遺伝学的スクリーニングに

よって、新しいメカニズムの発見や神経回路レベルの解析を進め

ている研究はほとんどないことから、今後の研究の成果が期待で

きると考えている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

�� $:& 嗅覚ニューロンからは、忘却促進シグナルが分泌され、

それによって、直接的または間接的に $:$�嗅覚ニューロンにお

けるジアセチル応答が回復する。そこで、この忘却促進シグナ

ルを同定することを目指した。しかし、神経伝達物質や神経ぺ

プチドを探索した中に、見出すことができなかった。神経ペプ

チドのプロセッシング酵素の一つの変異体で忘却が起きにく

かったので、神経ペプチドをさらに網羅的にスクリーニングす

ることを進めている。

�� 忘却を促進シグナル経路は、最終的には記憶を保持する機構

を制御しているはずである。どこで、その下流因子の同定を試

みたが、少なくとも最下流因子は得られていない。これは、当

初想定していた以上に、記憶の忘却機構が複雑で、多様なシグ

ナル分子が関与している制御機構であることによっていると考

えている。今後、より下流の因子をもとに、サプレッサースク

リーニングを行うことによって、忘却シグナル経路の下流因子

の探索を進めていくことを計画している。

��カルシウムイメージングは、多数の神経細胞の活動を同時に

測定できる手法である。これまで、主に緑の蛍光をもつ *&D03��

関連のカルシウムプローブを用いて、神経活動の測定が行われ

てきた。*&D03は、カルシウムイオン濃度が高いときに蛍光強度

が高いので、神経活動の興奮を鋭敏に測定することができる。

一方で、私達が開発した ,3��� は、神経活動の抑制を鋭敏に測

定することができる。しかし、,3����は蛍光波長が、*&D03とほ

ぼ同じであるので、*&D03と同時に用いることはできない。そこ

で、蛍光波長が異なるインバース型のカルシウムプローブの作

成を試みたが、カルシウムイオン変化の測定に用いることがで

きるプローブは得られなかった。この理由の一つとして、赤色

のカルシウムプローブが作成しづらいことが挙げられる。赤色

の蛍光タンパク質は、緑色の蛍光タンパク質に比べ、成熟に時

間がかかるなど発色団の形成に時間がかかることなどが知られ

ている。今後、安定性が高い赤色蛍光タンパク質の開発と並行

して、進める必要があると考えている。

＜今後の課題、展望＞

記憶の忘却を制御するメカニズムは、記憶の形成や維持に関す

るメカニズムに比べて、不明な点が多い。私達は、線虫の分子遺

伝学やカルシウムイメージングによる神経活動の測定などを用

いて、能動的な忘却の分子レベル・神経回路レベルの解明を進め

ている。これにより、単純な記憶の忘却にさえ、複数の分子機構

が神経回路レベルで働くことによって、複雑に忘却を制御してい

ることを明らかにした。このような研究は、世界的にも例を見な

いものであって、この研究をさらに発展させることにより、忘却

メカニズムの全貌を初めて明らかにできる可能性があると考え

ている。また、性的成熟のような体内環境の変化によって、神経

回路での情報処理機構が調節される仕組みを明らかにしてきた。

さらに、光遺伝学を用いた神経回路の摂動による行動の制御や全

脳イメージングのシステムも、研究室での立ち上げに成功してお

り、今後の発展が期待できる。
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計画研究：2013年度-2017年度��

ゼブラフィッシュにおける嗅覚記憶ダイナミズムの�

分子・細胞・神経回路メカニズム�
研究代表者：吉原� 良浩�

理化学研究所・脳神経科学研究センター・システム分子行動学研究チーム�

＜研究の目的と進め方＞�

� 多くの生物にとって嗅覚は、餌を探し出す、交配相手を見つけ

る、親子を識別する、そして危険から逃避するなど、個体の生存

あるいは種の保存に直結する本能的行動に不可欠な感覚である。

外界に存在する多種多様な匂い分子が嗅細胞で受容され、その情

報が嗅球さらには高次嗅覚中枢へと伝達・処理されて、嗅覚イ

メージの形成、快不快の情動創出、さらには匂い記憶の成立へと

至る。����年の /LQGD�%XFN�と 5LFKDUG�$[HOによる嗅覚受容体

遺伝子群の発見（����年ノーベル医学生理学賞）が契機となり、

嗅覚研究は飛躍的な発展を遂げてきた。特に、嗅球における『匂

い地図』の存在が証明され、鼻から脳の入口に至るまでの一次嗅

覚神経系の匂い情報コーディング様式については、その全体像が

ほぼ解明されてきた。しかしながら、嗅球の『匂い地図』は匂い

分子の構造を基にした化学構造のマップであり、匂いのイメージ

形成を経ての嗅覚記憶は嗅皮質を介してさらに高次の嗅覚中枢

において形成されると考えられる。また、報酬と関連づけた匂い

物質への誘引反応、恐怖と関連づけた匂い物質からの逃避反応な

どは、多くの生物に共通の記憶行動原理であるが、それらの入力

から出力へと至る神経回路の全貌が明らかとなった例は未だ報

告されていない。�

本研究では嗅覚記憶の時空間的ダイナミズムの分子・細胞・回

路メカニズムの全貌を明らかにすることを目的とし、遺伝学・発

生工学・神経解剖学・神経活動イメージング・電気生理学・神経

行動学など多様な実験手法を駆使できるゼブラフィッシュをモ

デル生物とした統合的解析を以下の４つのテーマについて行っ

た。�

�

＜研究計画＞�

���嗅球から高次嗅覚中枢へと至る二次嗅覚神経回路の精緻な反

戦図の解読�

� 遺伝学的単一ニューロン標識法と三次元画像レジストレー

ション技術を駆使することにより、嗅球から高次嗅覚中枢（終

脳・右手綱核・視床下部など）へと至る軸索投射パターンの全貌

を明らかにする。この研究戦略によって得られたデータを統合し、

それぞれの嗅覚二次ニューロンが樹状突起を伸ばして匂い情報

を受け取る糸球体と、軸索を投射してその匂い情報を伝達する高

次嗅覚中枢領域の関連性を見出し、「嗅球に展開された匂い地図

が、高次嗅覚中枢でどのようにデコードされ、記憶・情動・行動

などの出力へと結びつくのか？」という嗅覚研究の最も重要な疑

問の解明に挑む。�

���サケの母川回帰行動に代表される嗅覚インプリンティングを

司る神経メカニズムの解明�

� ある特定の匂いがそれにまつわる記憶や当時の感情を誘発す

る現象を『プルースト効果』と言う（フランスの文豪マルセル・

プルーストによる『失われた時を求めて』で、マドレーヌ菓子の

匂いをきっかけに幼少期の家族の思い出が蘇ったことが由来と

なっている）。この現象は『嗅覚インプリンティング』とも呼ば

れる非常に安定な嗅覚長期記憶であり、海遊したサケが産卵のた

めに母川に戻る行動（母川回帰行動）が嗅覚インプリンティング

の代表例として知られている。しかしながら、幼少期の匂い刺激

が脳内にどのような記憶痕跡を残し、長期にわたって維持され、

成体になってからどのように想起されるのかについての神経メ

カニズムはまったく分かっていない。そこで本研究テーマでは、

遺伝学的操作が可能であり、嗅覚神経回路に関する知見が豊富に

なってきたゼブラフィッシュをモデル脊椎動物として用い、嗅覚

インプリンティングを司る神経回路メカニズムの解明へ挑む。�

���報酬・恐怖と関連させた嗅覚条件付け記憶を制御する神経メ

カニズムの解明�

� ゼブラフィッシュを使って、嗅覚入力と報酬・恐怖の連合学習

を制御する神経回路メカニズムの解明を目指す。具体的には、あ

る特定の匂い分子の入力を、餌などの報酬あるいは電気ショック

などの恐怖と条件付けしたゼブラフィッシュ個体をつくり、遺伝

学・神経解剖学・電気生理学・神経活動イメージングなどの手法

を組み合わせることにより、嗅覚記憶を司る神経回路を解析する。

また同一個体において同じ匂い分子入力を、異なった時期に報酬

と罰に連関させ、神経活動の履歴を詳細に解析することによって、

記憶痕跡の時空間的ダイナミズムを解明を目指す。�

���嗅覚系を介した誘引・忌避の生得的行動と後天的行動の比較

解析�

� 上記��及び��のような記憶に基づいた後天的な嗅覚誘引行

動・忌避行動と、生得的な嗅覚誘引行動・忌避行動の神経回路メ

カニズムの比較解析を行い、嗅覚神経回路の可塑性と安定性さら

にはそれらの互換性のメカニズムの解明を目指す。そのためにま

ず、餌の匂いや異性から発せられる性フェロモンに対しての生得

的な嗅覚誘引行動、警報フェロモンや二酸化炭素から逃避する生

得的な嗅覚忌避行動の神経回路メカニズムを解明する。その後、

分子・細胞・神経回路レベルで生得的嗅覚行動と後天的嗅覚行動

を比較して、それらの共通性と相違性を明らかにしようと研究を

進める。�

�

＜得られた研究成果＞�

���嗅球から高次嗅覚中枢へと至る二次嗅覚神経回路の精緻な反

戦図の解読�

� 多種多様な匂い分子の情報は、その化学構造を基にした「匂い

地図」として脳の嗅球に表現される。匂い情報はさらに高次嗅覚

中枢へと伝達されて、物体の認知、情動の誘起、記憶の形成や想

起へと至る。嗅覚記憶の神経回路メカニズムを理解するためには、

回路の構成要素であるニューロンが、互いにどのように接続して

いるかという神経配線図を解明することが必須である。特に、嗅

球から高次中枢に至る２次嗅覚回路については、嗅覚記憶の形

成・維持・想起に重要であると考えられる。�

� 近年、マウス、ゼブラフィッシュ、ショウジョウバエなどのモ

デル生物において、嗅細胞から嗅球までの一次嗅覚神経回路につ

いての理解は非常に進んできた。しかしながら、生物が匂いの情

報を、知覚し、情動を発現し、記憶し、行動を起こす神経メカニ
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ズムを知るためには、嗅球から高次中枢へと繋がる二次嗅覚神経

回路についての詳細な知識が必要である。そこで私たちは、発生

工学的手法を用いて、１匹のゼブラフィッシュでたった１つの嗅

球ニューロン（僧帽細胞）を蛍光蛋白質で可視化する方法を開発

した。この手法を駆使して約���匹のゼブラフィッシュから約���

ニューロンの画像を取得し、三次元画像処理技術を用いて標準化

したゼブラフィッシュの脳の座標軸に変換することで、僧帽細胞

の軸索投射パターンを三次元再構築することに成功した（図１）。�

図１�嗅球ニューロンの３次元再構築画像�

単一嗅球ニューロン標識によって得られた画像を、画像レジストレーショ

ン法を用いて標準脳座標に変換した。同じ糸球体クラスターに樹状突起を

接続する嗅球ニューロンごとに、その形態の３次元再構築をおこなった。

各画像において、異なる嗅球ニューロンは異なる色で表現されている。�

� その結果、匂いの情報は嗅球から嗅覚中枢の４つの領域（終脳

腹側部、終脳後方部、右手綱核、後方結節）に伝達されているこ

と、また各領域で匂いの情報が異なる様式で抽出・統合・解読さ

れ、様々な行動と密接に関連した情報へと再編成されることが明

らかとなった（図２）。この知見は、嗅覚記憶の座を同定するた

めの基礎的情報となる。本研究成果を1DWXUH�&RPPXQLFDWLRQV誌

に発表した（0L\DVDND�HW�DO��1DWXUH�&RPPXQLFDWLRQV�����������

����）。�

図２�ゼブラフィッシュ二次嗅覚神経回路の軸索投射マップ�

嗅球ニューロンは、終脳腹側部、終脳後方部、右手綱核、後方結節（視床

下部関連神経核）に軸索を投射する。これら高次嗅覚中枢は、それぞれ固

有なパターンで嗅球からの投射を受ける。矢印の大きさと色は、各糸球体

クラスターからの投射の頻度を示している。また、終脳後方部の中心領域

は全ての糸球体クラスターから重複した投射を受け（モザイク柄）、その

特徴的な入力様式から嗅覚記憶との関連が強く示唆される。�

�

�

�

���サケの母川回帰行動に代表される嗅覚インプリンティングを

司る神経メカニズムの解明�

� サケの母川回帰と同様の嗅覚長期記憶行動（嗅覚インプリン

ティング）を、実験室内のゼブラフィッシュで再現できる行動実

験システムの確立に成功した。具体的には、受精卵を �群に分け、

その �群を特定の匂い分子を含む飼育水で �週間飼育する。その

後 �週間は通常の飼育水で育て、生後 �ヶ月で <迷路選択行動実

験に供する。もう１群はコントロールとして、通常の飼育水中で

� ヶ月間育てる（図３上）。システインはゼブラフィッシュが忌

避を示すことが報告されているアミノ酸であるが、生後 �週間シ

ステインを含む水で飼育された幼魚は、成魚になってもそれを忌

避することなく、むしろ誘引行動を示した（図３下）。すなわち

ゼブラフィッシュにおいて幼少期に体験した匂いの記憶が成体

になってからも保持されていることが証明され、ヒトにおける

『プルースト効果』、サケにおける母川回帰を実験的に再現する

ことができた（投稿準備中）。�

図３�ゼブラフィッシュ嗅覚インプリティング行動実験システムの確立�

�

���報酬・恐怖と関連させた嗅覚条件付け記憶を制御する神経メ

カニズムの解明�

� ゼブラフィッシュにおいて嗅覚入力と報酬・恐怖の連合学習を

制御する神経回路メカニズムの解明を目指して、まずは嗅覚記憶

行動解析システムの開発を行った。誘引も忌避も起こさない

ニュートラルな匂い分子の嗅覚入力と、餌の報酬とを条件付けす

ることによって、ゼブラフィッシュがその匂い分子を記憶して策

餌行動を示すことを見出した。すなわち匂い刺激と餌報酬の連合

記憶の形成・維持・想起の行動実験系をゼブラフィッシュにおい

て確立することができた。また、遺伝学・神経解剖学・分子生物

学などの手法を組み合わせることによって、この嗅覚記憶を司る

神経回路の解析を行い、視床の特定の神経核が、餌報酬と連関さ

せた匂い刺激によって活性化されることを見出した（投稿準備

中）。�

�

�
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�� 嗅覚系を介した誘引・忌避の生得的行動と後天的行動の比較

解析

上記 ��及び ��のような記憶に基づいた後天的な嗅覚誘引行動

の神経機構を、生得的な嗅覚誘引行動と比較して、それらの共通

性と相違性を明らかにするために、�$�餌の匂いへの誘引行動、

�%�異性から発せられる性フェロモンによって駆動される誘引・

求愛行動、�&�高濃度の二酸化炭素を忌避する危険回避行動につ

いて解析し、各々の分子・細胞・神経回路メカニズムを解明した。

��$�餌の匂いへの誘引行動：魚類・両生類特異的な新規アデノシ

ン嗅覚受容体『$�F』の発見

ゼブラフィッシュにおいて、水中の食物から発せられるヌクレ

オチド（$73）誘引行動を司る分子・細胞・神経回路の解明を目

指し、嗅覚神経系の各レベルにおいて以下の知見を得た（図４）。

�L�嗅上皮レベル：魚類と両生類のみに存在する新規アデノシン

受容体遺伝子 $�Fを発見し、その P51$がごく少数の嗅細胞に発

現することを見出した。また、水中から鼻腔に入った $73が嗅上

皮に存在する２種類の細胞外ヌクレオチド分解酵素（&'����71$3）

によって速やかにアデノシンに分解され、$�F 発現嗅細胞を活性

化することが分かった。

�LL��嗅球レベル：S(5.免疫組織化学法及び *&D03カルシウムイ

メージング法によって、嗅上皮への $73あるいはアデノシン刺激

が、嗅球側方部のたった１つの大きな糸球体 O*�を特異的に活性

化することを見出した。

�LLL��高次中枢レベル：F�)RV�LQ�VLWXハイブリダイゼーション

法を用いて、高次中枢レベルの解析を行った。嗅上皮への $73

刺激によって、終脳腹側部交連上核（9V）、終脳背側部後方領域

（'S）、視床下部背側核（+G）、視床下部腹側核腹側部（YHQWUDO�+Y）

などが活性化されることを見出した。9V は哺乳類の扁桃体中心

核、'Sは梨状皮質、YHQWUDO�+Y は視床下部弓状核に対応すると

考えられている。

�LY��行動レベル：ゼブラフィッシュが $73 あるいはアデノシン

に対して顕著な誘引行動を示すことを見出した。またその誘引作

用は、魚の誘引物質としてこれまでによく研究されているアミノ

酸よりも、強力であることが分かった。

以上のように本研究により、アデノシン受容体が嗅覚受容体と

して機能することが初めて証明され、嗅上皮においてヌクレオチ

ド分解酵素とアデノシン受容体が共役して $73 を匂い分子とし

て利用することが明らかとなった。また、$�F受容体は海水魚・

淡水魚を問わずすべての魚類が有しており、$73あるいはアデノ

シンの強力な誘引効果は、養殖における摂餌促進物質としての利

用など、水産業への応用が期待される。本研究成果を &XUUHQW�

%LRORJ\ 誌に発表した（:DNLVDND HW�DO�� &XUUHQW�%LRORJ\�����

���������������）。

��%� 異性から発せられる性フェロモンによって駆動される誘

引・求愛行動

キンギョなどの魚類において、脂質メディエーターの１つであ

る｢プロスタグランジン )�α（3*)�α）｣が、メスの体内で排卵・

産卵を促進するホルモンとして働くだけでなく、メスから水中に

放出されてオスの性行動を誘起する性フェロモンとしても機能

することが ����年代に報告された。しかしそれ以降、3*)�αに

よる性行動誘起の神経回路メカニズムについては解明されてな

かった。私たちは、3*)�αを特異的に認識するゼブラフィッシュ

嗅覚受容体を同定し、さらに 3*)�α刺激によって活性化される

嗅覚中枢領域を見出した。また 3*)�α嗅覚受容体の遺伝子欠損

ゼブラフィッシュを作製し、その行動学的解析から 3*)�αが本

受容体を介してオスの誘引・求愛行動を促進することがわかった。

以上の結果から、魚類における性フェロモン 3*)�αによる性行

動発現の嗅覚メカニズムが明らかとなった（図５）。本研究成果

を 1DWXUH�1HXURVFHQFH 誌に発表した（<DEXNL HW�DO���1DWXUH�

1HXURVFLHQFH������������������）。

図５ 排卵期のメスのゼブラフィッシュが分泌する性フェロモン 3*)�α

によって誘起されるオスの誘引行動・求愛行動を司る神経回路

図４ 餌から発せられる $73への魚の誘引行動をつかさどる神経メカニズム
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��&��高濃度の二酸化炭素を忌避する危険回避行動�

命を脅かす可能性のある感覚刺激（脅威刺激）からの忌避行動

は、全ての動物の生存に必須である。これまでの研究により、触

覚・聴覚・視覚の脅威刺激にさらされたゼブラフィッシュの稚魚

は、素早い逃避行動を示すことが報告されてきた。しかしながら、

化学物質の刺激に対する行動はほとんど分かっていなかった。�

私たちは、さまざまな化学物質のうち二酸化炭素（&2�）刺激

がゼブラフィッシュの稚魚に対し、強い忌避反応を引き起こすこ

とを見出した。そこで、脳内のどの神経系が &2�刺激に対して応

答するのかをカルシウムイメージング法で調べたところ、「嗅覚

系」、「三叉神経系」、「手綱核�脚間核神経系」に加えて第 �脳神

経として知られる「終神経」が強く活性化されることが分かった。

さらに、これら &2�応答性の神経系に対し細胞除去実験を行った

ところ、終神経と三叉神経の除去によって &2�刺激に対する応答

がなくなることを見出した。この結果は、終神経から三叉神経に

至る神経回路が忌避行動に必要なことを示唆している（図６）。

今後、終神経がどのように &2�刺激の情報処理を行っているのか

そのメカニズムの解析を進めることで、ヒトを含む脊椎動物が持

つ終神経を介した忌避行動の神経基盤の理解につながると期待

される。本研究成果を &HOO�5HSRUWV誌に発表した（.RLGH�HW�DO���

&HOO�5HSRUWV��������������������）。�

図６�二酸化炭素からの忌避行動には終神経が必要である�

$）�性腺刺激ホルモン放出ホルモン（*Q5+）陽性の終神経にカルシウムイ

オンセンサー（*&D03�）を発現する、トランスジェニックゼブラフィッシュ

の脳を背側から観察。%）&2�刺激前（左）と刺激後（右）の終神経のカル

シウムイメージング。終神経が &2�に応答したことが分かる。&）頭部へ

の &2�刺激に対する稚魚の忌避反応が起こるまでの時間を示す。終神経除

去個体の多くは &2�からの忌避行動を示さない。'）&2�によって活性化さ

れる神経回路。終神経で受容された &2�の情報は、三叉神経細胞（J9）→�

三叉神経感覚核（761）→�毛様体脊髄神経（561）を経て忌避行動が誘起

される。2%（嗅球）、7HO（終脳）、U+E（右手綱核）、O+E（左手綱核）、,31

（脚間核）。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

ゼブラフィッシュの嗅覚系についての研究は、分子遺伝学・神

経解剖学・行動学を専門とする私たちのグループと、電気生理

学・神経活動イメージングを特異とする 5DLQHU�)ULHGULFK（ス

イス )ULHGULFK�0LHVFKHU�,QVWLWXWH）が世界を牽引してきた。

嗅覚記憶に関する研究においては、線虫・ショウジョウバエ・マ

ウスが三大モデル生物として先頭集団を走っているが、近年これ

らに迫る勢いでゼブラフィッシュの利用が高まり、注目が集まっ

ている。ゼブラフィッシュの利点として、�D�体外での受精、�E�

発達の迅㏿性、�F�稚魚の透明性、�G�単純であるが哺乳類と同じ

基本構㐀を有する神経系、�H�トランスジェニックフィッシュ作

製の簡便性、�I�遺伝子編集技術の適用性、�J�*DO��8$6 および

&UH�OR[3システムの適用性、�K�大規模変異体スクリーニングの

有効性、�L�全脳神経活動イメージング技術の開発、などの一般

的有用性とともに、�M�マウスに比して少数の嗅覚受容体遺伝子

（約 ���種類）と嗅球糸球体（約 ���個）、�N�多彩かつ明確な嗅

覚行動、といった嗅覚神経系解析についてのメリットもある。本

研究ではこれらの利点を最大限に活用して、嗅覚入力から行動出

力および記憶形成へと至る嗅覚神経回路の統合的解明に成功し、

本研究分野における先駆的役割を果たすことができた。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

研究計画 ��と４）については予想を上回る研究進展を達成す

ることができた。しかしながら、研究計画 ��と ��については、

嗅覚記憶行動アッセイシステムの構築と、記憶に関わる一部の

神経回路の同定ができたところである。今後、遅延しているこ

れら２つのテーマについては、さらに必要な実験を加えて論文

にまとめ、投稿・発表を行う予定である。�

�

＜今後の課題、展望＞�

これまでに学習・記憶研究の発展に最も大きく貢献したモデル

生物はおもにマウス・ショウジョウバエ・アメフラシ・線虫であっ

た。マウス・ショウジョウバエ・線虫においては、特定のタイプ

のニューロンを標識したり、特定の遺伝子の機能を欠損させたり

する発生工学的手法が可能であり、また神経活動イメージング技

術の発展による脳での神経活動パターンの解析と相まって、感覚

系の神経回路とコーディング様式の全体像が徐々に明らかと

なってきた。またアメフラシにおいては、その大きな感覚・運動

ニューロンを介した単純な感覚学習行動から、生理学的・分子生

物学的解析が進展した。しかしながらこれら４種のモデル生物も

決してオールマイティなものではなく、マウスでは母体内での発

達とその遅さ、ショウジョウバエや線虫では無脊椎動物としての

脳構㐀の違い、アメフラシでは遺伝学的解析技術の欠如など、多

くの欠点も存在している。私たちは、脳の大きさ・神経細胞数が

マウスとショウジョウバエの中間に位置し、マウスと同様の脳構

㐀・神経回路網を備え、多くの生物学的かつ実験手法的利点を備

えるゼブラフィッシュを、嗅覚研究のための絶好のモデル生物と

して世界に先駆けて利用し、上述したような多くの新知見を発表

してきた。遺伝学を駆使でき、迅㏿に発生し、神経回路網を詳細

に解析できるモデル生物としてのゼブラフィッシュを最大限に

利用することによって、記憶ダイナミズムの神経回路メカニズム

の基本原理解明へと迫ることができると考える。�

�
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公募研究：2014年度-2015年度��

記憶の形成と精緻化の神経機構の解明�
研究代表者：細川�貴之�

東北大学大学院生命科学研究科システム神経科学分野（現� 川崎医療福祉大学医療技術学部）�

＜研究の目的と進め方＞�

本研究では、機能的カテゴリ（はたらきや用途の類似性に基づ

くカテゴリ分け）の記憶が形成、利用、再編される過程の神経細

胞活動を調べることで、カテゴリ記憶に関係する神経機構のダイ

ナミズムを解明することを目指すものであった。実際にはサルに

カテゴリ記憶に基づく認知的課題（グループ逆転課題）を訓練し、

サルがこの課題を行っているときの神経活動を記録したり、経頭

蓋磁気刺激法（7UDQVFUDQLDO�PDJQHWLF�VWLPXODWLRQ��706）を用

い脳活動を操作することで、カテゴリ記憶に関係する脳機能を調

べることを目的とした。�

�

＜研究計画＞�

���サルにグループ逆転課題を訓練する。�

グループ逆転課題では�個の視覚刺激の中から１つをランダムに

呈示した後、報酬（ジュース）もしくは嫌悪刺激（食塩水）をサ

ルに与える。サルは視覚刺激と結果（報酬もしくは嫌悪刺激）と

の関係を記憶することが求められ、ジュースを予告する視覚刺激

が出たら口元にあるノズルを舐め、逆に食塩水を予告する視覚刺

激が出たらノズルを舐めないように行動訓練した。�個の刺激の

うち�つはジュースを、残りの�つは食塩水を予告するようになっ

ていた。サルが刺激と結果の関係を学習できたあと、ある時点で

刺激と結果の関係を入れ替える。すなわちそれまでジュースを予

告していた視覚刺激は食塩水を予告するようになり、食塩水を予

告していた視覚刺激はジュースを予告するようになる。もしサル

がそれまでジュース（食塩水）を予告していた�つの視覚刺激を

グループ（カテゴリ）として認識していたならば、�つの刺激に

おいて結果との関係が変化したことを経験したならば、残りの刺

激に関しては、結果との関係変化を経験する前から行動を変化さ

せることができると考えられる（すなわちカテゴリ情報を用いた

トップダウン的な行動制御）。�

�

���神経活動の記録�

サルがグループ逆転課題を行っているとき、前頭連合野から単一

神経細胞活動を記録した。記録部位としては、側頭葉との神経連

絡 が 多 い こ と が 知 ら れ て い る 前 頭 連 合野 背 内 側 部

（YHQWURODWHUDO�SUHIURQWDO�FRUWH[��9/3)&）、頭頂連合野から

の神経連絡が多いことが知られている前頭連合野背外側部

（GRUVRODWHUDO�SUHIURQWDO�FRUWH[��'/3)&）、感情や価値判断に

関係するとされている前頭眼窩野（RUELWRIURQWDO�FRUWH[��2)&）

をターゲットとした。�

�

���経頭蓋磁気刺激法（7UDQVFUDQLDO�PDJQHWLF�VWLPXODWLRQ��706）

による脳活動の操作�

サルがグループ逆転課題を開始する前に、前頭連合野の活動を低

頻度 706刺激によって活動を抑制したときに、その後の課題成績

にどのような影響が及ぶかを調べることで、前頭連合野がグルー

プ逆転課題遂行にどのように関わっているかを調べた。刺激は

'/3)&、9/3)&、さらにコントロールとして '/3)&よりも ��PP背

側側の背側前頭葉（GRUVDO�SUHIURQWDO�FRUWH[��G3)&）の �か所

をターゲットとした。�

�

＜得られた研究成果＞�

���グループ逆転課題では、同じ結果を予告する複数の刺激をカ

テゴリとして認識することでトップダウン的に行動を適応させ

ることができるようになっているが、実際サルは逆転時において、

１つの刺激で結果との関係性が変化したことを経験すると、その

他の刺激に対しては予測的に行動を切り替えることができた。す

なわち、同一の結果を予告している�つの視覚刺激をグループ（カ

テゴリ）として認識するようになっていたと考えられる。�

�

���サルがこのグループ逆転課題をしているときに前頭連合野か

ら神経活動を記録したところ以下の�つのタイプの神経細胞が見

つかった。�

�,�カテゴリ情報をコードしている神経細胞。このタイプの神経

細胞は、刺激が予告する結果が変化しても同一グループの刺激に

対して同じような活動を示した（図１）。このタイプの神経細胞

はカテゴリグループの情報をコードしていると考えられ、前頭連

合野の背内側部で多く見られた。�

�

図１� カテゴリ情報をコードしている神経細胞。予告する結果が

食塩水の場合（上段）でもジュースの場合（下段）でもグループ

%の刺激に対して同じような活動をしている。�

�

�,,��課題のルールをコードしている神経細胞。このタイプの神

経細胞は、一方のルールの下ではすべての刺激に対して同じよう

な活動をするが、ルールが切り替わると活動が小さくなる（図２）

ことから、どちらの刺激グループがどちらの結果を予告している

かという「ルール」をコードしていると考えられる。�
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図２� ルールをコードしている神経細胞。グループ$の刺激が

ジュース、グループ%の刺激が食塩水を予告するルール（5XOH�;）

の下では活動が小さいが、グループ$の刺激が食塩水、グループ%

の刺激がジュースを予告するルール（5XOH�<）の下ではすべての

刺激に対して活動が高くなっている。�

�

�,,,��予告された結果をコードしている神経細胞。このタイプの

神経細胞は、視覚刺激が予告している結果が何であるかに応じて

活動を変化させる（図３）ことから、予告された結果の情報を表

現していると考えられる。�

図３� 予告された結果をコードしている神経細胞。5XOH�;では食

塩水を予告するグループ%の刺激に対して活動するのに対し、

5XOH�<では食塩水を予告するグループ$の刺激に対して活動する

ようになっている。�

�

�,9��刺激グループと予告された結果の両方をコードしている神

経細胞。このタイプの神経細胞は特定の刺激グループが、特定の

結果を予告しているときにのみ活動を示すことから（図４）、刺

激グループ（カテゴリ）の情報と結果の情報の両方を同時にコー

ドしていると考えられる。�

図４� 刺激グループと予告された結果の両方をコードしている

神経細胞。5XOH�<で、刺激グループ$が食塩水を予告するときに

強い活動を示している。�

�

����さらにこれら異なるタイプの神経細胞間でどのような情報

伝達が行われているのかを調べた。手がかり刺激が呈示されてい

る期間の各細胞タイプが表現している情報の強さを�次元空間上

の位置としてプロットした（図５）ところ、カテゴリやルールの

情報をコードしている神経細胞の情報コーディングはあまり変

化しなかったのに対し、複数の情報をコードしている神経細胞は

情報コーディングをダイナミックに変化させることが分かった

（図３）。情報コーディングの時間的潜時の解析などから、前頭

連合野において、カテゴリやルールという情報から結果という将

来予測情報がダイナミックに計算されていることが分かった。�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

図５�手がかり刺激呈示中に各タイプの神経細胞がカテゴリ、

ルール、結果の情報をどのくらいの割合コードしているかを時系

列的にプロットした。赤：カテゴリ情報をコードする神経細胞、

青：ルール情報をコードする神経細胞、緑：結果情報をコードす

る神経細胞、オレンジ：複数の情報をコードする神経細胞�

�

���つぎに 706によって前頭連合野のいくつかの領域を低頻度刺

激したとき、グループ逆転課題の成績がどのような影響を受ける

かを調べた。これまでの逆転条件（全体逆転）に加えて、カテゴ

リ情報を使えない逆転条件（部分逆転）を加えた。部分逆転にお

いては逆転時、同一グループの刺激すべてにおいて結果との関係

が変わるのではなく一部（� 刺激のみ）が変化する。そのため、

逆転後、どの刺激において結果との関係が変化したか分からない

ため、トップダウン的に行動を変化させることができない（すな

わちカテゴリの情報を利用した行動適応ができない）。部分逆転

を導入することで、カテゴリ情報を使用できる行動適応（全体逆

転）とカテゴリ情報を使用できない行動適応（部分逆転）に対す

る脳の機能を別々に調べることができる。�

'/3)&の活動を 706によって機能抑制すると、全体逆転時にお

ける素早い行動適応に障害が見られたが、部分逆転においては行

動成績の低下は見られなかった（図６）。また 9/3)&の活動を �+]�

706 によって抑制したときも同様の結果が得られた（図７）。し

かし、G3)& を機能抑制したときには全体逆転、部分逆転ともに

行動への影響は見られなかった（図８）。これらの結果は、前頭

連合野（とくに外側部）は初期学習には必要ではないが、カテゴ

リに基づく行動制御に重要であることが分かる。�

�

図６��+]�706を前頭連合野背外側部（'/3)&）に与えたときの行

動成績。（左側）新規刺激を導入後の学習曲線。（右側）逆転後の

学習曲線。赤線は全体逆転の行動、緑線は部分逆転の行動を示し

ている。点線は 706を行わなかったセッションでの成績、実線は

706を行ったセッションでの成績を示している。アスタリスクは

706を行ったセッションと行わなかったセッションの間で、成績
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に有意差があることを示している。�

�

図７��+]�706を前頭連合野背内側部（9/3)&）に与えたときの行

動成績�

�

図８��+]�706を背側前頭葉（G3)&）に与えたときの行動成績�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

グループ逆転課題を用いることで、サルでもカテゴリ記憶の研

究を行うことを示すことができた。もともと動物がカテゴリとし

てものを認識し、その情報に基づいて行動適応できるのかという

ことに関して、心理学の分野において論争があった。9DXJKDQが

���� 年にグループ逆転課題を用いて、ハトがカテゴリを学習す

ることができることを示した後、アザラシやチンパンジーでもグ

ループ逆転課題を使って、動物がカテゴリ情報を使用できること

が報告されていた。本研究でサルにおいても同様の結果が得られ

たことは、これら一連の研究を拡張するものであり、さらなる研

究の展開が起こることが期待される。特にニホンザルをはじめと

するマカクザルは、神経生理学的な研究で広く使われており、グ

ループ逆転課題を用いてカテゴリに関係する神経生理学的な研

究ができることを示すことができた。�

また、前頭連合野においてカテゴリの神経表象そのものがある

ことを示すことができた。これまでのカテゴリに関する研究では、

カテゴリに基づいた行動判断に関係する情報をコードする神経

細胞（本給において結果をコードするのと同様タイプの神経細胞）

は多く報告されていたが、カテゴリそのものを表現する神経細胞

の存在は確認されていなかった。本研究において、予告する結果

に関係なく刺激グループ（カテゴリ）をコードしている神経細胞

が見つかったことで、前頭連合野においてカテゴリそのものの表

象があることを初めて示した。とくに前頭連合野のなかでも、下

側頭皮質からの神経連絡が多い前頭連合野背内側部（9/3)&）で

そのような神経細胞が多く見つかったことは、前頭連合野が側頭

葉からカテゴリの情報を引き出して、利用していることが推測さ

れる。�

さらに前頭連合野にはグループ逆転課題遂行に関係する神経

細胞が複数タイプ存在し、手がかり刺激が呈示されている期間に、

カテゴリ情報とルールの情報から、結果の情報が生成されている

ことが分かった。これらの結果は前頭連合野で起こっているダイ

ナミックな情報統合を神経細胞レベルで示した貴重なものであ

る。�

また、706を用いて 9/3)&と '/3)&を機能抑制することにより、

全体逆転の成績のみ低下したことから、これらの領域がカテゴリ

を用いたトップダウン的な行動制御に関係していることが分

かった。また、初期学習に対しては 706 の抑制効果が見られな

かったことから、記憶学習そのものには前頭連合野が必須ではな

いことが分かった。これらの結果は、前頭連合野の機能を明確に

するうえで非常に重要なものである。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

部分逆転においても神経細胞活動を記録することを予定して

いたが、下側頭皮質からの神経活動記録中にサルが不慮の事故

で死亡してしまったため、十分なデータを記録することができ

なかった。下側頭皮質は深い脳部位であり、比較的大きい血管

も走っている。そのため、記録電極が血管を傷つけ、脳内出血

を起こしたことが死亡の原因であった。研究室にはレントゲン

撮影を行う設備がなく、簡便に電極の位置を確認する手段がな

かったことが悔やまれる。�

�

＜今後の課題、展望＞�

我々はカテゴリ情報の形成、貯蔵は側頭葉（とくに嗅内皮質を

含む下側頭皮質）で行われているのに対し、前頭葉はそのカテゴ

リ情報を引き出して利用するという役割分担があるという仮説

をもっている。この仮説を確かめるために、前頭連合野と下側頭

皮質の両方から神経活動を同時記録し、神経情報の流れを調べる

ことが必要であると考えている。予想として、新規刺激導入後、

初期学習が起こっているときは課題に関連する活動が側頭葉の

神経細胞で多く見られるのに対し、学習成立後、逆転時には関連

する活動が前頭葉の神経細胞で多く見られるのではないかと考

えている。�

また、ヒトを被験者として同様の行動課題を行い、そのときの

脳活動をI05,もしくは機能的近赤外線分光法（I1,56）で記録す

ることで、カテゴリ記憶の形成およびカテゴリ情報の利用に関係

する神経ネットワークを調べることができると考えられる。�
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公募研究：2014年度-2015年度

睡眠中の新生ニューロンの活性化が記憶に及ぼす機能
研究代表者：坂口 昌徳 � � � �

筑波大学・国際統合睡眠研究機構

＜研究の目的と進め方＞

睡眠中に記憶がどの様に固定化されるかのメカニズムは不

明な点が多い。哺乳類の睡眠はノンレム睡眠とレム睡眠に大別

される。一方で、記憶はまずそれが海馬に依存するかどうかで

分類される。例えば、いついつの班会議で訪れたどこどこの会

議場で行ったプレゼンは多くの共同研究につながった、といっ

た種類の記憶はエピソード記憶といわれ、特にその場所の記憶

表象は海馬に依存するとされる。ノンレム睡眠におけるエピ

ソード記憶の固定化メカニズについては多くの知見が重ねら

れており、特に海馬で起きる 6KDUS�ZDYH�ULSSOHなどの特徴的

な局所神経活動が現れる際に記憶がリプレイされやすいこと

�:LOVRQ�0F1DXJKWRQ��6FLHQFH�������や、それが /7'をひき起

こすこと�1RULPRWR�HW�DO��6FLHQFH�������など、次第にその

メカニズムが明らかになりつつ有る。一方で、レム睡眠中のメ

カニズムは、とくに夢との関連が古くから注目されているもの

の未解明な点が多い。近年になり、レム睡眠や一部の覚醒時に

認められる特徴的な海馬の活動パターンであるシータ波を消

失させると、海馬依存性の記憶が障害されることが明らかに

なった�%R\FH�HW�DO���6FLHQFH�������。シータ波は特に海馬

の歯状回で大きな振幅で観察される。歯状回の構造は、哺乳類

で特に発達し特徴的な三層構造を持っており、進化的の過程で

生存に有利に働いた可能性が示唆されている�.HPSHUPDQQ��

1DW��5HY��1HXURVFL�������。実際、0,7の利根川進博士らの研

究によって、歯状回に記憶の痕跡�エングラム�が形成されるこ

とも明らかになっている。しかも、歯状回では成体でもニュー

ロンが新生するという明らかに他の脳の部位とは異なる神経

細胞の恒常的代謝システムを備えている�図 ��。

実際成人脳内では、わずかな例外を除きニューロンは新生し

ない。しかし、海馬の歯状回では、成人後も盛んなニューロン

の新生が起こる�(ULNVVRQ�� 1DW�� 0HG��� ������ 6SDOGLQJ� HW�

DO���&HOO��������.R\DQDJL��6DNDJXFKL HW�DO���155�������。

最近、これらの過去の知見とは矛盾し、ヒトの海馬でのニュー

ロン新生はほとんど認められないという報告がなされたが

�6RUUHOOV�HW�DO��1DWXUH�������、その直後に明らかにこの報

告と矛盾し、かなり高齢のヒト海馬でもニューロン新生が認め

られるとされた�%ROGULQL�HW�DO��&HOO��6WHP�&HOO�������。

これらの矛盾に対する専門家の見解としては、6RUUHOOらの研

究結果は剖検脳のマーカー染色結果が根拠になっており、その

染色自体に技術的な問題がなかったか検討が必要であるとさ

れた�.HPSHUPDQQ��&HOO�6WHP�&HOOV�������。

これまで研究代表者らは、マウス成体の海馬で新生した

ニューロンが、記憶の、特に詳細な部分の情報を貯蔵すること

を示した�&DUYDOKR��6DNDJXFKL HW�DO���-�1HXURVFL�� �����。

一方で睡眠が、成体マウスの嗅球で新生したニューロンの除去

を 促 進 す る こ と も 示 さ れ た �<RNR\DPD� HW� DO��

1HXURQ������Y��S����。このことは、睡眠が、新生したニュー

ロンが担う記憶情報の処理に、積極的な機能を持つことを示唆

する。そこで本研究では、睡眠中の成体海馬の、特に新生ニュー

ロンの興奮が記憶に与える機能を検討することとした。

研究代表者は、これまで -636若手研究等からのサポートを

受け、新生ニューロンの記憶における機能の解析技術、記憶を

貯蔵する神経回路を遺伝学的に捕捉する技術、光遺伝学を用い

て海馬依存性の記憶の想起を制御する技術、睡眠解析技術等、

本研究に必要な技術を運用してきた。+��年度より、筑波大学

睡眠研究機構にて研究室を主催し、本研究を推進しておりその

成果は学会発表等で広く社会に発信してきた。種々の国際への

論文発表を行った。本研究の中心的成果については、現在国際

誌への投稿を行っており、広く公表する予定である。

＜研究計画＞

睡眠中の、成体海馬の新生ニューロンの活動が記憶の固定化

に果たす意義を検討するため、睡眠段階�L�H��覚醒・QRQ�5(0

睡眠・5(0睡眠�をリアルタイムで計測しながら、光遺伝学によ

り新生ニューロン興奮または抑制を誘導する�図��その後、そ

の記憶における影響を、記憶テストにより判定する。記憶のパ

ラダイムとしてはコンテクスト条件付け恐怖記憶課題を用い

るが、他にもこれまで新生ニューロンの研究に用いられてきた

学習課題に加え、研究代表者が開発した視覚弁別学習課題を用

いる。この学習課題は、新生ニューロンが元来持つ、記憶の詳

細情報を区別するという機能に依存しているため、新生ニュー

ロンに関与する記憶の評価法として特異性に優れている。また、

成体マウスの新生ニューロンの興奮を、生理的に近い条件で、

選択的可逆的に操作するため、光遺伝学を用いる。このために、

遺伝子改変マウス 1HVWLQ�&5(�(5W��&$*�IOR[�VWRS�IOR[�

&K5��RU�H1S+����を用いる。以上により、睡眠中に、新生ニュー

図 1成体海馬におけるニューロン新生
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ロン以外の細胞への影響を最小限に抑えつつ、生理学的条件に

近い条件で、睡眠中の新生ニューロンの活動が記憶に及ぼす機

能を明快に示す。

＜得られた研究成果＞

L� 光遺伝学により、ミリ秒単位で新生ニューロンの興奮を選択

的かつ一過性に制御するシステムを開発した。S1HVWLQ�

&UH(57� マウス�以降 1HVWLQ マウスと表記�に &$*�OR[3�VWRS�

OR[3�/6/��H1S+��� マウス�以降 +DOR マウス�を掛けあわせ、

7DPR[LIHQ を投与することで、対象の期間に生まれた新生

ニューロンだけに +DORUKRGRSVLQ 光受容体�+DOR�を発現させ

ることを可能にした�図 ��。本マウスの海馬歯状回に光ファイ

バーを埋め込み、光照射の期間限定に一過性に新生ニューロン

の興奮抑制を可能とした。さらに、リアルタイムで睡眠を分析

しながら特定の睡眠ステージに特異的に光照射し、新生ニュー

ロンの興奮を制御するシステムを構築した。

LL��睡眠および覚醒時に新生ニューロンの興奮を抑制する系を

確立した。上記 1HVWLQ�+DORマウスを用いて、新生ニューロン

に +DOR を発現させ学習課題を行った。その後、記憶の固定化

に重要である期間に、覚醒・ノンレム・レム睡眠それぞれの時

期で新生ニューロンの興奮を抑制した。その後に記憶テストを

行った。その際に、睡眠自体の構㐀に影響は無く、睡眠自体の

変化による間接的な記憶固定化への影響はないことが予想さ

れた。

LLL� 脳内のニューロンの興奮を自由行動下でリアルタイムにモ

ニタリングおよび光操作する技術を開発した。海馬歯状回の

個々のニューロンの電気的活動をリアルタイムにモニターす

ることは電気生理学的に難しいとされてきた。しかし、従来の

テトロード電極を用いた方法論では、特定の遺伝子を発現する

ニューロンの興奮だけをモニターすることは非常に難しい。そ

こで、我々は光ファイバーをテトロードと組み合わせたオプト

ロードを用いることで、光受容体を発現するニューロン（光に

反応する）の興奮を、他の神経細胞と区別して解析することを

目指した�6HQ]DL HW� DO��� 1HXURQ�� ����で成功例が有る�。

我々は、オプトロードを用いて、自由行動下の 75(�$UFK7マウ

ス �オリジナルに作製�の脳内で、複数のニューロンの興奮を

同時にかつリアルタイムでモニターしながら光操作を行った。

そして実際に、光に反応するニューロンの興奮を追跡・制御す

ることに成功した。現在この技術を新生ニューロンの睡眠中の

興奮モニタリングを可能とするべく、応用実験を行っている。

LY��新生ニューロンの睡眠中に活動を観察しながら同時に光制

御する別の方法として、自由行動下で選択的な光操作が可能

な走査型脳内視鏡の開発を試みた。最近二光子顕微鏡と &Dセ

ンターを使い世界で初めてリアルタイムで成体新生ニューロ

ンの興奮を解析した研究が発表された。しかし、この研究では

自由行動条件下の観察は不可能であることや、観察された新

生ニューロンの興奮パターンが実際に行動に及ぼす機能を解

析できていない。走査型の構㐀であれば観察と同時に、狙った

細胞選択的な光操作を同じ構㐀で実現できる。過去に半導体

製㐀技術�PLFURHOHFWURPHFKDQLFDO� V\VWHPV�� 0(06�による

SLH]RHOHFWULF ミラーを用いた小型の二光子レーザー走査型

内視鏡が開発されているが、本研究課題のような長期間の自

由行動下での運用や感度等の点で問題が残る。今回この基本

構㐀をベースに、小型のレーザーダイオード光源をスリップ

リング（回転子�自由行動下を実現する）に組み込み込むこと

と、高感度光電子増倍管�フォトンカウントが可能な浜松ホト

ニクス +����3����を内視鏡の外に設置することでこの問題の

解決を目指した。まずはニューロンの興奮のモニター及び制

御が可能な性能������ [����SL[HOV�� ��ISV�を実現するべく、

ミラーの高㏿動作のための制御系テストを、$UGXLQRを用いて

完了した。また、光路についてはスケールを大きくしたデモ機

を用いてテストを行ったところ、海馬歯状回を鮮明に捉えた

画像を取得できた�図 ��。

Y� 新生ニューロンに選択的に&D蛍光センサータンパク質および

光受容体発現を発現させ、リアルタイムで睡眠を解析解析し

ながら�3XUSOH��6DNDJXFKL HW�DO���6FL��5HS��������、新生

ニューロンの睡眠中の興奮パターンと、その記憶における機

能を検討した。本研究から、新生ニューロンが特定の成熟期に

睡眠中に興奮することが、記憶固定化に必要であることが明

らかになった。さらに、その際に海馬歯状回で起こる分子変化

を/DVHU� 0LFURGLVVHFWLRQ� �/0'�と7UDQVFULSWRPH解析を組み

合わせ明らかにした。

YL��新生ニューロンが記憶固定化に関与する期間に、恐怖記憶の

汎化の起きやすいことが明らかになった �)XMLQDND��

6DNDJXFKL HW� DO��� 0RO�� %UDLQ�� �����。恐怖記憶の汎化は

376'における症状として頻繁に認められる。上記の研究に

よってタイミングよく治療介入を行うことでその治療効果を

改善できる可能性が示唆された。またその際に、恐怖記憶に睡

眠中の無意識下に介入することで、トラウマ記憶に伴う情動

反応を減弱できる可能性、すなわち治療効果を増幅できる可

能性が示唆された。これに加え、本研究期間中に記憶の光遺伝

学による介入技術に資する遺伝子組換えマウスを作成し、そ

の恐怖記憶における介入方法について発表を行った

�6DNDJXFKL HW�DO���3ORV�2QH�������。

図 2 マウスのリアルタイム睡眠判定と、光による睡眠

期特異的な新生ニューロンの興奮制御 A. 脳波およ

び筋電図（上）より睡眠ステージを判定 (下), B. Optic 

cannula を用いて睡眠期特異的に新生ニューロンの興

奮を光制御

Halo

図 3 遺伝子組換えマウスを用いて成体脳の新生ニューロンに

特異的に遺伝子発現を誘導

前記マウスを用いて光受容体タンパク質 Halo の発現を誘導し

た。光照射によって、Halo 陽性細胞の神経活動が抑制される

ことを電気生理学的に確認した。

図 4 MEMSミラーでの運用を
想定し Arduinoを用い独自に作
成したミラー制御系を使い海馬

歯状回の切片組織標本の蛍光撮

影(NeuN染色)を行った。
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＜国内外での成果の位置づけ＞�

� 哺乳類成体海馬で新生するニューロンがどの様に睡眠中に興

奮し、それが記憶の固定化に関与するかについては明らかに

なっていない。新生ニューロンが記憶回路に統合されるメカニ

ズムを知ることで、内在性の細胞可塑性を利用した中枢神経の

再生医療に資する新しい技術が開発できる可能性が有る

�$NHUV��6DNDJXFKL�HW�DO���6WHP�&HOOV��������。近年，成

人後の海馬でニューロンが新生するということが示され

�(ULNVVRQ�HW�DO��1DW�0HG��������Y�S�����，その機能および

メカニズムの解明と、医療への応用が注目されている。研究代

表者を含む研究により，新生ニューロンが記憶回路に取り込ま

れ�.HH�HW�DO��1DW�1HXURVFL��������Y��S�����,PD\RVKL�HW�

DO��1DW�1HXURVFL������Y��S�������特に、類似する他の記憶

と区別する際に重要な機能を果たすことが示されている

�6DKD\� HW� DO��1DWXUH������Y���S����� 1DNDVKLED� HW�

DO��&HOO������Y���S���等�。また、新生ニューロンが記憶の

固定化�.LWDPXUD�HW�DO��&HOO������Y���S����や、老化に伴う

記憶力の減退に関与することが示唆されている�,WRX�HW�DO���

+LSSRPFDSXV�������Y��S����。。�

� 一方で、睡眠（特に QRQ�5(0睡眠）は古くからその記憶への

関与が指摘され、近年その強い証拠が提示されつつある。例え

ば、睡眠中に、学習に用いた刺激�H�J��匂い�を与えると、記

憶の固定化が強まる�5DVFK� HW� DO��6FLHQFH������Y���S����

等�。また、電気生理学的な観察実験から、睡眠中に記憶を貯

蔵したニューロンが興奮することが示唆されており

�%HQGRU	:LOVRQ�1DW�1HXURVFL�������Y��S���� 等�、これが、

睡眠によって記憶が固定化されたり消去される�+DXQHU� HW�

DO��� 1DW�1HXURVFL�������メカニズムの一つとして注目され

ている。�

� 最近になり、睡眠が成体のニューロン新生に及ぼす影響が少

しづつ明らかにされつつある。睡眠不足が成体ラット海馬の新

生ニューロンの数を減少させる一方で �0LUHVFX� HW�

DO��31$6������Y���S������、食餌後の睡眠が成体マウス嗅球

の新生ニューロンの除去を促進することが示されているが

�<RNR\DPD�HW�DO��1HXURQ������Y��S����、これらの機能的意

義は不明な点が多い。�

� これらの事実から、睡眠中に新生ニューロンが興奮すること

が、記憶に関与することが強く疑われるが、その直接的な証拠

は無かった。この原因として、新生ニューロンを特定の睡眠ス

テージ特異的に制御することや、新生ニューロンが担う記憶を

特異性の高い方法で検出することが難しかったこと挙げられ

る。本研究では、この方法論的限界を超え、睡眠中の新生ニュー

ロンの興奮が記憶に果たす役割を明らかにした。�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

� 従来、観察と*2)�� /2)の�種類が同じ方向性を持った結果に

なることで理解のしやすいストーリーとなり、論文化すること

にも困難が少ないと考えられる。しかし、本研究では観察結果

から予想されたことが、介入実験では全く逆の表現型を生じる

ことが有った。これには、背景により複雑な生理メカニズムが

働いていることが予想された。�

＜今後の課題、展望＞�

記憶固定化における睡眠の役割は脳科学としても睡眠学と

しても重要な研究課題として盛んに研究されている。特にノン

レム睡眠と記憶の関係には�つの仮説が盛んに検討されており、

�つは覚醒時に賦活化されたシナプスがノンレム睡眠中に全体

的に弱まることで、情報価値のある強い結合のものだけが残る

というシナプス恒常性仮説である。�つ目は覚醒時に海馬で記

憶の固定化が起こり、ノンレム睡眠中に大脳皮質へと転送され

るという二段階仮説である。これらの仮説の共通点は、覚醒時

とノンレム睡眠時それぞれで記憶への機能が異ること、その責

任回路の詳細は不明であることである。一方でレム睡眠には謎

が多く、最近になってようやくレム睡眠中の脳内のシータ振動

が記憶の固定化に重要であるとの報告がなされた。しかし、睡

眠中の記憶の固定化にはその責任回路を含め未だ不明な点が

多く残っている。今後、睡眠・覚醒時の新生ニューロンの興奮

が記憶の固定化に果たす分子メカニズムを明らかにし、未知の

記憶固定化のメカニズムに迫る。�

公募研究：2014年度-2017年度

レム睡眠の操作が可能なマウスを用いた睡眠の質が記憶に及ぼす

影響の解明
研究代表者：林 悠 � � � �

筑波大学・国際統合睡眠医科学研究機構（WPI-IIIS）

＜研究の目的と進め方＞

哺乳類や鳥類の睡眠は、レム（急㏿眼球運動）睡眠とノンレム

睡眠という�つのステージから構成されます。これまでレム睡眠

の意義は大きな謎でした。その理由の一つは、レム睡眠を有効に

阻害する方法がなかったことです。被験者がレム睡眠に入ったら

起こす、という単純な方法では、刺激そのものによるストレスの

影響を排除できませんでした。こうした点を踏まえ本研究では、

『レム睡眠とノンレム睡眠の切り替えを司る脳部位を特定し、そ

この操作により強制覚醒に依らずにレム睡眠を阻害できる技術

を開発し、レム睡眠の意義を解明する』というアプローチをとり

ました。

レム睡眠とノンレム睡眠が明確に見られるのは、哺乳類や鳥類

などの一部の複雑な脳を持つ脊椎動物のみです。従ってこれら二

つの睡眠は、脳の高等な機能に関わると考えられてきました。レ

ム睡眠は新生児期や学習直後に多いことは知られていましたが、

上述のとおり、レム睡眠を単純な強制覚醒により阻害する実験で

は、刺激そのものによるストレスが生じてしまうなど、レム睡眠

を有効に阻害する方法がなかったため、具体的な役割は分かって

いませんでした。

また、レム睡眠とノンレム睡眠の切り替えのメカニズムに関し

ても、脳のどの細胞がスイッチの役を担っているのかは、正確に

は分かっていませんでした。私たちは、レム睡眠とノンレム睡眠

の切り替えを担うニューロンを同定することが、睡眠の制御機構

の理解へとつながり、その人為的操作を実現することが、レム睡

眠の生理的意義の理解につながると期待し、本研究に取り組みま

した。

＜研究計画＞

�� まず、マウスのレム睡眠とノンレム睡眠の切り替えを担う

ニューロンの同定に取り組むこととしました。具体的な方法とし

ては、脳幹の橋において、特定のニューロンのサブタイプに選択

的なプロモーターを探索し、そのプロモーターの制御下で&UHを

発現するトランスジェニックマウスを作製しました。さらに、&UH

依存的に神経機能を操作できるアデノ随伴ウイルスベクターを

用いて、得られたトランスジェニックマウスにおいて遺伝学的に

ラベルされたニューロン群が、レム睡眠の制御に関与しているか

検証しました。

�� 上記のアプローチにより、レム睡眠を制御するニューロンを

同定することができたら、まずは化学遺伝学的手法によりレム睡

眠を一過的に操作した際に、脳機能にどのような影響が生じるか

を調べました。

�� さらに、長期的にレム睡眠を操作できるマウスの開発に取り

組むことにしました。その際には、必要に応じて、新たにレム睡

眠を制御するニューロンの探索を行いました。そして、レム睡眠

を長期的に操作することに成功したら、上記２）で得られたレム

睡眠の機能に関する知見が、長期的にレム睡眠を減少または増加

させた場合にも適用されるかを検証することとしました。

＜得られた研究成果＞

���これまでに、レム睡眠とノンレム睡眠との切り替えのメカニ

ズムを解明しようとする研究が多くなされてきました。���� 年

代に -RXYHWらにより、ネコの脳幹以外の脳部位を大きく破壊し

ても、覚醒・レム睡眠・ノンレム睡眠のような状態が見られると

いう実験がなされました。従って、レム睡眠とノンレム睡眠の切

り替えを司るニューロン群は脳幹にあることが推察されました。

しかしながら、脳幹はさまざまな機能をもつニューロンがはっき

りとした領野を形成せずに混在する複雑な脳部位であったため、

具体的にどのニューロンが重要なのかはよく分かっていません

でした。

近年、マウスの胎児期におけるニューロンの細胞系譜が明らか

になり、脳幹の一部のニューロンが胎児期に一過的に出現する小

脳菱脳唇（FHUHEHOODU�UKRPELF�OLS）と呼ばれる神経上皮構㐀に

由来することがわかってきました。そこで私たちは、この小脳菱

脳唇に由来する細胞系譜や、そのほかの脳幹に寄与する細胞系譜

について、発生過程における細胞の挙動を追い、胎児期の各細胞

系譜に由来する細胞が成体の脳幹のどの場所に分布しているか

を調べました。様々な細胞系譜の中からレム睡眠に関わる系譜を

探索したのです。その結果、胎児期に小脳菱脳唇に由来し、$WRK�

遺伝子を発現していたニューロンの系譜がレム睡眠に関わって

いることが明らかとなりました（図 �）。

図 ��胎児期に小脳菱脳唇の細胞が分裂・移動・分化を経て、睡

眠を制御するニューロン群を構成

小脳菱脳唇由来の細胞が $WRK��陽性であることを利用して遺伝

学的にラベルし、成体まで追跡してその機能を調べました。その

結果、脳幹において、睡眠から覚醒への切り替えを担うニューロ

ン群と、レム睡眠からノンレム睡眠への切り替えを担うニューロ

ン群を同定することに成功しました。

具体的には、胎児期に $WRK�遺伝子を発現していたニューロン

のみに、神経活動を人為的に活性化できる '5($''�K0�'Tと呼ば

れる遺伝子を発現させたトランスジェニックマウスを構築し、実
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の理解へとつながり、その人為的操作を実現することが、レム睡

眠の生理的意義の理解につながると期待し、本研究に取り組みま

した。
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ニューロンの同定に取り組むこととしました。具体的な方法とし

ては、脳幹の橋において、特定のニューロンのサブタイプに選択

的なプロモーターを探索し、そのプロモーターの制御下で&UHを

発現するトランスジェニックマウスを作製しました。さらに、&UH

依存的に神経機能を操作できるアデノ随伴ウイルスベクターを

用いて、得られたトランスジェニックマウスにおいて遺伝学的に

ラベルされたニューロン群が、レム睡眠の制御に関与しているか

検証しました。

�� 上記のアプローチにより、レム睡眠を制御するニューロンを

同定することができたら、まずは化学遺伝学的手法によりレム睡

眠を一過的に操作した際に、脳機能にどのような影響が生じるか

を調べました。

�� さらに、長期的にレム睡眠を操作できるマウスの開発に取り

組むことにしました。その際には、必要に応じて、新たにレム睡

眠を制御するニューロンの探索を行いました。そして、レム睡眠

を長期的に操作することに成功したら、上記２）で得られたレム

睡眠の機能に関する知見が、長期的にレム睡眠を減少または増加

させた場合にも適用されるかを検証することとしました。

＜得られた研究成果＞

���これまでに、レム睡眠とノンレム睡眠との切り替えのメカニ

ズムを解明しようとする研究が多くなされてきました。���� 年

代に -RXYHWらにより、ネコの脳幹以外の脳部位を大きく破壊し

ても、覚醒・レム睡眠・ノンレム睡眠のような状態が見られると

いう実験がなされました。従って、レム睡眠とノンレム睡眠の切

り替えを司るニューロン群は脳幹にあることが推察されました。

しかしながら、脳幹はさまざまな機能をもつニューロンがはっき

りとした領野を形成せずに混在する複雑な脳部位であったため、

具体的にどのニューロンが重要なのかはよく分かっていません

でした。

近年、マウスの胎児期におけるニューロンの細胞系譜が明らか

になり、脳幹の一部のニューロンが胎児期に一過的に出現する小

脳菱脳唇（FHUHEHOODU�UKRPELF�OLS）と呼ばれる神経上皮構㐀に

由来することがわかってきました。そこで私たちは、この小脳菱

脳唇に由来する細胞系譜や、そのほかの脳幹に寄与する細胞系譜

について、発生過程における細胞の挙動を追い、胎児期の各細胞

系譜に由来する細胞が成体の脳幹のどの場所に分布しているか

を調べました。様々な細胞系譜の中からレム睡眠に関わる系譜を

探索したのです。その結果、胎児期に小脳菱脳唇に由来し、$WRK�

遺伝子を発現していたニューロンの系譜がレム睡眠に関わって

いることが明らかとなりました（図 �）。

図 ��胎児期に小脳菱脳唇の細胞が分裂・移動・分化を経て、睡

眠を制御するニューロン群を構成

小脳菱脳唇由来の細胞が $WRK��陽性であることを利用して遺伝

学的にラベルし、成体まで追跡してその機能を調べました。その

結果、脳幹において、睡眠から覚醒への切り替えを担うニューロ

ン群と、レム睡眠からノンレム睡眠への切り替えを担うニューロ

ン群を同定することに成功しました。

具体的には、胎児期に $WRK�遺伝子を発現していたニューロン

のみに、神経活動を人為的に活性化できる '5($''�K0�'Tと呼ば

れる遺伝子を発現させたトランスジェニックマウスを構築し、実
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際に活性かさせたところ、レム睡眠がほとんどなくなり、この細

胞群がレム睡眠を抑制し、レムからノンレム睡眠への切り替えを

促す役割をもつことがわかりました。これらの発見により、レム

睡眠のみを有効に阻害できるトランスジェニックマウスをつく

ることに成功しました（図 �）。

図２ レム睡眠を一時的に阻害できるトランスジェニックマウス

の確立

私たちが同定したレム睡眠を抑制し、レムからノンレム睡眠への

切り替えを担うニューロン群に、神経活動を一過的に活性化でき

る K0�'T 遺伝子を発現させたトランスジェニックマウスを樹立

することで、レム睡眠を任意のタイミングで阻害できるようにな

りました。

�� 上記のとおり、レム睡眠とノンレム睡眠の切り替えを担う

ニューロンの同定と操作に成功し、当初の目標であった、外部か

らの刺激に依らないレム睡眠の阻害方法を確立できました。レム

睡眠を一時的に阻害されたマウスは、一見何もないように見えま

したが、時間が経つにつれ、次第にノンレム睡眠の質に変化が現

れました。ノンレム睡眠の特徴である学習や記憶形成を促す脳波

（徐波）の強さが次第に弱まったのです（図 �）。レム睡眠を元

に戻すと、その直後にノンレム睡眠の徐波の強さも元に戻りまし

た（図 �）。このことから、レム睡眠には、ノンレム睡眠中の徐

波を促す作用があることが示唆されました。さらに、レム睡眠を

抑制するニューロン群に、神経活動を阻害する遺伝子を発現する

ことで、非常に長いレム睡眠を人為的に作り出すことにも成功し

ましたが、そのような長いレム睡眠の直後には、強い徐波が観察

されました。また、操作していない自然な睡眠においても、長い

レム睡眠ほど、その直後に強い徐波が見られるという有意な正の

相関関係が見出されました。以上を踏まえまして、レム睡眠の役

割の一端が、ノンレム睡眠中の徐波を促すことであると判明しま

した。徐波は、周波数 ��+]以下のゆっくりとした脳波であり、

ニューロン同士をつなぐシナプスの柔軟性を高め、記憶の定着な

どを促す効果があります。本結果から、長年謎であったレム睡眠

の生理的意義の一端が初めて明らかとなりました。レム睡眠が徐

波の発生に関与するという今回の結果をふまえますと、レム睡眠

は徐波を介して記憶学習やシナプス可塑性に関与している可能

性が期待されます（以上、+D\DVKL�HW�DO���6FLHQFH���������������

に報告）。

図 ��レム睡眠はノンレム睡眠中の徐波の維持に重要

上段：正常な睡眠時と、レム睡眠を ��分および �時間阻害した

後の徐波の比較。�� 分のレム睡眠阻害では徐波への影響は見ら

れませんでしたが、長時間レム睡眠を阻害すると徐波の強さが弱

まりました。

下段：徐波の強さの定量的・連続的な観測。通常のノンレム睡眠

中の徐波の強さがほぼ一定であるのに対し、レム睡眠を阻害する

と徐波の強さが次第に減弱しました。レム睡眠が復活すると、そ

の直後に徐波が回復することも判明しました。

�� これまでの研究では、レム睡眠とノンレム睡眠の切り替えを

担うニューロンを同定するために、発生学的な知見を応用した独

自のアプローチをとりました。その結果、これらの細胞がどの細

胞に由来するのかを調べ、親となる細胞（小脳菱脳唇の神経前駆

細胞）も同定することに成功しました。興味深いことに、この小

脳菱脳唇の神経前駆細胞からは、レム睡眠からノンレム睡眠への

切り替えを担う細胞だけでなく、睡眠から覚醒への切り替えを担

う細胞も生み出されることがわかりました（図 �）。すなわち小

脳菱脳唇は、覚醒と睡眠、レム睡眠とノンレム睡眠の切り替えに

関わる細胞の共通の発生的起源と言え、今回同定した �つの細胞

集団はいわば姉妹関係にあるといえます。このように、脳の状態

を司る多様なスイッチ細胞を生み出すことに特化した神経前駆

細胞の存在が、初めて明らかとなりました。レム睡眠とノンレム

睡眠は発達した大脳をもつ哺乳類と鳥類でしか今のところ見つ

かっていませんが、硬骨魚類にもこの小脳菱脳唇の細胞は高度に

保存されています。脊椎動物の共通祖先で睡眠と覚醒の切り替え

に特化した細胞であった小脳菱脳唇が、進化の過程のどこかでレ

ム・ノンレム睡眠という状態を作り出すニューロン群も生み出す

ようになったのかもしれません。今後さらに研究を進めることで、

睡眠と覚醒だけの単純な脳の状態しか持たない生物から、レム睡

眠やノンレム睡眠といったより複雑な脳の状態もつ生物が進化

した歴史を裏付ける重要な証拠が得られるものと期待していま

す。

��ここまでは、レム睡眠を負に制御するニューロン群の同定と、

そのニューロン群の活動の遺伝学的操作に基づく、レム睡眠の一

時的な操作がもたらす影響を調べてきた結果について説明しま

した。続いて、レム睡眠を長期的に操作するとどうなるか、を解

明することを目指してきました。もしこれまでに述べてきた「レ

ム睡眠がノンレム睡眠の徐波を促す作用がある」という発見が正

しければ、長期的にレム睡眠が損なわれると、慢性的に徐波の弱

い、いわゆる質の悪い睡眠になるはずです。実際そうなるのか、

検証する必要があると考えました。また、そのような睡眠の質が

悪化した状況下で、記憶学習能力にどのような影響が生じるかも

気になるところでした。そこで私たちは、以下に説明するような

理由から、これまでに同定したレム睡眠を抑制するニューロン群

に加えて、レム睡眠を促進するニューロンも同定することを目指

すことにしました。

現在の神経科学の遺伝学ツールをもって、長期的に神経活動を増

加させる良い方法はありません。従って、長期的にレム睡眠を抑

制したい場合には、レム睡眠抑制ニューロンを長期的に活性化す

る、というアプローチは難しいと私たちは考えました。一方、

ニューロンの機能を長期的に阻害する方法としては、（不可逆的

ではありますが、）単純にそのニューロンをアポトーシス誘導に

より殺してしまうという方法がありました。従って、もしレム睡

眠を促進するニューロンを同定することができ、そのニューロン

を破壊してしまえば、レム睡眠を長期的に抑制できると期待しま

した。しかしながら、これまでに、活性化するとレム睡眠を増や
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せるニューロン群はいくつか同定されていたものの、破壊すると

