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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエ嗅覚学習記憶を支える微小脳領域に対する発現解析の結果をもとに新規記
憶遺伝子としてrgk1を同定し、変異体解析、免疫抗体染色解析等によりrgk1が成虫キノコ体領域で働きintermediate m
emoryの維持に必要であることを明らかにした。Rgk1はカルシウムチャネルを介して神経活動を制御する因子で、欠損
体において中期記憶の障害が見られた。また過剰発現により、記憶のenhancement、rac依存的に起こる忘却の抑制が見
られた。キノコ体神経内での分布は出力側に偏っており、ドメイン欠損により局在を変化させると麻酔耐性記憶に特異
的に障害が出ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Based on the previously collated data of gene expressions in a small region of 
Drosophila brain that is responsible for the olfactory memory, I identified rgk1 as a novel memory gene. 
rgk1 expresses specifically in the mushroom body (MB) and is required in the MB for the maintenance of 
inter-mediatememory (IMM). rgk1 encodes a small-GTPase protein homologous to mammalian REM family 
proteins and was reported to regulate neural activities through the regulation of voltage-gated calcium 
channels. miRNA-dependent knockdown or a deletion of the rgk1 gene resulted in decreased IMM. Rgk1 
function was localized in the MB and forced-expression of rgk1 in the MB resulted in memory enhancement. 
Antibody analysis of Rgk1 expression within the single MB neurons revealed that Rgk1 localizes to 
synapses and artificial retrieval of synaptic Rgk1 led to a failure in maintaining olfactory memory after 
cold-shock treatment.

研究分野：神経生物
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１．研究開始当初の背景 
ショウジョウバエ嗅覚学習系はこれまでに

記憶形成過程における cAMP 経路や CREB

の重要性など先駆的な知見を明らかにして

きた。回路レベルでも解析が進んでおり、本

研究で用いる嗅覚忌避学習を担う神経回路

について詳細な解析が進んでいる。申請者は

これまでに遺伝子発現をもとにして記憶形

成を支える分子機構を解明するための実験

系を構築した（若手 B,H22-H23）。具体的

には、嗅覚記憶形成の中枢であるキノコ体

（約 2,500 個の細胞からなる）を摘出し、

RNA-seq によりキノコ体における遺伝子発

現を調べた。頭部全体を用いた発現解析がこ

れまでに報告されているが、記憶中枢に絞っ

た発現解析はこれまで行われていない。微量

mRNA を正確に増幅する方法を用いること

で微小脳領域での高感度な発現解析が可能

となり、記憶中枢で発現する遺伝子のリスト、

記憶形成前後で記憶中枢において発現変動

する遺伝子のリスト、を得ることができた。 
 
２．研究の目的 
記憶固定化過程では特定遺伝子の活性化が

重要であると考えられている。本研究では遺

伝学的解析において優れたモデルであるシ

ョウジョウバエを用い記憶を制御する分子

機構の解明を目指す。すでに一部の候補遺伝

子については解析を始めており(約 20 遺伝

子)、これまでに pde1c や rgk1 について in 

situ hybridization によりキノコ体での特異

的に発現していることを明らかにした。本研

究では、独自に取得したこれらの記憶依存的

な発現に関する情報を元に、変異体解析と記

憶依存的な転写制御領域の同定を行い、記憶

形成過程において重要な働きをする分子機

構、特に転写活性化機構の解明を目指す。 

ショウジョウバエにおいて記憶形成分子機

構を調べる利点としては比較的単純な神経

構造が挙げられるが、生化学的な解析におい

てはその微小さがネックとなっていた（キノ

コ体はわずか 2,500 細胞のみからなる）。本

実験で使用する発現情報は微量転写産物の

安定的増幅法に支えられており部位特異性

と感度においてこれまでにないものである。

本研究で変異体解析を行うことにより記憶

形成分子機構に新しい視点をもたらすこと

が期待される。変異体解析では、多くの検体

を効率的に処理するため独自に開発した半

自動条件付け装置を用いる。本解析を通じ、

記憶依存的に変動しかつ記憶形成に重要な

働きを持つ遺伝子が新たに特定されること

で、記憶依存的転写制御因子の下流因子の同

定や、記憶依存的に活性化される転写制御カ

スケードの解明が期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) RNA-seq 解析の結果得られた候補遺伝

