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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、鳥類ヒナに見られる「刻印付け」（刷り込み）を記憶学習のモデルとして利用し、
記憶学習における神経回路改編の分子メカニズムを明らかにする。cDNA マイクロアレイ解析
により、刻印付けに伴い発現が上昇する遺伝子をこれまでにいくつか見出してきた。これらの
うち、細胞骨格を制御する MAP2 に注目し、独自に確立した in vivo 遺伝子導入法を用いて、刻
印付けとどのように関わっているかを解析した。その結果、MAP2の遺伝子抑圧を行ったヒナで
は、刻印付けが阻害されていた。このことは、MAP2遺伝子が刻印付けに重要な機能を果たして
いることを示している。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Birds have a diverse behavioral repertoire and are thus ideal models for experimental analyses of neural 

and behavioral plasticity. The domestic chick has been intensively studied as a model for filial imprinting. 

To elucidate the molecular processes underlying the neural mechanism of filial imprinting in 

newly-hatched chicks more extensively, we previously conducted a cDNA microarray and the quantitative 

RT-PCR study. One of the genes was microtubule-associated protein 2 (MAP2), which is involved in 

cytoskeletal organization. The levels of MAP2 transcripts and proteins were increased in the mesopallium 

and the hippocampus after imprinting training. Here, we used in vivo gene-transfer technique we have 

originally developed and showed that transfected microRNA vectors preferentially silence exogenous 

DNA expression in neuronal cells. Using this system, the up-regulation of MAP2 accompanying filial 

imprinting was suppressed in vivo, which impaired the filial imprinting in chicks. Our results suggest that 

the regulation of MAP2 expression is required for filial imprinting.  
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１．研究開始当初の背景 

親子間の刻印付けは、孵化後間もないヒナ
鳥が初めて見た動くものを親と認識し追従
する行動である。この行動は不可逆的で非常
に強固な記憶として固定されることから、記
憶学習の一つのモデルとして1970年代から
研究が進められていた。その過程で、大脳の
IMM(Intermediate and Medial Mesopallium)と
呼ばれる局所的な領域が、記憶獲得に必要で
あるということが組織破壊の実験を基に報
告された（Brain Res. 205, 29-37(1981)。また、
この領域の全体的な RNA 合成が、刻印付け
に付随して上昇することも報告された
（Brain Res. 168, 361-373(1979), Brain Res. 

39, 449-465(1972)）。これらのことから、IMM

領域での遺伝子発現の変化が刻印付けに重
要であると考えられている。これまでに、
Rose S.や Stewart M.らが、他の動物種で記
憶学習との関連が示されていた初期応答遺
伝子 c-fos や NMDA 受容体などの遺伝子に
注目し、刻印付けに伴った IMM 領域での遺
伝子発現変化を解析した例が報告されてい
るが (Nat. Rev. Neurosci. 5,108-121(2004))、
遺伝子発現を網羅的に解析するという方法
は取られていなかった。そのため、刻印付け
に伴う遺伝子変化の全体像を理解すること
は難しかった。そこで、申請者らは、刻印付
け個体の大脳 IMM 領域から、マイクロアレ
イを用いて網羅的に刻印付けに伴って発現
変動する遺伝子の同定を行った。その結果、
申請者は、刻印付けに付随して発現上昇する
52 種類の遺伝子群を、cDNA マイクロアレ
イ解析により同定した。同定した遺伝子群の
特 徴 と し て は 、 Slingshot 、 MAP 

(Microtubule-associated protein)1B 、
MAP2 などの細胞骨格の制御に関わる遺伝
子群の数が最も多く、次いで netrin, 

ephrinB など軸索誘導に関わる遺伝子、そ
の他に神経活動、神経分化、スプライシング
に関与する遺伝子が含まれていた（Brain 

Res. Bull. 76,275-281 (2008）)。これらのこ
とから、刻印付けに伴って、神経回路が部分
的に改編されることが予想された。 

本研究では、これら神経細胞骨格を制御す
る遺伝子をはじめ、cDNA マイクロアレイに
より同定した遺伝子群がどのように刻印付
けと関わっているかを解析し、刻印付けに伴
った神経改編の分子メカニズムを明らかに
する。 

 

２．研究の目的 

 鳥類ヒナに見られる「刻印付け」（刷り込
み）を記憶学習のモデルとして利用し、記憶
学習における神経回路改編の分子メカニズ
ムを明らかにすることである。申請者は、
cDNA マイクロアレイ解析により刻印付けに

関連する遺伝子の同定を試みた。その結果、
細胞骨格制御因子、軸索誘導因子、神経分化
因子などのいくつかの遺伝子発現が、刻印付
けに伴い上昇することを見出した（Brain Res. 