レム睡眠が大きく減少するような、レム睡眠制御に必要不可欠な

ニューロンは見つかっていませんでした。ただ、ネコを対象とし

た古典的な電気的破壊実験の論文などからは、脳幹の橋被蓋野に

レム睡眠に必要不可欠なニューロン群があると期待されました。

そこで、私たちは脳幹の橋被蓋野の領域に選択的に発現する多く

の &UHマウスを作製して、その中から、&UH発現ニューロンを破

壊するとレム睡眠に影響のあるトランスジェニックマウス系統

を探索し続けました。具体的には、&UH依存的に細胞死を誘導す

るジフテリア毒素 '7$ を発現するアデノ随伴ウイルスベクター

を微量注入し、脳波を測定する実験を繰り返しました。その結果、

多く作製した &UHマウスの中から、'7$による破壊により、レム

睡眠が大幅に減少する &UH マウス系統が一つだけ得られたこと

が分かりました。�

�

��上記の通り、レム睡眠を促進するニューロンの同定に成功し、

レム睡眠を長期的に阻害できるマウスを作ることができました。

このマウスでは、'7$発現ウイルスの注入 �週間後からレム睡眠

が減少し、�週間後には ���以下まで減少しました。そして、レ

ム睡眠が大きく減ると、ノンレム睡眠中の徐波も弱まり、ノンレ

ム睡眠が非常に浅くなりました。ノンレム睡眠が浅くなったため

か、中途覚醒も多く、マウスは頻繁に覚醒と睡眠を行き来するよ

うになりました。このマウスに条件付恐怖記憶学習などの学習課

題をさせたところ、成績が大幅に低下することが分かりました。

従って、レム睡眠が大きく減少した結果、ノンレム睡眠中の徐波

が弱まり、記憶学習能力が低下した可能性が考えられます。すな

わち、レム睡眠の短期的な操作から見えてきたレム睡眠の役割に

関して、レム睡眠の長期的な操作実験でも、一致する結果を得る

ことができました。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

本研究は、レム睡眠を制御する複数のニューロン群の同定に成

功し、さらには、レム睡眠の意義の一端を明らかに出来たという

点において非常に有意義であると考えられます。�

まず、私たちは、これまでほとんど知られていなかったレム睡

眠を負に制御するニューロン群を同定することに成功しました。

$WRK�陽性細胞系譜に由来するこれらのニューロンは、グルタミ

ン酸作動性ニューロンであることも判明し、レム睡眠の制御メカ

ニズムの理解に大きく貢献しました。また、これらの細胞を同定

する上で、細胞系譜に注目し、特定の細胞系譜を遺伝学的にラベ

ルする、というアプローチをとりましたが、このようなアプロー

チは非常にユニークであり、今後、新たに特定の機能的ニューロ

ノン集団を同定する上でも有用なアプローチになるものと期待

されます。�

さらに、レム睡眠を正に制御するニューロン群の同定にも成功

しました。レム睡眠を正に制御するニューロンとしては、延髄腹

側部の抑制性ニューロン群など、いくつか報告がありました。し

かしながら、いずれも、破壊または抑制をしても、レム睡眠の量

には大きな影響のないニューロン群でした。一方、本研究で新た

に同定したニューロンは、破壊するとレム睡眠が大きく低下する

ことが判明しました。従って、レム睡眠の制御中枢を担う可能性

が高く、その発見はレム睡眠の制御機構を明らかにする上で非常

に有用であると期待されます。こうしたレム睡眠を強く正に制御

するニューロン群と、上述のレム睡眠を強く抑制するニューロン

の間での説妙なバランスが成り立つことで、私たちはレム睡眠と

ノンレム睡眠からなる質の高い睡眠を得ることができるものだ

と考えられます。�

そして、冒頭で説明しましたように、レム睡眠の機能について

はこれまでほとんど何も分かっていませんでした。レム睡眠が徐

波の促進を介して記憶学習に貢献しうるという考え方はこれま

でにない新しいものであり、レム睡眠の意義に関する考え方を大

きく従来から変えたものと期待されます。記憶のダイナミズムを

理解する上でも、�種類の睡眠、レム睡眠とノンレム睡眠がある

ことの意義の一端が明らかに成ったことは有意義であると考え

られます。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

レム睡眠を制御するニューロンの探索は、当初想像していた

以上に異常に困難を極めました。その理由は、私たちがそもそ

も睡眠を専門とするバックグランドがなかったことに加えて、

脳幹の橋という部位が非常にヘテロジニアスなニューロン群の

集まりであり、次から次へと新たな分子マーカーが見つかるも

のの、その多くは &UH トランスじぇニックマウスを作製しても

睡眠への影響はなんら見られませんでした。今回多くの &UH マ

ウスを作製しましたが、中には、睡眠以外の重要な脳機能に関

わっているものがあると期待されます。�

�

＜今後の課題、展望＞�

夢を生み出すレム睡眠は、その役割が脳科学の最大の謎の一つ

でした。私たちはレム睡眠が徐波と呼ばれる記憶形成や脳機能の

回復に重要な神経活動を、ノンレム睡眠中に誘発する役割がある

ことを発見しました。この発見は、レム睡眠の脳発達や回復への

貢献を支持するのみならず、レム睡眠の人為的な操作により、

様々な神経疾患の症状を改善できる可能性も示唆します。実際、

多くの神経疾患がレム睡眠の異常を伴います。今後、幼若期や老

齢期のレム睡眠の操作が脳機能に与える影響を解明すると同時

に、様々な神経疾患の症状の改善を試みる予定です。本研究によ

り、脳の発達・恒常性維持機構の理解や、全く新しい神経疾患の

治療標的の発見に貢献できると期待されます。�

また、もしレム睡眠を増やすことが疾患の治療にも有用であ

ると判明した場合には、今後、レム睡眠を遺伝学に依存せずに

操作できるようになることが重要な課題であると考えられます。

現在の睡眠障害の治療薬は、どれもノンレム睡眠を増やすもの

の、レム睡眠は増やさないかむしろかえって減らしてしまうも

のが殆どです。レム睡眠を増やすことができたら、二次的にノ

ンレム睡眠中の徐波も上がり、結果的に非常に質の高い睡眠が

誘導できるようになるのではと期待されます。�

�
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公募研究：2014年度-2015年度��

運動学習における長期記憶機構の研究�
研究代表者：中井� 淳一� � � � �

埼玉大学・理工学研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

我々の脳では、主に海馬や大脳が関与する宣言的記憶と、主に

小脳が関与する運動学習の記憶が知られている。宣言的記憶とと

もに運動学習においても運動学習の記憶がダイナミックに変化

していることは、スポーツにおいて日々のトレーニングが重要な

ことからもうかがい知れることである。 

� 短期記憶から長期記憶へと移行する現象（記憶の定着）につ

いて、運動学習では小脳皮質や小脳核が関係することが報告され

ている。しかし、小脳における記憶の定着がどのように起こるの

か、その分子メカニズムについては不明な点が多い。小脳におけ

る記憶の定着の研究に関して、RSWRNLQHWLF�UHVSRQVH��2.5�では

サ ル �6KXWRK ら � 1HXURVFL�� ����� や マ ウ ス �6KXWRK ら�

1HXURVFL�������� YHVWLEXOR�RFXODU� UHIOH[� �925� で も

%URXVVDUGら（([S�%UDLQ�5HV������）の報告がある。魚類ではキ

ンギョで2.5の学習の報告�0DUVKら�-�1HXURSK\VLRO�������があ

るが、2.5の記憶の定着の研究は魚類ではまだ報告がない。2.5で

の記憶の定着の研究は電気生理学的研究、薬理学的研究が主で、

分子操作や、イメージングによる記憶の可視化、記憶の移動元と

移動先の細胞を同定しながら記憶の定着を研究することを目指

した研究例は報告がない。分子機構に関しては、能動的回避学習

の定着にゼブラフィッシュでもマウス同様 FHOO� DGKHVLRQ�

PROHFXOH�/�が関連すること�3UDGHOら�-�1HXURELRO�������が報

告されているが、運動学習の定着に関しては、マウスの小脳皮質

でタンパク合成が記憶の定着に必要ということぐらいしかまだ

報告がない�6KXWRKら�1HXURVFL�������。�

我々はこれまでGFPをもとにしたカルシウムプローブである
G-CaMP（Nakaiら Nat Biotechnol, 2001）を開発し、神経回路機能
の研究に活用してきた。小型モデル動物であるゼブラフィッシュ

は脊椎動物に属し、その小脳は哺乳類との類似性において構㐀的、

機能的によく保存されている。ゼブラフィッシュの稚魚は脳が小

さく、また透明であるため、可視化による神経回路の実験および

解析に都合がよい。そこで本研究計画では、ゼブラフィッシュを

用いて、運動学習の記憶に関する光学的測定系を開発するととも

に、運動学習の情報が短期記憶から長期記憶へと置き換わってい

くダイナミズムを担う神経回路機構の解明を行った。本研究によ

り脳における長期記憶の全体像の理解が深まり、老化で記憶力が

落ちるメカニズムの解明やその対処法、記憶に関するヒトの疾患

の原因解明、脳卒中後のリハビリの効率化や、スポーツ強化にも

つながる可能性がある。�

�

＜研究計画＞�

本研究は、以下の �つの部分からなっている。�

���行動実験によりゼブラフィッシュで2.5の学習、記憶の定着を

確認する。そのためゼブラフィッシュの稚魚のためも2.5用視覚

刺激装置を組み立てる。顕微鏡下でメチルセルロースにより稚魚

を固定し、&&'カメラで稚魚の眼の動きを撮影し、画像より眼の

部分を抽出して、サッケードの角度、㏿度を解析する。�

�

��� ゼブラフィッシュの小脳、脳幹における2.5の責任部位を探

索する。小脳のカルシウムイメージングにより2.5の際の小脳の

活動部位を特定する。また、小脳皮質の一部をレーザーで光除去

後、行動実験にて2.5での運動学習が損なわれる場所を特定し責

任部位とする。また、*$%$受容体作動薬ムシモール等の薬物をそ

の部位に注入し同じ結果を得られるか調べる。場合によって小脳

の一部にハロロドプシンを発現させたゼブラフィッシュを用い

て神経活動を光抑制し、運動学習への影響を行動実験にて確認す

る。�

�

��� ��で明らかにした小脳皮質の部位において、イメージングに

より2.5で活性化する3&の活動を詳細に解析する。*$/��8$6の下

流に*�&D03または赤色蛍光&D��センサー5�&D03（2KNXUDら3/R6�

2QH������E）の遺伝子をつないだコンストラクトを作成する。ト

ランスジェニック体の作成は受精卵への'1$マイクロインジェク

ション法で行い、トランスポゾン7RO��.DZDNDPLら� 'HY� &HOO��

�����を用いて'1$をゲノムに組み込む。できたトランスジェニッ

ク体を*$/�エンハンサートラップラインと掛け合わせて、目的の

部位に遺伝子を発現させる。�

�

��� 小脳の短期記憶現象を可視化し解析する。�

�

��� 2.5に関連する記憶の移行先と考えられる(&または脳幹の神

経細胞の活動をイメージングにより解析する。また、長期記憶（記

憶の定着）の過程の可視化と解析を行う。�

�

��� 遺伝子操作、光操作等を用いた解析により、記憶の定着の分

子メカニズムを解明する。発見した分子機構が哺乳類でも保存さ

れているか検討し、脊椎動物における統一した理解を行う。�

�

＜得られた研究成果＞�

���ゼブラフィッシュを用いて、2.5�用視覚刺激装置を作成し、

サッケードの角度、㏿度を解析した。この装置を用いて、2.5の

学習を行わせ、学習後のサッカードの角度、㏿度を解析した。�

図１�ゼブラフィッシュの

稚魚を顕微鏡下に固定し、

その周囲に厚紙を用いて

湾曲したスクリーンを設

置した。プロジェクターで

白黒のストライプをスク

リーンに投影した。稚魚の

目の動きを動画撮影した。�
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図２� 任意の㏿度で白黒の

ストライプを動かすことが

できるようにコンピュー

タープログラムを作成した。�

�

�

�

�

図３� スクリーンに投影さ

れた白黒パターンが移動す

るにつれて、①から②への

サッケードが観察された。

サッケードを解析するため

解析プログラムを自作した。�

�

�

�

図４� 図３の眼球運動の解

析結果を図示した。右から

左に白黒ストライプが移動

するのにつれて右目は～��

度から～�� 度へと徐々に変

位し、左目も～���度から～

�度へと変位し、左右両眼が

同期して急㏿に元の位置に

戻る現象がとらえられた。�

�

���エンハンサートラップラインを用いて *�&D03 を小脳顆粒細

胞、下オリーブ核、(XU\GHQGURLG�FHOOに発現させ、その際の小

脳の顆粒細胞、下オリーブ核の細胞活動を *�&D03 を用いたカル

シウムイメージングを用いて解析を行った。�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

図５� エンハンサートラップライン KVS*))��$と *�&D03�Dを掛

け合わせて生まれたゼブラフィッシュを共焦点レーザー顕微鏡

下に固定し、小脳顆粒細胞を LQ� YLYR カルシウムイメージング

した。�

図 �� 図 �の部分のタイムラプス画像。小脳顆粒細胞の細胞体の

自発活動によるカルシウム上昇がとらえられている。�

�

図 �� 図 �の 52,１、52,２に対応する部位の蛍光の経時変化。�

�

���研究途中、ゼブラフィッシュに組み込むカルシウムセンサー

として、5�&D03 の改良型である 5�&D03� を開発することができ

た。既に開発していた 5�&D03����を元に、5�&D03����に含まれ

るミオシン軽鎖キナーゼの 0�� 断片をカルモジュリンキナーゼ

キナーゼのカルモジュリン結合部位（FNNDS�:7）に置き換えるこ

とにより 5�&D03�を作成した。5�&D03�は 5�&D03����より ULVH�

WLPH��GHFD\�WLPHが �倍高㏿に反応することが明らかとなった。

マウス大脳および線虫で 5�&D03� と緑色蛍光カルシウムセン

サー*�&D03を用いた GXDO�LPDJLQJが可能となった。本研究の成

果を 1DW�0HWKRGV誌に発表した。また、この 5�&D03�に関して特

許申請した。�

図８� 赤色蛍光カルシウ

ムセンサー� 5�&D03� の

構㐀と差動メカニズム。

カルモジュリン部分（&D0）

にカルシウム（&D��）が結

合すると &D0は FNNDS�:7

と結合し、その構㐀変化

が赤色蛍光タンパク

（FS5)3）の蛍光強度を増加させる。�

�

図９� 5�&D03�、*�&D03��

チャネルロドプシンを

発現する線虫を用いた

GXDO�FRORU�LPDJLQJ。体

壁筋に 5�&D03�、*$%$

ニューロンに *�&D03�

とチャネルロドプシンを発現する線虫を作成した。この線虫に青

紫色の光を照射してチャネルロドプシンを活性化したところ

*$%$ ニューロンの *�&D03� の蛍光強度（緑）は増加し、体壁筋

の 5�&D03�の蛍光強度（赤）は減少した。�

�

図１０� 図 �の蛍光の経時

変化図。光照射中（図の水

色の部分）*$%$ニューロン

の活動が増加し *�&D03�の

蛍光は増加し、*$%$ニュー

ロンの抑制性入力を受け

て体壁筋の 5�&D03�の蛍光

は低下し、それとともに体

壁筋は弛緩し ERG\� OHQJWK

が伸びている。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

記憶の定着のメカニズムはまだ十分解明されておらず本研究

はその解明に迫るもので、特にゼブラフィッシュを用いたところ

がユニークであると評価できる。5�&D03�の開発に関して、従来
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の赤色カルシウムセンサーに比較して反応速度が速く、従来のセ

ンサーでは計測できなかった高速の神経細胞の発火を検出可能

になった点、および研究者の選択の幅を広げた点で評価できる。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

レーザーで光除去は使用したレーザーのレーザーパワーの問

題でうまく光除去できなかった。この点は、より強いレーザー

を用いれば可能と考えられる。また、不慮の事故によりゼブラ

フィッシュ飼育装置に問題が発生し、飼育していた遺伝子改変

魚の多くを失った。そのため遺伝子改変魚を用いた研究計画を

再開できるまでに時間を要し、４）以下の計画については計画

を達成できなかった。�

�

＜今後の課題、展望＞�

記憶の定着のメカニズムを解明するため、今後はプルキンエ細

胞に*�&D03を発現するトランスジェニックラインを用いたカル

シウムイメージングによりさらに解析を行っていく必要がある。

5�&D03�に関しては、ダイナミックレンジが従来の5�&D03����に

は及ばないため改良の余地がある。この点はアミノ酸の変異導入

により、より高性能な5�&D03�を開発できる可能性がある。�
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公募研究：2014年度-2017年度��

記憶システムの恒常性維持機構の解明�
研究代表者：殿城� 亜矢子� � � � � �

千葉大学・薬学研究院�

＜研究の目的と進め方＞�

学習や記憶機能は、加齢にともなって低下する。近年、加齢や

糖尿病などに伴う生体内の代謝変化による脳機能への影響が、学

習や記憶低下の原因の一つとして示唆されている。たとえば、血

糖調節ホルモンであるインスリンは、摂食・代謝調節をはじめと

して、発生、成長、老化、さらには学習・記憶機能など様々な局

面で重要な役割をもつ。しかし、インスリンの機能が多岐に渡る

ことからインスリンの時期特異的な機能を評価することは困難

であったため、インスリンシグナル経路が学習や記憶の形成にど

のように関わっているのか、さらには加齢に伴う記憶低下との関

与については不明な点が多い。本研究計画では、インスリンの機

能を一過的に制御する系を確立し、体内の代謝恒常性の変化が記

憶機能に与える影響を明らかにすることで、加齢性記憶低下の原

因を理解することを目的とする。�

遺伝的に寿命を操作した長寿命個体は、加齢性記憶低下の発症

が遅れることが種を通じて知られている。これまでに寿命制御に

関する研究は、インスリンシグナル経路を中心に行われ、これら

の寿命制御機構は線虫からショウジョウバエ、マウスに至る進化

の過程で保存されている。一方で、哺乳類においては加齢にとも

ない、インスリン分泌能の低下やインスリン抵抗性の増大など、

代謝恒常性が破綻することが知られている。 

これまでに我々は、ショウジョウバエ嗅覚記憶をモデルとして

研究を行い、老化個体では安定な記憶が形成されないこと、記憶

固定のプロセスを担う機能が低下していることを明らかにして

き た （ 7RQRNL� DQG� 'DYLV��� 31$6��� ������ 7RQRNL� DQG�

'DYLV��-1HXURVFLHQFH������）。ハエ嗅覚記憶は、記憶の固定化

と忘却のプロセスを担う両神経系が最近同定されるなど、記憶形

成に関与する神経細胞群の同定がもっとも進んでいるモデル系

の一つである。ハエ嗅覚系３次神経であるキノコ体は、約����

の神経細胞より構成される。これらのキノコ体に投射する神経細

胞群の中で、セロトニン作動性の'30神経細胞と*$%$作動性の$3/

神経細胞が記憶の固定化のプロセスを担い、一部の特定のドーパ

ミン作動性神経細胞群が記憶の忘却のプロセスを担うことが明

らかになってきた。そこで本研究計画では、記憶の形成機構やイ

ンスリンシグナルによる代謝制御機構の種を超えた保存性に着

目し、ショウジョウバエ嗅覚連合学習をモデルとして老化にとも

なう代謝恒常性の変化が記憶形成機構に与える影響を明らかに

する。生体内の代謝恒常性の変化が、記憶形成に関与する神経

ネットワークや分子ネットワークに与える影響を、嗅覚記憶行動

解析、トランスクリプトーム解析を通じて評価することで、老化

に伴う記憶低下が生じるメカニズムの理解に迫る。 

�

＜研究計画＞�

���生体内の代謝恒常性の変化が記憶形成に与える影響の解析�

生体内の代謝を遺伝学的操作により変化させた個体においてハ

エ嗅覚記憶の行動解析を行い、記憶形成に与える影響を明らかに

する。具体的には、ハエのインスリン産生細胞に細胞死誘導因子

を発現し、生体内のインスリンシグナル系を一過的に低下させる

方法を確立する。ハエの嗅覚記憶は、時間軸に分けて短期記憶、

中期記憶、長期記憶と大別され、徐々に安定化されていく。生体

内のインスリン系の変化等による代謝機能の変化が、これらのど

のステップに影響するかを行動解析により明らかにする。�

���記憶の維持に必要なインスリンシグナル分子基盤の検討��

インスリン関連因子やインスリン受容体の下流シグナル因子（イ

ンスリン受容体基質、3,�.、$NW等）をノックダウンさせた個体

を作製する。これらの個体を用いて記憶を測定し、記憶の維持に

必要なインスリンシグナル分子基盤を明らかにする�

��記憶の維持に関与するインスリンシグナル応答組織の検討��

時期特異的に遺伝子を発現させることが可能なJHQH�VZLWFKシス

テムを用いて、神経系、グリア、脂肪細胞を含めた様々な組織で

インスリン受容体機能欠損型を発現、もしくはインスリン受容体

をノックダウンさせた個体を作製する。これらの個体を用いて記

憶を測定し、どの組織のインスリンシグナルが記憶の維持に必要

であるかを同定する。��

���老齢個体における代謝システムを改変する方法の探索��

老齢個体における代謝機能の低下を改変させる方法として、摂食

制限とハエインスリン産生細胞でGLOSVの発現を一過的に上昇さ

せることを計画する。これらの方法に関して、以下の代謝ネット

ワークに関与する因子や遺伝子発現を調べ、老齢個体における代

謝機能の低下が改善しているかを確認する。�

$．代謝ネットワークに関与する因子�

�．体液中グルコース量、�．グルコーストレランス、�．摂食量、

�．体重、�．寿命�

%�� 代謝ネットワークに関与する遺伝子発現�

�．インスリン様ペプチド遺伝子、�．インスリン様受容体、�．

インスリン様ペプチド結合タンパク質コード遺伝子、�．インス

リン分泌促進因子コード遺伝子�

��加齢に伴う代謝恒常性の変化が記憶機能の低下に与える影響

の解析��

加齢にともなう代謝機能の変化を遺伝学的操作により改変し、老

齢個体における記憶低下に与える影響を、ハエ嗅覚記憶の行動解

析により明らかにする。�

�）代謝恒常性の変化が影響する分子ネットワークの同定：�

生体内の代謝変化によって、脳内あるいは特定の神経細胞群の遺

伝子プロファイリングが変化している可能性を考え、発現変化す

る分子ネットワークを51$�VHTを用いたトランスクリプトーム解

析により同定する。同定した分子ネットワークの発現量を改変さ

せた老齢個体において、嗅覚記憶を行動解析により測定する。�

�

＜得られた研究成果＞�

���インスリンシグナルは中期記憶に必要である��

ヒトのインスリンは膵臓のランゲルハンス島β細胞から放出さ

れるのに対し、ショウジョウバエでは脳に存在するインスリン産

生細胞（,3&）からインスリン様ペプチド（'LOS）が分泌される。
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まず、,3&から分泌される'LOSが記憶の形成に必要であるか確か

めるため、,3&機能を欠損させた個体における記憶の測定を試み

た。,,6は発生や成長を含む様々な時期や組織において重要な役

割を果たすため、薬剤依存的に発現を調節できる*HQH�6ZLWFK（*6）

システムを用いて,3&機能を一過的に欠損させた個体を作製した。

それらの個体を用いて嗅覚記憶を測定したところ、,3&機能欠損

させた群でのみ中期記憶の低下が見られた（図�$���%）。一方で、

短期記憶の変化は見られなかった。このことより、,3&の機能は

中期記憶に必要であることが明らかとなった。�

老化に伴う記憶低下は様々なモデル動物において観察される

が、ショウジョウバエ嗅覚記憶では中期記憶が低下することが知

られている。そこで、老化に伴う中期記憶低下の原因の一つとし

て老化に伴う,3&機能欠損の可能性を考えた。老齢個体において

同様の手法を用いて,3&機能を一過的に欠損させたところ、中期

記憶のさらなる低下は見られなかった（図�$���%）。これらのこ

とより、老化に伴う,3&機能の欠損が中期記憶の低下を引き起こ

している可能性が示唆された。�

��ハエにおいてインスリンシグナルを制御する因子の一つ

'URVRSKLOD�,QVXOLQ�OLNH�SHSWLGH��'LOS��が記憶の維持に必要

である：�

,3&に発現する'LOS�、�、�のうち中期記憶に必要な'LOSを同定す

るために、それぞれの'LOSを,3&でノックダウンさせた個体を作

製し記憶を測定した。,3&特異的に'LOS�をノックダウンした個体

では中期記憶の有意な低下が見られたが、'LOS�や'LOS�のノック

ダウン個体では記憶への影響は見られなかった（図�&）。このこ

とより、,3&に発現する'LOS�が中期記憶の形成に必要であること

が示唆された。�

�� 中期記憶の形成に脂肪組織のインスリン受容体が必要であ
る�：�

ショウジョウバエの 'LOSは �種類知られているが、インスリン

受容体（,Q5）は１種類のみ同定されており、神経細胞、グリア

細胞、脂肪細胞を含む様々な組織に発現している。どの組織にお

ける ,Q5 の発現が中期記憶に必要であるかを明らかにするため

に、様々な組織特異的に ,Q5ドミナントネガティブを一過的に発

現させた個体を作製し中期記憶を測定した。その結果、脂肪細胞

特異的に ,Q5 ドミナントネガティブを一過的に発現させた個体

において、短期記憶は変化しないが中期記憶が有意に低下するこ

とが明らかとなった。一方で、神経細胞やグリア細胞特異的に

,Q5ドミナントネガティブを一過的に発現させた個体では、中期

記憶の顕著な変化が見られなかった。このことより、脂肪組織に

おけるインスリン受容体の発現が中期記憶の形成に必要である

ことが示唆された。さらに、脂肪組織においてインスリンシグナ

ルの下流である 3,�.をノックダウンさせた個体において記憶が

低下したことから、脂肪組織におけるインスリンシグナルの活性

化が記憶の維持に必要であることが示唆された。�

���GLOS�の発現は加齢に伴い低下する：�

老化に伴う ,3&における GLOSの転写調節の影響を明らかにする

ために、野生型ハエの若齢・老齢個体における GLOS�、GLOS�、

GLOS�、LQVXOLQ�UHFHSWRU��LQ5�の発現量を定量 3&5により検討

した。その結果、GLOS�、GLOS�、LQ5の発現は老化により変化が

みられなかったが、GLOS� の発現は老齢個体で低下が見られた。

また、,3& における 'LOS���'LOS� の発現を免疫染色により確認

したところ、'LOS�のみの発現低下がみられた。これらのことよ

り、GLOS�の発現は転写、タンパク質レベル両方で、加齢に伴い

低下することが明らかとなった。�

�� 'LOS�の一過的な強制発現は中期記憶を増強する：�

これまでの結果より、,3&における 'LOS�の発現が中期記憶に必

要であること、GLOS�の発現は老化に伴い低下することが明らか

となった。そこで、老齢個体における中期記憶の低下が GLOS�

の強制発現により向上する可能性を検討した。老齢個体の ,3&

に GLOS�を一過的に発現させ中期記憶を測定したところ、GLOS�

過剰発現群において中期記憶の有意な上昇が見られた（図 �）。�

本研究では、様々な時期・組織で機能する ,,6を遺伝学的に一

過的に改変させることで、,,6の記憶への特異的な影響を検討し

た。これらの結果より、,3&からの 'LOS�分泌や脂肪細胞におけ

る ,,6を介して中期記憶が調節されること、,,6の調節異常が老

化による記憶低下に寄与していることが示唆された（図 �）

（7DQDEH�HW�DO���&HOO�5HSRUWV�������）。�

�）加齢性記憶障害に関与する遺伝子群を同定：�

51$VHT 解析により、加齢に伴い脳内で発現量が変化する遺伝子

プロファイリングを得てきた。一方で、記憶形成に関与する網

羅的遺伝学的スクリーニングにより、記憶ポジティブ制御因子

��� 遺伝子、記憶ネガティブ制御因子 �� 遺伝子が同定されてい

る（:DONLQVKDZ�HW�DO�������）。これらのリストを比較解析し、

「遺伝子群 $」加齢に伴い脳内で発現量が上昇することによって、

記憶低下の原因となる可能性のある責任候補遺伝子群を � 遺伝

子、「遺伝子群 %」加齢に伴い脳内で発現量が低下することによっ

て記憶低下の原因となる可能性のある責任候補遺伝子群 ��遺伝

子を同定した。これらの遺伝子群について、時期・場所特異的
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に遺伝子を発現させることが可能な *DO��8$6遺伝子発現系であ

る“JHQH�VZLWFKシステム”（5RPDQ�HW�DO���31$6������）を用

いて神経細胞で発現量を変化させ、老齢個体における記憶低下

が抑制もしくは増悪するか検討した。これまでに、12 の受容体

である可溶性グアニルシクラーゼ（V*&）のサブユニットについ

て、L�神経細胞でノックダウンすると記憶が向上すること、

LL�12�V*&経路を薬理学的に抑制すると、老齢個体の記憶低下が

改善することを明らかにした（未発表）。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

本研究では、様々な時期・組織で機能する ,,6を遺伝学的に一

過的に改変させることで、,3&からの 'LOS�分泌や脂肪細胞にお

ける ,,6を介して中期記憶が調節されること、,,6の調節異常が

老化による記憶低下に寄与していることが示唆された。,,6は脳

神経系の発生や生体内代謝機能に密接に関与することから、,,6

が記憶系を直接制御しているのか、発生や代謝を介して関与して

いるのかが曖昧であった。しかし、本研究における ,,6の遺伝学

的な一過的な改変個体における記憶アッセイにより、,,6が記憶

系を直接制御していることが示された。これらの結果に関する論

文は、&HOO�5HSRUWVに掲載された（7DQDEH�HW�DO���&HOO�5HSRUWV���

����）。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

生体内の代謝変化による脳内の分子ネットワークへの影響を

明らかにするために、脳内もしくは特定の神経細胞群の遺伝子

プロファイリングを同定することを計画していた。当初、L�若

齢個体、LL�老齢個体、LLL�代謝を変化させた若齢個体、LY�代

謝を変化させた老齢個体における D�脳全体、E�記憶固定を担う

'30 神経細胞、F�記憶保持を担うキノコ体神経細胞をそれぞれ

回収し、次世代シークエンサー（51$�VHT）により遺伝子プロファ

イリングを比較することを研究計画としていた。脳全体の遺伝

子プロファイリングを解析するだけでなく、単一神経細胞群を

回収し 51$�VHT 解析を行うことで、代謝変化により影響を受け

る遺伝子プロファイリングを神経細胞間で比較解析し、代謝が

制御する脳神経系の分子ネットワークを明らかにできると考え

た。�

我々は、*)3 発現ハエ系統を用いて特定の神経細胞をラベル

して、*)3ラベルされた神経細胞を解離・単離したのちに、51$

を抽出する検討を行った。しかし、51$�VHT 解析に十分な質と

量のサンプルを得ることが未だ難しく、方法を検討している状

況にある。�

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究は、脂肪細胞における,,6が中期記憶の維持に関与して

いることを初めて明らかにした。しかし、脂肪細胞におけるどの

ようなシグナルを介して脳に作用し、記憶の維持に関与している

かは明らかではない。また、老齢個体において特異的なインスリ

ンペプチドの発現量が低下することを示したが、どの様なメカニ

ズムで発現変化が生じるのかは不明である。このように、脳と他

組織との連関メカニズムや老化における脳内の分子ネットワー

クの変化の解明は、今後の研究課題である。�

本研究成果は、,,6の加齢性記憶障害への関与を示唆するだけ

でなく、,,6の人為的な操作により加齢性記憶障害を改善できる

可能性も示唆した。インスリンシグナルは種間で保存されている

経路であるが、本研究で明らかにした'LOS�や脂肪組織の関与が

哺乳類では何に対応するのかは定かではない。今後、共同研究な

どを通して保存性の検討を進めたい。�

加齢性記憶障害に関与する遺伝子群を同定においては、加齢に

よる嗅覚記憶の低下を制御する因子として12�V*&経路を実際に

同定することができた。12�V*&経路は哺乳類でも保存されており、

ヒト加齢性記憶障害を制御する候補遺伝子となり得る。またこれ

までに、ハエ嗅覚記憶形成の変異体で同定された遺伝子は、ヒト

を含む哺乳類でも機能的に重要であり、ヒトの記憶障害の原因解

明につながった例は多い。これら加齢に伴う記憶低下の責任遺伝

子群について、将来的にヒトを含む哺乳類でもその保存性を検討

し、ヒトの加齢性の記億障害に対する新薬開発の候補を挙げるな

ど新たな治療方法へつながる基盤を提供していく。また老化に伴

う記憶低下の解析を進めることで、記憶形成に関与する神経基盤

の解明や神経変性疾患の晩発性発症の解明にも貢献すると考え

る。さらには、加齢性記憶障害の生体内マーカーとしての有用性

に繋がることが期待される。�
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公募研究：2014年度-2017年度��

匂い学習記憶を支える嗅覚系の多領域ネットワーク機能の解析�
研究代表者：山口� 正洋� � � � �

高知大学医学部�

＜研究の目的と進め方＞�

嗅覚系は、食べ物の探索・摂取、捕食者からの逃避など、動物

の根源的な行動を支えており、日々変わる匂い環境に対して適切

な行動をとるために、嗅覚系の学習記憶は極めて重要である。近

年、嗅覚学習記憶に伴って嗅球投射ニューロンの活動性がダイナ

ミックに変化することが判明し、嗅覚学習記憶がすでに嗅覚一次

中枢の嗅球神経回路の可塑的変化によって担われていることが

明らかとなってきた。また、その上位中枢である嗅皮質の可塑的

変化も嗅覚学習記憶に重要な役割を担っているはずである。しか

しこれらの神経回路機構は全く不明である。 

研究代表者はこれまで、成体においても常に新生している嗅球

介在ニューロンである顆粒細胞の生死選別機構の解明に取り組

み、新生顆粒細胞の選別が覚醒時の嗅覚経験とその後の睡眠とい

う覚醒・睡眠サイクルに基づいて行われることを明らかにしてき

た。さらに、睡眠中の嗅皮質から嗅球への top-down 性シナプス
入力が、新生 GC選別を促進するシグナルであることを見出して
きた。 

以上のことから、匂いの学習記憶を支える嗅覚神経回路の可塑

性は、複数の脳領域間の情報のやりとりに基づいて行われている

と考えられた。また、嗅覚行動は情動を動かすことによって発揮

されていることから、脳領域間の相互作用を理解するためには情

動行動に関わる嗅覚領域を明らかにすることが重要と考えられ

た。本研究は以上をふまえ、嗅覚学習記憶の形成機構を、嗅球・

嗅皮質の領域間相互作用、多領域ネットワーク機能の観点から検

討した。具体的には、①覚醒・睡眠サイクルに基づく嗅球嗅皮質

間相互作用� ②嗅球の新生ニューロンの生死選別におけるシナ

プス入力統合機構� ③嗅覚情動行動に関わる嗅皮質の機能領域

の同定とその学習記憶における役割� を主な切り口として進め

た。 

�

＜研究計画＞�

1) 嗅覚学習記憶の実験系の確立 
匂い提示装置と、自由行動マウスに行動学習を行わせるオペラ

ントチャンバーを組み合わせた実験システムを構築し、マウスに

嗅覚学習記憶行動を行わせる。日をまたいだセッションの繰り返

し（覚醒・睡眠サイクルの繰り返し）によって嗅覚学習が進み、

安定的な学習記憶が獲得されるように嗅覚タスクの条件・難易度

を設定する。 

 
2) 嗅皮質機能領域の同定 
嗅皮質には様々な亜領域があり、解剖学的な性質に関する知見

は多いが機能的な理解はほとんど進んでいない。嗅覚行動は情動

に基づく行動であり、匂いの情動行動を司る嗅皮質の機能領域を

ニューロン活性化のマーカー分子の発現を指標に同定する。 

 
3) 覚醒・睡眠サイクルに基づく嗅覚学習記憶形成過程と嗅球神
経回路機能の可塑的変化の解析 
嗅覚学習の前後で嗅球および嗅皮質の局所電場電位(LFP)を記

録し、覚醒時嗅覚行動中の LFP が学習に伴ってどのように変化

するかを明らかにする。 

 
4) 嗅覚学習記憶の形成における嗅皮質神経活動の役割の解析 
覚醒時嗅覚タスクに引き続いておこる（典型的にはタスク後の

睡眠中におこる）嗅皮質から嗅球に入力する top-down シナプス
入力が、嗅覚学習記憶の形成に果たす役割と、嗅球新生ニューロ

ンの生死選別に果たす役割を、薬剤投与や薬理遺伝学を用いた嗅

皮質神経活動抑制によって検討する。 

 
5) 嗅覚学習記憶の形成における情動の役割の解析 
情動行動に関わる嗅皮質領域が嗅覚学習記憶に果たす役割を、

薬剤投与や薬理遺伝学を用いた神経活動操作抑制によって検討

する。 

�

＜得られた研究成果＞�

1) 嗅覚学習記憶の実験系の確立�

・報酬に基づく誘引行動について�

匂いポートと水（報酬）ポートを組み合わせたオペラントチャ

ンバーを作成し、特定の匂いを供給されると水がもらえる匂い―

報酬連合学習の実験系を構築できた。この学習は数日間の繰り返

しトレーニングによって成立した。�

・侵害刺激に基づく忌避行動について�

電気ショックチャンバーを用いて匂い刺激と足底への電気

ショック（侵害刺激）を組み合わせ、特定の匂いに対して忌避す

る匂い―侵害刺激連合学習の実験系を構築できた。この学習は数

日間の繰り返しトレーニングによってより強固に成立した。�

�

2) 嗅皮質機能領域の同定 
上記の匂いに基づく誘引行動・忌避行動の学習系を用いて、匂

いの情動行動の際に活性化する嗅皮質領域を最初期遺伝子 c-fos 

mRNA の発現によって調べ、嗅皮質の一領域である「嗅結節」

において、匂いの情動行動に関わる機能ドメインを見出した（下

図）。 

匂いと報酬（水あるいは餌）の連合学習によって、その匂いに対

154



して誘引行動をとる際には嗅結節の「前内側ドメイン」が活性化

し、侵害刺激（電気ショック）との連合学習によってその匂いに

対して忌避行動をとる際には嗅結節の「外側ドメイン」が活性化

することを明らかにした（Murata et al, 2015）。この活性化パター
ンは匂いの種類にはよらず、誘引・忌避行動という行動様式に対

応して生じていることから、嗅結節には匂いの情動行動の機能ド

メインが存在することを明らかにした。 

 

3) 覚醒・睡眠サイクルに基づく嗅覚学習記憶形成過程と嗅球神
経回路機能の可塑的変化の解析 
� 学習が比較的短期間に効率よく成立する忌避行動学習を用い

て、学習前後の嗅覚神経回路の機能的変化を検討した。嗅球、梨

状皮質（嗅皮質のなかで最も広い領域）、嗅結節前内側ドメイン、

嗅結節外側ドメインの４か所に電極を留置し、匂い提示中の LFP
を記録した。異なる周波数帯の変化を解析したところ、低周波数

域のベータ波に最も顕著な変化が観察された。具体的には、①学

習前に較べて忌避行動学習後はベータ波の強さ(power)が、記録
した４領域すべてで増強した。②嗅結節前内側ドメイン、外側ド

メインを比較すると、学習後は外側ドメインにおける強さの増強

がより優位であった。③ベータ波の領域間の同調性(coherence)
が、学習後に増強した。④梨状皮質―嗅結節前内側ドメイン間の

同調性と、梨状皮質―嗅結節外側ドメイン間の同調性を比較した

ところ、学習後は梨状皮質―嗅結節外側ドメイン間の同調性の増

強がより優位であった（下図）。 

� 以上の結果は、匂いの忌避学習によって嗅結節外側ドメインの

活動が優位に高まり、このドメインと他の嗅皮質領域との情報の

やり取りが優位に活性化していることを示した。 

�

4) 嗅覚学習記憶の形成における嗅皮質神経活動の役割の解析 

・どのような行動に伴って嗅球の新生顆粒細胞の生死選別が促進

するかを検討するため、電気ショックによる恐怖誘導に伴う生死

選別を検討したところ、恐怖誘導直後に新生顆粒細胞の生死選別

が著しく促進すること、またこの現象が嗅皮質の神経活動依存的

に起こることを明らかにした(Komano-Inoue et al, 2015)。このこ
とから、嗅球の新生顆粒細胞の生死選別が、摂食後の睡眠時や、

恐怖誘導直後に促進すること、またどちらにおいても嗅皮質から

の top-down入力によって促進されることを明らかにした。 

・嗅皮質の神経活動を適切な時期に操作するため、嗅皮質の代表

的領域である梨状皮質に Cre recombinaseを発現する遺伝子改変
マウス(Ntsr1-Creマウス)を米国動物会社より入手した。外来性リ
ガンド(CNO)によって神経活動を抑制する G 蛋白共役変異型受
容体(hM4DGi)を Cre 依存的に発現するアデノ随伴ウイルスの局
所注入によって、梨状皮質ニューロンの神経活動を人為的に抑制

できる実験系を確立した。睡眠中の梨状皮質で見られる LFP 上
の sharp waveが、CNOの腹腔内投与によって抑制されることを
確認した。 

 

5) 嗅覚学習記憶の形成における情動の役割の解析 
嗅結節にはドーパミン 1 型受容体、2 型受容体を発現する D1
細胞と D2細胞があり、匂いの情動行動時には主に D1細胞が活
性化することを明らかにした(Murata et al, 2015)。D1細胞の機能
操作を行うため、D1細胞に Cre recombinaseを発現する遺伝子改
変マウス(D1-Creマウス)を入手し、上記のアデノ随伴ウイルスに
よって機能抑制できる実験系を確立した。 

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

研究代表者は嗅覚神経回路の可塑性機構を長年研究し、嗅球新

生ニューロンの生死選別が嗅皮質からのシナプス入力によって

促進されることを見出し、学習記憶に関わる神経可塑性における

脳領域間相互作用の重要性を提唱してきた。本研究期間中に匂い

の情動行動を司る嗅結節ドメインの存在を明らかにし、この知見

を新たに組み込んで研究を推進してきた。本研究は研究代表者自

身の発見に基づいて立案し進めたものであり、非常に高い独創性

を有し国内外に同様の研究成果を報告したグループは未だ見当

たらない。 

脳機能は特定の領域だけで発揮されるのではなく複数の領域

の相互作用によって成り立っており、近年この重要性が認識され

多くの研究が進行している。嗅覚系は感覚系の一つであるため、

末梢からの感覚入力という情報の流れが明確であるという利点

がある。更にこれとは逆の top-down 性入力に着目することで、
双方向の情報の流れの機能的意義を理解できる優れたモデル系

と考えられる。本研究はこの点で高い普遍性と発展性を有するも

のである。 

また嗅結節ドメインの発見は、匂いの誘引行動と忌避行動を制

御する領域が空間的に分かれて存在することを見出した点で大

きな価値がある。本研究ではこの点を生かして２つのドメインの

活動性を比較し、学習記憶に基づくドメイン活動の優位性獲得を

明らかにした。脳領域間の相互作用の理解を深める上で機能が明

確な脳領域に着目することは重要である。この点においても本研

究成果は大きな発展性を有している。嗅結節はこれまであまり注

目されてこなかった脳領域だが、匂いを情動行動に結びつける領

域として近年国外において論文報告が増えてきている。しかし、

嗅結節の機能的ドメインに基づいた論文は研究代表者を除いて

殆ど見当たらない。 

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

本研究では、項目 4) 嗅覚学習記憶の形成における嗅皮質神経
活動の役割 5) 嗅覚学習記憶の形成における情動の役割� につ

いて、特定のニューロンの特定の行動様式中における活動性の

機能的意義を薬理遺伝学的手法を用いて詳細に明らかにするま

でには至らなかった。 

研究期間中に研究代表者が異動したため、研究グループの変

更や新たな研究室立ち上げに時間と労力を費やす必要が生じた

ことが、上記の遅れに繋がったと考えている。ただし当初の研

究目的や方向性を大きく変える必要が出てきた訳ではなく、解

析のための実験系を確立することができたため、現在本研究計
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画に沿って機能的意義の検討を進めている。�

�

＜今後の課題、展望＞�

今後、嗅覚系の領域ごと、領域間の神経活動の性質と機能的意

義を、マウスの行動様式（嗅覚タスク中、その後の睡眠中、恐怖

誘導直後など）に対応づけて理解していく必要がある。そのため

に、本研究で確立した匂いの誘引行動学習、忌避行動学習の系を

生かし、２つの行動学習における共通点、相違点に着目して理解

を進めていくことが重要と思われる。この点で、嗅結節ドメイン

の同定は大きな足掛かりとなり、この領域との相互作用という観

点から嗅球や梨状皮質など他の嗅覚領域の可塑性機構を理解し

ていくことができると考えている。嗅覚神経回路を題材として、

感覚入力を情動行動に結びつける学習記憶の神経回路機構の理

解を深めていきたい。�
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公募研究：2014年度-2017年度（�月末に課題廃止）

第 �期：'XDO )5(7技術を用いた長期神経可塑性機構の解読

第 �期：&5(%�$UFシグナル活性化による長期記憶制御機構の解明
研究代表者：尾藤 晴彦 � � � �

東京大学・大学院医学系研究科

＜研究の目的と進め方＞

第�期：神経伝達物質受容に引き続くシナプス電位の変化は、神

経細胞内で電気的シグナルとカルシウム流入などを引き金とす

る化学的シグナルの両者を生成する。カルシウムシグナルは、シ

ナプス可塑性を引き起こす原動力となるのみならず、シナプスか

ら核へのシグナリングの引き金となることを我々はこれまで明

らかにしてきた。しかし、１）樹状突起の一部分のみが刺激され

た時に、どのように核へシグナルは到達するのか、２）このよう

な場合、リン酸化カスケード活性化は核内で起こるのか、核外で

起こるのか、という点については、技術的な限界から、ほとんど

研究が進んでいない。樹状突起から核へ伝わるシグナリングの謎

を解明するため、本研究では&5(%リン酸化の)5(7リポーターを作

出し、&D0..�&D0.,9との同時可視化などを、最近我々が開発した

G)20$�GXDO�)5(7�ZLWK�2SWLFDO�0DQLSXODWLRQ��法を用いて定量

的イメージングを行う。これらの結果を基に、長期記憶の素過程

の一つである&5(%�リン酸化の時空間的ダイナミクスの分子基盤

を解明し、FHOOXODU�FRQVROLGDWLRQ�の重要メカニズムを解き明

かす。

第 �期：統合失調症患者の大規模ゲノム解析により、ポストシナ

プスにおける $UFシグナリング複合体の破綻が、疾患病態と強く

相関する可能性がごく最近示唆されている（)URPHU�HW�DO��

1DWXUH�������3XUFHOO�HW�DO��1DWXUH�����）。従って、$UF シグ

ナリング（2NXQR�HW�DO��&HOO�����）を解明することは、認知・

記憶の分子基盤を理解する上で、喫緊の課題の一つである。本研

究では「ニューロン &D���!&5(%�!�$UF シグナル!�長期記憶制御」

という長期記憶制御にとって不可欠なパスウェイを取り上げ、１）

$UF�.2 マウス、ならびに２）多色 &D��計測技術を駆使して、

&5(%�$UF シグナリングによる長期記憶の回路ダイナミクス制御

機構の全貌を明らかにする。

＜研究計画＞

第 �期：

�� カルシウムシグナルは、シナプス可塑性を引き起こす原動力

となるのみならず、シナプスから核へのシグナリングの引き金と

なることを我々はこれまで明らかにしてきた。しかし、シナプス

から核へのシグナリングの全貌は明らかにされていない。そこで、

リン酸化&5(%を可視化する)5(7センサー分子の構築を試みる。さ

らに同時にカルシウムも同時に可視化する)5(7センサー分子の

設計・改良を実施する。

�� 樹状突起の活性化後のシナプスから核へのシグナル伝達機構

を明らかにする。

�� 特に上記を規定する重要なリン酸化・脱リン酸化イベントを

同定し、その意義を検証する。

第 �期：

第 �期では、特に恐怖記憶形成過程に着目し、$UF誘導を引き

起こす &5(% 活性化経路の特異性を探索した。その結果、恐怖条

件付けにて、扁桃体 $UF 誘導は &57&� という &5(%�FRDFWLYDWRU

の核内移行を不可欠とすることを明らかにした（1RQDND�HW�DO��

1HXURQ�����）。また、この過程で、LQ�YLYRのシナプス活動を可

視化可能な赤色 &D��インディケーター5�&D03� を開発した

（,QRXH�HW�DO��1DW�0HW�����）。

そこで、本研究では、

以下の � 点に焦点を絞

り、解明を試みる。１）

&5(% 下流の $UF 誘導の

意義探索に焦点を絞り、

具体的には、「ポストシ

ナプス 10'$ 受容体

 !&D���流入 !�&D0. 活

性化 !�&5(% リン酸化

 !$UF転写誘導 !$UF産

物のポストシナプス

ターゲティング」の

&5(% シグナリングの情

報フローを生きたマウ

ス個体脳で解明し、その

破綻がどのような記憶

異常をもたらすかを明

らかにする。

２）活性化エングラムのライブイメージング可能にする (�6$5(

技術を、LQ�YLYR多色 &D��センサーイメージング技術と組み合わ

せた技術の開発を試みる。これにより、&5(% が活性化された興

奮性・抑制性神経細胞集団が織りなす広範な可塑的神経活動をラ

イブイメージングする基盤技術の創成を試みる。この過程で得ら

れた技術を用い、&5(%�$UF 活性化が引き起こす広範な神経ネッ

トワークダイナミクスの時空間的特性を解明し、長期記憶に対す

る役割を解明する。

＜得られた研究成果＞
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�� 新規赤色&D��センサー樹立に伴う神経回路多重化計測・操作

法の確立

過去に作出されたリン酸化&5(%応答性プローブの構㐀特性に

立脚し、)5(7計測に適したJHQHWLFDOO\�HQFRGHG�SUREHを設計し、

より)5(7効率の高い変異体作成を試みた。さらに'XDO�)5(7技術

を実践するために、赤色DFFHSWRUを有するカルシウム)5(7プロー

ブを作出した。その過程で、線形性が高く、高㏿性能を有した新

規カルシウムセンサーの設計原理が明らかとなった。これを応用

して、)5(7�プローブと同時可視化可能な、赤色高㏿*(&,、5�&D03�

の設計に成功した �,QRXH�HW�DO� 1DWXUH�0HW������。

その有用性をLQ�YLWUR、LQ�YLYRで実証した結果、5�&D03�を用

いた、LQ�YLYR�樹状突起イメージングにおいて、特に有効である

ことを見出した。

生きた動物の個体における神経活動およびシナプス活動をモ

ニターすることの可能な赤色&D��センサーを開発したことより、

従来の蛍光&D��センサーのみでは不可能であった�つの異なる種

のニューロンにおける神経活動の同時計測が可能かどうか検証

した。アデノ随伴ウイルスを用いて、ソマトスタチン陽性の抑制

性ニューロンに5�&D03�を、それと同時に，&D���カルモジュリン

依存性プロテインキナーゼ,,陽性の興奮性ニューロンに緑色

&D��センサーを発現させた。その結果，LQ�YLYRにおいてソマト

スタチン陽性の抑制性ニューロンと&D���カルモジュリン依存性

プロテインキナーゼ,,陽性の興奮性ニューロンの神経活動の同

時イメージングに成功した。また、これまで電気生理学的な手法

により見い出されていた知見と一致して、抑制性ニューロンどう

しには活動パターンに強い同期性が示されたのに対し、近接して

いる興奮性ニューロンどうしでは活動パターンの同期性に大き

なばらつきがあることが示された。このことより，�色の蛍光&D��

センサーを用いた同時イメージングにより，はじめて�つの種の

異なるニューロンのあいだの関係を明らかにできることが示さ

れた。

光のみによる行動の制御および神経活動の計測が可能である

かどうか検証するため、自由行動している線虫においてイメージ

ングを試みた。*$%$作動性抑制性運動ニューロンにチャネルロド

プシンおよび緑色&D��センサーを発現させ、一方、その投射先で

ある体壁筋に5�&D03�を発現させて，それぞれの神経活動を同時

に計測した。光の照射により，*$%$作動性抑制性運動ニューロン

では活動が上昇する一方，標的である体壁筋の細胞では&D��濃度

の急㏿な低下にともない弛緩が生じ，それまで動いていた線虫を

停止させることに成功した。

さらに、5�&D03�イメージングを可能な�色ファイバーフォトメ

トリー技術を構築し、記憶学習・報酬行動などに関与する投射線

維の興奮を、同一投射線維内における多数の入力を細胞種別に多

色蛍光記録する技術開発を実施した（.LP�HW�DO��1DWXUH�0HW�

����）。

���カルシニューリン依存的&57&�核移行による扁桃体特異的恐

怖条件付け記憶の制御機構の解明

本研究では、活動依存的カルシニューリン活性化が&5(%補助活

性化因子&57&�の脱リン酸化による核移行メカニズムを探索した。

まず生化学的に、6HU���� 6HU����の�残基の脱リン酸化が必要か

つ十分であることを明らかにし、これにより、F�IRVや$UFなど

&5(%依存的転写の活性化がもたらすことを明らかにした。また、

この&5&7�活性化機構は、LQ�YLYRの文脈依存的恐怖条件付け記憶

の形成において、海馬&$�では必須ではないが、扁桃体では不可

欠であることを見出し、&5(%活性化機構が脳部位特異的に選択さ

れる初めての事例を発見し、報告した。

&5(% は F�IRV 遺伝子や $UF 遺伝子といった記憶痕跡マーカー

としても使われている最初期遺伝子群の発現を誘導するが、活性

型 &57&� の出現によっても、これら最初期遺伝子の発現が誘導さ

れることを、培養ニューロンおよび個体の脳において示しました。

さらに、これら最初期遺伝子の制御領域に &57&�が結合すること

をクロマチン免疫沈降アッセイにより、F�IRV遺伝子，$UF遺伝

子，]LI��� 遺伝子，%'1) 遺伝子のプロモーターの &5(% 結合配列

を含む断片が共沈降されることを示した。

&57&�による最初期遺伝子の発現誘導が &5(%の 6HU���のリン

酸化とは独立したシグナル伝達経路による場合、&57&� を介した

&5(% の活性化にはどのような意義があるのか？ひとつの可能性

は、&57&� が &5(% とは独立した神経活動依存的シグナル伝達経

路による制御を受けることができるという点である。つねに核に

局在し 6HU���の �箇所のリン酸化により活性化される &5(%とは

対照的に、&57&�は神経活動休止状態で高度にリン酸化されてお

り、カルシニューリンにより脱リン酸化されて核移行する。&5(%

の 6HU��� のリン酸化だけでも 3.$，(5.，06.，&D0.,9，&D0.,,

など多くのリン酸化酵素の制御をうけますが、転写補助因子によ

る制御経路を加えることで制御の幅はさらに広がるのかもしれ

ない。もうひとつは、&5(% が発現領域によって、いくつかの役

割を演じ分けるために、&57&�などの転写補助因子が手助けして

いる可能性が考えられる。

そこで、海馬と扁桃体の両方の領域が関わる文脈依存的な恐怖

条件づけという長期記憶の学習課題において、両部位における

&57&� 局在（すなわち活性化状態）を調べた結果、扁桃体では連
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合学習に応じた &57&�の核移行（すなわち活性化）が検出できた

が、海馬では記憶課題依存的核移行は認められなかった。これら

の脳部位で &57&� をノックダウンしたところ、扁桃体において

&57&� を欠くと記憶の低下が認められたが、海馬でのノックダウ

ン操作をしても、記憶に変化はみられなかった。このように、

&57&� には脳領域に特異的な機能のあることが明らかになった�

（1RQDND�HW�DO��1HXURQ�����）。�

�

��&D��の下流の新規シグナル可視化分子プローブの設計�

&D���流入 !�&D0.活性化 !�&5(% リン酸化のシグナル経路の活性

化過程を可視化する分子プローブ設計を行い、実用性のある

)5(7 プローブ等を初代培養神経細胞に遺伝子導入し、その性能

検定を実施した�7DNHPRWR�.LPXUD�HW�DO��-��1HXURFKHP�������。�

�

��&5(%�$UFシグナルの生理的意義解析��

さらに&5(%下流の$UF誘導の生理的意義の探索をおこなった。

具体的には、長期記憶形成時・遠隔記憶想起時に引き起こされる

&5(%�$UFシグナル時空間的ダイナミクス情報の一端を明らかに

する目的で、&5(%�$UF依存的記憶制御がエッセンシャルである時

期・部位にて、$UF誘導を検出するリポーターコンストラクトと

リポーターマウスの構築を行い、試行的応用を実施した

（5DSDQHOOL�HW�DO��7UDQVO��3V\FKLDWU\�������-HQNV�HW�DO��31$6�

������+RQMRK�HW�DO��)URQW��1HXUDO�&LUFXLWV������）。さらに、

$UF�IXOO�.2マウスの解析を通じ、恐怖記憶の長期層形成の低下

を明らかにした。� �

その上で、記憶形成時・遠隔記憶想起時における興奮性・抑制

性神経回路の活動ダイナミクスの操作を目的で、シナプス活動応

答性を強化した人工プロモータ(�6$5(やその変異型を活用し、薬

剤誘導型'1$�リコンビナーゼを発現させるシステムを構築した。

これを用い、記憶形成時期の活性化細胞集団の標識と操作を試み

た。�

�

平成２９年６月３０日付けで平成２９年度新学術領域研究（研

究領域提案型）「脳情報動態」が採択されたため、本研究は中断・

廃止された。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

� &5(% はアメフラシ・ショウジョウバエから哺乳類にいたるま

で、様々な種において記憶・学習に関わることが示されており、

&5(%� 6HU��� リン酸化による活性化機構、転写補助因子 &%3 と

の結合などの普遍的メカニズムの重要性が示唆されていた。本研

究では、&5(% の '1$結合ドメインに結合する &57&という新規の

転写補助因子についても、脱リン酸化依存的核移行の重要性を示

し、線虫やショウジョウバエの &57&機能との共通性が示された。

しかし、本研究では、哺乳類の神経系における &57&�による遺伝

子発現制御のシグナル伝達は、恐怖条件付け長期記憶形成におい

ては、扁桃体でのみエッセンシャルであり、海馬では不可欠では

ないということが明らかになり、その役割の非対称性が実証され

た。この普遍性と特殊性の同居は大変興味深い。�

� 研究代表者の率いる研究グループは、$UF 遺伝子産物の生理的

機能探索を最も先進的に進めていることに加え、最も優れた $UF

リポーターコンストラクトを独自に創成して全世界に供給して

いることなどから、国内外での前初期遺伝子研究のトップを走っ

てきている。�

一方、永らく困難であった、多細胞種の活動電位の同時イメー

ジングと、$OO�RSWLFDO�LQWHUURJDWLRQ�全光学的検索�の実現が、

5�&D03�の設計成功によって導き出されたことは、全く予想外で

あり、大きなブレークスルーとなった。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

本研究では、１）画期的な &5(%伝達経路解析を実現する分子

センサーの確立と、２）これを駆使した新たなシナプスから核

へのシグナリング解明を目指した。この目的実現のための手段

として、計画当初には、GXDO�)5(7 技術の活用を計画の柱とし

ていた。しかし、&57&� 核移行メカニズムによる長期可塑性・

長期記憶の修飾機構を新たに発見したことから、予定を変更し、

まず &57&� 核移行メカニズム探索に焦点を絞ることとした。ま

た、ほぼ同時期に、GXDO�)5(7 技術に比べ、F\DQ�\HOORZ�)5(7

と相補的な赤色カルシウムセンサーの組み合わせの方が、実用

性・汎用性があると判明したため、その時点で、赤色カルシウ

ムセンサー5�&D03� の開発に全力を注力した。幸いいずれも競

争力のある雑誌への掲載と相成ったが、その一方で、&5(% リン

酸化プローブ等の新規開発は、現在進行中で、より優れたセン

サー分子の改良が望まれるところである。�

第 � 期は順調に計画が進行したが、第 � 期の � 年次に入り、

別途申請していた平成２９年度新学術領域研究（研究領域提案

型）「脳情報動態」が採択された。この想定外の事態のため、本

研究は中断・廃止せざるを得なかった。本研究の成果の一部は、

「脳情報動態」計画研究に一部引き継がれ、より多い成果を今

後求めていく所存である。�

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究を通じて、&5(%�$UF経路活性化を司る上位シグナル伝達

経路の活性化機構を、オリジナルな分子プローブ設計により解明

していく端緒を築いた。�

さらに、$UFそのものの機能探索に資する、いくつかの有効な

遺伝子改変マウスラインも樹立できたことも大きな収穫である。

今後は、これらブレークスルーを活用していき、長期記憶形成・

貯蔵・想起を制御する、広範な神経ネットワークダイナミクスの

時空間的特性の解明に邁進していく所存である。�

�
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公募研究：2014年度-2017年度��

個体記憶が異性の好みを生み出す神経動作原理の解明 

研究代表者：竹内秀明� � � � � �

岡山大学・大学院自然科学研究科（理学部生物学科） 

＜研究の目的と進め方＞�

多くの社会性動物において仲間を記憶する能力（個体認知能力）

は社会適応に重要な役割を持つ。いくつかの魚類も個体認知能力

を持つことが確認されており、順位制を持つシクリッドは集団内

のメンバーとその順位を記憶し、上位個体からは逃避し、下位個

体に近づく傾向がある（1DWXUH������������������。またメダカ

も個体認知能力を持ち、メスとオスのペアーをガラス越しに一緒

にして、視覚的に親密化させると，メスは「親密な相手」を視覚

的に記憶して性的パートナーとして積極的に選択する（6FLHQFH�

����������������。ヒトやサルは他者を見分ける上で視覚情報で

ある顔情報が最も重要である。さらに脳には顔認識に特化した脳

領域（顔領域）が存在する�-�1HXURVFL��������������������。

この顔領域に障害が起こると、顔を見ても誰の顔か解らず、表情

も読みとれない症状（相貌失認）が生じる（3KLORV�7UDQV�5�6RF�

/RQG�%�%LRO�6FL����������–�����������。また顔が上下逆さに

なると倒立顔効果が生じる（-�1HXURVFL���������������������。

倒立顔効果とは、顔を上下逆にすると表情などの顔の細かい違い

を識別することが難しくなる心理学的現象である。倒立顔効果は

「サッチャー錯視」としてヒトの心理学分野で有名であるが、他

のほ乳類（サル、ヒツジ）においても生じる（%HKDY�3URFHVVHV��

���������������。しかしながら、魚類の個体記憶の分子神経基

盤は全く解明されておらず、社会認知に特化した神経機構を持つ

のかは不明であった。本研究課題の目的は、メダカを材料にして

視覚情報を介した個体記憶の分子神経基盤を解明し、個体記憶が

異性の好みを生み出す仕組みを明らかにすることである。本研究

ではメダカが個体を記憶する上で顔情報を用いているのかを検

証し、ヒトと同様に顔領域があるかどうか推測するために、メダ

カにおいて倒立顔効果が生じるが検定した。これと併行してメダ

カメスが親密なオスを性的なパートナーとして選択する適応的

意義について考察するために、オス・オス・メスの三者関係にお

いて、個体記憶が社会関係に与える影響について解析した。�

一方で、メダカメスの配偶者選択において脳全体に投射する巨

大ニューロン（GnRH3ニューロン）が中心的な役割を担っている。

当該ニューロンの発火リズムが低い状態では、オスを拒絶する傾

向があり、特定のオスと親密化すると発火リズムが上昇し、親密

なオスを素早く受け入れるようになる（6FLHQFH� �����������

�����。そのため、GnRH3ニューロンは個体記憶によって活性化

し、脳全体の状態を修飾して、異性の好みを生み出していること

は推測される。本研究では、GnRH3ニューロンが個体記憶によっ

て活性化するニューロン群を同定する目的で、全脳において持続

的な活性化を可視化できる遺伝子改変メダカ系統の確立を行っ

た。 

＜研究計画＞�

���メダカの配偶者選択の行動実験系を用いてメスが顔情報でオ

スを記憶するのかを検定した。�

��メスが親密なオスを配偶相手として選択する適応的意義の解

明する目的で、三者関係（メス、メス、オス）におけて、個体記

憶が配偶成功率に与える影響を解析した。�

�� 全脳において持続的な神経活動の活性化を可視化できる遺伝

子改変メダカ系統の確立を試みた。�

＜得られた研究成果＞�

��� メダカのメスはオスを顔で見分けている（研究業績：H/LIH�

����）。�

メダカのメスは体のどの部分でオスを識別しているのかを解析

した。方法はオスを小型透明容器にいれて体の一部を隠して、メ

スを視覚的に親密化させる実験を行なった。その結果、頭部を隠

した場合、メスは「親密な相手」を見分けられなかったが、尾部

を隠した場合は見分けることができた。このことから、メスがオ

スを認知する際に、頭部の視覚情報が特に重要であることを見出

した。さらに正面からの姿だけを見せた場合も相手を見分けるこ

とができたため、顔情報が必要であることが示唆された。ヒトの

場合、特定のパーツ（目や鼻などの）で相手を識別するのではな

く、顔全体の情報を読み取るため、顔にペイントを塗っても相手

を識別できる。メダカのオスの顔部にインクを付着させても、メ

スはオスを見分けることができた。次にメダカに倒立顔効果が生

じるか検定した。メダカに倒立顔を見せるために、プリズムを

使って左右逆さま、上下逆さまにオスを提示した。その結果、メ

スは左右逆さまの顔は見分けられたが、上下逆さまは見分けられ

なかった。�

� また忌避連合学習によってメダカメスは個体記憶能力を示す

ことができた。透明小型容器から正面顔だけが見えるオスを用意

し、それぞれの両端から１匹のメスに２匹のオスの正面顔を提示

した。この状態で片方のオスに近づいた時に電気ショックを与え

る訓練を繰り返し行うと、メスはそのオスから離れるようになっ

た。記憶成立後に、プリズムを使ってオスを上下逆さまに提示す

ると、メスはオスを見分けることが困難になった。このことから

メダカおいても倒立顔効果が生じることを強く示唆した。�

�

��親密なオスを配偶相手として選択する適応的意義の解明�

�3/26�*HQHWLFV�������)URQWLHU�LQ�=RRORJ\�������

メダカのメスは親密なオスを積極的にパートナーに選択するメ

リットは何だろうか？一夫一妻制を営む動物はパートナーと一

緒にいる傾向があるが、メダカはつがいを形成しない。また他の

多くの動物は子孫の遺伝的多様性を維持し、近親交配を避けるた

めに「新奇な相手」をパートナーとして選ぶ傾向がある。例えば、

グッピーは同じ水槽で育った親密な仲間よりも、別水槽で育った

新奇な個体を性的なパートナーとして選ぶ傾向がある（$QLP�

%HKDY�� ������������ ����）。本研究ではメダカの三者関係� �オ

ス・オス・メス��におけるオスの行動様式を解析することで、こ

の疑問に対する答えのヒントを見つけた。メダカの三者関係では

オス同士の競争が生じ、優位オスはライバルオスよりもメスから

近い位置を維持し、ライバルオスとメスとの間に割り込む行動を

頻繁にする（配偶者防衛行動�。さらにメダカのオスはメスが産
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卵しない時間帯（午後〜夕方）にも配偶者防衛を示した。そこで

「オスの配偶者防衛は、メスに自らの存在をアピールして親密化

する」という仮説をたてた。この仮説が正しいとするとメスは競

争に勝利したオスを個体記憶して、性的パートナーとして選択で

きるというメリットがあると考えることができる。本仮説を検証

する目的で、水槽を透明な仕切りで３区画に分け、メス、オス�近

いオス�、オス�遠いオス�を各区画にいれて、翌日どちらか一方

のオスとメスをペアにして求愛受け入れ時間を評価した。３区画

に分けた状態では、「近いオス」は「遠いオス」とメスとの間に

割り込む配偶者防衛行動を示す。すると、メスは「遠いオス」を

記憶できず、その求愛を受け入れるまでの時間が長かった。一方、

配偶者防衛ができない遺伝子変異オスを「近いオス」にした場合

は、メスは「遠いオス」を記憶し、その求愛をすぐに受け入れた。

このことから配偶者防衛は、メスとライバルオスとの間の位置を

持続的にキープすることで、メスにライバルオスを見せず、記憶

させない効果があると考えられた。�

�

次に、持続的な配偶者防衛行動は子孫を残す上で重要なのかを

検証した。性行動実験前日に、優位オスを翌朝までメスから隔離

した。さらに劣位オスとメスを視覚的に親密化した。翌朝、オス、

オス、メスの３匹を �つの水槽で一緒にすると、隔離された勝利

オスはメスに求愛しても拒絶され続けるが、親密化した劣位オス

がメスに求愛するとすぐに受け入れられるという様子が何回か

観察された。その結果、隔離をしなかった場合と比較して、優位

オスの子供の比率は約 ���減少した。以上の結果からメダカの配

偶者防衛行動には物理的にライバルを遠ざけるだけでなく、「ラ

イバルオスを記憶できないようにすることで、自らがパートナー

として選ばれる確率を上昇させる」という意義があると考えられ

る。メダカメスは �� 時間「親密なオス」と隔離されると求愛を

受け入れなくなることから、メスは持続的にそばにいた強いオス

をパートナーとして積極的に選択すると想定できる。�

これと併行してメダカの配偶者防衛に関与する分子を探索する

目的で、薬物投与実験を行った。その結果、バソトシン受容体阻

害剤を投与したオスの割り込み頻度が低下した。次にバソトシン

やその受容体を合成できないメダカ変異体を作成した結果、三者

関係（ホモ変異体オス、ヘテロ変異体オス、メス）において、ホ

モ変異体オスの割り込み頻度はヘテロ変異体オスより低く、劣位

となる傾向が得られた。よってバソトシンホルモンは配偶者防衛

において優位になるために必要であることが示された。また、ホ

モ変異体オスがヘテロ変異体に勝つことができない原因が、異性

に対する性的モチベーションを失ったためか、またはライバルオ

スに対する競争心を失ったためかを検証した。ホモ変異体オスは

ヘテロ変異体オスと同程度に、他のオスに対する攻撃行動を正常

に示したが、異性に対する求愛頻度はヘテロ変異体オスよりも低

く、異性に対する性的モチベーションが低いことが明らかになっ

た。このため、バソトシンは異性に対する性的モチベーションを

有するのに必要であり、このモチベーションを失ったことが、バ

ソトシンホモ変異体オスが配偶者防衛でライバルオスに勝てな

かった原因になっていると示唆される。�

�

���  全脳において持続的な神経活動の活性化を可視化できる遺

伝子改変メダカ系統の確立 

GnRH3 ニューロンによって活性化するニューロン群を同定する

目的で、全脳において持続的な活性化を可視化できる遺伝子改変

メダカ系統の確立を試みた。本研究では最初期遺伝子（IEG）の

プロモーターを利用して、活性化したニューロンを遺伝学的にラ

ベルする技術をメダカで確立することを目指した。またレポー

ター遺伝子として DD（薬剤依存的不安定化ドメイン）と

mClover3（緑色蛍光タンパク質）の融合タンパク質が発現するよ

うに設計した。DDと融合することで、薬剤（TMP）依存にタン

パク質の分解速度を制御できるため、長時間の持続的な発火に

よって蓄積した蛍光タンパク質を検出できることを期待した。

IEG は遺伝子の種類によって活性化するニューロンのタイプが

異なるため、最初にメダカの脳においててんかん誘導剤により転

写誘導される遺伝子をマイクロアレイを用いて検索した。その結

果、7種類の IEGを同定した。てんかん誘導剤により最も転写が

誘導されたのは egr-1, c-fos だったため、まずは両遺伝子のプロ
モーターを利用することにした。egr-1, c-fosを含む BACクロー

ンをクローニングして、相同組換えによってベクターにレポー

ター遺伝子を導入し、phiC31 インテグラーゼを用いて、メダカ

ゲノムに挿入した。しかしながら神経興奮依存のレポーター遺伝

子の転写誘導は確認できなかった。次に遺伝子編集法を用いてレ

ポーター遺伝子を egr-1, c-fosの遺伝子座にノックインを行った。
5’UTRにレポーター遺伝子をノックインしたG0個体は得られた

が、F1 個体を得ることができなかったため、ノックインにより

致死になってしまった可能性がある。さらに、egr-1, c-fosの遺伝
子座の転写開始部位より上流にミニマムプロモーターによって

駆動するレポーター遺伝子をノックインした系統を複数作成し

た。現在、これらの系統が利用可能か検定している。 

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

��� メダカの顔認知に関する研究（研究業績：H/LIH�����）�

ヒトと進化的に遠く離れた魚類で、「倒立顔効果」が見つかった

のは本研究が初めてである。顔認知の神経基盤に関する研究はヒ

トとサルを対象にしたものにほぼ限られており、魚類を対象にし

た比較生物学的な解析は本研究が初めてである。最近になって他

の魚類（シクリッド）も顔で他者を見分けており、「倒立顔効果」

が生じることが証明されており（$QLP�&RJQ��������LQ�SUHVV）、

顔認知機構を持つ動物が以前考えられていたよりも広く存在す

る可能性が考えられる。これからメダカの研究を通して、顔認知

の進化的起源の解明へ貢献することが期待される。将来的に、メ

ダカの顔領域の存在が実証できれば，魚類の進化の過程で視覚的

な社会認知に特化した脳機能を獲得したことが証明され，動物の

認知機能の適応進化に対して新しい見方を与えることができる。

また霊長類では分子遺伝学的手法によりその分子神経基盤を解

析することが困難である。一方でメダカを研究対象にすることで，

脳内で「顔情報」を抽出し，記憶と照合する脳領野間ネットーク

の情報処理様式を世界に先駆けて分子レベルで解明することが

期待できる。�

��� メダカの配偶者防衛に関する研究（3/26�*HQHWLFV�����）�

本研究により、メダカを用いることで、動物の三者関係（オス、

オス、メス）における配偶者防衛の分子機構の一旦が初めて明ら

かになった。哺乳類においてバソトシンと同等の機能を持つホル

モンとしてバソプレッシンが同定されている。一夫一妻制を営む

ハタネズミ（プレーリー・ボール）の研究から、哺乳類バソプレッ

シンはペアーの絆を強める働きを持つことがわかっているが、三

者関係における役割は分かっていなかった（1DWXUH� ����� ����

���������。実験室での観察の容易なメダカを用いて行動実験系
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を確立したことによって、これから分子神経機構の解明が期待さ