子が記憶形成過程に関与しているかどうか

を調べ、記憶形成に深く関与する新規遺伝子

同定を目指す。RNA-seq 解析により得られた

記憶依存的に発現上昇する遺伝子について、

まず当該遺伝子が記憶形成に必要であるか

どうかについて、RNAi を用いた記憶中枢特異

的な変異体解析により明らかにする。解析対

象は、RNA-seq 解析により長期記憶形成時に

特異的に上昇してくるもののうちドメイン

構造や予測される遺伝子機能から記憶形成

への関与が疑われる因子をまずは対象とす

る。発現レベルの高いものから順に解析を行

う。本研究では記憶形成依存的に発現変動す

る遺伝子の同定とともに、キノコ体で強く発

現する遺伝子の解析も順次進める。キノコ体

で特異的に発現する遺伝子を元にした解析

はこれまでに多くの重要な記憶因子、

Adenylate cyclace や Dopamine receptor な

どの同定につながっており、発現情報を元に

した解析の有効性を示している。 

(2) 変異体解析の結果同定された遺伝子に

ついて、その作用機構を詳細に調べる。本研

究では記憶形成と深く関わる遺伝子の特定

が主要な目的であり、遺伝子と記憶形成との



関わりについて確実に証明することを第一

とする。その上で、得られた因子がどのよう

に記憶形成を制御するのかについて詳しい

解析を行う。まず発現部位の特定を行い、遺

伝子発現がキノコ体特異的であるのか、また

は脳神経系に広く発現しているのか

（ubiquitous か）を確認する。そして、ショ

ウジョウバエ嗅覚系では cAMP 経路に加えて

軸索輸送因子など多くの分子機構の関与が

報告されているため、同定された遺伝子とこ

れら経路との関わりについて遺伝学的解析

や抗体を用いたタンパク局在解析を通じて

明らかにする。 
 
４．研究成果 

(1) Rgk1タンパクに対する特異的な抗体を

用いた免疫組織染色実験 

  rgk1-RBの14 bp上流に挿入のあ

るGal4エンハンサートラップ系統（NP5225）

の発現を膜結合型GFPを用いて調べたところ、

キノコ体において強い発現が見られキノコ体

のサブセット（alfa/betaとgamma neuron）で

強いことが分かった。Rgk1-RBのN末領域を認

識するペプチド抗体を作成したところ、この

抗体ではalfa/betaとgammaにおいてキノコ体

のサブセット特異的な発現が見られた。キノ

コ体以外の脳領域では強い発現は見られず、 

Rgk1は成虫において非常に限局した形でキノ

コ体に発現していることが分かった。このシ

グナルはrgk1-miRNAを発現させた個体では検

出されなかった。免疫染色によると、Rgk1は

キノコ体の軸索に多く存在し、樹状突起が存

在するCalyxや、細胞体ではシグナルが弱い。 

  

