
兵庫医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１９

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

光遺伝学を用いた呼吸制御による記憶機能と海馬活動リアルタイムイメージングの研究

Real-time imaging of hippocampal network dynamics and memory formation regulated
 by respiration using optogenetic manipulation

５０４５０９６１研究者番号：

中村　望（Nakamura, Nozomu）

研究期間：

１８Ｋ０６５３３

年 月 日現在  ５   ６ ２９

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）： これまで我々はヒトの息を吸う瞬間が記憶課題の正解率低下を引き起こすことを発
見した。この知見から「記憶の固定・再固定は、吸息により起こる」という命題を立てた。この対偶の一つは
「吸息が起こらないと、エンコーディングが完了しない」である。これを証明するために、光操作による動物行
動実験を行った。
　組換えAAV接種と遺伝子改変マウスを用いることで、光操作による吸息活動を強制的に制御させ、さまざまな
記憶課題のエンコーディングにおける強制的な吸息活動停止により、記憶想起のパフォーマンス低下が示され
た。これらの結果は、エンコーディングを完了させるためには、吸息活動が重要な役割を果たすことを示唆して
いる。

研究成果の概要（英文）：  We previously discovered that timing of inspiration of respiratory cycles 
caused the decrease of accuracy of memory tasks in humans. We then hypothesized that “when encoding
 is completed, then inspiration emerges”. Its contraposition must be “when inspiration does not 
emerge, encoding is not completed”. The following experiment must be to clarify the contraposition.
  Using genetically modified mice injected with recombinant AAV, we succeeded controlling 
inspiratory actions of the mice using a LED light. Then, animals decreased their performance of 
memory retrieval when their inspiratory arrests appeared during encoding of several memory tasks. 
These results suggested that inspiration may play an important role in completing memory encoding.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　呼吸が認知機能を制御するメカニズムが明らかにすることは、下位脳が上位脳を制御するメカニズムの証明と
なる。これらのメカニズムを知ることで、今後の社会において、これまで明らかにされていない認知機能の改善
法やストレス低減を導くための重要な取り組みになると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 日本古来の禅や仏教で重要とされている呼吸の整え、調息は、各種スポーツなどの