れる。今後、バソトシンが機能するメダカの神経回路を解明し、

メダカと哺乳類の間の共通点を探索することで、嫉妬心や執着心

などヒトの三角関係において誘起される感情の神経基盤がメダ

カの基礎研究からわかるかもしれない。�

��� メダカの個体記憶を介した配偶者戦略（)URQWLHU� LQ�

=RRORJ\�����）�

本研究により、メダカのオスは持続的に配偶者防衛行動を示すこ

とにより、メスがライバルオスを見ることを妨害し、自らを親密

化させていることが示唆された。�これまでの研究では、配偶者

防衛は「ライバルオスとメスとの物理的な接触を防ぐ」という意

義があると信じられていた。しかし、少なくともメダカの三者関

係においてはこれに加えて、メスがライバルオスと親密化するこ

とを阻止する効果があり、ライバルオスとメスとの配偶行動を二

重に妨害するという意義を持つことが初めて示された。一方、メ

ダカのメスが親密なオスを配偶相手として選択する意義もこれ

まで不明だったが、本研究から「親密なオス」とは「オス間競争

の勝利者」である可能性が高く、より強いオスを選択できるメ

リットがあると考えられる。�本研究は個体記憶を介した動物の

配偶戦略を行動学、神経科学等の多くの側面から明らかにするモ

デル系になると期待された。一方で、本研究は研究室内の「三者

関係」に着目して研究を行ったの、今後は自然条件の野生のメダ

カの集団を用いて同様の現象が起きているかを検証することが

必要である。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

本研究課題の主要目的であった活性化したニューロンを遺伝的

にラベルできる遺伝子改変メダカ系統の確立が研究期間内に達

成できなかった。BACクローンから単離した最初期遺伝子のプ

ロモーターが内在性遺伝子のように神経興奮によって転写誘導

されなかった。本研究では phiC31 インテグラーゼを用いて特定

の遺伝子座にレポーター遺伝子を導入したが、ローカスエフェ

クトによる影響をうけた可能性もある。また内在性転写プロ

モーターを利用する目的で、CRISPR/Cas9 による相同組換えを

利用し、最初期遺伝子の遺伝子座へレポーター遺伝子のノック

インを行ったが、遺伝子導入個体が致死になり、F1個体が作出

できなかった。次は CRISPR/Cas9による非相同組換えを利用し

て、最初期遺伝子の転写開始部位の上流にミニマムプロモー

ターとレポーター遺伝子を導入した系統を作成した。現在、こ

れらの系統において、神経活動依存の転写誘導が生じるかどう

か検証を行っている。�

�

＜今後の課題、展望＞�

���顔認知（記憶）に関わる脳領域の同定�

本研究課題では、メダカにおいても個体認知能力は配偶戦略に

おいて適応的な意義があり、顔認知に特化した神経機構が存在す

る可能性を示した。今後はメダカの顔認知（記憶）に中心的な役

割を果たす脳領域を同定し，その賦活様式を記録することで，顔

情報や個体のアイデンティーがどのように表現されるかを解明

したい。霊長類では外界の視覚情報は網膜で受容され，視床（外

側膝状体）を介して大脳皮質の一次視覚野に入力した後に，大脳

皮質内の階層的なネットワーク（２次以上の視覚野）を介して「顔

情報」が抽出される。また霊長類では個人アイデンティティを表

現する脳領域も同定されている。マカクザルでは�$)73（顔領域

前部，海馬に隣接）で特定の個体の視覚刺激に反応するニューロ

ンが存在し，さらにヒトの海馬で特定の個人（名前，写真）に特

異的に反応するニューロンが存在する。このようにヒト・サルで

は顔の認知・記憶は皮質内の互いに近接した脳領域（))$，�$)73，

海馬体）で情報処理されている�%UDLQ� 1HUYH�� ���� ���������

�����。そのため、比較生物学的な理解を深めるために、今後は

メダカ脳のパリウム（終脳背側）に着目して，顔領域を検索した

い。ほ乳類と硬骨魚類の大脳（終脳）の構造は大きく異なり，海

馬や大脳皮質に相当する脳領域は硬骨魚類には存在しないと信

じられていた。しかし，現在では脳の発生過程や遺伝子発現プロ

ファイルの比較生物学的解析から，パリウム 'O（背側外側）領域

がほ乳類の海馬に対応すると考えられている（6FLHQFH� �����

����������������。さらに硬骨魚類では網膜で受容された視覚情

報は上丘（視蓋）を経由して，パリウム 'O領域に入力するため，

当該脳領域�は硬骨魚類の高次視覚野は対応すると考えられてい

る（-�&RPS�1HXURO��������������������。霊長類では「顔領域」

と「顔アイデンティティを表現する脳領域」は海馬体周辺の高次

視覚中枢に存在する。そこでメダカにおいてパリウム 'O 領域及

びその周辺部が顔情報の認知と記憶に関わる候補領域になる。メ

ダカのパリウムは細胞系譜単位で区画化することが可能であり，

約 ��箇所の解剖学的小区画にわけられ、'O領域も �箇所に細分

できる（未発表データ）。次はパリウムのどの解剖学的小区画が

「顔記憶」に対応するか検索したいと考えている。�

����行動状態系と認識系（顔認知）との統合ネットワークの解明�

� ニューロンの基本構造を発見したカハールは脳の基本アーキ

テクチャーとして、３系統（感覚系、運動系、認識系）の存在を

提唱した。基本的に神経系の機能はこの３系統に属しており、外

界からの情報を「感覚系」で受容・知覚し、「認識系」で認知・

行動選択して、「運動系」を介して行動を出力する。これらの３

系統に加えてラリー・スワッソンは脳全体的な状態を一斉に切り

かえる第４の系統「行動状態系」の存在を提唱した（%UDLQ�

DUFKLWHFWXUH��2[IRUG�8QL��3UHVV��������。「行動状態系」は３

系統（感覚系、認識系、運動系）と密接に接続しており、概日リ

ズムに従う睡眠�覚醒状態、繁殖周期を支配していると想定され

ている（図２）。その例としてスワッソンは中枢神経系全体に投

射する生体アミン系を上げている。�

� これまでのメダカの研究から全脳に軸索を投射する *Q5+�

ニューロンが繁殖行動を制御する「行動状態系」に対応している

と考えられる。*Q5+�ニューロンは脳全体に投射しており、解剖

学的に３系統（感覚系、認識系、運動系）と接続していることが

わかっている。メダカは仲間の顔を認知し、メスは特定のオスを

記憶すると *Q5+� ニューロンの自発的な活動が活性化すること

から、顔認知に関わる「認識系」と *Q5+�ニューロン「行動状態

系」が密接に連携しながら機能を発現することが予想される。ま

たバソトシン（バソプレッシン）の受容体は脳の広範な領域に発

現しており、バソトシン系も「行動状態系」として機能する可能

性がある。。今後メダカを用いて「顔領域」と *Q5+� ニューロン

が連携する動作機構がわかれば、個体記憶が異性の好みを生み出

す神経動作原理の解明につながると期待している。�
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神経ネットワークの内部状態による記憶の形成、想起の制御�
研究代表者：野村� 洋� � � � � �

北海道大学・大学院薬学研究院�

＜研究の目的と進め方＞�

脳は外部刺激を受けなくても、秩序を持った意味のある活動を

続ける。膜電位は自発的に変動し、発火活動にまで至る。こうし

た自発活動は、外部刺激を受けない睡眠時にも途切れることがな

い。従来の記憶研究では、自発活動は背景ノイズとして扱われ、

取り除くべきものと考えられてきた。しかし実際には、”脳の内

部状態”を反映した自発活動も記憶形成、想起に重要であると考

えられる。�

大脳皮質の神経細胞も明示的な外部刺激がなくても自発的に

活動する。こうした自発活動は外部刺激によって増強するだけで

なく、抑制される場合もある。例えば、聴覚刺激は頻度依存的に

一次聴覚野神経細胞の一部を抑制する。シナプス抑制はゲイン調

節、反応選択性の向上、同期活動に寄与することがわかっている。

そのため、抑制による神経調節は刺激によって引き起こされる行

動や連合学習に寄与すると考えられるが、神経細胞の抑制そのも

のが記憶痕跡として働き、記憶に基づいた行動の出力を引き起こ

すかは不明であった。そこで本研究では、こうした可能性につい

て一次聴覚野の神経細胞を光遺伝学的に抑制することで検証し

た。�

�

＜研究計画＞�

���神経細胞の抑制が条件づけ恐怖反応を引き起こすかの検討�

�

���神経細胞の抑制によって作られた恐怖記憶が長期間保存され、

消去学習の影響を受けるかの検討�

�

���恐怖記憶の形成、想起には少数の神経細胞の抑制で十分であ

るかどうかの検討�

�

���マウスは神経細胞の抑制をもとにして報酬を見つけることが

できるかどうかの検討�

�

���神経細胞の抑制はワーキングメモリーとして保存されるかの

検討�

�

�

＜得られた研究成果＞�

���神経細胞の抑制が条件づけ恐怖反応を引き起こす�

一次聴覚皮質の神経細胞を抑制するため、$UFKDHUKRGRSVLQ

（$UFK）を遺伝子導入した。&D0.,,プロモーターの下流で$UFK

を発現するように設計されたアデノ随伴ウイルス（$$9、

$$9�&D0.,,D�$UFK�(<)3）をマウスの一次聴覚皮質に注入した。

$$9注入の�週間後には、$UFK�(<)3の発現が一次聴覚皮質で確認

された。また、一次聴覚皮質の神経細胞からパッチクランプ記録

を行い、$UFKが正しく働くかを確認した。(<)3発現細胞からパッ

チクランプ記録を行いながら、緑色光を照射すると、外向きの電

流が確認できた。また、脱分極性の電流注入によって生じた活動

電位は緑色光照射によって抑制された。さらにLQ�YLYRで$UFKの

働きを確認するため、マウス聴覚野からマルチユニット活動を記

録した。全体的な発火頻度は緑色光照射によって約���減少した。

以上の結果から、本手法で導入した$UFKが正しく働いていること

を確認した。�

聴覚野神経細胞の一時的な抑制が恐怖条件づけにおける条件

刺激になるかを検証した。もし条件刺激になるのであれば、電気

ショックと神経細胞の抑制を連合して受けたマウスは、その後に

神経細胞の抑制だけで恐怖反応を示すと予想される。

$$9�&D0.,,�$UFK�(<)3を聴覚野に注入し、さらに聴覚野に光ファ

イバーを埋め込んだマウスを用いて行動実験を行った。条件づけ

の日、$UFK�SDLUHGグループのマウスには、聴覚野への緑色光照

射と弱い電気ショックを組み合わせて与えた（図�）。翌日、

$UFK�SDLUHGグループのマウスは緑色光を照射中にすくみ反応を

示した。緑色光照射をやめると、すくみ反応は減少した。

$$9�&D0.,,�$UFK�(<)3ではなく、$$9�&D0.,,�(<)3を聴覚野に注

入した場合、緑色光照射の照射中にすくみ反応は認められなかっ

た。さらに聴覚野神経細胞の抑制そのものが恐怖反応を示すかを

調べるため、$UFK�XQSDLUHGグループを設けた。$UFK�XQSDLUHG

グループのマウスは、$$9�&D0.,,�$UFK�(<)3を聴覚野に注入され

た後、トレーニングにおいて緑色光照射と電気ショックをバラバ

ラに与えられた。この場合、テストにおいて緑色光照射に対する

すくみ反応は認められなかった。これらの結果は、聴覚皮質の神

経細胞の抑制が、恐怖条件づけ課題における記憶の形成、想起の

手がかりになることを示している（図�）。�

�

図 1. マウスが神経細胞の抑制を手がかりとして恐怖記憶を
形成、想起できるかの検討。Arch を発現させた聴覚野神経
細胞に緑色光を照射して神経活動を抑制した。この神経活

動の抑制と電気ショックを組み合わせて与えることで、条

件づけが成立するかを検証した。条件づけの 24時間後に緑
色光の照射だけを行い、マウスがすくみ反応を示すか調べ

た。 
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過去の一部の研究では、光遺伝学的手法を用いて神経活動を抑

制した場合、直後にリバウンド発火が生じる例が報告されている。

そのため、神経細胞の抑制ではなくリバウンド発火が電気ショッ

クと連合して記憶が形成された、という可能性も考えられる。し

かしこうしたリバウンド発火と電気ショックとの連合学習は、本

研究で認められた恐怖反応には関与しないと考えられる。上述の

実験において、恐怖反応は緑色光照射を行っている間に観察され

た。しかし緑色光照射が終わった後には認められなかった。例え

ば、神経細胞の抑制の直後にリバウンド発火が生じていたとして

も、恐怖反応が観察されたのは、こうしたリバウンド発火が生じ

たときではなかったことになる。�

�

���神経細胞の抑制によって作られた恐怖記憶は長期間保存され、

消去学習の影響を受ける�

聴覚野神経細胞の抑制と電気ショックの連合関係が長期間保

存されるか調べた。$$9�&D0.,,�$UFK�(<)3 を聴覚野に注入し、

光ファイバーを聴覚野に埋め込んだマウスについて、上述のよう

に光照射と電気ショックを組み合わせて与えた。条件づけの �

日後に光照射を行った場合、�と同様にマウスはすくみ反応を示

した。このマウスに対して、条件づけ ��日後に再びテストを行っ

た。�日後と同様に、光照射によってマウスはすくみ反応を示し

た。この結果は、神経細胞の抑制と電気ショックの連合記憶が少

なくとも ��日間は持続することを示している。�

音や光と電気ショックを組み合わせて与える一般的な恐怖条

件づけ課題において、条件づけ後に条件刺激（光や音など）を繰

り返し与えると、条件刺激に対する恐怖反応は減弱する。神経細

胞の抑制と電気ショックの連合記憶も、繰り返し刺激によって記

憶発現が減弱するかを調べた。�� 日後のテストを行ったマウス

に対して消去学習を課した。消去学習では、�� 秒の緑色光照射

を �� 回与えた。このとき電気ショックは与えなかった。この �

日あたり��回の緑色光照射を�日間に渡って与えた。その結果、

神経活動の抑制によって引き起こされる恐怖反応は次第に減弱

し、�日目ではマウスはほとんどすくみ反応を示さなかった。�

�

���恐怖記憶の形成、想起には少数の神経細胞の抑制で十分であ

る�

上述の実験では、聴覚野の非常に多くの神経細胞が $UFKを発

現していた。少数の神経細胞の抑制でも記憶の形成、想起が引き

起こされるかを調べるために以下の実験を行った。少数の神経細

胞 に $UFK を 高 発 現 さ せ る た め に 、 低 力 価 の

$$9�&D0.,,�P&KHUU\�&UHと高力価の $$9�(I�D�',2�$UFK�(<)3を

聴覚野へ注入した。このマウスの聴覚野に緑色光照射を与えると

共に電気ショックを組み合わせて与えた。翌日、緑色光照射だけ

の提示でマウスはすくみ反応を示した。また、条件づけを行わな

かった側に緑色光照射を与えた場合はすくみ反応を示さなかっ

た。さらにすくみ反応と発現細胞の割合の関係を調べた。聴覚野

の ��以上の神経細胞が P&KHHU\ で標識されたマウスは緑色光照

射に対してすくみ反応を示した。一方、P&KHUU\標識細胞の割合

が ��未満のマウスはほとんどすくみ反応を示さなかった。�

�

���マウスは神経細胞の抑制をもとにして報酬を見つけることが

できる�

�������において、神経細胞の抑制は古典的条件づけ課題におけ

る手がかりとして働くことを明らかにした。さらに別の種類の学

習であるオペラント条件づけ課題においても神経細胞の抑制が

手がかりとして働くかを検証した。7形の迷路を用意し、左右の

アームのどちらかに餌を置いた。マウスはスタート地点から課題

を開始し、餌が置かれたアームを選べば、餌を食べることができ

る。餌は隠れているために目で見て判断することはできない。ま

た餌の箱を迷路の外側の中央に置くことで、匂いを手がかりにす

ることもできないように設定した。そして、左右のどちらのアー

ムに餌があるかは、聴覚野の神経細胞の抑制で判断できるにした。

例えば、右のアームに餌をおいた場合は、聴覚野神経細胞を抑制

し、左のアームに餌をおいた場合は聴覚野神経細胞を抑制しな

かった（図 �）。アームと神経細胞の抑制の関係はマウスごとに

設定し、実験期間中は変えなかった。$$9�&D0.,,�$UFK�(<)3（$UFK

グループ）あるいは $$9�&D0.,,�(<)3（(<)3グループ）を聴覚野

へ注入されたマウスを用いて実験を行った。� 日あたり �� 回の

光照射 21トライアルと ��回の光照射 2))トライアルを設けた。

21 トライアルと 2)) トライアルの順序はバラバラに設定した。

$UFKグループのマウスは条件づけ開始 �日目、光照射 21トライ

アルにおいて餌が置かれたアームを正しく選択できるように

なった。本試験において餌が置かれたアームを偶然選択する確率

は ���である。�日目において餌が置かれたアームを選択する確

率が ���を有意に超えた。光照射 2))トライアルでもトレーニン

グを繰り返すことで正解率が上昇し、� 日目において正解率が

���を有意に超えた。一方、(<)3グループのマウスは �日間のト

レーニングを行っても、正解率が ���程度であった。このことは、

光照射だけでは左右のアームを識別して餌を見つけることがで

きないことを示している。以上の結果から、マウスは聴覚野の神

経細胞の抑制の有りなしを区別し、報酬を見つけることができる

ことがわかった。�

図 3. マウスが神経細胞の抑制をもとにして報酬を見つける
ことができるかの検討。報酬を左右のどちらのアームにお

いたかは、聴覚野に光を照射して聴覚野神経細胞を抑制し

たかどうかに依存した。例えばこの図の条件では、右のアー

ムに餌を置いた場合は聴覚野の神経細胞を抑制し、左の

アームに餌を置いた場合は抑制しなかった。 

図 2. 聴覚野神経細胞の抑制によって恐怖記憶を形成、想起
できる。あらかじめ聴覚野神経細胞の抑制と電気ショック

を組み合わせて与えられたマウス（Arch/paired グループ）
は、その後に再び聴覚野神経細胞を抑制されるとすくみ反

応を示した。Archを発現させなかった場合（EYFP/pairedグ
ループ）はすくみ反応を示さなかった。また、聴覚野神経

細胞の抑制と電気ショックをバラバラに与えた場合も、テ

ストにおいてすくみ反応を示さなかった。 
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�

���神経細胞の抑制はワーキングメモリーとして保存される�

さらに神経細胞の抑制がワーキングメモリーとして保存される

かを調べた。�の検討では、マウスがスタート地点に置かれてか

ら、アームを選択し餌が置かれた場所にたどり着くまで絶えず光

照射を行っていた。そこで次の検討では、スタート地点で ��秒

間だけマウスに光照射を行った。�の実験を行ったマウスを用い

て、さらに �日間実験を行った。その結果、スタート地点での光

照射だけでも �日目になると $UFKグループのマウスは高い正解

率を示した。(<)3グループのマウスの正解率は上昇しなかった。

$UFK グループのマウスは左右どちらのアームに進むかの分かれ

目の場面で光照射を受けていない。そのため、スタート地点で聴

覚野の神経細胞が抑制されたかどうかを思い出して行動を決め

ていることになる。以上の結果から、マウスは一時的な神経細胞

の抑制をワーキングメモリーとして保存し、このワーキングメモ

リーを使って餌を探し出すことができることがわかった。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

本研究成果は、感覚刺激が感覚野の一部の神経細胞の活動上昇

だけでなく、活動抑制によっても情報を伝えることを示唆するも

のである。従来のシングルユニット記録を用いた研究により、

様々な周波数の音刺激は一部の聴覚野神経細胞を活性化させ、ま

た他の一部の神経細胞を抑制することがわかった。こうした結果

は、音の周波数は聴覚野の神経細胞集団の活性化だけでなく抑制

によっても符号化されることを示唆する。しかし、こうした神経

細胞集団の抑制が認知行動に必要な情報として使われるかは不

明だった。そこで本研究では光遺伝学を用いて人工的に聴覚野神

経細胞集団を抑制し、こうした神経細胞集団の抑制が記憶の形成、

想起にとっての手がかりになりうることを明らかにした。�

過去の知見と組み合わせて考えると、以下のような神経メカニ

ズムが想定される。神経細胞は例え明示的な外部刺激がなくても、

活動電位を発生させている。こうした自発的な活動の抑制は、下

流の神経細胞によって検出され、記憶形成や想起の手がかりとし

て働くのかもしれない。特に、下流の脳領域における抑制性神経

細胞が、神経細胞の抑制の検出に関与する可能性が考えられる。

扁桃体基底外側核の抑制性神経細胞は聴覚皮質から入力を受け

取っており、この抑制性神経細胞から扁桃体基底外側核の興奮性

神経細胞への抑制は恐怖条件づけに関与することがわかってい

る。そのため、聴覚野神経細胞の抑制は、扁桃体基底外側核の抑

制性神経細胞を介して、扁桃体基底外側核の興奮性神経細胞を脱

抑制し、この脱抑制が記憶形成や想起の手がかりとして働くのか

もしれない。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

聴覚刺激によって聴覚野の一部の神経細胞は抑制される。こ

うした神経細胞の抑制が記憶形成、想起の手がかりになること

を本研究は明らかにした。本研究では抑制した神経細胞は、ほ

ぼランダムに選ばれている。そのため、実際の聴覚刺激によっ

て抑制される神経細胞を抑制したわけではない。実際に聴覚刺

激が与えられたときに生じる神経細胞の抑制が、聴覚情報の処

理においてどのような意味をもつのか、記憶形成や想起に必要

なのかについては検証が十分ではない。こうした検討を行うた

めには、聴覚刺激を与えたときに抑制される神経細胞に選択的

に $UFK などの抑制性の光感受性タンパク質を導入する必要が

ある。近年、様々な方法で特定のタイミングで活性化された神

経細胞を標識し、光感受性タンパク質を導入する手法が開発さ

れてきている。こうした方法の多くは F�)RVや $UFなどの最初

期遺伝子プロモーターを活用し活性化した神経細胞を標識して

いる。しかしこれまでのところ、神経活動が抑制されたときに

選択的に発現が誘導される遺伝子に関する研究は不十分であり、

こうした遺伝子のプロモーターを活用した研究は進んでいない。

そのため特定のタイミングで活動が抑制された神経細胞を標識

することや、抑制された神経細胞に特定のタンパク質を発現さ

せる方法は確立していない。今後はこのような抑制された神経

細胞だけをその後に操作する方法が開発されれば、聴覚刺激に

よって抑制される神経細胞の生理的な意義についても迫れると

考えられる。�

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究では、自発活動に関して、自発活動を抑制して行動に与

える影響を詳細に解析した。今後は自発活動と外部刺激を受けた

ときの活動を測定し、自発活動が記憶形成や想起に与える影響を

明らかにする必要がある。近年、さまざまな神経活動測定ツール

が開発されている。LQ�YLYRユニット記録やカルシウムイメージ

ング法を活用することで、自発活動と記憶形成、想起の関係につ

いて多細胞に渡って解析が進められると考えられる。一方、神経

細胞は活動電位を発生しなくても自発的に膜電位がゆらぎ、こう

した閾値下の電位変化の重要性も示唆されている。,Q�YLYRユ

ニット記録やカルシウムイメージング法では閾値下の電位変化

を検出することは難しい。その場合、解析する細胞数は限られる

がLQ�YLYRパッチクランプ記録を活用することで細かな電位変化

を解析できる。多細胞の膜電位変化を大規模に記録する方法とし

て膜電位イメージングが期待されているが、これまでLQ�YLYRで

使える膜電位イメージングプローブは存在しなかった。しかし近

年より明るくて6�1比の高いプローブが開発されつつある。今後

はこうした新しいイメージングツールを活用して、自発活動と記

憶形成や想起との関係が明らかになることが期待される。�

さらに、今後は測定した実際の神経活動の抑制パターンを再現

し、神経細胞の抑制の意義に迫る研究が必要である。本研究では

一定の時間、神経細胞を抑制し続けた。実際には特定の時間でだ

け神経細胞は抑制されると考えられる。また本研究では$UFKを発

現させた神経細胞をすべて同時に抑制した。しかし実際には外部

刺激に応じて、特定の神経細胞が抑制されると考えられる。この

ように実際の外部刺激によって生じる神経細胞の抑制パターン

を正確に測定し、そのパターンで神経回路を操作する研究の展開

が期待される。�
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公募研究：2014年度-2015年度��

小脳神経回路にコードされる恐怖応答記憶のメカニズムの解明�
研究代表者：日比� 正彦� � � � �

名古屋大学・生物機能開発利用研究センター�

＜研究の目的と進め方＞�

脊椎動物の小脳は、円滑な運動制御のみならず、認識・感情な

どの高度な精神活動とそれに関連する学習にも関与する。これら

精神活動において学習された情報は小脳神経回路に貯蔵される

と考えられるが、実際の学習過程で情報がどのように処理・記憶

されるかは明らかでない。真骨魚類においては、嫌悪刺激（電気

ショック等の無条件刺激）と条件刺激（光刺激等）を連合学習さ

せることにより、条件刺激だけで恐怖情動を誘発し、徐脈・逃避

行動を誘導することができる（恐怖応答学習）。魚類・哺乳類共

に、小脳を破壊あるいは機能阻害すると、このような学習ができ

なくなることから、恐怖を伴う連合学習で形作られた記憶痕跡が

小脳神経回路に貯蔵されており、条件刺激によりその記憶がリ

コールされることで恐怖応答が生じるものと考えられる。私達は

これまで、 ゼブラフィッシュの小脳神経回路の解剖学的・発生
生物学的解析を行い、ゼブラフィッシュの小脳神経回路がヒトを

含む脊椎動物の小脳神経回路を理解する良いモデルであること

を示してきた。また、個々の小脳神経回路ニューロン特異的に遺

伝子を発現するトランスジェニッック（Tg）システムを構築し、
個々のニューロンの活動を測定・操作することも可能となった。

本研究では、蓄積してきた発生遺伝学と行動神経科学の手法を有

機的に組み合わせ、（１）恐怖応答学習に関わる小脳神経回路を

明らかにし、（２）小脳神経回路を構成するニューロンの活性を

操作し、恐怖応答学習に与える影響を検討することで、恐怖応答

学習における小脳神経回路の役割を解明することを目的とした。 

�

＜研究計画＞�

１）小脳神経回路の神経活動をモニターまたは神経活動を操作で

きるTgの作製：個々の小脳神経回路ニューロンに転写活性化因
子Gal4を発現するTgを作製している。さらに、Gal4依存性にCa2+ 
indicatorや神経活性調節機能を有する各種タンパク質（光遺伝学
素子、ボツリヌス毒素）を発現するTgも作製または入手してい
る。これらのTgを小脳神経回路ニューロン特異的Gal4 Tgと交配
し、各種因子を小脳神経回路で発現するTgを作製する。 

２）恐怖応答学習において活動が制御される小脳神経回路の検

索：受精後約20日の後期仔魚は、電気ショックを無条件刺激、
消灯（照射光を消す）を条件刺激として条件付けが可能であり、

条件刺激依存性に徐脈や逃避運動を誘導できる。神経特異的に

Ca2+インジケーターを発現するTgを用いて、恐怖応答学習で活
動が活性化あるいは抑制される小脳神経回路素子を検索する。 

３）恐怖応答学習における小脳神経回路の役割の解明：小脳神経

回路特異的に、神経活動を調節する機能を有する各種タンパク質

を発現するTgを用いて、個々の神経回路を活性化あるいは阻害
した際の、恐怖応答学習および学習によって形成された記憶の維

持に与える影響を検討することで、個々の小脳神経回路の恐怖応

答学習・記憶維持における役割を解明する。結果を総合的に解析

し、恐怖応答学習に関わる小脳神経回路の情報処理のモデルを提

唱する。 

�

＜得られた研究成果＞�

１）ゼブラフィッシュ後期仔魚は古典的恐怖応答を示す（図１）：

哺乳類・真骨魚類において、条件刺激と嫌悪刺激（無条件刺激）

を組み合わせて呈示すると、条件刺激に対して徐脈や逃避行動を

示す。恐怖条件付けにおける小脳神経回路の役割を解明するため、

遅延型の恐怖条件付け学習実験を行った。遅延型の条件付けでは、

条件刺激が無条件刺激に先行して呈示され、両刺激が同時に終了

する。遅延型の恐怖条件付け学習は、金魚を含む動物の恐怖学習

における小脳の役割を研究するための一般的な方法である。本研

究では、白色LEDの消灯を条件刺激として、電気刺激を無条件刺
激とした。古典的条件付けはhabituation session、acquisition 
session、probe sessionの3つのステップから成る。habituation 
sessionでは10~15回、5秒間条件刺激を呈示した。acquisition 
sessionでは、条件刺激が呈示されてから4秒後に1ミリ秒の無条
件刺激を与える試験を20回行った。probe sessionでは10回、条
件刺激のみ呈示した。なお、対照実験（逆行条件付け）では条件

刺激呈示の2秒前に無条件刺激を与えた。試行間の間隔時間は50
秒に設定した。ゼブラフィッシュ仔魚の心拍を記録し、条件付け

反応を評価した。habituation sessionにおいて、受精後約20日の
ゼブラフィッシュ仔魚は、最初の1~2試行において条件刺激に対
し反応を示したが、その後は条件刺激による心拍への影響は受け

なくなった。acquisition sessionにおいて、試行の前半において
は無条件刺激に対してのみ徐脈が誘発された。約10~15試行後、
条件刺激呈示後に徐脈が観察されるようになった。 probe 
sessionにおいて、条件刺激のみで徐脈が観察されるようになっ
た。habituation sessionの後半10試行とprobe session 10試行の
心拍数を定量化し、比較した。本研究において、habituation 
session後半10試行では条件刺激に対して変化が見られなかった
相対平均心拍数がprobe session 10試行では有意に減少した場
合、学習が成立したと定義した（Welch’s t-test, P < 0.05）。その
結果、37.5 %（n = 15/40）の野生型ゼブラフィッシュ仔魚にお
いて、学習が成立した。これらの条件付け徐脈は、probe session
の間では消失、あるいは徐々に回復することはなかった。また、

逆行条件付けでは学習が成立しなかった。 

図１ゼブラフィッシュ後期仔魚の恐怖応答条件付け反応の獲得。 
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２）顆粒細胞は古典的恐怖条件付けに関与する：恐怖条件付け学

習における小脳の役割を解明するため、顆粒細胞の機能阻害実験

を行った。顆粒細胞特異的Gal4系統であるgSA2AzGFF152Bと、
蛍光タンパク質GFPとボツリヌスB毒素の軽鎖の融合タンパク
質を発現するTg(UAS:BoTxBLC-GFP)を交配させた。ボツリヌス
毒素は神経毒素であり、シナプス小胞がシナプス前膜へ結合する

ために必要なSNAREタンパク質を切断することで、神経伝達物
質の放出を阻害する。本研究においては、顆粒細胞からの神経伝

達を阻害した。顆粒細胞でBoTxBLC-GFPを発現している仔魚
（顆粒細胞阻害仔魚）を受精後5日目に選別し、同数の顆粒細胞
阻害仔魚と対照群を受精後約20日目まで、同じ水槽で飼育した。
受精後約20日の仔魚において、BoTxBLC-GFPは小脳に限局した
発現が観察された。顆粒細胞のマーカーであるNeurod1を用いて
免疫染色を行った結果、顆粒細胞阻害仔魚において小脳体の顆粒

細胞層で約半分（約48%）の顆粒細胞がBoTxBLC-GFPを発現し
ていた。一方で、顆粒隆起/小脳尾葉においてはわずかな顆粒細
胞(約1.5 %)でBoTxBLC-GFPを発現していた。 

図２� 顆粒細胞阻害により恐怖条件付け徐脈反応が延長する。 

古典的恐怖条件付け学習後、顆粒細胞阻害仔魚、対照群いずれ

もprobe sessionにおいて条件刺激誘発徐脈をした。野生型、顆
粒細胞阻害仔魚、対照群間で学習効率に有意な差は見られなかっ

た（P = 0.8615, Fisher’s exact test）。また、habituation session
における条件刺激呈示中の平均相対心拍頻度においても、顆粒細

胞阻害仔魚、対照群間で差は見られなかった。しかしながら、

probe sessionにおける条件刺激誘発徐脈反応において、顆粒細
胞阻害仔魚と対照群の2つの群間で有意な違いが見られた。対照
群においては条件刺激誘発徐脈反応は迅速に回復し、条件刺激の

間に正常値に近づく。一方で顆粒細胞阻害仔魚においては、条件

刺激誘発徐脈反応はあまり回復せず、条件刺激の間中低い値を維

持していた（wo-way repeated measures ANOVA: group effect 
P = 0.0463, group x time interaction P = 0.00769）。これらの結果
は、小脳体の顆粒細胞の伝達抑制を行うと徐脈反応からの回復が

阻害されることを示しており、顆粒細胞は徐脈反応からの回復に

関与していることが示唆された。 

 

３）古典的恐怖条件付け学習中のゼブラフィッシュ小脳Ca2+イ

メージング（図３）：ゼブラフィッシュ小脳の神経活動を記録す

るため、全新生ニューロンでGal4を発現する Tg(elavl3: 
GAL4-VP16) とTg(UAS:GCaMP7a)を交配した。受精後5日目に
脳で蛍光が観察される仔魚を選別し、受精後約20日目まで飼育

した。GCaMP7aの蛍光を観察するには、実験の間仔魚の脳に青
色励起光を照射し続ける必要がある。しかし、この方法では、条

件刺激として用いていた白色LEDのスペクトルと重なってしま
い、学習付けが困難であった。そこで、青色照射光と重ならない

赤色LEDの消灯を、恐怖条件付け学習における条件刺激として利
用した。赤色LEDの消灯と電気刺激を組み合わせた条件付けでも、
条件刺激誘発の徐脈反応が起こる（n = 3/10）ため、赤色LEDを
用いて恐怖条件付け学習におけるCa2+イメージングを行った。神

経活動を評価するため、GCaMP7a蛍光強度変化（ΔF/F）を計算
した。habituation sessionにおいて自発的な活動は観察されるが、
条件刺激に対する蛍光強度の増加はほとんど検出されなかった。 

図３� 古典的条件付け学習中に小脳ニューロンは活動する。 

一方、probe sessionにおいて幾つかの小脳ニューロンで条件刺
激に誘発された蛍光強度の増加が観察された。probe session前
半の5試行における条件刺激呈示中の平均ΔF/Fが3 %以上であっ
たニューロンを、条件付け関連ニューロンと定義した。小脳内に

おいて4つ以上の条件付け関連ニューロンが観察されたのは、
36 %（n = 9/25）の仔魚であった。条件付け関連ニューロンは小
脳体に位置しており、顆粒隆起や小脳尾葉においては条件付け依

存的に活動するニューロンは観察されなかった。 

 

４）条件付け関連ニューロンの経時変化（図４）：次に、これら

の条件付け関連ニューロンが恐怖条件付けの間にどのような蛍

光強度変化を示すか検討した。Ca2+イメージング後に、probe 
sessionにおいて条件刺激誘発の活動（ΔF/F）が観察されたもの
を条件付け関連ニューロンと特定した。これらのニューロンを遡

及的に同定し、acquisition sessionの間の活動を調べた。3つの条
件付け関連ニューロンのΔF/Fを解析した。acquisition sessionの
2試行目においては、無条件刺激が蛍光強度の増加を誘発したも
のの、条件刺激に対してはほとんど増加が見られなかった。8試
行目では、2つの条件付け関連ニューロンで条件刺激により誘発
されたわずかな蛍光強度の増加が観察された。18試行目には、
全ての条件付け関連ニューロンにおいて蛍光強度が顕著に増加

した。その他の条件付け関連ニューロンにおいても同様の変化を
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示すかどうか調べるため、学習後に条件付け関連ニューロンを有

した5匹の仔魚において、各々5つの条件付け関連ニューロンか
ら平均ΔF/Fを算出し、解析を行った。無条件刺激により全ての
小脳ニューロンで蛍光強度の増加が検出されるため、条件刺激誘

発の活動解析には無条件刺激前の条件刺激4秒間における
ΔF/FCS0-4の値を用いた。その結果、条件付け関連ニューロンにお

ける条件刺激誘発蛍光強度の上昇は、5匹ともacquisition session
の間に徐々に増加した。さらに、probe session 10試行中のΔF/F
解析を行ったところ、probe sessionの間に条件付け関連ニュー
ロンの条件刺激誘発ΔF/Fは徐々に減少することが分かった。こ
れらのデータにより、記憶（条件付け関連活動）は2種類の刺激
の組み合わせ（連合）の間に漸進的に形成され、条件刺激呈示の

みを繰り返すことで徐々に消失することが示唆された。 

図４� 学習中における条件付関連ニューロンの経時変化。 

 

５）2種類の条件付け関連ニューロン（図５）：条件付け関連
ニューロンには、活動時期の違いで2種類存在することが分かっ
た。Type Iニューロンは条件刺激呈示に伴い即座に活動し、type 
IIニューロンは遅れて活動した。Type Iニューロンの活動（ΔF/F）
は条件刺激呈示時に増加し始め、条件刺激後期に至る間に最大と

なり、条件刺激終了後直ちに減少した。Type IIニューロンの活動
は条件刺激呈示に対しわずかに上昇したが、条件刺激終了後に強

く活動を起こした。また、type I とtype IIのニューロンは小脳体
内で各々近接して位置していた。免疫組織学的実験から、条件付

け関連ニューロンは顆粒細胞であることが示唆された。従って、

恐怖条件付け学習には活動時期の異なる2種類の条件付け関連
顆粒細胞が存在することが示唆された。 

図５� ２種類の条件付関連ニューロン。�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

これまでゼブラフィッシュ早期仔魚も恐怖応答学習を示すこ

とが国外のグループから報告されてきた。しかし本研究により、

受精後 20日程度の後期仔魚において、真の恐怖応答学習を示す
ことが示された。早期仔魚（受精後 5 日前後）においても単純
な小脳神経回路の構造が出来ており、顆粒細胞やプルキンエ細胞

の活動は認められているものの、複雑な恐怖応答学習を示すため

には、小脳神経回路の成熟が必要であると考えられた。 

これまで、小脳や、小脳に入力する下オリーブ核、出力する深

部小脳核の阻害実験では、恐怖応答学習が抑制されていた。しか

し本研究では、小脳の顆粒細胞の阻害により、恐怖応答学習の回

復が遅延していた。その違いは、阻害した細胞の種類の違いに依

存していると考えられる。これまでの実験は細胞種を特定しない

阻害実験である。本研究では、顆粒細胞からの信号伝達を特異的

に阻害しており、少なくとも一部の顆粒細胞が、恐怖応答反応か

らの回復を制御していることを示した。 

これまで小脳を依存性学習において、顆粒細胞とプルキンエ細

胞の間のシナプスにおける長期抑制（LTD）や長期促進（LTP）、
苔状線維・深部小脳核間および苔状線維・顆粒細胞間のシナプス

における LTP が重要であると考えられてきた。本研究は、恐怖
応答学習においては、顆粒細胞が条件付け依存性に条件刺激によ

り活性化されることを示した。（条件付け関連ニューロン）。この

ことから、恐怖応答学習においては、情報の統合が顆粒細胞への

シナプスあるいはその上流で起きている可能性が示唆された。 

哺乳類の恐怖応答学習においては、顆粒細胞・プルキンエ細胞

間の LTP によりプルキンエ細胞が活性化されるというデータと、
反対にプルキンエ細胞が抑制されるという、相反するデータが報

告されている。また、金魚を用いた過去の研究では、恐怖条件付

によりプルキンエ細胞は抑制されることが報告されている。本研

究では、条件付けにより顆粒細胞が活性化されることが示された

（条件付け関連ニューロン）。条件刺激により顆粒細胞が活性化

され、その下流でプルキンエ細胞を活性化され、さらにその下流

で投射神経（広樹状突起細胞）が抑制されることで恐怖応答反応

を制御しているというモデルが考えられた。 

本研究は、ゼブラフィッシュが恐怖応答学習の小脳神経回路の

役割を理解する上で有用なモデルを提供した。小脳神経回路の、

運動制御・運動学習以外の機能、特に情動に関与する役割を理解

する足掛かりとなるものと考えられる。 

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

本研究では、顆粒細胞以外のニューロンの関与について解析

が進まなかった。恐怖応答中のプルキンエ細胞や入力線維（登

上線維、苔状線維）の神経活動の検討、またその役割を解析す

ることが出来なかった。また、神経回路形成過程中からボツリ

ヌス毒素を発現させた解析では、成長期の異常な神経回路の補

償が起きている可能性があり、時期および細胞特異的な阻害実

験が必要であると考えられた。�

�

＜今後の課題、展望＞�

今後や、小脳神経回路を構成する種々の細胞に、細胞種特異的

な遺伝子制御領域を用いて、Ca2+インディケーターや細胞膜電位

センサーを発現することで、恐怖応答学習中の神経回路の詳細な

活動を検討する。さらに光遺伝学ツールを用いることにより、時

期・細胞特異的に活動を促進・抑制し、神経活動および恐怖応答

学習に与える影響を検討することで、個々の神経回路素子の役割

を明らかにする。さらにこれらをデータを統合して、恐怖応答学

習における小脳神経回路の情報処理機構のモデルを提唱したい。 
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公募研究：2014年度-2017年度

記憶の多様な形成と再形成を実現するセル・アセンブリの解析
研究代表者：櫻井 芳雄 � � � �

同志社大学・脳科学研究科

＜研究の目的と進め方＞

記憶の形成に関する認知心理学的研究は、記憶が個々の情報を

つなぐネットワークとして形成されると仮定した。またそれがさ

らに変化し再構成されることにより、無限ともいえる多様な記憶

が次々形成されると唱えてきた。しかし、そのような多様な記憶

の形成と再形成を担う神経回路の実態はまだわかっていない。実

際に記憶情報をコードする機能的な神経細胞集団、すなわちセ

ル・アセンブリは、記憶の形成過程でどのように作られ、互いに

つながるのであろうか？ また一旦形成されたセル・アセンブリ

は、次に新たな記憶が形成される際、どのように変化し再構成さ

れるのであろうか？ 本研究は、これらの疑問に答えることをめ

ざす。具体的には、記憶情報をコードするセル・アセンブリの活

動を、神経細胞集団の同期発火から検出し、それが、記憶Ⅰの形

成 → 記憶Ⅱの形成 → 記憶Ⅰの再形成、の全プロセスをとおし

てどのように変化するのか、電気生理学的に明らかにする。記録

部位は海馬、前頭前野、側頭連合野である。また、そのような同

期発火を示した神経細胞集団の活動をオプトジェネティクスに

より人為的に同期させ、記憶課題における行動の変化を測定する

ことで、セル・アセンブリと記憶形成の直接的な対応も検証する。

さらに、記憶の種類や次元に応じたセル・アセンブリの変化を詳

細に解析するため、新たな高次記憶の課題も開発する。

＜研究計画＞

�� 異なる記憶形成プロセスに対応したセル・アセンブリの変化

を検出するため、ラット用の音条件性左右弁別課題を開発する。

まず音 A→右反応、音 B→左反応、の関係を数日間にわたり学
習させた後（記憶課題Ⅰ）、音 C→右反応、音 D→左反応を数日
間かけて学習させ（記憶課題Ⅱ）、最後にもう一度記憶課題Ⅰを

再学習させる。これら全ての学習期間をとおしてラットの海馬

からテトロード電極によるマルチニューロン活動を同時記録し、

異なる記憶の形成と再形成に応じて変化する神経細胞集団の発

火頻度と同期発火について解析する。また、同じマルチニュー

ロン活動をより長期間安定して記録する方法についても、電極

の作製法や手術法を中心に改良する。

�� セル・アセンブリの活動と記憶行動の対応を因果的に検証す

るため、ウイルスベクターを用いた遺伝子導入によるオプトジェ

ネティクス法を開発する。そして記憶形成中に同期発火を示した

神経細胞集団を光刺激により活動させ、記憶課題中の行動を解析

することで、セル・アセンブリの活動と記憶形成の直接的な対応

について検証する。

�� 記憶情報の種類や次元に応じたセル・アセンブリの変化を検

証するため、時間情報、順序情報、他個体観察学習など、より抽

象的で高次な情報を対象とした記憶課題を開発する。特にセル・

アセンブリ間の包含関係（図１）を検討するため、ラットの概念

形成課題やメタ認知課題も開発する。

＜得られた研究成果＞

�� ラットが記憶課題Ⅰ → 記憶課題Ⅱ → 記憶課題Ⅰの全て

の学習期間をとおして海馬から同じマルチニューロン活動を同

時記録し続け解析した。その結果、学習期間（記憶形成期間）に

応じた多様な同期発火のパターンを検出したが、一部、記憶課題

Ⅰと記憶課題Ⅱの学習過程（Learning1と Learning2）それぞれに
おいて、記憶が形成されつつある時期でのみ同期発火を示す

ニューロンペアが存在した。またそのようなペアは Learnning1
と Learning2 で異なっていた。さらにそれらペアの同期発火は、
記憶が形成された学習完成期にはほぼ消失した（図２）。海馬に

はこのような記憶形成時に一過性の同期発火（ temporary 
synchrony in learning）を示すニューロンペアが一定数存在してい
た（図３）。（投稿準備中）

図１

図２
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以上の結果から、本研究は以下の仮説を提示する。

・海馬で一時的に作られるセル・アセンブリにより記憶が作られ、

その記憶は新皮質に移されることで固定される。

・その記憶が固定されるに伴い海馬のセル・アセンブリはリセッ

トされ、次の新しい記憶を形成する際には異なるセル・アセン

ブリがまた一時的に作られる。

・このような海馬のセル・アセンブリのセット・リセットにより、

多様な記憶を次々形成することが可能となる。

�� マルチニューロン活動記録法の改良も進め、長期間安定して

記録するために、電極とマイクロドライブの材質を変え、より小

型軽量化することができた。データ解析法についても、プログラ

ムのアルゴリズムの改良とdeep learning の応用により、同期発火
検出の精度と検出後の処理速度を上げることができた。

��時間弁別課題を遂行しているラットの海馬と内側前頭前野か

らマルチニューロン活動と局所電場電位（LFP）を同時記録し解
析したところ、個々のニューロンが弁別すべき時間をコードして

いることがわかった。また海馬の LFP が示す特定周波数帯のオ
シレーションが時間の長短をコードしていることもわかり、時間

の長短という高次情報に海馬内のマクロなセル・アセンブリが関

与していることを示唆できた。（図４）（Nakazono et al., 2016）

4) 順序情報の記憶を検討するラット用の記憶課題（順序弁別課
題）を開発し、順序記憶に基づきラットが予測的に行動すること

を明らかにした（図５）。（Ishino and Sakurai, 2014）

��順序弁別課題を遂行しているラットの海馬ニューロン活動と

LFPを解析したところ、手掛かりに基づき順序の記憶を再生する
過程を背側海馬の LFPが反映していることがわかった。（公募班
員小川正晃先生との共同研究）（Ishino et al., 2017）

��同じく順序弁別課題を遂行しているラットの海馬と内側前頭

前野にまたがるマクロな神経回路の活動について、海馬のニュー

ロン活動と内側前頭前野のLFPの同期から解析した。その結果、
特定の順序の再生時にリズミカルな同期が見られることがわか

り、順序記憶の再生時にマクロなセル・アセンブリの反響的活動

が生じることがわかった。（図６）（公募班員小川正晃先生との共

同研究）（Ishino et al., 2017）

��他個体の学習行動を観察して記憶し自身の学習を促進させる

他個体観察学習がラットで可能かどうか、バーンズ迷路を活用す

ることで検討した（図７）。その結果、他個体がゴールを選ぶ行

動を観察したラットはより速くゴールに到達できることがわ

かった。（<DPDGD DQG 6DNXUDL� ����）

図３
図５

図６

図４

図７
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��自身の認知状態を認知するラット用のメタ認知課題を開発し

た（図８）。左右の光刺激の強度を調節できる光方向弁別課題を

設定し、右点灯→右へ反応、左点灯→左へ反応、点灯なし→中央

へ反応することを学習させたところ、光の強度が下がるほど中央

への反応（選択回避反応）が増大した。中央への反応を許さず左

右どちらかに反応することを強制すると、光の強度が下がるほど

エラーが増大した。これらの結果から、ラットは自身の認知状態

を認知しながら適宜選択を回避できることがわかった。（2VDNR

HW HO� ����）

��正反応に必要な手掛り刺激が学習中に突然切り替わるルー

ル・スイッチング課題をラットに学習させ、学習中に海馬より

/)3 を記録し、多様な帯域間の関係を解析した（図９）。その結

果、ルールの変更に伴い /)3のシータ帯域－ハイガンマ帯域間の

カップリングが増強することがわかった。この結果は、神経細胞

の集合的活動である /)3の周波数帯間カップリングがセル・アセ

ンブリの動的な切り替えを反映している可能性を示している。

（1DND]RQR HW DO� 投稿中）

���新たなアデノ随伴ウイルスを用いたオプトジェネティクス

法を開発した。ラットにマルチニューロン活動記録用電極を取

り付ける際、ウイルスベクター注入用のカニューラと、先端に

青色 /(' を付けた光刺激電極も同時に取り付けた。そして記憶

課題遂行中に発火頻度と同期発火の変化が生じた神経細胞集団

にチャネルロドプシン２（&K5�）を発現する遺伝子を導入した。

導入にはレンチウイルスベクターやアデノ随伴ウイルスベク

ター�$$9�を用いた。今後この方法を活用することで、海馬のセ

ル・アセンブリの賦活により記憶課題の学習や遂行が増強され

るかどうか因果的に検証することが可能となった。

＜国内外での成果の位置づけ＞

セル・アセンブリ仮説の再評価と検証は ��年ほど前から神経科

学の世界で広まっており、+HEE 博士による歴史的名著『7KH�

2UJDQL]DWLRQ�RI�%HKDYLRU』（����年刊�も ����年に復刻され、

国内でも新訳が ���� 年に出版されている（『行動の機構』上・

下、岩波書店）。そしてマルチニューロン活動を記録し解析する

ことで、セル・アセンブリ仮説を検証しようとする研究が、特

にドイツ、イスラエル、米国、日本においていくつか進展して

いる。しかしそれらの研究のほとんどは記憶課題の種類にあま

り重点を置かず、訓練が容易な１～２種類の記憶課題を行って

いる動物のマルチニューロン活動を数分～数時間程度記録し解

析しているに過ぎない。本研究のように、抽象的な高次記憶も

含む多様な記憶情報処理を対象とし、独自に開発した長期間記

録法とデータ解析法を用いることで、複数部位のマルチニュー

ロン活動と /)3 を数日間にわたり記録し続けセル・アセンブリ

のダイナミックな変化を解析しようとした研究は、国内外共に

ほとんどない。また、局所的セル・アセンブリを構成する近接

した複数ニューロンの活動をリアルタイムで記録して分離し、

ニューロン間の同期発火を１ミリ秒以下の精度で検出した研究

も、本研究以外ではほとんど報告されていない。また本研究は

自由行動のラットを用いることで、音条件性左右弁別課題とい

う高次な記憶を数日間で形成させることに成功したが、それ以

外にも、時間弁別課題、順序弁別課題、他個体観察学習課題、

メタ認知課題などの開発と訓練にも成功しており、より高次な

記憶情報処理を対象としてセル・アセンブリの活動を解析する

ことを可能としている。このように多様な記憶とセル・アセン

ブリの対応を体系的に解析しようとする研究は国内外共にほと

んど見られない。本研究のようなアプローチにより、これまで

心理学的構成概念であった多様な記憶情報のネットワークをセ

ル・アセンブリという実体と結びつけることができ、認知心理

学と神経科学を繋ぐことが可能になると思われる。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

本研究の中心となった音条件性左右弁別課題を用いた実験では、

記憶形成のプロセスにおいて一過性の同期発火を示すニューロ

ンペアが海馬で見つかった（図２・３）。しかし、他の同期発火

パターンを示すニューロンペアとの関係や個々のニューロンの

発火頻度との対応などの解析に予想以上に時間がかかり、本領域

の期間中に論文化するまでには至らなかった。そのような総合的

な解析に必要な数理モデルの開発も含め、今後出来るだけ早急に

結果をまとめ出版する予定である。また、多様な記憶を対象とす

るために必要な記憶課題の開発は十分進み、訓練にも成功して行

動データも十分得られたが、電気生理学的記録はまだ途中であり、

オプトジェネティクスの活用も期間内に開始することが出来な

かった。主な理由は ����年に京都大学文学研究科から現在の所

属に異動し、新たな実験室を構築したことであるが、現在はより

整った設備と人員のもとで研究を加速している。

＜今後の課題、展望＞

すでに実験心理学が明らかにしてきたように、記憶情報処理の本

質がその多様性とダイナミズムにあることは間違いなく、それを

実現しているのがセル・アセンブリのダイナミズムであると考え

られる。そのため、実験的に容易で単純な記憶課題を用いている

だけでは、記憶のダイナミズムに迫ることは難しく、自由行動の

動物を用い、低次から高次に至る多様な記憶課題を体系的に設定

し、記憶をコードするセル・アセンブリのダイナミックな活動を

検出する必要がある。今後は、より多様な記憶課題をより体系的

に設定し、それらを遂行中の動物から得られた電気生理学的デー

タとオプトジェネティクスによる行動変容のデータを、どこまで

記憶情報処理の種類と対応させ解釈できるかが課題であるが、現

在の研究の延長で十分達成できると考えている。

図８

図９

171



公募研究：2014年度-2017年度��

長期記憶の不安定化を司る分子メカニズムと神経基盤の解明�
研究代表者：平野� 恭敬� � � � � �

京都大学・医学研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

学習で獲得した情報は、新規遺伝子発現を介して長期記憶とし

て固定化される。一方、刻々と変化する環境に適応するため、固

定化された長期記憶は修飾され、ときには消去される必要がある。

このような長期記憶の不安定化の現象は知られているが、そのメ

カニズムを示唆する知見は非常に乏しい。私はショウジョウバエ

をモデル生物として用い、特異的な転写因子が長期記憶の不安定

化に重要な役割を果たしていることを見出していた。本研究では、

１：長期記憶の不安定化に関わる転写因子の標的遺伝子を、新規

に開発した分子生物学的手法を駆使して同定し、そのメカニズム

の解明を目指した。さらに２：長期記憶の不安定化を誘導する神

経基盤、特定の神経を抑制、または活性化させるショウジョウバ

エの遺伝学的手法を用いて明らかにしようと試みた。これらによ

り、今まで謎であった長期記憶の不安定化メカニズムの理解にブ

レークスルーをもたらすことが本研究のねらいである。�

�

＜研究計画＞�

過去の研究では、長期記憶の固定化における転写因子&5(%の機

能が注目されてきた。しかし私は、ハエの記憶中枢であるキノコ

体における持続的な&5(%活性が、長期記憶の保持に必須であるこ

とを見出した（図１Ａ）。&5(%はその結合タンパクである&%3、あ

るいは&57&と結合することにより、転写を活性化させる。私はこ

れまでに、長期記憶の固定化には&57&ではなく&%3が必須である

ことを報告した。これはマウスでの報告と一致する。一方、固定

化された長期記憶の保持にはキノコ体における&57&が必須で

あった（図１Ａ）。興味深いことに、&5(%�&57&は学習４日後まで

の長期記憶保持に必要であるが、それ以降の記憶保持には必要な

かった（図１Ｂ）。私は、&5(%�&57&依存的な記憶保持には、何か

特別な意義、例えばこの期間は記憶の書き換えや消去が可能と

いった特徴があるのではないかと考えた。実際、学習�日までに

忘却トレーニングを行うと記憶は消失したが、学習�日以降に忘

却トレーニングを行っても記憶は消失しないことがわかった（図

１Ｃ）。さらに、学習�日以降にキノコ体で&57&を活性化させたと

ころ、消失しないはずの学習４日以降の記憶が忘却トレーニング

により消失することを見出した（図１Ｄ）。これらの結果から、

キノコ体の&5(%�&57&が学習４日後まで記憶を保持させるととも

に、記憶を消失可能な状態にしていることが示唆された（図�）。

記憶の保持と消失に重要な&5(%�&57&標的遺伝子は異なるのでは

ないかと考えている。&5(%�&57&を活性化させただけでは記憶は

消失せず、忘却トレーニングが必須であった（図１Ｄ）。従って、

&5(%�&57&の活性化とともに、忘却トレーニング中の神経活動が

記憶の消失に重要であると考えられる。�

本研究では、１：長期記憶の不安定化に関わる&5(%�&57&の標

的遺伝子を同定し、今まで謎であった記憶の不安定化の分子メカ

ニズムを明らかにすることを目標とした。また上述のように、

&5(%�&57&を活性化させただけでは記憶は消失せず、忘却トレー
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ニングが必須であったことから、&5(%�&57&は記憶の不安定化状

態を作り出し、そこに忘却トレーニング時の神経活動が加わった

結果、記憶の消失が誘導されると考えられる（図２）。そこで、

２：長期記憶の不安定化を誘導する神経基盤を詳細に検討するこ

とで、記憶の不安定化における基本概念を提示したいと考え、研

究を遂行した。�

�

＜得られた研究成果＞�

���長期記憶の不安定化に関わる&5(%�&57&の標的遺伝子の同定�

� &5(%�&57&は代謝組織でも機能することが知られており、標的

遺伝子は組織により異なることが予想される。長期記憶の不安定

化には記憶中枢であるキノコ体の&5(%�&57&が重要であるため、

キノコ体に焦点を絞る必要がある。そこで私の確立したキノコ体

細胞核を単離する手法を用い、キノコ体における学習後の

&5(%�&57&結合遺伝子座を、&K,3�VHT法を用いた網羅的解析を

行った（図３Ａ、Ｂ）。さらに同様にして回収したキノコ体の細

胞核から、核内51$を解析することにより、記憶とともに発現変

動する、&5(%�&57&標的遺伝子を絞り込んだ。�

�

記憶の不安定化に関わる遺伝子を忘却トレーニング時にノッ

クダウンすれば、記憶の消失は起きないはずだ。&5(%�&57&標的

遺伝子をキノコ体のみで、学習後に一過的にノックダウンさせ、

忘却トレーニングを行ったところ、記憶の消失を抑制する遺伝子

を同定することに成功した（β�VSHF）。このようにキノコ体の細

胞核を回収し、&K,3�VHT解析を行うことを経て、長期記憶の不安

定化に関わる&5(%�&57&標的遺伝子の一つを明らかにした。�

&5(%�&57&は長期記憶の保持にも重要であることから、

&5(%�&57&標的には長期記憶の不安定化ではなく、長期記憶保持

に重要な遺伝子も含まれると考えられる。このような遺伝子は、

ノックダウンすると忘却トレーニングなしでも長期記憶が消失

されると考えられた。これについても解析を進め、&5(%�&57&標

的遺伝子から記憶保持に重要な遺伝子（6PU、%[）を明らかにし

た。�

�

���長期記憶の各過程に関わるエピジェネティック因子の同定�

&5(%�&57&を含めた転写因子の機能は、クロマチン上のエピ

ジェネティックな修飾により大きく影響を受ける。&5(%�&57&の

記憶保持、および忘却における機能をさらに追及するため、ハエ

の記憶中枢であるキノコ体神経で約５０のエピジェネティック

因子すべてをそれぞれキノコ体で一過的にノックダウンし、記憶

に関連のあるエピジェネティック因子を探索した。結果として、

長期記憶形成、早期記憶保持、後期記憶保持に寄与するエピジェ

ネティック因子を同定した。さらに、キノコ体神経で特異的に変

化するクロマチン制御を捉えるため、図�$の手法を用いてキノコ

体細胞核を回収し、エピジェネティック解析を行った。これによ

り、キノコ体で変動するエピジェネティック制御を網羅的に同定

した。これらより、クロマチン状態と記憶の相関・因果関係が明

らかになった。�

�

以上の結果を、����年1DWXUH�&RPPXQLFDWLRQVにて報告した。�

�

���長期記憶の不安定化を誘導する神経基盤�

記憶の消失は&5(%�&57&の活性化のみでは誘導されず、忘却ト

レーニングが必要であった（図１Ｄ）。この結果は、忘却トレー

ニング時の神経活動が、キノコ体の記憶の不安定化に必須である

ことを示唆している。忘却トレーニングが記憶の消失を誘導する

機序として、$：キノコ体神経の興奮、%：キノコ体に投射する神

経の興奮、あるいは&：それらの同期、を想定した。�

記憶消失を誘導する神経を抑制すれば、忘却トレーニングによ

る記憶消失が阻害されるはずだ。そこで、特定の神経を抑制する

ため、カリウムチャネル.LU���を*$/��8$6システムを用いて発現

させた。このとき、温度依存的に*$/�活性を制御する*DO��WVを

導入することで、忘却トレーニング時のみ.LU���を発現させた。

173



このように、忘却トレーニング時にのみ活動を抑制することで、

記憶消失を阻害するような神経を探索した。しかしながら、現在

までに忘却を阻害するような神経群は同定されておらず、今後さ

らに探索を続ける必要がある。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

過去の研究から記憶の基盤となる神経回路や分子メカニズム

が明らかにされつつある一方、固定化された記憶の不安定化を解

明する研究は立ち遅れていた。本研究では、これまで不明であっ

た記憶の不安定性を司る分子メカニズムを提案することができ

た点で、先駆的研究となったと考えている。さらに記憶形成時で

はなく、形成された記憶が保持されるために寄与する能動的な遺

伝子発現制御にも焦点を当て、明らかにしたことは新規性が高い

と考えられる（������1DWXUH�&RPPXQLFDWLRQV）。�

� �

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

項目２の長期記憶の不安定化を誘導する神経基盤について、

現在までにその詳細に迫ることができていない。アプローチと

して NLU��� を用いた恒常的な神経抑制を行ったことが問題と

して挙げられる。この手法を用いて明瞭な結果が得られなかっ

たことから、恒常的ではなく、一過的に神経を抑制するための

手法、例えば光遺伝学的な手法をとることで改善され、目的の

神経基盤の同定に到達することが期待されるだろう。�

�

＜今後の課題、展望＞�

� 本研究から、記憶不安定化および形成された記憶の保持に必

要な遺伝子発現制御因子を同定することができた。さらに詳細な

メカニズムを明らかにするため、各制御因子の標的遺伝子に着目

し、その神経生理作用を明らかにする必要がある。今後は標的遺

伝子群の可視化等を通じ、その分子動態、作用機序に迫っていく。�

記憶の不安定化に関わる神経基盤の同定については、上述のと

おり光遺伝学的な手法を確立し、特異的な神経を一過的に操作す

る手法をとる。これにより不安定化の神経基盤を同定することを

目指す。�

�
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公募研究：2014年度-2015年度��

Cellular environment-dependent RNA methylation at synapse during 

learning and memory 
研究代表者：王� 丹� � � � � �

京都大学・高等研究院� 物質−細胞統合システム拠点�

＜研究の目的と進め方＞�

記憶の創造−消滅のダイナミクスを可能にする脳内分子メカ

ニズムとは一体何か？学習や記憶を形成するための基本的神経

機能であるシナプス可塑性に注目し、シナプスでの遺伝子情報

発現の変化を引き起こす分子メカニズムを明らかにすることに

よって、冒頭の問題を解くことを研究目的とした。局在したトラ

ンスクリプトームの複雑さに対する理解は、遺伝子発現依存的な

シナプス可塑性、神経回路構築の可塑性のさらなる理解に寄与す

ると考えている。その中で、遺伝子情報の基礎となるDNA配列

の完全性を損なうことなく動的なRNA修飾によって「記憶動態」

を調節することができる新規メカニズムを探索することにした。�

� そのために、ほ乳類動物における動的な RNA 修飾の中で最も

存在量が多く、脳にも豊富に存在し、ドーパミン報酬系の制御や

ストレス応答に関連すると報告がある N６−メチルーアデノシン

を対象として研究を進めた。�

�

＜研究計画＞�

1) 微量のRNAを対象にしたゲノムワイドスケールのm6A-seq法
を確立する。合成修飾RNAを用いて方法の有用性を確認する。 

 

2) 健常の成体マウスの前脳シナプスを分離した上で、RNAを回

収して、m6A-seq法を用いて網羅的に解析し、組織内にあるRNA
を対象に結果を解釈する。 

 

3) 学習に際してのRNAメチル化の役割を遺伝子改変マウスの作

成などで明らかにする。 

�

＜得られた研究成果＞�

���従来のm6A-seq法では、250PJのRNAをインプットとして必要

とした。本研究では、シナプスに含まれる微量のRNAの解析を

可能にする新規m6A-seq法を開発した。この方法で必要とされる

RNA量は10 PJであり、従来の方法の25分の1である。解析した結

果は従来の方法と比較して、検出感度と正確さにおいて遜色がな

い。�

�

���シナプスへ局在するメチル部位を ����� 箇所およびそれらを

有する ����� 個の遺伝子を発見した。�

�

���シナプスにおいて高いメチル率を持つ遺伝子 �����個を同定

した。�

�

���メチル化修飾の認識を阻害した場合に、スパイン形成やシナ

プス伝達に障害がおきる現象を示し、メチル化修飾の機能を明ら

かにした。�

� 本研究で明らかにした三者シナプスにおけるメチル化 51$ が

コードする機能タンパク質の一部抜粋（下）。シナプス機能への

調節機構として有力であることを示唆する。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

シナプスへの RNA局在は神経細胞の中で選択的に行われるこ

とや、局所翻訳はシナプス可塑性および長期記憶に必要不可欠で

あることがこれまで知られていた。しかし、エピジェネティクス

研究で明らかになったDNAやヒストンタンパク質への化学修飾

と同様な RNA 修飾のシナプスへの局在は未知であった。本研究

は、独自の RNA 修飾の同定方法を開発し、世界初の神経シナプ

スへ局在する m6A 修飾をもつ RNA 群を同定し、機能的であるこ

とを証明した。 

Merkurjev D, Hong WT, Iida K, Goldie BJ, Yamaguti H, Oomoto I, 
Ohara T, Kawaguchi S, Hirano T, Martin KC, Pellegrini M, Wang DO*. 
Synaptic N6 methyladenosine (m6A) reveals functional partitioning of 
localized transcripts. Nature Neuroscience, 21, 1004–1014 (2018). *責
任著者 

 

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

シナプスへ局在するメチル化 RNA の詳細な機能解析や多様

な刺激に対する応答性の全貌解析はまだ達成できていない。そ

れは、本研究結果より、化学修飾をうける RNA 種は予想して

いたものよりもはるかに多かったことが理由である。そして、

遺伝子改変マウスでの解析もまだ達成できていない。 

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究は、空間情報と修飾情報を組み合わせた新たな遺伝子情

報発現の制御メカニズムを提案した。シナプスに局在するエピト

ランスクリプトームを明らかにするために、m6A修飾のみならず、

ほかの修飾塩基の機能性と制御メカニズムの詳細解析が今後の

課題である。 
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公募研究：2014年度-2017年度��

記憶ダイナミズムをもらたす局所回路形成メカニズムの解析�
研究代表者：八木� 健� � � � �

大阪大学・生命機能研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

記憶ダイナミズムは、脳における神経細胞の集団的活動により

もたらされている。この集団的活動の基盤には、個々の神経細胞

がつくる複雑なネットワークの性質が関与することが示唆され

ている。本研究では、神経細胞で異なる組み合わせ発現をするク

ラスター型プロトカドヘリン（F3FGK）遺伝子群に注目し、神経

回路の構築と機能形成メカニズムの解析を行った。本研究では、

対立遺伝子間での &UH�OR[3組み換えを利用して F3FGK遺伝子ク

ラスターを様々な組み合わせで欠損させたマウスを作製する。全

ての F3FGK 遺伝子欠損マウスでは、脳幹網様体や脊髄の介在

ニューロンの神経細胞死、機能的神経回路異常、海馬神経細胞で

の自発的神経活動パターンを解析する。また、F3FGK遺伝子欠損

マウスから L36細胞を樹立して、神経回路形成と F3FGKとの関わ

りを解析するとともに、F3FGKのランダムな組み合わせ発現によ

るネットワークモデル（*HQH� 0DWFKHG� 1HWZRUNモデル）を検証

した。�

�

＜研究計画＞�

��F3FGK遺伝子クラスターを様々な組み合わせで欠損させたマウ

スを作製した。全てのF3FGK遺伝子欠損マウスでは、脳幹網様体

や脊髄の介在ニューロンの神経細胞死、機能的神経回路異常、海

馬神経細胞での自発的神経活動パターンを解析した。�

�

��全F3FGK遺伝子クラスター欠損マウスとL36細胞を用いたキメ

ラマウス作製により、大脳皮質における個々の神経細胞の神経回

路特性を、パッチクランプ法により解析する。�

�

��F3FGK遺伝子群のランダムな組み合わせ発現を利用した新たな

神経ネットワークモデル（*HQH�0DWFKHG�1HWZRUNモデル）の情報

処理能力を検証した。�

�

＜得られた研究成果＞�

���様々なF3FGK欠損マウスの作製と解析�

F3FGKαβγ遺伝子クラスター欠損マウスに7$)�をレスキューす

ることにより、F3FGK遺伝子クラスターを様々な組み合わせで欠

損させたマウスを作製し、F3FGK全欠損マウスの作製にも成功し

た（図�）（+DVHJDZD�HW�DO���)URQW��0RO��1HXURVFL������）。こ

のマウスは誕生直後に殆ど動けず呼吸ができずに死亡した。この

マウスを解析したところ中脳、橋、延髄にある脳幹網様体の神経

細胞が細胞死を起こしていることが明らかとなった（図�）

（+DVHJDZD�HW�DO���)URQW��0RO��1HXURVFL������）。これらの細

胞死は胎生１５日以降に起こるものであり、それまでは脳幹網様

体の神経細胞は正常に分化・発生していた。また、この細胞死は

%D[遺伝子欠損により無くなることより、%D[依存的細胞死である

ことが明らかになった。しかし、このF3FGK�%D[２重欠損マウス

では神経細胞死が認められないものの、左右の神経活動リズムが

失われており、生後直後に呼吸の障害により死亡した。これらの

結果より、F3FGK遺伝子が正常な脳幹網様体の神経回路形成と機

能発現に関わることが示唆された。�

�

図１� Pcdh遺伝子クラスター欠損マウスの作製と解析。Pcdhα、β、γクラスターを単独（'D�  'E� 'J）、
２重（'DE�  'EJ）、３重（'DEJ）に欠損したマウスを作製した。Taf7 欠損により胎性致死となるため
'EJ�  'DEJについては、Taf7 発現マウスと掛け合わせることにより、初めて表現型の解析をすることが
できた。各 Pcdhクラスター機能の特殊性と冗長性が明らかとなった。 

図 2� cPcdh 全欠損マウスでは脳幹網様体における介在神経神経細胞が細胞死する。E18.5 のマウス脳切
片、細胞死マーカー（active caspase、赤）と軸索（neurofilament、緑）の染色。コントロール(A,B,C,D)では
細胞死がほとんど認められないが、cPcdh全欠損マウス（'DEJ）では中脳（B’,C’）で神経細胞死が進行し
ている。橋、延髄、脊髄の介在神経細胞は消失している。 
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���F3FGK全欠損 L36細胞の樹立とキメラマウス作製による解析�

