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研究成果の概要（和文）：海馬損傷等で記憶ができない患者は「時間の経過」を認識できない。つまり、記憶は
「こころの時間」の原泉である。本研究では主に海馬リップル波における経験時間の圧縮のメカニズムと時間進
行の操作を探究し、大きな成果としては次の２つの発見を得た。
（１）海馬リップル波に記憶が想起されるとき神経回路の興奮抑制バランスが一過性に興奮側にシフトする。本
成果はNature Neuroscience誌に掲載された。
（２）海馬リップル波は徐波睡眠中に神経回路の興奮性を下方制御し、記憶情報の精度を高めるとともに、記憶
容量を確保する。本成果はScience誌に掲載され、新聞等のメディアでも紹介された。

研究成果の概要（英文）：Patients with learning deficits due to hippocampal damage cannot recognize "
passage of time", indicating that memory is the source of "mind of time". In this study, we explored
 the mechanism of time compression and the operation of time progression mainly in hippocampal 
ripple waves and obtained the following two main findings.
(1) When memory engrams are reactivated during the hippocampal ripples, the excitation/inhibition 
balance of the neural circuit transiently shifts toward excitation. These results were published in 
Nature Neurosciencee.
(2) Hippocampal ripples down-regulate the excitability of the neural circuit during slow-wave sleep,
 thereby purifying memory engrams and securing the storage capacity for future memories. These 
results were published in Science and were also highlighted in a newspaper and other media.

研究分野：神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
リップル波は脳波の一種で、海馬から発生す
る。おもに安静時や非レム睡眠に生じること
が知られている。近年の研究から、リップル
波は「オフライン記憶媒体」であるとみなさ
れている。たとえば、リップル波中には海馬
ニューロンの一部が活性化するが、これは直
前の行動課題で活動したニューロン群が時
間圧縮されて再活性化されたものである
（Science 265:676-, 1994）。また、リップル
波中は皮質と海馬が一過性に同期し（Nature 
491:547-, 2012）、さらに、リップル波を選択
的に破壊すると記憶・学習が障害される
（Science 336:1454-, 2012）。こうした知見
から、リップル波は過去の経験を長期記憶に
脳内変換するプロセスと考えられる。しかし、
いくつかの重要な疑問が未解決のまま残さ
れている。i）記憶痕跡の問題：なぜそのニュ
ーロンが選択され、その後再び活性化される
のか、どのようにして時間圧縮されるのか。
ii）時間操作の可能性：リップル波を促進ま
たは抑圧することで記憶形成における内部
時計を操作できるか。 
 
２．研究の目的 
上記２点の疑問を踏まえて、マウス海馬のリ
ップル波を解析することを目的とした。
Arc-dVenus transgenicマウスに空間課題を
課し、記憶関連ニューロンを蛍光タンパク質
Venusで標識する。その後、海馬スライス標
本内で標識されたニューロンを同定し、リッ
プル波中の電気的性質をパッチクランプ法
および多ニューロン Ca2+画像法を用いて解
析する。この実験により、なぜそのニューロ
ンが選定され、また然るべきタイミングで発
火するのかが解明できる。一方、リップル波
の制御についてはマウス外側視床下部（報酬
系の一部）の刺激を通じて行う。条件づけ課
題の中途で休息を入れ、休息時のリップル波
の頻度とその後の課題成績との相関を指標
にすることで、リップル波の頻度を人工的に
増減させることで学習速度（つまり、「ここ
ろの時間」の進行速度）を自在に制御できる
ことを示すことを目指した。その結果、大き
な成果としては次の２つの発見を得た。 
i）海馬リップル波に記憶が想起されるとき神
経回路の興奮抑制バランスがシフトする。 
ii）海馬リップル波は徐波睡眠中に神経回路
の興奮性を下方制御し、記憶情報の精度を高
めるとともに、記憶容量を確保する。 
 
３．研究の方法 
以下の項目に記載する。 
 
４．研究成果 
i）リップル発生時の海馬 CA1 ニューロンが
どのような活動パターンを示すのかについ
て明らかにするために、海馬急性切片の CA1
野からリップルを記録し、CA1ニューロン集
団の活動を機能的カルシウムイメージング