Bull. 76, 275-281 (2008）)。この知見に基づ
き、独自に確立した in vivo 遺伝子導入法
（Neuroreport18, 735-739 (2007)）を用いて、
これら遺伝子が刻印付けとどのように関わ
っているかを解析し、記憶形成に伴って神経
回路が改編される分子メカニズムを解明し
ていく 

 

３．研究の方法 

（１）遺伝子発現抑圧による刻印付け遺伝子群
の記憶形成に及ぼす機能解析 

これまでに、生きたヒナ大脳で in vivo エ
レクトロポレーション法を用いて RNA 干
渉をおこし、部域特異的に遺伝子発現を抑
圧する系を確立した。MAP2 の遺伝子の発
現を特異的かつ局所的に低下させると、刻
印付けにどのような影響があらわれるか、
行動解析を行う。具体的には、ｍiRNA 発現
ベクターをニワトリヒナ大脳神経細胞にエ
レクトロポレーション法により導入する。
そして遺伝子発現を低下させたときの刻印
付け学習への影響を解析する。この時、１）
あらかじめ RNAi によって遺伝子発現を
低下させ、その後、刻印付け学習への影響
を調べる実験と、２）刻印付け学習を行な
って記憶を成立させた後に RNAi を起こ
すことで、記憶の維持や想起への影響を見
る、二通りの実験を行う。これらの実験を
通して、刻印付け関連遺伝子が記憶の形成
や維持、想起といったどの段階に関与して
いるか調べる。 

 
（２）ルシフェラーゼ発光を利用した in vivo リア
ルタイムイメージングの確立 

従来の in situ hybridization などを用い
た方法では、固定した脳切片を作成し遺伝
子発現の解析を行うため、刻印付けに伴っ
た遺伝子発現を同一個体で経時的に計測す
ることは出来なかった。そこで、ルシフェ
ラーゼ発光を利用した in vivo イメージン
グにより、脳内での遺伝子発現変化を同一
個体でリアルタイムに計測する方法の確立
を試みた。この方法により、刻印付けに伴
って、いつ、どこで、どのくらい発現して
いるかということが、リアルタイムで明ら
かとなる。さらに、この in vivo イメージ
ングを利用して、神経再編成がヒナ大脳内
で起こっている領域を大脳全体にわたって
調べていく。 

 

 

 



４．研究成果 
（１）遺伝子発現抑圧による MAP2 の記憶形
成に及ぼす機能解析 
細胞骨格を制御する MAP2 が刻印付けに必

要な遺伝子であるかどうかを解析するために
、独自に確立した in vivo遺伝子導入系を用
い、MAP2に対するｍiRNA 発現ベクターをエレ
クトロポレーションにより導入し、発現を局
所的に抑圧した。遺伝子抑圧を行う脳領域と
して、刻印付けに伴いMAP2遺伝子発現の上昇
が明らかとなっているIMM領域に注目した。遺
伝子導入を行った領域では、定量PCRと免疫染
色により効率的にMAP2のmRNAとタンパクの発
現が抑圧されていることが分かった。そして
、刻印付けにどのような影響があらわれるか
を解析した。その結果、MAP2の遺伝子抑圧を
IMM領域で行ったヒナでは、刻印付けの成立が
阻害されていた。このことは、MAP2遺伝子が
刻印付けに重要な機能を果たしていることを
示している。その成果はNeurosci.Res.(2011)
に発表した。 

 
（２）MAP2 リン酸化が記憶形成に及ぼす影響
の解析 
細胞骨格を制御する MAP2 はリン酸化に

より細胞骨格から離れ、細胞骨格の脱重合を
促進する。MAP2のリン酸化は細胞骨格のダイ
ナミクスを制御し、神経細胞の樹状突起など
の構造変化に影響をおよぼす。私は、MAP2の
リン酸化が刻印付けの過程で亢進されるこ
とを見出した。そこで、MAP2のリン酸化を阻
害すると刻印付けの記憶形成過程に影響が
あるのではないかと考え、MAP2のリン酸化酵
素阻害剤の一つリチウムクロライドをニワ
トリヒナに静脈注射し、刻印付けトレーニン
グを行った。その結果、MAP2のリン酸化は亢
進されず、さらに記憶形成も阻害された。こ
れらのことは、MAP2のリン酸化が刻印付けに
おける記憶形成に必要であることを示して
いる。この成果は Neurosci. Res.(2011)に発
表した。 
 
（３）ルシフェラーゼ発光を利用した刻印付け
遺伝子の in vivo リアルタイムイメージング 
従来の in situ hybridization などを用い

た方法では、固定した脳切片を作成し遺伝
子発現の解析を行うため、刻印付けに伴っ
た遺伝子発現を同一個体で経時的に計測す
ることは出来なかった。そこで、ルシフェ
ラーゼ発光を利用した in vivo イメージン
グにより、脳内での遺伝子発現変化を同一
個体でリアルタイムに計測する方法の確立
を試みた。刻印付けとの関連が知られてい
る初期応答遺伝子 c-fos のプロモーター下
流にルシフェラーゼをつなぎ、ヒナ大脳に
遺伝子導入した。そして、導入したルシフ
ェラーゼの発光を利用し、刻印付けに伴い

変動する c-fos の遺伝子発現を in vivo で測
定することに成功した。その成果は
Neurosci. Res.(2010)に発表した。今後は
MAP2 の刻印付けに伴う遺伝子発現変化を
リアルタイムで計測する予定である。 
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