F3FGK 全欠損 L36 細胞を樹立し、正常マウス胚にインジェク

ションすることによりキメラマウスを作製してモザイク解析を

行った（図 �）。その結果、生後 ��日齢のキメラマウスの脳幹網

様体や脊髄において F3FGK 全欠損 L36 細胞由来の介在神経細胞

は存在しなかった。しかし、嗅球、皮質、海馬、基底核、視床、

小脳の神経細胞は F3FGK全欠損 L36細胞由来のものが存在した。

これらの結果より、介在神経細胞で発現する F3FGK遺伝子が生存

に必要であることが明らかとなった。また、このキメラマウス中

の F3FGK全欠損小脳プルキンエ細胞では、樹状突起形成の異常が

認められ、F3FGK遺伝子が正常な自己交差忌避に関与しているこ

とが示された。この樹状突起形成の異常は、'QPW�E欠損プルキン

エ細胞と同様であった。更に、このキメラマウスのバレル野 �層

の星状細胞ペアから同時ホールセル記録を行い、F3FGK遺伝子が

細胞系譜依存的な双方向性回路形成に関わることが明らかと

なった。また、同様の異常が 'QPW�E 欠損星状細胞ペアにも認め

られた（以下の項目参照）（+DVHJDZD� HW� DO��� )URQW�� 0RO��

1HXURVFL������）。�

�

�）F3FGK全欠損の海馬神経細胞を用いた解析�

F3FGK全欠損マウスの海馬から初代培養を行い、F3FGK全欠損神

経細胞に特異的 F3FGK アイソフォームを強制発現させる系を確

立して、F3FGKアイソフォームの違いによる細胞間相互作用の解

析を行った。その結果、同一 F3FGKアイソフォームにおける特異

的な細胞間相互作用が観察された。このタンパク質間相互作用は

正常神経細胞に強制発現させた時には認められず、内在的 F3FGK

タンパク質による阻害が確認できた。よって、単一神経細胞でラ

ンダムな組み合わせ発現している F3FGKタンパク質は、ヘテロタ

ンパク質複合体となり、神経細胞上に分布して限局した細胞接着

点をつくっていることが示された（図 �）。�

� また、培養した海馬神経細胞の自発的神経活動を解析した結果、

正常では散在的で多様化した活動パターンが、F3FGK全欠損神経

細胞では規則的な同期パターンとなっていた。この結果は、F3FGK

分子群が散在的で多様化した活動パターンの形成に関わること

を示唆しており、個々の神経細胞でのランダムな組み合わせ発現

と回路形成を捉える上で興味深い結果である（+DVHJDZD�HW�DO���

)URQW��0RO��1HXURVFL������）。�

�

��大脳皮質局所回路形成における細胞系譜と F3FGKの役割�

本研究において野生型キメラマウスを用いて、バレル皮質 �層

の星状細胞間から同時ホールセル記録を行い、細胞系譜の異なる

神経細胞間（QRQ�FORQDO�FHOO�SDLU）に比べて同じ細胞系譜の神

経細胞間（FORQDO�FHOO�SDLU）には高い確率で双方向性結合が形

成されていることを初めて見出した（図 �）。この細胞系譜依存

的な特異的双方向性結合は、発達前期のシナプス結合の増加と発

達後期の一方向性結合の減少を伴って形成されることも明らか

にした。このような発達に伴う結合様式の変化は細胞系譜が異な

る細胞ペアには見られなかった。我々は、この細胞系譜依存的な

特異的双方向性結合に F3FGK が関与するかどうかを検証するた

めに、F3FGK�.2キメラマウスを用いて同様の解析を行った。その

結果、野生型キメラマウスとは大きく異なる発達過程と結合様式

を示した（図 �）。野生型のクローン細胞ペアではまだ結合確率

が低い生後 ���� 日齢において、F3FGK を欠損したクローン細胞

ペアでは、すでに非常に高い確率で双方向性結合が観察された。

また、発達後期、野生型クローン細胞ペアで観察された一方向性

結合の減少が見られず、むしろ双方向性結合が減少したことによ

り、結果的に生後 ��－�� 日齢においても細胞系譜依存的な双方

向性結合は形成されなかった。しかし、シナプス結合ペアの割合

は野生型（���）よりも高い（���）ことから、F3FGK�.2細胞は野

生型細胞より多くの神経細胞からシナプス入力を受けており、

レーザースキャン光刺激法で得られた結果と一致していた。一方

で、F3FGK�.2細胞の電気的膜特性や樹状突起形態、シナプス応答

には異常は見られなかった。以上の結果より、大脳皮質における

細胞系譜依存的な特異的シナプス結合に F3FGK が関与すること

が初めて示された。�

次に、個々の神経細胞に発現する F3FGK アイソフォーム発現パ

ターンが細胞系譜依存的な双方向性結合に重要であるかを調べ

るために、F3FGKの発現種を制御する 'QPW�Eに着目した。'QPW�E

を欠損した小脳プルキンエ細胞では、野生型に比べて多くの種類

の F3FGK アイソフォームが発現することが明らかにされている

（7R\RGD�HW�DO���1HXURQ�����）。したがって、大脳皮質におい

ても、'QPW�E 欠損細胞は多種類の F3FGK アイソフォームを発現

図 3� cPcdh全欠損 iPS細胞を用いたキメラマウスによる解析。cPcdh全欠損（'DEJ）マウスの線
維芽細胞より tdTomatoマーカーを発現させた iPS細胞株を樹立し、正常マウス胚に移植する（A）。
B は体重の変化。得られたキメラマウスは誕生するが高いキメラ率のマウスは運動失調となり死
亡する（C, D）。E生後 21日齢のキメラマウス脳における cPcdh全欠損細胞（赤色）の分布。キメ
ラマウスにおいて、嗅球、大脳皮質、海馬、視床、小脳の神経細胞は正常に分化し、生存する。一

方、脳幹網様体にある介在神経細胞はほとんどが消失した。 

図 4 γA3 強制発現による海馬の培養神経細胞における細胞間相互作用。γA3-tdTomato(赤)とγA3-
Venus(緑)を別々の正常（WT）神経細胞で強制発現させ、それぞれの神経突起が重なっているところを
観察した。その結果、γA3-tdTomato(赤)とγA3-Venus(緑)のホモフィリックな接着はほとんど認められ
なかった（上図、merge）。cPcdh全欠損神経細胞を用いて同様の実験を行うと、γA3-tdTomato(赤)とγ
A3-Venus(緑)のホモフィリックな接着が多く観察された（下図、merge）。これらの結果により、神経細
胞に内在する cPcdh タンパク質が強制発現させたγA3 のホモフィリックな接着活性を阻害しているこ
とが明らかとなった。この結果は、神経細胞でランダムな組み合わせ発現している cPcdhタンパク質が
ヘテロ多様体となり、細胞間におけるホモフィリックな接着を阻害していることを示唆している。 
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していると考えられる。そこで、'QPW�E�.2キメラマウスから作

製したスライス標本を用いて神経結合解析を行い、細胞系譜依存

的な双方向性結合の有無を検証した。発達前期のシナプス結合様

式は野生型キメラマウスと非常によく似ていたが、発達後期の一

方向性シナプス結合の減少が見られず、細胞系譜依存的な双方向

性結合は有意に減少していた。一方、'QPW�E�.2神経細胞の電気

的膜特性や樹状突起形態、シナプス応答には異常は見られなかっ

た。以上の結果より、大脳皮質における細胞系譜依存的なシナプ

ス結合に、F3FGK の発現のみならず、個々の神経細胞における

F3FGK アイソフォームの発現様式が関与する可能性が示唆され

た（7DUXVDZD�HW�DO���%0&�%LRO������）。�

�

���*HQH�0DWFKHG�1HWZRUNモデルの解析�

*HQH� 0DWFKHG� 1HWZRUNモデルでは、ランダムな回路形成因子の

組み合わせ発現により、高いクラスター性と、全てのノード間が

短い距離となるスモールワールドネットワークが形成できるこ

とが明らかになった（図 �）。また、この特性を持った回路で層構

造をつくり情報の流れを解析したところ、ランダムな回路では認

められない高い情報保持能力があること、各層での閾値を設定す

ることにより情報変換を行えることが明らかとなった。これらの

結果は、*HQH� 0DWFKHG� 1HWZRUNが並列分散的情報処理に極めて

有効なものであることを明らかにした。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

� 神経細胞の個性化を分子メカニズムとして捉え、個々の神経細

胞がつくる回路特性との関連性、セルアセンブリ、脳機能との関

連性を捉える研究は、これまでに例のない独創性の高い研究であ

る。その為、これまで我々の研究に対して、個々の神経細胞に個

性が必要か？などの疑問があった。しかし、生理学的に単一神経

細胞レベルで回路特性が明らかとなる中で、経験依存的でない発

生プログラムの重要性、集団性の高い回路特性などが明らかとな

る中で、本研究の成果は、クラスター型プロトカドヘリンが発生

プログラムにおいて神経細胞の個性化に関わる遺伝子群である

こと、同一細胞系譜での双方向性の回路特性に関わることを明ら

かにした画期的なものとなった。また、光遺伝学の進歩により、

記憶などの神経情報がセルアセンブリであることが他のグルー

プから報告され、セルアセンブリ形成メカニズムについての議論

があり、発生プログラムの重要性が示唆されている。その中で、

海馬の場所ニューロンの神経活動が経験以前に準備されている

こと、特徴抽出ニューロンが神経活動非依存的に形成されている

ことが報告され、本研究による F3FGK遺伝子による神経細胞の個

性化と回路形成とセルアセンブリとの成果について関心が高

まってきている。更に、本研究において F3FGK遺伝子が皮質にお

ける神経情報の統合やワーキングメモリーに関わることが示め

され、セルアセンブリによる神経情報の統合や保持のメカニズム

解明への大きな足がかりが得られた。本研究成果より、発生プロ

グラムによる個々の神経細胞での F3FGK 遺伝子のランダムな組

み合わせ発現と回路形成が、複雑な神経ネットワーク中の予備的

なセルアセンブリとなり、経験やシナプス可塑性により機能的な

セルアセンブリとなる仮説を提唱している。このメカニズムは、

発生プログラムによるランダムな遺伝子組み換えにより準備さ

れる免疫系の獲得免疫と免疫記憶のメカニズムと類似している

（図 �）。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

F3FGK 遺伝子群を欠損させたマウスを用いたセルアセンブリ

の解析が共同研究体制の確立が遅延した為、十分な成果を出す

ことができなかった。�

�

＜今後の課題、展望＞�

コンディショナルノックアウトマウス作製により、F3FGK遺伝

子群とセルアセンブリとの関係、記憶ダイナミズムとの関連性を

明らかにする予定である。また、F3FGKα欠損マウスでは、短期

記憶、ワーキングメモリーの異常が認められた（<DPDJLVKL� HW�

DO��� 6FL�� 5HS�� ����）。更に、エピジェネティック制御による

F3FGK遺伝子群の発現制御機構（-LDQJ� <� HW� DO��� 1DWXUH�

*HQHWLFV�����）、ヒト統合失調症とF3FGK遺伝子との関連性が明

らかになり（6KDR�=�HW�DO���1DWXUH�1HXURVFL������）、今後、

自閉症を含め精神神経疾患の発症メカニズムの理解と治療法開

発に発展してゆくことが期待できる。�

図 6� Gene Matched Networkモデル。ランダムな組み合わせ発現をする遺伝子によるネットワーク。
同じ遺伝子が発現しているノードに回路ができる（A）。（B）Gene Matched Network 例。GMN(Gene 
Matched Network)、ランダムネットワーク（random）、規則的ネットワーク（regular）におけるノード
間距離（C）クラスター性（D）。GMN は短いノード間距離と高いクラスター性を併せ持つスモール
ワールドネットワークの性質を持つ。 
 

図 5� バレル皮質 4層星状細胞間結合様式。A-B：野生型キメラマウス（ノンクローナル細胞ペア(A)、
クローナル細胞ペア(B)）、C-D：cPcdh-KOキメラマウス（クローナル細胞ペア(C)）および Dnmt3b-KO
キメラマウス（クローナル細胞ペア(D)）。* (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001):野生型キメラマウ
ス、クローナル細胞ペアの各年齢との χ２-testによる比較検定。グラフ内数値：記録ペア数。 

図 7� 免疫系と脳神経系における多様化遺伝子群のランダム発現によるシステム形成メカニズムの概
略。本研究により脳神経系において多様化 cPcdh 遺伝子のランダムな組み合わせ発現による複雑な神
経ネットワーク形成への関与が示唆された。今後、この複雑な神経ネットワークとセルアセンブリ、

記憶、神経情報の統合への関与を明らかにすることにより、ヒト脳における莫大で高度な情報処理が

できる生物学的基盤が解明され、脳研究における革新的発見や技術となることが期待できる。 

178



公募研究：2014年度-2015年度��

エピソード学習で動的に変化する海馬発火活動とＣＡ１シナプス

の多様な可塑性�
研究代表者：美津島�大� � 分担研究者：木田�裕之、石川 淳子、﨑本 裕也�

山口大学大学院医学系研究科・神経生理学講座�

＜研究の目的と進め方＞�

海馬は「いつ、どこで、何があったか」というエピソード記憶

の形成に中心的な役割を持つ。海馬には時間情報��0LWVXVKLPD�

HW�DO��-�1HXURVFL������や空間情報��:LOOV�HW�DO��6FLHQFH������

が入るが、記憶の符号化ルールは未だ不明である。申請者は回避

学習が海馬&$�ニューロンの$03$受容体を興奮性シナプスへ移行

させ、これを阻止すると回避学習が成立しないことから、$03$

受容体のシナプス移行が学習成立に必要であることを証明した

�0LWVXVKLPD�HW�DO��3URF�1DWO�$FDG�6FL�86$������。�

さらに、回避学習は$03$受容体を介する興奮性シナプスの可塑

性だけでなく、*$%$$受容体を介した抑制性シナプスの可塑性も

高める結果、個々の&$�ニューロンが複雑かつ多様なシナプス入

力を保持することも発見した。興奮性シナプスの多様性や抑制性

シナプスの多様性を失わせると、どちらの場合も学習が成立しな

いため、学習がもたらす多様なシナプス可塑性が&$�ニューロン

の記憶痕跡であると考えられた�0LWVXVKLPD�HW�DO��1DWXUH�

&RPPXQ�������。�

� 本研究では、回避学習のみならず文脈の異なる様々なエピソー

ド学習を行い、海馬発火活動に及ぼす影響を、自由行動動物を用

いて解析する。平成��年度は文脈の異なるエピソード学習の過程

を、それぞれLQ�YLYR単一ニューロン発火活動として捉え、リア

ルタイムで記憶形成過程を明らかにする。平成��年度は、遺伝子

導入動物に文脈の異なるエピソード学習を負荷し、パッチクラン

プ法で多様なシナプス可塑性として残された記憶痕跡を明らか

にする。さらに組織学的手法により、興奮性シナプスと抑制性シ

ナプスに刻み込まれた、記憶痕跡も明らかにする。エピソード記

憶の符号化ルールを総合的に導き出し、メカニズムの全容が明ら

かになれば、トラウマ記憶の消去や、認知症に対する作用点を明

示し、新たな創薬開発の突破口を開くはずである。�

＜研究計画＞�

【平成 ��年度】6'系雄ラットを用い、深度可変タングステン電

極を &$� 直上部に刺入しておく�図１F�。実験当日、&$� 錐体細

胞層に刺入し、6SLNH��を取得システムとして、ホームケージ内

の自由行動状態でリアルタイム記録を開始する。複数のユニット

活動はソフトウエア上で単一ニューロンの活動として分離可能

である�図１G�。�

� 十分馴らしたホームケージ内でLQ�YLYR発火活動の記録を開始

した。��分以上記録した後、��分間のエピソードを経験させ、

ホームケージ内でさらに �� 分以上発火活動を記録した�図 �D�。

以下 �種類いずれかのエピソード経験をさせた。①ストレス学習

群、②♀ラット提示群、③♂ラット提示群、④新奇物体提示群に

エピソードを学習させることにより、異なるエピソードが &$�

ニューロン発火活動に及ぼす影響と差異を解析する。さらに文脈

を再提示して、想起中の発火活動の変化と記憶強度の確認も行う。�

【平成 ��年度】�上記エピソード学習が、海馬 &$�に残すシナプ

スレベルでの記憶痕跡を、スライスパッチクランプ法で解析する。

回避学習群では興奮性シナプスと抑制性シナプスの可塑性が複

雑に高まる結果、個々の &$�ニューロンが多様なシナプス入力を

保持することが判明した�0LWVXVKLPD�HW�DO��1DWXUH�&RPPXQ��

�����。本研究では、異なるエピソード学習が、多様なシナプス

可塑性に及ぼす影響と差異をパッチクランプ法で明らかにする。

,Q�YLYR発火活動、シナプス可塑性、形態的記憶痕跡の３者を総

合的に捉えることにより、記憶情報の海馬 &$�シナプスへの「符

号化ルール」を明らかにする。�

＜得られた研究成果＞�

多ニューロン発火活動�

行動実験の結果、前述の①〜④のエピソード全てで行動を指標

とする学習が成立した（図�E）。�

�
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図１� D�いずれかのエピソードを��分間経験させ、さらに��分

間自発発火活動の記録を続けた。E�翌日、同じエピソードを再経

験させて行動変化を記録した。F�成熟雄性ラットを用い、海馬&$�

での多ニューロン発火活動を記録した。G�各スパイクの特徴を抽

出し、H�ソーティングを行なった。I�EDVDO�ILULQJV��J�VXSHU�

EXUVW��K��VLOHQW�SHULRG��L�リップル様発火活動の例。�

� エピソード経験前はEDVDO�ILULQJV�図１I��を中心とする散発

的な発火活動が見られたが、��分間の拘束ストレスにより、&$�

ニューロン活動が顕著に増加し、数百PVHF〜数十秒に渡る高頻度

自発発火活動�VXSHU�EXUVW��図１J�が見られた。6XSHU�EXUVWは

エピソード提示前��分間の発火活動と比較して標準偏差の３倍

���6'�以上自発発火活動が増加した状態と定義して抽出した（図

２）。♀ラットの提示によっても、数百PVHF〜２秒のVXSHU�EXUVW

がHSLVRGLFに発生し、さらに♀を除いた後にも散発的に発生が見

られた。♂ラットの提示中でもVXSHU�EXUVWは増加し、リップル

波も見られたが、♂を除いた後のVXSHU�EXUVWは短く、不明瞭で

あった。新規物体の提示でも学習は成立し、VXSHU�EXUVWを示す

個体もいたが、リップル様発火活動のSHDN数は減少した。�

最初の6XSHU�EXUVWの数分後からリップル様の短期高頻度自発

発火活動�〜��PVHF��図１L�とVLOHQW�SHULRG（図１K）の反復挿

入が始まった。6LOHQW�SHULRGは��6'以上のLQWHU�VSLNH�LQWHUYDO
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と定義して抽出した。さらに、海馬脳波との同時計測から、この

リップル波は海馬θ波の頂点位相��°もしくは180°�に一致す

る事が多かった。リップル波は次第に強化され、実験期間中維持

された。

図２ D�実験スケジュールと EDVDO�ILULQJV� VXSHU�EXUVWの例。

E�VXSHU�EXUVW の発生時間をプロットした。エピソード中とエピ

ソード後に VXSHU�EXUVW が散発した。F�各時間における VXSHU�

EXUVW の発現数。G�各時間における VXSHU�EXUVW の積算時間。

H�VXSHU�EXUVW 発現数の群間比較。I�VXSHU�EXUVW 積算時間の群

間比較。1RQSDUDPHWULF�WHVW で 3�������を有意差ありとした。

リップル様発火活動はエピソード経験前のホームケージでも

散見されたが、特に拘束ストレスや♀との接触など、情動性の強

いエピソード経験で多様化は特に顕著であった。個別のリップル

様発火活動について SHDN 数、DPSOLWXGH、GXUDWLRQ、DUF�OHQJWK

など４パラメータ�図３%�を抽出した所、経験前後にリップル様

発火活動が有意に強化され、多様化した状態が維持された。さら

に、社会性経験や物体観察など異なるエピソード経験間では有意

にリップル様発火活動の波形が異なることも確認した�図３&�。

0$129$ を用いて数千個のリップル様発火活動を全体解析する

と、エピソード前後だけでなく、エピソード間に有意差が認めら

れた。以上より、①エピソード学習は海馬 &$� の多ニューロン発

火活動の形状を有意に変化させること、②経験したエピソード内

容によってリップル様発火活動は形状が異なることが判明した。

図３ $�複数のニューロンによる協調的な発火活動によりリッ

プル波が形成され、サイレントペリオドとリップル波は反復発生

した。%�リップル波の DPSOLWXGH��GXUDWLRQ��DUF�OHQJWK��SHDN

数を、経験前後や異経験間で比較した。&�各点は一つのリップル

様発火活動を示す。リップル様発火活動は経験後に多様化し、

様々な特徴が経験間で異なった。紙面の都合で、♂と接触群の結

果は割愛したが、多群とは異なる特徴分布が見られた。

興奮性シナプスと抑制性シナプスの可塑性

6XSHU�EXUVW が内因性の自発性高頻度刺激となり、結果、エピ

ソードごとに &$� ニューロン群に異なるシナプス可塑性が誘発

され、最終的に学習依存的なリップル様発火活動の変化がもたら

され学習が成立するのではないか？という仮説を立て、研究を進

めた。エピソード学習��分後の&$�シナプス電流をスライスパッ

チクランプ法で解析した。

興奮性シナプスの単一シナプス小胞は約 ���� 分子の

JOXWDPDWH を含み、抑制性シナプスの単一シナプス小胞は約 ����

分子の *$%$を含む事が知られている。背側海馬 &$�錐体細胞に

パッチクランプを行い、各 &$�ニューロン毎に単一シナプス小胞

あたりの興奮性シナプス後電流�P(36&�と抑制性シナプス後電流

�P,36&�を解析した。非学習群とエピソード学習群を比較する事

で、学習依存的なシナプス可塑性が判定できる。４つのエピソー

ド経験全てでシナプス可塑性が認められ、興奮性と抑制性のシナ

プス多様化は経験内容で異なる事が判明した�図４�。

図４ $�各点は１つの &$�ニューロンを示し、単一シナプス小胞

あたりの平均興奮性シナプス後電流（P(36&）を縦軸に、平均抑

制性シナプス後電流を横軸にプロットした。興奮と抑制のシナプ

ス電流の強さは &$�ニューロンごとに異なるが、エピソード学習

はシナプス可塑性を誘発し、シナプス入力をさらに多様化した。

下図は .HUQHO密度解析による分布領域の +HDW�0DSを示す。%：

各エピソード経験後の上位 ��％と ���領域を示す。エピソード経

験は興奮性シナプスと抑制性シナプスの可塑性を高めるが、シナ

プス可塑性の強さと特徴は経験内容で異なる事が判明した。紙面

の都合により、♂と接触群の結果は割愛した。

以上、情動性、社会性、新奇性の各エピソード経験が海馬 &$�

の多ニューロン発火活動とシナプス可塑性に及ぼす影響を検討

したが、次に、同じく海馬依存性学習である回避学習課題を用い

て、海馬 &$�における $03$受容体 1D�チャネル数、*$%$$ 受容体

&O�チャネル数の単一チャネル電流とチャネル数の変化を分子レ

ベルで解析した。

$03$ 受容体と *$%$$受容体の RSHQ FKDQQHO 数

1RQVWDWLRQDU\�)OXFWXDWLRQ�$QDO\VLV 法で、回避学習はシナプ

ス下膜の単一チャネル電流を変化させずに、$03$受容体や *$%$$

受容体の RSHQ�FKDQQHO 数を増加させることが判明した�図５�。

図５ 回避学習は &$��QHXURQ の $03$ 受容体チャネル数�左�と

*$%$$受容体チャネル数�右�を共に増加させた。各受容体の単一

チャネル電流�S$�には影響しなかった。3 !������YV 非学習群。

*$%$$受容体β� VXEXQLW 6HU�������のリン酸化

*$%$$ 受容体β��VXEXQLW の F\WRSODVPLF�ORRS に存在する
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6HU������� は 3.&、3.$、&D0.,, によるリン酸化修飾を受け、活

動依存的な *$%$$ 受容体の抑制性シナプスへの移行に強く関わ

る�/XVFKHU ら 1HXURQ������。そこで背側 &$��領域を切り出し

て *$%$$受容体のリン酸化を解析し、回避学習直後におけるβ��

VXEXQLWの 6HU�������リン酸化を確認した。これまでの研究で、

回避学習は *$%$$ 受容体β��VXEXQLW の LQWUDFHOXOODU�ORRS に

ある 6HU�������を急性的にリン酸化させる事が判明した�図６�。

6HU�������のリン酸化は膜上の*$%$$受容体のLQWHUQDOL]DWLRQ

に関わる蛋白との結合を阻止し、ポストシナプスにおける *$%$$

受容体を増加させる事が判明している。

図６ 回避学習直後、*$%$$ 受容体β��VXEXQLW の 6HU������� リ

ン酸化がはじめて確認された。3 �������YV 非学習群。1 �

スパインの形態変化

シナプス多様化は回避学習 ��分後が最大で、減衰しながら多

様性が維持された。ゴルジ銀染色を行うと、*$%$$受容体を介す

る抑制性シナプスが約 ���を占める細胞体領域で、ILORSRGLD 型

スパインの急性的かつ有意な増加が確認された�図７�。また

EDVDO�GHQGULWH と DSLFDO�GHQGULWH においても ILORSRGLD 型、

ORQJ�WKLQ 型、WKLQ型、VWXEE\ 型、PXVKURRP 型にスパインを分

類し、回避学習依存的なスパインの形状変化を詳細に確認した。

図７��&$��S\UDPLGDO�QHXURQ の多焦点画像 回避学習 �� 分後、

細胞体周辺に ILORSRGLD 型スパイン数の有意な増加が確認され

た�▶�。ゴルジ染色 x1000, bar = 20 µm。

＜国内外での成果の位置づけ＞

シナプス連続電気刺激による長期増強現象�/73�は海馬で発見

され(Lømo 1966)、記憶のシナプスモデルと考えられた。脳に連

続刺激電極は存在しないが、申請者は、海馬スライスにアセチル

コリン�$&K�を処置すると、/73 が誘発される事実に着目し

�$XHUEDFK ら �����、独自に海馬 $&Kについて研究を発展させて

きた�0LWVXVKLPD ら ���������������������� など�。

海馬 $&K 分泌はエピソード記憶の形成に不可欠であり�*ROG��

�����、$O]KHLPHU 型認知症では減少が著しい。日本で開発され

た $&K分解酵素阻害薬�アリセプト®�の有効性は、海馬 $&K のヒ

ト臨床における重要性を示し�3HWHUVHQら 1HZ�(QJ�-�0HG�������

:LQEODG ら /DQFHW������、下流システムの解明は、アリセプト

に代わる新しい創薬ポイントの抽出に必要不可欠である。申請者

は海馬 $&K が学習依存的なシナプス多様化の引き金であること

を初めて報告した�0LWVXVKLPD ら 1DW�&RPPXQ������。

興奮性シナプスと比べ、抑制性シナプス可塑性の歴史は極めて

浅い。&XL らは、空間学習が &$� における *$%$ 分泌を高めるシ

ナプス前細胞側の可塑性を����年&HOOに初めて報告した。また、

*$%$$受容体ポストシナプスの可塑性は、申請者らが回避学習を

使って ���� 年に報告した。この研究で、$03$ 受容体を介する興

奮性シナプスも抑制性シナプスと共に多様化されるため、各

ニューロンのシナプス入力強度が多様化する事実を突き止めた。

その後、光遺伝学を用いた他グループの研究で、*$%$介在ニュー

ロンを抑制すると学習が獲得できない為、*$%$ ニューロンは学

習に必要であることが判明した�/RYHWW�%DURQ ら 6FLHQFH������。

*$%$$ 受容体のβ��VXEXQLW�6HU������� は 3.$��3.&��&D0.,,

依存的にリン酸化修飾を受け、リン酸化は $3�との結合を阻止し

て、受容体の細胞内取り込みが抑制される。���� 年申請者らは

初めて、実際の学習で *$%$$ 受容体β��VXEXQLW�6HU������� の

リン酸化を捉え、その7HPSRUDO�G\QDPLFVも明らかにした�図６�。

次にリン酸化を阻止することで、学習依存的なシナプス可塑性や

学習との因果関係を立証する必要がある。

近年、6KDQQRQの情報理論がスパイン形態の多様性やリップル

波の発生解析など神経科学分野にも応用され始めた

�0DOWLQH]�%HOOYHUら -�3K\VLRO�������%URPHU ら 31$6������。

リップル波を電気刺激や光遺伝学的に除去すると学習が損なわ

れるため、経験情報を符号化すると考えられるが�*LUDUGHDX ら

1DW�1HXURVFL�������1RULPRWR ら 6FLHQFH������、符号化ルール

は全く不明である。異なる経験によるシナプス多様化とリップル

波の違いは我々が初めて捉えた現象である。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

エピソード経験中から直後にかけて、VXSHU�EXUVW が複数回

発生し、興奮性シナプスと抑制性シナプスが可塑的に変化して

多様化し、海馬 &$� ニューロンは多種多様なリップル様発火活

動を示した。リップル波は DPSOLWXGH��GXUDWLRQ��DUF�OHQJWK��

SHDN 数など複数のパラメータで多様性が有意に増し、リップル

波が内含する情報量は明らかに増加している事が判明した。た

だ、上記 VXSHU�EXUVW、シナプス多様化、リップル様発火活動

の多様化、エピソード学習成立の４者の因果関係の証明は今後

の課題である。さらにリップル波に内含されている「情報の意

味」を抽出するまでには至っていない。

図８��エピソード学習の仮説。経験したエピソード特異的に

VXSHU�EXUVW が複数回発生し、&$��S\UDPLGDO�QHXURQ におけ

る興奮性シナプスと抑制性シナプスが多様化し、結果的にエ

ピソード特異的なリップル様発火活動が形成され、学習が成

立する。

＜今後の課題、展望＞

共同研究者の山口大学理学部物理・情報科学科の西井らは脳波

や筋電図などについて、3\WKRQをプログラミング言語とする $,

機械学習によるデータ解析を行ってきた�1LVKLLら �����。今後

は、抽出されたリップル様発火活動の数千パラメータを機械学習

により比較解析し「どのパラメータが何の経験に対応し、何を意

味するか」「経験内容を読解可能か」など具体的な符号化ルール

解明を目指す。機械学習による網羅解析と符号化ルールの解明は、

比類なき独創的な試みである。

現時点で脳内の符号化ルールは全く不明の未踏領域であるが、

脳情報の解読は、医学･生理学に今世紀ブレークスルーをもたら

す最重要課題の１つであるに違いない。
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記憶のダイナミクスの時空間的解析
研究代表者：高橋 琢哉 � � � �

横市立大学・医学部

＜研究の目的と進め方＞

本研究は脳可塑性において中心的な役割を果たしている $03$ 受

容体�グルタミン酸受容体�の 3(7�ポジトロン断層撮影�プロー

ブを世界に先駆けて作製し、脳全体のイメージングを行うことに

より記憶形成のメカニズムを、特に脳領域の時空間的連携に絞っ

て解析することを目的としている。申請者は生体内における

$03$ 受容体�グルタミン酸受容体�シナプス移行が、記憶学習を

はじめとした様々な高次脳機能の可塑的現象の分子細胞メカニ

ズムであることを明らかにしてきた。申請者はこれまで、げっ歯

類を用いて、電気生理学的手法、二光子顕微鏡による LQ�YLYRイ

メージングを駆使して $03$受容体シナプス移行の LQ�YLYR評価

系を構築してきたが（図）、これらの方法では、脳全体の活動を

同時に観察することができない。本研究で開発を目指す $03$ 受

容体標識 3(7プローブによりこれが可能になり、記憶形成のメカ

ニズムを長期間にわたって脳全体で解析することができる。

＜研究計画＞

$03$受容体のシナプス移行は細胞表面に提示されている $03$受

容体の量と相関があると考えられている。したがって、シナプス

機能を反映した 3(7 プローブであるためには細胞表面提示され

た $03$受容体を認識する 3(7プローブである必要がある。

本課題遂行において申請者は以下のような予備的な未発表研究

結果を得ている。

１）文脈恐怖条件付けの一つである LQKLELWRU\�DYRLGDQFHテス

ト�,$�テスト：下記��において、海馬における $03$受容体の細

胞表面提示量が増えている。

２）この動物実験系を用いて、様々な既知の $03$ 受容体結合化

合物をスクリーニングした。,$ テストを受けた動物に、様々な

$03$ 受容体結合化合物を LQMHFWLRQ し、その動物の海馬を採取

し、質量分析器にかけた。,$�テストによっては海馬における

$03$受容体の総量は変化がない。したがって、検出した $03$受

容体の量が増えているということは、細胞表面提示された $03$

受容体の量を反映していることになる。この系を用いて、,$�テ

ストをかけた動物の海馬において検出量が増加している化合物

$をすでに特定している。

これに基づいて以下の研究計画を予定している。

���ラットに既知の $03$受容体化合物を投与し、,$テストによっ

て海馬での化合物濃度が上昇するかを検討する。

��� � ,$テストにて海馬で濃度が上昇した化合物に対して、&���

で放射線標識を行った化合物を合成し、,$ ラットを用いて長期

間にわたって 3(7撮像を行う。

�� ,$ 記憶のみではなくその他の記憶形成過程においても 3(7

撮像解析を行う。

＜得られた研究成果＞

�� 本研究はグルタミン酸受容体である$03$受容体を認識する

3(7�（ポジトロン断層撮影）プローブを開発し、脳全体のイメー

ジングを長期間にわたって行い、記憶のメカニズムを時空間的に

解明していくことを目的としている。$03$受容体のシナプスへの

移行はシナプス可塑性のメカニズムの一つとして広く認識され

ている。$03$受容体シナプス移行は細胞表面の$03$受容体の提示

量と密接に関係していることが知られている。本研究では$03$受

容体の細胞表面提示を反映する3(7�3UREHの作製を目指している。

文脈恐怖条件付けの一つであるLQKLELWRU\�DYRLGDQFH�WHVW��,$

WHVW��暗い部屋と明るい部屋を隣接して作製し、ねずみが両者を

自由に行き来できるようにする。ねずみは通常暗いボックスに入

ろうとするが、暗いボックスに入ったときに電気ショックを与え、

入らないように条件付けする海馬依存的学習�において、海馬に

おける$03$受容体の細胞表面提示量が増えていることは見出し

ている。この系を用いて、既存の$03$受容体結合化合物をラット

にLQMHFWLRQし、質量分析器を用いて海馬における化合物の量が

増えている化合物をスクリーニングした。その結果、FRPSRXQG�$

が,$において海馬組織における含有量が増加していることが明

らかになった。その化合物を放射性ラベルし、ラットにおいて撮

像したところ、顕著なシグナルが海馬、線条体に見られた。さら

にこの結合が特異的であることを示すため、同じ化合物の過剰量

のFROG体と放射性ラベルされた化合物を同時にLQMHFWLRQして撮

像したところ、シグナルのLQWHQVLW\が顕著に下がった。このこ

とはFRPSRXQG� $によるシグナルが特異的であることを示してい

る。

�� $03$受容体の 3(7�3UREHを開発することは記憶のメカニズム

を解明する上で非常に大きな技術開発であり、その候補化合物を

同定し、特異的シグナルが撮像できたことは予想を上回る進展で

あると考える。既知の $03$ 受容体結合化合物のスクリーニング

は２０種類近くにおよび、,$ を用いたスクリーニング系の確立

と合わせると非常に大きな労力になる。その中で有望な候補化合

物を絞り込めたことは大きな成果であると信じている。
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�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

$03$受容体を標識する 3(7� SUREHは存在しなかった。それを開

発したのは世界初である。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

3(7を用いたラットの画像解析は解像度が低く困難であった。�

�

＜今後の課題、展望＞�

動物が新しいことを経験し学習や適応をする際に、脳に変化が

起きる。この変化のことを可塑性と呼ぶ。グルタミン酸シナプス

は脳内シナプスの約９割を占めており、精神神経活動において中

心的な役割を果たしている。グルタミン酸受容体の中では$03$型

受容体と10'$型受容体が主に研究が進んでいる。グルタミン酸受

容体の一つである$03$受容体はグルタミン酸シナプスの機能を

中心的に担っており、従って精神神経機能発現の主役とも言える

分子である。$03$受容体には*OX$��*OX$�の４つのサブタイプが

存在し、この中の組み合わせで４量体を形成している。申請者ら

は様々な行動�環境における経験依存的$03$受容体シナプス移行

について研究を展開してきた。今回$03$受容体を標識する3(7�

SUREHの開発に成功した。今後はVXEXQLW特異的な$03$受容体3(7�

SUREHの開発を進めていきたい。�

� �
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公募研究：2014年度-2015年度��

運動に関わる局所神経回路の流動性が担う機能�
研究代表者：木村� 梨絵� � � � � �

生理学研究所・視覚情報処理研究部門�

＜研究の目的と進め方＞�

動物は、学習によって、外界の様々な刺激を知覚・認知し、そ

の情報に基づいて運動行動するようになる。見慣れた物体であれ

ば、判別が多少困難であっても特定の行動出力が可能である。こ

の学習の過程で、脳内の神経活動に生じる変化の全体像はあまり

理解されていない。学習に関する、これまでの多くの研究では、

動物に繰り返し同じ課題を行わせた時の、神経活動の試行平均を

解析しており、神経活動の試行間ばらつき（流動性）の機能的意

義については解明されていない。�

古くから、試行間ばらつきに代表される揺らぎは、情報コー

ディングに対してマイナスの意味を持つと考えられ、“ノイズ”

と表現されてきた。例えば、生体が入力情報を受けて、何らかの

行動出力をする際は、試行平均でなく、単一試行で、瞬時に正確

に情報処理を行う必要があるにも関わらず、毎回異なる神経活動

を示すというのは、一見、矛盾している。最近になって、一次視

覚野の神経活動を多次元で評価することによって、この矛盾に挑

んだ研究が発表された�0RQWLMQ�HW�DO�������。低次元では、試

行間ばらつきがあって不安定な情報コーディングが、試行間ばら

つきを、視覚刺激の特徴をコードしていない軸に制限することで、

多次元では安定になり、また、周りの細胞の神経活動から、特定

の細胞の単一試行の神経活動を推定することもできるとの報告

がなされた。したがって、試行間ばらつきは、ランダムなノイズ

ではなく、覚醒度などの不安定な情報をコードしていると考えら

れた。しかしながら、依然として、試行間ばらつきの機能的意義

について、未だに実験的にはっきりとは明らかにされていない。�

本研究では、学習後に視覚弁別誘発性の運動課題を遂行する

ラットの、大脳皮質の入力にあたる一次視覚野と、トップダウン

入力を与える高次運動野（二次運動野、0�）の発火活動を、多チャ

ンネル電極を用いて、一斉に多細胞同時記録（マルチユニット記

録）した。マルチユニット記録は、各チャンネルから記録される

スパイク波形の特徴から、スパイクソーティングによって、単一

の細胞由来の活動に分離でき、さらに、スパイクの幅によって、

主に興奮性の :LGH�VSLNLQJ（ :6）細胞と、主に抑制性の

1DUURZ�VSLNLQJ（16）細胞に分類して解析した。試行ごとの行動

と神経活動を対応させ、また、学習前の覚醒状態、あるいは、学

習後に麻酔状態にして受動的に視覚刺激を提示した時の神経活

動との比較を行うことで、学習過程で起きる記憶ダイナミズムを、

試行間ばらつきに着目して明らかにすることを目指した。�

�

�

＜研究計画＞�

���頭部を固定したラット個体動物に、コントラスト���％でラッ

トに見えやすい視覚刺激を用いて、縦縞が提示された時に、レ

バーを押し、横縞では、レバーを引くという、視覚弁別誘発性の

運動課題を学習させる。その学習完了後に、コントラスト���％

の刺激を用いて弁別を行わせるだけでなく、コントラストを低下

させて、��％、��％の見えにくい刺激も提示する（7DVN群）。こ

れによって、不正解の試行も生じるようにして、行動の正答率を

変化させる。�

���学習後に、���の行動課題を遂行するラットの一次視覚野と、

二次運動野から同時に多細胞の発火活動をマルチユニット記録

し、局所電場電位（/RFDO�ILHOG�SRWHQWLDO��/)3）も合わせて記

録する。�

������で記録された発火活動は、提示した視覚刺激のコントラス

トに応じて、どのように変化するかを解析し、特徴的神経活動を

明らかにする。�

������で記録された発火活動を、単一試行で、行動課題の正誤と

対応付けて解析する。�

���学習前の個体動物を覚醒状態（3DVVLYH群）で用いて、視覚刺

激を報酬とは無関係に受動的に提示する。あるいは、学習後の個

体動物を麻酔状態（麻酔群）で用いて、視覚刺激を受動的に提示

する。�

������のラットの一次視覚野と、二次運動野から同時に多細胞の

発火活動をマルチユニット記録し、局所電場電位（/)3）も合わ

せて記録する。�

������で明らかになった、視覚刺激のコントラストに応じた特徴

的神経活動は、学習前の3DVVLYH群、学習後の麻酔群において���

で記録された神経活動から、どのようになるかを調べる。�

������と���で記録された、一次視覚野の多細胞の発火活動は、

単一試行において、どの程度正確に情報をコードしているかを、

デコーディングの解析を行うことで明らかにする。7DVN群、

3DVVLYH群、麻酔群の間での比較を行う。�

���7DVN群において、���で算出された、情報コーディングの精度

は、���で観察されたコントラストに応じた特徴的神経活動を示

す細胞を除いた場合にどのように変化するかを調べる。�

�������と���で記録された/)3を解析し、視覚刺激のコントラス

トに応じて、どのように変化するかを調べる。7DVN群と3DVVLYH

群の間での比較を行う。�

��������で解析された/)3に関して、一次視覚野と二次運動野の

関係を調べる。�

�������と���で記録された、一次視覚野の発火活動において、数

ミリ秒以内の高い時間精度における同期的な発火活動を解析し、

提示する視覚刺激のコントラストに応じて、どのように変化する

かを調べる。7DVN群と3DVVLYH群の間での比較を行う。�

�

�

＜得られた研究成果＞�

縦縞の視覚刺激が提示された時にレバーを押し、横縞ではレ

バーを引くという視覚弁別誘発性の運動課題（図）を、コントラ

スト���％で、高コントラスト刺激を用いてラットに学習させた。

多くのラットで、学習し、��％以上の正答率で課題遂行した。学

習後、視覚刺激のコントラストを��％、��％に下げ、弁別が困難

な課題についても実施した。弁別の難易度を上げることで、不正

解の試行も生じるようにし、チャンスレベル（���）よりは高い

184



確 率 の

�����％程度

の様々な正答

率にふること

に成功した。

この課題遂行

中に一次視覚

野深層にある

多数の神経細

胞から、多

チャンネル電

極を用いて発

火活動を記録

し、各チャン

ネルから記録

されたスパイク波形の特徴から単一細胞由来の活動に分離した。

スパイクの幅によって、主に興奮性細胞と考えられる:6細胞と、

抑制性細胞と考えられる16細胞に分類して解析を行った。�

これまでの多くの研究により、一次視覚野の神経細胞は刺激コ

ントラストが上昇するにつれて発火頻度が上昇することが報告

されている。課題遂行中の視覚応答を解析したところ、多くの:6

細胞、16細胞が高コントラスト刺激に有意に強く応答したが、同

時に、多くの:6細胞、16細胞では、高コントラスト刺激よりも、

むしろ、低コントラスト刺激に有意に強く応答することを見出し

た。このような低コントラスト優位な細胞は、課題の正解時に強

く活動する傾向があった。�

また、この学習後のラットを麻酔して（麻酔群）、視覚応答を

記録したところ、弁別課題遂行中（7DVN群）に見られた、低コン

トラスト優位な細胞は見られなかった。さらに、学習していない

ラットに受動的に視覚刺激を提示した場合（3DVVLYH群）にも、

低コントラスト優位な細胞は稀であった。�

次に、低コントラスト優位な細胞の発火活動が表現する情報を

調べるために、各試行で、提示した視覚刺激が縦縞か横縞かを、

課題遂行時に記録した細胞集団の応答からデコーディングでき

るかを調べた。その結果、高コントラスト優位な細胞よりも低コ

ントラスト優位な細胞を含めてデコーディングをすると、その精

度が良くなり、特に、低コントラスト刺激を提示した時のデコー

ディングの精度が有意に上昇した。また、学習後の麻酔時、ある

いは、学習前の受動的に刺激を提示した時の神経活動から作製し

たデコーダーは、課題遂行時の神経活動を用いた場合に比べて、

デコーディングの精度が低かった。以上の結果は、課題遂行時に

特異的に見られる低コントラスト優位な細胞は、見分けにくい低

コントラスト刺激の弁別に関与すると考えられる。�

ここで、通常、試行間ばらつきが低くなるほど、情報の精度は

高くなると考えられる。しかしながら、高い情報の精度を示した

学習後の課題遂行時の神経活動の試行間ばらつきは、提示した視

覚刺激のいずれのコントラストにおいても、麻酔時に比べて、２

倍程度の高い値を示した。さらに、同じく、いずれのコントラス

トにおいても、学習前に比べて若干、試行間ばらつきは小さく

なったものの、ほぼ同程度の大きさを示した。�

さらに、個々の細胞レベルで縦縞と横縞をどの程度区別して表

現しているかについて、エフェクトサイズ（ｄプライム）を算出

して評価した。この指標は、縦縞あるいは横縞を提示した時の発

火頻度の試行平均の差分を、縦縞と横縞の各試行の応答の標準偏

差の重み付け平均（併合標準偏差）で割ることによって計算する。

つまり、試行間ばらつきの情報も含まれたインデックスというこ

とになる。このｄプライムは、いずれのコントラストにおいても、

細胞集団のデコーディング精度と同様に、学習後の課題遂行時に

高く、学習後の麻酔時、あるいは学習前の受動的な刺激提示時で

は、低い値を示した。学習後にも依然として残る、大きな試行間

ばらつきを上回る、縦縞、横縞の発火頻度の違いがあると考えら

れる。実際、細胞集団のデコーディングにおいても、縦縞・横縞

を提示した時の試行平均応答の細胞集団ベクトル（重心）間の距

離は、学習後の課題遂行時に、学習後の麻酔時や学習前の受動的

な視覚刺激提示時に比べて、大きな値を示した。�

以上から、提示した視覚刺激のいずれのコントラストにおいて

も、個々の細胞や細胞集団の神経活動は、学習前後で大きな試行

間ばらつきを維持しているものの、学習後においては、提示した

視覚刺激の特徴をより強く分離して表現するようになるため、精

度高く情報を保有することが可能になっていると示唆された。こ

の縦縞・横縞の分離した情報表現を、低コントラストにおいても

実現するのに寄与しているのが、先ほど述べた、低コントラスト

優位な反応であると考えられる。�

さて、この低コントラスト優位な反応は、どのようにして生じ

るのだろうか。�

まず、低コントラスト優位な細胞は、高コントラスト優位な細

胞に比べて、自発的な活動、最適コントラストの視覚応答のいず

れにおいても、高い発火頻度を示した。つまり、興奮性の上昇が

示唆された。次に、刺激コントラストに依存した、神経細胞集団

の総体としての活動を評価するために、一次視覚野の局所電場電

位（/)3）を解析した。解析した全ての課題遂行中のラットにお

いて、コントラストの上昇に伴い、視覚誘発電位�9LVXDOO\�

HYRNHG�SRWHQWLDOV��9(3V�の振幅は増大した。したがって、同期

したボトムアップ入力に直接的に関係していると考えられる9(3

は、高コントラスト優位な細胞の活動を直接的に説明すると考え

られた。さらに、学習によって、低コントラスト刺激による9(3

が、増大することを確認した。これは、低コントラスト優位な細

胞の成因になっていると考えられた。�

次に、視覚刺激によって、どのような周波数帯域の神経活動が

惹起されるかを解析したところ、高コントラスト刺激の提示時に、

β（������+]）帯域のオシレーションが強く生じることがわかっ

た。さらに、この帯域の位相にロックして発火活動が生じ、特に

抑制性の16細胞は、興奮性の:6細胞に比べて、より位相がそろっ

た神経活動を示した。これらは、いずれも、学習後に増大した。

低コントラスト刺激では、顕著なオシレーションは観察されな

かった。�

最後に、同時に記録したスパイク活動に相互相関解析を適用し、

２細胞間の高い時間精度（�ミリ秒以内）における同期的な発火

活動を評価した。この結果、学習前に受動的に刺激を見せた場合

には、興奮性の:6細胞同士のペアのみ、高コントラスト刺激で、

低コントラスト刺激に比べて、強い同期的な発火を示したが、学

習後の課題遂行中には、抑制性の16細胞も含めた細胞ペアにおい

ても、高コントラスト刺激で、低コントラスト刺激に比べて、強

い同期的な発火を示すような傾向が観察された。上記の結果は、

学習後の高コントラスト刺激による弁別課題遂行時には、抑制性

神経回路が強く駆動されることを示唆する。�

� 以上をまとめると、学習後に見られる低コントラスト優位な視

覚反応性は、細胞の興奮性の上昇やボトムアップ応答の増大と、

局所回路内の興奮と抑制のバランスの変化によって作られるこ

とが示唆された。したがって、すでに一次視覚野のレベルで、判

別が困難な低コントラスト刺激に対して強く応答するような細

胞が機能することで、その方位情報を高次視覚野に出力するメカ

ニズムが存在すると考えられる。また、麻酔下では低コントラス

ト優位な反応は見られなかったことから、低コントラスト優位な

反応性の創出にはトップダウンの入力も関与していると考えら

れた。�

そこで、多領域間の連携に注目した解析を行った。二次運動野
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は、運動機能を直接的に担うだけでなく、報酬に基づく行動選択

�6XO�HW�DO��������など、高次の認知機能に関与していることが

知られている。運動と知覚・認知を結びつける脳領域として、こ

の二次運動野に注目して、二次運動野と一次視覚野との関係を調

べた。まず、学習後のラットが課題を遂行する時、二次運動野の

/)3と一次視覚野の/)3の&RKHUHQFHを調べたところ、��+]以下の

帯域において、&XH刺激提示の時に&RKHUHQFHが減少するが、その

後、課題に関係する縞刺激提示の時に再び上昇する傾向が観察さ

れた。この学習後のラットの&RKHUHQFHの大きさは、学習前に比

べて大きいこともわかった。次に、シグナル伝達の方向性を踏ま

えて解析するために、グランジャー因果を計算した。二次運動野

から一次視覚野へのトップダウンのグランジャー因果は、α

（�����+]）帯域において、&XH刺激で、学習の有無に関わらずに

上昇し、その後、減衰する傾向があった。さらに、課題に関係す

る縞刺激の間に、学習後のラットでは、再びグランジャー因果が

上昇した。この縞刺激提示期間中に上昇する因果は、低コントラ

スト刺激の時ほど大きい傾向もあった。一方、一次視覚野から二

次運動野へのボトムアップのグランジャー因果は、低頻度の周波

数帯域において、&XH刺激提示の時に低下して、学習前のラット

では、その後も低い値を維持したままであった。学習後のラット

は、特に低コントラストの縞刺激が提示された時に、因果の上昇

が観察された。�

以上の結果は、学習に伴い、低コントラスト刺激提示中には、

一次視覚野と二次運動野の間で、双方向性の因果が見られること

を示唆しており、ボトムアップ入力の多寡によって、多領域間の

連携が変化することが示唆された。�

�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

� 本研究は、低コントラストの視覚刺激提示時でも高い精度で情

報を保有するのに寄与すると考えられる、低コントラスト優位な

細胞（低コントラストで強い応答を示す細胞）に、国内外で初め

て着目した。これまでの、視覚野の多くの研究は、麻酔下で行わ

れることが多く、また、覚醒下であっても、能動的に視覚弁別し

ている時の神経活動を解析した例はあまりなかったことが原因

で、着目されることはなかったのではないかと考えている。�

� 最近、一次視覚野でも、外界を忠実に表現するだけでなく、認

知に関わる情報が加えられているとの報告�/DPPH�HW�DO���������

0RQWLMQ�HW�DO���������5HVV�DQG�+HHJHU�������がなされている。

さらには、注意�6RPPHUV�HW�DO��������、報酬�&KXE\NLQ�HW�DO���

������6KXOHU�DQG�%HDU�������、歩行�$\D]�HW�DO���������1LHOO�

DQG�6WU\NHU�������、期待�*DYRUQLN�DQG�%HDU��������.HOOHU�HW�

DO��������、行動タイミング�1DPERRGLUL�HW�DO��������などの

感覚とは異なる情報を表現しているとの報告がなされている。本

研究で、一次視覚野内に発見した低コントラスト優位な細胞は、

これらの一連の研究の流れと同様に、一次視覚野内においても、

神経活動は、多様に修飾されているということが示された結果と

考えている。この修飾作用の結果として、低コントラストであっ

ても、試行間ばらつきを上回る大きな応答を生じる細胞が存在す

ることで、視覚刺激の特徴を区別して安定に情報を表現すること

が可能になっていることを新たに示唆した。�

� さらに、一次視覚野内の神経ネットワークは、学習によって、

活動依存的に可塑的に変化しうるということが多くの研究で報

告されている�)RQWDQLQL�DQG�.DW]��������)UHQNHO�HW�DO���������

*DYRUQLN�DQG�%HDU��������.DUQL�DQG�6DJL��������.KDQ�HW�DO���

������/L�HW�DO���������0DNLQR�DQG�.RPL\DPD��������3RRUW�HW�

DO��������。この可塑性は、神経回路に生じる持続的な変化で、

課題の遂行とは独立な成分であるだけでなく、課題の遂行に依存

した成分で、トップダウン入力やネットワーク状態によって影響

を受けるものが含まれる�0DNLQR�DQG�.RPL\DPD��������3RRUW�HW�

DO��������。実際、本研究においても、学習によって、神経ネッ

トワークが変化することが9(3や/)3の解析によって確認されて

おり、0�によるトップダウン入力による影響も変化することが示

唆された。そして、この学習による変化が、低コントラスト優位

な反応性を生み出しているということが考えられた。�

�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

� 本研究は、もともとは、試行間ばらつきの機能を明らかにする

ことを目指したものであった。実際、視覚野の特定の神経細胞群

にチャネルロドプシン２を発現させ、人為的に発火させて、発火

の試行間ばらつきを小さくすることで、流動性の低下が視覚弁別

にどのような影響をもたらすのかを因果的に検討したかったが、

チャネルロドプシン２による人為的な発火を起こす実験の立ち

上げを行ったのみで、試行間ばらつきの影響を検討するところま

では行うことができなかった。�

� 行動実験系の立ち上げから、１カ月程かかる行動トレーニング、

神経活動計測、多様な神経活動の解析と予想外に時間が必要だっ

た。さらに、研究開始時に研究室の異動も重なって、時間がかかっ

てしまった。�

� また、視覚弁別誘発性の運動課題を遂行するラットの一次視覚

野、および二次運動野から多細胞の神経活動を記録していくうち

に、一次視覚野において、低コントラスト優位な反応という非常

に興味深い結果を得た。この反応性を示す細胞が存在することで、

神経細胞集団として、低コントラストの状況下でも、大きな試行

間ばらつきがあるにも関わらず、視覚刺激の特徴を強く分離して

表現して、見分けにくい低コントラスト刺激の弁別に関与するこ

とが示唆された。このような低コントラスト優位な反応がどのよ

うにして生じるのかなどについて調べる必要があると考え、その

解析にも時間がかかってしまった。だが、これによって、新規の

重要な知見を得ることができたと考えている。�

�

�

＜今後の課題、展望＞�

� 本研究では、当初の目的であった、試行間ばらつき（流動性）

の機能を因果的に明らかにするということが、時間の都合上で

きなかった。しかしながら、視覚弁別誘発性の運動課題を遂行

するラットの一次視覚野の神経活動を調べた、現在までの研究

において、学習過程における試行間ばらつきの性質を明らかに

することができた。学習の前後いずれにおいても、試行間ばら

つきは高い値を維持しているが、学習後には、情報を強く分離

して表現することで、神経細胞が担う情報の精度は高いという

ことが明らかになった。さらに、これは、視覚刺激のコントラ

ストという、入力の多寡によって、あまり影響を受けないとい

うことがわかった。この際、特に、低コントラストの視覚刺激

を提示した時には、低コントラスト優位な神経活動が重要な役

割を担っているということが示唆された。この低コントラスト

優位な応答は、学習によって生み出されるということもわかっ

た。したがって、これらの結果を踏まえた上で、上記の試行間

ばらつきの機能についての検討を、すでに実施できる状態に

なっている、光遺伝学的な特定の神経細胞の活動操作によって、

因果的に明らかにしたいと考えている。�
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学習記憶能力を賦与するホルモンの作用メカニズムの解明�
研究代表者：本間� 光一�

帝京大学・薬学部�

＜研究の目的と進め方＞�

刻印付け（刷り込み）は、孵化直後の鳥類ヒナが親鳥を記憶し

追従する早期学習の典型例であり、臨界期を有する記憶のメカニ

ズムを解析するモデルとなっているが、臨界期を決定する因子は

不明であった。研究代表者らは、ニワトリヒナを用いた実験系に

おいて刻印付けトレーニングを開始すると甲状腺ホルモン�7��

が脳内へ急㏿流入し、臨界期を開く決定因子となること、そして

7� が一過的に作用すると、その後行う他の強化学習の習得効率

が顕著に向上すること（03�メモリープライミングと命名）、さら

に 7� を脳内に局所的に注入することで、一度閉じた臨界期を再

び開けることも可能であることを示した（図１）。本研究では、

記憶を、定量的かつ個体レベルで解析できるという利点を生かし、

『学習記憶能力を賦与するホルモンの脳内作用メカニズムを解

明すること』を研究目的とした。�

�

�

�

�

＜研究計画＞�

本研究計画では、定量性に優れ、簡便に刻印付け学習を行なう

ことが可能なニワトリヒナの学習系を利用する。本研究計画では、

以下の �点を研究計画とした。�

�

���メモリープライミングの分子的な実体を解明する。�

�

���神経細胞棘突起内のアクチンの重合状態の変化を定量的に検

出する系を確立する。�

�

���刻印付けの臨界期を開くホルモンとして同定した甲状腺ホル

モン（7�）が作用する結果起こる薬理学的および生理学的変化を

解析する。�

�

�

＜得られた研究成果＞�

�

�� メモリープライミングの分子的な実体の解明�

�

メモリープライミングの分子的な実体の解明を目指し、メモ

リープライミングに関与する分子の検索を行った。その結果、刻

印付けのプライミングには、5KR�*73DVHシグナルに関わる物質群

が重要であり、7�が神経細胞に作用するとその細胞内受容体7�と

結合したのち、1XFOHRWLGH� NLQDVH�のリン酸化の亢進、5KR�

NLQDVHのリン酸化抑制を経て、神経棘突起のDFWLQ骨格の一過的

な再編成が起こることがわかった。DFWLQ骨格が、学習能力を賦

与する7�によって変動することは、学習能力を得るための特異的

な反応が神経微細構㐀内で起こることを示唆する。このような神

経微細構㐀の内部改編が記憶成立の構㐀的な基盤となっている

ことが考えられる。�

�

�

�� 神経細胞棘突起内のアクチンの重合状態の変化を定量的に
検出する系の確立�

�

これまでメモリープライミングを引き起こす 7� の下流には、

神経細胞棘突起内のアクチンの重合状態の変化があることを見

出していたが、この変化を定量的に検出する系を確立した。この

技術を確立することによって、記憶と神経微細構㐀の細胞骨格の

変化を定量的かつ継時的に調べることが可能になると期待され

る。方法は、繊維状アクチンと特異的に結合するペプチドを脳内

神経細胞にウイルスを用いて遺伝子導入して発現させ、刷り込み

学習によって、棘突起内の繊維状アクチン量がどのように変動す

るかを解析した。この系を利用した結果、刷り込み学習のトレー

ニングによる繊維状アクチンの増加と 7� による減少効果が拮抗

することを明らかにした（図２）。すなわち刷り込みが起こる際

には、アクチン重合と脱重合が一過的に激しくなり、記憶が成立

すると元の定常状態に戻ることが明らかになった。この一過的な

アクチン重合の変化の間で、記憶成立に重要な生化学的反応が起

 
�

図 ��学習に伴う新しい臨界期の概念�

従来の学習臨界期の概念では、臨界期は個体発生の過程

で固定されており、その期間内に学習すれば習得されるが、

期間外であれば習得されない。研究代表者らが提唱する新

しい学習臨界期の概念では、内分泌系（ホルモン）によって

開始される学習臨界期の開閉は可変的であり、メモリープ

ライミング�03�を獲得すれば、臨界期は閉じなくなる。 

＜従来䛾臨界期䛾概念＞

＜新しい臨界期䛾概念＞

臨界期

臨界期

臨界期

臨界期

学習 学習 学習

学習

学習

学習

臨界期䛿発生段階で固定されている。

MPが獲得されれ䜀、臨界期䛿閉じない。
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こっていることが考えられる。7�の受容体は細胞内に存在し、7�

と結合すると他の遺伝子発現に関与するとともに、非遺伝子的な

作用によって刷り込み記憶の成立に必要な反応をもたらし、神経

微細構造内のアクチン骨格に変化をもたらすと考えられる。これ

まで学習記憶依存のアクチン骨格の変動の報告はいくつかある

が、本研究のように学習能力を与えるホルモンの作用と、学習ト

レーニングとを組み合わせた解析は初めてであり意義深い。�

�

�

�� 刻印付けの臨界期を開くホルモンとして同定した甲状腺ホ
ルモン（7�）が作用する結果起こる薬理学的および生理学的

変化の解析�

�

刻印付けの臨界期を開くホルモンとして同定した甲状腺ホル

モン（7�）が作用する結果起こる薬理学的および生理学的変化を

解析した。その結果、*$%$$�γ�DPLQR�EXW\ULF�DFLG�受容体が 7�

の下流で働く受容体であることを見出した（図３）。すなわちイ

オンチャネル型 *$%$$受容体のアゴニスト（PXVFLPRO）を ,00領

域に作用させると 7�依存の刻印付けが起こらなくなり、逆に 7�

を投与しなくても *$%$$アンタゴニスト（ELFXFXOOLQH）を作用さ

せれば刻印付けが起こる。これまでイオンチャネル型である

*$%$$ 受容体は、 *$%$ が結合する膜電位変化が起こる

（6LYLORWWLHW�HW�DO��3URJ�1HXURELRO����������������）こと

が知られている。そこでニワトリ脳の ,00領域から調製した急性

スライスに対する 7� の効果を電場電位測定法によって調べた。

その結果、7�の投与によって 3 波が増強されることがわかった。

また、ホールセル記録を行い、,36&（抑制性シナプス後電流）が

7�によって減少することを示唆した。この結果は、*$%$$受容体

を介した &O�電流が 7�によって減弱されることを示す。以上の結

果は、甲状腺ホルモン（7�）が引き起こす生理学的変化に *$%$$

受容体が関与することを示唆する。�

さらに *$%$$受容体の場合とは反対に、*$%$%アンタゴニスト

�&*3������を脳領域に作用させると 7� 依存の刻印付けが起こら

なくなり、逆に 7�を投与しなくても *$%$%のアゴニスト（EDFORIHQ）

を作用させるだけで刻印付けが起こることを見出した。�

以上の解析から、*$%$$�と *$%$%の機能的な役割分担と 7�シグ

ナリングとの協調的な作用様式を明らかにした（図４）。孵化後

�日目のニワトリヒナの脳内では、*$%$$受容体＜*$%$%受容体で

あるのに対して、孵化後 �日目には、その量比が逆転して *$%$$

受容体＞*$%$%受容体となる。孵化後 � 日目では、シナプス前膜

に存在する *$%$%受容体は *$%$ の放出を抑え、シナプス後膜に

存在する *$%$%受容体は *$%$$受容体電位を弱めることによって、

投射ニューロンは刻印付けの情報が出力できるようになり、学習

が成立する。一方、臨界期が閉じた孵化後 � 日目では、優勢と

なったシナプス後膜の *$%$$受容体は、投射ニューロンの神経活

動を減弱させるため、投射ニューロンは刻印付けの情報を出力で

きなくなる。�

�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

刻印付けは、ローレンツによる論文������が有名だが、その現

象の発見はスパルディングによる ���� 年の報告と言われている。

その問題提起以来 ��� 年以上不明であった臨界期を開始させる

決定因子としての甲状腺ホルモンの発見、早期の学習記憶のプラ

イマー（導火薬）として働きの解明など、学術的にも高い独創性

を含有する。本研究は、早期の学習記憶（刻印付け）を出発点と

して、脳内の生化学的、生理学的変化に結びつけていこうとする

点に特色がある。臨界期という発生プログラムが脳の学習記憶を

制御する分子メカニズムや学習記憶の階層性のダイナミズムを

明らかにできる点で、当該領域の推進に資すると考えられる。臨

界期を有する記憶を、報酬を必要としない簡便なテストによって

研究室内で定量的に評価できることから、記憶関連遺伝子の同定

や連合性の高い脳領域での高次機能を生化学的な視点から解析

 
�

図２�学習に伴う棘突起アクチン骨格の改編�

蛍光蛋白で標識したアクチン繊維結合ペプチドを遺伝子

導入により棘突起で発現させ、重合アクチンを検出した。学

習トレーニング�%�によって ,00領域の神経細胞の棘突起の

アクチンの重合が無処理�&�と比べ一過的に亢進するが、7�

による作用�$�が加わると抑制される。白色が強い棘突起ほ

どアクチンの重合度が高く、黒色が強い棘突起ほどアクチン

の重合度が低い。 

 
 
図３�7�シグナルの下流で働く *$%$$受容体�

*$%$$アゴニストを ,00領域に作用させると 7�依存の刻印

付けが起こらない�$�。逆に *$%$$アンタゴニストを作用さ

せれば 7�を投与せずとも刻印付けが起こる。これらの結果

は、*$%$$受容体が 7�シグナルの下流にあり、刻印付け学習

に対して抑制的に働く受容体であることを示す。�

一方、*$%$%受容体の場合、このアッセイ系においてアン

タゴニストが刻印付け強度を減少させ、アゴニストは刻印

付け強度を上昇させることから、*$%$%受容体は、刻印付け

学習に対して促進的に働く受容体であると考えられる。�
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できる。本研究で用いる３つの方法�遺伝子導入による LQ� YLYR�

51$L、遺伝子発現変化の LQ�YLYRイメージング、神経微細構造の

LQ� YLYR イメージング�は、いずれも鳥類の刻印付け研究のため

に独自に確立したものであり、独創的な研究展開が期待できる。

遺伝子発現と神経細胞の微細構造を生きた個体内でイメージン

グする方法は、世界的に見てもまだ発展途上の段階といえる。臨

界期を有する学習は、言語、絶対音感、社会性の発達などヒトに

おいても知られており、本研究の成果を当該領域の他研究グルー

プの研究情報やイメージング技術に応用することも可能である。

本研究が進展すれば、学習の臨界期を制御する新たな創薬分野の

創出も考えられ、その意義は大きい。�

�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

刻印付けは、ヒナが孵化直後に行う最初の記憶学習である。

本研究課題で取り上げた学習感受性期を制御する内分泌系の関

与は、研究代表者らが網羅的な遺伝子解析を端緒として、生化

学的、薬理学的、行動学的な検証の積み重ねから明らかにして

きた新しい概念である。我々の研究の結果から新たにわかった

こととして、刻印付けはただ単に親を記憶するためだけの学習

ではなく、その後の個体発生に必要とされる様々な学習のプラ

イマーとしての働きを有することがわかってきたことがあげら

れる。この作用は、学術的に極めて興味深く、そのメカニズム

を明らかにすることは大変重要であると考えているが、本研究

期間では、時間的に十分ではなく、その全容を明らかにするに

は至らなかった。今後の研究達成課題としたい。�

�

�

＜今後の課題、展望＞�

特殊な記憶と考えられていた刻印付けが、7�を介して後の学習

をプライミングするという考えは、これまで報告のない新しい概

念の提唱である。臨界期は学習自身（刻印付け）によって開始さ

れ、さらに次の学習の臨界期の扉を開いていくという学習記憶の

階層性が予想される。刻印付けに関与する分子群を利用すること

で、幼児期の臨界期を過ぎた学習能力の回復、脳の発達障害や記

憶障害の治療、加齢による脳機能の回復を目指す研究にも新たな

視点を与えることができると考えられる。�

�

�

�

 

 
図４�7�シグナルの下流で働く *$%$$受容体と *$%$%受容体�

孵化後 �日目のニワトリヒナの脳内では、*$%$$受容体＜

*$%$%受容体であるのに対して、孵化後 �日目には、その量

比が逆転して *$%$$受容体＞*$%$%受容体となる。�

孵化後 �日目では、シナプス前膜に存在する *$%$%受容体

は *$%$の放出を抑え、シナプス後膜に存在する *$%$%受容

体は *$%$$受容体電位を弱めることによって、投射ニューロ

ンは刻印付けの情報が出力できるようになり、学習が成立

する。�

臨界期が閉じた孵化後 � 日目では、優勢となったシナプ

ス後膜の *$%$$受容体は、投射ニューロンの神経活動を減弱

させるため、投射ニューロンは刻印付けの情報を出力でき

なくなる。�
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公募研究：2014年度-2015年度

情動記憶ダイナミズムの解明

研究代表者：渡部 文子� � � �

東京慈恵会医科大学・総合医科学研究センター・神経科学研究部

（現：東京慈恵会医科大学・総合医科学研究センター・臨床医学研究所）

＜研究の目的と進め方＞

侵害受容信号による負情動を手がかりとした記憶は、ショウ

ジョウバエや線虫からヒトまで広く保存された現象であり、侵害

受容に関連する感覚情報を記憶することが個体の生存にとって

必須であることがうかがえる。しかしながら、痛みシグナルがど

のようにして負情動記憶を制御するのかについては不明な点が

多い。特に、負情動記憶そのものも慢性疼痛やストレス、恐怖体

験などの感覚情報や内的情報によって流動的に変化することが

知られているが、そのメカニズムはほとんど分かっていない。本

研究ではこのような情動記憶のダイナミズムの基盤となる神経

回路制御機構を明らかにすることを目的とした。

＜研究計画＞

情動の座である扁桃体の中でも中心核には、橋の腕傍核から痛

みシグナルが直接入力することが知られる。これまでの研究によ

り、恐怖記憶形成には腕傍核の活動が重要な役割を担うことが知

られている。さらに、腕傍核から扁桃体中心核への直接経路は、

様々な慢性疼痛モデル動物においてシナプス増強を示すことが

報告されている。そこで、本研究ではこれらの知見を発展させ、

情動記憶ダイナミズム制御における扁桃体中心核の役割を、特に

以下の点を中心に検討した。

1) 痛みシグナルと感覚シグナルとの連合の座としての扁桃体
中心核の役割の検討。

2) 痛みシグナルと感覚シグナルが扁桃体中心核においてどの
ように連合し、外的環境によって制御されるのかの電気生理学的

な解析。

＜得られた研究成果＞

1) 直接経路の起始核である腕傍核を薬理学的に抑制したと

ころ、その後の恐怖記憶形成に障害が出ることを見出した。さら

に、腕傍核にチャネルロドプシンを発現させ、扁桃体のプレシナ

プス特異的光刺激を行ったところ、まるであたかも「痛み」を受

けたかのように、ジャンプ、発声、走り回るという逃避行動を誘

導することに成功した。さらに、この光刺激と音とを連合させる

と、後日、音刺激だけですくみ行動が誘導され、「痛み」刺激無

しで人工的な恐怖記憶を作ることに成功した。これらの研究結果

は直接経路の刺激が痛み信号となりうることを示唆するもので

ある。これらの結果から、従来着目されてきた視床・皮質を介し

た経路による恐怖記憶制御に加えて、新たに、腕傍核を起始核と

する直接経路による恐怖記憶の制御機構を明らかにした。

2) 一方、腕傍核には痛みペプチドとして知られるカルシト

ニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）発現陽性細胞と陰性細胞があ
ることが知られる。今回、CGRP陽性細胞のみを光遺伝学的に刺
激すると、上記１）の逃避行動とは正反対に不動行動が誘導され