法で観察した。ニューロンの発火タイミング
とリップル発生のタイミングの関係 につい
て解析を行ったところ，リップルのピークタ
イミング付近で発火イベント頻度が高くな
っていた。また、リップルに参加するのは一
部のニューロン集団で、その組み合わせは多
様であった。また、各々のニューロンのリッ
プルへの参加パターンの類似度を算出し、
Affinity Propagationアルゴリズムを用いて
解析を行ったところ、参加パターンの類似し
たニューロン集団からなる複数のサブグル
ープが抽出された。以上の結果から、リップ
ル発生時には一部の CA1 ニューロン群が活
動し、セルアセンブリ様のダイナミクスを示
すことが示唆される。 
 リップル発生時の神経活動は過去の経験
（記憶獲得）を反映する記憶痕跡であるとい
う仮説を検証するために、Arc-dVenus トラ
ンスジェニックマウスを用いた。同マウスは
強く活動したニューロンを数時間に限り
dVenus（蛍光タンパク質）により識別できる
利点がある。このマウスに新奇環境を 30 分
間自由探索させた後、海馬急性切片を作製し、
リップルを記録した。リップル発生時の各ニ
ューロンの活動を記録するために、近赤外線
蛍光プローブである CaSiR-1 を用いて多数
のニューロンから高速カルシウムイメージ
ングを行った。リップルに参加する確率は、
dVenus 陽性ニューロンのほうが dVenus 陰
性ニューロンに比べて高かった。この結果か
ら、直近の過去の空間体験に関わったニュー
ロンはリップル発生時に活動しやすいこと
がわかる。LTP（長期増強）の維持過程を阻
害するペプチド ZIPを処置した標本では、リ
ップルは消失した。リップルへの参加確率と、
自発活動率には相関があることから、自発活
動率はリップルへの参加率のひとつの指標
となる。そこで ZIP処置後の各ニューロンの
自発活動率を算出したが、dVenus 陽性ニュ
ーロンと陰性ニューロン間で差は見られな
かった。以上の結果より、リップル発生時に
は記憶に関わったニューロンが優先的に選
ばれて活動しており、それにはシナプス可塑
性が重要であることが示唆された。 
 リップル発生時に活動するニューロンが
選ばれるメカニズムを明らかにするために、
ホールセルパッチクランプ法により海馬
CA1 ニューロンがリップル発生時に受ける
シナプス入力を観察した。観察した全てのニ
ューロンで、リップル発生時に一過的な興奮
性入力と抑制性入力が観察された。興奮性入
力のタイミングは抑制性入力に対して先行
する傾向にあったが、そのタイムラグ（タイ
ミングの差）に関してはリップル参加ニュー
ロンと不参加ニューロンで違いはなかった。
興奮性入力と抑制性入力の大きさについて
解析を行ったところ、リップル参加ニューロ
ンは平均振幅、電荷量について、興奮/抑制比
が不参加ニューロンより有意に大きかった。
つまり興奮/抑制の比が興奮性に傾くことが



リップル発生時の活動の有無を決定してい
ると考えられた。この仮説を検証するために、
ダイナミッククランプ法を用いて、CA1ニュ
ーロンにリップル発生時に観察されるよう
な一過性のコンダクタンスを注入した。様々
な興奮/抑制比とタイムラグを組み合わせた
49 通りの興奮性および抑制性コンダクタン
スを注入し、各コンダクタンスに対する発火
応答確率を算出した。その結果、タイミラグ
の大きさに関わらず、興奮/抑制比が大きいコ
ンダクタンスを注入されたニューロンでは、
再現よく発火応答がみられた。よって興奮/
抑制比が興奮性に傾くことにより、リップル
時に活動するニューロンが選ばれることが
示唆された。 
リップル発生時の入力の興奮・抑制比はど
のようにして決定されているのだろうか？
これを明らかにするために、リップルの大き
さと興奮・抑制各入力の大きさの関係を調べ
た。興奮性入力とリップルの大きさの相関は
弱かった。これは、興奮性入力は CA3 野で
活動した前シナプス細胞集団とのシナプス
結合性を反映しており、そのニューロンの過
去の活動履歴に依存しているためと考えら
れる。一方で、抑制性入力の大きさはリップ
ルの大きさと強い相関があった。つまり抑制
性入力はリップルの大きさ、つまり CA3 錐
体ニューロンからの入力の全体の大きさを
反 
映していると考えられる。抑制性入力を担う
インターニューロンの中で、パルバルブミン
陽性インターニューロン（以下 PVニューロ
ン）に着目した。PV ニューロンの活動とリ
ップルの大きさの関係を調べるために、
PV-GFPマウスを用いて急性スライス標本を
作製し、ホールセルパッチクランプ法により
GFP陽性ニューロンから、リップル中の発火
応答を記録した。リップルの大きさが大きい
ほど、PV ニューロンのスパイク活動数も大
きくなり、スパイク数とリップルの大きさは
線形の関係にあった。また、PV ニューロン
はリップルの大きさと強い相関がある興奮
性入力を受けていた。つまり PVニューロン
はリップルの大きさをモニターし、それに応
じて周囲の CA1 ニューロンを強力に抑制し
ており、その抑制から抜け出せるような大き
な興奮性入力を受けた一部の CA1 ニューロ
ンのみがリップルに参加することができる
と考えられる。 
 本研究により、リップル発生時にはそれま
での経験（記憶）に関わったニューロンが優
先的に選ばれて発火することが明らかにな
った。そしてリップル発生時に選ばれるニュ
ーロンにおいては、シナプス入力の興奮・抑
制比が興奮性に傾いていることが示された。
リップルの大きさに応じた均一な抑制性入
力と、個々のニューロンの活動履歴に応じて
決まる不均一な興奮性入力により形成され
るバランスが、リップル発生時の記憶痕跡の
出現を運命づけていることが示唆される 

