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研究成果の概要（和文）：活性酸素種（ROS）はタンパク質やDNAを傷害し、細胞障害や老化を招く“悪役”面が
強調されてきた。一方で、進化の過程でROSは排除されず、また、積極的にROSを産生する系も存在することか
ら、ROSは生理機能を有することが考えられてきた。本研究では、ROSが小脳において積極的に神経可塑性及び運
動記憶に関わることを行動科学的および電気生理学的研究により示した。運動学習や運動記憶においては、ROS
が生理的機能を有しており、”善玉”として機能することを示すことを示している。

研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species (ROS) are hazardous to induce cell damage and aging 
through the damage to proteins, DNA, and other biomolecules.  ROS, however, have not been eliminated
 from our body and we even have the system to generate ROS.  This fact may suggest some 
physiological roles of ROS in our body.  In this research, we discovered the important physiological
 roles of ROS in neuronal plasticity in cerebellum and cerebellum-dependent motor memory by 
behavioral and electrophysiological experiments.

研究分野： 神経科学

キーワード： 小脳　運動　LTD　ROS　アスコルビン酸　ビタミンE

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗酸化物質を加えた健康食品が多数市場にあり、抗酸化、抗老化という名の下で人気を集めている。しかし、恒
常的なアスコルビン酸摂取が運動能力を低下させる事やその他の抗酸化物質が健康に悪影響を与える事、また、
抗酸化物質により除去される活性酸素種がシグナル分子であるという事実は、食品中の抗酸化物質が生体内で
ROSシグナルに影響を及ぼす可能性も考慮しなければならない事を示唆している。本研究で得られた結果は、活
性酸素種が生理活性を有していることを示しており、運動や身体リハビリテーション中の抗酸化物質摂取につい
て再考を求めるものとなった。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
	
１．研究開始当初の背景	
抗酸化物質、ROS、運動と 8-ニトロ-cGMP	
	 運動は生物の生存に必須である。運動に伴い発生する過剰な活性酸素種(ROS)はタンパク質や
DNA を損傷し、タンパク質の機能異常、遺伝子変異、そして、ミトコンドリアなどの細胞内小
器官の機能低下を引き起こす。このような異常は生物に細胞死、ガン化、老化等をもたらすと
されている。細胞や生物にとって“悪役”である ROS の排除はアスコルビン酸(ビタミン C)等
の内在性抗酸化物質、そして、カタラーゼやスーパーオキサイドディスムターゼ等が担うが、
進化の過程で悪役 ROS を完全に排除する機構は生物に備えられなかった。それゆえ、ROS は何
らかの生理的機能を有する事が考えられてきた。	
	

図 1	cGMP が産生されるのか(左)、8-ニトロ-cGMP が産
生されるのか(右)は、ROS と NO の共存により決定され
る 。 NO,	 nitric	 oxide;	 RNS,	 reactive	 nitrogen	
species;	ROS,	reactive	oxygen	species;	sGC,	soluble	
guanylate	cyclase.	
	
	
	
	

	
	 最近、ROS は NO 系と相互作用して、新規セカンドメッセンジャー8-ニトロ-cGMP を産生する
事が明らかにされた(図１)。8-ニトロ-cGMP は cGMP と同様の生理作用を有し、かつ、長寿命で
ある。長寿命 8-ニトロ-cGMP か短寿命 cGMP か、どちらが産生されるのかは、“ROS”が共存する
かしないかにより決定される(図１)。すなわち、8-ニトロ-cGMP の産生に必要な 8-ニトロ-GTP
の産生には短寿命の ROS と短寿命の NOとの共存が必要である(図１)。	
	 ROS の産生は運動終了後約 45 分後にピークに達する。運動終了後 15 分間や１時間以上の休
憩では十分な ROS が存在しないために運動開始によりNOが産生されても 8-ニトロ-GTP 産生量
は低い。NO産生と ROS産生の消長は運動学習における休憩の長さやトレーニング間隔の重要性
を示唆し、また、抗酸化物質として一般に利用されているアスコルビン酸の恒常的摂取が運動
能力低下を招くという最近の報告は、ROS—NO 系が運動学習に影響を及ぼすことを予想させる。	
	