(2) rgk1欠損体と、rgk1遺伝子に対する

miRNAを用いた時期・組織特異的遺伝子阻害実

験 

 rgk1の組織特異性と時期特異性を調べ

るために、rgk1をターゲットするように人工

的にデザインしたmiRNA (rgk1-miRNA)を作成

した。神経細胞ドライバーを用いて

rgk1-miRNAを発現させたところ、rgk1の転写

産物が減少することを確認した。また成虫期

のみのconditionalなmiRNAの発現誘導によっ

てもrgk1の転写量が減少することを確認した。

rgk1-miRNAは、アノテートされているすべて

のrgk1遺伝子をターゲットする。OK107-Gal4

エンハンサートラップドライバーを用いて

rgk1-miRNAをキノコ体特異的に発現誘導した

ところ、記憶形成阻害が見られた。嗅覚能と

電気刺激反応性については、野生型と比較し

て異常がないことを確認した。またキノコ体

の形態異常も観察されなかった。rgk1の時期

特異的な働きを調べるために、tubGal80tsを

用いてrgk1-miRNAの発現を温度依存的に制限

し、嗅覚学習アッセイを行った。その結果、

記憶阻害には、成虫期のみのrgk1-miRNAの発

現で十分であることが分かった。免疫染色に

よると、Rgk1はキノコ体の一部のサブセット

に限局している。キノコ体のサブセットで発

現するGal4エンハンサートラップ系統を用い

てrgk1-miRNAを発現誘導したところ、

alfa-prime/beta-prime neuron のみで発現

する系統とalfa/betaのcore以外で発現する

系統では、記憶阻害が見られなかった。これ

らの結果はRgk1の発現パターンと整合してお

り、alfa/beta coreにおけるRgk1の発現が重

要であることが分かった。rgk1-miRNAによる

記憶障害が不可逆的な効果を神経細胞に及ぼ

したのかどうかを調べるために、一度

rgk1-miRNAを発現誘導させた個体において

rgk1-miRNAの誘導を止め、記憶アッセイを行

った。その結果記憶阻害の回復が見られたこ

とから、rgk1の欠損による記憶障害は可逆的

であることが分かった。 

 rgk1の嗅覚記憶形成への関与を調べる

ために、P-elementのimprecise excision法を

利用してrgk1の欠損体を作成した。得られた

欠損系統（rgk1-ex）では転写開始点と最初の

exonを欠いている。この系統のホモ体では

rgk1の転写産物が見られるが短くなっており、



欠損はアミノ酸配列のフレームシフトを起こ

す。rgk1-exホモ体におけるキノコ体の形態を、

キノコ体あるいはシナプスマーカー（FasII, 

BRP）により観察したところ、特に異常は検出

されなかった。また主要なキノコ体マーカー

（eyeless, damb, fasII）の発現レベルにも

変化は見られなかった。この欠損体の嗅覚学

習記憶能を調べたところ、中期記憶に強い障

害が見られた。短期記憶はわずかな障害が見

られた。1日後の記憶には変化は見られなかっ

たため、rgk1は中期記憶において特異的に働

いている可能性が示唆される。rgk1-exの個体

に対してゲノム欠損系統（Deletion lines)

を用いて complementation testを行った。

rgk1を含む18K bpの領域を欠損している

Df(2R)BSC26とrgk1-exのtranshetero体にお

いて記憶異常が観察されたことから、rgk1遺

伝子座の嗅覚記憶における重要性が確認され

た。これら一連の結果から、rgk1遺伝子が記

憶形成時にMB神経細胞において必要であるこ

とを明らかにした。 

 

(3) rgk1遺伝子を時期・組織特異的に強制発

現させる実験 

 rg1-RBをrgk1欠損体のキノコ体で強制

発現させたところ、２時間後における記憶障

害が完全に回復した。また、野生型において

OK107-Gal4エンハンサートラップドライバー

を用いてrgk1を強制発現させたところ、通用

よりも２時間記憶のスコアが上昇した（記憶

のエンハンスメント）。成虫期特異的なrgk1

の強制発現でも、記憶のエンハンスメントが

見られた。c739を用いたrgk1の強制発現によ

りrgk1-exの記憶障害を部分的に回復させる

ことができた。Rgk1強制発現による記憶のエ

ンハンスメントは、記憶形成におけるrgk1機

能の重要性をより強く示す結果である。cAMP

経路において働くAdenylate cyclaseをコー

ドするrutabaga 変異体_においてRgk1を強制

発現させたところ、記憶のエンハンスメント

効果が見られた。このことから、rgk1はcAMP

経路とは独立の分子機構に作用していること

が考えられる。 

 

