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研究成果の概要（和文）：LTPに際しシナプスへ流入するコフィリンを、光増感タンパク質を用い不活化するシ
ステムを確立した。それにより一度成立したLTPを消去できることが分かった。次に動物個体で恐怖記憶を消去
できることも示した。トランスクリプトーム解析によりPTSDの再体験症状を示す患者の末梢血のmRNA発現と恐怖
記憶想起後のマウス海馬のmRNA発現を比較し、両者で共通に発現低下している遺伝子群を同定した。この遺伝子
はcAMP量を低下させるため、この遺伝子の発現低下はcAMP情報伝達経路の活性化を導くものと考えられた。恐怖
記憶想起中海馬の恐怖記憶エングラムの活性を光遺伝学的に操作し、恐怖記憶のメカニズムの解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：We have established a system to inactivate cofilin, which enters the synapse
 upon LTP, using a photosensitizing protein. We found that we can erase LTP which was once 
established,. Next, we showed that fear memory can be eliminated in animals. Using transcriptome 
analysis, we compared mRNA expression in the peripheral blood of patients with PTSD re-experiencing 
symptoms with mRNA expression in the hippocampus of mice after fear memory recall, and identified a 
group of genes that were commonly down-regulated in both groups. Since these genes decrease cAMP 
levels, we hypothesized that the decreased expression of these genes leads to activation of the cAMP
 signaling pathway. We proceeded to analyze the mechanism of fear memory by optogenetically 
manipulating the activity of the fear memory engram in the hippocampus during fear memory recall.

研究分野： 神経科学

キーワード： 心的外傷後ストレス障害　恐怖記憶　シナプス可塑性　cAMP　海馬　記憶固定化と再固定化　光遺伝学
　時計遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
恐怖記憶は危険を避け、生存を保証する重要な脳の機能であるが、その異常な発言が心的外傷後ストレス障害で
認められる。また薬物依存で観察される薬物非常に強い渇望も異常な記憶の一種と考えることができる。本研究
で、記憶のメカニズムが理解され、さらにそれを操作することができるようになったのは将来的にこれらの疾患
の治療戦略にも繋がり、意義が大きいと考えられる。

※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 
 シナプスの可塑性は、発生期における神経回路形成や記憶といった生理過程に重要であるの
に加え、その破綻は認知症や統合失調症などの病態に関与している。例えば過剰なシナプスの可
塑性は心的外傷後ストレス障害(PTSD)にも関与している。これらの精神病態の解明にはシナプ
ス可塑性の分子生物学的な理解を深めるのに加え、シナプス可塑性を時空間特異的に制御し、患
者での神経細胞でいかにシナプス可塑性が変化しているかを解析する技術が必要である。 
 これまで、シナプス可塑性を制御する方法としては、薬物を用いる方法や遺伝子操作動物を用
いる方法があった。しかし、薬物は投与してから一定の空間・時間範囲内で生じる全てのシナプ
ス可塑性を阻害してしまい、細胞種特異的な阻害は不可能である。また遺伝子操作による方法で
も時間特異性を得るのは難しい。河西らは光活性化 Rac を LTD で用いるような低頻度で活性化
することにより、LTP を解除する方法を提案している。これは PSD 特異的タンパク質である
PSD-95 の 3’UTR を神経活動依存的タンパク質翻訳を用いるもので、タンパク質合成依存的な
LTP を起こす必要があり、学習後数時間以上待たなければならない。 
 一方、転写因子 CREB やその上流遺伝子である CaMKIV を強制発現により活性化させるこ
とで、シナプス可塑性の閾値を低下させ、その細胞をセルアセンブリに強制的に参加させること
も試みられてきた。これにより、NMDA 受容体反応が増強することから、LTP が選択的に大き
くなり、強制発現する細胞に特異的に記憶がエンコードされる。しかしこれも、時空間的制御は
難しい。 
 
２．研究の目的 
 これらを鑑み、本研究では次のような specific aim を設定し、研究を進めて行く。 
S.A.1 光増感法を用いた LTP 解除と PTSD 症状の改善 
仮説：PTSD には扁桃体におけるシナプス可塑性が関与しており、それを解除することにより、
症状を改善できる。これを実証するため、LTP に関与する分子である cofilin を光にて不活化す
ることを試み、それが LTP を解除することで、一旦成立した PTSD を消去できるかを確認する。 
S.A.2 光活性化法を用いた LTP 増強と PTSD モデルの創出 
仮説：扁桃体におけるシナプス可塑性の異常な更新により、PTSD が発症する。これを実証す
るため、LTP を増大することが知られている CaMKIV ならびにその下流分子である CREB を
光活性化蛋白質とし、光により特定の記憶を増強することで、PTSD モデルが創出できるかを検
討する。さらに、細胞種選択的なプロモーターとウイルス vector を用いることで領域と細胞種
を特定し、どの領域の神経細胞がいつ必要なのかを解明していく。 
 
