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研究成果の概要（和文）：「記憶のアップデート機構」は知識の形成を通じて精神活動の基盤となる。記憶のアップデ
ートは記憶同士の連合により行われるが、そのセルアセンブリレベルのメカニズムは不明であった。本研究では、二つ
の記憶情報が連合する回路レベルのメカニズムを明らかにするために、（１）CS-US連合（２）行動タグ（３）高次の
連合のそれぞれについて、記憶が連合（相互作用）するセルアセンブリレベルのメカニズムを解析した。その結果、記
憶が連合（相互作用）する際には、それぞれの記憶の対応する神経細胞集団の同期活動によるオーバーラップが重要な
役割を担っていることが示され、記憶がアップデートされる脳内メカニズムが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, memory update mechanisms were investigated in cell assembly level. 
We found that, when two distinct units of information interact to generate a new memory, cellular 
ensembles corresponding to individual memories overlap. Suppressing the overlap neurons inhibits the 
association between two memories without affecting the initial memories. In addition, optogenetical 
co-activation of these ensembles creates an artificial memory. These results indicate that overlap in 
cellular ensembles plays a critical role in memory association.

研究分野：脳科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
新しい情報が入ってきたときに脳は古い記
憶情報と照合し、必要に応じて古い記憶と新
しい記憶を連合して書き換える（記憶のアッ
プデート）。「アップデート機構」は外的変化
に対する柔軟な適応に必要であり、知識の形
成を通じて精神活動の基盤となる。記憶のア
ップデートは記憶同士の連合により行われ
るが、そのセルアセンブリレベルのメカニズ
ムは不明であった。 

（１）秒～分（CS-US 連合）：短い間隔で条件
刺激(CS)と無条件刺激(US)が提示されると
両者の間に連合が生じ、連合記憶が形成され
る。連合の基礎となるセルアセンブリレベル
レベルのメカニズムには不明の点が多い。 

（２）分～時間（シナプスタグと行動タ
グ）：この時間間隔で起こる記憶の連合
に関しては、その細胞レベルのメカニズ
ムに関するシナプスタグ仮説が Frey と
Morris により提唱されていたが（Nature, 
385, 533, 1997）、研究代表者の井ノ口
と 研 究 分 担 者 の 岡 田 は Vesl-1S 
(Homer-1a)タンパク質のニューロン内局
在の解析を行い、この仮説を世界で初め
て実証した（Science 324, 904, 2009）。
その研究で我々は、樹状突起からスパイ
ン内へのシナプスタンパク質の進入を制
御する機構がシナプスタグであることを
示した。行動レベルでは、「短期記憶成
立の前後に、長期記憶を引き起こす経験
をすると、短期記憶が長期記憶化する」
という「行動タグ」現象が知られている
が、その細胞レベルのメカニズムとして
シナプスタグ機構を使用しているか否か
は不明である。 

（３）日～月（高次の連合）： この時
間間隔で起きる記憶アップデート機構に
関しては、時間的に離れて記銘された異
なる独立した記憶があとで連続的に想起
されることで、互いに関連付けられて新
規の意味を持つ記憶になるケースがある
（高次の連合）が、そのセルアセンブリ
メカニズムは不明である。 

２．研究の目的 
（１）CS-US 連合によるアップデート： 
CS-US 連合の形成に関わる細胞集団のセット
（セルアセンブリ）がどのようなものである
かを明らかにするとともに、連合を制御する
回路メカニズムを明らかにする。 

（２）シナプスタグと行動タグによるアップ
デート：シナプスタグの分子実体を明らかに
する。また、行動タグ現象のセルアセンブリ

メカニズムを明らかにする。 

（３）高次連合によるアップデート： 高次
連合のセルアセンブリメカニズムを明らか
にする。 

３．研究の方法  
（１）CS-US 連合によるアップデート 
① CS-US 連合のセルアセンブリメカニズム 
 文脈性恐怖条件付けの一変法である CPFE
課題において、CS と US の連合が生じるケー
スと生じないケースで、CS 提示時、US 提示
時に活動する神経細胞集団（セルアンサンブ
ル）を CatFISH 法で解析した。さらに、光遺
伝学的手法を用いて、生理的には CSと US の
連合が起きない条件下で、CS および US のそ
れぞれに対応するセルアンサンブルを人為
的に同期発火させることで、CS と US の間に
人為的な連合を形成させることができるか
否かを解析した。 

② CS-US 連合の制御メカニズム 
CS 記憶と US 記憶、さらに CS-US 記憶を分け
て評価する新規行動実験系(CPFE 課題)を確
立し、生化学的手法を用いて、連合を制御す
る脳領域の検索を行った。さらに、特定遺伝
子 の 発 現 を 制 御 す る こ と が 可 能 な
Tet-system と ChR2 や ArchT を用いた光遺伝
学的手法を組み合わせ、特定脳領域の活動を
人為的に活性化(ChR2)または不活性化
(ArchT)することで記憶連合を制御できるか
否かを検討した。 

（２）シナプスタグと行動タグ 
① シナプスタグ 
シナプス活動による樹状突起からスパイン
への輸送調節はシナプスタグの一つである。
以前の手法で測定されたスパイン蛍光変化
には輸送以外の影響が考えられたので、刺激
応答性の輸送だけを測定する手法として
FRAP 法を開発し、Homer-1a と EGFP の融合タ
ンパク質（HE）を発現したラット初代培養海
馬神経細胞の単一スパインに適用した。また
培養細胞から回収したタンパク質を生化学
的手法で解析した。 