運動モデルと小脳機能・小脳可塑性	
	 小脳は運動の正確さや滑らかさそして素早さを担う記憶を担当する。小脳は運動リハビリテ
ーションでも重要である。本研究では運動のモデルとして、小脳依存性の歩行の外乱適応及び
視機性眼球応答(OKR,	optokinetic	response)を用いる。	
	 OKR は、歩行よりも単純な運動記憶モデルである。外界が動いた時に同じ方向に眼球が動き
景色がぶれずに見える。この現象は OKR と呼ばれる。OKR 適応では、マウスに左右に往復振動
するスクリーンを見せることで徐々に増加する眼球運動を解析する。	
	 歩行の外乱適応や OKR は小脳依存性の学習である。これらの運動学習を支える神経可塑性で
ある小脳 LTD(long-term	depression)には NO(一酸化窒素)が必須である。また、このような運
動学習に伴う活発な神経活動後には ATP 合成のためにROS が産生される。	
	 NO は、小脳 LTD に加えて小脳に依存する歩行制御やOKR にも関与する。NOは運動記憶の維持
に重要である。たとえば、NO合成酵素の補酵素テトラヒドロビオプテリンは運動機能を改善す
る。一方、NO消去剤は歩行の外乱適応を阻害し、NO合成酵素阻害剤投与や NO合成酵素遺伝子
欠損により OKR に障害が生じる。	
	 本研究では、小脳依存性の運動のモデルとして、歩行及び OKR を用いて、抗酸化物質が及ぼ
す運動学習への影響の研究及び NO-ROS の相互作用により生成される新しいシグナル分子 8-ニ
トロ-cGMP に関する研究を遂行する。	
	
２．研究の目的	
上記の背景をもとにして、本研究ではスポーツ飲料や食品等に広く用いられる添加物であり、

内在性抗酸化物質であるアスコルビン酸などに着目して、「アスコルビン酸等の摂取が ROS—8-
ニトロ-cGMP シグナル系および運動記憶に影響を与える」という仮説を検証する。	
	 さらに、抗酸化物質と ROS の下流で運動記憶に影響を与えると考えられる「ROS と 8-ニトロ
-cGMP」に着目し、これらの分子が長期運動記憶に関与する機構を融合的な研究により、「ROS
そして ROS シグナルにより生じる新規セカンドメッセンジャー8-ニトロ-cGMP が長期運動記憶
に関与する」という仮説を検証した。	
	
３．研究の方法	
	 恒常的な摂取が運動能力を低下させる事が最近明らかにされた内在性の抗酸化物質であるア
スコルビン酸（ビタミン C）及びα-tocopherol(ビタミン E)が運動記憶へ及ぼす影響について
検討した。運動記憶のモデルとして、関与する神経系が明らかにされ、記憶の座が同定されて
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いる視機性眼球応答(optokinetic	response,	OKR)を用いた。さらに、抗酸化物質の影響下にあ
る ROS(活性酸素種)と NO(一酸化窒素)から生じる 8-ニトロ-cGMP が運動記憶に関与することを
明らかにするために、各種の手法を融合的に用いた細胞レベルから行動レベルまでの研究を行
なった；	
	 I.	ビタミン Cおよび Eの運動記憶への影響解析	
	 II.	ROS、8-ニトロ-cGMP 及びグアニル化 PKG の OKR長期記憶、四肢協調性および神経可塑性

への関与の解析	
	
４．研究成果	
1）ROS スカベンジャー（SOD(superoxide	dismutase)、カタラーゼ）及び 8-ニトロ-cGMP 阻害
剤投与による小脳依存性長期記憶の障害	
ROS スカベンジャー（SOD(superoxide	dismutase)とカタラーゼ）あるいは、8-ニトロ-cGMP の
阻害剤である 8-ニトロ-cGMPS を小脳片葉に直接注入して、視性眼球応答順応を解析した。短期
順応（記憶）に影響は与えないが、訓練 24時間後に解析した長期順応（記憶）は、両者の投与
により障害された（図 2）。	