 
ii）生体マウスの海馬 CA1にシリコンプロー
ブを埋め込み、局所場電位を記録した。マウ
スに新奇環境を探索させ、その前後の徐波睡
眠中に発生したリップル波を記録した。頻度
及び強度について解析したところ、ともに上
昇し、時間とともに元の状態へと戻る傾向に
あった。また、この減弱作用は NMDA 受容
体阻害薬であるMK801によって阻害された
ことから、徐波睡眠時に海馬でシナプス可塑
性が生じており、リップルの発生に影響を与
えていることがわかった。同様の結果が海馬
の単離スライス標本からも確認されたこと
から、リップルの発生頻度は、海馬内で自発
的に生じる可塑性によって調節されている
ことが明らかになった。 
 次に、リップルが LTD を誘導する可能性
を検証するために in vivo リップルの
Inter-event Interval（IEI）で海馬スライス
標本のシャッファー側枝を電気刺激し、興奮
性シナプス後場電位（fEPSP）を記録した。
まず、新奇環境探索直後の徐波睡眠中のリッ
プルの IEI で 15 分間シナプスを刺激したと
ころ、fEPSPの頻度、強度ともにベースライ
ンよりも大きく低下し、LTD が誘導された。
この変化は NMDA 受容体の拮抗薬である
D-AP5により阻害された。同様の検討を、探
索させる前に記録したリップルの IEIを用い
て行ったところ、LTD は誘導されなかった。
以上の結果から、新奇環境探索により上方調
節を受けたリップルの発生タイミングは
LTD を誘導するのに十分であることが示唆
された。 
さらに、リップルが LTD を誘導するかど
うかを直接的に検証した。先行研究から、
LTD が誘導されるとスパインが退縮するこ
とが報告されている。そこで、リップルを発
生する状態においてスパインの体積がどの
ように変化するかを観察した。新奇環境を探
索させた Thy1-GFP マウスからスライス標
本を作成し、リップルを記録しながら CA1
近位樹状突起を撮影した。退縮するスパイン、
増大するスパインの両方がそれぞれ存在し
たが、平均すると有意な退縮が認められた。
また、この現象は D-AP5 の適用によって阻
害されたことから、この体積の減少にはシナ
プス抑圧が関与していることが示唆された。 
シナプス抑圧が誘導されることにより、海
馬の情報処理にどのような利点が生まれる
のであろうか。海馬の重要な役割の一つに、
リップルによる大脳皮質への情報の転写が
ある。そこで我々は、LTDが誘導されること
によって大脳皮質に送る必要のない不要な
神経の発火が優先的に抑制される、すなわち
「ノイズ除去」が起こるのではないかと仮説
を立てた。それを検証するために、リップル
中で発火するニューロン集団に着目した。
Arc-dVenus マウスを用いて行動時に活動レ
ベルの高かったニューロンを蛍光タンパク
質 dVenusでラベルした（dVenus（+） 群）。



それらと dVenus（−） ニューロンのうち何%
がリップル中で発火するか（参加率）を求め、
それが時間とともにどう遷移するかを検証
した。dVenus（+）群の参加率は 0 分、40
分の間で差が認められなかったのに対し、
dVenus（−）群は両タイムポイントの間で有
意な低下が確認された。この現象は D-AP5
の適用によりブロックされたことからシナ
プス可塑性によって誘導されたものである
と考えられる。以上の結果から、シナプス抑
圧により、行動時に活動しなかったニューロ
ンのリップルへの参加が優先的に抑制され
ることが示唆された。 
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