② 行動タグ 
新規物体探索課題(NOR)と新規環境暴露
を用いて、行動タグが誘導される新規行動実
験系を確立し、生化学的手法を用いて行動タ
グ成立に関与する脳領域の検索を行った。続
いて、ArchT を用いた光遺伝学手法によって
特定のイベントにおいて活動した細胞集団
を抑制し、行動タグにより形成された長期記
憶に対する２つのイベントに重複して活動
するセルアセンブリの役割を解析した。 



（３）高次連合によるアップデート 
マウスに味覚嫌悪学習(CTA)と音恐怖条件
付け(AFC)を個別に学習させた後、それぞれ
の CS-US 連合記憶の CS のみを同調かつ連続
して繰返し提示することにより、本来独立し
て獲得した記憶同士が連合したことを評価
する行動実験系を確立した。また、c-fos-tTA 
Tg マウスと CreERT2-loxP 組換えレンチウイ
ルスベクターを組み合わせることで、繰返し
の同調想起過程を介し創出するオーバーラ
ップセルアセンブリを選択的に標識し、光遺
伝学的にその活動を制御することが可能と
なった。 

４．研究成果 
（１）CS-US 連合によるアップデート 
① CS-US 連合のセルアセンブリメカニズム 
 CPFE 学習の成立に必要な海馬 CA1、および
扁桃体BLAにおいて、連合が成立する場合は、
CS, US の両方に反応する神経細胞（黄色）の
数が、成立しない場合に比べて有意に増加し
ていた（図１）。この結果は、CS 提示時に活
動するセルアンサンブルと US 提示時に活動
するセルアンサンブルがオーバーラップす

ることが、CS-US 連合を引き起こしているこ
とを強く示唆している。２つのセルアンサン
ブルがオーバーラップするメカニズムとし
て、神経細胞同士の同期発火によるヘッブ型
のシナプス可塑性が想定される。そこで、
CPFE課題において生理的にはCSとUSの連合
が起きない条件下で、CS および US のそれぞ
れに対応するセルアンサンブルを人為的に
同期発火させることで、CS と US の間に人為
的な連合を形成させることができるか否か
を解析した（図２）。その結果、CS, US セル
アンサンブルを完全に人為的に同期発火さ
せることで、CS-US 連合を人工的な方法で作
り出すことができた。この結果は、CS および
US それぞれのセルアンサンブルの同期発火
とそれにともなう両者間のシナプス結合強
化が、記憶の連合メカニズムの基盤であるこ
とを強く示唆するとともに、細胞集団動態の
理解に基づき記憶を人為的に操作すること
が可能であることを示しており、きわめて強
い学術的インパクトと独創性を持つ。 

② CS-US 連合の制御メカニズム 
恐怖条件付け文脈学習課題をベースとし
て、CS 記憶と US 記憶、さらに CS-US 記憶を

分けて評価する新規行動実験系(CPFE)を確

立した。この行動実験系を利用し、Arc mRNA
を標的とした CatFISH 法を行った結果、CS お
よび US の両方に応答する領域として
Parietal Association Cortex (PtA)を同定
した。さらに学習時または想起時に応答した
PtA の特定神経細胞集団の活動を光遺伝学的
手法により人為的に操作することで、人工的
CS-US 連合記憶の創出や、すでに形成された
CS-US 連合記憶の解離に成功した。これらの
結果は、PtA が CS と US の連合を制御してい
ることを示している。さらに、PtA の機能制
御が PTSD の治療戦略の標的となる可能性を
示唆している。 

（２）シナプスタグと行動タグ 
① シナプスタグ 
小頭径・長頚部のスパインではシナプス活動
依存的な FRAP が起きた。形態的可塑性はシ
ナプス内の分子構成を調節する可能性を示
唆している。FRAP には NMDA 受容体に始まり
一酸化窒素を介するPKG活性化カスケードが
必要だった。一方、テトロドトキシンと細胞
外カルシウムキレータの共存下でもPKG直接
活性化により FRAP を起こすことができた。
PKG活性化はFRAPを起こすのに必要十分なシ
ナプス活動、即ちシナプスタグの主要シグナ
ルであると結論した。PKG 阻害剤による FRAP
阻害には2時間程度の持続投与が必要だった。
PKG 活性の効果の持続がシナプスタグの時間
窓を反映すると考えられる。 

② 行動タグ 
神経活性化マーカーであるArc遺伝子のmRNA
発現を指標に細胞の活動履歴を解析したと
ころ、行動タグが成立する場合、海馬 CA1 領
域において新規環境暴露とNOR短期記憶課題
の両イベントに重複して活動するセルアセ
ンブリが増加することを発見した。さらに、



光遺伝学と tet-tag system を用いた新規環
境暴露に対応する海馬CA1領域のセルアセン
ブリの抑制は、行動タグにより形成された
NOR 長期記憶の想起を阻害することを見出し
た。以上の結果より、行動タグの成立には、
海馬CA1における各イベントをコードするセ
ルアセンブリの重複が重要であることが示
唆された。 

（３）高次連合によるアップデート 
 CTAとAFCそれぞれのCSの連続同調想起に
より、本来独立して獲得した記憶同士が連合
した。この連合は想起直後のタンパク質合成
阻害により損なわれた。また、誘導後には CTA
記憶と AFC記憶の責任領域である扁桃体にお
いて、各記憶に対応したセルアセンブリの有
意なオーバーラップ増加が認められた。更に、
オーバーラップしたセルアセンブリ活動の
みを想起時に光遺伝学的に抑制すると、連合
誘導の結果生じるフリージング反応が一過
的に低減した(図 3、TEST3)。 一方で、CTA
および AFCそれぞれの記憶想起には影響しな
かった。以上より、両記憶間の高次連合は、
繰返し同調想起過程を経て、扁桃体で生じる
セルアセンブリの活動が一因となり引き起
こされていることが明らかとなった。 
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