た。動物は、危険に暴露された際、飛びのいて逃避行動を取るか、

あるいは敵に見つからないよう不動行動を取るか、行動の選択を

迫られる。腕傍核の一部の細胞群がこの行動スイッチングに重要

な鍵を握る可能性が示唆された。

3) 恐怖記憶成立後に、直接経路、および扁桃体外側核・基底外
側核を介して扁桃体中心核に入力する間接経路、共にシナプス増

強を示すことを見出した。また、このシナプス可塑性が連合依存

的に誘導され、プレシナプスからの神経伝達物質の小胞放出確率

の亢進を伴うことも明らかとなった。さらに、このシナプス増強

には痛みペプチドである CGRPが関与することも見出した。

＜国内外での成果の位置づけ＞

従来の研究では、恐怖記憶形成における視床・皮質を介した間

接経路の役割が注目されて板だ、我々の研究成果によりこれとは

全く異なる経路である直接経路の役割が初めて明らかとなった。

このような原始感覚中継核の負情動制御における役割を世界に

先駆けて明らかにした研究として注目され、ゴードンリサーチカ

ンファレンスにおいて最優秀ポスター賞、Hot Topics賞などを受
賞した。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

光遺伝学的手法を駆使して個体レベルおよびシナプスレベル

において直接経路の人工的操作に成功した。しかしながら当初

目標とした人工的可塑性誘導による疾患モデル動物の作成には

至らなかった。技術的困難として、光遺伝学的手法による可塑

性誘導プロトコールの確立が挙げられる。刺激頻度やパターン

などの最適化を試みたが、今後は、行動操作とのタイミングや

神経修飾物質とのペアリング、オプシンとの組み合わせなど多

角的検討を行う。

＜今後の課題、展望＞

これらの研究成果により、腕傍核から扁桃体への直接経路が痛

み負情動を担う経路として恐怖記憶の制御に関与することが示
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された。今後は、視床・皮質を介した間接経路との生理的意義や

制御機構の相違点、および二経路の統合メカニズムとその生理的

意義の解明などが課題であろう。様々な慢性疾患においてうつや

不安障害などの疾患罹患率が高いことが知られており、このよう

な直接経路の可塑性メカニズムの解明により新たな治療法開発

に向けた基礎的知見に繋がることも期待される。 
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公募研究：2014年度-2017年度

記憶を操作するケミカルプローブの開発
研究代表者：古田 寿昭

東邦大学・理学部

＜研究の目的と進め方＞

光で記憶を操作可能にする新規ケミカルプローブを，以下の二

つのアプローチで開発する。研究項目1では，狙った細胞種選択
的に光活性化できるケージド化合物を新たに開発し，モデル生物

個体脳において，任意の細胞内シグナル伝達経路を自在に制御す

る新手法開発に展開する。研究項目2では，高効率で2光子励起
できる新規ケージドRNAを設計・合成して，脳スライスサンプ
ル中の任意の神経細胞内の局所光照射により，神経細胞における

局所タンパク質合成を人工的に制御する手法に応用する。研究項

目３では，領域内共同研究として，狙った細胞種選択的に活性化

できる新規化学プローブ分子を合成し，モデル生物個体の行動を

自在に制御する手法に展開する。

ケージド化合物とは，光分解性保護基を導入した生理活性分子

のことで，光照射によってその活性をオン（またはオフ）にでき

る。我々のグループも含めた国内外の複数のグループの研究で，

優れた性質を持つケージド化合物が開発されてきた。我々のグ

ループでも，1光子および2光子励起の感受性が他のどれよりも
高い (6-Bromo-7-hydroxycoumarin-4-yl)methyl (Bhc) ケージ
ド化合物を開発し，細胞内のごく一部を刺激する局所刺激を効果

的に活用して，T細胞が抗原提示細胞を認識する際の，細胞内シ
グナル伝達の詳細な機構解明に応用できることを示した。また，

精子細胞の運動性には全く摂動を与えることなく，光照射によっ

て瞬時に，特定の細胞内シグナル伝達経路を活性化できることも

示してきた。

モデル生物個体の脳機能解明にケージド化合物を用いる利点

としては，（１）低分子量であること，（２）光応答速度が速いこ

と（マイクロ秒以下），（３）制御できる生理現象が多様なことが

挙げられる。また，（４）任意のタイミングで必要量だけ加えら

れることから，ある領域のすべての神経細胞が生まれつき光感受

性になってしまう異常性を回避することもできる。しかし，既存

のケージド化合物を生物個体に利用した例は限られている。その

主な理由として，動く個体の特定の細胞に狙いをつけて光照射で

きないことが挙げられる。そこで，ケージド化合物の利点を維持

したままで個体に適用可能にするため，特定の酵素を発現する細

胞内だけで光活性化できる新規ケージド化合物を開発し，各種低

分子量シグナル分子のケージド化合物合成に利用することを着

想した。

領域内の研究グループとの共同研究として，遺伝学的に目印を

付けた細胞内だけで各種酵素の阻害剤や活性化剤を非侵襲的に

働かせる手法の開発を進めた。ここでは，Lavisらのグループが
報告した豚肝臓エステラーゼ（PLE）と特異的に反応する人工
基質，MCPCM化合物を利用する。特定の神経細胞にPLEを発
現するよう改変したモデル生物個体に，各種生理活性分子の

MCPCM体を導入することで，ショウジョウバエ，マウス，さら
にマーモセット等のモデル生物個体の記憶や学習を人工的に制

御可能になると期待される。

＜研究計画＞

1) 狙った細胞内だけで光活性化されるケージドセカンドメッセ
ンジャーの開発を目指す。E-ガラクトシダーゼ（E-Gal）発現細
胞内でのみ光活性化能を獲得すると期待されるGal-Bhcケージ
ド化合物を設計する。コンセプトを証明する実験として，ケージ

ド環状ヌクレオチド類を合成し，光化学的性質を精査した後，

E-Galを一過的に発現した哺乳動物培養細胞を用いて，405 nm
光照射によって環状ヌクレオチドが放出されること，それに続く

細胞応答が観察されることを確認する。

2) 各種シグナル伝達に関わる酵素類の選択的阻害剤を細胞種選
択的に光活性化できるケージド化合物に変換する。ターゲットと

して，CaMKII，CaMKK，およびERKの選択的阻害剤を選ぶ。
合成したR-Bhc-ケージド化合物は，pH 7の緩衝溶液中での安定
性，対応する第一の鍵を開く酵素（PLE）との反応性，405 nm
光照射による光反応性を明らかにする。このうち，期待する化学

的性質を示すものについては，培養細胞を用いるアッセイ系を構

築した上で，鍵を開く酵素発現細胞内のみで405 nm光照射によ
り阻害活性を発揮できることを実証する。

3) 細胞種選択的に光機能性を獲得するlock-and-key型ケージン
ググループを開発し，複数のキナーゼカスケードに関わる酵素類

の阻害剤，アポトーシス，オートファジー，さらに，タンパク質

合成を止める分子の新規ケージド化合物の合成に応用する。

＜得られた研究成果＞

�� ケージド化合物は遺伝子でコードされていないため，動く生

物個体内の狙った細胞に応用することは困難だった。そこで，

狙った細胞内だけで光活性化されるケージド化合物として，特定

の酵素存在下でのみ光感受性を獲得するケージド化合物を設計

した。

Fig. 1 E-Gal存在下で光活性化能を獲得するケージド化合物

E-ガラクトシダーゼ (E-Gal) 存在下でのみ光活性化される
ケージドセカンドメッセンジャーとして，Gal-Bhc-cAMPと
Gal-Bhc-cGMPを合成することに成功した。いずれの化合物とも
405 nm光照射ではcNMPを放出しないこと，E-Gal 存在下では
Bhc-cNMP に変換されて405 nm光照射によりcNMPを定量的
に生成することも確認した。同様の目的で，豚肝臓エステラーゼ

（PLE）存在下でのみ光感受性を獲得するMCPCM-Bhc基を設
計し，MCPCM-Bhc-cNMPの合成に応用した。
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Fig. 2 合成したケージド cNMPの構造

E-Gal を一過的に発現した哺乳動物培養細胞溶解液存在下で
Gal-Bhc-cNMPは Bhc-cNMPに変換されること，引き続く 405 
nm光照射で cNMPを生成することを確認した。また，PLEを
過剰発現する HEK293T 細胞に MCPCM-Bhc-cAMP を加えて
405 nm光を照射すると，高効率で細胞内 cAMP濃度が上昇する
ことも明らかにした。さらに，細胞膜透過性の向上を目指した誘

導体を合理的な化学修飾により複数合成して，哺乳動物培養細胞

を用いてその効果を検証した。その結果，Gal-Bhc 基に芳香環
を導入することで細胞膜透過性が向上することを見出した。

2) 標的細胞選択的にエピジェネティクス関連酵素の働きを制
御する実験手法を開発するため，ヒストン脱アセチル化酵素阻害

剤として知られる SAHA（ボリノスタット）を修飾して，標的
細胞選択的にその阻害活性を制御できる分子を設計・合成し，そ

の化学系性質を検証した。MCPC-SAHA, Bhc-SAHA, MCPCM-
Bhc-SAHAの合成を行った。精製 PLEや PLE発現細胞溶解液
との反応では、MCPC-SAHA および MCPCM-Bhc-SAHA は
PLEの基質になって保護基が脱保護されることを確認した。405 
nm光照射については、Bhc-SAHA では Bhc 基の脱保護がみら
れ、MCPCM-Bhc-SAHAでは光分解が生じないことを確かめた。
核抽出液を用いた HDAC の阻害実験において SAHA の IC50は

36.7 nMであった。それに対し MCPC-SAHAでは IC50が 5.57 
PM, Bhc-SAHAでは 18.5 PM, MCPCM-Bhc-SAHAは 27 PM以
上と、保護基を導入したことで HDAC阻害活性の抑制が観察さ
れた。さらに Bhc-SAHAに関しては、405 nm光照射時間依存
的に HDACi作用の回復が見られるようになった。

Fig. 3 合成したケージド SAHAの構造

HEK293T細胞の内在性HDACへの影響評価では、Bhc-SAHA
では核抽出液での結果と同様に、光照射を行うことで HDACi
作用の回復が確認できた。MCPCM-Bhc-SAHAでは、PLE発現
細胞かつ光照射有りの条件下で強力な HDACi作用が見られた。

Fig. 4 ケージド SAHAを用いた HDAC活性の光制御

�� (6-bromo-7-hydroxycoumarin- 4-yl)-methyl 基（Bhc基）は、
生理的条件下（pH 7）では 7位のヒドロキシ基がイオン化する
ことで、吸収極大が 370 nm 付近となる。一方で、Bhc 基の 7
位のヒドロキシ基に置換基を導入した化合物の吸収極大は、短波

長の 330 nm付近にシフトする。この性質を利用して、Bhc基の
7 位のヒドロキシ基に酵素認識部位 (R) を導入した光分解性保

護基 (R-Bhc基) を開発した。R-Bhc基は、Bhc基に比べて吸収
極大が短波長シフトするため、光分解に用いる 405 nm光では光
活性化されないことを期待した。さらに、特定の酵素発現細胞で

は R 部位が認識・切断され、Bhc 基へと変換されることによっ
て 405 nm光による光活性化能を獲得し、生理活性分子 (X) を
放出することを期待した。生理活性分子には、4-アミノピリジン
（4AP）および、ジアシルグリセロール（diC8）を選択した。

R-Bhc基として、esterase from porcine liver (PLE) の基質で
ある MCPCM 基を導入した MCPCM-Bhc 基、および、ガラク
トースのヒドロキシ基を Ac基で保護している Ac4Galを導入し
た Ac4Gal-Bhc 基の開発を行った。また、MCPCM-Bhc 化合物
としてMCPCM-Bhcmoc-4AP、および、MCPCM-Bhcmoc-diC8
を、Ac4Gal-Bhc 基として Ac4Gal-Bhcmoc-diC8 を合成するこ
とに成功した。

Fig. 5 合成したケージド化合物の構造

MCPCM-Bhcmoc-4APは吸収極大が326 nmに存在するため、
405 nm 光の照射には不活性だった。また、PLE によって
Bhcmoc-4AP へと変換されることで、吸収極大が 370 nm にシ
フトし、405 nm光の照射により光活性化能を獲得することが分
かった。さらに、PLE を発現した HeLa 細胞のライセート存在
下でも、同様に Bhcmoc-4AP へと変換されることが確認できた
ため、今後は、生細胞を用いたアッセイ系を樹立することで、

MCPCM-Bhcmoc-4APの有用性を示すことができると考えてい
る。

Fig. 6 MCPCM-Bhc-4APの光反応性

4) 光分解性保護基で生理活性分子を保護したケージド化合物は、
細胞の生理機能の時空間動態をリアルタイムで制御する強力な

方法になりうる。一方で、個体内に導入すると全体に広がるため、

動く生物個体での高い空間分解能が望めないという課題もある。

その解決策として、本研究では特定の細胞表面にケージド化合物

が結合できる目印を発現させ、目的細胞だけに集積するケージド

化合物を設計し、細胞種選択的に生理活性分子が作用するような

ケージド化合物の開発を目指した。光分解性保護基である Bhc
基の 8 位にアルキンを導入した機能性ケージド化合物は、生理
活性分子とアジド基をもつ機能性分子の導入が可能である。まず、

細胞表面の標識が可能かを確認するために蛍光性分子と Halo 
Tag ligandを導入したHalo Tag Ligand-Bhcmoc-FITC (1) を合
成した。

Fig. 7 多機能性ケージド化合物

細胞表面に発現する Halo Tagタンパク質融合 EGF受容体を

Gal-Bhc-cAMP Gal-Bhc-cGMP MCPCM-Bhc-cAMP
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一過的に発現した哺乳動物培養細胞に化合物 1を加えたところ、
標識細胞選択的に集積することを確認した。次に、生理活性分子

部分にリアノジン受容体のアゴニストであり細胞内 Ca2+スト
アから細胞内に Ca2+を放出させる 4-Chloro-m-cresol (4-Cmc) 
を導入した Halo Tag Ligand-Bhcmoc-4-Cmc (2) を合成した。
化合物 2に pH 7の生理的条件模倣緩衝液中で 350 nm光を照射
すると光分解され、4-Cmcが放出されることを確認した。

クリック反応でターゲティング能等の機能を導入できる多機

能ケージド化合物を抗がん剤であるパクリタキセルのケージド

化合物合成に利用した。アジド含有機能性モジュールを導入でき

る プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 型 の ケ ー ジ ド パ クリ タ キ セ ル

（2’-paBhcmoc-PTX）を設計・合成した。アジド化グルコース
を導入して水溶性を向上したケージドパクリタキセル

2’-Glc-paBhcmoc-PTX は，従来型のケージド化合物である

2’-Bhcmoc-PTXに比べて水溶性が 10倍，光反応性は 3倍向上す
ることがわかった。

Fig. 8 クリック反応で機能を導入できるケージド PTX

合成したケージド PTXは，チューブリン重合活性は完全に消
失していること，350 nm光を照射すると同濃度の PTXと同程
度の活性を示すことも明らかにした。

Fig. 9 2’-Glc-paBhcmoc-PTXのチューブリン重合アッセイ

＜国内外での成果の位置づけ＞

任意の神経細胞の機能制御を目指して，細胞内シグナル伝達に

関与する酵素類の阻害剤，および，いくつかのセカンドメッセン

ジャー類の新規ケージド化合物を設計・合成した。さらに細胞種

選択性を付与するため，任意の酵素存在下で光感受性を獲得する

修飾を施した。合成した酵素作動性ケージド化合物の光物理学的

および化学的性質を検証した後，選択した酵素存在下で光感受性

を獲得することを組換え体の酵素を用いる実験，目的酵素を一過

的に発現した哺乳動物細胞溶解液中，および，生細胞を用いる実

験で実証した。以上の結果を基にして，目的酵素発現細胞内での

み光感受性を獲得するケージドリアノジンレセプターアゴニス

ト，および，ケージド cAMPの合成に応用した。

ケージド化合物を用いる光制御は，光感受性タンパク質を用い

る Optogeneticsでは制御できない生理機能を光制御できる可能
性を秘めている。しかし，小分子性有機化合物であるケージド化

合物は遺伝子でコードされていないことから，目的の組織や細胞

にターゲティングできない欠点を有していた。これがモデル生物

個体での利用を妨げる主な要因と考えられた。

本研究では，従来型のケージド化合物の欠点を克服するために，

任意の酵素存在下で光感受性を獲得する新規ケージド化合物の

開発と化合物レパートリーの拡充を目指して研究を行った。その

結果，当初の予定通り細胞内シグナル伝達に関与する酵素類の阻

害剤，および，いくつかのセカンドメッセンジャー類の新規ケー

ジド化合物を設計・合成して，目的の化学プローブのレパート

リーを増やすことができた。細胞種選択性を付与するために導入

した酵素応答性は，試験管内での検討のみならず，哺乳動物培養

細胞内でもある程度期待通り働くことを実証することができた。

さらに，光感受性を獲得する鍵になる酵素として，ベータ－ガラ

クトシダーゼ，豚肝臓エステラーゼ，および，ニトロリダクター

ゼの使用が可能であることを明らかにし，酵素と化学プローブペ

アの選択肢が拡充できることも確認した。これにより，たとえば，

同一モデル細胞個体を用いて，複数の生理機能を選択的に制御す

る実験系構築の端緒が開かれたと考えている。また，この過程で，

合成した化学プローブの生細胞内への導入を容易にする分子設

計の指針も確立することができた。

ケージド化合物にターゲティング能を付与する試みはごく限

られた例しか報告されていない。また，本研究で示したような細

胞種を選択できる機能を付与したケージド化合物の例は報告さ

れていない。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

合成した各種ケージド化合物は，主に培養細胞で機能評価して

コンセプトの正しさを証明する実験を行った。しかし，当初計画

していたようにモデル生物個体でその機能を実証することはで

きなかった。細胞種選択的に光感受性を獲得することが期待され

るケージド cNMP 類の機能をショウジョウバエ単離脳を用いて
検証する実験を行ったところ，次のような問題点が明らかになっ

た。合成した化合物の細胞膜透過性が低く十分な細胞内濃度を実

現できない可能性があること，ケージ解除に用いる光の波長，お

よび，細胞応答の測定に用いる蛍光インジケーターの励起および

発光波長の選択を最適化する必要があること，などである。

PLE/MCPCM 基の組み合わせを用いて細胞種選択的に小分子
を活性化する実験系の構築もモデル生物個体で効果を実証する

には至らなかった。合成した化合物の機能を哺乳動物培養細胞で

検証したところ，いくつかの細胞では内在性のエステラーゼに

よってMCPCM基が脱保護されることを確認した。たとえば，
MCPCM-Bhc-SAHAを用いて，HEK293T細胞の内在性 HDAC
活性の光制御を試みる実験では，PLE を導入した細胞では 405 
nm光照射によって95％程度の阻害効果が見られた一方で，PLE
を導入していない細胞群でも 60％程度の阻害効果が検出される
ことが明らかになった。

合成した化合物について修飾による機能喪失と機能回復の有

無を検証したところ，化学修飾しても機能が失われないもの，ま

た，PLE 存在下でも機能回復しないものがあることが明らかに
なった。合成する化合物の構造の多様性を確保して，トライアン

ドエラーで検証する必要があると考えられる。

＜今後の課題、展望＞

本研究で開発したケージド化合物とその他の小分子性ケミカ

ルプローブのいくつかは，哺乳動物培養細胞を用いる実験では，

設計通りの機能を持つことを実証した。しかし，研究期間内では

単離脳やモデル生物個体に適用するには至らなかった。細胞種を

選択するための目印タンパク質（E�*DO� 3/(��175など）の内在

性活性の問題，小分子性ケミカルの細胞内導入の問題，さらに，

ケージド化合物の励起波長の問題等を克服する必要があること

も明らかになった。酵素�基質ペアの選択，合理的な分子修飾に

よる性質の改変，アップコンバージョンによる近赤外光励起の利

用等により上記の問題点は解決可能と考えられる。ケージド化合

物を用いて，モデル生物個体で記憶を光操作することも可能にな

ると考えている。
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神経と多臓器間で制御される温度メモリーの解析�
研究代表者：久原� 篤� � � � � �

甲南大学・理工学部�

＜研究の目的と進め方＞�

本研究は、動物の温度適応に関わるメモリーの解明に向け、シ

ンプルな実験動物である線虫&��エレガンスを実験系とし、神経

系を含む多臓器間のメモリーネットワークを分子レベルで理解

するものである。具体的には、新しく見つけた&��エレガンスの

温度適応の記憶現象に関して、従来の分子遺伝学と最新の光技術

を駆使して、関連遺伝子の同定と神経活動の定量化から、メモ

リーの基本原理の解明をめざした。�

申請時において、動物の温度感知と記憶学習の機構を解き明か

すために、線虫の温度行動をモデルとして、「量体*タンパク質を

介した温度受容やインスリンを介した記憶学習の解析を行って

きていた�.XKDUD�HW�DO���6FLHQFH���������.XKDUD�	�0RUL���-��

1HXURVFL������など�。また、申請当時において最新の光技術��光

駆動性チャネル等�を利用し、シナプス伝達の新概念が得てきて

いた��.XKDUD�HW�DO���1DWXUH�FRPPXQ���������2KQLVKL��.XKDUD�

HW�DO���(0%2�-��������。このように、温度応答の神経回路の情

報処理を解析してきたが、動物が温度環境の変化に、どのように

適応するのか、そしてそのメモリーの機構に関してはブラック

ボックスであった。その理由は、個体の温度適応には、神経系を

含む複数の組織が必要であり、さらに、高等動物であるほど細胞

数が増加し、解析に時間を要するためである。そこで本研究では、

わずか���個の細胞で構成される線虫をつかい、温度適応に関わ

る組織間ネットワークと、その分子機構の解明をめざすに至った。�

�

＜研究計画＞�

これまでに、線虫は耐性幼虫になることで、高温に耐性をもつ

ことが知られていた。一方、低温に関しては、耐性幼虫にならな

いため解析されていなかった。しかし、本申請者らは、通常形態

における低温適応を見つけた。具体的には、��℃で飼育された線

虫は�℃に置かれると死滅するのに対して、��℃飼育個体は�℃で

も生存できる現象である�図��。興味深いことに、��℃飼育個体

を、わずか�時間だけ��℃に置くことで、�℃で生存できるように

なった。つまり、わずか�時間で体内の、ある種の「温度メモリー」

が変化したと考えられる。�

そこで、この低温適応に関わる組織や遺伝子を同定するに着想

した。この低温適応現象には、神経系とその下流の組織が重要な

働きを担っていることが見つかってきたことから、広く神経系と

下流組織からなる組織ネットワークによるメモリーの解析系と

して利用できると考えられたため、解析をすすめた。�

�

＜得られた研究成果＞�

線虫の低温適応の成立に必要な温度経験が何時間で置き換わ

るかを検証したところ，��℃で飼育した個体を成虫期に�時間だ

け��℃に置くことで，�℃で生存できるようになった。逆に，��℃

飼育個体を�時間，��℃に置くと�℃で死滅するようになった。つ

まり，低温刺激をうける直前約�時間に経験した温度に依存して，

低温適応が制御されていることが示唆された。�

&��エレガンスの低温適応を制御する組織を同定するために変

異体をもちいた解析を行った。運動に必須な背腹体壁筋のミオシ

ンの変異体（XQF���）や，表皮のコラーゲンの変異体（URO��），

神経軸索の分子輸送に必須なキネシンの変異体（XQF����）など

についての低温適応を測定したところ，神経系のキネシンの変異

体でのみ，��℃飼育後に�℃で生存できる異常が観察された。こ

の結果から，神経系が低温適応を負に制御することが示唆された。�

� ���個のニューロンのうち，どの細胞が低温適応に関わるか

を調べるために，はじめに，既知の温度走性行動の神経回路の機

能や発生に関わる変異体に関して解析したが，既知の温度受容

ニューロン$)'や$:&，その下流の介在ニューロン$,<や5,$の発生

や機能の変異体は，低温適応に顕著な異常を示さなかった。つま

り，既知の温度走性行動に関わる神経回路は，低温適応の成立に

は必須でないと考えられる。一方で，感覚ニューロンにおける感

覚末端構造の構成因子である,)7（,QWUDIODJHOODU�WUDQVSRUW�

FRPSOH[）タンパク質に異常を持つ様々な変異体においても，低

温適応の異常が見られたことから，感覚神経系が低温適応に関与

する可能性が考えられた。�

図��$6-感覚ニューロンにおけるWD[��が低温適応に関与�

�

� 低温適応に関わる特定の感覚ニューロンを同定するために，

少数の感覚ニューロンに異常をもつ変異体の解析を行ったとこ

ろ，匂いや光などの感覚情報伝達に必須であるF*03依存性チャネ

ル7$;��と7$;��の変異体において，低温適応の異常が観察された。

WD[��遺伝子は，およそ��対の感覚ニューロンでのみ発現してい

ることから，これらのニューロンのいずれかが低温適応の制御に

重要であると考えられた。そこで，WD[��変異体の特定の感覚

ニューロンでWD[��F'1$を発現させる細胞特異的レスキュー実験�
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図� $6-感覚ニューロンは温度に応答

を行ったところ，$6-と呼ばれる左右に�対存在する感覚ニューロ

ンでWD[��F'1$を発現させた系統でのみ，低温適応の異常が回復

していた。さらに，$6-感覚ニューロンを色素レーザーで破壊し

た野生株は，WD[��変異体と同様の低温適応の異常を示した。こ

れらの結果から，$6-感覚ニューロンが低温適応を制御すること

が示唆された（図�）。

$6-感覚ニューロンは，これまでに光やフェロモンを感知す

る感覚ニューロンとして知られていた。そこで，$6-感覚ニュー

ロンが温度も受容しているかを調べるために，近年発展の目覚ま

しい神経活動のLQ�YLYR光学イメージングによる神経生理学的な

解析であるカルシウムイメージング法をもちいた。カルシウムイ

メージングには，遺伝子によってコードされるカルシウムイン

ディケーターであるカメレオン（\F����）をもちいた。カルシウ

ムイメージング解析の結果から，野生株の$6-感覚ニューロン内

のカルシウム濃度は，温度刺激に応じて変化することが示唆され

た（図�）。

$6-ニューロンの温度応答は，$6-ニューロンにおいて低温適

応に関与するF*03依存性チャネル7$;��の変異体において顕著に

低下していた。さらに，このWD[��変異体における温度応答性の

低下は，$6-ニューロン特異的にWD[��F'1$を発現させることで回

復した。これらの結果から，$6-感覚ニューロンは，F*03依存性

チャネル7$;��を介して温度情報を伝達していると考えられる

（図�）。

$6-感覚ニューロンにおける温度情報伝達に関わる分子として，

F*03依存性チャネル7$;��を同定したが，7$;��は$6-ニューロン

における光情報伝達にも関与することが知られていたため��，光

情報伝達に関わる他の分子も温度情報伝達に関与するかを解析

した。$6-において，光情報は光受容体である/,7(��で受容され，

その情報は�量体*タンパク質アルファサブユニット（*3$��，

*3$��，*2$��）に伝達され，グアニリル酸シクラーゼ（2'5��，

'$)���）を活性化することで，細胞内のF*03濃度を上昇させ，F*03

依存性チャネル7$;��を開口させる。また，ホスホジエステラー

ゼ（3'(��，3'(��，3'(��）はF*03濃度を低下させ，7$;��の開口

頻度を低下させる。これらの変異体について，低温適応を測定し

たところ，�量体*タンパク質とグアニリル酸シクラーゼ，ホスホ

ジエステラーゼの変異体においてWD[��変異体と同様の異常が観

察された。ところが，光受容体/,7(��の変異体では，低温適応の

異常は見られなかった。さらに，OLWH��変異体の$6-ニューロン

の温度応答性を，カルシウムイメージングにより測定したところ，

温度刺激による$6-ニューロンの細胞内カルシウム濃度の変化値

は野生株と同様であった。以上の結果から，温度と光は別々の受

容体によって受容され，受容された情報は，共通の*タンパク質，

グアニル酸シクラーゼなどによって伝達されることが示唆され

た（図�）。

これまでに$6-感覚ニューロンは，線虫の耐性幼虫形成に関わ

ることが報告されており，特に耐性幼虫から通常形態への復帰に

$6-ニューロンから分泌されるインスリンが重要であることが報

告されている。また，これまでに，インスリンがニューロペプチ

ドとして，神経の可塑性に関わるニューロン間の情報伝達に重要

であることが明らかになってきていた。そこで， $6-感覚ニュー

ロンから分泌されるインスリンに着目し解析を進めた。$6-感覚

ニューロンで発現しているインスリンとして，,16��と'$)���が

報告されていたため�，それらの変異体の低温適応を測定したと

ころ，低温適応の異常が観察された。さらに，LQV����GDI���二

重変異体では，低温適応異常が増強した。これらのことから，

'$)���と,16��は低温適応おいて加算的に関与していると考えら

れる（図�）。

'$)���の発現細胞は，$6-感覚ニューロンと$6,と呼ばれる�

対の感覚ニューロンでのみであり，'$)���を$6-感覚ニューロン

で発現させることで，GDI���変異体の低温適応異常が回復した。

また，'$)���の$6-感覚ニューロン内における局在を蛍光タンパ

ク質をもちいて解析したとこと，'$)���はシナプスに局在してい

た��。以上の結果から，$6-感覚ニューロンのシナプスから分泌

されたインスリンが低温適応を制御していると考えられる（図�）。

インスリンが低温適応に関与していることが分かったため，

次の疑問は，インスリンがどの組織で受容されているかであった。

線虫&��エレガンスのゲノム中において，インスリン受容体を

コードする遺伝子はGDI��遺伝子のみであるため，GDI��変異体の

低温適応を測定したところ，GDI��変異体では��℃や��℃飼育後

に�℃でも生存できる異常が観察された。この異常がどの組織に

おける'$)��の欠損が原因であるかを調べるために，GDI��変異体

の特定の組織でGDI��F'1$を発現させる組織特異的なレスキュー

実験を行った。具体的には，体壁筋や神経系，もしくは腸で

GDI��F'1$を発現させたGDI��変異体系統を作成し，低温適応の異

常が回復するかを調べた。その結果，神経系もしくは腸で

GDI��F'1$を発現させた場合に，低温適応異常が部分的に回復し

たが，筋肉でGDI��F'1$を発現させた場合には回復が見られな

かった。さらに，神経系と腸でGDI��F'1$を同時に発現させた場

合に，��℃飼育後に�℃で死滅するようになり，GDI��変異体の低
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図� 低温適応の分子組織ネットワーク

温適応の異常が強く回復した。以上の結果から，インスリン受

容体'$)��は，神経系と腸において低温適応を制御していること

が示唆された（図�）。

線虫の寿命やストレス応答において，インスリン受容体

'$)��の下流で機能する分子情報伝達経路が明らかになっている。

例えば，耐性幼虫（ダワー）の形成に関わる経路としては，イン

スリン受容体'$)��の下流でホスホイノシチド�キナーゼ（3,�.）

である$*(��が機能し，その下流でホスホイノシチド依存性プロ

テインキナーゼ��3'.���を活性化し，セリン／スレオニンキナー

ゼ$.7�3.%である$.7�����が機能する。$.7��は，)2;2型転写因子

である'$)���を抑制することで遺伝子発現を制御する。そこで，

これらの分子が低温適応の情報伝達にも関わっているかを調べ

たところ，DJH��，SGN��，DNW��の各変異体において，GDI��変異

体と同様に低温適応が上昇する異常が観察された。さらに，

GDI���変異体では低温耐性の低下が観察され，GDI���遺伝子を野

生株に過剰発現させることで，低温適応が上昇した。遺伝学的優

位解析から，GDI��変異体が示す低温適応の上昇の異常はGDI���

変異により抑圧された。これらの結果から，耐性幼虫形成と同様

に，インスリン受容体から)2;2型転写因子までの分子情報伝達経

路が低温適応にも関与することが示唆された。

以上の線虫&��エレガンスを実験モデルとした分子生理学的解

析から，線虫の低温適応の制御に関わる分子と組織のネットワー

クのモデルが考えられる（図�）。温度は，$6-感覚ニューロンに

おける�量体*タンパク質経路を介して伝達され，$6-からインス

リンが分泌され，インスリンが腸や神経系でインスリン受容体に

より受容され，最終的に)2;2型の転写因子�'$)����を抑制するこ

とで，低温適応は負に制御されると考えられる。

＜国内外での成果の位置づけ＞

本研究から得られた線虫 &��HOHJDQV の低温適応の実験系

はハイスループットに動物の温度適応を解析できることから、国

内外でも注目されており、近年参加した 8&/$ で行われた &��

HOHJDQVの国際学会においても、この実験系がハイスループット

に動物の温度応答を解析できることが注目され、海外のラボが研

究に参入してきている状況である。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

神経系と腸でGDI��F'1$を同時に発現させたGDI��変異体は，

��℃飼育後に�℃では死滅しなかった。この結果から考えられる

こととして�つの可能性が考えられる，���インスリン受容体

'$)��は他の組織においても低温適応を制御している可能性，

���GDI��遺伝子には�つの選択的スプライシング アイソフォー

ムがあり，細胞内局在様式が異なるため，他のアイソフォームが

��℃飼育後の低温適応に関与している可能性である。特に，最近

同定された，軸索に局在するタイプの'$)��が，$6-ニューロンと

接続する下流のニューロンのシナプス部位において，インスリン

を受容している可能性を考えており，その可能性を解析中である。

＜今後の課題、展望＞

線虫 &��HOHJDQVの腸において �回膜貫通型の温度受容体で

ある 753チャネル（753$��）が低温を感知し，プロテインキナー

ゼ &（3.&��）を介してインスリン情報伝達経路と相互作用する

ことで，個体の寿命を制御していることが報告された。そこで，

753$��や 3.&��の機能欠損変異体や，753$��を野生株の腸で過

剰発現させた系統の低温適応を測定したが，顕著な異常は観察

されなかった。この結果から，$6- で受容された温度情報はイ

ンスリンを介して腸に作用するが，腸内で 753$��により直接受

容される寿命に関わる低温情報とは区別されている可能性が考

えられる。神経系の下流で機能する腸内で、複数の情報が区別

される仕組みは興味深い。
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公募研究：2014年度-2015年度

注意レベルによって制御される聴覚記憶形成のための神経メカニ

ズムの解明
研究代表者：矢崎�杉山 陽子� � � �

沖縄科学技術大学院大学 臨界期の神経メカニズム研究ユニット

＜研究の目的と進め方＞

私達は日々、様々な感覚刺激に晒されているが、その中でも特

定の感覚刺激に意図的に注意を払うことで、特定の感覚刺激に対

してのみ記憶を形成することが出来る。例えばテレビの音が流れ

る中で聴く他人の言葉も、その人に注意することで強く認識され、

その人の言葉を記憶することが出来る。つまり複数の物理的に同

じ大きさの音刺激が、注意といった内的要因が入ることにより特

定の人の声のみ意味のある音情報として ‘知覚’され、その結果
その言葉の記憶が形成されると考えられる。また、ヒトの赤ちゃ

んではDVDなどから流れる声を聴いても言語発達が行われない
が、言葉を発する大人と社会的相互作用があることで言語発達が

なされることが知られている（Kuhl, 2010）。これは物理的には同
じ音刺激が耳から入って来るにも拘らず、他者との社会的相互作

用により、注意といった内的要因が入ることにより特定の音のみ

が‘知覚され、言語発達が促進されている、と考えられている。

ヒトの言語発達と同様にソングバードと呼ばれる鳴禽類のト

リは生後に成鳥の歌を聴くことで、複雑な音響構造を持つ‘歌’を
学習する。その代表的なモデル動物であるキンカチョウでは生後

の感覚学習期に親の歌を聴いて覚え、続く運動学習期に記憶した

歌を模倣することで歌を学習し、この歌を一生唄う。この時面白

いことに、キンカチョウのヒナはスピーカーなどから聴こえるト

リの歌からは歌を学習せず、親鳥との社会的相互作用の中で歌を

聴くことでのみ歌を学習する（図１）。つまり、ヒトの言語発達

度同様に親鳥の歌の記憶の形成、学習は、親鳥との社会的相互作

用によるヒナの注意といった内的要因の変化により制御されて

いることが考えられる。そこで、本研究はキンカチョウをモデル

動物として用い、「注意・覚醒といった個体の内的要因に依存し

た聴覚記憶形成のメカニズム」を明らかにすることを目的とした。

本研究においては電気生理学的手法、行動学的手法を組み合わ

せて用い、キンカチョウ、終脳高次聴覚野に注目し、さらに、そ

の聴覚応答の歌学習に伴う変化を明らかにすることを試みるこ

とで聴覚記憶形成のメカニズムを明らかにずることを試みた。ま

たさらに、この聴覚応答が親鳥との社会的相互作用によりどの様

に変化するのか、この聴覚応答の変化はどの様に制御されている

のかを明らかにすることで、記憶形成がキンカチョウヒナの注意

といった内的要因によりどの様に制御されているのか明らかに

することを試みた。これらを統合的に考察することで、キンカ

チョウの歌学習における注意レベルによる記憶形成の制御神経

メカニズムを明らかにすることを試みた。

＜研究計画＞

1) 終脳聴覚野における記憶形成メカニズムの解明

これまでの様々な研究から、歌学習における親鳥の歌の聴覚記

憶はキンカチョウヒナの終脳高次聴覚野に形成されることが、示

唆されて来ている。しかしその一方で、これを直接支持するよう

な、電気生理学的研究はない。そこで、本研究ではキンカチョウ

ヒナの終脳高次聴覚野に慢性電極を植え込み、歌学習の前後にわ

たり、親鳥の歌を含む様々な歌に対する聴覚応答がどの様に変化

するのか、聴覚応答の歌学習に伴う経時的な変化を明らかにする

ことで、終脳聴覚野における記憶形成メカニズムの解明を試みた。

2) 記憶形成における内的要因の制御メカニズムの解明

注意・覚醒といった個体の内的要因に関わる神経伝達物質とし

てノルアドレナリン（NA）が知られている。キンカチョウの終
脳高次聴覚野もNA作動性神経細胞の投射を受けていること
（Mello et al 1998）、NA阻害剤を投与することで通常高次聴覚野
で親の歌の聴覚刺激に対して見られるZENKの発現が見られな
くなることが明らかになっている（Lynch & Ball, 2008）。また、
キンカチョウは成鳥から直接歌を聴くことにより歌学習を行う

が、スピーカーから受動的に流れる歌からは歌学習を行わない。

つまり社会的相互作用の依存した学習であることが知られてお

り、社会的相互作用による、ヒナの注意レベルの変化が終脳聴覚

野での記憶形成を制御していると考え、NAによる記憶形成制御
のメカニズムの解明を試みた。高次聴覚野へのNA選択的神経毒
素DSP-4の投与といった薬理学的操作、薬理遺伝学的手法を用い
たNA作動性神経核、青斑核キンカチョウヒナの終脳高次聴覚野
の歌特異的聴覚応答の発達が阻害されるか明らかにすることで、

個体の内的要因に依存した記憶形成の神経メカニズムを解明す

ることを試みた。

＜得られた研究成果＞

1) キンカチョウヒナの終脳高次聴覚野に慢性を植え、自由運動

下でこの領域の神経細胞から電気生理学的に神経活動を経時的

に記録し、歌を学習する前後に渡り、様々な他個体の歌に対する

聴覚応答を調べた（図2）。

学習しない 学習する

図１：キンカチョウ雛は、スピーカーから歌を聴いてもこれを学習

しないが、親鳥の歌を聴くことにより、これを覚え、模倣することで

歌学習を行う。
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その結果、高次聴覚野には神経活動の頻度、発火パターンの異な

る、少なくとも二種類の神経細胞が存在することを見出した。ま

た、その中でも発火頻度が低い神経細胞群では、親の歌を聴く前

（学習前）には歌に対する聴覚応答を示すものの、そのほとんど

の神経細胞において、聴覚応答は非選択的であったが、親の歌を

学習し始めて数日後には、一部の細胞群が覚えた親の歌にのみ選

択的に反応する様になることを明らかにした。これらの親の歌の

み選択的に応答する神経細胞は、親の歌を聴かず、学習を行わな

かった個体では見出されなかったことから、親の歌を聴いた聴覚

経験の記憶が高次聴覚野に形成されることを見出した（図3）

（Yanagihara & Yazaki-Sugiyama, Nat Commun, 2016）。

2) さらに、この高次聴覚野の神経細胞群の聴覚応答が親鳥との

社会的相互作用により、どの様に変化するのか明らかにするため、

ヒナが親鳥と社会的なコンタクトがあるかどうかにより、親の歌

に対する聴覚応答がどの様に変化するのか調べた。その結果、高

次聴覚野の神経細胞のスピーカーから再生される歌に対する聴

覚応答は、親の存在により増強されることを明らかにした（図 4）。

更に面白いことに、この親の存在による聴覚応答の増強は、特異

的な聴覚応答を示す神経細胞でのみ見られ、非特異的な聴覚応答

を示す神経細胞の応答は、親の存在下でも変化しないことが明ら

かになった（Yanagihara & Yazaki-Sugiyama, Behav Proc, 2018）。

3) 高次聴覚野の神経細胞の聴覚応答が親鳥の存在下において

増強される、という現象がどの様な神経メカニズムに因るものな

のか明らかにする研究を行った。前述のように、高次聴覚野は、

NA作動性神経核である青斑核から NA作動性の投射を受けてい

る。そこで、この青斑核からの NA作動性入力の活動により高次

聴覚野の神経活動が制御されることにより、記憶形成が制御され

る、と仮定し、これを明らかにするための研究を行った（論文未

発表）。

まず、高次聴覚野に NAを投与し、聴覚応答の変化をしらべたと

ころ、NAの局所投与により、聴覚応答の増強が見られたが、こ

の応答の増強は高次聴覚野の神経細胞、全てで見られるわけでは

なかった。

さらに、親鳥との社会的相互作用により NA作動性神経核、青斑

核の活動がどの様に変化するのか明らかにするため、キンカチョ

ウヒナの青斑核の神経活動を歌学習の前後に渡り記録を行った。

青斑核の神経細胞は様々な歌刺激に対して聴覚応答を示したが、

非特異的聴覚応答であった。しかし、青斑核の神経細胞は親鳥が

社会的相互作用の中で歌を唄う歌にはスピーカーから流れる歌

よりも強い聴覚応答を示した。またさらに、青斑核の神経細胞は

親が歌を唄った時にのみ、特異的にオフ応答を示し、この応答は

他の鳥の歌を聴いても見られないことを見出し始めている。

これらの研究から総合的に、キンカチョウの発達期における歌

学習は、親の歌を聴くという聴覚経験の記憶が、高次聴覚野の特

定の神経細胞群に形成されることが明らかになった。また、親と

の社会的相互作用により、この高次聴覚野の神経活動が変化する

ことにより、状況や動物の状態による記憶形成の制御されている

ことが示唆された。

参考文献

Yanagihara S. and *Yazaki-Sugiyama Y. (2018) Social interaction with 

a tutor modulates responsiveness of specific auditory neurons in 

juvenile zebra finches.  Behav Proc, doi: 

10.1016/j.beproc.2018.04.003

Yanagihara S. and *Yazaki-Sugiyama Y. (2016) Auditory experience 

dependent cortical circuit shaping for memory formation in bird 

song learning. Nat. Commun, doi: 10.1038/NCOMMS11946. 

(Featured article)

＜国内外での成果の位置づけ＞

本研究の結果は論文 2本に纏め、発表を行った。これらの結果

は国内外から高い評価を受けている。特に親鳥の歌の聴覚経験の

図 2：キンカチョウ雛からの慢性神経活動記録

50日齢前後のキンカチョウのヒナに慢性電極を植えることで、数

週間の長期に渡り、神経活動を記録した。

図３： 学習前に比べて、学習後の鳥の大脳聴覚野では、親鳥の

歌に対してだけ応答する神経細胞の割合が顕著に増加した

a. 学習前、親鳥の歌に対してのみ応答する細胞は存在しなかっ

た。b. 学習後、親鳥の歌にだけ応答する細胞の割合が増加した。

c. 学習経験のない鳥では、親鳥の歌だけに応答する細胞は殆ど

見られなかった。

図 4： 父親の存在で変化する高次聴覚野の聴覚応答

高次聴覚野の父親の歌にのみ選択的に反応する神経細胞は

父親の存在下ではその聴覚応答を増強させる
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記憶が高次聴覚野に形成されるという結果については、国内外を

通じて初めてキンカチョウの歌学習において、聴覚経験の記憶が

形成される領域を電気生理学的に同定し、また特定の神経細胞に

のみ特異的な聴覚応答が見出されるようになることを始めて報

告したため、大きな注目を集めた。掲載紙においても Featured 
Articleに選ばれ、多くの引用を受けている。 

また更に、論文にまとめられていない研究成果についても、学

会などで発表を行っており、研究代表者のフィールドにおいて注

目集め、海外との国際共同研究への足掛かりとなった。研究結果

の一部は国際共同研究として、海外の研究者と共同でポスター発

表も行っている。今後も、この国際共同研究は続けられる予定で

ある。 

これらのことからも分かるように本研究結果は、結果として評

価を受けているだけでなく、多くの新たな研究の礎として評価さ

れている。 

 

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞ 

本研究の計画においては、注意・覚醒といった個体の内的要

因に関わる神経伝達物質、NA の高次聴覚野における聴覚応答
への作用、歌学習への影響を明らかにする予定であったが、高

次聴覚野における受容体の種類が明らかになっていない、投射

先の具体的な局所が明らかになっていないなどの問題があり、

幾つかの予備実験が必要になった。実際に NAを高次聴覚野に
局所投与し、その聴覚応答の変化を明らかにする実験では、NA
の聴覚応答による影響は細胞の種類に因らず一定していなかっ

た。そこで、本研究においては NA作動性神経核であり、高次
聴覚野に NA作動性の投射をしている青斑核の歌学習における
神経活動を明らかにする研究を優先させたため、高次聴覚野に

おける NAの神経修飾作用については、明らかにできていない。 

 

＜今後の課題、展望＞ 

一方で、本研究において新たな研究が開始されたことにより、

キンカチョウヒナの歌学習時における青斑核の神経活動が明ら

かになり始めている。さらに今後の展望として、この青斑核の神

経活動により、実際にNAが高次聴覚野でどの様に放出され、高
次聴覚野の聴覚応答をどの様に変化させるのか、さらにキンカ

チョウの歌学習をどの様に制御するのか、その神経メカニズムが

統合的に明らかになることが期待されている。本研究の成果によ

り、その後に続く新たな研究課題（新学術領域、ウィルダイナミ

クスなど）へ発展し、社会的相互作用、注意・覚醒といった動物

の内的要因によって、我々の記憶形成がどの様に制御されている

のか、その神経メカニズムが統合的に明らかになるよう発展して

いる。 
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幼児性健忘における歯状回成熟度の意義の解明
研究代表者：高雄 啓三 � � � �
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＜研究の目的と進め方＞

感覚器官などからの入力により形成される多くの記憶情報は、

記憶の最初の保管場所である海馬に新しい機能的ニューロン

ネットワークとしてまず書き込まれる。これらの記憶は一定の期

間の後、徐々に大脳皮質内の領域へ転送され、遠隔記憶として貯

蔵されると考えられている (Wiltgen & Silva, Learning & Memory, 

2007; Flankland & Bontempi, Nature Reviews Neuroscience, 2005)。

遠隔記憶の転送・固定は、長期的で永続的な記憶の形成に必須の

プロセスであり、人が人としての自己同一性を保ち、社会生活を

営んでいくことを可能にする脳の働きの本質的な部分を占める

と考えられる。しかし、この遠隔記憶の転送・固定に関わる分子

にどのようなものがあるのか、その神経メカニズムや回路がどの

ようになっているかについては、いまだによく分かっていない。

本研究では遠隔記憶が欠落するモデルのひとつである幼児性健

忘 (infant amnesia) (Rubin, Memory, 2000) の原因を探ることで遠

隔記憶のメカニズムの解明を目指す。ヒトの幼児は短期的には記

憶を保つことができるが、その後成長して大人になると3歳頃ま

でのエピソードを思い出すことができない。これは「幼児性健忘

(infant amnesia)」と呼ばれ古くから知られているが、なぜ幼児期

の記憶が失われてしまうのかについてはその詳細は明らかに

なっていない。幼児期でも短期的には記憶を保つことができるた

め、幼児性健忘が起こる要因は近接記憶から遠隔記憶への変換に

あると考えられる。幼児性健忘に対応する現象はげっ歯類でもみ

られる (Campbell et al., Neurobehavioral Toxicology and Teratology, 

1984)。成熟マウスで恐怖条件づけを行うと1ヶ月後でもよく覚え

ており条件付けした場所ではフリージング反応を示すが、条件付

けを幼若期に行うと�ヶ月後にはほとんどフリージングを示さな

い �図1�。一方で、遠隔記憶は精神・神経疾患でも障害されるこ

とがある。申請者らはこれまでに���系統の遺伝子改変マウスに

ついて網羅的行動テストバッテリーを用いてその表現型を解析

し、多くの精神・神経疾患のモデルマウスを同定してきた。その

中で、ある共通した脳内の特徴をもつマウス系統では今のところ

例外なく遠隔記憶の障害が見られることを見出している。その特

徴とは、海馬歯状回の細胞が未成熟な状態という「非成熟歯状回」

である (図2)。これまでに 前脳特異的カルシニューリン KOマ

ウス (CN cKOマウス) や Shn2 KO マウスなど数系統の遺伝子

改変マウスの他、電気けいれん刺激を行ったマウス、セロトニン

再取り込み阻害剤 (SSRI) であるフルオキセチンを慢性投与し

たマウスでもこの特徴が見つかっている。また、マーカー分子の

発現だけでなく、トランスクリプトームを比較しても共通して変

化している遺伝子が非常に多く、非成熟歯状回は幼若期の歯状回

と酷似していることがわかっている �図3�。これら非成熟歯状回
を持つマウスではいずれも遠隔記憶の障害が見られている。歯状

回は近接記憶が遠隔記憶として転送・固定される際に重要な役割

図１ 歯状回神経細胞の成熟度変化

歯状回の神経細胞は、幼若時と成熟時ではその特性が顕著に異な

る。抗うつ薬投与や電気けいれん刺激等により成熟細胞が疑似的

な非成熟状態へ戻ることがある（脱成熟）(Kobayashi et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2010 など�。

図２ Shn2 KO マウスで見られた未成熟歯状回
長期記憶に障害を持つ Shn2 KO マウスの海馬歯状回では成
熟細胞のマーカーであるカルビンジンの発現が低下し (上)、
逆に未成熟細胞のマーカーであるカルレチニンが増加 (下)
しており、全体として未成熟な歯状回となっていた (Takao 
et al, Neuropsychopharmacology, 2013)。

図３ 非成熟歯状回と幼若歯状回

非成熟歯状回を持つマウス（ここでは例として Shn2 KO マ
ウスを示す）の海馬歯状回における遺伝子発現変化は幼若期

のマウスの遺伝子発現変化に似ている。
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を果たしている部位であり、特に歯状回で起こる神経新生は遠隔

記憶の転送・固定に重要な役割を果たしていることが知られてい

る (Kitamura et al., Cell, 2009)。

本研究では非成熟歯状回マウスにおける遠隔記憶の障害と幼児

性健忘との間の共通性に着目し、幼児性健忘のマウスモデルにお

ける歯状回成熟度の役割を明らかにすることで遠隔記憶のメカ

ニズムを探る�図3�。

＜研究計画＞

歯状回顆粒細胞の選択的興奮性操作が脳成熟度に及ぼす効果の

解析

薬物投与によって海馬歯状回の細胞が脱成熟したマウスや、

Shn2 KO マウス、CN cKOマウスなどのように「非成熟歯状回」

を持つマウスでは、ほぼ例外なく遠隔記憶の障害が見られている。

また、Shn2 KO マウスや CN cKOマウスのように近接記憶には

異常がなく、遠隔記憶が選択的に阻害されているものもあり (図

4)、歯状回の神経細胞の成熟度は近接記憶から遠隔記憶への移行

に重要な役割を持っていると考えられる。歯状回神経細胞は成熟

度に応じた分子マーカーをもち、それぞれのステージで異なる特

徴を持っている (図2)。脱成熟した歯状回で多く見られる未成熟

な神経細胞は成熟神経細胞に比べ、発火の閾値が低く、静止膜電

位は浅く、ドーパミンやセロトニンによる促進をうけやすい興奮

性 が 高 い 状 態 に な っ て い る (Takao et al., 

Neuropsychopharmacology, 2013; Yamasaki et al., Molecular Brain, 

2008 など)。神経細胞には活動の強弱によりシナプス強度や神経

細胞そのものの興奮性が変化する「ホメオスタティック可塑性」

という現象がある (Pozo & Goda, Neuron, 2010)。実際に、電気け

いれん刺激 (ECS) により極度の興奮状態を人工的に与えること

で歯状回の神経細胞は脱成熟を起こす (未発表)。したがって、

同様の現象を光遺伝学やDREADDシステムによる歯状回神経細

胞の興奮性操作によっても実現できる可能性が高い (図4)。本研

究では、近年開発された光感受性タンパク質 (チャネルロドプシ

ン2: ChR2 (Boyden et al., Nature Neuroscience, 2005); ハロロドプ

シン : NpHR (Han & Boyden, PLoS ONE, 2007)) あるいは

DREADDシステムによるデザイナー受容体 (hM3Dq および

hM4Di, Armbruster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2007) を歯状

回に発現させたマウスで、歯状回の神経細胞の活動を選択的に促

進・抑制する。光感受性タンパク質およびデザイナー受容体の発

現には遺伝改変マウスあるいはアデノ随伴ウィルスベクターを

活用し、歯状回特異的な発現制御にはPomc-Cre マウスを用いる

(図4左)。歯状回神経細胞の興奮性操作の行動レベルでの影響を

検討しつつ、歯状回の成熟度を双方向性に変化させるのに必要十

分な条件を決定する (図4右)。歯状回の成熟化・脱成熟化につい

ては申請者らが見出した歯状回の成熟度の指標となる分子群

(Calb, D1AR, Dsp, TDO2等) について定量的PCRを行うことで評

価し、成熟度に変化が見られればその他のターゲット分子につい

ての抗体染色など組織学的解析を行う。歯状回の成熟度が変化す

ることで遠隔記憶の固定・転送の確かさが強くなったり弱くなっ

たりするという仮説に基づき実験を行う。遠隔記憶の評価には

バーンズ迷路や恐怖条件づけなどの課題を用いる �図5�。

＜得られた研究成果＞

海馬歯状回に特異的に Cre を発現する Pomc-Cre マウスとCre

依存的にチャンネルロドプシン (ChR2)を発現するマウスを交配

することで歯状回特異的に ChR2 を得られたマウスを得ること

ができた。ChR2 を発現する細胞を青色光で刺激することで活性

化できるが、自由行動下での刺激にはテレオプトを用いた。テレ

図４ 歯状回の選択的活動制御による成熟度操作

(左) ChR2配列の前に STOP配列を floxではさんだ fxChR2マウ
スと Pomc-Cre マウスを掛け合わせることで ChR2 を歯状回特
異的に発現させるマウスを得ることができた。

(右) 人為的な神経活動の制御によりホメオスタティックな可
塑性が起こり、神経細胞の成熟度を双方向性に変化させること

ができると考えられる。

図５ 遠隔記憶を評価する行動テスト

(左) バーンズ迷路では逃避箱が設置された穴の位置を記憶させ
る。

(右) 恐怖条件づけでは電気ショックを与えた文脈を記憶させ
る。

図３ 海馬歯状回の成熟度と記憶の安定性

海馬歯状回が幼若であれば記憶は不安定であり、成熟すると

安定化している。本研究ではこれらを人為的な方法で操作す

ることを試みた。

図６ ChR2を発現したマウスへの光刺激パラメータ
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オプトはLED と光ファイバーカニューレ、そして受信機とバッ

テリーが一体化したもので、テレオプトを装着したマウスは自由

に行動することができ、またリモート操作により任意のタイミン

グで光刺激を行うことができる (図6)。歯状回に ChR2 を発現し

たマウスにテレオプトによって持続的に光刺激を行うとてんか

ん発作を起こすことが分かった（未発表）。そのため光刺激を行

うに当たってはパルス刺激を行うこととし、パルス幅、刺激周波

数、持続時間、回数、インターバルなど様々なパラメータを調節

し、痙攣発作を起こさない範囲で行動を変容させる刺激パラダイ

ムを探索した。オープンフィールドで自由に探索行動を行ってい

るマウスに青色光でごく短時間の刺激を行うと一過性に活動性

の亢進が見られた (図7)。日を変えて光刺激を繰り返してもこの

活動性の亢進は引き起こされることを確認している。�

光刺激を繰り返し行ったマウスでは一過性の活動性の亢進のみ

だけではなく、自発的な活動量の増加も認められた。この自発的

活動量の増加は遠隔記憶の障害を示す統合失調症モデル 

(Miyakawa T, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (2003); Yamasaki N, 

et al. Molecular Brain (2008); Takao K, et al. 

Neuropsychopharmacology (2013); Ohira, K. et al. Molecular Brain 

(2013); Kobayashi, K. et al. Molecular Brain (2011); David DJ, et al. 

Neuron (2009); Shanahan NA, et al. Biological Psychiatry (2009); 

Anjaneyulu M, et al. European Journal of Pharmacology (2004) 他) 

の多くと共通した傾向であった。さらにこのように刺激を行った

マウスで空間学習課題を行ったところ、短期的な記憶のテストで

はコントロール群と明らかな差はなかったが、長期的な記憶のテ

ストではコントロール群と比較して統計的に有意に成績が低下

していた。これらの結果から光遺伝学によって海馬歯状回を過度

に活性化させたことにより、遠隔記憶が障害されたことが示唆さ

れる。また、光刺激を繰り返し受けた海馬歯状回の細胞では幼若

な海馬歯状回で見られるような性質も見られた。すなわち、海馬

歯状回は光刺激によって脱成熟化が起こったと考えられる。本研

究によって海馬歯状回の幼若化と遠隔記憶障害との関連が示唆

され、歯状回の成熟度合いが幼児期健忘のメカニズムのひとつで

ある可能性が示された。 

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

幼児性健忘のメカニズムについては世界的にも注目されてい

る。最近ではカナダトロント大学 Frankland PW らのグループが

若齢のマウスに記憶させ、その記憶に関わる神経細胞を再度刺激

して活性化させることで幼児性健忘現象を防ぐことに成功して

いる (Guskjolen A et al., Current Biology, 2018)。しかしながら海馬

歯状回の成熟度と幼児性健忘を対応させた研究はまだ報告され

ておらず、世界的に見てもユニークな研究と言える。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

成熟したマウスで海馬歯状回を特異的に光刺激し、脱成熟さ

せることで遠隔記憶の不安定を再現することができたが、逆に

幼若の海馬歯状回の活動を抑制して幼若細胞を成熟化させると

いうことはできなかった。理由としては本研究期間中に代表者

が異動となり、研究室のセットアップをしなければならなかっ

たことが挙げられる。�

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究ではさまざまな原因から引き起こされる非成熟歯状回、

そして正常マウスで起こる幼児性健忘という全く異なる動物モ

デルから遠隔記憶にアプローチを行った。海馬歯状回の成熟度を

操作することで記憶固定の強さを変化させることができれば、記

憶障害の治療や、逆に忘却を意図的に促進させることで心的外傷

後ストレス障害 (PTSD) の治療などにも応用することが期待で

きる。�

�

 
図７�歯状回特異的光刺激による一過性の過活動�

自由行動下のマウスにワイヤレスで光刺激を与える子システムを

セットアップした(右)。このシステムを活用して歯状回特異的光刺
激を行うと一過性に活動性が亢進した（申請者ら、未発表）。 
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公募研究：2014年度-2015年度

海馬における動的な記憶情報表現の可視化とそのメカニズムの解

明
研究代表者：佐藤 正晃

理化学研究所・脳科学総合研究センター（現 埼玉大学・脳末梢科学研究センター）

＜研究の目的と進め方＞

脳で記憶の形成に中心的役割をもつ海馬の錐体細胞は、動物が

空間内のある場所に存在するときにのみ発火する「場所細胞

�SODFH�FHOO�」としての活動を示すことが知られている。過去の

電気生理学的研究では、動物にある空間を探索させると、覚醒時

にみられた海馬の神経活動の時間的パターンが、その後の睡眠時

に再現される「リプレイ�UHSOD\�」と呼ばれる現象が起こること

が報告されている。このことは、動物の覚醒時の経験が、海馬に

おいて、複数の細胞からなる「細胞集成体」様の回路の活動パター

ンとして記録されることを示している。哺乳類の記憶に重要な役

割を果たす海馬の&$�神経回路は、&$�野からの三シナプスループ

経路と嗅内皮質第�層からの直接経路の�つの異なる入力を受け

ることから、海馬内で処理された内的情報と皮質から送られる外

界情報との比較器として機能すると考えられている。本研究は、

このような海馬&$�野の神経細胞集団における記憶情報の動的表

現とそのメカニズムを、仮想現実（バーチャルリアリティ、95）

環境下で空間学習するマウスの海馬&$�野の場所細胞地図をLQ�

YLYRカルシウムイメージングで可視化する実験で明らかにする

ことを目指した。

＜研究計画＞

��「目標��海馬の記憶情報地図の動的表現の解析」では、95

空間行動課題を遂行中の海馬&$�野の神経回路活動を、LQ�YLYR

カルシウムイメージング実験で明らかにする。実験では、同一個

体の同一細胞群の活動を繰り返しイメージングすることで、訓練

により引き起こされる可塑性を観察する。解析では、報酬細胞の

増加のタイムコースやそれらの分布などを明らかにする。

��「目標��海馬の記憶情報地図の動的表現の分子メカニズムの

解析」では、報酬細胞の増加に対する10'$型グルタミン酸受容体

およびドーパミン神経系の関与を調べる。

�� 「目標��海馬の記憶情報地図の動的表現の回路メカニズム

の解析」では、マウスが95空間学習課題を行っているときの&$�

野の抑制性介在細胞活動のイメージングを行う。

＜得られた研究成果＞

海馬の錐体細胞に蛍光カルシウムセンサータンパク質*�&D03�

発現するトランスジェニックマウス �6DWR�HW�DO���3/R6�2QH��

�����、ウインドウ埋込による海馬LQ�YLYRイメージング手技、マ

ウス用95システム、および大規模イメージングデータの自動解析

プログラムなどの技術を総合的に用いて、空間行動中のマウスの

海馬&$�野における場所細胞活動をイメージングした。、95空間内

の異なる２つの場所にランドマーク（緑色のゲート）と報酬（水）

地点を設定した直線路を繰り返し連続して一方向に走る行動課

題で、マウスを訓練した（図１）。訓練は�回あたり��分間のセッ

ションを�日�〜�回、合計��セッション行った。この訓練中の&$�

野場所細胞地図をイメージンクすると、訓練に伴い場所細胞の割

合が増加すること、および訓練の初期には変化しやすい場所細胞

地図が、訓練の繰り返しにより次第に安定化されることを見いだ

した（図２）。さらに、ランドマークまたは報酬が存在する場所

で活動する場所細胞の数が他の場所に比べて増加すること、およ

びこのような行動上重要な�EHKDYLRUDOO\�UHOHYDQW�場所の過剰

表現（RYHU�UHSUHVHQWDWLRQ）が、これらの場所に対する場所受

容野の選択的な安定化で起こることを明らかにした�6DWR�HW�DO���

ELR5[LY�������。この知見は、行動上重要な場所の情報が、より

図１：実験に用いた二光子レーザー顕微鏡とバーチャル

リアリティシステムの概略（上）。ランドマークと報酬地

点を異なる場所に配置したバーチャル直線路課題（下）。

図２：訓練の初期、中期、後期でイメージングされる

場所細胞地図（上）と、直線路上の場所に対して場所

細胞の密度を表したヒストグラム（下）。ヒストグラ

ムの緑色の点線����FP�はランドマークの位置を、赤

色の点線����FP�は報酬の位置を示す。

オプトはLED と光ファイバーカニューレ、そして受信機とバッ

テリーが一体化したもので、テレオプトを装着したマウスは自由

に行動することができ、またリモート操作により任意のタイミン

グで光刺激を行うことができる (図6)。歯状回に ChR2 を発現し

たマウスにテレオプトによって持続的に光刺激を行うとてんか

ん発作を起こすことが分かった（未発表）。そのため光刺激を行

うに当たってはパルス刺激を行うこととし、パルス幅、刺激周波

数、持続時間、回数、インターバルなど様々なパラメータを調節

し、痙攣発作を起こさない範囲で行動を変容させる刺激パラダイ

ムを探索した。オープンフィールドで自由に探索行動を行ってい

るマウスに青色光でごく短時間の刺激を行うと一過性に活動性

の亢進が見られた (図7)。日を変えて光刺激を繰り返してもこの

活動性の亢進は引き起こされることを確認している。�

光刺激を繰り返し行ったマウスでは一過性の活動性の亢進のみ

だけではなく、自発的な活動量の増加も認められた。この自発的

活動量の増加は遠隔記憶の障害を示す統合失調症モデル 

(Miyakawa T, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (2003); Yamasaki N, 

et al. Molecular Brain (2008); Takao K, et al. 

Neuropsychopharmacology (2013); Ohira, K. et al. Molecular Brain 

(2013); Kobayashi, K. et al. Molecular Brain (2011); David DJ, et al. 

