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研究成果の概要（和文）：時計遺伝子BMAL1のコンディショナル変異マウスを用いた解析から、BMAL1によって産
生される海馬の時計機能が社会認知記憶及び恐怖条件づけ文脈記憶などの海馬依存性記憶想起を制御すること、
さらに、記憶想起の効率が時間帯によって変化することが本研究によって初めて明らかとなった。この海馬時計
による想起には神経伝達物質ドーパミンからドーパミン受容体D1/D5、そして、cAMP産生に至る情報伝達経路の
活性化が必要であることも明らかにされ、記憶想起を担う分子機構も解明された。

研究成果の概要（英文）：This study using conditional mutant mice of BMAL1 showed that hippocampal 
circadian clock controlled by BMAL1 regulates retrieval of hippocampus-dependent memories such as 
contextual fear and social recognition memories. Furthermore, time-dependent regulation of these 
memory retrievals was also observed in wild type mice.  Interestingly, BMAL1-mediated memory 
retrieval requires activation of Dopamine-Dopamine D1/D5 receptors-cAMP signal transduction in the 
hippocampus. 

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
本研究から、思い出（想起）しやすい時間帯と、思い出しにくい時間帯があり、時計遺伝子BMAL1を中心とする
体内時計がこの記憶想起を制御することが初めて明らかにされた。さらに、この記憶想起にはドーパミンによる
cAMP情報伝達経路の活性化が必要とされる分子機構も明らかにされた。これまでに記憶想起の分子機構は明らか
にされていなかったが、この記憶想起の分子機構に基づき、記憶想起改善の観点から、新たな認知症治療開発
や、加齢に伴う認知機能低下の対策が進むと考えられる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
記憶制御は動物の重要な本能行動の一つであり、記憶の「形成」、「保存」、そして、「想起」は記
憶制御における中心的プロセスである。しかし、記憶研究の多くは、約 100 年前に提唱された
「固定化仮説（Consolidation theory）」に基づき、「形成」と「保存」にフォーカスした研究がほ
とんどである。一方、「想起」のメカニズムは国内外共に、ほとんど明らかにされていない。例
えば、遺伝子変異マウスが記憶障害を示した場合には、想起できない障害である可能性があるも
のの、検証することは困難であるため、記憶形成の障害と結論づけられることが大多数である。
特に、記憶想起は瞬間的な反応であり、生化学的・分子生物学的解析が困難であるため、想起の
分子基盤にフォーカスした研究は世界的にみても行われていないのが現状である。また、加齢に
伴い記憶を思い出せなくなることは人類共通の悩みであるものの、この解決方法に関しては、何
ら持ち合わせていないのが現状である。 
	 一方、Ebbinghausが、100年以上前に唱えているように、記憶制御に対するサーカディアン制
御機構の存在が示唆されている。1997 年の高等動物における時計遺伝子の発見以来、サーカデ
ィアンリズムの機構解明は飛躍的に進展しており、生物学の最もホットな研究領域の一つであ
る。最近の解析から、高等動物では、時計中枢である視交叉上核のみならず、末梢細胞にも時計
機能が存在されていることが示され、組織特異的な時計機能の意義が明らかにされつつある。従
って、記憶制御を担う前脳領域の時計機能が記憶プロセスを制御する可能性が十分に考えられ
る。これまでに、ショウジョウバエでは記憶形成に必須な転写因子 CREB活性の変化に 24時間
周期のリズムの存在が示され、高等動物においても、サーカディアンリズムが記憶保持に重要な
役割を果たすことが示唆されている。しかし、現在に至っても、記憶制御プロセスにサーカディ
アン制御機構が直接リンクするかといった根本的な疑問は未だ解明されておらず、記憶制御と
サーカディアンリズムの接点は不明である。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、記憶制御プロセスのメカニズム解明に従事し、記憶を形成するプロセス、すな