３．研究の方法 
光増感法を用いた LTP 解除と PTSD 症状の改善 
・LTP の消去方法 
 これまでの研究から LTP の誘導に伴い、アクチン結合蛋白質であるコフィリンがシナプスへ
流入してくることがわかった。コフィリンはアクチンとの量比が 1：1 に近くなると、アクチン
をむしろ安定化し、その結果樹状突起スパインが大きくなること考えられてきた。まず、この機
構を証明するために光増感蛋白質である、SuperNova を用いた。これは大阪大学の松田、永井
らによって開発された蛍光蛋白質であるが、照射により活性酸素を放出し、周辺のタンパク質を
不活化する。特にコフィリンと融合蛋白質を作成すると、ある程度特異的にコフィリンを付加巣
化すると期待できた。 
 そのため、コフィリン-SuperNova の融合蛋白質を神経細胞に発現し、その上でグルタミン酸
脱ケージ法により LTP を誘導し、スパインの構造可塑性を観察した。また別の実験で、局所場
電位を記録しつつ、LTP を誘導した。その上で、SuperNova を誘導後さまざまな時点で活性化
し、LTP が消去されるかを検討した。 
・光による恐怖記憶の消去 
 次に AAV ベクターを用いてコフィリン-SuperNova をマウス両側海馬あるいは前帯状皮質に
発現し、inhibitory avoidance test により記憶成績を検討した。さらに SuperNova を活性化す
るため、発現部位の直上に光ファイバーを留置し、レーザーを光源として光照射を行った。 
・睡眠の自動検出 
 マウスは短い睡眠と覚醒を繰り返すため、睡眠あるいは覚醒時に特異的に LTP を操作するに
は睡眠覚醒状態を知る必要がある。このため、局所場電位と筋電図を測定し、オンラインで睡眠
（さらに REM あるいは non-REM）と覚醒を自動的に検出し、20 分睡眠が続いた時、あるいは
20 分覚醒が続いた時に照射を行った。なお、睡眠時照射群および覚醒時照射群の間には照射回
数には差がなかった。 
・カルシウムイメージング 
 カルシウムインディケーター蛋白質である G-CaMP7 を海馬に発現し、その上で、GRIN レン
ズを介して海馬神経活動を記録した。 
 



光活性化法を用いた LTP 増強と PTSD モデルの創出 
・記憶想起の分子機構の解析 
前脳特異的時計遺伝子変異マウス海馬のトランスクリプトーム解析の結果に基づいて、この変
異型マウスが示す記憶想起障害の原因が薬理学的手法によりドーパミン受容体-cAMP 情報伝達
経路の障害がとなるかを解析した。さらに、想起制御に対する AMPA 型グルタミン酸受容体サブ
ユニット GluA1 の Aキナーゼリン酸化部位（845 番目のセリン; S845）の役割をこのリン酸化部
位のノックインマウスを用いて行動レベルで解析した。 
・PTSD と cAMP 情報伝達経路の関係性の解析 
トランスクリプトーム解析を実施し、PTSD の再体験症状を示す患者の末梢血の mRNA 発現と恐怖
記憶想起後のマウス海馬の mRNA 発現を比較した。さらに、両者で共通に発現変動を示した遺伝
子群の発現を定量的 RT-PCR 法を用いて解析した。 
・記憶想起に対する cAMP 情報伝達経路の役割 
光感受性 cAMP 産生酵素あるいは分解酵素をアデノ随伴ウイルスにより海馬に発現させる光遺伝
学的解析、また、cAMP 産生酵素あるいは分解酵素に対する阻害剤を投与する薬理学的解析を条
件づけ文脈課題及び受動的回避反応課題を用いて実施した。 
・海馬における恐怖記憶再固定化と消去の制御機構の解析 
恐怖記憶想起中や想起後の海馬 CA1 領域や前頭前野における記憶エングラムの活性を光遺伝学
的に操作することで、恐怖条件づけ文脈記憶及び受動的回避記憶の再固定化と消去誘導のメカ
ニズムの解析を進めた。 
・前頭前野における恐怖記憶再固定化と消去の制御機構の解析 
想起後に恐怖記憶フェーズが再固定化から消去に移行する過程の分子機構を薬理学的に解析し
た。さらに、恐怖記憶再固定化及び消去時に活性化する前頭前野における恐怖記憶関連ニューロ
ンの介入操作を実施し、再固定化と消去に対するこれらニューロンの役割を光遺伝学的に解析
した。 
 