Neuron (2009); Shanahan NA, et al. Biological Psychiatry (2009); 

Anjaneyulu M, et al. European Journal of Pharmacology (2004) 他) 

の多くと共通した傾向であった。さらにこのように刺激を行った

マウスで空間学習課題を行ったところ、短期的な記憶のテストで

はコントロール群と明らかな差はなかったが、長期的な記憶のテ

ストではコントロール群と比較して統計的に有意に成績が低下

していた。これらの結果から光遺伝学によって海馬歯状回を過度

に活性化させたことにより、遠隔記憶が障害されたことが示唆さ

れる。また、光刺激を繰り返し受けた海馬歯状回の細胞では幼若

な海馬歯状回で見られるような性質も見られた。すなわち、海馬

歯状回は光刺激によって脱成熟化が起こったと考えられる。本研

究によって海馬歯状回の幼若化と遠隔記憶障害との関連が示唆

され、歯状回の成熟度合いが幼児期健忘のメカニズムのひとつで

ある可能性が示された。 

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

幼児性健忘のメカニズムについては世界的にも注目されてい

る。最近ではカナダトロント大学 Frankland PW らのグループが

若齢のマウスに記憶させ、その記憶に関わる神経細胞を再度刺激

して活性化させることで幼児性健忘現象を防ぐことに成功して

いる (Guskjolen A et al., Current Biology, 2018)。しかしながら海馬

歯状回の成熟度と幼児性健忘を対応させた研究はまだ報告され

ておらず、世界的に見てもユニークな研究と言える。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

成熟したマウスで海馬歯状回を特異的に光刺激し、脱成熟さ

せることで遠隔記憶の不安定を再現することができたが、逆に

幼若の海馬歯状回の活動を抑制して幼若細胞を成熟化させると

いうことはできなかった。理由としては本研究期間中に代表者

が異動となり、研究室のセットアップをしなければならなかっ

たことが挙げられる。�

�

＜今後の課題、展望＞�

本研究ではさまざまな原因から引き起こされる非成熟歯状回、

そして正常マウスで起こる幼児性健忘という全く異なる動物モ

デルから遠隔記憶にアプローチを行った。海馬歯状回の成熟度を

操作することで記憶固定の強さを変化させることができれば、記

憶障害の治療や、逆に忘却を意図的に促進させることで心的外傷

後ストレス障害 (PTSD) の治療などにも応用することが期待で

きる。�

�

 
図７�歯状回特異的光刺激による一過性の過活動�

自由行動下のマウスにワイヤレスで光刺激を与える子システムを

セットアップした(右)。このシステムを活用して歯状回特異的光刺
激を行うと一過性に活動性が亢進した（申請者ら、未発表）。 
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持続的に海馬の神経回路に表現されていることを示唆するもの

である。

上記の課題では、マウスが訓練を通じて特定の場所を学習して

いるかどうかははっきりしない。そこで次に、頭部固定したマウ

スが 95空間内の目的地に一定時間留まると報酬が得られる新し

い空間学習課題を考案した（図３）（6DWR�HW�DO���H1HXUR������）。

マウスは 95空間内の直線路の始点を出発すると、途中で壁と床

に緑のパネルの目印の付いた目的地において報酬の水が得るこ

とができる。直線路の外には、山、タワー、建物などを模した手

がかりが置かれている。マウスは直線路の終点に到達すると、再

び出発点に戻されて次の試行を行う。マウスははじめに、目的地

を通過しただけで報酬が得られる非遅延課題で訓練された後に、

目的地内で一定時間（�～��� 秒）留まったときだけに報酬が得

られる遅延課題で訓練された。

我々はまず、直線路の内外の視覚的な特徴を操作することによ

り、目的地近傍の目印が、マウスの目的地の認識に重要であるこ

とを明らかにした。遅延課題であらかじめ訓練して目的地で立ち

止まることを学習したマウスを用い、直線路の外の手がかりを除

いた条件で課題を行わせたところ、目的地の滞在時間と成功トラ

イアルの割合は、手がかりを除かなかった対照条件から変化しな

かった。しかし、目的地の目印を除いた条件では、滞在時間と成

功トライアルの割合は、目印を除かなかった対照条件から有意に

減少した。

次に、海馬の活動がこの目的地の認識に関わっているかどうか

を調べるために、$03$�カイニン酸型グルタミン酸受容体の阻害

薬である &14;を海馬に微量注入した。遅延課題であらかじめ訓

練したマウスの海馬 &$�野に &14;を注入した直後に課題を行わ

せると、目的地の滞在時間と成功トライアルの割合は著しく低下

したが、注入後 �～�日たった回復後では、これらの指標は注入

前のレベルに戻った。対照として生理食塩水を注入した条件では、

このような変化はみられなかった（図４）。

最後に、この学習の分子メカニズムを明らかにするために、

6KDQN�欠損マウスを用いて実験を行った。6KDQN�は興奮性シナ

プス肥厚部に存在する足場タンパク質の一つであり、ヒト自閉症

スペクトラム障害でその変異の存在が報告されている。野生型マ

ウスと 6KDQN�欠損マウスを、非遅延課題に続いて遅延課題で訓

練すると、非遅延課題では目的地の滞在時間に差はみられなかっ

たが、遅延課題では 6KDQN�欠損マウスにおいて滞在時間の有意

な低下が認められた。また目的地で立ち止まることをあらかじめ

学習させた後に、目的地を直線路の始点に近い方に移動させた実

験では、野生型マウスは新しい目的地に留まることを速やかに再

学習したが、6KDQN� 欠損マウスでは移動後の新しい目的地に留

まる時間も正常マウスに比べて短かかった。

以上の結果は、マウスにおける 95空間の認識には、海馬に依存

したメカニズムが働いていること、また、その学習には興奮性シ

ナプス後部の足場タンパク質である 6KDQN�が必要であることを

示している。

＜国内外での成果の位置づけ＞

頭部固定下の二光子カルシウムイメージングやヘッドマウント

型の小型顕微鏡による自由行動下のカルシウムイメージングな

どにより、海馬の錐体細胞の場所細胞活動は、従来考えられてい

たほど安定したものではなく、むしろ動的に変化していることが

明らかとなってきている。個体をとりまく環境に配置された報酬

や視覚的手がかりなどの顕著な特徴によって場所細胞の安定性

が調節されることを明らかにした本研究は、海馬における記憶情

報表現に新しい概念をもたらすものである。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

２年間の研究期間では、場所細胞地図形成の分子メカニズム

図 �：新規バーチャル空間学習課題。$�実験系の概要。

%�直線路内の目的地の壁と床には目印として緑のパ

ネルが設定され、直線路外には山、タワー、建物など

を模した手がかりが設定される。&�マウスはまず目的

地を通過しただけで報酬が得られる「非遅延課題」で

訓練されたあと、目標地点で一定時間の間停止した後

に報酬が得られる「遅延課題」で訓練される 。

図 �：海馬抑制の効果。両側海馬 &$�野に &14;を微量

注入した（$��矢印）。スケールバー＝�PP。&14;注入

直後は、目的地の滞在時間（%� '）と成功トライアル

の割合（&）が著明に低下したが、注入後 �～�日たっ

た回復後では、これらの指標は注入前のレベルに戻っ

た。生理食塩水を注入した対照では、この低下はみら

れなかった（%� &� (）
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と回路メカニズムを明らかにするという最終目標まで到達する

ことは難しかった。�

�

＜今後の課題、展望＞�

今後は、遺伝子ノックアウトマウスを用いた実験や、薬理学、

光遺伝学、化学遺伝学を用いて特定の神経の活動を制御する実験

などで、本研究が明らかにした場所細胞地図の形成のメカニズム

を明らかにする研究へ発展させたい。�
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公募研究：2014年度-2015年度

活性酸素種が担うマウス運動記憶の分散効果
研究代表者：遠藤 昌吾

東京都健康長寿医療センター研究所 老化脳神経科学研究チーム

＜研究の目的と進め方＞

目的

運動モデルと小脳機能・小脳可塑性

運動や運動機能リハビリテーションには様々な脳部位が関

わる。その中で、小脳は運動の正確さや滑らかさそして素早さの

記憶を担当する���。小脳依存性の運動のモデルとして、本研究

では視機性眼球応答�2.5��RSWRNLQHWLF�UHVSRQVH�を用いた。

2.5は、歩行などと比較すると単純な運動記憶モデルである。

外界が動いたとき同じ様に眼球が動き景色がぶれずに見える。こ

の現象は2.5と呼ばれる���。2.5適応では、マウスに左右に往復

振動するスクリーンを見せることで増加する眼球運動を解析す

る。スクリーンの動きの視覚情報は平行線維を介して、スクリー

ンと実際の目の動きとのずれは登上線維を介して、小脳プルキン

エ細胞へと伝えられる���。

この運動学習中に登上線維と平行線維から同時に小脳プル

キンエ細胞に入力があった時に、平行線維—プルキンエ細胞間の

シナプスの神経伝達が長期間減弱する現象は小脳長期抑圧�/7'��

ORQJ�WHUP�GHSUHVVLRQ�と呼ばれ、この可塑性が小脳依存性運動

記憶の基盤であると考えられている���。/7'には12�一酸化窒素�

系が必須であり、また、2.5適応には12が関与する���。

また、12はリハビリテーションおよびそれを担う運動記憶を

維持する上でも重要である�����。12合成酵素の補酵素テトラヒ

ドロビオプテリン投与が運動障害を改善し���、本研究で用いる

2.5適応を促進すること���、一方で12を消去すると歩行の外乱適

応が阻害されること���等が明らかにされている���。本研究では、

詳細な解析が可能なモデルとして関与する神経回路が同定され

ている2.5を用いて、12�526の相互作用により生成される新しい

シグナル分子が記憶に関与するという側面に着目した。

526�活性酸素種�、12と��ニトロ�F*03系

526は、酸化ストレスとして強力な“悪役”とされている。

しかし、526は生体においてシグナル伝達系を担うことが最近明

らかにされてきた������。

図� ��ニトロ�F*03を含む

新しい情報伝達系とこれま

でのF*03系情報伝達系。12��

QLWULF� R[LGH�� 516��

UHDFWLYH� QLWURJHQ�

VSHFLHV�� 526�� UHDFWLYH�

QLWURJHQ� VSHFLHV�� V*&��

JXDQ\ODWH�F\FODVH �VROXEOH��

運動学習に必須な12は細胞内F*03を介してその作用を発揮

する。小脳におけるF*03の生理作用の解析では、生体には存在し

ない��%U�F*03などの分解抵抗性F*03誘導体が用いられてきた

�総説���。��%U�F*03は、生体内で生成される��ニトロ�F*03の作

用を模倣する�図１；����。これまで��%U�F*03を用いて得られて

きた結果は、細胞内で実際に生成される��ニトロ�F*03が重要で

あることを示唆している�図１�。

��ニトロ�F*03はホスホジエステラーゼによる分解抵抗性を

有し3.*� �F*03� GHSHQGHQW� SURWHLQ� NLQDVH�を長時間にわたり

活性化する。さらに、��ニトロ�F*03は3.*の&\V残基をグアニル

化する。グアニル化3.*はF*03非存在下でも活性化状態を維持す

る�図１；����。これらの性質により、��ニトロ�F*03はF*03より

も長い時間神経機能に影響を及ぼすことが予想される������。

V*&の基質��ニトロ�*73の産生には526、12、*73が必要である

�図１�。526の産生は運動終了後４５分後にピークに達する����。

トレーニングやリハビリテーションにおいて、１５分より短い休

憩や１時間を越える長い休憩後に活動を再開すると、十分な526

が存在しないため、��ニトロ�*73が減少する事が予想される。12

と526の生成の消長はトレーニングやリハビリテーションにおけ

る活動—休憩の長さやトレーニング間隔の重要性を示唆している。

長期記憶を担う分子機構

小脳依存性の長期運動記憶は、神経構造の変化�シナプス数の

減少�を伴うが�������、このような変化を伴う長期記憶には遺伝

子の発現とタンパク質の合成が必要であることを我々は示した

����。

��ニトロ�F*03により長期間活性化される3.*系は、ヒストンや

(5.�([WUDFHOOXODU� VLJQDO�UHJXODWHG� NLQDVH����のリン酸化

����を維持する。このリン酸化維持は、3.*によりリン酸化され

る*�VXEVWUDWH（�����）を介したプロテインホスファターゼ

�33����の阻害によると考えられる。このようなリン酸化が遺伝

子発現を新状態へ遷移させることが長期記憶を支える機構であ

ると考えられる����。

遺伝子発現を制御するエピジェネティックな分子機構には、ヒ

ストンや'1$の修飾がある。本研究の延長上には526���ニトロ�

F*03によるこのようなエピジェネティックな遺伝子制御と記憶

の関係を探る事が考えられる。

研究の進め方

小脳における526�活性酸素種�の制御、526�12�一酸化窒素�相

互作用、そして、526�12から産生される��ニトロ�F*03やグアニ

ル化タンパク質の生成機構は不明である。これらの機構を詳細に

解析し、本研究では、526�� ��ニトロ�F*03系が運動記憶の基盤

として働くことを以下の研究を通して検証した；

１� ��ニトロ�F*03および6�グアニル化タンパク質の小脳にお

ける分布解析

２） 526や��ニトロ�F*03が、四肢協調性、長期運動記憶、小

脳神経可塑性に関与することを��ニトロ�F*03阻害剤、526吸収

剤などを用いて解析した。
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＜研究計画＞

526、��ニトロ�F*03及びグアニル化3.*の2.5長期記憶及び小脳

神経可塑性への関与の解析

526や��ニトロ�F*03が果たす役割を、小脳依存性長期記憶（視

規性眼球応答の長期順応）と四肢の協調性（ローターロッド）と

いう行動化学的側面から、そして、小脳長期抑圧（/7'）という

電気生理学的側面から、解析した。本項で用いる試薬類の作用点

を図�に示した。

図� 12�526���ニトロ�F*03� 3.*系と526、��ニトロ�F*03、+6�関

連試薬の作用点。+6��� K\GURJHQ� VXOILGH� LRQ�� 12;�� 1$'3+�

R[LGDVH�� 3(*�62'�� SRO\HWK\OHQH� JO\FRO� FRQMXJDWHG�

VXSHUR[LGH�GLVPXWDVH�

＜得られた研究成果＞

�� ��ニトロ�F*03および6�グアニル化タンパク質の脳内分布

��ニトロ�F*03（図�）および6�グアニル化タンパク質（図�）

に対する抗体を用いて、マウス小脳切片の免疫染色を行った。

図� 小脳片葉における��ニトロ

�F*03の分布。

左上 '$3,

左下 ��ニトロ�F*03

右上 *�VXEVWUDWH

� � � （小脳プルキンエ細胞）

右下 重ね合わせ

図 � 小脳片葉における 6�グアニ

ル化タンパク質の分布。

左上 '$3,

左下 6�グアニル化タンパク質

右上 カルビンジン

� � � （小脳プルキンエ細胞）

右下 重ね合わせ

��ニトロ�F*03および6�グアニル化タンパク質は、小脳に存在

し、特に、小脳プルキンエ細胞に高濃度で存在することを明らか

にした。

２）526スカベンジャー投与による四肢協調性の障害

ビタミン&及び(は、生体内で重要な526スカベンジャーとして

働き、526によるタンパク質、脂質、核酸の傷害を防ぎこれらの

分子や細胞を保護するために重要である。そこで生体内の526濃

度を低下させるために、通常餌の約�倍量のビタミン&及び(を含

む餌をマウス与え、通常餌を与えたマウスとローターロッドテス

トにより四肢協調性を比較した。����USP��PLQの条件下で行った。

通常餌のマウスに比べて、ビタミン&と(を過剰投与したマウスで

は、ローターロッドに乗っていられる時間が短く、四肢

協調性が劣ることが明らかとなった（図�）。

図� ビタミン&と(の過剰投与

によるマウスの四肢協調性障

害。 通常餌とビタミン過剰餌

を�週間与えたのちに、ロー

ターロッド試験で解析した。

�）526スカベンジャー投与による小脳依存性長期記憶の障害

�）のビタミン&�(過剰投与マウスについて、小脳依存性記憶で

ある視性眼球応答順応を解析した。短期順応（記憶）に影響は与

えないが、訓練��時間後に解析した長期順応（記憶）は、ビタミ

ン&�(の過剰投与によって障害された（図�）。小脳依存性の記憶、

特に、長期記憶に526が関与する可能性を示唆している。

図� ビタミン&と(の過剰投与マ

ウスの小脳依存性記憶障害。 通

常餌とビタミン過剰餌を�週間与

えたのちに、視規性眼球順応を解

析した。

�）526スカベンジャー及び��ニトロ�F*03阻害剤投与による小脳

依存性長期記憶の障害

526スカベンジャー（62'、カタラーゼ）あるいは、��ニトロ�

F*03の阻害剤である��ニトロ�F*036を小脳片葉に直接注入して、

視性眼球応答順応を解析した。短期順応（記憶）に影響は与えな

いが、訓練��時間後に解析した長期順応（記憶）は、両者の投与

により障害された（図�）。

図� 526スカベンジャー及び��ニトロ�F*03阻害剤投与が視性眼

球応答順応に与える影響。 526スカベンジャーあるいは��ニト

ロ�F*03阻害剤を片葉（)ORFFXOXV）投与したマウスの視規性眼球

応答順応を訓練直後（短期記憶）と��時間後（長期記憶）を解析

した。

以上の結果から、526が小脳依存性長期記憶である視規性眼球応

答順応、小脳が重要な役割を果たす四肢協調性に必要であると考

えられる。小脳依存性の記憶や行動調節に526が重要であるとい
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うことを初めて見出した。�

�）526スカベンジャーによる小脳/7'の阻害�

小脳プルキンエ細胞における526の消去を目的に、記録電極液

中に62'と&DWDODVHを加えて小脳切片のプルキンエ細胞内へ導入

した。平行線維への刺激とプルキンエ細胞の脱分極を組み合わせ

た刺激�&-6��FRQMXQFWLYH�VWLPXODWLRQ�を用いて、/7'を惹起し

た。白丸で示したコントロールでは&-6後に平行線維からプルキ

ンエ細胞への神経伝達効率の低下、/7'が観察された。一方、黒

丸で示した62'�&DWDODVH投与では、/7'の惹起は観察されなかっ

た。むしろ、62'�&DWDODVH投与は神経伝達効率を増強される方向

に導いた。526は小脳/7'を解除する役割を果たす可能性を示唆し

ている。526が小脳における神経可塑性を制御するという現象を

初めて見出した。�

�

�

 
�

�

�

�

図�� 526スカベンジャー（62'と&DWDODVH）が小脳/7'に与える影

響。�+]、�分間の平行線維への刺激とプルキンエ細胞の脱分極を

組み合わせた刺激�&-6�� FRQMXQFWLYH� VWLPXODWLRQ�を用いて、

/7'を惹起した。�

�

��その他の研究成果�

・1$'3+� R[LGDVHの阻害剤であるDSRF\QLQの投与により小脳/7'

が阻害されることを見出した。神経活動依存的に活性化された

1$'3+�R[LGDVHが526の発生源として小脳/7'に必要であると考え

られる。�

・��ニトロ�F*03投与が小脳/73を惹起することを見出した。��ニ

トロ�F*03は小脳/7'を解除する機構に関与している可能性を示

唆している。�

・��ニトロ�F*03がホスホジエステラーゼ�3'(������を特異的に

阻害する事を見出した。��ニトロ�F*03が細胞内でのF$03��F*03

の制御に関わる可能性を見出した。��ニトロ�F*03による3'(の阻

害により長期にわたりサイクリックヌクレオチド濃度が維持さ

れると、引き続いて惹起される遺伝子発現等にも影響を与える可

能性が考えられる。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

生物の活動に伴い発生する過剰な活性酸素種�526�は、タンパ

ク質や '1$を損傷し、タンパク質の機能異常、遺伝子変異、そし

て、ミトコンドリアなどの細胞内小器官の機能低下を引き起こす。

このような異常は生物に細胞死、ガン化、老化等をもたらすとさ

れている。�

細胞や生物にとって“悪役”である 526の排除はビタミン &や

(等の内在性抗酸化物質、そして、カタラーゼや 62'�スーパーオ

キサイドディスムターゼ�等が担うが、進化の過程で悪役 526 を

完全に排除する機構は生物に備えられなかった。それゆえ、526

は何らかの生理的機能を有する事が考えられてきた。本研究のよ

うに 526を“シグナル分子”と考えた研究は少なく、さらに、526�

12 から産生される ��ニトロ�F*03 に着目した記憶の研究は存在

しない。特に、神経伝達や神経可塑性、記憶に 526の役割に着目

した本研究のような研究は国内外で全く存在しない極めてユ

ニークな研究であり、526について、毒性物質から本来は生理活

性物質であるということへパラダイムシフトを引き起こす。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

��ニトロ�F*03のターゲットとして F*03�GHSHQGHQW� SURWHLQ�

NLQDVH� �3.*�を仮定して、小脳 3.*を単離して、トレーニング

や長期記憶に伴う 3.* の変化を解析することを計画していたが、

解析までたどり着くことができなかった。�

小脳において、3.*はプルキンエ細胞にのみ存在し、また、図

�、�に見られるようにプルキンエ細胞�*�VXEVWUDWH陽性、カル

ビンジン陽性細胞�はごく少ない。解析に用いる 3.*が十分な量

得られず、研究を進展させることができなかった。小脳プルキ

ンエ細胞からの 3.* の単離、濃縮の方法をさらに検討して、��

ニトロ�F*03 の標的分子としての 3.* の生理的役割を明らかに

する必要がある。�

�

＜今後の課題、展望＞�

これまで細胞や生体の機能を良好に保つために526を体内から

排除することが様々な形で試みられてきたが、一方で、図���に

見られるように小脳機能に526は重要な生理機能を有している。

526を排除することが必ずしも生理機能にとって有利ではないこ

とは、今後526の役割について考えるときに重要である。�

12系は運動記憶を基盤とする歩行等の運動機能リハビリテー

ションに重要な役割を果たしている�����。本研究で明らかにさ

れる長期記憶の分子機構は、運動機能リハビリテーションの効率

化やそのための薬物開発のための分子ターゲットを与える。�

高齢化社会において、身体機能の維持・改善は高い42/を維持

するために極めて重要であり、小脳は身体リハビリテーションに

重要な役割を果たしている（���）。本研究の延長上には身体的リ

ハビリの効率化などの臨床応用が考えられる。�

�

�
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公募研究：2016年度-2017年度

脳内エピジェネティクス変化による運動パターン学習と維持メカ

ニズムの解明

研究代表者：和多 和宏� � � �

北海道大学・大学院理学研究院・生物科学部門

＜研究の目的と進め方＞

学習・記憶形成には、受動的に刺激を一方的に受けるのではな

く、自らが「自発的に活動を起こすこと」が重要な要素である。

多くの学習・記憶形成は一回性の経験によって獲得されるもので

はなく、訓練の繰り返しを要し、またその維持にも復習過程を要

する。そのため、個体発達のどの時期に、どれだけの時間を学習

活動に費やしたのか、それをどのような頻度で行ったのか、さら

にどれだけの目標を達成できたのか、これらの「学習活動の質と

量」を脳内に留めておく神経メカニズムが存在すると考えられる。

本研究では、鳴禽類ソングバードの発声学習を学習行動モデルと

して、「自ら声を出す」という自発的行動が、その学習臨界期中

の脳内遺伝子発現動態にどのような影響を与え、発声学習発達を

駆動させるのか、行動依存的エピジェネティクス制御の観点から

研究を行った。

＜研究計画＞

自発的な行動によって制御を受ける脳内エピジェネティクス

動態が、個体発達過程における発声学習とその発声パターン維持

にいかに関わっているのかを検証すべく、以下の２つ研究をおこ

なった。

1) 行動神経学的手法による検証：発声学習臨界期中に自発的に

生成される発声練習を人為的に阻害し、発声パターン発達、発声

学習臨界期における学習可塑性、脳内遺伝子発現動態、神経細胞

形態変化を明らかにする。

2) In vivoウイルス発現実験系による検証：音声発声学習・生成に
関わるソングシステム神経回路内の投射ニューロン限定的なエ

ピジェネティクス改変技術の確立を目指した。これにより、エピ

ジェネティクス動態（特にゲノムDNAメチル化状態）を人為的

に改変し、エピジェネティクス制御を介した感覚運動学習とその

維持機構との関連性を明らかにする。

＜得られた研究成果＞

1) 「自発的発声行動阻害による発声学習臨界期間の延長誘導」

ソングバードの一種zebra finch（キンカチョウ）では、学習臨

界期中に一日に平均約1,000回以上の自発的な発声練習を行い、

自らの発声パターンを学習獲得していく(Ohgushi et al., 2015)。今

回、発声行動時の体勢位置を人為的に操作することで、ソング

バードの発声行動を持続的に阻害する方法を独自開発し、学習臨

界期間中の自発的発声行動をほぼ完全に阻害することに成功し

た。この阻害によって、正常個体における発声行動量の約1%に

相当する発声経験しか得ることができない個体を作出すること

ができた。この発声経験阻害実験によって、正常個体が発声パ

ターンを固定化する孵化後100日前後においても、幼鳥が生成す

るサブソングのような未成熟な非定型的な発声パターンを生成

することが明らかになった[図1]。さらに、この発声経験阻害個

体は、正常発達個体では学習臨界期が終了し、発声学習能がなく

なる成鳥時になっても発声学習能を維持していた[図2]。

これらの結果は、学習臨界期中の発声行動学習の可塑性変化は

age(日齢)に依存するのではなく、自発的な発声行動量に依存す

ることを意味する。

2)「発声練習経験の蓄積によって制御を受ける遺伝子群の同定」

(1)の結果を踏まえ、自発的な発声行動量に相関する遺伝子群の

ゲノムワイドな探索を行った。学習臨界期間中・後、及び発声行

動阻害個体の発声運動回路内に存在する歌神経核 HVC, RA を

レーザーマイクロダイセクション法により選択的にサンプリン

グし、RNA-seq を施行した。このサンプリングをもとに実施し

た RNA-seq データをもとに共発現解析法を行ったところ、歌神

経核 RAにおいて 119個の遺伝子群(RA Cluster I genes)が自発的

な発声行動量に相関し、ageによって制御を受けない遺伝子群と

図 1� 発声学習臨界期中に発声経験阻害を受けた個体 (n =4
個体)の成鳥時での発声パターン.
幼鳥時の学習臨界期初期の歌に酷似しており、定型的な発声パ

ターンが観察されない。

図 2: 発声経験阻害個体の成鳥時からの発声学習能.
正常個体では発声学習臨界期の終了により発声パターンの変化

が起こらない成鳥時[post-hatching day(phd)100]からでも発声学習
が成立する。
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して同定した[図 3]。

3) 「発声練習経験蓄積による神経細胞形態変化」

Song nucleus RA Cluster I genesは、舌下神経核へと投射するグ

ルタミン酸作動性興奮神経細胞に特異的に発現制御を受けてい

た [図 4] 。

この RA投射ニューロンは、ソングシステム回路において、発

声運動経路と大脳-基底核-視床経路の 2 つの神経回路が融合し、

それらの入力情報を統合し、発声運動パターンを出力する。今回

明らかになった Song nucleus RA Cluster I 遺伝子群に多くのシナ

プス可塑性関連分子が多く含まれていたことから、発声練習経験

蓄積による神経細胞形態への影響をみるべくゴルジ染色を施行

した。その結果、歌神経核 RAの投射ニューロン特異的に樹状突

起スパインの刈り込みが、ageではなく、発声経験の蓄積に依存

して起こることが明らかになった。近傍の非歌神経核脳領域内に

存在する神経細胞群(archopallium neurons)では、そのような発声

経験の蓄積に依存した樹状突起パインの刈り込みは観察されな

かった[図 5]。

これらの結果は、発声学習臨界期中の自発的な発声練習量が、脳

内の遺伝子発現動態変化、及び細胞形態変化にまで影響を与え、

発声学習発達を駆動していることを示唆している。

4) 投射ニューロン特異的なエピジェネティクス改変による発声

学習可塑性制御の検証

発声経験の蓄積によって制御を受ける遺伝子群中にエピジェ

ネティクス制御関連遺伝子群(Fam60B, Gadd45b, H3.3b等)が含ま

れていることが分かった。この知見をもとにゲノム DNAの脱メ

チル化を促進する TET 触媒部位の人為的過剰発現を誘導するた

めアデノ随伴ウイルスによる投射ニューロンへの特異的な発現

制御を可能にする実験系の確立を目指した。

アデノ随伴ウイルスAAV serotype9(AAV9)がソングバード脳内

で高効率的にインジェクション部位から軸索逆行性に投射

ニューロンに感染することが明らかにし[図 6]、さらにこの逆行
性 AAVシステムとジフテリア毒素 dtAを Cre-loxPシステムを組

み合わせることで歌神経核 HVC 内に存在する大脳皮質-基底核

投射ニューロンを選択的に genetic ablation することに成功した

[図 7]。

図 4: RA 投射ニューロン特異的な発現誘導制御を受ける
Cluster I gene, Arc.

図 5: 歌神経核 RA 投射ニューロン特異的に誘導さる発声練
習経験蓄積依存性の樹状突起パインの刈り込み.

図 6: 歌神経核内の投射ニューロン特異的な遺伝子発現.
AAV9-Creを大脳基底核の歌神経核 Area Xにインジェクションし、軸索
逆行性に歌神経核 HVC内の投射神経に感染させ、別途 AAV-Flex-mRuby2
を HVC にインジェクションすることで HVC 内大脳皮質-基底核投射
ニューロンに選択的に赤色蛍光タンパク質mRuby2(赤色)を発現誘導させ
た。た。

図 3: 発声練習経験の蓄積によって制御を受ける遺伝子群 .
(上) Song nucleus RA Cluster I genes(119個)は、ageではなく、発声
練習経験の蓄積によって発現変化を示す遺伝子群。これらの遺伝

子群は、日内の発声行動によって神経活動依存的に発現誘導され

る。これに対して、RA Cluster II genesは ageに依存して発現量が
減少する。

(下) RA Cluster I geneのうちの一つ Arc mRNAの発現パターン。
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現在、当初予定の RA投射ニューロン特異的に TET触媒部位の
過剰発現による人為的ゲノムDNA脱メチル化促進を誘導すべく
アデノ随伴ウイルスによる発現実験を開始している。 

以上、本研究では、これら行動依存的エピジェネティクス要因

によって、発声学習臨界期中の遺伝子発現や神経細胞形態変化が

起こることを明らかにした。これらの結果は、遺伝要因と環境要

因のみならず、行動要因の視点から、自発的な学習活動そのもの

が、個体行動の学習発達に与えること示唆する。 

 

＜国内外での成果の位置づけ＞ 

行動神経学的手法による検証実験によって、得られた成果 (i)
自発的発声行動阻害による発声学習臨界期間の延長誘導、(ii)発
声練習経験の蓄積によって制御を受ける遺伝子群の同定、及び

(iii)神経細胞形態変化の発見に関しては、2018 年 9 月に PLoS 
Biology 誌に報告した。この際、reviewer からは、本研究で実施
した発声練習阻害実験によって、発声学習のみならず感覚運動学

習一般において、学習臨界期間の学習可塑性を自発的な行動制御

によってコントロールできることを示した初めての知見として、

高く評価できるとのコメントを受けた。事実、論文発表後には、

多数の海外研究者から発声阻害実験の実施方法の詳細を問う連

絡を受けている。感覚運動学習の神経メカニズムを問う新しい行

動実験系としても関心を寄せられている。 

逆行性 AAVシステムとジフテリア毒素 dtAを Cre-loxPシステ
ムを組み合わせた投射ニューロン選択的な遺伝子操作実験に関

しては、2018年 11月の北米神経科学会年会で発表し、その発現
効率の高さに従来の研究報告よりも高く、今後の発声行動表現型

に着目した行動解析を含めた研究の進展が期待されている。 

 

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞ 

AAV ウイルス系を用いた投射ニューロン特異的な改変実験
の実施を、当初予定では実際よりも早い時期に開始できると考

えていた。しかし、脳内 in vivo神経細胞に十分な感染誘導がで
きる高タイターAAVの作製、また多点かつ微小脳部位へのウイ
ルス液の正確なインジェクション技術の実験者の習得経験の蓄

積が現実として、研究推進において大きなボトルネックとなっ

た。ポスドク・技術補佐員不在で、学生主体の研究室にあって、

学生の卒業に伴う実験技術・経験の蓄積の断絶は研究実施上、

大きなストレスになっている。 

 

＜今後の課題、展望＞ 

投射ニューロンを含めた、細胞タイプ特異的な内在性遺伝子の

発現改変実験はソングバードを用いた研究では世界的にまだ十

分に進んでいない。本研究で実施してきた AAVウイルス系を用
いた投射ニューロン特異的な遺伝子改変法は、感覚運動学習の神

経行動学的研究をさらに強力に推進する力となる。 

発声行動阻害実験により明らかになった RA cluster I遺伝子群
をはじめとする発声学習臨界期中にダイナミックな遺伝子発現

変動を確認した遺伝子群のプロモーター、エンハンサー領域のエ

ピジェネティクス変化を直接的かつ、ゲノムワイドに明らかにす

ることが今後の研究を進めるうえで重要になる。歌神経核は

5,000~20,000個の細胞集団で構成されており、その試料規模では、
従来法のバイサルファイトシークエンス、ChIP-seq法の適応外と
なってしまう。そのため、現在、オープンクロマチン領域を微量

細胞サイズでも検出可能な ATAC-seqや single-cell RNA-seqによ
る細胞タイプ別の発現情報を基に、どのようなエピジェネティク

ス変化がいつ、どの細胞、どのような学習行動と相関して制御を

受けるのかを明らかにすべく実験を進めている。 

図 7: 歌神経核 HVC 内の大脳皮質-基底核投射ニューロン選択的
な細胞除去. 
投射神経特異的エピジェネティクス操作の前段階実験として、発声学

習臨界期開始前に大脳皮質-基底核投射ニューロン選択的な神経細胞
除去を施行し、その後の発声学習発達をみた。その結果、70%以上の
投射ニューロンが除去された個体を作出することができた。これらの

個体は、顕著な発声学習異常、及び非定型的な時系列配列構造をもつ

歌パターンを発達させた。 
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公募研究：2016年度-2017年度��

多重解像度カルシウムイメージングデータの解析手法の確立とそ

の応用�
研究代表者�青西� 亨� � � � � �

東京工業大学・情報理工学院�

＜研究の目的と進め方＞�

神経科学の分野において、カルシウムイメージングは、神経活

動を計測する重要な手法の一つである。カルシウムインジケー

ターや計測装置の急激な進歩により、広視野から多細胞活動を計

測することが可能となった。6WLUPDQらは、広視野�二領域二光子

システムを開発し、広視野の一領域や離れた二領域から同時に

����個の細胞を計測することに成功した。6RIURQLHZらは、ラン

ダムアクセスの手法により、直径�PP深さ�PPの円筒状の３次元領

域から数十万個の細胞を計測できるシステムを開発した。理化学

研究所脳科学総合研究センターの村山正宜チームリーダーらは、

6RIURQLHZらに比べて高い時間分解能で、同程度の広さの領域か

ら数万個の細胞を計測できる超広視野二光子顕微鏡を開発して

いる。このような超広視野多光子励起顕微鏡の出現により、脳皮

質の広領域から数万細胞の活動が同時計測可能となった。�

このように測定装置の進歩に伴い、取得できるデータ量が飛躍

的に増大している。近年、巨大になるイメージングデータを如何

に解析するかが問題になっており、機械学習によるデータ解析手

法の必要性が認識されつつある�&KHQRXDUG�HW�DO��������。複数

の研究グループにおいて、巨大なイメージングデータから細胞を

自動検出するための機械学習アルゴリズムが開発されている。近

年発表された、静的な形態情報でなく、動的な情報から細胞検出

を行う手法は、その多くが非負値行列因子分解�1RQ�QHJDWLYH�

PDWUL[�IDFWRUL]DWLRQ��10)�に基づいている。0XNDPHOらは独立

成分分析�,QGHSHQGHQW�FRPSRQHQW�DQDO\VLV��,&$�、我々はバッ

クグラウンド拘束付き10)��%DFNJURXQG�FRQVWUDLQHG�10)��%&10)�、

3QHYPDWLNDNLVらはカルシウム動態を反映した構㐀を因子行列に

導入した拘束付き10)��&RQVWUDLQHG�10)��&10)�を提案している。

また、3DFKLWDULXらは10)に神経線維網に関するモデルを組み入

れた6XLWH�3と呼ばれる手法を提案している。,&$を除き、多くが

10)による細胞検出である。�

本研究課題では、理化学研究所脳科学総合研究センターの村山

正宜チームリーダーらと共同で、同チームで開発中の超広視野二

光子顕微鏡から取得される巨大データより、細胞を自動検出する

手法を開発することを目標とする。深層学習などで近年注目を集

めている多重解像度技術を用いた新型の細胞検出方法や、巨大

データから実用的な時間で細胞検出ができる手法を開発する。�

�

＜研究計画＞�

�� アルゴリズム１：非負値行列因子分解�10)�を多重解像度に

拡張することにより、従来手法より細胞検出能力が高いア

ルゴリズムを開発する。具体的には、高空間解像度のカル

シウムイメージングと、この高解像度データをビニングよ

りダウンコンバートして生成される低空間解像度データを

処理対象とする。この測定が同じだが解像度が異なる多重

解像度データから、細胞検出を実現する多重解像度10)を開

発する。低空間解像度データより大域的情報、高空間解像

度データから局所詳細情報が得られるので、これらを統合

することにより、ローカルミニマム問題が低減され、細胞

検出能力の向上が期待される。�

�� アルゴリズム２：村山チームが開発している新型顕微鏡で
は、同一箇所から２試行の測定により同一箇所から「高フ

レームレート低空間解像度データ」と「低フレームレート

高空間解像度データ」を取得することができる。このよう

な試行が異なる同一箇所の多重解像度データから、高解像

度の空間情報（形態）と高解像度の時間情報（活動）を抽

出することができる超解像アルゴリズムを開発する。これ

により、走査㏿度の制約により、空間と時間の解像度を同

時に上げることができない顕微鏡の「ジレンマ」の解消を

目指す。�

図 1：多重解像度 NMFの模式図�
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�� アルゴリズム３：上記の緻密な機械学習アルゴリズムと異
なる、巨大データから実用的な時間で細胞検出ができる実

用的な手法である低計算コスト細胞検出（/&&'）法を開発

する。/&&'は、主にフィルタ処理と閾値処理からなる単純

な手法により細胞検出を実現する。この手法では、先行手

法のような大規模な最適化問題を解く必要がないので、計

算コストが低く、巨大イメージングデータの解析に適して

いる。村山チームとの共同研究を通して、/&&'の開発が必

要となり、当初計画を変更してこの課題を追加した。�

�

＜得られた研究成果＞�

�� アルゴリズム１：非負値行列因子分解�10)�を多重解像度に

拡張することにより、従来手法より細胞検出能力が高いア

ルゴリズムを実現することに成功した。前述のように、高

空間解像度のカルシウムイメージングと、この高解像度

データをビニングよりダウンコンバートして生成される低

空間解像度データを処理対象とした。同時最適化の技法を

駆使して、多重解像度データを共通の空間行列:と時間行列

+に分解するアルゴリズムを構築した�図１�。測定は同じだ

が解像度が異なる多重解像度データを用いることにより、

低解像度データから大域的情報、高解像度データから局所

詳細情報を得ることができ、これらを結合することにより

ローカルミニマム問題が低減され、細胞検出能力の向上を

実現することができた。&10)と6XLWH�3と比べて、010)は高

い細胞検出性能を有することが確認できた。現在英文論文

の執筆をしている。�

�� アルゴリズム２：同一箇所からの２試行の測定により取得
される「高フレームレート低空間解像度データ」と「低フ

レームレート高空間解像度データ」を解析対象とする、ア

ルゴリズム１と異なる多重解像度10)のアルゴリズムの構

築に成功した。図１に示す生成モデルに対して同時最適化

の技法を駆使し、試行が異なる同一箇所の多重解像度デー

タを用いることにより、「高フレームレート低空間解像度

データ」の空間解像度を復元することができて、高解像度

の空間情報（形態）と時間情報（活動）を同時に得ること

が原理的に可能になった。人工合成データを用いて、アル

ゴリズム２の性能評価を行い、上記の解像度復元が実現で

きることを確認した。また、人工データを用いて、先行研

究の手法の&10)と,&$と比較して、アルゴリズム２の細胞検

出性能が上回ることを確認した。�

�� アルゴリズム３：理化学研究所脳科学総合研究センター村
山チームで開発されている超広視野二光子顕微鏡で取得さ

れる���*%のビッグデータから、実用的な時間で細胞検出が

行 え る 低 計 算 コ ス ト 細 胞 検 出 ア ル ゴ リ ズ ム

�/RZ�FRPSXWDWLRQDO� FRVW� FHOO� GHWHFWLRQ� �/&&'��

DOJRULWKP�の開発に成功した。図２に/&&'の処理過程の概

要を示す。主にフィルタ処理と閾値処理からなる単純な処

理で構成されている。この手法では、先行手法のような大

規模な最適化問題を解く必要がない。���*%のビッグデータ

から、計算時間約１０分で������個以上の細胞の自動検出

を実現した。このような大規模データに対して、&10)と

6XLWH�3は動作しなかった。また、���[���ピクセル����フ

レームのLQ�YLYRイメージングデータにおいて、&10)と

6XLWH�3と細胞検出性能を比較すると、/&&'はこれら手法と

ほぼ同等の性能を有することが確認できた。この研究成果

は、査読付き英文論文誌1HXUDO�1HWZRUNVに投稿中である。�

/&&'の問題点は、高速化を実現するため各ピクセルの最大

蛍光時間変化の空間マップから細胞検出を行なっているた

め、時間情報を犠牲にしていることにある。これにより、

/&&'は空間的近接して部分的に重なった細胞どうしを、分

離することは困難である。この問題を解決するため、我々

はH[�/&&'を開発した。データを数百フレーム毎に分けて、

分割したフレーム毎に/&&'の処理で52,を求め、時間的に異

なるフレーム毎に求めた52,を空間相関に基づき統合した。

/&&'よりH[�/&&'は検出細胞数が大幅に増加した。また、

H[�/&&'�の細胞検出性能も大幅に上昇し、)値６３％で&10)

と同じ要素の検出に成功した（&10)が動作する���[���ピク

セル����フレームのデータによる評価）。したがって、/&&'

とH[�/&&'の知見により、超広視野二光子顕微鏡で取得され

る巨大データから、H[�/&&'は他の6WDWH�RI�$UWの手法と同

精度で細胞検出できていることが期待できる。また、前述

の&10)と6XLWH�3が動作しなかった大規模イメージング

図 2: LCCDの概要�
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データから、計算時間約５時間で������個以上の細胞の自

動検出を可能にした。この研究成果と村山チームの新型顕

微鏡の成果を盛り込んだ論文を執筆中であり、査読付き英

文論文誌FHOOに投稿する予定である。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

研究の目的と進め方で述べたように、複数の研究グループより

続々と超広視野二光子励起顕微鏡が発表されており、脳皮質の数

ミリ角の広視野から数万細胞の活動が同時計測可能となりつつ

ある。このような測定装置の進歩に伴い、取得できるデータ量が

飛躍的に増大し、機械学習によるデータ解析手法の必要性が認識

されつつある。したがって、このような研究動向を鑑みると、本

成果の重要性が日々増しつつあると、我々は考える。特に、最新

の超広視野二光子励起顕微鏡で取得される巨大データに対して

動作するアルゴリズムは、現時点ではアルゴリズム３の /&&'だ

けであり、当該研究分野において大きな反響があることが期待さ

れる。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

アルゴリズム２において、実データでの評価ができなかった。

村山チームが開発している新型顕微鏡は、２つの測定モード：

「高フレームレート低空間解像度」と「低フレームレート高空

間解像度」を有しており、アルゴリズム２が前提としているデー

タの取得が可能である。当初の研究計画では、この２つの測定

モードを有する優位性を示すことに注力する予定であった。し

かし、この顕微鏡の最大の魅力である広視野高解像度を最優先

に評価する必要性があり、我々の研究資源をこちらに集中させ

たため、アルゴリズム２の実データでの評価に至らなかった。

アルゴリズム３の /&&'の開発も、この目的を達成するために研

究課題に追加した。�

�

＜今後の課題、展望＞�

広領域皮質イメージングでは、ニューロピルの大域的時空間動

態も同時に観測される。このニューロピル活動に近年注目が集ま

りつつある。機械学習によって広領域イメージングデータから細

胞を自動検出する場合、ニューロピル活動はバックグラウンドの

大域的蛍光変化をもたらし、細胞検出を妨げる主要因となる。今

後の課題としては、ニューロピルの大域的時空間動態をモデリン

グし、非負値行列因子分解などの自動細胞検出器に組み込む必要

性がある。これにより、従来法と比べて高い精度での自動細胞検

出の実現が見込まれる。�
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公募研究：2016年度-2017年度��

視床下部神経による積極的記憶消去のメカニズム解明�
研究代表者：山中� 章弘� � � � �

名古屋大学・環境医学研究所�

＜研究の目的と進め方＞�

一生消えない記憶もあれば、何時しか失われていく記憶もある。

しかし、この違いがどのようにして生じているのかよく分かっ

ていない。今回我々は、脳が積極的に記憶を消去している証拠

を初めて見いだした。視床下部のメラニン凝集ホルモン（0&+）

産生神経は、レム睡眠中に活性化される神経であり、この神経

を特異的に脱落させたマウスは記憶が良くなることを見いだし

た。本研究では、この積極的記憶消去の脳内メカニズムに迫る

ことを目的としている。メラニン凝集ホルモン�0&+�は、元々魚

類において同定された神経ペプチドであり、皮膚にあるメラニ

ン産生細胞を凝集させることによって体色を白色に変化させる

作用をもつことから命名された。ほ乳類では体色変化には関与

していないが、0&+遺伝子は種を超えて大変良く保存されている。

このことは 0&+ が重要な生理機能に関与していることを示唆し

ているものの、未だに生理的役割が解明されていない。0&+受容

体は * タンパク質共役型の 0&+�5 と 0&+�5 が知られており、マ

ウスには 0&+�5のみが存在する。0&+神経は、視床下部外側野だ

けに少数が存在し、マウスでは約 ����� 個の細胞体が疎らに分

布する。しかし、そこから脳内のほとんどの領域に幅広く軸索

を投射している。これまでに合成した 0&+ ペプチドを脳室内に

投与すると摂食行動を強力に惹起すること�4X�HW�DO���1DWXUH�

�����、0&+ 遺伝子の欠損マウスでは摂食量の減少と体重減少が

認められることなどから�6KLPDGD�HW�DO���1DWXUH������、長ら

く 0&+ は摂食行動を調節する因子と考えられてきた。しかしな

がら、近年の研究から睡眠覚醒調節における作用に注目が集

まってきている。0&+欠損マウスのノンレム睡眠が減少している

こと�:LOOLH�HW�DO���1HXURVFLHQFH������、また、0&+神経細胞

がレム睡眠時に活動が上昇することが相次いで報告された

�+DVVDQL�HW�DO���31$6������。光遺伝学を用いた ���� 年の研

究から、0&+神経を活性化させると、ノンレム睡眠からレム睡眠

に移行することが明らかになった。しかし、光遺伝学を用いた

0&+神経活動の抑制や、0&+神経だけを時期特異的に脱落させた

マウスではレム睡眠時間は全く変化しなかったことから、0&+神

経はレム睡眠調節自体ではなく、レム睡眠に関連した機能に関

わっている可能性が示唆された�7VXQHPDWVX�HW�DO���-�1HXURVFL�

�����。そこで、改めて 0&+ 神経の投射パターンと、0&+ 受容体

の発現を組織化学的に解析したところ、海馬において 0&+ 神経

軸索終末が密に観察されること、0&+受容体 0&+5�が海馬におい

て強い発現が認められることから、海馬における作用について

解析を行った。0&+神経特異的脱落マウスを用いて記憶を評価す

る新奇物体認識試験を行ったところ、0&+神経脱落マウスの記憶

が非脱落マウスと比較して有意に向上しているという大変興味

深い結果を見いだした。これらの結果から、0&+神経が脳に存在

し、レム睡眠中に 0&+ 神経が活動すると、記憶の形成を阻害し

ていることを示しており、脳には積極的な記憶の消去メカニズ

ムが存在する可能性を強く示唆している。�

�

＜研究計画＞�

＜１＞0&+神経特異的脱落マウスを用いた記憶形成における

0&+神経の役割について�

� 7HW�2IIシステムを用いて0&+神経の時期特異的運命制御に

よって0&+神経特異的脱落マウスを作成する。0&+神経特異的にテ

トラサイクリントランスアクティベーター�W7$�を発現する遺伝

子改変マウス�0&+�W7$マウス�と、W7$依存的にジフテリア毒素$

断片�'7$�を発現する遺伝子改変マウス�7HW2�'7$マウス�を交配

させてバイジェニックマウス�0&+�W7$�7HW2�'7$マウス�を作成

すると、ドキシサイクリン�'2;�の有無において0&+神経の運命を

制御することが可能になる。'2;は餌に含有させており、'2;含有

餌�����PJ�NJ�を食べている間は、'7$が発現しないため0&+神経

が正常であるが、'2;不含餌�'2;����に代えると0&+神経において

'7$が発現して細胞死を引き起こすために、0&+神経特異的かつ時

期特異的脱落を引き起こすことができる。これまでの検討で

'2;���後約�週間で��％の0&+神経を脱落させることができるこ

とを確認している�7VXQHPDWVX�HW�DO���-�1HXURVFL������。この

0&+神経特異的脱落マウスでは、新奇物体認識試験において、0&+

神経非脱落マウスと比較して有意に記憶力が上昇していること

を見いだしている。そこで、他の記憶を評価するテストにおいて

も同様に記憶が良くなっているのかについて検討する。恐怖条件

付け�フリーズテストによって恐怖記憶への影響、モリス水迷路

において空間学習記憶など様々な記憶への影響について詳細に

検討する。�

�

＜２＞光遺伝学、薬理遺伝学を用いた0&+神経の特異的活性化�

� 0&+神経特異的に&UHリコンビナーゼを発現する0&+�&UHマウ

スを既に導入している。&UH依存的にチャネルロドプシン��&K5��

や改変型*タンパク質共役型受容体�K0�'T�を発現するアデノ随

伴ウイルス�$$9�&09�)/(;�&K5�もしくは$$9�&09�)/(;�K0�'T�を

0&+�&UHマウスの視床下部外側野に局所感染させると、&UH依存的

に外来遺伝子を発現させることができる。つまり、&UHを発現す

る0&+神経だけで遺伝子を発現させることが可能である。0&+神経

特異的に&K5�を発現させたマウスの視床下部両側に光ファイ

バーを留置し、青色光�����QP����P:�を照射することで0&+神経

の活性化を行う。新奇物体認識試験において、0&+神経を活性化

させると記憶がどのように変化するのかについて明らかにする。

記憶に変化が見られた場合には、＜１＞にて用いた、恐怖記憶、

空間学習記憶などを評価するテストを行う。また、薬理遺伝学を

用いた0&+神経活動操作が記憶に与える影響の評価も同時に行う。

この実験では、0&+神経特異的にK0�'Tを発現させ、K0�'Tの特異

的リガンドであるクロザピン1オキサイド�&12�を腹腔内投与

��PJ�NJ�して、0&+神経を薬理遺伝学を用いて持続的に活性化さ
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せ、記憶の評価を行う。�

�

＜３＞ファイバーフォトメトリーを用いた意識下自由行動中マ

ウスの 0&+神経活動記録�

� 意識下において自由行動するマウスにおいて、独自に開発した

ファイバーフォトメトリ�を用いることで 0&+神経活動を記録す

る。活動記録にはカルシウムインジケータータンパク質�*&D03��

を用いる。0&+�&UHマウスを用いて、&UH依存的に *&D03�を発現

する $$9�$$9�&09�)/(;�*&D03���ｘ�����SDUWLFOH�PO、$$9 は既

に作製済�を視床下部領域に感染させて、0&+ 神経特異的に

*&D03� を発現させる。光ファイバーを視床下部領域に刺入し、

青色の励起光�����QP������P:�を照射すると共に、*&D03� から

の緑色蛍光�����QP�を導出する。*&D03�の蛍光は &D��存在下に

おいて増加することから、0&+神経活動の上昇を蛍光強度の増加

として記録することができる。既に視床下部のオレキシン神経細

胞を対象にファイバーフォトメトリー記録を行い、熱や機械的な

痛み刺激によってオレキシン神経の活動が上昇することを確認

し、同システムが正しく神経活動を記録できることを確認してい

る。この時、睡眠覚醒状態を記録するために、脳波筋電図記録を

同時に行う。0&+神経活動が睡眠覚醒状態変化に応じてどのよう

に変化するのか、また、覚醒時にどのタイミングにおいて活動を

するのかを明らかにする。�

�

＜得られた研究成果＞�

���0&+神経特異的脱落マウスでは、新奇物体認識試験において、

0&+神経非脱落マウスと比較して有意に記憶力が上昇しているこ

とを見いだしている。そこで、他の記憶を評価するテストにおい

ても同様に記憶が良くなっているのかについて検討した。記憶テ

ストとして、恐怖条件付け�フリーズテストによって恐怖記憶へ

の影響、モリス水迷路において空間学習記憶など様々な記憶への

影響について詳細に検討した。その結果、0&+神経脱落マウスは、

いずれの記憶テストにおいても記憶が向上していることが明ら

かになった。そこで、次に薬理遺伝学や光遺伝学を用いて0&+神

経特異的な活性化を行い、記憶への影響を検討した。0&+神経特

異的に&UHリコンビナーゼを発現する0&+�&UHマウスを用いて、

&UH依存的にチャネルロドプシン��&K5��や改変型*タンパク質共

役 型 受 容 体 �K0�'T� を 発 現 す る ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス

�$$9�&09�)/(;�&K5�もしくは$$9�&09�)/(;�K0�'T�を0&+�&UHマ

ウスの視床下部外側野に局所感染させると、&UH依存的に外来遺

伝子を発現させることができる。0&+神経特異的に&K5�を発現さ

せたマウスの視床下部両側に光ファイバーを留置し、青色光�����

QP����P:�を照射することで0&+神経の活性化を行った。新奇物体

認識試験において、0&+神経を活性化させると記憶が抑制される

ことを見いだした。また、海馬上方まで光ファイバーを刺入して

0&+神経軸索末端だけに光を照射して、海馬に投射する0&+神経軸

索末端を活性化させても記憶が抑制されることを確認した。さら

に、薬理遺伝学を用いた0&+神経活動操作が記憶に与える影響の

評価も同時に行った。0&+神経特異的にK0�'Tを発現させ、K0�'T

の特異的リガンドであるクロザピン1オキサイド�&12�を腹腔内

投与��PJ�NJ�して、0&+神経を薬理遺伝学を用いて持続的に活性

化させ、記憶の評価を行ったところ、光遺伝学と同様に記憶が抑

制されることを確認した。�

�

���自由行動するマウスにおいて、0&+ 神経活動がどのように変

化するのかについて明らかにするために、ファイバーフォトメト

リーを用いた記録と脳波筋電図記録による睡眠覚醒状態解析を

同時に行った。0&+神経特異的にカルシウムインジケータである

*&D03� を発現させ、光ファイバーを視床下部に刺入し、励起光

を照射し、蛍光強度を計測した。その結果、0&+ 神経の活動が、

レム睡眠時に高くなることを見いだした。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

0&+神経は、古くから摂食中枢として知られる視床下部外側野

に細胞体が局在していることから、摂食行動との関係が主に研究

されてきた。合成した 0&+ペプチドを脳室内に投与すると強力に

摂食行動を惹起すること�4X�HW�DO���1DWXUH������、プレプロ

0&+ 遺伝子の欠損では摂食量の減少と体重減少が認められてい

る�6KLPDGD�HW�DO���1DWXUH������。しかし、近年になって睡眠

覚醒調節との関係が指摘されている。���� 年に 0&+ 欠損マウス

のノンレム睡眠が減少していること�:LOOLH�HW�DO���1HXURVFL�

�����、また ����年に 0&+神経細胞がレム睡眠時に活動が上昇す

ることが相次いで報告された�+DVVDQL�HW�DO���31$6������。ま

た、����年、����年に申請者らと他のグループが光遺伝学によっ

て 0&+神経を活性化し、レム睡眠との関連について報告している

�-�1HXURVFL������。しかし、未だに 0&+神経がレム睡眠中の記

憶消去について関わっているという報告はなく、我々が数年に

渡って独自に研究成果を積み上げてきている。記憶の形成過程に

は、消去と固定化の二つの側面がある。現在多くの研究が固定化

に焦点を当てて研究が進んでいるが、これだけでは、記憶の形成

過程の全てを理解することは難しい。本研究提案では、記憶の消

去という全く異なる方向からアプローチすることによって、記憶

形成過程の理解を促すだけで無く、積極的に記憶を消去する手法

を確立することによって、心的外傷後ストレス障害�376'�など、

現在ほとんど有効な治療法がない症状を改善する新たな治療法

開発に道を開く可能性がある。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

研究計画は、ほぼ達成できた。0&+ 神経を活性化させるとノ

ンレム睡眠がレム睡眠に移行することが知られている。0&+ 神

経の脱落によって、睡眠覚醒パターンが変化してしまうため、

0&+ 神経細胞の脱落と記憶の制御が、睡眠パターンの変化によ

るものか、0&+ 神経脱落によるものかを分けることが難しかっ

た。�

 
図１� 新奇物体認識試験において 
MCH神経脱落マウスは記憶が良く（青）、 
MCH神経活性化マウスは記憶が悪い（赤） 
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�

＜今後の課題、展望＞�

0&+神経の活動記録からがレム睡眠中に活動していることが明

らかになった。0&+神経活動を活性化すると、記憶が消去される

ことから、レム睡眠中の0&+神経活動は、記憶を抑制しているこ

とが明らかになった。このことは、睡眠中の記憶の制御における

レム睡眠の役割について重要な示唆を与えている。今後は、これ

がどのような生理的な意義をもっているのかについて明らかに

すると共に、細胞レベル、分子レベルにおけるメカニズムについ

ても明らかにする。0&+神経から遊離されて記憶を抑制する分子

が明らかになれば、それを標的とした創薬が可能となる。記憶を

消去する手法が確立されれば、心的外傷後ストレス障害�376'�

など、現在ほとんど有効な治療法がない症状を改善する新たな治

療法開発に道を開く可能性がある。�
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公募研究：2016年度-2017年度

線虫の温度走性を行動モデルとする記憶・学習の制御機構
研究代表者：森 郁恵 � � � �

名古屋大学・理学研究科

＜研究の目的と進め方＞

本研究は記憶に基づいた過去の情報と現在の環境情報を比較・

照合し、意思決定を行うメカニズムの解明を目的とした。このた

めに、線虫&� HOHJDQV が過去に餌の報酬があった飼育温度に滞

在し続けるか、過去の温度記憶をリセットして新たな探索行動を

開始するかという行動を、意思決定のモデル系として、分子行動

遺伝学的解析を行った。

記憶は、動物の生存戦略にとって極めて重要な神経機能である。

過去に経験した環境情報の記憶を頼りに行動選択を行うことは、

動物の生存・繁殖にしばしば有利に働く。しかしながら、過去に

経験した記憶に過度に依存すれば、刻々と変化する環境下におい

ては、逆に不利となる状況が生じる。このような場合、環境から

の新たな情報と過去に記憶した情報を天秤にかけ、いずれの情報

にもとづいて行動を選択するかという意思決定が行われる。線虫

を用いた意思決定の分子行動遺伝学的研究が国内外で行われて

いる�GH %RQR DQG 0DULFT� $QQX� 5HY�� 1HXURVFL�� �����

6DVDNXUD DQG 0RUL� &XUU� 2SLQ��1HXURELRO��������。例えば、

大腸菌の餌場に滞在し続けるか離れるかの意思決定にチラミン

レセプターが関与すること（%HQGHVN\ HW DO�� 1DWXUH������）、

通常の餌である大腸菌23����株で飼育後に病原性3$���株が提示

された場合、3$���株から逃げるか留まるかの意思決定に、ニュー

ロペプチド<�とユビキチンリガーゼが関与すること（5HGG\ HW

DO�� 6FLHQFH ����� &KDQJ HW DO�� 1DWXUH������）、忌避物質で

ある銅イオンのバリアーの向こう側に誘引性匂い物質を提示さ

れた場合、バリアーを超えて匂い源に向かうか撤退するかの行動

選択に、/'/�様分泌タンパク質が必須であることが示されている

（,VKLKDUD HW DO�� &HOO������）。

我々は、線虫が飼育温度を記憶し、温度勾配上で、その温度を

探索する行動�温度走性行動、図��の分子・細胞・回路基盤の研

究を 行ってきた�0RUL� DQG� 2KVKLPD�� 1DWXUH� ������ .XKDUD��

Mori et al.,  Science 2008)。これまでに温度を感知する感覚

神経細胞 $)'�が温度情報の記憶素子としても機能していること

(Kimura, Mori et al.,  Curr. Biol. 2004;Nishida, Mori et 

al., EMBO reports 2011; Kobayashi, Mori et al., Cell 

5HSRUWV������、$)'で記憶された温度と餌との連合学習が下流の

介在神経細胞 $,<、AIZ および 5,$�で行われていることを示し

てきた�図�、Kodama, Mori  et al., Gene Dev. 2006)。最近に

なり、意思決定のメカニズムの解明にとって、環境入力から行動

までをシンプルな神経回路によって説明可能な温度走性の経過

を解析することが、極め

て有用であると着想し

た。特に、野生型線虫を、

餌である大腸菌ととも

に17°Cまたは 23°Cで

飼育した後、餌のない温

度勾配上に置いて、�時

間経過すると、 過去の

飼育温度付近に移動す

るが、�時間経過すると、

餌とともに飼育されて

いた過去の温度域から

離れ、勾配上を分散する

ことを見出した。そこ

で、本研究課題では、この現象を行動実験系に用いることで、�

時間から�時間へと時間が経過する中で、過去に餌の報酬があっ

た飼育温度に滞在し続けるか、記憶している温度を頼らずに新た

な温度を探す探索行動を開始するか、という選択肢のどちらかを

選ぶ「意思決定過程」を顕在化できると考えた。

＜研究計画＞

�� 温度勾配上で�時間自由行動させた際に、勾配上を分散せずに

飼育温度域に留まるような変異株を単離する。&��HOHJDQVを用い

ると、ハイスループットな順遺伝学的スクリーニングを、比較的

少ない労力的・空間的コストで実現可能である。

�� 変異株の異常な表現型の原因となる遺伝子変異をポジショナ

ルクローニングと全ゲノム配列解析によって同定する。&��

HOHJDQVのゲノムは�億塩基対ほどなので、比較的容易に全ゲノム

解析が行える。

�� 同定された遺伝子がどのような細胞で機能するかを調べるた

めに、変異株に対して細胞種特異的に遺伝子を発現し、変異株の

異常な表現型が回復するか調べる。&��HOHJDQVでは細胞種特異的

に遺伝子発現を誘導できるプロモーターが多数同定されている。

�� 野生株と変異株で神経活動を比較し、行動の異常に関連する

神経活動の異常を抽出する。&��HOHJDQVは透明なので、カルシウ

ムインディケーターを細胞種特異的に発現してイメージングす

ることで、非侵襲的に神経活動を計測できる。

＜得られた研究成果＞

変異導入した線虫を温度勾配上で �時間自由行動させ、飼育温

度に留まった変異株を単離した。この順遺伝学的スクリーニング

の結果、17°C、23°C いずれの温度で飼育した場合でも、餌のな

図 � 線虫の温度走性行動を制御する

神経回路

17℃飼育 20℃飼育 23℃飼育

23℃ 23℃ 23℃17℃ 17℃ 17℃

図 � 線虫 &�HOHJDQVの温度走性行動
��℃、��℃あるいは ��℃で飼育した線虫を、餌のない温度

勾配上に置き、�時間自由に行動させた。
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い温度勾配上で、� 時間経過しても過去の飼育温度域に留まる

QM�� 変異体が単離された�図 ��。QM�� 変異株を温度勾配上で �

時間行動させた際の温度走性は正常であったことから、QM�� 変

異株には温度受容などの機能には異常がなく、意思決定の過程の

みに異常があると示唆された。QM�� 変異の原因遺伝子を同定し

たところ、75$)$&�FODVV�に属する 3�ORRS�*73DVH�をコードす

る ROD�� 遺伝子と判明した。

ROD��遺伝子は、全身で発現が認められた。そこで、ROD��が意

思決定の過程で機能する細胞を同定するために、細胞特異的なレ

スキュー実験を試みたところ、ROD��遺伝子の機能細胞は複数存

在することが明らかとなり、またROD��遺伝子は飼育温度の違い

によって異なる神経細胞で機能することが明らかとなった。��°

&で飼育された個体の意思決定の際には、ROD��は$)'温度受容

ニューロンで機能するのに対し�図��、低温飼育後の意思決定の

際には、$9.、50*、%$*などのこれまでに温度走性行動に関与す

ることが知られていなかった神経細胞で機能することが明らか

となった�図��。以上の結果から、本研究によって意思決定を制

御する進化的に高度に保存された因子2/$��が同定され、また、

2/$��は、過去の経験に応じて、異なる神経細胞で機能すること

により意思決定を司ることが明らかとなった。

��°&で飼育された個体が温度勾配上で飼育温度から離れる際

には、ROD��は$)'温度受容ニューロンで機能していたことから、

ROD��が意思決定の際に制御する細胞内プロセスを明らかにする

ために、$)'の神経活動を野生型とROD��変異株で比較した。$)'

では飼育温度付近からの温度上昇に応じてカルシウム濃度が増

図 � ROD���QM���変異株は温度勾配上で長時間飼育温度に留まる
野生株および ROD���QM���変異株を ��℃で �日間�$�あるいは ��℃で �日間�%�飼育した後に温度勾配上を �

～�時間自由に行動させた。温度勾配の各画分にいる個体の割合をヒストグラムで示した�上�。また、各個体

の画分番号の平均値を 7KHUPRWD[LV�LQGH[として算出した�下�。

図 � ��℃で飼育した

線虫が飼育温度から離

れる際には、2/$�� は

$)'で機能する

野生株、 ROD���QM���
株、および ROD���QM���

株の表示された細胞で

2/$�� を発現した株を

��℃で飼育し、温度勾

配上を � 時間自由に行

動させた。
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加する�.LPXUD�HW�DO���������.RED\DVKL�HW�DO������� 図��。

カルシウムインディケーターである*&D03�を$)'特異的に発現し

た線虫株を��℃で飼育し、温度勾配上で�時間行動させた後に、

��℃付近にいた個体を回収し、イメージングを行った。温度刺激

に対する$)'のカルシウム応答には野生株とROD��変異株で差が

見られなかった�図��。この結果は、2/$��が$)'へのカルシウム

流入の下流で機能することで、飼育温度からの離散を促進する可

能性を示唆する。

＜国内外での成果の位置づけ＞

本研究では、意思決定による行動選択のメカニズムを解明する

ために順遺伝学を用いたので、既存の知見からは予想できない分

子メカニズムを明らかにすることができた。

行動選択に伴う意思決定のメカニズムの解明は、脳科学の問題

に解答を与えるだけでなく、これらの破綻が原因となる精神疾患

の発症機構を理解する上でも有用となる可能性がある。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

本研究の期間内には意思決定と相関する神経活動の違いを見

出せなかった。野生株と ROD���QM���株の神経活動の違いは、

$)'よりも下流の神経回路で見られる可能性がある。

＜今後の課題、展望＞

$)'下流のインターニューロンの活動や、$)'からの伝達物質の

放出を計測すれば、意思決定と相関する神経活動を捕捉できる可

能性がある。また、2/$��と機能的に相互作用する因子を同定す

れば、意思決定のメカニズムにさらに迫れる可能性がある。

図 � $)'のカルシウ

ム応答

$)' に *&D03� と

7DJ5)3 を発現させた

野生株および ROD�
��QM���株を ��℃で飼

育した後に、温度勾配

上で � 時間自由に行

動させた。��℃付近の

個体を回収し、水色で

示した温度刺激を与

えてカルシウムイ

メージングを行った。

図 � ��℃で飼育した線虫が飼育温度から離れる際には、2/$��は $)'以外の細胞でも機能する

野生株、ROD���QM���株、および ROD���QM���株の表示された細胞で 2/$�� を発現した株を ��℃で飼育し、

温度勾配上を �時間自由に行動させた。
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公募研究：2016年度-2017年度��

AMPA型グルタミン酸受容体の糖鎖修飾による新たなシナプス可

塑性の動作原理�

研究代表者：髙宮� 考悟� � � � � �

宮崎大学医学部�

＜研究の目的と進め方＞�

� グルタミン酸は、中枢神経系において主な興奮性神経伝達物

質であり、そのシナプス後部におけるグルタミン酸受容体は、記

憶などを含む多くの神経活動で重要な役割を果たしている。その

なかでも AMPA 型グルタミン酸受容体（AMPA-R）は、主たる
興奮性神経伝達物質の受容体としてだけではなく、シナプス可塑

性の発現においても中心的役割を果たしている。これまでに

AMPA-R と細胞内や膜上で結合する分子群が発見され、それら
がシナプス可塑性の制御を行っていることが多数報告されてき

た。しかしながら AMPA-Rの細胞外からの制御機構に関しては、
未知の部分が多い。本研究では、この AMPA-Rの細胞外の N型
糖鎖修飾に着目し、受容体タンパク質の糖鎖修飾による神経伝達

とシナプス可塑性への制御機構を明らかとする。これまでの研究

で、AMPA-R の GluA1 サブユニットは 401 番目のアスパラギン
（N401）が N型糖鎖修飾を受けて脱感作現象を制御する結果を
得た。この結果を踏まえて本申請では N401の糖鎖修飾の欠如に
より脂質ラフトに局在し、脱感作現象が消失しチャンネル活性が

大きく変化する。さらに脂質ラフト陽性のシナプスと陰性のシナ

プスが存在し、糖鎖修飾を受けていない AMPA-R の局在により
シナプス強度が変化しシナプス可塑性が制御されているのでは

ないかという仮説を示唆する結果を得ている。そこで本研究では、

この仮説を検証するとともに、さらに糖鎖修飾による他のグルタ

ミン酸受容体のチャンネル活性やシナプス可塑性の制御を解析

する。 

 

＜研究計画＞ 
１) グルタミン酸受容体の N 型糖鎖修飾が再感作をおこすメカ
ニズムの解明 

脂質ラフトに存在する N型糖鎖修飾されていない GluA1がどの
ようなメカニズムで脱感作をおこさないようになるのかをリガ

ンドとの結合実験と構造解析の２面から解析する。 

２）その他のグルタミン酸受容体における糖鎖 

他のAMPA-RサブユニットやNMDA型グルタミン酸受容体の糖
鎖修飾によるチャンネル活性の制御の可能性の検討を行う。 

３）GluA1 N401Qノックインマウスの作成と解析 

４）GluA1のリンカー部分に結合する分子の解析 

５）生理的状態における非脱感作 AMPA-Rの役割の解析 

野生型のマウス海馬において、GluA1N401 が糖鎖修飾されたも
のと、されていないものの置換が行われてシナプス可塑性が制御

されているのではないかとの仮説の検証実験を行う。 

 

＜得られた研究成果＞ 
（1）AMPA型グルタミン酸受容体（AMPA-R)の糖鎖修飾による
機能制御 

� 初代神経細胞において糖タンパク質の N 型糖鎖を消化する
PNGase Fを用いて、培養神経細胞の AMPA-Rの機能解析を行っ
たところ、 再感作現象がみられた。 

� AMPA-RのGluA1サブユニットの細胞外領域のN型糖鎖修飾
に注目し、６カ所あるN型糖鎖修飾部位に各々変異を加えてチャ
ンネル活性を測定したところ一カ所のアミノ酸をアスパラギン

からグルタミンに変換した変異体(N401Q)で再感作現象が認め
られた（図１）。 

 
（２）糖鎖修飾による細胞膜脂質ラフトへの局在の制御 

�  糖鎖修飾されない AMPA-Rは、脂質ラフトに局在しているこ
とが明らかとなった。また同一神経においても脂質ラフトが存在

するシナプスと、しないものがあり、シナプスにおける脂質ラフ

トの形成が神経活動に依存して増加することがわかった。つまり

図１� 培養神経細胞の培養液中に 31*DVH)を添加し 1型糖鎖修

飾の消化を試みた。その後、神経細胞のパッチクランプを行い

グルタミン酸 SXII 投与による $03$�5 の電流を測定したとこ

ろ、通常はチャンネルが開き、すぐに閉じ、その後の刺激に反

応しない 'H�VHQVLWL]DWLRQ（脱感作）を生じる（上段左図）。

ところが 31*DVH)処理した神経細胞は、閉じかけたチャンネル

が再度開き、グルタミン酸刺激の間、開き続けるという

5H�VHQVLWL]DWLRQ（再感作）現象を示した（上段右図）。�

$03$ 型グルタミン酸受容体の細胞外には６ヶ所の 1 型糖鎖修

飾を受ける可能性のある部位（コンセンサスアミノ酸配列：

1�;�6�7）が存在する（中段図）。�

1型糖鎖修飾を受けうる個々のアスパラギンに変異を入れたマ

ウス *OX$��F'1$ を +(.���7 細胞に遺伝子導入してパッチクラ

ンプを行うと 1���に 4変異を加えた *OX$�を発現させた場合

に、再現性よく再感作現象が観察された（下段図）。�
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糖鎖の除去により脱感作現象が消失し AMPA-R のチャンネル活
性が大きく変化する。さらに同一神経細胞に脂質ラフト陽性のシ

ナプスと陰性のシナプスが存在することにより AMPA-R のシナ
プスにおける局在が制御されるのである。これらより“糖鎖修飾
の有無によって AMPA-R の局在かがコントロールされ、個々の
シナプス強度が変化する”という新たなメカニズムで神経伝達の
各シナプスでの違いを生み出すという結果を得た。  

（3）糖鎖修飾によるシナプス可塑性の制御 

� さらに培養神経細胞を用いた実験においてシナプス可塑性を

誘発する刺激を行うと糖鎖修飾をされていない AMPA-R が脂質
ラフトを有するシナプスに集中することがわかった。またシナプ

ス可塑性のモデルとして広く使われている海馬の急性スライス

を用いた長期増強において、入力線維をテタヌス刺激をおこすと、

糖鎖修飾されていない GluA1 がシナプスの脂質ラフトへ挿入・
補足されて、細胞内へ Caイオンを含むより多くのイオンの流入
を促し神経伝達の促進に関与することがわかった。 

  このことにより、in vivoにおいて AMPA-Rの N401において N
型糖鎖の有無によりにより AMPA 型グルタミン酸受容体のチャ
ンネル活性の調節が起こりシナプス可塑性そのものを直接制御

している可能性が示唆された。（図２） 

� これら実験結果に基づき GluA1の該当 N型糖鎖修飾を起こら
なくしたノックインマウスを作成し、現在記憶・学習に関する行

動実験を行っている。 

 

 

＜国内外での成果の位置づけ＞ 
� 申請者は、グルタミン酸受容体のうち特に AMPA-R グルタミ
ン酸受容体の細胞内タンパク質修飾や、その結合タンパク質がど

のようにシナプス可塑性へ関与するかについて、それら遺伝子操

作マウスを用いて電気生理学的、行動学的に解析してきた。これ

までにこの AMPA-R グルタミン酸受容体のトラフィッキングを
分子基盤としたシナプス可塑性の発現調節は、代表的なシナプス

可塑性である海馬の CA1 錐体細胞における長期増強現象(LTP)、
長期抑制現象(LTD)や小脳プルキンエ細胞における LTD におい
て根本的な発現メカニズムであることが現在みとめられている。

それにもかかわらず、学習や記憶の基本となる神経現象としてシ

ナプス可塑性の in vitroとしてのモデルである LTP, LTDの解明が
進むと共に、LTP, LTDが in vivoにおける記憶とかならずしも一
致しないという事実がわかってきた。また同時に AMPA-R のト
ラフィッキングのメカニズムの解明が他の受容体の研究や、他の