わち、記憶固定化の分子機構の解明を進めてきた。この過程で、前脳領域の時計機能が記憶プロ
セス群を制御すると考え、この仮説の検証を進めてきた。実際には、サーカディアンリズム産生
に必須な時計遺伝子 BMAL1 に着目し、ドミナントネガティブ型 BMAL1 変異体（dnBMAL1）
を開発し、テトラサイクリン依存性発現誘導システムを用いて前脳特異的に dnBMAL1を発現す
るマウスを作製し、前脳領域の時計機能の破壊が記憶制御プロセス群に与える影響を解析して
きた。その結果、dnBMAL1マウスは ZT10（明期開始 10時間後）付近においてのみ、すなわち
時間帯依存的に海馬依存的記憶の想起に障害を示すことを示唆した。以上の結果から、dnBMAL1
マウスは記憶想起に障害を示すモデルマウスであり、dnBMAL1マウスにおける想起障害のメカ
ニズムを生理学的・分子生物学的に解析することで、現在の記憶研究において未だ解明の端緒が
見出されていない記憶想起のメカニズム解明に迫ることができると考えられた。 
そこで、本研究では、dnBMAL1マウスを記憶想起障害モデルとして用いて、記憶想起制御のメ
カニズムの解明を目指すことを目的とした。目的に沿い、(1)記憶想起効率のサーカディアン制
御の実体を行動レベルで明確にする。(2) 記憶想起を制御する遺伝子群を同定し、記憶想起に対
するこれら遺伝子群の役割を解明する。(3) BMAL1 を起点とする記憶想起制御を担う情報伝達
機構を同定し、記憶想起のサーカディアン制御の分子機構を解明する。以上の研究を通して、記
憶想起制御基盤の解明を試みた。 
	  
３．研究の方法 
以下の研究項目を実施する。 
１) 記憶想起効率のサーカディアン制御の行動学的解析 
	 海馬依存性記憶課題、また、海馬以外を責任領域とする課題を用いて、dnBMAL1マウスにお
ける記憶形成と記憶想起を時間帯毎に、特に ZT10（明期開始 10時間後）付近における記憶想起
効率を解析する。さらに、野生型マウスにおいても学習条件の強度を調節することで同様の解析
を行い、どのタイプの記憶想起にサーカディアン制御機構が観察されるかを明らかにする。 
2)トランスクリプトーム解析による想起効率制御遺伝子の同定とその役割の解析 
dnBMAL1 マウスと野生型マウスの海馬のトランスクリプトーム解析を行い、dnBMAL1 マウス
で発現異常が観察される遺伝子群を網羅的に同定する。 
３）dnBMAL1マウス海馬を用いたカルシウムイメージング解析とスパインイメージング 
カルシウム指示薬 GCaMPによる Ca2+イメージングを用いて、記憶想起中の海馬のニューロン活
性を解析する。また、dnBMAL1マウスの海馬ニューロンの樹状突起を中心に形態学的解析を行
う。 
4）BMAL1を起点とする想起制御情報伝達経路の解析 
BMAL1による想起制御遺伝子の転写調節機構を解析する。プロモーターの配列解析、レポータ
ーアッセイ及び ChIPアッセイ等を実施する。 
5) dnBMAL1マウスを用いた記憶想起障害のレスキュー効果の解析 
4)において同定された情報伝達因子群に対する阻害剤あるいは活性化剤を用いて、dnBMAL1マ
ウス及び加齢マウスに対する想起障害のレスキュー効果を解析し、記憶想起障害を改善する方
法を開発する。 



 
４．研究成果 
１) 記憶想起効率のサーカディアン制御の行動学的解析 
社会的認知記憶課題、恐怖条件付け文脈記憶課題、物体認知記憶課題など海馬を必要とする記憶
課題に共通して dnBMAL1マウスは ZT10（明期開始 10時間後）付近において記憶想起効率の低
下を示すことが明らかとなった。すなわち、dnBMAL1マウスは記憶形成には障害を示さないも
のの、明期開始 8～12時間後（ZT8-12）においてのみ、海馬依存性記憶の想起に障害を示すこと
が示唆された。さらに、アデノ随伴ウイルスを用いて dnBMAL1を海馬特異的に発現させてその
効果を解析した結果、この場合にも ZT10 付近において記憶想起効率の顕著な低下が観察され、
海馬時計機能が記憶想起を制御することが示された。 

c-fos 遺伝子発現を指標にした免疫組織染色法を用いて、恐怖条件づけ文脈記憶想起時の
dnBMAL1 マウス海馬の活性化状態を評価した。その結果、dnBMAL1 マウスでは、恐怖記憶を
形成させた文脈に再エクスポージャーさせることで、ZT4では野生型マウスと同程度の c-fos発
現誘導が観察されたものの、ZT10では c-fosの発現誘導が観察されなかった。従って、dnBMAL1
マウスでは、行動レベルの記憶想起の障害に相関して、ZT10付近では海馬も活性化されず、生
化学的観点からも海馬において記憶想起が起こっていないことが明らかになった。この結果か
ら、dnBMAL1マウスでは ZT10 付近で記憶表出に障害が起こっているのではなく、記憶想起自
体、すなわち、記憶回路の再活性化に障害が起こっていることが強く示唆された。 
さらに、野生型マウスにおいても、海馬 BMAL1 mRNAレベルの低下に伴って ZT10付近で記