４．研究成果 
光増感法を用いた LTP 解除と PTSD 症状の改善 
・LTP の解除実験 
 コフィリン-SuperNova を海馬に発現し LTP を誘導し、その前後のさまざまなタイミングで光
を照射した。その結果、LTP 誘導前に照射を行った場合、ならびに 30 分以上後に光を照射した
場合は LTP を消去できなかった。しかし、LTP 誘導後、1 分から 30 分の間で光を照射した場合
は、LTP が消去された。また一旦消去されたスパインに再度 LTP を誘導した場合も問題なく記憶
が誘導できたことから、非特異的なダメージは最小限であること、また刺激していないスパイン
に対する効果はなかったことから、LTP を起こしたスパインに特異的に作用することがわかった。
これはコフィリンがアクチンと結合する時に協同的に結合するため、一部のコフィリンを不活
化するだけで他のコフィリンもアクチンから遊離するため、アクチン安定化作用がなくなるも
のと考えられた。以上からコフィリン-SuperNova を用いることで LTP を特定の時間枠で特異的
に消去できることがわかった。 
 
・光による恐怖記憶の解除実験 
 コフィリン-SN を海馬に発現し、その上で恐怖学習（電気ショック）を行った。光ファイバー
を介して、学習後のさまざまな時点で光を照射し次の日に記憶想起試験をおこなった。その結果、
記憶形成後 1-30 分以内に光を照射した場合、記憶が消去されることが分かった。一方、学習前、
あるいは学習後 1-2 時間の間で光を照射した時には記憶成績には影響はなかった。これは in 
vitro 実験の結果と一致している。さらにマウスをホームケージに戻し、自由に睡眠させる。そ
れを検出してその時にのみ光を照射すると、同様に記憶が消去された。これは睡眠中に再度 LTP
が起こっていることを示唆する。さらに長期記憶が移行する先であると示唆されている前帯状
皮質では同日ではなく、次の日の睡眠時に LTP が起こることが記憶が起こることが重要である
ことが分かった。このことから、学習直後に起こる online LTP に加え、再度 LTP が脳の各所で
睡眠時に起こる(offline LTP)ことが長期記憶には重要であることが分かった。 
 
・学習直後の online LTP と睡眠中の offline LTP の機能的差異 
 それではこの両者には機能的差異はあるのであろうか。これを明らかにするため、学習行動中
の神経細胞の発火を、頭部装着型小型顕微鏡を用いたカルシウムイメージングにて観察し、その
上で online LTP あるいは offline LTP を CALI で消去した。その結果 online LTP と offline LTP
は異なった機能を持つことが判った。ホームケージと IA チェンバーでの神経細胞の発火を観察
すると、記憶形成に伴い、ホームケージあるいは IA チェンバーのみで選択的に発火する細胞の
数が増加した。さらに特に IA チェンバーで発火する細胞間での同期性が向上した。Online LTP
を CALI にて消去すると、発火の選択性と同期性が失われたが、offline LTP の消去では同期性
のみが失われた。つまり同じ LTP が海馬で起こるタイミングによって、異なった機能があること
が示唆された。 
 
光活性化法を用いた LTP 増強と PTSD モデルの創出 



・記憶想起の分子機構の解析 
次世代シークエンサーを用いた前脳特異的時計遺伝子変異（ドミナントネガティブ型 BMAL1 発
現）マウス海馬のトランスクリプトーム解析の結果から、ドーパミン受容体-cAMP 情報伝達経路
の障害がこの変異型マウスが示す記憶想起障害の原因となっていることが示唆された。そこで、
想起制御の分子機構を明らかにするため、ドーパミン-cAMP 情報伝達経路の役割を解析した。
cAMP 濃度上昇を誘導するロリプラムあるいは D1/5 受容体アゴニストの腹腔内投与は時計遺伝
子変異マウスに認められる社会的認知記憶想起の障害を改善することが示された。従って、
D1/5R-cAMP 情報伝達経路は記憶想起を正に制御することが示唆された。 
 想起制御におけるドーパミン-cAMP 情報伝達経路の標的が AMPA 型グルタミン酸受容体サブユ
ニット GluA1 の Aキナーゼリン酸化部位（845 番目のセリン; S845）と予想した。S845 のリン酸
化レベルを測定した結果、時計遺伝子変異マウスではこのリン酸化レベルが低下していること
が明らかとなった。S845をアラニンに置換したS845Aノックインマウスの行動学的解析の結果、
このノックインマウスが時計遺伝子変異マウスと同様に明期開始後 4時間（ZT4）では正常な社
会的認知記憶を示すものの、ZT10 において社会的認知記憶の想起障害を示すことが明らかとな
った。従って、cAMP 情報伝達経路による記憶想起制御の標的が GluA1 の S845 のリン酸化である
ことが強く示唆された(Nat Commun 2019)。 
 