(4) Rgk1のドメイン欠損コンストラクトと

GFP融合タンパクを用いた、記憶回復アッセイ

とタンパク局在の観察 

  Rgk1のsmall-GTPaseの必要性を

調べるため、small-GTPaseドメインを欠いた

コンストラクトと、small-GTPaseドメインに

single mutationを持つコンストラクトを作

成し、変異体rescue実験を行った。GTPaseド

メインのSerine残基をasparagine残基に変換

させるpoint mutationを導入したrgk1コンス

トラクト（rgk1-DN）をキノコ体で発現させた

ところ、記憶障害がドミナントに起こされる

ことが分かった。GTPase domainを完全に欠失

したrgk1コンストラクトでは、rgk1-exの記憶

障害の回復はできなかった。N末領域の大部分

を欠くがGTPaseドメインは保持したコンスト

ラクトでは、rgk1-exの記憶障害の回復ができ

た。これらのことから、記憶形成維持過程に

おいて、rgk1はRasやRacなどのように

smallGTPase活性により細胞内シグナル因子

として働いていると考えられる。学習後に

cold shockを行うprotocolによる記憶アッセ

イでは、full-length Rgk1のみが記憶回復能

を示し、∆Nと∆Cコンストラクトはいずれも変

異体の記憶障害を回復できなかった。このこ

とから、cold shockを伴うdemandingな条件で

は、N末側に存在する機能未知のドメインが必

要であると考えられる。 

 Rgk1-GFP融合タンパクを作成し、神経

細胞内での局在を観察した。野生型Rgk1は神

経細胞内で、シナプスに強く局在し樹状突起

におけるシグナルは比較的弱かった。一方で、

Rgk1のN末側に存在する機能_未知のドメイン

(N1 domain)を欠損させたコンストラクトで

は、シナプスよりも樹状突起において強い局

在が見られた。各ドメインを欠いたRgk1のGFP



融合タンパクを、キノコ体の１つの神経細胞

のみで発現させ、同時に発現させたシナプス

マーカーとの局在の関係を調べた。

full-length, N末側欠損(∆N)、GTPaseドメイ

ン欠損（∆C）いずれも神経細胞内でpunctate

上の局在を示し、シナプスと共局在した。

∆C-GFPはシナプスとの共局在度が、

full-lengthと∆Nに比べて低かったことから、

GTPaseドメインがRgk1のシナプスへの局在に

関与している可能性が示唆された。 

 

(5) Rgk1過剰発現によるRac依存的な忘却促

進の抑制 

  Racが記憶のエンハンスメントに関与

していることを考えると、rgk1はRacによって

制御を受ける分子機構に関与している可能性

が考えられる。哺乳類において、Rgk1と相同

性を示すタンパクが cytoskeletal 

remodelingに関与するという報告があること

からも、この仮説は支持される。そこでRac

とRgk1の関係を調べるために、Racの

constitutively-active form Rac (Rac-V12) 

とRgk1を共発現させその影響を調べた。

RacV12のみの発現では、これまでの報告通り

記憶障害が見られるが、同時にRgk1を発現さ

せた個体では、記憶障害が全く起こらなくな

ることが分かった。 

 

(6) Rgk1の作用機序 

 Rgk1は、Rad, RIM, GEMなどの哺乳類タ

ンパクと相同性があり、これら哺乳類タンパ

クの知見から、Rgk1は神経活動の調節に働く

可能性が考えられる。特に14-3-3や

Calmodulin, 電位作動性カルシウムチャネル

beta subunitなどとinteractionすることが

考えられる。哺乳類REM familyタンパクは

voltage-gated calcium channelを介して神経

活動を調節していることが分かっているが、

この機能がショウジョウバエRgk1において種

間を超えて保存されていることが明らかとな

った(phul III, et al, 2014)。したがってRgk1

がどのようにキノコ体神経細胞内で働くのか

というモデルとしては、voltage-gated 

calcium channel（特にbeta subunit）を介し

た神経活動の制御が最も有力である。

Rgk1-GFPの局在がシナプスに強く見られるこ

とはこの可能性を示唆する。一方で、REM 

familyがcytoskeletal remodelingを介して

働くという知見と、Rac依存的な忘却促進効果

をRgk1が打ち消すという実験結果を合わせて

考えると、Rgk1は記憶維持過程においてRac

の機能を抑制し、忘却を防いでいるというモ

デルも考えられる。樹状突起におけるカルシ

ウムシグナルの区画化が記憶形成に重要であ

るとの報告(Cichon et al., 2015)を考慮する

と、記憶形成過程においてRgk1が神経細胞内

におけるシグナルの区画化（または限局）に

働いている可能性も考えられる。 
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