神経機能や疾患との関連性が明らかとなり、広く神経研究に大き

く貢献したという事実もある。その中で受容体の細胞外は、リガ

ンド結合に関して構造解析を中心として解析されてきたが、膜タ

ンパクとして糖鎖修飾を受ける事は古くよりわかっているもの

の、その複雑な構造と解析の困難さ故にほとんどその機能は明ら

かとなっていない。今回の研究では $03$�5グルタミン酸受容体

の細胞外の 1 型糖鎖修飾の機能解析を行いそのチャンネル機能

や神経機能への役割を明らかとすることで、その他のグルタミン

酸受容体や、他の神経伝達物質受容体の研究の進歩にも寄与する

ものと思われる。�

�

＜達成できなかったこと、その理由＞�

� 今回の研究において、研究を進めていくにつれ $03$�5の糖鎖

修飾によるシナプス可塑性への関与が予想以上に大きかったこ

とが明らかとなり、その生理学的意義に集中して研究した結果、

再感作現象のメカニズムの解明や他の受容体の糖鎖修飾の機能

解析にあまり労力を割くことができなかった。また、ノックイン

マウスの作成を含め全研究の完成までに多くの時間・労力を費や

したことが論文発表の遅れの点から反省する点と思われる。�

�

＜今後の課題、展望＞�

�現在ノックインマウスの解析を行っているが、LQ�YLWURの結果

を反映するものと思われる。今後、これまで得られた結果が動物

の学習・記憶にどのような結果をもたらすのかを明らかとしてい

き本研究を完成させたい。�

� さらに、血液中の血小板でも $03$�5が発現しており、その糖

鎖修飾を今回作成した特異抗体を用いて解析することにより、各

種精神疾患の新たな診断方法となり得るかを検討していきたい。�

�

図２� *OX$��1���の糖鎖修飾の有無によるシナプス可塑性の

制御機構�

①定常時：ポストシナプス上にはカルシウム透過性の低い糖

鎖修飾されていない *OX$��1���が分布する。②/73が誘発さ

れると、③細胞内にプールされている ���1�JO\FDQ 欠失型

*OX$� ホモマーがポストシナプスに輸送される。この糖鎖欠

失型 *OX$� は、糖鎖修飾の場である�(5 における、%LS をは

じめとする +63�� ファミリータンパクの ���1 領域への結合

を介した ���1 糖鎖修飾の拮抗的な阻害により産生されると

考えられる。④�1��� 糖鎖欠失型 *OX�$� は、酸性糖脂質の

*0� との結合を介しポストシナプス上の脂質ラフトに局在す

る。⑤�この局在もしくは *0�との結合により *OX$�ホモマー

のチャンネル特性が変化し、より多くのカルシウムイオンを

含む陽イオンが細胞内へ透過する。以下従来のメカニズムに

従い、カルシウム透過増大にともなうシナプス伝達の亢進が

おこる。⑥さらに、/73 誘発より数時間経過後においては脂

質ラフト自体がスパインに移行し、シナプスの可塑的変化を

強化する。 

226



公募研究：2016年度-2017年度��

学習前の神経回路の操作を可能にする革新的光学技術の開発� �
研究代表者：竹本� 研� � �

横浜市立大学・医学部� �

＜研究の目的と進め方＞� � � � � � � � � � � � � � � � �

学習記憶の分子システムを解明する場合、分子機能を可視化す

るだけでなく、因果関係を証明するための「操作する技術」が重

要である。本研究では、世界に先駆けて「学習前の神経回路・神

経活動は、その後の学習効率にどう影響するか？」をシナプスレ

ベルで解明することを目指し、革新的な光学ツールを開発する。

そのために本研究では、学習前からシナプスに存在する NMDA
受容体や AMPA受容体 GluA2/3 を光で不活性化する手法の開発
を行う。 

LTP（長期増強）はシナプスに短い間連続刺激を与えたときに、
数時間以上の長い時間シナプス応答効率が上昇することであり、

記憶の基本メカニズムと考えられている。NMDA 受容体は定常
状態ではMgイオンで機能をブロックされているが、LTP刺激に
よりMgイオンがはずれ、チャネル活性を発現する。この反応に
より GluA1を含む AMPA受容体のシナプス移行が起こり、シナ
プス応答効率が長時間増強される。よって学習記憶には NMDA
受容体に加えて、ポストシナプス（スパイン）で起こる神経活動

依存的な AMPA 受容体シナプス移行も重要である。海馬には
GluA1/1・GluA1/2・GluA2/3 という 3 種の AMPA 受容体が発現
しており、GluA1/1と GluA1/2は活動依存的にシナプス移行し機
能する（Mitsushima D et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2011）。一方
で、GluA2/3は恒常的にシナプスに発現しており、定常状態のシ
ナプス活動を担うと考えられる。（Takahashi T. et al. Science 2003
等）。以上から神経回路を学習前に操作する場合、学習前から存

在するNMDA受容体や AMPA受容体GluA2/3をそのターゲット
とすることが望ましい。さらに 1シナプスレベルで機能操作する
場合、光で操作できることが理想である。どうすればこれらの分

子を光で操作できるだろうか？ 

CALI(Chromophore assisted light inactivation)は光照射依存的に
活性酸素を放出する、光増感物質を用いるタンパク質機能不活化

法である（Jay DG et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 1988）。我々の研
究グループは、光増感物質にエオシンを利用した高効率 CALI
法 (Takemoto K et al. ACS.Chem.Biol. 2011)の開発に成功している。
エオシンが放出する一重項酸素の拡散半径は 3-4nm であるため
に(Beck S et al. Proteomics 2002)、標的タンパク質の特異的機能破
壊が期待できる。例えば標的分子に対するモノクローナル抗体を

光増感物質でラベル化後、標的分子に反応し光を照射すると、産

生した活性酸素により近傍に存在する標的分子が酸化・立体構造

破壊され、光による標的分子の不活性化が起こる。さらに我々の

研究グループでは最近、この CALI法を用いてシナプス移行した
AMPA受容体の一つである GluA1ホモマーについて、光で acute
かつ特異的に機能破壊する新技術の開発に成功した。さらに本技

術を in vivoに適用し、学習に伴いシナプス表面に移行した海馬
CA1 領域の GluA1 ホモマーを機能破壊することで、海馬恐怖記
憶を消去することに成功し、GluA1ホモマーは学習初期の記憶を
時期特異的にコードすることを発見した（Takemoto K et al. Nat. 
Biotechnol. 2017）。他方、本技術は活性化したシナプスを操作す
るもので、学習前のシナプスの操作を行うには新たな手法の開発

が望まれていた。 

本研究ではこの技術をさらに発展させることで、native な

NMDA受容体や GluA2/3 の細胞外ドメインを認識する特異的な
モノクローナル抗体を取得し、シナプスに発現する NMDA受容
体や GluA2/3を CALI法により acuteかつ特異的に機能破壊する
新技術を開発する。本研究で開発を進める革新技術は、「効率よ

く学習するために神経回路や神経活動をどのように準備する必

要があるか？」の解明につながるものであり、将来的には神経疾

患等における学習能力低下の予防や治療に対し、有効な知見を得

ることが期待できる。 

 

＜研究計画＞ 

1) NMDA CALI法の開発 

本研究では成体で発現するNMDA受容体であるNR1A/NR2A
複合体の細胞外ドメインを認識するモノクロ抗体を取得し、その

中からCALIが可能な抗体のスクリーニングを行う。これにより
シナプスに発現するNMDA受容体を標的分子とする。NR1-1Aの
細胞外ドメインの立体構造(PDBID:3Q41)から、1A(295-345)は抗
体がアクセスしやすい領域と期待でき、本領域のペプチドを合成

し免疫源とする。抗体価が上昇したハイブリドーマ培養上精に関

してNR1-1A/NR2A発現CHO細胞の生細胞染色やFACS等を行い、
nativeなタンパクを認識する抗体を選択する。陽性ハイブリドー
マに関してクローニングを行い、その培養上精を硫安沈殿にて精

製する。各クローンについてエオシンラベルを行い、

NR1-1A/NR2A発現CHO細胞においてCALIが可能なクローンを
同定する。ここではグルタミン酸を添加して観察されるNMDA
電流に関し、光照射の前後でNMDA電流が抑制されるクローン
を選択する。最終的に得た陽性クローンを無血清培養に移行し、

さらに培養上精をprotein Aカラムで大量に精製し、高純度のモノ
クローナル抗体を取得する。 

 

2) NMDA CALI法の分子特異性の検討 

CALI実験の特異性の検討は、CHO細胞や海馬初代培養細胞に
てAMPA電流を対照に行う。またNR1や他のサブユニットのノッ
クダウン実験による抗体特異性の実験も同時に行い、技術の分子

特異性を検討する。 

 

3)AMPA受容体 GluA2/3 CALI法の開発 

本研究では、定常状態で活動する（活動非依存的にシナプスに

発現する）AMPA受容体であるGluA2/3複合体の細胞外ドメイン
を認識するモノクロ抗体を取得し、そのなかからCALIが可能な
抗体のスクリーニングを行う。これによりシナプスに発現する

GluA2/3受容体を特異的に標的分子とする。抗体価が上昇したハ
イブリドーマ培養上精に関してGluA2/3発現CHO細胞の生細胞
染色やFACS等を行い、nativeなタンパクを認識する抗体を選択す
る。陽性ハイブリドーマに関してクローニングを行い、その培養

上精を硫安沈殿にて精製する。各クローンについてエオシンラベ

ルを行い、GluA2/3発現CHO細胞においてCALIが可能なクローン
を同定する。ここではグルタミン酸を添加して観察されるAMPA
電流に関し、光照射の前後でAMPA電流が抑制されるクローンを
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選択する。最終的に得た陽性クローンを無血清培養に移行し、さ

らに培養上精をprotein Aカラムで大量に精製し、高純度のモノク

ローナル抗体を取得する。 

 

4) GluA2/3 CALI法の分子特異性の検討 

CALI実験の特異性の検討は、CHO細胞や海馬初代培養細胞に

てNMDA電流を対照に行う。またGluA3や他のサブユニットの

ノックダウン実験による抗体特異性の実験も同時に行い、技術の

分子特異性を検討する。 

�

＜得られた研究成果＞�

1) NMDA CALI法の開発 

� NMDA受容体については、NR1Aサブユニットの細胞外ドメイ

ン30アミノ酸をエピトープとし、ペプチド抗体を作製した。抗体

価の上昇した40種のハイブリドーマの上精についてNR1A発現

細胞に対する免疫染色によりスクリーニングしたところ、6種類

についてNR1Aに対する特異性が認められた。これらのハイブリ

ドーマをクローニング後、その培養上精からProteinAカラムを用

いてモノクローナル抗体を精製し、各抗体についてエオシンラベ

ルを行った。これらについてNMDA受容体発現CHO細胞に対し

てCALIを行ったところ、4種類のモノクローナル抗体でCALIが

可能なことを見出した。これらの抗体を産生するハイブリドーマ

について無血清培養に移行し、その培養上精から大量のモノク

ローナル抗体を精製することで、以後の解析に使用する高純度の

抗体を取得した。 

 

IgG抗体の大きさから、シナプスクレフトに入らない場合も想

定される。そこで本研究では続いてこれら陽性抗体に関し、海馬

初代培養においてシナプス性のNMDA受容体に関してCALI効果

があるかを解析した。ここではシナプス電流を発生するために、

記録細胞の近傍に刺激電極を設置し、光照射前後のNMDA電流

をホールセルパッチクランプで記録・比較した。これらのスク

リーニングにより、最終的に1種類についてシナプス性のNMDA

受容体を光不活化できることを見出した。 

 

2) NMDA CALI法の分子特異性の検討 

� 上記で最終的に見出した 1 抗体について、シナプスにおける

AMPA電流をコントロールにCALIの分子特異性を解析したとこ

ろ、NMDA電流だけではなく、多少の AMPA電流も低下するこ

とがわかった。これはエオシンラベル化位置やラベル化数といっ

た CALIの条件では特異性が低いことを示しており、現在はこれ

らの条件を検討することで特異性を得られるかを見極めたいと

考えている。 

 

3) AMPA受容体 GluA2/3 CALI法の開発 

NMDA 受容体ではペプチド抗体を作製したが、上記の通り

CALIが可能な抗体の取得の確率は非常に低かった。この点を改

良することでより多くの陽性抗体を取得し、その中から特異性の

高い抗体を選択する必要があると考えられた。そこで本研究では、

CALIが可能な抗体を取得する確率を高めるべく、NMDA受容体

で用いたペプチド抗体ではなくDNA免疫によるモノクローナル

抗体の作製を取り入れた。Myc-GluA3 の発現ベクターを免疫源

とし、ジーンガンにて腹腔細胞に本発現ベクターを遺伝子導入し、

抗体産生を確認後にハイブリドーマの取得を進めたところ、78

種の抗体産生ハイブリドーマを取得した。さらに Cell-ELISA お

よび FCM解析により、78細胞中 25細胞で nativeな GluA3に対

する抗体を産生することが分かった。これは我々のグループが進

めたペプチド抗体を用いた過去にプロジェクトと比較しても取

得率が非常に高く、CALI用の抗体を取得するには最も良い手法

であることが示唆された。これらをクローニング後、14 種のク

ローンで抗体産生能が保持されており、GluA1/1・GluA1/2・

GluA2/3 をそれぞれ発現する CHO 細胞について生細胞染色を

行ったところ、11種類のハイブリドーマクローンで GluA3に対

する高い特異性が認められた。 

次に、これら 11種類のハイブリドーマについて無血清培地に

移行できた 9種類に関して、蛋白質成分のない上精から高純度抗

体を大量に精製した。ここまでに得た抗体をエオシンでラベル化

し、GluA2/3 を発現する CHO 細胞について CALI を行い、ホー

ルセルパッチクランプにより光照射前後の AMPA 電流を比較解

析することで、CALI の効果を定量したところ、4 種類の抗体で

CALIが可能なことを見出した。 

 

� NMDA 受容体のプロジェクトでも述べたとおり、IgG 抗体の

大きさから、シナプスクレフトに入らない場合も想定される。そ

こで本研究では続いてこれら陽性抗体に関し、海馬初代培養にお

いてシナプス性の AMPA 受容体に関して CALI 効果があるかを

解析したところ、いずれの抗体でも効果があることを見出した。 

 

4) GluA2/3 CALI法の分子特異性の検討 

� 上記のスクリーニングで得た 4 種類の抗体について、最も

CALI 効率の高い#40 抗体を採用して分子特異性の検討を進めた。

まず、GluA1/1・GluA1/2・GluA2/3 をそれぞれ発現する CHO 細

胞についてホールセルパッチクランプを行い、CALIの効果を同

様に検討したところ、GluA2/3に対する高い特異性を持つことを

見出した。さらに AMPA 受容体と同くシナプスに発現する

NMDA 受容体をコントロールに海馬初代培養で CALI を行った

ところ、NMDA電流を低下することなく AMPA電流を低下させ

ることを見出し、本技術は高い分子特異性を持つことが示唆され

た。また同様に海馬初代培養において、miRNAによる GluA3の

ノックダウンを行ったところ、ノックダウン細胞では CALIの効

果が完全になくなることがわかり、シナプスにおける GluA2/3

に対する高い特異性を確認することができた。 

 

＜国内外での成果の位置づけ＞ 
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数万個の細胞をすり潰した試料を解析する生化学的方法は、数

万個の細胞内で起こる現象の加算平均を明らかにすることには

長けているが、個々の細胞が示す個性を見出すことは困難である。

こうした視点から、分子機能をイメージングで可視化する研究が

盛んに行われている。一方で特徴的なパターンをイメージングで

見出したとしても、それがどのような生理的意味があるかについ

てはイメージング解析だけでは明らかにすることは困難である、

そうした因果関係の解明を目指し、我々のグループでは神経活動

に関わる様々な分子について、光で acuteかつ局所的に分子機能
を操作するための CALI法の開発を進めている。 

我々の研究グループではこれまでに、CALI法を用いてシナプ
ス移行した AMPA 受容体 GluA1 ホモマーについて、光で acute
かつ特異的に機能破壊する技術の開発に成功している（Takemoto 
K et al. Nat. Biotechnol. 2017）。本技術は世界的に注目されており、
本技術をきっかけに国内外５グループとの共同研究に発展して

いる。さらにそのうちローザンヌ大学のグループとの共同研究で

は、我々のGluA1 CALI法を提供することで、経路特異的なAMPA
受容体の新機能を見出され、最近 Neuron誌に論文がアクセプト
された。これをきっかけに一層、神経機能分子の CALI法が普及
すると期待できる。さらに今回の研究では GluA2/3の CALI法の
開発に成功したが、早急に publishできるように in vivo実験を進
め、GluA1と同様に世界中の研究室との共同研究を展開したいと
考えている。 

一方で本研究は、CALI崩壊初のための技術的蓄積にも繋がっ
ており、CALI用の抗体を取得するノウハウが確立されたと考え
ている。GluA2/3の抗体の取得で初めて用いた DNA免疫法は、
native な蛋白質に対する抗体の取得率を大幅に改善することが
分かった。現在進めている共同研究の一部は、新しい分子に対す

る CALI法の開発研究も含まれており、我々のグループでもより
多くの新分子に対する CALI法の開発を予定しているため、こう
したノウハウは今後の研究に極めて有効になると考えられる。 

 

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞ 

NMDA受容体の CALI法ではペプチド抗体を採用したが、予
想していたよりも native な分子を認識する抗体を多く得ること
が難しく、その結果特異性の高いモノクローナル抗体の取得に

は至らなかったが、その後に DNA 免疫を採用することで大幅
に改善した。これまでに合計 4 種類のモノクローナル抗体の取
得法にチャレンジしたが、今回の研究を通じて CALI 用抗体の
取得については DNA 免疫が最適であることがわかった。スク
リーニングの手順についてもこれまで様々なトライ＆エラーを

したが、FACS と生細胞染色を組み合わせる方法が最も信頼性
が高いと分かったため、今後の研究に活かしたい。 

 

＜今後の課題、展望＞ 

NMDA受容体のCALI法については、GluA2/3のプロジェクトを
論文化後に、DNA免疫を用いたモノクローナル抗体から再始動
したいと考えている。今回の研究で確立したスクリーニング戦略

を用いることで、早急にプロジェクトを進めていきたい。 

GluA2/3についてはCALI法の開発に成功したため、今後はin 
vivoでの研究を進める計画である。本研究ではまず定常状態のシ
ナプス活動をCALIで抑制することで、これらの生理機能を見出
したい。またその後の学習効率に対する影響も非常に興味深いと

考えている。これはシナプス活動をよりよく準備することで記憶

機能の改善を目指すという視点で見るならば、認知症などの記憶

機能低下の予防や治療にも貢献できると考えている。本研究で得

たGluA2/3のCALI法については論文化後に様々な研究グループ
との共同研究を展開していきたいと考えている。これらの取り組

みを通じて、光による分子操作技術の開発において世界をリード

する研究を今後も進めていきたい。 

我々のグループではこれまでのところ、興奮性シナプスで機能

する分子を中心に研究を進めてきた。一方で記憶に代表される脳

の高次機能の発現には、興奮性シナプスによるポストシナプス細

胞の活性化に加え、抑制性シナプスによるシナプス単位の局所的

な活性調節が重要と示唆されるが、その個体レベルへの寄与の程

度など詳細は不明である。抑制性シナプスの異常は統合失調症な

ど精神疾患の一因とも考えられ、抑制性シナプスを理解すること

は記憶や精神疾患のメカニズムを解明する上で非常に重要であ

る。よってこうした抑制性シナプスの光造作技術を開発すること

も、今後の課題として研究を進めていきたいと考えている。 
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＜研究の目的と進め方＞�

記憶や学習を担う分子機構は一生涯を通じて変化する。この生

後発達に伴う記憶・学習機構の変化 (記憶・学習ダイナミズム) 
は、ショウジョウバエや線虫をはじめとする小型モデル生物や、

種々の遺伝子改変マウスを用いて精力的に研究されている。しか

し、マウスなどの脊椎動物の場合、記憶・学習を担う神経回路が

複雑で多岐にわたるため、その仕組みは十分に分かっていない。 

運動にかかわる記憶・学習 (運動記憶・学習) をささえる小脳
は、少数の神経細胞をもとに比較的単純な神経回路を構築し、そ

の異常が出力先である運動系に反映されることから、記憶・学習

を分子・回路レベルで追究できる最適な実験系である。これまで、

マウスを用いた実験により、小脳回路の要衝を担う顆粒細胞軸索

平行線維－プルキンエ細胞シナプス (以下、平行線維シナプス) 
での長期抑圧 (long-term depression, LTD; シナプス応答の長期的
低下を示すシナプス可塑性) は、小脳依存性運動学習の分子基盤
とされ、ionotropic glutamate receptor (iGluR) メンバーである
AMPA受容体のエンドサイトーシスによって惹起されることが
報告されている (Ito, Physiol Rev, '01)。申請者らは近年、このLTD
や運動学習に関わるシグナル経路として、グリア細胞から放出さ

れるD-セリンと、プルキンエ細胞選択的に発現するデルタ２型グ

ルタミン酸受容体 (デルタ２受容体) との結合を介する、新しい
D-セリンシグナリングを見出した (D-セリン－デルタ２受容体

シグナリング; Kakegawa et al., Nat Neurosci, '11; 図１)。従来、D-

セリンは、NMDA型グルタミン酸受容体 (NMDA受容体) のコア
ゴニストとして作用し、共役するチャネルを介したCa2+流入を引

き金に、シナプス可塑性や記憶・学習を制御することがよく知ら

れている (図１左)。しかし、デルタ２受容体は、iGluRメンバー
であるものの、チャネル活性を示さず、細胞内の最C末端領域を
介して機能するきわめてユニークな受容体である (図１右)。 

興味深いことに、D-セリンは、あらゆる脳部位において恒常的

に合成され、大脳や線条体などの多くの部位では生後発達依存的

にその量が増加する一方、小脳では、合成されたD-セリンが生後

発達に伴って発現増加するD-アミノ酸分解酵素 (D-amino acid 
oxidase; DAO) により絶えず分解されてしまうために、４週齢以
降に大幅に減少する (Wang & Zhu, Acta Pharmacol Sin, '03; 図２)。
したがって、この小脳における劇的なD-セリン量変化は、生後発

達に伴う運動記憶・学習ダイナミズムをささえる大きな要因のひ

とつであると推察される。 

また、D-セリン合成系や新規D-セリンシグナリングの駆動系は

成熟期の小脳においても存在する。事実、成熟小脳急性切片に

D-セリンを投与すると、デルタ２受容体依存的にAMPA受容体の
エンドサイトーシスを伴うLTD様応答が観察される (Kakegawa 
et al., Nat Neurosci, '11)。そのため、成熟後に“作られては壊され
る” D-セリンは、ある環境や経験に応じたDAO活性調節により、
成熟期でも新規D-セリンシグナリングを賦活化させ、記憶・学習

を調節している可能性が示唆される。 

そこで本計画では、 

① 生後発達に伴う劇的なD-セリン量変化、 

② デルタ２受容体を介する新規D-セリンシグナリング 

の２つのユニークな特徴を有する小脳に着目し、運動記憶・学習

ダイナミズムの詳細な分子機構を明らかにすることを目的とし

た。 

�

＜研究計画＞�

計画���デルタ２受容体－D-セリンシグナリングを担う分子群お

よび反応経路の同定 (１)。 

D-セリンと同様、デルタ２受容体の内在性リガンドとして明ら

かにされている分泌性シナプスオーガナイザーCblln1 (Matsuda 
et al., Science, '10) が新規D-セリンシグナリングに及ぼす影響を

 
(図１) シナプス可塑性および記憶・学習を担う 

D-セリン－iGluRシグナリング 

 
(図２) マウス各脳部位での D-セリン量の生後発達変化 
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構造生物学、電気生理学、行動学実験により追究した。

計画２） デルタ２受容体－D-セリンシグナリングを担う分子群

および反応経路の同定 (２)。

デルタ２受容体の細胞内最C末端領域にはリン酸化・脱リン酸

化酵素や足場タンパク質など、様々な細胞内分子が結合すること

が知られている (Yuzaki and Aricescu, Trends Neurosci, '18)。その

中の１分子であるチロシン脱リン酸化酵素PEPMEGは小脳プル

キンエ細胞に高発現し、平行線維シナプスの伝達機構に深く関与

している可能性が示唆されている。そこで、PEPMEGの発現を欠

くPEPMEG-KOマウスを用い、D-セリンシグナリングの活性化様

式を解析した。

計画３) 成熟期小脳におけるごく微量のD-セリンによって活性

化されるNMDA受容体のシナプス可塑性および運動記憶・学習

への影響解析。

D-セリンの受容体として最もよく知られているNMDA受容体

は小脳LTDおよび運動記憶・学習に必須な役割を果たしているこ

とが薬理学的に報告されているものの、その局在および機能様式

については議論が続いている。そこで、小脳の各細胞選択的に

NMDA受容体発現を欠くconditional KOマウス (cKOマウス) を

作製し、LTDおよび運動学習実験を行った。

計画４) 成熟期におけるデルタ２受容体－D-セリンシグナリン

グの賦活化が小脳シナプス可塑性および運動学習に及ぼす影響

の解析。

成熟小脳において発現が亢進しているDAOの活性を薬理学お

よび遺伝子工学的に制御した際の同シグナリングへの影響を観

察した。

計画５) デルタ２受容体－D-セリンシグナリングによってもた

らされるAMPA受容体エンドサイトーシスおよびLTDの人為的

制御技術の開発。

新規D-セリンシグナリングの生理機能における重要性を追究

するために、平行線維シナプスで観察されるLTDの分子実体と考

えられているAMPA受容体エンドサイトーシスを光でコント

ロールしうる新しい光遺伝学的技術を開発することにした。

＜得られた研究成果＞

１) まず、D-セリンシグナリングを担う分子機構を理解するため

に、デルタ２受容体に着目した。デルタ２受容体には、D-セリン

だけでなく、シナプス前細胞から放出される分泌性タンパク質の

Cbln1が選択的に結合することが知られている。そこで、D-セリ

ンシグナリングにおけるデルタ２受容体－Cbln1 結合の関与を

調べるため、結晶構造学的手法により両者の結合部位を同定した。

次に、同定された結合部位に変異を加え Cbln1結合能を欠失し

た変異デルタ２受容体を作製し、D-セリンシグナリングが活性化

されるかを電気生理学的に観察したところ、上記シグナリングは

駆動されなかった。

さらに、デルタ２受容体において、Cbln1が結合する構造ドメ

インと D-セリンが結合する構造ドメイン間のアロステリックな

構造変化が D-セリンシグナリングの駆動に必須であることが示

唆された (図３)。

尚、上記研究の成果は、英国オックスフォード大・Aricescu Radu

博士らとの共同研究に得られたものである (Elegheert, Kakegawa 

et al., Science, '16)。

２) デルタ２受容体を介する新規 D-セリンシグナリングの分子

機構を明らかにすることを目的とし、まず、このシグナリングが

細胞内の Ca
2+依存的に誘発されるかどうかを確認するため、Ca

2+

キレート剤存在下で実験を行うと、シグナリングは駆動されな

かった。

また、デルタ２受容体の細胞内最 C 末端領域に結合するチロ

シン脱リン酸化酵素 PTPMEGの遺伝子欠損マウスを用いて同様

に実験を行うと、同様にシグナリングは検出されなかった。

これらの結果から、デルタ２受容体を介する D-セリンシグナ

リングは、細胞内 Ca
2+と PTPMEGの活性化が必須であることが

示唆された (論文投稿準備中)。

３) 最もよく知られている D-セリン結合型受容体の NMDA受容

体は成熟期小脳でのシナプス可塑性に必須の役割を果たしてい

るが、その局在様式は明確にされていない。そこで、小脳を構成

する主要な神経細胞 (プルキンエ細胞・顆粒細胞・分子層介在

ニューロン) に発現する NMDA 受容体をそれぞれ欠損させた

NMDA受容体 cKO マウスを作製し、小脳 LTD および運動学習

実験を行った。その結果、プルキンエ細胞あるいは顆粒細胞選択

的 NMDA受容体 cKOマウスでは、小脳 LTDも運動学習もほぼ

正常に観察されたのに対し、分子層介在ニューロンにおいて

NMDA受容体を消失したマウスでは、LTD および運動学習とも

に有意に障害されていた。

また、分子層介在ニューロンがどのように小脳 LTD に関与し

うるかを薬理学的実験により追究したところ、NMDA 受容体活

性の下流経路で合成される一酸化窒素 (nitric oxide; NO) が平行

シナプス近傍に拡散されることで LTD および運動学習が制御さ

れることが明らかにされた。

これらの結果から、分子層介在ニューロンは、従来の抑制性入

力を介する制御様式のみならず、D-セリンによって活性化された

NMDA 受容体→NO 放出といった新たな経路を介して小脳機能

を制御していることが示唆された (Kono, Kakegawa et al., J 
Physiol, in press; 図４)。

(図３) デルタ２受容体 (GluD2) への Cbln1結合は D-セリンシ
グナリングに必須である。

NTD, 細胞外最 N 末端ドメイン; LBD, リガンド結合ドメイン; 
TMD, 膜貫通ドメイン; CTD, 細胞内 C末端ドメイン

Cbln1

NTD

LBD

CTD

NTD

TMD

D-セリン
GluD2

LTD
シグナル

シナプス可塑性（LTD）
（図３）デルタ２受容体へのCbln1結合は
D-セリンシグナリングに必須である。
NTD, 細胞外N末端ドメイン; LBD, リガンド結合ドメイン;
TMD, 膜貫通ドメイン; CTD, 細胞内C末端ドメイン
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４) 成熟小脳ではDAO活性が亢進していることから D-セリン量

が激減している。そこで、成熟小脳に DAO 阻害剤である

compound-8 を投与しシナプス可塑性を評価したところ、有意な

亢進は認められなかった。次に、DAO 発現を欠く KO マウス 

(DAO KO マウス) を作製し解析を行った。すると、成熟期にお

いても生後発達期の小脳標本と同程度の豊富な D-セリン量が検

出されるとともに、デルタ２受容体－D-セリンシグナリングを介

する LTDの亢進も観察された。 

 

５) デルタ２受容体－D-セリンシグナリングは、平行線維シナプ

ス上に発現するAMPA受容体エンドサイトーシスを促進させる

ことで小脳LTDを誘導させる。そこで、この新規D-セリンシグナ

リングの重要性を確証つけるために、AMPA受容体エンドサイ

トーシスを光でコントロールしうる新しい光遺伝学的技術 

(PhotonSABER) を開発した。 

PhotonSABERをコードするcDNAをloxP配列に挟まれたstopコ

ドンと共に、ROSA26遺伝子座に導入したノックインマウスを、
小脳プルキンエ細胞特異的にCre recombinaseを発現するマウス

と交配することでプルキンエ細胞特異的PhotonSABERノックイ

ンマウスを作製した (PC-PhotonSABER KI マウス)。このマウス

から作製した小脳急性切片を用いてLTDの誘導が光によって制

御できるかを解析したところ、光を照射した条件では、小脳LTD

の誘導が著しく阻害された (図５)。また、光を照射してLTD誘

導を阻害した細胞でも、光照射を止めた後で、もう一度LTD誘導

刺激を与えると正常にLTDが誘導された。これらの結果から、こ

のマウス小脳への光照射はLTDを特異的かつ可逆的に阻害する

ことが示唆された。 

� さらに、PC-PhotonSABER KI マウスを用いて、小脳依存性運

動学習の１つである視運動性眼球反射  (optokinetic response, 

OKR) 学習課題 (OKR学習課題) を行うと、マウス小脳へ光照射

した個体においては、OKR学習が著しく低下した (図５)。一方

で、光照射をしていない個体については、顕著なOKR学習の亢

進が認められた (Kakegawa et al., Neuron, '18; 図５)。 

 

＜国内外での成果の位置づけ＞ 

記憶・学習を担う D-セリンシグナリングは、脊椎動物だけで

なく、ショウジョウバエなどのモデル生物においても観察される。

また、新規 D-セリンシグナリングを担うデルタ２受容体は、魚

類、爬虫類、両生類、鳥類、哺乳類など多くの生物において進化

的に高く保存されている。したがって、新規 D-セリンシグナリ

ングは、様々な動物種において普遍的に起こりうる事象である可

能性が考えられ、今回得られた新たな知見をもとに、各生物での

研究を進めることにより、「記憶・学習機構の共通原理」の理解

に有益な情報を提供しうるものと期待している。 

D-セリンは、記憶・学習過程に加え、統合失調症やアルツハイ

マー病などの病態発現にも関わることが最近報告されている。ま

た、デルタ受容体も統合失調症・自閉症・双極性障害などの精神

疾患や発達障害に関与する可能性が、近年のゲノム解析により示

唆されつつある。そのため、この新しいシグナル経路を標的とし

た効率的な記憶・学習法の創製、あるいは、上記疾患に対する医

療応用につながる可能性も今後十分に期待できる。 

 

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

本計画で当初予定していた、成熟小脳におけるD-セリン量の亢

進が運動学習に及ぼす影響については、時間的制約のために詳細

な解析ができなかった。しかし、DAO KOマウスにおいて、新規

D-セリンシグナリングの活性化に伴うシナプス可塑性の亢進が

示唆されており、今後、DAO KOマウスを用いた個体行動レベル

の解析を早急に進めていく予定でいる。�

�

＜今後の課題、展望＞�

新規D-セリンシグナリングを担うデルタ２受容体は、小脳プル

キンエ細胞にほぼ選択的に発現しているものの、その類似分子で

あるデルタ１受容体は脳全域に広く分布している。このデルタ１

受容体はデルタ２受容体と同様に、D-セリンと選択的に結合する

ことが報告されていることから、今後は、デルタ１受容体への

D-セリン結合が各脳部位が担うシナプス機能および記憶・学習過

程に及ぼす影響について検討していきたい。 

�

  

(図４) 小脳分子層介在ニューロンに発現する NMDA受容体は一酸
化窒素 (NO) を介して LTDを制御する。 

PC, プルキンエ細胞; GC, 顆粒細胞; MLI, 分子層介在ニューロン; 
PF, 平行線維; CF, 登上線維 

（図４）小脳分子層介在ニューロンに発現する
NMDA受容体はNOを介してLTDを制御する。
PC, プルキンエ細胞; GC, 顆粒細胞; MLI, 分子層介在
ニューロン; PF, 平行線維; CF, 登上線維; NO, 一酸化窒素

 
(図５) AMPA受容体エンドサイトーシスおよび小脳依存性運動学習

の光遺伝学的制御 
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公募研究：2016年度-2017年度  

連合記憶想起における側頭葉サブ領域間神経回路の研究 
研究代表者：竹田� 真己� � � �  

順天堂大学・医学部（現� 高知工科大学・脳コミュニケーション研究センター） 

＜研究の目的と進め方＞ 
「我々はどのようにして、ものを思い出すのだろうか」この問い

は、古くから哲学者の関心を引いてきた問いであり、また、近年

では複雑な情報処理を担う脳の作動原理に迫ろうとする神経科

学研究者によって精力的に研究されてきた。これまで、記憶課題

遂行中のサルの電気生理学的実験により、下部側頭葉のニューロ

ン群が視覚性記憶想起に重要な役割を果たしていることが明ら

かにされている。しかし、これらニューロン群がどのように回路

を構成し他の脳領域と機能連絡しているのか、またこの回路の記

憶想起に対する因果的役割についてはほとんどわかっていない。 

� � � 本研究では、下部側頭葉を含む複数の記憶関連脳領域から

ニューロン活動を同時記録することで、脳領域間を連絡する記憶

神経回路を同定するすることを主たる目的とする。また、ニュー

ロン活動記録を各皮質層から行うことで、記憶神経回路の作動メ

カニズムを皮質層レベルで探索する。さらに、光遺伝学的手法や

行動解析を応用することで、同定した神経回路の記憶に対する因

果的役割を解明する。本研究は、記憶課題を遂行中のサルを被験

体として用い、記憶課題遂行中の側頭葉ニューロン活動を電気生

理学的手法や脳機能イメージングにより計測する。 

 

 

＜研究計画＞ 

本研究は以下の研究項目を推進することで、脳内記憶神経回路を

複数の空間スケールで探索し、その統合的理解を目指す。 

 

1) 側頭葉のうち、36野に注目して記憶ニューロンの皮質層分布
を検証する。脳深部に局在する側頭葉36野のニューロン位置を高
精度に同定するために、高解像度MRIと組織学的手法を組み合わ
せたニューロン位置同定法を新規に開発し、対連合記憶学習中の

サルより記録した記憶ニューロンの皮質層位置同定を試みる。 

 

2) 側頭葉の各サブ領域より広範囲に神経活動を記録し、サブ領
域間の記憶活動の違いや伝播過程を検証する。この目的を実現す

るために、ECoG電極を記憶課題遂行サルに留置し、課題遂行中
の脳活動を広範囲に計測する。 

 

3) 全脳レベルの記憶回路を明らかにするために、高磁場MRIに
よる脳機能イメージングを記憶課題遂行中のサルに対して遂行

する。記憶関連領域を同定したのちに、薬理学的に記憶関連領域

の脳活動を抑制し、領域の記憶に対する因果的役割を調べる。 

 

4) 側頭葉36野ニューロンの再認記憶に対する因果的役割を検証
するために、光遺伝学的手法を用いて36野ニューロンの活動を人
為的に高め、記憶パフォーマンスの変化を検証する。 

 

 

＜得られた研究成果＞ 
記憶の情報処理メカニズムに関して、皮質層レベルの情報処理

（メゾスコピック）から関連領野間の情報処理（マクロスコピッ

ク）まで複数の空間スケールにおける情報処理に注目して研究を

進めた。得られた研究成果をまとめて、以下の論文発表を行った。 

 

�� 脳深部に関連領域が存在する連合記憶などの高次脳機能に
ついては、方法論的な限界があったために、皮質層単位の

機能的役割に関する研究があまり進んでこなかった。その

ため、皮質層構造が果たす役割はほとんど解明されていな

かった。そこで、対連合記憶課題を遂行するサルを被験体

として、微小電極記録法、MRI と組織切片法を組み合わせ
ることによって、記録ニューロンの皮質層分布の同定を試

みた。実験の結果、側頭葉 36野において、第 5層に存在す
るニューロンが連合記憶を符号化する一方で、第 6 層の
ニューロンは想起された情報を出力することを明らかにし

た。これらの結果から、霊長類の大脳皮質において第 5 層
から 6 層へと情報が受け渡される中で想起対象へと情報が
変換される新規の情報処理過程が明らかになった(Koyano 
et al, Neuron, 2016)。 

 

図上段：36 野各皮質層における記憶ニューロンの発火タイム
コース。5層ニューロンは、対連合記憶で提示される手掛かり図
形とそのペア図形の両方に反応するニューロンが多いのに対し、

6層ニューロンは、ペア図形にのみ反応するニューロンが多かっ
た。図下段：本研究結果から提唱された側頭葉 36野の記憶回路。
皮質表層、深層 5層、深層６層が異なる機能的役割を担う。 

 

 

�� 次に、36野を含む側頭葉全体が記憶想起にどのような働き
をしているのかについて調べた。新規に開発した ECoG 電
極を用いて、側頭葉の各サブ領域から高密度皮質脳波を測
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定し、対連合記憶課題遂行中のサルにおいてサブ領域間の

記憶想起信号の伝播過程を調べた。実験の結果、側頭葉か

ら海馬にわたってシータ波帯域の特徴的伝播信号を同定し、

この伝播信号が記憶想起に必要であることを明らかにした 
(Nakahara et al, Nature Communications, 2016)。 

 

 

図：対連合記憶課題における、手掛かり図形提示による ECoG
電位（a）。Theta activityの図形選択性は、側頭葉サブ領域によっ
て異なっていた（b）。TE野における代表的な cue-evoked response
（c）。 

 

 

�� さらに側頭葉を含む脳全体の記憶想起システムについても
研究を行った。まず、動物モデルにおけるメタ記憶課題を

新規に開発した。そして、メタ記憶課題遂行中のサルの

fMRIイメージングを行い、関連脳領域を同定した（aPSPD
および SEFa）。これらの領域が、メタ記憶に因果的な役割
を担っているかどうかを検証するために、同定した aPSPD
および SEFa にムシモルを微量注入して神経活動を抑える
と、メタ記憶課題の正答率が減少することが明らかとなっ

た。本研究により、メタ記憶には前頭葉の複数領域の活性

が必須であることが明らかとなった  (Miyamoto et al, 
Science, 2017) 。 

 

 

図：メタ記憶課題遂行中のサル脳機能イメージング結果。Remote 
memory に対するメタ記憶には aPSPD を含む複数の前頭葉領域
がかかわっていた（C左）。一方、Recency memoryに対するメタ
記憶には、SEFaがかかわっていた（C右）。これらの結果は、記
憶の内容によって、そのメタ記憶を処理する脳領域が異なること

を示唆する。 

 

 

�� 近年急速に発展しつつある光遺伝学による神経活動操作を
サルに応用し、再認記憶における側頭葉ニューロン活動の

因果的役割について研究を行った。AAVウィルスベクター
を用いて、サルの側頭葉３６野にチャネルロドプシンを発

現させ、視覚性再認記憶課題遂行中に光照射をすることに

よって、36野ニューロンの活動を人為的に高めた。その結
果、サルの再認判断は、以前見たことのある視覚刺激でも

以前見たことのない視覚刺激でも、いずれも“見たことがあ
る”と判断するようにバイアスが生じた。この傾向は 36 野
内のどの領域でも一貫して見られた。こうした結果を説明

しうる、再認記憶における３６野の機能的役割に関する新

モデルを提唱した（Tamura et al, Science, 2017）。 

 

 

図：側頭葉36野ニューロンにチャネルロドプシンを発現させたサ
ルに再認課題を課した。再認課題遂行中の36野ニューロンに青色
光を照射すると、サルは提示された図形を“以前見たことがある”
と答えるようになった。上段は、二つの代表的な行動実験の結果。

下段は、実験全体での評価。光照射により36野記憶ニューロンの
活動を人為的に高めると、提示図形を以前見たことがあると判断

する確率が上がっていることを示している。 

 

 

得られた研究成果は、学会や論文の形で研究者に向けて発表した。

また、プレスリリースを積極的に行い、広く国民に向けて研究成

果を発表した。 

 

 

＜国内外での成果の位置づけ＞ 

上記の研究成果は、いずれも高く評価されており、Science（２
報）、Neuron、Nature Communicationsの各雑誌に成果が掲載され
ている。上記 1)から 4)までの研究成果の位置づけを見ると、1) 36
野記憶ニューロンの皮質層分布を明らかにした成果は、これまで

脳深部で皮質層レベルのニューロン活動の機能的局在の報告が

ほとんどないことからも技術的な側面のインパクトが大きい。さ

らに、記憶回路の機能的理解を皮質層レベルで促進した面でも意
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義は大きい。2) 高密度 ECoG 電極による側頭葉サブ領域間の信
号伝播過程の同定に関しては、脳深部に ECoG電極を留置する技
術的な点が高く評価されている。また、計測した脳活動データを

機能学習によってデコードし、活動がコードする記憶内容を同定

したことも意義が大きい。3) fMRIによるメタ記憶の全脳イメー
ジングについては、ヒト以外の動物種でメタ記憶の脳内メカニズ

ムにアプローチし、新規の関連領域の因果的役割を明らかにした

点が評価されている。4) 再認記憶に対する側頭葉ニューロンの
因果的役割を光遺伝学的手法でアプローチした研究は、げっ歯類

で多くの成果が報告されている光遺伝学的手法をサルに応用し、

行動レベルで変化を検出した点に大きな意義がある。従来のサル

光遺伝学的研究では、行動レベルでの変化がほとんど検出できて

いなかったが、行動変化を検出しやすい心理物理学的モデルに即

した行動パラダイムの開発や、オプシン発現に in vivo定量化な
どの組み合わせによって成し遂げた本研究は、関連分野に大きな

インパクトを与えた。 

 

 

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞ 

上記のように本研究プロジェクトでは大きな成果を複数得るこ

とができたが、一方、側頭葉 36野と TE野の間を伝達する信号
が、対連合記憶課題において図形を見ているときと図形を思い

出すときで柔軟にターゲットとなる皮質層を変化させるかどう

か解明する研究項目は完遂しなかった。その理由としては、図

形提示期間・図形想起期間における領野間・皮質層間の記憶信

号の伝達を一度に検証するための手法がこれまで確立されてお

らず、新規に解析手法を開発する必要が生じ、このために時間

がかかったことが一因にある。本研究プロジェクト終了後も、

この研究項目は継続し、2018年に論文として発表した（Takeda 
et al., Nature Communications, 2018）。 

 

 

＜今後の課題、展望＞ 

本研究プロジェクトでは、サルを被験体として脳記憶神経回路の

動作原理に複数の空間スケールでアプローチしてきた。今後の課

題の一つとして、こうした回路がヒトにおいても備わっているか、

またその動作はどのようなものかを検証することが挙げられる。

ヒトを対象とした研究では、非侵襲的な実験アプローチがとりづ

らいなど、動物実験に比べて様々な制限があるが、その反面、ヒ

ト特有の記憶機能に迫ることが可能になるメリットもある。ヒト

を用いた研究を展開し、ヒト特有の記憶機能の脳内メカニズムの

解明につなげていきたいと考える。 
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公募研究：2016年度-2017年度��

記憶の成立と移動を担う小脳神経回路の機能変化�
研究代表者：川口� 真也� � � � �

京都大学・産官学連携本部�

＜研究の目的と進め方＞�

記憶・学習の基礎過程としてシナプス可塑性の重要性が示され

てきたが、どのようなシナプス可塑性の集合体で記憶がコードさ

れるかという神経回路レベルでの記憶の実像は未だによく分

かっていない。神経細胞が有する可塑的性質は、記憶・学習との

相関が示されてきたシナプス後部の可塑性に限るものでなく、

個々の神経細胞の電気的性質の柔軟な変化やシナプス前部での

可塑性も起こる。しかし、こうした種々の素子レベルの可塑性と

実際の記憶・学習の確立との関係を包括した理解は進んでいない。

また、記憶の興味深い特徴として、海馬で形成された陳述記憶は

大脳皮質に転送されて安定保持され、小脳皮質で形成される運動

学習記憶は、短期記憶から長期記憶へ移行する際に小脳核へ移動

する、といった記憶の安定化に伴う責任部位の変化が報告されて

いる。つまり、学習が成立して長期安定化する過程において、記

憶痕跡が移動すると考えられている。小脳が寄与する運動学習の

場合、小脳皮質のプルキンエ細胞でのシナプス可塑性により運動

学習が確立するが、その後数時間以上経過すると、獲得した運動

学習を実行するのに小脳皮質の活動は必要なくなり、その出力先

である小脳核の活動のみに依存するとの報告がある(Okamoto et 
al., J. Neurosci., 2011)。しかし、こうした脳部位を超えた記憶移
動を実現する神経細胞・回路の仕組みは、ほとんど全く分かって

いない。こうした記憶がダイナミックに移動する仕組みを理解す

るには、情報処理の変化がいかに変遷するかをシナプス可塑性か

ら神経ネットワークまで階層を超えて明確にする必要があり、現

状では技術的な限界により困難な課題となっている。本研究では、

これまでに申請者が蓄積してきた独自のイメージング技術と最

高難度の電気生理学的手法を利用して、運動学習記憶を確立させ

るシナプス可塑性がいかに神経細胞の情報処理を変化させ、その

影響が小脳核へ波及して安定に記憶が移動するかについて、細

胞・回路レベルの基礎的なメカニズムを解明することを目指した。�

�

＜研究計画＞�

���樹状突起における入力統合の長期抑圧による時空間変化のイ

メージング�

シナプス可塑性が、細胞の入力統合をどのように変化させるか

の詳細を理解するために、可塑性の発現と細胞膜電位変化の記録

の両方について、イメージングにより同時に時空間情報を得る実

験系を構築することを計画した。 

シナプス可塑性のイメージングには、PKCを改変して開発した
長期抑圧プローブを用いる。これは、MAPKやPKCが構成するシ
グナル経路の正のポジティブフィードバックの駆動に反応する

ように設計したもので、長期抑圧を起こす刺激を与えた樹状突起

部位で選択的かつ持続的に細胞膜周辺へプローブ分子が集積す

る。まずは、予備実験により示唆されていた、膜近傍へのプロー

ブ分子の集積が、真に長期抑圧の発現を反映するか否かについて、

薬理学的検討や電気生理学的実験により確かめる。 

細胞膜電位のイメージングに関しては、膜電位依存性脱リン酸

化酵素の膜電位感受性部位と蛍光タンパク質を融合させたタン

パク質（St-Pierre et al., Nat. Neurosci., 2014）を、申請者が独自
に改良してきた。具体的には、改良したプローブ分子は、培養プ

ルキンエ細胞で、細胞体、樹状突起の細胞膜上に非常に強い局在

を示すともに、1～2 Pm程の軸索やその終末にも豊富に局在する。
そして、その微細な軸索終末からでも１ミリ秒以下の高速な活動

電位を捕捉できる優良なプローブを創出できている。このプロー

ブ分子の膜電位変化の追随の時間正確性と大きさに関して基礎

データを取得して、その定量性を担保する。特に、細胞体や樹状

突起、軸索など、異なる部位間で蛍光変化を比較検討することを

可能にし、単一細胞内での膜電位変化を詳細に時空間解析できる

ようにする。 

これら2種のプローブ分子を同時にプルキンエ細胞に発現させ、
樹状突起でのグルタミン酸入力に応じた細胞膜電位変化を蛍光

強度の変化として記録し、それが長期抑圧発現によりどのように

変化して細胞体まで伝わるかを明らかにする。この2種の蛍光同
時イメージングのために、長期抑圧プローブ分子の蛍光タンパク

質を赤色蛍光タンパク質に変更する。 

最初は、操作性の高い分散培養プルキンエ細胞を用いて、紫外

光のスポット照射によるケージドグルタミン酸の局所活性化を

行い、入力の空間分布と電位変化・伝播の空間特性の関係が、長

期抑圧発現によりどのように変化するかについて基本ルールを

抽出する。また、研究代表者が有する高度な細胞内微小部位から

のパッチクランプ記録を適宜利用して、蛍光イメージングによる

膜電位変化計測の妥当性を担保する。データ蓄積に応じて、標本

をスライス培養へ移行して様々なパターンでの平行線維刺激を

行い、プルキンエ細胞樹状突起での入力統合がシナプス可塑性の

発現前後でどのように変化するかについて系統的にデータを集

め、システム的な理解を確立する。�

�

���長期抑圧による軸索・終末からの出力動的変化と小脳核神経

細胞の機能変化�

運動学習の記憶が小脳皮質から小脳核へ移動して短期記憶か

ら長期記憶に変化する過程は、少なくとも小脳皮質で学習後に新

規にタンパク質が合成される必要がある。プルキンエ細胞でシナ

プス可塑性が起こった後に、新規遺伝子発現により軸索・終末に

何らかの変化が起こり、それが小脳核での情報処理を修飾して運

動記憶が移動すると考えられる。プルキンエ細胞の出力部である

軸索終末から直接記録ができることを生かして（Kawaguchi and 
Sakaba, Neuron, 2015）、この記憶痕跡の移動の実体を明らかに
する。作業仮説として、a) 新規合成タンパク質が軸索および終
末での電気的活動を変化させ、それが小脳核の神経細胞に影響し

て情報処理機構を安定に変化させる可能性と、b) 軸索終末から
新規タンパク質がシナプス間隙を超えて放出され、それが小脳核

細胞に作用する可能性が考えられる。 
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まず、a) に関して、分散/スライス培養のプルキンエ細胞に長期

抑圧刺激を与え、軸索終末部の膜興奮性、伝達物質放出特性など

が変化するか否かを検討する。また、プルキンエ細胞で可塑性が

起こった後に、小脳核の神経細胞群の活動がどのように変化する

かについても電気生理学と膜電位イメージングなどを駆使して

解析する。このようにして、プルキンエ細胞で記憶を生み出す情

報処理変化が次第に小脳核へ波及する仕組みを神経回路レベル

で明確にする。

b) に関しては、新規合成タンパク質が軸索終末から小脳核細

胞へ放出されることが記憶移動の端緒となる場合、そのタンパク

質はシナプス小胞より大型の分泌顆粒を介してシナプス間隙へ

放出されると考えられる。a)の可能性の正否に応じて、質量分析

などを用いて長期抑圧誘導により新規合成される分泌タンパク

質の同定を試みるとともに、大型小胞の開口放出に関わると考え

られるシナプトタグミン４の軸索終末での動態を蛍光イメージ

ングで解析するなどして、この可能性を検証する。

＜得られた研究成果＞

�� 小脳プルキンエ細胞における長期抑圧の発現部位に集積する

蛍光タンパク質プローブを局所的なグルタミン酸光活性化と組

み合わせて適用し、樹状突起における長期抑圧発現の最小空間ユ

ニットを調べた。その結果、プローブのシナプス後膜への集積は、

グルタミン酸刺激された２ミクロン程の領域よりも広い領域に

波及することが分かり、樹状突起の微小な一枝でまとまって長期

抑圧が起こる傾向が認められた。これは、シナプス可塑性発現に

おけるシナプス選択性についての従来の考えとは異なり、可塑性

発現が数十個のシナプスでまとまって起こる可能性を示唆する

ユニークな結果である。プルキンエ細胞における可塑性発現の空

間的連動性が、海馬や大脳皮質の錐体細胞などで見られるシナプ

ス選択的な可塑性発現と異なるメカニズムは不明であるが、その

発現が主に膜電位依存性Ca2+チャネルにより惹起されるか、

NMDA型グルタミン酸受容体により引き起こされるか、の違いに

依拠する可能性があると推測している。

また、並行して開発してきた細胞膜電位感受性蛍光タンパク質

プローブとグルタミン酸の局所活性化を組み合わせることで、シ

ナプス後部の局所的グルタミン酸応答を蛍光変化として検出す

ることが可能となった。また、繰り返し光刺激による強い連続的

グルタミン酸刺激を行うことで長期抑圧を誘導し、その結果起こ

るシナプス後部応答の減弱についても蛍光変化の低下として長

時間にわたって記録することができた。したがって、シナプス応

答の局所記録と可塑性の誘導およびその発現すべてを光技術に

より惹起・記録できる実験系を確立することが出来た。これと、

前述した長期抑圧検出の蛍光プローブを組み合わせることで、長

期抑圧発現の時空間解析を飛躍的に進められるようになった。

�� 中枢神経系シナプスの多くは、1 ミクロン程の微小構㐀で高

㏿情報伝達を行うため、直接機能解析することが難しく、不明な

点が多く残っている。特に小脳の平行線維シナプスは、長期抑圧

などシナプス前部・後部それぞれで様々な可塑性が起こり、それ

が運動学習の基礎となる。そこで、平行線維シナプスの基本的な

機能設計と、その可塑的変化の基盤となるメカニズムを明らかに

するため、分散培養した小脳顆粒細胞軸索のシナプス前部から直

接パッチクランプ記録することに挑戦した。顆粒細胞軸索を

EGFP 標識することにより表面が露出したシナプス前部へ電極

を狙い定めることが可能となり、シナプス前 Ca2+電流や細胞膜

容量変化とシナプス後細胞の応答を同時測定した。こうした実験

から、顆粒細胞軸索のシナプス前部には、Ca2＋チャネルと緩く機

能結合した約 20個の即時放出可能なシナプス小胞があり、それ

らはエキソサイトーシス後に高㏿補充されること、また細胞内

Ca2+緩衝により情報伝達強度やその可塑性が厳密に調節される

ことが分かった。こうした特性は、リソースが限られる微小シナ

プスの、高信頼性かつ柔軟な情報伝達を実現する洗練されたつく

りを反映すると考えられる。この研究成果については、Cell 

Reports誌(Kawaguchi and Sakaba, 2017)に発表した。

図 顆粒細胞シナプスの直接パッチクランプ記録による解析  
A, 培養顆粒細胞軸索のシナプス前部（黄矢頭、EGFP 標識）と

シナプス後細胞からの同時記録。B, シナプス前 Ca2+電流と細胞

膜容量増加、およびシナプス後電流と算出した膜融合した小胞数

の時間経過。C, 顆粒細胞シナプス前部の機能設計の概要。

�� プルキンエ細胞の軸索・終末は、小脳皮質から小脳核への長

距離情報伝達を担っており、それは小脳皮質で生成された運動記

憶を小脳核に伝える場といえる。そこで、このプルキンエ細胞の

軸索終末部が、伝達してきた情報をもとにシナプス出力するのみ

の単純な機能構㐀か、あるいは周囲の状況に応じて機能修飾され

るかを直接パッチクランプ記録を駆使して解析した。その結果、

プルキンエ細胞の軸索終末には、GABAA受容体が局在しており、

局所的な細胞内 Cl-濃度が高いため、膜電位を上昇させる興奮性

作用を及ぼすことが分かった。そして、終末部での GABAA受容

体による膜電位上昇は、活動電位時の電位依存性 Caチャネルの

活性化を促進して、より多くの伝達物質放出を引き起こすことで、

シナプス出力を強めることが明らかとなった。したがって、小脳

皮質の情報を小脳核に伝えるプルキンエ細胞の軸索終末には、小

脳核での局所状況に応じて、皮質からの情報の伝わり方を変化さ

せる仕組みが備わっている可能性が示唆された。本研究成果につ

いては、Journal of Physiology誌に発表した(Zollila San Martin et 

al., 2017)。

�� 長期抑圧など運動学習を確立させる可塑性がプルキンエ細胞

の樹状突起で起こった後に、どのような影響が軸索終末部に生じ

るかを解析した。具体的には、グルタミン酸を含む高濃度 K+溶

液でプルキンエ細胞を処理して長期抑圧を誘導し、その後、軸索

終末の膜興奮性、局所的な伝達物質受容体の変化などが起こるか

否かを、細胞膜電位イメージングと局所的パッチクランプ法を融

合適用して検討した。その結果、長期抑圧の誘導後 �� 時間以上

にわたり、軸索終末部位の電気的な活動が亢進し、興奮性シナプ

ス後電位様の脱分極が頻発するようになった。これは、軸索終末

部位に局在する GABAA受容体の活動が亢進するためであると考

えられた。また、薬理学的検討から、軸索終末部位の興奮性活動

長期亢進は、樹状突起での長期抑圧に関わるシグナル経路や新規

mRNA合成に依存して起こることも分かった。さらに、膜電位イ

メージングによる空間的活動解析から、長期抑圧の誘導後には、

軸索終末ごとに部位選択的な発火が起こるようになることも示

唆された。これらの結果から、運動学習を実現するシナプス可塑
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性がプルキンエ細胞の樹状突起部位で起こると、軸索終末部位に

まで波及して長時間の機能変化が起こり、局所的 GABA 放出状

況に応じて独自出力を作り出すことで記憶の責任部位移動に寄

与する可能性が示唆された。本研究成果について、現在論文公刊

へ向けてデータを取りまとめている。�

�

��中枢神経系の抑制性情報伝達を主に担う GABA 性シナプスに

おいて、高頻度活動時に軸索終末部のシナプス小胞がどれだけ早

く生産できるか、という点は脳の抑制レベルを保つために重要な

要素となる。そこで小脳抑制性介在ニューロンシナプスで、エン

ドサイトーシスにより細胞内へ取り込まれたのちのシナプス小

胞への GABA 充填速度を計測する OIST 高橋智幸教授らによる

共同研究に参画した。この研究から、GABAは約 40秒の時定数

でシナプス小脳に取り込まれることが分かった。さらに、高頻度

刺激時にみられるシナプス小胞枯渇を原因とするシナプス伝達

の短期抑圧からの回復は、遅い GABA 充填速度により規定され

ることが示唆され、抑制性シナプス伝達の可塑性の基盤となる新

しい分子メカニズムが示された。この共同研究結果は、Cell 

Reports誌(Yamashita et al., 2018)に論文公刊された。 

�

��記憶・学習の基盤となる神経細胞の長期安定な可塑的変化は、

神経活動による新規遺伝子発現に依存する。その発現の一部は、

樹状突起などシナプス部で局所的に mRNA からタンパク質翻訳

が起こることで実現する。そうしたシナプス部での局所的な遺伝

子発現調節に、mRNA のメチル化などエピジェネティックな分

子修飾がどのような役割を担うかに関して、京都大学の王丹准教

授らによる共同研究に参画した。そして、シナプスに局在化する

RNA遺伝子のうち約 3000個が N6-メチルアデノシン化されてい

ること、その修飾阻害によりシナプス後部の AMPA 型グルタミ

ン酸受容体が減少して興奮性シナプス伝達が減弱することが分

かった。したがって、シナプス部での局所的遺伝子発現制御に

mRNA 分子のメチル化修飾が重要な役割を果たすことが明らか

になった。この共同研究の結果は、Nature Neuroscience 誌

(Meukurjev et al., 2018)に論文公刊された。 

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

プルキンエ細胞における長期抑圧の可視化は、いまだに国内外

で論文公刊されておらず、本研究で取り組んだ蛍光プローブ分子

は、その初の例として論文公刊が待たれる画期的な成果である。�

シナプス前部の直接記録による機能解析に挑戦することで、運

動学習を形成する小脳皮質で、主要な可塑性の場である顆粒細胞

の軸索終末の機能設計が精密に明らかになり、さらに可塑性のメ

カニズムを詳細に解析する方法が確立したことは意義がある。ま

た、小脳皮質から小脳核へ情報を長距離伝達するプルキンエ細胞

の軸索終末部が、局所的な GABA による機能調節を受け得るこ

と、そしてその局所機能調節自体が活動依存的な長期可塑性を示

すことを見出すことができ、神経系の動的な情報処理メカニズム

に新しい視点を提示することに成功している。また、それを可能

にした新規の細胞膜電位感受性プローブ分子の開発は、国際的に

熾烈な競争下にあり、急速に進展しているが、その中で本研究で

は軸索・終末部から効率的に膜電位を計測するための分子修飾の

方法を確立しており、ユニークな成果を得ている。加えて国内の

共同研究により、脳の抑制性情報伝達を主に担う GABA のシナ

プス小胞への充填速度とその機能的意義、シナプスにおける局所

的遺伝子発現の調節をになう mRNA 分子修飾の影響の解析など、

記憶・学習を実現するための神経細胞の基礎的な分子レベルのメ

カニズムを高いレベルで明らかにした研究成果と言える。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

本研究の発展次第では、可能であればプルキンエ細胞の長期

抑圧を検出する蛍光プローブ分子を発現する遺伝子改変マウス

の作成を開始することを、当初構想していた。しかし、研究代

表者の研究機関の異動があったため、動物飼育施設の利用可能

状況に見通しが立たず、当初の理想的な構想を遅らせる結果と

なった。それと並行して、アデノ随伴ウイルスを用いてマウス・

ラットの小脳プルキンエ細胞に発現させることも計画していた

が、プローブの DNAサイズが大きいため生きた動物脳で効果的

に発現させるだけの高タイターのウイルスを得ることが難し

かった。こうした理由から、蛍光プローブを生きたマウスの多

くのプルキンエ細胞で発現させる試みは、当初狙っていたほど

には進展しなかった。�

�

＜今後の課題、展望＞�

長期抑圧の蛍光プローブを発現させる遺伝子改変マウス作成

などを経て、動物個体におけるシナプス可塑性の可視化と行動実

験を組み合わせた研究へ展開を図ることにより、記憶・学習を実

現するシナプス集団の３次元分布パターンとその時間的変遷を

明らかにする研究がすすむことが期待される。また、樹状突起で

の可塑性誘導が、細胞体・長距離軸索を超えて軸索終末部の長期

機能変化を生みだすという、本研究で見出した新しい可塑性メカ

ニズムは、記憶の責任部位が移動する１つの有望な仕組みになり

得るもので、今後その可能性を検討する研究の進展が求められる。�
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公募研究：2016年度-2017年度��

新規分子活性操作法によるシナプスダイナミズムの意義の解明�
研究代表者：村越�秀治� � � � � �

生理学研究所 脳機能計測・支援センター�

＜研究の目的と進め方＞ 

記憶の最小単位と考えられるシナプスは、コンピューターの

ハードディスク（磁性体）によく例えられる。しかしながら、シ

ナプスは生体分子集合体であるため、その反応性や状態が刻々と

ダイナミックに変化する点で磁性体とは大きく異なる。なぜ脳は

このような不安定な構造を記憶素子に選んだのだろうか？この

ような不安定さを、「シナプスの記憶ダイナミズム」と捉え、本

研究では光応答性分子を独自に開発し、それを用いて、シナプス

の状態を光操作することによって、シナプス反応性のメカニズム

や状態変化の記憶にとっての意義を明らかにすることを目的と

した。 

近年、チャネルロドプシンが普及したことにより、細胞レベ

ルの光操作が比較的簡単に行うことができるようになり、様々な

知見が得られているが、個々のシナプスレベルでの光操作法につ

いては、ツールがない為、殆ど進んでいない。そこで本研究では

植物タンパク質であるPhototropin1のLOV2ドメインを用いて、シ
ナプスレベル（ミリ秒レベルの時間分解能とマイクロメートルの

空間分解能）での光操作が可能な光応答性のシグナル分子と光応

答性シグナル阻害分子の開発を進めた。また、開発した分子を個

体マウスに適用することによって、シナプス集団を光操作し、記

憶・学習とシナプス状態の関係を明らかにすることを目指した。 

 

＜研究計画＞ 

1) CaMKII（Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinase II）は海馬や
扁桃体神経細胞に豊富に存在しており、シナプスの可塑性にとっ

て重要な役割を果たしていることが明らかになってきている。こ

の分子の特徴は12量体を形成することで自立的な長時間の活性
化が可能な機構を有していることでる。このことから、CaMKII
は記憶を長時間保持するためのメモリー分子として働いている

と考えられてきた。しかしながら、CaMKIIが長時間活性化して
いるという報告がある一方で、短時間しか活性化していないとい

う報告もあり、未だに決着には至っていない。そこで本研究では

新規に高い時間分解能と特異性をもつ遺伝子コード型の光応答

性CaMKII阻害ペプチドを開発し、これをマウスの扁桃体に適用
することでCaMKII活性と記憶の関係を調べることにした。 

 

2) 上記で光応答性阻害分子を作製する一方で、CaMKIIを遺伝子
改変により、光応答性分子であるLOV2ドメインと融合すること
により、2光子励起によって活性化させることができる光応答性
分子（光応答性CaMKII）を開発することにした。さらに光応答
性CaMKIIを海馬神経細胞のシナプス内で直接活性化することに
よって、CaMKII/PKC/PKAの機能を直接調べることにした。 

 

＜得られた研究成果＞ 

1) 光応答性CaMKII阻害ペプチド（paAIP2: photo-activatable 
Autocamtide-2-Related Inhibitory Peptide 2）の開発 

CaMKIIは、主にCaMKIIαとCaMKIIβの2つのサブユニットから成

る12量体を形成しており、Ca2+/CaMの結合により構造変化を起
こしてキナーゼが活性化する。CaMKIIの活性を生きた細胞内で
高い時空間分解能で活性を阻害できるようにするため、LOV2-Jα
ドメインを用いて遺伝子コード型の光応答性CaMKII阻害分子を
開発することにした。 LOV2-Jαは植物タンパク質である
Phototropin1の光感受性ドメインであり、青色光照射によって、
LOV2ドメインに結合していたαへリックスが解離し、分子構造
が可逆的に変化する。そこで本研究では、CaMKIIの阻害ペプチ
ドであるAIP2（Autocamtide2-Related Inhibitory Peptide、13アミノ
酸から成る）にLOV2を遺伝子工学的に融合することによって、
遺伝子コード型光応答性CaMKII阻害ペプチド（paAIP2）を開発
した（図１）開発には、LOV2-JαとAIP2の間のリンカー配列を変
えたものを多数作製し、CaMKIIのキナーゼ活性を光照射依存的
に阻害するかどうかを生化学的に確認した。また、FRET計測に
より、paAIP2は光照射後に直ちに構造変化し、暗状態に戻すこ
とで40秒程度で元に戻ることが分かった。 

 

 

図１、 光応答性 CaMKII阻害ペプチド�  

青色光受容タンパク質であるの LOV2ドメインに CaMKIIの阻
害ペプチドを遺伝子工学的に融合した。暗条件下では折りたた

まれた構造をとっており、CaMKII に結合する。しかし、青色
光照射により、AIP2 が LOV2 からリリースされると CaMKII
のキナーゼドメインに結合し、その活性を阻害する。 

 

2) paAIP2を用いたケイジドグルタミン酸刺激による長期増強誘
起の阻害 

次に、本研究で開発した paAIP2を用いて、光照射による CaMKII
阻害がグルタミン酸刺激によるスパイン体積の可塑的な変化を

阻害するかどうかを調べた。まず、海馬スライスの CA1 領域に
ある神経細胞に遺伝子銃を用いて mGFP（単量体緑色蛍光タンパ
ク質）、mCherry（単量体赤色蛍光タンパク質）、paAIP2を同時に
発現させた（図２）。次に落射蛍光顕微鏡下で mCherryの赤色蛍
光を発している細胞を同定し、その細胞を 2 光子顕微鏡下で
mGFPの蛍光を観察した。刺激後のスパイン体積の変化は mGFP
の蛍光強度によって定量した。ケイジドグルタミン酸による 2
光子単一スパイン刺激（30 pulses at 0。5 Hz）を行ったところス
パイン体積は一過的に 4倍程度増大した後、収縮し、刺激前より
も 2倍程度の体積の状態を 20分以上持続していた（図 1B）。一
方、ケイジドグルタミン酸刺激と同時に青色光（100 mW/cm2）

により CaMKIIの活性を 1分間阻害したところ、一過的な体積変
化が劇的に阻害され、さらに、持続的な体積変化が完全に阻害さ

れた（図 1C）。このことは、初期の CaMKIIの活性がスパイン体
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積の変化にとって極めて重要であることを示している。 

 

図２A、光応答性ペプチドと緑色蛍光タンパク質（GFP）を遺伝
子銃で導入。2光子励起蛍光顕微鏡でGFPを導入した神経細胞を
観察しながら、シナプスにグルタミン酸局所刺激を与える。青

色光照射を行っている部分では光応答性ペプチドが活性化し、

CaMKIIの酵素活性を阻害する。 

図２B、グルタミン酸刺激によってシナプス（スパイン）の体積
が増大し、グルタミン酸受容体などの各種分子が多く集まって

くる（シナプスの可塑的変化）。 

図２C、青色照射を行いながらグルタミン酸刺激をするとシナプ
スの体積変化は大きく抑制され、シナプス機能が阻害される。 

 

3) 個体マウスにおける恐怖記憶と CaMKII活性 

paAIP2 の利点の一つは、遺伝子コードされている点である。細
胞特的なプロモーター遺伝子を利用することで、生きた個体動物

の特定の細胞の特定の場所に導入することができる。そこで、

paAIP2 を用いて、記憶と CaMKII 活性の関係を個体マウスで調
べた。paAIP2 をマウスの扁桃体領域（恐怖記憶を司る脳領域）
の神経細胞へ導入するため、GFPを融合した paAIP2をコードす
るアデノ随伴ウイルスを作製し、扁桃体へのインジェクションを

行った。その後、このマウスを用いて、動的回避テスト（記憶テ

ストの一種）を行った（図３）。明室と暗室の間にマウスが通れ

るくらいの出入口がついた箱にマウスをおく。マウスは暗い場所

を好むため暗い部屋に入るが、この時、マウスが嫌う軽い電気

ショックを与える。すなわち、暗い部屋に入ると電気ショックが

来ることを記憶させる（恐怖記憶）。このトレーニングを行った

マウスを再び明るい部屋に入れると、暗い部屋にはなかなか入ら

なくなる（受動的回避テスト）。すなわち、明るい部屋に滞在す

る時間を計測することで、電気ショックの記憶を記憶しているか

どうかを判別することができる。テストの結果、記憶トレーニン

グからテストの直前までの間、光照射によって CaMKIIを阻害し
た動物は、比較的短い時間で暗い部屋に入った。すなわち、電気

ショックがあることを記憶していなかった。一方で、トレーニン

グ時に光照射を行わな行った動物では記憶は阻害されなかった。

これらの結果から、記憶形成の瞬間に CaMKII活性が必要であり、

保持には必要ないことを示唆するデータを得ることができた。 

 
図３A、光応答性阻害ペプチドをアデノ随伴ウイルスによってマ
ウスの扁桃体神経細胞に導入する。また、青色レーザーを光ファ

イバーで扁桃体に照射する。受動的回避テストによって、記憶

形成が光照射（CaMKII活性）に依存するかどうかを調べる。 

図３B、トレーニング前からテスト時まで光照射を行ったマウス
群（青プロット）では１２匹中９匹が２００秒以内に暗室に入っ

た。この結果から、このマウス群は暗室に入ると電気ショック

がくることを覚えていないと考えられる。一方で、トレーニン

グ後から光照射を行ったマウス群（赤プロット）では２００秒

以内に暗室に入ったものは１５匹中３匹で、計測時間中（６０

０秒）一度も暗室に入らなかったものが9匹もいた。これらの結
果からトレーニング時のCaMKII活性が記憶形成に重要である
と考えられた。 

 