・PTSD と cAMP 情報伝達経路の関係性の解析 
トランスクリプトーム解析を実施し、PTSD の再体験症状を示す患者の末梢血の mRNA 発現と恐怖
記憶想起後のマウス海馬の mRNA 発現を比較したところ、両者で共通に発現低下している遺伝子
群が同定された。次世代シークエンサーを用いたトランスクリプトーム解析において観察され
たものと同様の結果が、定量的 RT-PCR 法を用いても確認され、恐怖記憶想起後にマウス海馬に
おいてこの遺伝子の発現が低下することが明らかとなった。さらに、同様の結果がマウス末梢血
においても観察され、この遺伝子の発現が海馬と末梢血で同様に変化することが明らかとなっ
た。この遺伝子は cAMP 量を低下させるため、この遺伝子の発現低下は cAMP 情報伝達経路の活性
化を導くものと考えられた。特に、時計遺伝子変異マウスの解析から cAMP 情報伝達経路は記憶
想起を正に制御すること、また、マウスでは海馬と末梢血でこの遺伝子の発現に相関性が観察さ
れることから、PTSD 患者末梢血におけるこの遺伝子の発現低下は PTSD の病態、特に再体験症状
と関連するのではないかと考察した。 
 PTSD と cAMP 情報伝達が関連すると考え、cAMP 情報伝達を操作する独自の光プローブを海馬
に発現させて、あるいは、薬理学的手法を用いてマウスにおける恐怖条件づけ文脈記憶および受
動的回避反応記憶に対する cAMP 活性化あるいは不活性化の影響を解析した。その結果、cAMP 情
報伝達の活性化はこれら恐怖記憶想起を増強するばかりでなく、恐怖記憶の保持も増強するこ
とが明らかになった。一方、cAMP 情報伝達の不活性化は恐怖記憶の想起と保持を阻害すること
が示された。以上のように、cAMP 情報伝達経路の活性化は恐怖記憶を上方制御することが示唆
された。 
 以上の解析結果から、cAMP 情報伝達経路の活性化が PTSD 患者におけるトラウマ記憶の自発的
な想起、すなわち、再体験症状と関連することが示唆され、PTSD の再体験症状が cAMP 情報伝達
経路の過活性化と関連すると考察した(論文投稿中、Revision)。 
 
・海馬における恐怖記憶再固定化と消去機構の解明 
恐怖記憶想起中や想起後の海馬 CA1 領域やこの領域の恐怖記憶エングラムの活性を光遺伝学的
に操作することで、恐怖条件づけ文脈記憶及び受動的回避記憶消去誘導のメカニズムの解析を
進めた。アデノ随伴ウイルスを用いて光作動性イオンチャネルであるアーチロドプシン T 
(ArchT)あるいはチャネルロドプシン 2(ChR2)を海馬興奮性ニューロンに発現させて、恐怖条件
づけ文脈記憶に対する想起時の海馬興奮性ニューロン活性化あるいは不活性化の効果を解析し
た。その結果、短時間（6分間）の恐怖記憶想起中に海馬を不活性化すると、その後恐怖記憶が
失われること、一方、長時間（30分間）の想起中に海馬を活性化すると、消去が阻害されること
が示された。続いて、c-fos タグシステムを用いて恐怖記憶エングラム細胞を ArchT あるいは
ChR2 でラベルして、恐怖記憶想起中のエングラム細胞活性制御の影響を解析した。その結果、
先の結果と同様に、記憶エングラム不活性化により恐怖記憶の喪失、一方、記憶エングラム活性
化により消去の阻害（恐怖記憶想起による恐怖反応表出）が観察された。また、生化学的解析か
ら、恐怖記憶想起中に海馬を不活性化すると再固定化に必要である転写因子 CREB のリン酸化が
阻害されたことから、海馬不活性化による恐怖記憶の喪失は再固定化の阻害によるものと考え
られた。さらに、海馬に対する光刺激を調節することによって消去様行動が生じることが明らか
となった。以上の解析結果から、想起中の海馬の恐怖記憶エングラム制御を介して再固定化ある
いは消去を誘導するかが決定される、恐怖記憶の運命決定のメカニズムが示唆された。 
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