パフォーマンス向上において長年注目されている。しかしながら、そのメカニズムにつ

いてはほとんど明らかにされていない。そのメカニズムとして考えられるのは、呼吸を

司る延髄という下位脳が、認知機能を制御するような逆行的なものが存在しているので

はないだろうか、というものである。このような考えは、1890 年代のジェームス・ラ

ンゲ理論をはじめ、情動２要因理論、近年ではソマティックマーカー仮説など、下位脳

（ここでは、視床下部）が上位脳（大脳皮質）を制御するという仮説で示されており、

一世紀以上にわたり議論し続けられている。本研究ではこのような仮説と同じ立場から、

下位脳から上位脳への制御について、内的因子の一つである呼吸に注目する。 

呼吸活動において、延髄の吸息ジェネレータであるPreBötzinger Complex (PreBötC)が、

主要な呼吸中枢であることが知られている。近年の研究から、PreBötC は、青斑核から放

出するノルアドレナリン・ドーパミンを制御し、覚醒および注意レベルを調節していること

が明らかになった(Yackle et al., 2017)。また、青斑核から海馬への投射作用が、記憶課題の

成績を変える(Takeuchi et al., 2016)ことから、吸息タイミングの調節の仕方が PreBötC-青

斑核-海馬回路を介して認知機能のプロセスに対して、直接影響を及ぼすことが考えられる。 

 2018 年、我々はヒトの息を吸う瞬間が記憶課題の正解率低下を引き起こすことを発見し、

呼吸と認知パフォーマンスの間になんらかの制御メカニズムがある可能性を示した

(Nakamura et al., 2018)。この知見から、我々は「記憶の固定・再固定は、吸息活動から生

じる」という仮説を立てた。具体的には、「エンコーディングが完了すると、吸息活動が起

こる」という命題である。そして、命題の真偽は、その対偶の真偽と必ず一致する。その対

偶とは「吸息活動が起こらないと、エンコーディングが完了しない・固定が開始されない」

である。しかしながら、対偶の証明は、動物実験でしか示すことができない。 
 
 
２．研究の目的 

  そこで上記の対偶に基づいて、マウスが記憶課題を行った際、吸息活動が起こらないと

エンコーディングが完了しないかを明らかにすることを目的とし、実験を計画した。ま

ず、Vgat-Creマウスに組換えAAV接種を行い、光操作で強制的に吸息活動を操作できるか

を調べた。その後、記憶課題のエンコーディングの際に、光照射によって吸息停止を行

い、そのあとの記憶想起の成績の変化について調べた。また、課題に関連する脳活動部

位、海馬や前頭前野のニューロン活動を可視化するために、分子イメージング法を用い

た。 
 
 
３．研究の方法 

対象は、Cre-LoxPシステムに基づいた成獣の雄および雌のVgat-Creを含むC57BL/6Jマ

ウス（以下、Cre+マウス）である。コントロールには、成獣の雄および雌のwild typeの

C57BL/6Jマウスを用いた。すべての実験は、NIHのガイドラインに従った実験動物の取

り扱いと使用の対策と措置で、兵庫医科大学の遺伝子組換え実験・動物実験の委員会の承

認の上で行われた（18-039, 20-049）。 

 動物は、ChR2を含む組換えAAVを延髄の吸息中枢に接種され、その後、頭部にLEDフ



ァイバーが設置された。覚醒下で光操作により、吸息停止が行われるかどうかの確認を行

ったあと、記憶課題の行動実験を行った。記憶課題は、オブジェクト再認記憶課題と恐怖

条件付け課題の２つを行った。特に、恐怖条件付け課題修了直後、脳を摘出し速やかに凍

結し、-80度Cに保管した。のちに厚さ10マイクロメートルの凍結脳スライス切片を作成し

た。最初期遺伝子Arc, Fos, Homer1aのRNA発現を可視化するin situハイブリダイゼーシ

ョン法（CatFISH法）を用いて、ニューロン活動マーカによる海馬や大脳皮質のニューロ

ン活動の局在の可視化を行った。 
 
 
４．研究成果 

  我々は、Cre-LoxPシステムに基づくCre+マウスを用いて、光操作により覚醒下でマウ

スの吸息活動を停止させることに成功した。その一方で、コントロールとして、組換え

AAVを接種したwild typeのマウスにおいては、光操作により吸息活動を停止させることは

なかった。Cre+マウスにおいて、２つの記憶課題のエンコーディングの際、強制的な吸息

活動の停止により、記憶想起のパフォーマンスが低下することが示された。一方、wild-

typeマウスは、そのような変化は認められなかった。これらの成果は、Nature 

Communicationsに掲載予定で、現在in pressである(Nakamura et al., in press)。マウス

延髄にある吸息中枢PreBötCは、250マイクロメートルを直径とする非常に小さい部位で

ある。本研究では、PreBötCに直接組換えAAVを接種しLEDファイバーを延髄内に設置す

るため、数十マイクロメートルのズレで呼吸中枢の損傷により、呼吸異常を引き起こし死

に至るケース、あるいは反対に光照射による制御ができないケースが実験の半分以上を占

める技術的に難しい実験であった。 

恐怖条件付け課題終了後は、脳を摘出し凍結した。そして、ニューロン活動マーカとな

る最初期遺伝子Arc, Fos, Homer 1aのRNA発現を可視化するCatFISH法を行った。この方

法は、海馬や大脳皮質のニューロン活動を可視化するだけでなく、20-30分間隔の２つの

イベントA,Bの海馬アンサンブル活動の違いを示すものである。実験では、２セットの

catFISH、つまり、細胞質Arc発現と核内Arc発現のセット1と、核内Fos発現と核内

Homer1a発現のセット2を用いて、イベントA,Bのアンサンブル活動の違いを明らかにし

た。課題終了直前のイベントBのニューロン活動は、核内Arc発現と核内Fos発現によって

海馬のアンサンブル活動として検出され、課題終了の30分前のイベントAは、細胞質Arc発

現と核内Homer1a発現によって、海馬のアンサンブル活動として検出された。そして実験

では、イベントAをCS-、イベントBをCS+に設定しているので、安全CSと恐怖CSの海馬

アンサンブル活動の違いを示すこととなる。その結果、wild-typeマウスの恐怖条件付けに

おける海馬活動分布は、イベントA（CS-）とイベントB（CS+）で大きく異なることがわ

かった。これは、CS-とCS+におけるそれぞれの海馬アンサンブル活動の違いを意味して

いる。その一方、Cre+マウスの恐怖条件付けでは、wild-typeマウスのときと比較する

と、イベントAとイベントBで、海馬アンサンブル活動の類似性が高いことがわかった。こ

れにより、Cre+マウスの記憶想起のパフォーマンスの低下は、海馬活動レベルで、それを

示す変化が観察されたといえる。 

以上より、これまで知られていない呼吸と記憶機能の相互作用が明らかになり、マウス

が記憶する際（エンコーディングの瞬間）、オプトジェネティクスを用いて呼吸を停止さ

せると、記憶力が低下することがわかった。これは、Cre+マウスのpreBötCに光を照射す

ることで、呼吸がコントロール可能となり、さらに、海馬ニューロン活動において、呼吸



効果による記憶力の低下を裏付ける変化が確認された。これらの研究を発展させること

で、今後、呼吸活動が「記憶機能のトリガー」として重要な役割を果たすというこれまで

の常識を超えた新しい脳機能メカニズムを示すブレークスルーになることが期待される。 
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