4) 光応答性 CaMKIIの開発 

Phototropin1は植物の光受容タンパク質キナーゼであり、青色光
照射によって、自身の持つLOV2ドメインに結合していたαへ
リックスが解離し、分子構造が可逆的に変化する。我々はLOV2
ドメインを用いて、現在までにpaCaMKIIのプロトタイプの開発
に成功しており、神経細胞において光照射によりスパイン体積の

増大を惹起することに成功している。本研究では、生化学的な

アッセイにより、paCaMKIIは内在性の配列のCaMKIIと比較して、
光非存在下でのベース活性が３倍程度高く、細胞内のシグナル伝

達系を乱してしまうことが分かってきた。そこで本研究では、

paCaMKIIのキナーゼドメインのリンカーの長さや変異導入によ
るダイナミックレンジの最適化（ベース活性を抑える）を行った。

240



最適化にはHeLa細胞を用いて、生化学アッセイと蛍光寿命イ
メージングで行った。これにより、リーク活性を4分の1に抑える
ことに成功し、さらにダイナミックレンジを2倍にすることに成
功した。 

� また現在までに、ラット海馬のスライス中の神経細胞にこの分

子を発現させて、シナプス（スパイン）内で２光子励起により

paCaMKIIを活性化させることで、可塑的変化を誘起することに
成功している（図４）。 

 

 

 

図４A、光応答性CaMKIIの制御ドメインとキナーゼの間に
LOV2ドメインを遺伝子改変により挿入した。 

図４B、光応答性CaMKIIを神経細胞に発現させ樹状突起上のス
パインを2光子励起することで体積増大を誘起させることがで
きる。 

 

＜国内外での成果の位置づけ＞ 

現在の世界の光操作の潮流はチャネルロドプシンによる細胞

レベルの光操作であるが、私が開発した paCaMKIIは個々のシナ
プスの情報を書き換えることができる点で画期的である。

paCaMKII は、私が 800 以上の DNAコンストラクトをスクリー
ニングすることで初めて開発に成功したものである。この分子の

特徴は、マイクロメートルの空間精度とミリ秒レベルの時間分解

能をもち、その活性は可逆的であることである。また、光照射す

るだけで個々の狙ったシナプスやシナプス集団に長期増強を惹

起することができる。光活性をもつ分子の開発は非常に難易度が

高く、実際に分子の開発ができる研究室は世界中を見ても多くは

ない。すなわち、paCaMKII や光応答性 CaMKII 阻害ペプチド
（Murakoshi et al. Neuron 2017）の開発に成功している我々は世
界をリードしている。 

 

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞ 

� 現在までに我々は光応答性 CaMKII阻害ペプチドの開発に成
功し、生きた個体動物に応用することに成功した。一方で、光応

答性 CaMKIIについては、分子開発と海馬スライスへの応用には
成功したものの、研究期間が 2年と短かったため個体動物への応
用には届かなかった。今後は下記２つの項目について研究を進め

ていく予定である。 

１）個体マウスの学習時に活性化したシナプスに paCaMKIIを標
識するための技術（Active Synapse Booster）を確立する。 

２）Active Synapse Boosterを用いて、シナプス集団を光操作する。
これによって、学習後のマウスのシナプス情報を書き換える（長

期増強を光照射によって亢進させる）ことでシナプスの記憶ダイ

ナミズムの意義を明らかにする。 

 

＜今後の課題、展望＞ 

本申請研究では、シナプス可塑性に重要であるCaMKIIを光照
射依存的に阻害することが可能な光応答性CaMKII阻害ペプチド

の開発に成功した。また、分子を開発するのみならず、ラット海

馬スライスにpaAIP2を導入し、シナプスの体積変化を阻害する
ことに成功し、CaMKIIの短時間の活性が体積変化に重要である
ことを明らかにした。すなわち、シナプスの可塑性にとって、

CaMKIIはメモリー分子ではなくトリガーに重要であることを明
らかにした。また、paAIP2を利用して、個体マウスの記憶形成
時の初期段階においてCaMKIIの活性が重要であることも明らか
にした。現在までに様々な阻害ペプチドが利用できるが、LOV2
ドメインと組み合わせることで、様々な光応答性阻害ペプチドが

作製できると考えられる。今後、このような光操作分子を用いて、

個体機能の基礎となる細胞内シグナルの分子メカニズムが詳細

に明らかになると考えられる。 
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公募研究：2016年度-2017年度�

空間探索における海馬とワーキングメモリの相互作用の回路モデ

ル�
研究代表者：深井�朋樹�

国立研究開発法人理化学研究所・脳科学総合研究センター（現� 脳神経科学研究センター）�

＜研究の目的と進め方＞�

脳の領野間コミュニケーションのメカニズムの解明は、記憶のみ

ならず、脳全体の機能の理解にとってもきわめて重要な課題であ

る。最近、ワーキングメモリを必要とする空間ナビゲーション課

題（7字型迷路課題）において、嗅内野皮質（(&）と海馬 &$�領

域で形成されるループ回路が、一時的記憶の読み出しにとって重

要なこと、その過程には㏿いガンマ振動が関与していることが示

唆された。そこで本研究では、齧歯類の海馬と (&の局所回路を

モデル化して、海馬と大脳皮質間の情報伝達の機序を数理モデル

で解明することを目指す。とくにワーキングメモリの読み出しに

関わる (&の局所回路メカニズムをモデル化することにより、脳

のリズム活動が、記憶関連領野間でのコミュニケーションに果た

す役割を解明する。またその結果をもとに、海馬と大脳皮質の動

的コミュニケーションが、長期記憶の固定化のプロセスに於いて

果たす役割とその回路メカニズムの解明を目指す。�

�

＜研究計画＞�

���興奮性細胞、39抑制性細胞、620抑制性細胞によって構成さ

れる (&の局所回路モデル（(&���層＋(&�層）を構築した。�層

の持続発火性細胞（ワーキングメモリ細胞）のモデルは、)UDQVHQ

らによる既存のモデルを採用した。またガンマ波とシータ波の結

合状態を再現するために、神経解剖学及び電気生理学的知見を基

に、620�抑制性細胞と 39�抑制性細胞を回路に取り込み、さらに

アセチルコリンによる神経修飾を考慮した。�

�

���シミュレーションにより、実験で観察された神経活動パター

ンが出現するか確認する。正解試行の場合には、マウスが意思決

定を求められる 7ジャンクションに近づくに連れて嗅内野（(&）

３層でシータ波のコヒーレンスの緩やかな増大が見られ、不正解

試行では見られない。この現象を再現可能なミニマルな神経回路

モデルを構築し、再現性が高くなるようにモデルのパラメターを

調節する。�

�

��海馬と前頭皮質の神経回路間でワーキングメモリの書き込み、

維持、読み出しの各フェーズが、機能するための条件を、回路モ

デルを数値シミュレーションによって予言する。また実験可能な

予言を引き出す。�

�

���単独の課題として、シナプスの構㐀可塑性が学習において果

たす役割を検証する。そのために、シナプス入力の確からしさ（ス

パイク発火への関連性）をベイズ推定によって学習する、単一神

経細胞の計算論的モデルを構築する。�

�

���ヘテロシナプスのスパイクタイミング依存可塑性（67'3）の

計算モデルを開発し、興奮性入力と抑制性入力とのバランスが可

塑性において果たす役割を検討する。�

�

＜得られた研究成果＞�

���マウスが意思決定を行うために 7字型迷路の分岐点に近づく

と、嗅内野皮質（(&）３層にシータ波のコヒーレンスの緩やかな

増大が見られる。(&���層＋(&�層と海馬 &$�の情報連絡を再現

する局所回路モデルを構築し、行動依存のシータ波の変化の再現

に成功した（図１）。�

�

���局所回路モデルから以下の予言を得た。１．ワーキングメモ

リの呼び出し時には、&$�の興奮性細胞と抑制性細胞にコリン作

動性の活性化が起こる（図２$）。���ワーキングメモリ回路が一

時記憶を保持する場合としていない場合とでは、(& と &$� 興奮

性細胞のスパイク発火のシータ波に間する位相が、課題遂行中に

動的に変化する（図２%）。���一時記憶の局所回路内での読み出

しと転送に於いては、ガンマ波ではなくシータ波がより重要な役

割を担う。シータ波の重要性は、実験では詳しく調べられておら

ず見落とされていた。��ガンマ波は、回路外部からのワーキング

メモリ情報の読み出しに有効である。��

�

 

 
図１：神経回路モデルの概要（上）。�

図２：発火位相の変化（下）。嗅内野の一時記憶が海馬に

転送されると伴に、&$�の錐体細胞の発火位相の分布が前

向きにシフトする（水色�!青色）。�
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���山本�利根川らのグループから実験データを入手したり

�<DPDPRWR�HW�DO���&HOO������、&ROODERUDWLYH�5HVHDUFK�LQ�

&RPSXWDWLRQDO�1HXURVFLHQFH��&5&16�RUJ�に公開されているデー

タ（0L]XVHNL�HW�D���1HXURQ�����）を用いたりして、モデルの

予言の検証を行った。�

�

���シナプスの構造可塑性の神経細胞モデルの解析的及び数値シ

ミュレーションの結果から、構造可塑性を考慮することで環境の

変化による外部入力の事前分布の変化をより良くベイズ推定に

反映させることが出来るようになり、その結果、推定能力が最大

で ���程度向上することがわかった（図 �）。さらにヘテロシナプ

スの可塑性モデルを構築して抑制性入力によって学習を制御す

ることを試みた（図 �$）。その結果、大脳皮質ニューロンの樹状

突起では、枝分かれした分岐ごとに興奮性と抑制性の入力がバラ

ンスされることがわかった。それによって、樹状突起は分岐毎に

独立したシナプス入力の学習が可能になることがわかった（図

�%）。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

近年、タイプが異なる抑制性神経細胞が回路レベルの機能の出現

や制御に於いて果たす役割が注目されており、さまざまな実験や

回路モデルが報告されるようになってきた。しかしながら、これ

らの研究はまだ端緒に着いたばかりであり、海馬や大脳新皮質の

局所回路の計算機能とメカニズムの解明は、今後の研究を待たね

ばならない。構築した回路モデルは複雑であるが、その生物学的

妥当性には不明な点も多く、またモデルでは完全に説明できない

実験結果も残る。しかしながら当該モデルのように、複数の脳の

部位を同時にモデル化し、さらに実験データを用いて検証を試み

た例は、国際的に見てもごく少数である。また領野間連絡におけ

るシータ波活動の機能的役割については新規な結果や検証可能

な予言を得ることができた。この点も、生物学的な神経回路をモ

デル化した他のモデルに比べて、本モデルの存在価値を一段高め

ている。また提案モデルはワーキングメモリのエンコーディング

や読み出しにおいて、アセチルコリンによる 9,3細胞や嗅内野錐

体細胞の興奮性の調節が重要であるという、今まで知られていな

かった局所回路の動態に対する修飾メカニズムを示唆した。また

<DPDPRWR らによる実験報告ではあまり注意が払われなかった、

シータ波の同期発火のワーキングメモリに於ける重要性も予言

したが、これは実験コミュニティに対してもインパクトをもつ予

言である。局所回路は回路が複雑になると、パラメター値の選択

に対する自由度が増すため、生物学的に確からしい結果を得るこ

とが困難になる。これらの状況を踏まえると、モデルから複数の

予想外の結果が得られており、総合的には満足がいく成果を出せ

たものと思う。�

�

達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

モデルはシータ波に対するスパイク発火の位相が、(&と&$�で

は異なること、またそれらは39抑制性細胞の活性化により、課

題遂行中に動的に変化することを予言した。シータ波に対する

発火位相のシフトはモデルの最も顕著な予想であるが、

0L]XVHNLらの実験データにおいては似たような傾向を見出し

た。しかし<DPDPRWR�からデータを入手して行った解析では、

統計的に有意な結果を得ることが困難であった。この場合、

+LOEHUW変換を用いて位相情報を抽出して予言が正しいかを検

証した。もともときれいに多細胞のスパイク発火が記録できた

マウスが少ない（�匹）こと、また全体的に実験ではスパイク

発火が回路モデルに比べてスパースなことが、検証をより難し

くしている。最終的にはさまざまに解析方法を工夫して、過半

数のマウスでは予言どおりとみなせる活動変化が確認された。

しかし残りのマウスでは肯定とも否定とも言えない結果が得

られている。このように実験結果とモデルの予言に齟齬が生じ

た場合、すでに論文発表された実験データに基づいてモデルを

構築している場合は、再実験が困難あるいは不可能なため、原

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

図４：（$）分岐をもつヘテロシナプス可塑性モデル。（%）

抑制性シナプス入力による制御を受けると、分岐毎に独立

した学習ユニットとして機能する（%）。+LUDWDQL�DQG�

)XNDL��-�1HXURVFL�������より改変。�

 

 
図３：構造可塑性を考慮した神経回路モデル（上左）。最終

層（赤）の神経細胞は外部入力の状態 Vを推定する（上右）、

構造可塑性を仮定した場合としない場合の推定精度の評価

（中）。シナプスの構造可塑性とシナプス荷重の可塑性の間

には、精度を最適化する相対時間スケールが存在する。

+LUDWDQL�DQG�)XNDL��)URQW�1HXUDO�&LUFXLWV�������より

改変。�
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因を特定できないことが欠点である。またそれにより、論文発

表も遅れている。�

�

＜今後の課題、展望＞�

上述した通り、本プロジェクトの主要な成果である、海馬と嗅

内野皮質ワーキングメモリの相互作用回路モデルは、まだ論文

に発表していない。本プロジェクトを遂行したポスドクは、

����年�月に関西医科大学の物理学教室に就職したが、現在、

この成果を論文にまとめており、最近、ほぼ最終版の原稿が完

成した。当面の課題は、この論文を神経科学分野のしかるべき

雑誌に投稿し、発表することである。�

しかし脳の回路機能の研究には、人工知能との関係をめぐり、

以前は存在しなかった難しい面が出てきている。この数年で人工

知能は飛躍的に進化を遂げ、課題に依っては人間並みかそれ以上

のパフォーマンスを示すものが創出されている。中核を占める理

論は ��年代〜��年代にかけて提案されたものであり、近年の脳

研究の知見はあまり考慮されていない。それにもかかわらず、驚

くべき性能を達成できたことで、脳の神経回路の働きに学ぶ必要

性を声高に主張しても通らなくなってきていることは、否定でき

ない事実であろう。過去 ��年間に脳の学習と計算に関してさま

ざまな発見があり、スパイク時間依存のシナプス可塑性による記

憶学習モデルや、興奮性入力と抑制性入力のバランス状態が発見

されたことによる、ゆらぎ駆動の神経計算メカニズムが提案され

るなど、脳の神経回路理論には新しい方向性も見えてきている。�

一方で、樹状突起が回路レベルの計算に於いて果たす役割など、

ほとんど理解されていない脳の神経回路の特徴が存在する。樹状

突起は本研究で取り扱ったような異なる領野間での情報伝達の

制御に於いて特に重要である可能性が考えられるが、局所的計算

の結果をシステム全体が行う計算の中に統合するメカニズムは、

汎用的な人工知能の開発に於いても本質的に重要である。本研究

で取り扱ったような領野間での情報伝達の回路メカニズムの解

明は、神経回路研究が生物学を超えて波及効果を生み出す鍵にな

ることが予想される。�

�
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公募研究：2016年度-2017年度

自己と他者の空間情報記憶
研究代表者：檀上 輝子 � � � �

理化学研究所 脳科学総合研究センター システム神経生理学研究チーム

（現 理化学研究所 脳神経科学研究センター 時空間認知神経生理学研究チーム）

＜研究の目的と進め方＞

ヒトを含めた動物が空間上を動き回るとき、空間上の各地点や

自分の位置をどのように認識しているのだろうか？動物の空間

ナビゲーションには海馬が深く関わることが知られている。海馬

&$�領域の多くの細胞は、自己が空間上のある地点に存在すると

きに特異的に発火することが見出され、この種の細胞を「場所細

胞」、また場所細胞が発火する場所領域は「場所受容野」と名付

けられた。場所細胞の空間内での『自己の場所認識』に不可欠な

役割を果たしており、場所細胞の集合によって脳内に空間認識地

図が形成され、空間全体の認識が可能になると考えられている。

場所認識には「自己中心的な場所認知」と「認識地図に基づい

た場所認知」の２種類の方法があると考えられている。「自己中

心的な場所認知」は、自己が存在する場所を自らの動いた速度、

時間、方向から割り出す方法で、これに関わる神経細胞の存在が

数多く報告され、そのメカニズムの解明が進んでいる。一方、「認

識地図に基づいた場所認知」は、ヒトが実際の地図を参照して目

的地を確認し、そこに到達するのと同様の方法で脳内の認識地図

を参照し場所を認識する方法であり、このような場所認知には、

自らが『今、現在』存在するのとは別の場所を認知することが必

須と考えられる。言い換えれば、客観的な意味での『場所そのも

の』を表象する細胞の存在が推測されるが、これまでのところ、

そのような性質を持つ神経細胞は報告されていない。

本研究では、ラットが空間内で他のラットを観察するとき、そ

のラットの場所が脳内でどのように表現されているのかを電気

生理学的に明らかにする。これにより、『他者の場所』が『自己

の場所』記憶とどのように異なるのかを比較解析し、これを通し

て、主観的�客観的な『場所』に統一的な表現があるのかという

疑問に答え、認識地図の表象機構の本質に迫る。

＜研究計画＞

�� はじめに２匹のラットを用いた7字迷路課題を構築する。この

課題では、１匹目のラットの行動選択によって２匹目のラットの

正解が変化するため、２匹目のラット（自己ラット）が１匹目の

ラット（他者ラット）の行動を観察し、その場所を認知すること

が必要となる。この課題をラットに学習させ、行動課題中の他者

の行動を観察する自己ラットの海馬から大規模神経活動記録を

行い、他者ラットの場所認知（他者の場所細胞）に関わる神経活

動を探索する。

他者行動観察課題は２つのセッションで構成さ

れる。

セッション１ 同一方向選択課題

L��「他者」がスタートし右または左を選択する。

LL��それを追いかける「自己」が「他者」と同じ方

向を選択すると報酬として水が得られる。

セッション２ 反対方向選択課題（右図）

L��セッション①と同様、「他者」がまずスタートし

右または左を選択する。

LL��それを追いかける「自己」が「他者」と反対方向を選択する

と報酬が得られる。

�� 本研究では、行動課題中のラットの海馬と前頭前野から同時

に神経活動を記録することを計画している。異なる二つの脳領域

の神経活動の相関関係を定量的に解析するためには同時に多数

の神経細胞の活動を記録することが必須である。研究代表者の所

属する研究室では高密度・多チャンネルのシリコンプローブを用

いて大規模細胞外記録を実用化しており�)XMLVDZD�HW�DO��������

1HXURQ�、この手法を用いて、複数の脳領域に���チャネル以上の

記録電極を留置し、自由活動中のラットから長期間にわたって安

定した細胞外記録を取ることが可能となっている。今後、神経活

動記録中であってもラットに過度な負担をかけず行動実験に集

中できる環境を検討し、より良質なノイズの少ない神経活動の記

録を目指す。

�� 海馬から神経活動記録を行う際には、ある特定の神経細胞の

発火活動と個体の場所に関連性があるか否かを解析することが

必須である。本研究では、これまで一般に行われてきた行動実験

と異なり、�匹の個体が同時に同じフィールド上を動き回る。そ

のため、ビデオ画像を用いて�匹を識別した上でそれぞれの存在

場所を解析するという、より高度な解析技術が必要となる。また

行動解析に時間あるいは空間上の誤差が生じると、解析結果が不

明瞭なものとなる恐れがある。そのため、/DEYLHZと行動解析ソ

フトを組み合わせた行動解析法を計画している。具体的には、ビ

デオフレームごとに電気信号を生じさせ、その信号を神経活動記

録と同様に記録する。これにより、それぞれのビデオフレームの

記録時間を個別に確定し、またビデオ画像から２匹のラットの存

在場所を確定し、時間データと場所データを最後に統合すること

により、誤差とロスのない行動記録系が開発できる。試行実験の

段階では効果的な行動記録が可能となっており、さらに今後、こ

の行動記録を用いて神経活動との関連を解析するシステムの開

発を行う。

�� 順調に研究が進んだ場合、現在開発中の遺伝子改変ラットや

ウィルスベクターを用いて神経種あるいは神経回路特異的な機

能制御機構の解明に取り組む。具体的には、例えば、海馬に錐体
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細胞特異的に感染するウィルスベクターを注入し、光遺伝学的手

法を用いて海馬から直接入力を受ける前頭前野の神経細胞を同

定した上で、その細胞の発火特性を解析し、適応行動への関与、

海馬�前頭前野間の神経回路の機能を明らかにする。さらに、前

頭前野から海馬への情報入力は、視床や嗅内皮質を通して間接的

に行われているので、例えば前頭前野から嗅内皮質への投射を特

異的に標識し、光遺伝学的手法や神経伝達阻害法によってこの投

射繊維を特異的に抑制し、本課題の成績の変化から適応行動に対

するこの神経投射の機能を明らかにする。

・・・

＜得られた研究成果＞

�� はじめに、個々のシングルユニットの発火活動が自己ラット、

他者ラットの位置と相関しているか、場所細胞マップを用いて解

析した。その結果、すでに知られているように、海馬&$�領域の

場所細胞が表象する場所�場所受容野、SODFH�ILHOG�は7字迷路上

を網羅的に分布しており、さらに今回新たに、同じ場所細胞群が

他者の場所をも網羅的に表象していることが明らかになった。次

に自己と他者の場所と発火活動を同時に示すためにジョイント

場所細胞マップ�図１右�を作成し解析すると、他者の場所の表象

は、自己の場所のみに基づく発火ではなく、他者の場所に影響を

受けた発火であることが統計学的に明らかになった�図２�。自己

の場所表象では、ラットが場所受容野を進行するにつれてシータ

波の位相が進むシータ波位相前進�WKHWD�SKDVH�SUHFHVVLRQ�が報

告されているが、他者の場所の表象においても同様の現象を認め

た。

�� 次に、２種類の行動課題での場所細胞の発火パターンを比較

することによって、自己のゴール（目的地）と他者の場所をそれ

ぞれ特異的に表象する細胞の存在を解析した。これまで報告され

てきたように、自己のゴールが右か左かに依存した発火活動を示

す場所細胞（目的地指向細胞）を確認したほか、行動課題の種類

に関わらず、他者が例えば右のサイドアームにいるとき（従って

自己のゴール方向は行動課題によって反対方向となる時）に発火

する細胞�他者指向細胞�を認めた（図３）。いずれの細胞群にお

いても、解析を行ったサイドアーム部位を網羅的に他者の場所受

容野が分布しており、また、目的地指向細胞は全体の ���、他者

指向細胞は ���の割合を占め、一定の割合の細胞群において「自

己のゴール」、「他者の場所」がそれぞれ独立に表象されているこ

とが明らかになった。

�� �％程度の場所細胞では、自己、他者のいずれかが特定の場所

に存在するときに発火することが確認され、「共通場所細胞」と

名付けた。この種の場所細胞では、他者がある場所にいるときに

自己がそれを観察して発火し、また自己がその場所にいるときに

も同様の発火活動をするものであり、場所細胞における自己と他

者のミラー性を示唆するものである。この種の細胞の共通場所受

容野も、7字迷路上に普遍的に存在することが明らかになった。

�� 以上の結果を踏まえ、場所細胞の発火活動から自己の場所、

他者の場所が再構築できるかを解析した。はじめに、ベイジアン

アルゴリズムを用いて自己の場所を再構築したところ、平均

��FP 程度の誤差で自己の場所を再構築できることを確認した。

次に、同一の場所細胞群の発火活動と解析手法を用いて他者の場

所を再構築すると、平均 ��FPほどの誤差で効率よくデコーディ

ングできることが明らかになった（図４）。この結果から、場所

細胞の発火活動が、ポピュレーションレベルでも、自己の場所の

みでなく他者の場所をも表象していることが明らかになった。

最後に、デコーディング解析を用いて、場所細胞による他者の

場所の表象が、行動課題時における自己と他者の位置関係よりも

正確に他者の場所を表象しているか、解析を行った。２種類の行

動課題での発火活動を区別せずに自己、他者の場所をデコーディ

ングすると、種類ごとにデコーディングした場合と比べて誤差は

大きくなるが、他者の場所のデコーディングでは、自己と他者の

位置関係から割り出した他者の場所よりも少ない誤差であり、こ
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の結果から、場所細胞が他者の場所情報を能動的に表象している

ことが再確認された。�

�

・・・�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

電気生理学的手法による海馬の神経細胞の活動性に関する研

究は、���� 年に -RKQ�2’.HHIH らによって認識地図仮説が提唱

されて以降、盛んに行われてきた。海馬の &$�、&$�領域の神経

細胞には、ある特定の場所に対して特異的に発火するものがあり、

場所細胞と命名された。嗅内皮質では頭位方向細胞やグリッド細

胞が見出され、自己の場所認知は、これらの細胞の活動性から自

己が向いている方向や移動スピードなどの情報を得て、自己の場

所の変化を追跡することによって可能であると考えられてきた。

一方で、認識地図はこれとは異なり、自己の存在場所とは無関係

に、地図上の場所のように客観的に個々の場所を認識する方法で

あり、これによってランドマークの位置や、動き回る物体の場所

の認識が可能と考えられる。しかしながら、客観的な場所が海馬

内でどのように表象されるかはこれまで明らかにされておらず、

今回初めて、場所細胞が主体の存在位置のみならず、他者�客体�

の場所をも表象することが明らかになった。さらに様々な解析手

法を駆使することにより、他者の場所表象は自己の場所表象と同

様にシータ波位相前進などの性質を有しており、自己の場所表象

とは独立に他者の場所を表象していることが明らかになった。こ

の研究は、認識地図に基づいた位置情報の具体的な表象様式が明

らかにされた点で意義があり、共通の細胞集団が主体の場所と客

体の場所という複数次元の場所を表象するということは想定さ

れていなかったため、衝撃的であった。�

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

行動課題中の神経活動記録は、海馬 &$� 領域と前頭前野から

行ったが、シリコンプローブを計画通りの位置に挿入すること

が容易ではなく、結果的に前頭前野から多くの活動を記録でき

た例はわずかであった。�

神経種や神経回路特異的な活動記録には、遺伝子改変ラット

の作成や、ウィルスベクターの感染が不可欠であり、より多く

の個体を用いることが必要となるが、本研究では行動課題の学

習が非常に長期にわたるため、多くの個体を用いることが困難

であり、有意義なデータを得るには至らなかった。�

�

＜今後の課題、展望＞�

今回、多くの場所細胞の神経活動を同時に記録することにより、

場所細胞アセンブリが自己の場所、他者の場所を同時に表象しう

ることが明らかになった。これは、１つの細胞集団が同時に２つ

の独立した事象を表象する好例であるが、その背後にある情報処

理メカニズムや、個体の認知形成との因果関係は一切不明である。

仮説的なメカニズムとして、行動課題のルールや他者に関する情

報が他の脳部位から海馬に集約することによって、他者の場所が

海馬で明確に表象されている可能性が考えられる。今後、情報伝

達の流れを明らかにすることにより、以下の疑問に取り組みたい。�

�� どのような神経回路を介して他者の場所情報が海馬に伝達
されるのか？�

�� 他者の場所情報の表象は、主体の行動選択に決定的に関わ
るか？�

�� 他者の場所表象は、下流の神経回路にどのような影響を与
えるか？�

海馬の神経生理学研究はこれまで主に、何を表象するかを中心

に行われてきたが、光操作技術の発展に伴い研究の応用可能性が

広がっており、上記のような疑問に対して、光操作技術や閉回路

ループを用いた介入実験を行い、海馬と他の領域を結ぶ神経回路

ダイナミックス、海馬内の情報処理機構、さらには認知の形成メ

カニズムの理解が深まることが期待される。�

海馬の&$�領域は、&$�と嗅内皮質第�層から入力を受けており、

&$�はより安定的に自己の場所を表象することが報告されている。

従って、嗅内皮質が他者の情報に関わる可能性が高いと考えられ

るが、嗅内皮質が他の脳部位からどのような情報を受けているの

かは不明点が多く残っており、これを解析し認知行動における海

馬の神経回路網の全貌を明らかにしたい。�
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公募研究：2016年度-2017年度��

Noradrenergic regulation of fear and extinction learning 
研究代表者：Joshua Johansen� � � � � �

RIKEN Center for Brain Science�

＜研究の目的と進め方＞�

Our goals for this project were to understand how 

neuromodulatory systems control the balance between 

emotional responding and flexible behavior. Specifically, we 

were interested in how noradrenaline from the brainstem 

locus coeruleus controlled the balance between fear learning 

and the reduction of fear responses through extinction 

learning. 

 
＜研究計画＞�

Specific Aim 1: We aimed to examine whether distinct 

populations of LC-NA neurons serve specific functions for 

behavior. Based on our preliminary data we hypothesize that 

different populations of LC noradrenaline neurons will project 

to the amygdala and mPFC. Furthermore, we predict that the 

amygdala projecting neurons will be important in learning to 

fear and that mPFC projecting neurons will participate in 

behavioral flexibility and fear extinction. 

 

Specific Aim 2: Using advanced viral based anatomical 

approaches we focused on determining the global efferent and 

afferent connectivity of amygdala and mPFC projecting LC-NA 

neurons. We hypothesize that each cell population receives 

afferent input from partially distinct brain regions. 

Furthermore we predict that these cells will project to distinct 

regions to control the unique functional roles they serve, but 

have a broad, partially overlapping efferent connectivity 

profile to allow for differential, context specific regulation of 

behavior.  

 

Specific Aim 3: We wanted to use in-vivo physiology and 

optogenetic identification of single neurons to determine 

whether these different LC cell populations encode 

information differentially during fear and extinction learning. 

We hypothesize that amygdala projecting LC neurons will 

respond to aversive shocks during fear learning. In contrast, 

we predict that during fear extinction learning, auditory CS-

evoked responses will increase specifically in the mPFC 

projecting cell populations. 

�

＜得られた研究成果＞�

In work related to this grant we discovered how the locus 

coeruleus noradrenaline system controls the balance between 

aversive emotional responding and behavioral flexibility. 

Noradrenaline supply to the forebrain arises from a small 

collection of neurons in the brainstem locus coeruleus (LC), but 

it is unclear how this small population of cells coordinates 

these opposing functions. Using a comprehensive technical 

approach we found that distinct populations of LC-

noradrenaline neurons innervate the amygdala and medial 

prefrontal cortex (mPFC) (Fig.1). Amygdala projecting cells 

facilitate emotional fear learning, while mPFC projecting cells 

extinguished aversive emotional responses to promote flexible 

behaviors.  LC neurons exhibited context dependent response 

properties, with moderate discrete activation of specific cell 

populations by fear or safety cues and strong, global 

recruitment by strong aversive stimuli. This was reflected in 

the activation patterns of projection defined cells as amygdala 

projecting LC neurons were more strongly activated during 

high fear states while mPFC projecting cells were 

preferentially engaged during extinction of fear responses. 

These results reveal a modular organization in the LC-

noradrenaline system in which context dependent activation 

modes are coordinated with anatomically and functionally 

defined cell populations allowing for the adaptive tuning of 

emotional responding and behavioral flexibility. This work was 

published in the journal Nature Neuroscience in 2017. 

 

Related to neuromodulatory control of extinction learning we 

also published a paper in the journal Nature Communications 

in 2018 on the role of the dopamine system in fear extinction 

learning. During fear extinction, the omission of an expected 

aversive event produces a switch from fear responding to 

normal behavior. We found that the dopamine system which 

signals reward is necessary during this shock omission period 
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for fear extinction learning through a specific projection to the 
medial shell region of the nucleus accumbens. 
�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

The noradrenaline findings have generated a great deal of 
excitement as they show for the first time that this important 
neuromodulatory system does not operate homogeneously, but 
can modulate distinct behavioral functions through specific 
efferent connectivity with other brain structures. Both the 
noradrenaline and dopamine systems are potential targets for 
the treatment of anxiety and mood disorders and the findings 
that specific cells can reduce or enhance emotional responding 
has direct clinical importance in the development of drug or 
viral therapies for these conditions. 
�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

Developing tools to manipulate and trace the anatomical 
connectivity of specific cell populations was challenging. Also, 
viral expression of transgenes in the locus coeruelus 
noradrenaline neurons was surprisingly difficult and we had 
to experiment with different viral serotypes and promoters to 
optimize this. 
�

＜今後の課題、展望＞�

Because of the heterogeneity of the cells in the locus 
coeruleus that we found related to specific clinical features of 
psychiatric disorders it will be important in future work to 
identify specific genetic markers for these cells and to 
determine how stress and anxiety disorder models change the 
connectivity and gene transcription of these subnetworks.. 
Furthermore, understanding how the the amygdala and 
mPFC projecting LC neurons are differentially controlled and 
how distinct coding modes arise through the afferent 
connectivity of these cell populations is critical to understand.  
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公募研究：2016年度-2017年度��

記憶形成、固定、想起における海馬背側 CA1セルアセンブリの

長期可視化�
研究代表者：林� 康紀� � � � � �

京都大学大学院医学研究科 

共同研究者：佐藤正晃、水田光太郎、タンビル・イスラム、河野真子、竹川高志、ダニエル・ゴメツ ドミンゲツ、山川� 宏、大

倉正道、深井朋樹、中井淳一�

�

＜研究の目的と進め方＞�

空間記憶は、空間探索行動、例えば採餌、帰巣、危険回避と

いった行動に必須である。特に海馬には、動物が空間の特定の

部分にいる時にのみ発火する「場所細胞」と呼ばれる神経細胞

があることが知られ、他者中心的認知地図を提供することで、

空間認知の過程に重要な役割を果たすと考えられている。これ

らの場所細胞が空間記憶を担っているかは議論あるところでは

あるが、いくつかの証拠からこの考えが支持されている。その�

つに、場所細胞の発火が、数分から数日さらには数週間に及ぶ

時間尺度で文脈や過去の経験に従って動的な変化を示すという

知見がある。動物の周囲の環境は海馬認知地図では均一にコー

ドされているわけではなく、報酬、危険、あるいは空間を区切

る壁や壁の縁が存在する場所など、何らかの注意を引く顕著な

特徴がある場所に多数の場所細胞が観察される。この事実は、

認知地図内で、場所細胞の密度は空間の顕著性によって強く影

響される。言い換えれば、場所細胞の数の増加が顕著性の存在

をコードすることを意味している。これをここでは「顕著性

マップ」と名付ける。空間記憶や文脈記憶だけでなく、空間上

のランドマークを指標に特定の標的に向かう行動においても、

そのような顕著性マップは重要な役割があると考えられる。顕

著性マップが存在により、標的やランドマークに近づくと、神

経細胞の活動は高まる一方、遠ざかるにつれ活動性が下がるこ

とから、標的やランドマークへの距離や方向の指標として機能

すると考えられる。�

場所細胞は、新しい環境に最初に曝露されてから数分以内に

形成されることが知られている一方、顕著性マップがどのよう

に確立され、さらに経験によって更新されるのかについては、

これまでほとんど知られていない。殊に、神経細胞集団の経時

的計測に基づいたその形成過程に関する考察は乏しい。我々

は、顕著性マップの形成に関しては、少なくとも�つの異なっ

た、相互に排他的ではないスキームがあると考えた。第１のモ

デルでは、場所細胞は、空間認知地図の形成初期から、標的や

ランドマークなどの特徴がある場所を優先的にコードする（以

下、「直接形成モデル」と呼ぶ）（図�$）。このモデルでは場

所細胞の形成確率が顕著な特徴がある場所でより高いと仮定す

る。第�のモデルでは、場所細胞は、最初はすべての場所で一様

に形成されるが、その後、顕著な特徴がない場所をコードする

場所細胞が次第に顕著な特徴がある場所に移動することで特徴

がある部位に対する場所細胞が増加する（「側方移動モデル」

図�%）。このモデルでは場所細胞の形成確率はすべての場所に

わたって一様であるが、特徴がない場所をコードする場所細胞

が、特徴がある場所をコードするようになる確率が、特徴がな

い場所をコードし続ける確率よりも高いと仮定する。第三に、

すべての場所細胞の場所特異性がターンオーバーするが、顕著

な特徴がある場所をコードする場所細胞は、そうでない場所を

コードする場所細胞よりも安定している。その結果、顕著な特

徴がある場所をコードする場所細胞が累積される（「選択的安

定化モデル」図�&）。�

�

図���顕著性マップ形成の�様式�

本研究計画では、海馬における顕著性マップの形成過程を解

明するため、我々は仮想現実空間中行動動物の海馬の&$�領域内

における約����個の錐体細胞集団の神経活動を単一神経細胞レ

ベルでイメージングを行い、海馬認知地図の形成とその変化を

経時的に観察した。仮想空間中は、線形の走行路とし、その中

に報酬と視覚的ランドマークを異なる場所に配置した。このシ

ステムを用い、海馬の&$�領域内における錐体細胞の神経活動お

よび解剖学的位置を数日間にわたって追跡することが可能にな

り、場所細胞のコーディングを経時的に調べた。�

＜研究計画＞�

�� *�&D03�トランスジェニックマウス系統における&$�深層錐

体細胞の観察�

7K\��プロモーターを用い、マウスにカルシウム感受性蛋白質*�

&D03�を発現させた。頭蓋骨と大脳皮質の一部を取り除き背側海

馬を露出し、光学窓を設けた。マウスが回復後、二光子顕微鏡

に頭部を固定し、海馬神経活動パタンを観察した�図��。マウス

を下から空気圧で浮上させた発泡スチロールの球上に保持し、

その歩行をモニタし、仮想現実空間と同期させた。仮想現実空

間は、３つの異なった壁のパタンと緑のゲートがあり、特定の
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場所に到達する度に、報酬 �水��を与えた�図��。そこを超える

と再び新しいラップが始まるが、マウスの視点からは終わりが

ない空間がいつまでも続いているように見える。これを�セッ

ション��分の間繰り返し、一日�回、��セッションまで記録し

た。

図���行動動物の背側海馬からのカルシウム反応観察

図���仮想現実空間でのマウス行動観察

�� 1RQ�QHJDWLYH�PDWUL[�IDFWRUL]DWLRQによる画像の自動解

析

約����個の神経細胞が記録されるので、カルシウム反応を検

出するために画像に52,を描いていくことは非現実的である。そ

こで、QRQ�QHJDWLYH�PDWUL[�IDFWRUL]DWLRQによる自動解析を

行った。抽出された&D��反応から、活動電位を推測し解析に用

いた�図��。異なった日の記録は、撮像時に血管パタンを�日目

の画像と比較することで、場所を合わせることで、さらに検出

された52,の空間分布を自動的にマッチングすることで、同じ細

胞を検出するプログラムを作成した。

図���カルシウム反応の自動検出とスパイクの推定 元画像

（左）、自動的に検出された52,（中）、カルシウム反応（右

上）、推定された発火を示す（右下）

＜得られた研究成果＞

�� 7K\���*�&D03�動物の作成

カルシウム蛍光タンパク質 *�&D03�を 7K\��プロモーターで

発現するトランスジェニックマウスを作成した。複数のライン

を得て、海馬で *�&D03�を高発現するラインを選択した。海馬

での *�&D03� を発現を詳細に解析するため、錐体細胞浅層に発

現するカルビンディン、抑制性神経細胞に発現するグルタミン

酸脱炭酸酵素との二重染色をした(図��。その結果、*�&D03� は

これらのマーカータンパク質とはとは共発現せず、&$�錐体細

胞のうち、深層細胞に特異的に高発現していた。

図���7K\���*�&D03�動物における*�&D03�の発現 浅層&$�錐体

細胞特異的マーカーであるカルビンディン（マゼンタ、左）、

*$%$抑制性神経細胞特異的マーカーであるグルタミン酸脱炭酸

酵素との二重染色。

�� 顕著性マップの形成

この動物を仮想現実空間上の走行路で行動させ、海馬 &$�深

層錐体細胞のカルシウム反応を記録した。発火が観察された動

物のトラック上の位置と重ね合わせたところ、特定の場所で再

現性よく発火する細胞が検出された(図��。これはこれまで電気

生理学的に観察されてきた場所細胞を検出しているものと考え

られた。発火するすべての細胞に対して検出される場所細胞の

率はセッションを重ねるごとに増加した(図�左�。

図���場所細胞の例 上から、動物個体の位置（青線）と発火場

所（赤印）、カルシウム反応（黒線）、推定された発火位置

（赤線）、発火した位置の分布、検出された細胞の位置。

これらの場所細胞がどこで発火するかを検討したところ、視

覚ランドマークである緑のゲート����FP�および報酬場所����

FP�で特に増加が認められ�図�右�、このタスク下、顕著性マッ

プが形成されていることが確認された。これらの場所細胞をこ

こでは特にゲート細胞、並びに報酬細胞と称する。ゲート細胞

は、ゲートの存在位置丁度にピークが存在したが、報酬細胞の

分布は報酬が出る位置から約�� FP程度ピーク位置が走行方向側

にずれた。これは、ゲートがゲートの手前から見えているのに

対し、報酬の位置は印されていないため、報酬が出ることが手

がかりとなっていることが示唆される。

図���ゲート細胞と報酬細胞 左：場所細胞の数の増加 右：場

所細胞のうち、ゲート（緑）と報酬（赤）の場所に場所選択性

を持つものを特にゲート細胞、報酬細胞とする。初期（VHVVLRQ�
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���）、中期（VHVVLRQ�����）、後期（VHVVLRQ������）を示

す。

�� 顕著性マップ形成機構

本タスクで確認された顕著性マップが、図 �で示された � つ

のモデルのうちどれで形成されるかを次に検討した。その目的

のため、� つの連続したセッション間で、個々の場所細胞の場

所選択性を比較した。その結果、初期、後期のセッションでも

ゲート及び報酬の部位では共通した場所細胞が多く観察される

一方、それ以外の領域では安定した細胞は少ないことが観察さ

れた（図 �）。これを確認するため、あるセッションで、ゲー

ト細胞あるいは報酬細胞とされた細胞が、次のセッションでど

のように分布するかを検討した。その結果、一旦ゲート細胞あ

るいは報酬細胞として検出されると、安定してその性質を保つ

ことが判った�図 ��。一方、その他の場所に選択性を持つ場所

細胞は安定性が低かった。このことから、ゲートや報酬に対す

る場所細胞は選択的に安定性が高いことが次第に増加していく

ことに繋がり、最終的には顕著性マップの形成に結びつくこと

が考えられた。すなわち、「選択的安定化モデル」が顕著性

マップの形成を最も説明できることが判った。

図 ���安定した場所細胞はゲートと報酬部位で観察されやすい

連続したセッション間で、安定した場所細胞がどこで検出さ

れるかについてプロットすると、ゲート並びに報酬場所で検出

された。上から、初期のセッションと後期のセッションで共通

して検出された細胞 �&RPPRQ�FHOOV�、共通して検出された場所

細胞�&RPPRQ�YLUWXDO�SODFH�FHOOV�、そのうち場所選択性が共

通な場所細胞�6WDEOH�YLUWXDO�SODFH�FHOOV�のマップを示す。

その分布をヒストグラムとして示す。

図 ��ゲート細胞と報酬細胞は安定して発火することで数が増加

する

ゲート細胞並びに報酬細胞が次のセッションでどこで発火す

るかを検出したところ、それらの細胞は次のセッションでも

ゲート細胞あるいは報酬細胞として検出された。

＜国内外での成果の位置づけ＞

特定の顕著性がある場所に対して場所細胞が増えることは知

られていたが、それがどのように形成されるかは判っていな

かった。これはこれまでの電気生理学的手法では長期的に場所

細胞を観察することが出来なかったためである。本研究ではイ

メージングを用いることで、実質上際限がない長期的な海馬

&$�錐体細胞活動の検出を可能とした。場所細胞が数時間から

数日の単位で次第にリマップすることは他の研究でも知られて

いたが、本研究では、その安定性が局所的な顕著性に調整され

ることが顕著性マップの形成に大きな役割を果たしていること

を明らかにしたはじめてのものである。

＜今後の課題、展望＞

今後は、顕著性がいかに場所細胞の安定性を調節しているか

についての研究を行っていく。海馬三シナプス回路の内、&$�細

胞のコーディングはある程度のターンオーバーすることが知ら

れている一方、より上流の歯状回の細胞はより安定なコーディ

ングを示すことが知られている。そのため、顕著性は歯状回か

ら&$�領域への情報入力を何らかの形でゲートしている可能性が

考えられる。この可能性について光遺伝学的アプローチを用い

ることで解析を進めていきたい。

＜参考文献＞

6DWR�0��0L]XWD�.��,VODP�7��.DZDQR�0��7DNHNDZD�7��*RPH]�

'RPLQJXH]�'��.LP�.��<DPDNDZD�+��2KNXUD�0��)XNDL�7��1DNDL�

-��+D\DVKL�<��������'\QDPLF�HPEHGGLQJ�RI�VDOLHQFH�FRGLQJ�

LQ�KLSSRFDPSDO�VSDWLDO�PDSV��ELR5[LY�������
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公募研究：2016年度-2017度��

霊長類の作業記憶を制御する神経回路と神経活動の解明�
研究代表者：肥後� 剛康� � � � �

国立研究開発法人理化学研究所� 脳科学総合研究センター (現� 京都大学� 医学研究科)�

＜研究の目的と進め方＞�

本研究の目的は、霊長類で発達した作業記憶を制御する神経回

路と神経活動の解明である。作業記憶は、認知活動に必要とな

る記憶情報の想起、保持、忘却をダイナミックに制御する過程で

あり、ヒトを含む霊長類で顕著に発達した前頭前野によって制

御される。しかし、細胞や回路レベルでのメカニズムは不明な点

が多く、その停滞要因として、霊長類神経回路操作技術の未開発

が挙げられる。 

 

申請者は、この問題解決のため、マカク属サル前頭前野の神経

回路を遮断するためのタンパク質発現系を開発中である。本研

究では、この技術の完成を第１の目標とする。次に、この発現系

を作業記憶課題を訓練したサルへ導入し、電気生理学的、行動学

的解析を駆使することで、作業記憶制御の神経回路と神経活動の

同定に繋げる。加えて、領域内において有機的連携を行うことで、

他のモデル生物との比較を行い、霊長類特異的もしくは生物普遍

的な記憶制御メカニズムの解明に貢献する。 
 
＜研究計画＞ 

先ず、申請者開発中のタンパク質発現系の説明から始める。こ

の系は、回路選択的かつ可逆的に標的タンパク質を発現させるア

デノ随伴ウイルスベクター(AAV)を用いた長期発現システムで
ある。具体的には、本研究のメインターゲットである背外側前頭

前野 (dlPFC)と側頭葉TE野にそれぞれ異なる発現ベクターを搭
載した AAVを注入する。各 AAVには、 TRE-eTeNT-GFPと
CTB-TeT3Gをそれぞれコードした発現ベクターがされている 

(TRE:TeT3G応答配列、eTeNT: 改良型テタヌストキシン、GFP: 緑
色蛍光タンパク質、CTB: コレラトキシン Bサブユニット、
TeT3G: 最新型 Tet-On活性化因子 )。側頭葉 TE野において
CTB-TeT3Gタンパク質が合成された後、dlPFCに逆行輸送される。
その後Doxが 投与されるとCTB-TeT3GがTREに結合可能となり
下流のeTeNT-GFPの発現が誘導される (左下図、AAV-CTB法)。
Dox投与／非投与は繰返し可能である。 

 

(計画１) dlPFCと図形情報の記憶に特化した側頭葉TE野へ上記
の発現系を導入するため、外科的AAV注入を行う。８週後、Dox
を１週間程度経口投与し、灌流固定を行う。摘出した大脳から凍

結切片を作製し、免疫組織化学的手法によって、eTeNT-GFP発現
誘導の程度を評価する。同時に、側頭葉TE野からdlPFCへ逆行性
輸送されるCTB-TeT3Gの検証も行う。同様の実験を、Dox非投与
のサルについても行い、AAV-CTB法の有効性の評価を行う。 

 

(計画２) 上記の免疫組織化学的検証の後、実際にeTeNT-GFPの
発現によって、dlPFCと側頭葉TE野間の情報伝達が遮断されたか
を確認するため、電気生理学的検証へ移行する。計画１同様、外

科的AAV注入を行い、Dox投与直前にdlPFCに刺激電極を挿入す
る。その後、電気刺激によって神経情報を発生させ、側頭葉TE
に設置した微小記録電極においてdlPFCから下降した神経活動
を記録する。記録は、現時点で時空間解像度が最高である多層か

らの局所場電位(LFP)と単一細胞同時記録である。この実験を
Dox投与前後で行い比較検討することで、遮断が可逆的に行われ
ているかを確認する。 

 

(計画３)８種の形と色の図形を用いた作業記憶課題を訓練した
サルに、この回路遮断技術を外科的導入後、dlPFCと側頭葉TEに
微小記録電極を設置し、課題遂行中に単一神経細胞活動及び複数

ユニット活動、LFPの同時記録を行う。データ解析は、単一ニュー
ロンの発火タイミングやLFPの周波数帯域の同期性に着目した
時間周波数解析とPFC-TE間における電極間の情報の流れに着目

した因果関係推定解析を行う。 

 

(計画４)電気生理実験に前後して行動実験を行い、正答率や反応
時間を記録する。作業記憶の想起と保持の時間帯における神経活

動と行動(想起と保持)成績との関連(例えば、高周波ガンマ波の同
期が記憶保持に関連するなど)、更にdlPFC-側頭葉TE野の情報伝
達阻害の影響を評価することで、神経回路と神経活動を同定する。 
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＜得られた研究成果＞ 
1) 免疫組織化学実験によって、dlPFCでのDox投与依存的な

eTeNT-GFP発現が確認できた(下図)。 

次の電気生理学的実験では、dlPFCに刺激電極、TE野には記録

電極を設置し、電気記録を試みた。しかし、AAV注入手術のTE

皮質へのダメージが予想以上に大きく、安定的なECoG記録が困

難であることが判明した。そこで、より大脳皮質への手術負担の

少ないことが予想される両側運動前野 (正確には、運動前野背側

部F7)に標的を変更した (下図)。領野の大部分が脳表面に出てお

り手術が容易なことに加え、前頭前野の領野間投射に特徴的な分

散的な特徴を持ち、強い交連投射を有するため、操作技術開発に

最適な領野と判断した。 

 

2) 今後の電気生理学、行動学的解析による成果を考えた場合、

ある程度の高い遺伝子発現の実現が必須であると考え、F7 にお

ける発現強度の最適化を試みた。これまでの研究より、高タイ

ターAAV は、Doxによる eTeNT発現を高める一方、dox非投与

下での eTeNT 発現(リーク発現)を誘導する傾向があることが知

られている。そこで、リーク発現を抑えつつ、dox依存的な高発

現を実現するタイター濃度の選定を同一個体内で試みた。右半球

の前方の６ミリ四方に高タイター（1x1013 gc/ml）の TRE-eTeNT

を、その後方の６ミリ四方に低タイター（1x1012 gc/ml）の

TRE-eTeNT を注入し、ふたつの注入部位に対照な領域を合わせ

た左半球の６ミリ x１２ミリの領域に CTB-Tet3Gを注入した（い

ずれも注入部位の間隔は 1.2mm、注入の深さは表面から 1.3mm、）。

２頭のサルで同じ注入を行い、１頭には Dox を８日間投与して

直後に灌流固定し、他の１頭では Dox を投与せずに灌流固定し

た。 

�  

eTeNTに融合した GFPに対する免疫染色を行なった結果、低タ

イターでは、Dox誘導による発現レベルが低く、リーク発現が起

こらないことが分かった。一方、高タイターでは、Dox誘導の発

現が高いが、リーク発現もある程度検出された。マカク属サルに

は遺伝的背景が同一の個体(近交系)が存在しないため、個体間の

ばらつきの可能性を考えると、詳細なタイター濃度の最適化は現

実的ではないと判断した。�  

�  

そこで、eTeNTの高発現とリーク抑制を同時に実現する改良版

AAV-CTB法の開発を試みた。具体的には、TRE-eTeNTの下流に

サイレンサーを融合したウイルスベクターを考案した。サイレン

サーは Tet-Off 活性化因子の VP16 activation domain を KRAB 

silencing domain で置き換えたものである。Dox 非存在下では一

度のリーク発現によって、TeNT-2A-Silencer が誘導され、2A 切

断により遊離したサイレンサーが TRE に結合し遺伝子発現を抑

制する (リークの抑制)。Dox存在下では Doxがテトラサイクイ

ンリプレッサーに結合することで TRE から遊離し抑制作用を失

うが、そこへ拮抗する形で TeT3Gが TREに結合し TeNTを誘導

する。今回の TREは、Doxに高い感受性を示す第３世代 TRE3G

を用いることで、全体の遺伝子発現量を高く維持することを企図

している。 

�  

これまでと同様に CTB-TeT3Gと TRE-eTeNTの組み合わせで注

入し、TeT3G に付与した HA、および eTeNT に付与した FLAG

に対する２重蛍光免疫染色を行なった。その結果、Dox非投与の

サルでは FLAG 陽性細胞は検出されず、リーク発現の抑制に成

功した。一方、Doxを投与したサルの TRE-eTeNT注入側では、

FLAG 陽性細胞が存在し、これらの大半は HA 陽性でもあり、

FLAG発現が HA依存的に誘導されることが示された。 

 

他の方法（AAV-retro）との比較 

マウスで強い逆行性感染能を持つ AAV-retro の開発が論文報告

されたため、我々の AAV-CTB法との優位性の比較検証を免疫組

織化学的に行なった。結果、AAV-CTB が優位と考え、当面は

AAV-CTBに集中することとした。 

 
＜国内外での成果の位置づけ＞ 
霊長類高次脳機能の回路制御メカニズムの理解は、ヒトの理解

のみならず、神経疾患の発症メカニズムの理解や臨床的応用へ繋

がるため、一般社会への影響も大きい。しかし、領野の相互作用

（神経投射）を直接操作する技術が未開発なため、研究は国際的

に停滞している。本研究の成果である運動前野でのサイレン

サーを用いた AAV-CTB法の開発は、国際的に停滞していた霊長
類脳機能研究にブレークスルーをもたらし、神経科学分野の研究

を特に回路や細胞レベルで発展させることが大いに期待できる。 

 
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞ 
当初の目標の第１は、dlPFC-TE間の神経投射を遮断する技術の

開発であったが、TE野へのAAV注入手術のダメージが予想外に

大きく、安定かつ長期的な電気生理記録が困難であることが判明

したため、標的神経投射の変更を余儀なくされた。変更したF7

での条件検討に時間を要したため、第２の目的である作業記憶の

回路同定研究へ進むことができなかった。 

 
＜今後の課題、展望＞ 
現在、両側F7間でのeTeNTの投射特異的、可逆的、長期的発現

を確認し、予備的ではあるが、両側F7間の情報伝達遮断をECoG

記録により確認しており、大脳皮質神経回路の操作技術完成が間

近である。完成後は、この発現系を作業記憶課題を訓練したサル

へ導入し、電気生理学的、行動学的解析を駆使することで、作業

記憶制御の神経回路と神経活動の同定に繋げたい。 

 

また、特定の投射を遮断することで作製された高次脳機能障害

サルは、神経疾患のモデルサルとして有用であり、疾患解明のた

めの基礎研究推進の助けになると考えられる。予防や治療のため

の創薬研究や早期診断方開発などの臨床研究のための研究に資

する重要なツールとなることが期待される。 
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公募研究：2016年度-2017年度��

神経活動の可塑性と記憶におけるレム睡眠の役割�
研究代表者：水関�健司� � � � �

大阪市立大学・大学院医学研究科�

＜研究の目的と進め方＞�

哺乳類動物の睡眠は、交互に訪れるレム睡眠とノンレム睡眠か

ら成る。ノンレム睡眠が記憶の定着に必要であることを支持する

研究は多い。一方で、レム睡眠の機能についてはほとんど分かっ

ていない。�

レム睡眠中、脳波は覚醒時とよく似ており、大脳皮質では比較

的平坦な脳波が、海馬では����+]のシータ波がみられる。大脳皮

質・海馬ともに、ノンレム睡眠中と比較すると、覚醒時と同じく

レム睡眠時の神経活動の同期性は低い�0L]XVHNL�DQG�%X]VDNL��

�����。しかし、レム睡眠と覚醒時の神経活動を詳しく調べると

違いがあることもわかってきた。例えば、レム睡眠時と覚醒時で

は、海馬&$�錐体細胞がシータ波の反対の位相で発火する

�0L]XVHNL�HW�DO��������。さらに、レム睡眠時にほぼ特異的に

脳幹のアセチルコリン作動性神経が作る3*2波�げっ歯類では3波

と呼ばれる�が見られ��&DOODZD\�HW�DO���������'DWWD��������

6WHULDGH�HW�DO��������、おそらくレム睡眠の機能と関連してい

ると予測されている。3*2波は脳橋�SRQV�で見られる���ミリ秒く

らいの脳波上の揺れであり、レム睡眠のときには毎秒１～２回観

察される。脳橋�SRQV�から外側膝状体�JHQLFXODWH�、後頭葉

�RFFLSLWDO�FRUWH[�に伝わるため3*2波と呼ばれるが、脳橋から

他の大脳皮質や大脳辺縁系にも伝わっていく。�

動物に学習課題を行わせると学習量が増えるにしたがってレ

ム睡眠の割合が増えることや、レム睡眠を阻害すると記憶が低下

することから、レム睡眠は記憶の固定に重要であると考えられて

いる（'LHNHOPDQQ�	�%RUQ��������5DVFK�	�%RUQ��������6WLFNJROG�

HW�DO�������）。レム睡眠が記憶に関与するメカニズムは全く不

明であるが、レム睡眠はUHYHUVH�OHDUQLQJに必要であるという仮

説がある（&ULFN�DQG�0LWFKLVRQ������）。すなわち、「覚醒時に

多くの情報が重複したパターンで蓄えられると脳が過負荷にな

り情報処理を阻害するので、不必要な情報を消す必要がある。レ

ム睡眠中には外界と脳との相互作用が遮断され、外界からの刺激

ではなく脳幹部から発生する3*2波によりランダムに神経の活動

が活性化されることで不必要な情報が消されて情報処理能力を

上げる」という仮説である。�

一方、ノンレム睡眠はシナプスのホメオスタシスに重要であ

り、覚醒時に増強されたシナプ

スがノンレム睡眠中に減弱し

てホメオスタシスが保たれる

という仮説がある�7RQRQL�DQG�

&LUHOOL�������。この仮説を支

持する研究として、ラットの体

性感覚野の発火頻度は覚醒時

に上昇し、睡眠時に少しづつ減

小することが報告されている�

�9\D]RYVNL\�HW�DO��������。

研究代表者らも、ラット海馬

&$�の神経細胞の発火頻度はノ

ンレム－レム－ノンレム睡眠

のサイクルを繰りかえすうち

に減少し、神経発火の同期性は上昇することを見出した�図��

*URVVPDUN�HW�DO��������。しかし、個々のノンレム睡眠のエピ

ソード中には発火頻度が上昇する一方で、レム睡眠中には発火頻

度が下がる。そのため、レム睡眠の前後のノンレム睡眠を比較す

ると、神経発火の減少が見られる。発火同期性では全く逆の変化

がみられる。さらに、ノンレム－レム－ノンレム睡眠のサイクル

を繰り返すことによっておこる発火頻度の減少と同期性の上昇

は、レム睡眠中のシータ波の振幅と正の相関がある。すなわち、

レム睡眠は海馬&$�錐体細胞の発火頻度を下げ、同期性を上げる

はたらきがあることが明らかとなった��図��*URVVPDUN�HW�DO���

����）。しかし、このレム睡眠の役割が海馬&$�に特異的なのか、

他の記憶構造でも同じなのかは不明である。さらに、レム睡眠に

よって神経細胞の発火率が制御された結果として、情報コードや

記憶がどのように変わるのかもよく分かっていない。また、3*2

波はレム睡眠に特異的に見られる脳波であり、記憶に大切である

と予想されるが、3*2波が記憶に関わるメカニズムは不明である。�

そこで本研究では、レム睡眠が海馬以外の脳領域でも神経細胞

の発火頻度の減少と同期性の上昇を引き起こすかを調べる。さら

に、レム睡眠による発火頻度や同期性の変化と記憶や情報処理の

関係を明らかにすることで、神経活動の可塑性と記憶におけるレ

ム睡眠の役割を解明することを目指す。加えて、3*2波と神経細

胞発火のタイミングの相関と、発火頻度の変化や場所細胞の安定

性・可塑性などに相関があるかどうかを調べる。さらに光遺伝学

的に脳橋のアセチルコリン作動性神経の活動を操作して3*2波・

レム睡眠の量を制御して、レム睡眠と記憶の関係、特に3*2波と

記憶の相関について調べ、3*2派がどのように神経活動の可塑性

と記憶を制御するのかを明らかにすることを目標とした。�

�

＜研究計画＞�

���ラットが場所課題を行なっている時に海馬&$�野から研究代

表者が大規模記録を行なったデータを解析し、レム睡眠によって

海馬&$�野の神経細胞の活動相関性や情報表現がどのように変化

するかを調べる。特に、錐体細胞の場所の表現がどのようにレム

睡眠によって変化するかに着目して調べる。さらに、レム睡眠に

よって神経細胞間の活動の相関が下がり、情報のコーディングが

よりスパースになることで情報処理能力が上昇するという仮説

を海馬の場所細胞で検証する。5HYHUVH�OHDUQLQJ仮説によると、

それほど重要でない情報が選択的にレム睡眠中に消去されるは

ずである。そこで覚醒時に重要なイベントによって発火した細胞

と重要でないイベントによって発火した神経細胞の発火頻度や

同期性がレム睡眠中にどのように変化するかを調べる。�

�

���海馬と非常に関連が深い記憶構造でレム睡眠が発火頻度や発

火同期性などの可塑性に対してどのような役割があるのかを明

らかにする。この目的のためにまず、解剖学的に海馬体の出力層

にあたる海馬台と呼ばれる領域の投射神経細胞に対して、レム睡

眠による発火頻度や同期性の調節が投射先依存的である可能性

を調べる。そのために、自由行動中の動物に大規模電気生理学と
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光遺伝学的手法を組み合わせて適用することで、記録している海

馬台の投射神経細胞を投射先により分類する手法を確立する。こ

の方法を用いて、場所記憶課題中とその前後の睡眠の記録をとり、

それぞれの脳領域へ投射している海馬台の神経細胞が行動中に

どのような場所情報や記憶情報を表現し、その活動性がレム睡眠

によってどのように制御されているかを網羅的に調べる。�

�

���海馬以外の記憶構㐀でレム睡眠が発火頻度や発火同期性など

の可塑性に対してどのような役割があるのかを明らかにする。恐

怖記憶の形成と消去には、扁桃体、腹側海馬、前頭前野など複数

の領域が関わることが示唆されている。そこで、多脳領域同時・

大規模電気生理学計測を使って、扁桃体、腹側海馬、前頭前野か

らそれぞれ約���個の神経細胞の活動を恐怖記憶の形成前から消

去後まで、記憶定着に必要な睡眠まで含めて連続して記録する。

恐怖記憶の形成・固定・消去の過程で、腹側海馬・前頭前野・扁

桃体の各領域において、レム睡眠による個々の神経細胞の発火頻

度や同期性の調節がどのように記憶と関わっているのかを調べ

る。�

�

＜得られた研究成果＞�

���レム睡眠の前後で、海馬の場所細胞どうしの相関関数が変化

すること、その相関関数の変化とそれぞれの場所細胞の発火頻度

との間にも相関があること、相関関数の変化と場所細胞の場所野

の安定性にも相関があることを見出した。�

�

���解剖学的に海馬体の出力層にあたる海馬台と呼ばれる領域の

投射神経細胞に対して、レム睡眠による発火頻度や同期性の調節

が投射先依存的である可能性を調べるため、自由行動中の動物に

大規模電気生理学と光遺伝学的手法を組み合わせて適用するこ

とで、記録している海馬台の投射神経細胞を投射先により分類す

る手法を確立した（図）。この方法を用いて、場所記憶課題中と

その前後の睡眠の記録をとり、それぞれの脳領域へ投射している

海馬台の神経細胞が行動中にどのような場所情報や記憶情報を

表現し、その活動性がレム睡眠によってどのように制御されてい

るかを網羅的に調べる系を立ち上げた。�

�

�

図��$�海馬台にチャネルロドプシンと多点電極を挿入し、投射先

の脳領域に光ファイバーを挿入する。�%�チャネルロドプシン�

�緑色��と ��� 点からなる電極を海馬台に導入し、� か所の投射

先領域には光ファイバーを挿入した。�&��光ファイバーを介した

光照射により逆行性のスパイクを検出することを指標として海

馬台細胞の投射先を同定する。左側は光照射により短い潜時（����

PVと ����PV）と短いジッター（��PV）で逆行性に細胞体に伝搬

した活動電位を検出することで、海馬台から側坐核と視床に直接

投射している投射細胞を検出できた例。一方、右はジッターが大

きく（!���PV）、軸索で生じた活動電位が直接海馬台へ伝搬され

たのではなく、シナプスを介して海馬台の神経細胞の発火が引き

起こされたことがわかる。�

�

���記憶の形成・固定・想起・消去の過程で、腹側海馬・前頭前

野・扁桃体の各領域において、個々の神経細胞の行動中における

情報表現とレム睡眠による活動性の相関を調べる系を立ち上げ

た。この研究のためには多点電極シリコンプローブを使って脳の

３箇所から同時記録することが必要であるため、３'プリンタな

どを用いてシリコンプローブを高密度に装着する方法を確立し

た。レム睡眠の後に行われる記憶の固定のテストや記憶消去の固

定のテストなどの結果と、レム睡眠による発火頻度や同期性の変

化との相関を調べることで、レム睡眠による発火頻度や同期性の

調節がどのように記憶と関わっているのかを直接的に判定でき

る系を立ち上げた。�

�

＜国内外での成果の位置づけ＞�

レム睡眠は記憶に重要であると考えられているが、レム睡眠が

記憶に関与するメカニズムは全く不明である。本研究でレム睡眠

によって海馬の神経細胞の活動相関性や情報表現がどのように

変化するかを調べたことは、レム睡眠の記憶に関するメカニズム

の理解に繋がることが期待される。さらに、本研究の成果として、

海馬の出力層に当たる海馬台の投射細胞の投射先を同定した上

で大規模記録する技術は、今後、レム睡眠による発火頻度や同期

性の調節が投射先依存的である可能性を調べることを可能にし、

レム睡眠の役割を明らかにする基盤となりうる。本研究の成果と

して、記憶の形成・固定・想起・消去の過程で、腹側海馬・前頭

前野・扁桃体の各領域において、個々の神経細胞の行動中におけ

る情報表現とレム睡眠による活動性の相関を調べる系を立ち上

げることができた。今後、海馬以外の脳領域でのレム睡眠による

発火頻度や同期性の調節、記憶への関与を調べる基盤ができた。 

�

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞�

本研究を軌道に乗せるまでに時間がかかりすぎたことが最大

の予想外の困難であり、誤算であった。研究代表者は ����年 �

月に米国から帰国した。帰国した時点では、研究資金・研究備

品ともに皆無の状態であり、全くゼロから研究室を立ち上げた。

本公募研究に応募した時点（����年 ��月）では、����年度の

７月ごろには研究に必要な主な設備備品等の購入を全て終えて

研究室のセットアップは完了し、本研究を全㏿力で推進するこ

とが可能であると研究代表者は予想していた。しかし現実には、

基本的な設備備品を購入するための資金集めに予想以上の時間

がかかった。大変ありがたいことに、複数の民間財団から助成

金をいただくことができ、研究室を立ち上げるための最低限の

資金を帰国から１年半ほどでようやく集めることができた。次

の問題は、高額の研究備品を購入する際に所属機関内での手続

きに研究代表者の予想よりもはるかに時間がかかってしまった

ことである。さらには私の実力不足により、一緒に研究を推進

する大学院生・学部生のリクルートに予想以上に時間がかかっ

てしまった。以上 � 点の困難を引き起こした最大の理由は、適
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応能力の低い研究代表者が海外で �� 年間研究を行なった後に

帰国したため、新しい環境に適応するまでに時間がかかりすぎ

てしまったことである。�

以上の困難のため、計画をしていたが達成できなかったこと

が �点ある。Reverse learning 仮説では PGO波が不必要な情報
を消すのに重要であると提唱されているが、詳細は不明である。

そこで第一に、3*2 波を電気生理学的に記録しながら海馬の神

経細胞から記録をとり、レム睡眠の時に PGO 波と高い相関を
持って発火した細胞では、発火頻度が低くなる、場所野が消え

る、場所野の安定性が下がるなどの現象が起こり、情報が消去

されるのか調べる予定であった。第二に、光遺伝学的に脳橋の

アセチルコリン作動性神経の活動を操作して 3*2 波のイベント

を人為的に増減させることによって、レム睡眠時におこる 3*2

波が神経活動の可塑性や記憶に対してどのような役割があるか

を調べる予定であった。すなわち光遺伝学的手法を用いて PGO
波を操作し、発火頻度や細胞同士の発火の相関性がどのように

変化するかを調べ、さらに PGO波を操作し、記憶に対する影響
を場所課題行動実験により調べる計画を立てていた。 

以上の２点は達成できなかったが、＜得られた研究成果＞の

２）に述べたように、大規模同時記録と光遺伝学を融合させた

技術を本研究で立ち上げることができたので、この技術を使っ

て上記の達成できなかった点についても今後実行していきたい

と考えている。�

�

＜今後の課題、展望＞�

レム睡眠の前後で、海馬の場所細胞どうしの相関関数が変化す

ること、その相関関数の変化とそれぞれの場所細胞の発火頻度と

の間にも相関があること、相関関数の変化と場所細胞の場所野の

安定性にも相関があることを見出した。今後は、レム睡眠の前後

におけるそれらの変化と、ノンレム睡眠中の脳活動との相関を調

べることにより、睡眠によってどのように神経細胞の活動相関や

情報表現が変化するかをさらに詳細に明らかにしていきたい。�

さらに、本研究の成果である光遺伝学と大規模記録を融合させ

た技術をさらに発展させて、今後は光遺伝学的に脳橋のアセチル

コリン作動性神経の活動を操作して3*2波のイベントを人為的に

増減させることによって、レム睡眠時におこる3*2波が神経活動

の可塑性や記憶に対してどのような役割があるかを調べる。脳幹

部に薬剤（FDUEDFKRO）を注入し3*2波のイベント数を制御した実

験は報告されているが（'DWWD��������'DWWD�HW�DO�������）、薬

剤投与では時間解像度・空間解像度ともに悪くレム睡眠の時のみ

3*2波を変化させることは難しいため、記憶に対するレム睡眠中

の3*2波の機能を見ることは手技的に困難であった。しかし近年、

光遺伝学的に脳橋のアセチルコリン作動性神経を活動させると

3*2波が増え、レム睡眠も増えることがわかってきた（9DQ�'RUW�HW�

DO�������）。大規模同時記録と光遺伝学を融合させた技術を本研

究で立ち上げることができたので、この技術を使って脳橋のアセ

チルコリン作動性神経の活動を操作して3*2波のイベントを人為

的に増減させることによって、レム睡眠時におこる3*2波が神経

活動の可塑性や記憶に対してどのような役割があるかを調べた

いと考えている。�
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