憶想起効率の低下が観察されることが明らかとなった。以上の結果から、記憶想起のサーカディ
アン制御基盤が存在し、この制御に BMAL1が中心的役割を果たすことが明らかとなった。 
2)トランスクリプトーム解析による想起効率制御遺伝子の同定とその役割の解析 
次世代シークエンサーを用いた dnBMAL1 マウス海馬のトランスクリプトーム解析と Gene Set 
Enrichment Analysis (GSEA)を用いた GO解析から、dnBMAL1マウス海馬では時計遺伝子群の顕
著な発現異常が観察され、期待通りに dnBMAL1発現により海馬時計機能が障害を受けることが
明らかとなった。さらに、dnBMAL1マウス海馬では cAMP産生を制御する遺伝子群の発現異常
が観察され、実際に、アデニル酸シクラーゼ 1、ドーパミン受容体群の mRNA 発現低下が示唆
され、定量的リアルタイム RT-PCRを用いた解析でも発現低下が確認された。この結果に基づい
て、海馬 cAMP濃度を測定した結果、dnBMAL1マウスでは、海馬の cAMP濃度の低下が観察さ
れ、ZT10 付近で特に顕著であった。従って、dnBMAL1 マウス海馬では cAMP 情報伝達経路の
活性が低下していることが示され、また、海馬生物時計が cAMP 情報伝達を正に制御すること
が示唆された。 
３）dnBMAL1マウス海馬を用いたカルシウムイメージング解析とスパインイメージング 
脳搭載型蛍光顕微鏡を用いたGCaMP6による海馬 CA1ニューロンのカルシウムイメージングを
行い、社会認知記憶形成と想起時のイメージング解析系を確立した。 
	 dnBMAL1 マウスと神経細胞特異的プロモーターで GFP を発現する Thy1-GFP マウスを交配
し、海馬、前頭前野及び扁桃体領域のニューロンを可視化して樹状突起スパインの形態を解析し
た。dnBMAL1マウスは海馬 CA1領域において小型のスパイン（thin spine）の有意な減少を示す
ことが明らかとなった。一方、前頭前野、扁桃体、海馬歯状回領域ではスパイン密度の異常が認
められなかった。以上より、BMAL1は海馬 CA1領域における樹状突起スパインの形態制御に関
与することが示唆され、この異常が記憶想起障害の一因である可能性が示された。 
4）BMAL1を起点とする想起制御情報伝達経路の解析 
BMAL1/CLOCK を介した想起制御機構解明を明らかにする端緒として、サーカディアン転写リ
ズムを制御する細胞内情報伝達経路の同定を試みた。NIH3T3細胞における血清ショックによる
サーカディアン転写リズムの同調系を利用し、血清ショック後の BMAL1/CLOCK標的遺伝子群
の発現レベルに対する情報伝達因子群の選択的阻害剤添加の影響を定量的 RT-PCR 法により解
析した。その結果、PI3Kの薬理学的阻害が BMAL1/CLOCK標的遺伝子群の発現リズムの変化を
導くことが観察された。レポーター解析においても同様の結果が観察された。以上の結果から、
NIH3T3 細胞における BMAL1/CLOCK を介した転写リズム制御に対する PI3K 情報伝達経路の
重要性が強く示唆された。今後、想起制御に対する PI3Kの役割を解析する。 
5) dnBMAL1マウスを用いた記憶想起障害のレスキュー効果の解析 
薬理遺伝学的解析 (pharmacogenetics) を用いて、dnBMAL1マウスにおける想起障害の改善を試
みた。2)の結果に基づいて、cAMP濃度増加を導くロリプラムを dnBMAL1マウスに投与した結
果、ZT10で観察された記憶想起障害の改善が観察された。さらに、ロリプラムを海馬あるいは
前頭前野に直接投与した結果を解析した。その結果、海馬に投与した場合には全身投与と同様に
dnBMAL1マウスの記憶想起障害が改善された。一方、前頭前野に対する投与では改善は認めら
れなかった。従って、ウイルス実験の結果に一致して、海馬の時計機能が記憶想起を制御するこ
と、さらに、cAMP 情報伝達経路を介して記憶想起が制御される分子基盤の存在が示唆された。 
さらに、ドーパミン受容体 D1/D5 受容体のアゴニストとアンタゴニストを用いた薬理学的解析
を行った。野生型マウスに対する低濃度 D1/D5受容体アンタゴニスト投与は ZT4における記憶
想起には影響を与えなかったものの、ZT10における記憶想起を選択的に阻害することが示され
た。従って、海馬の時計機能はドーパミン D1/D5R-cAMP情報伝達経路を介して記憶想起を制御
することが示唆された。さらに、cAMP 情報伝達経路による記憶想起制御の標的が AMPA 型グ



ルタミン酸受容体であると考察して、この仮説の検証を進めた。	
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