	
図 2	 ROS スカベンジャー及び 8-ニトロ
-cGMP 阻害剤投与が視性眼球応答順応に
与える影響。	 ROS スカベンジャーある
いは 8-ニトロ-cGMP 阻害剤を片葉
（Flocculus）投与したマウスの視規性
眼球応答順応を訓練直後（短期記憶）と
24時間後（長期記憶）を解析した。	
	
	
	

	
以上の結果から、ROS が小脳依存性長期記憶である視規性眼球応答順応、小脳が重要な役割を
果たす四肢協調性に必要であると考えられる。小脳依存性の記憶や行動調節に ROS が重要であ
るということを初めて見出した。	
	
	
２）ROS スカベンジャー（ビタミン C、E）投
与による四肢協調性の障害	
ビタミン C及び Eは、生体内で重要な ROS ス
カベンジャーとして働き、ROS によるタンパ
ク質、脂質、核酸の傷害を防ぎこれらの分子
や細胞を保護するために重要である。そこで
生体内の ROS 濃度を低下させるために、通常
餌の約 2倍量のビタミン C及び Eを含む餌を
マウス与え、通常餌を与えたマウスとロータ
ーロッドテストにより四肢協調性を比較し
た。4-40rpm/5min の条件下で行った。通常餌
のマウスに比べて、ビタミン Cと Eを過剰投
与したマウスでは、ローターロッドに乗って
いられる時間が短く、四肢協調性が劣ること
が明らかとなった（図 3）。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 3	 ビタミン C と E の過剰投与によるマウ
スの四肢協調性障害。	 通常餌とビタミンを
過剰に含む餌をマウスに8週間与えたのちに、
ローターロッド試験で解析した。	
	

	
	
3）ROS スカベンジャー（ビタミン C、E）投
与による小脳依存性長期記憶の障害	
2）のビタミンC/E過剰投与マウスについて、
小脳依存性記憶である視性眼球応答順応を
解析した。短期順応（記憶）に影響は与えな
いが、訓練 24時間後に解析した長期順応（記
憶）は、ビタミン C/E の過剰投与によって障
害された（図 4）。小脳依存性の記憶、特に、
長期記憶にROSが関与する可能性を示唆する。	
	
	

図 4	 ビタミン Cと E
の過剰投与マウスの
小脳依存性記憶障害。	
通常餌とビタミン過
剰餌を 8 週間マウス
に与えたのちに、視
規性眼球順応の長期
順応（長期記憶）を
解析した。	

	
	



25-34 min

SOD & Catalase による小脳LTDの阻害

プルキンエ細胞内のROSがLTD誘導に必要
SOD, catalase: ともに2000units/ml

4）ROS スカベンジャー（SOD(superoxide	dismutase)、カタラーゼ）による小脳 LTD の阻害	
小脳プルキンエ細胞における ROS の消去を目的に、記録電極液中に SOD とカタラーゼを加えて
小脳切片のプルキンエ細胞内へ導入した。平行線維への刺激とプルキンエ細胞の脱分極を組み
合わせた刺激(CJS,	conjunctive	stimulation)を用いて、LTD を惹起した。白丸で示したコン
トロールでは CJS 後に平行線維からプルキンエ細胞への神経伝達効率の低下、LTD が観察され
た(図 5)。一方、黒丸で示した SOD/カタラーゼ投与では、LTD の惹起は観察されなかった。む
しろ、SOD/カタラーゼ投与は神経伝達効率を増強される方向に導いた。ROS は小脳 LTD を解除
する役割を果たす可能性を示唆している。ROS が小脳における神経可塑性を制御するという現
象を初めて見出した。	

	
図 5 	 ROS ス カ ベ ン ジ ャ ー
（SOD(superoxide	dismutase)とカタ
ラーゼ）が小脳LTDに与える影響。1Hz、
5 分間の平行線維への刺激とプルキン
エ細胞の脱分極を組み合わせた刺激
(CJS,	conjunctive	stimulation)を用
いて、LTD を惹起した。	
	
	

	
5)その他の研究成果	
・NADPH	oxidaseの阻害剤であるapocyninの投与により小脳LTDが阻害されることを見出した。
神経活動依存的に活性化された NADPH	oxidase が ROSの発生源として小脳 LTD に必要であると
考えられる。	
・8-ニトロ-cGMP 投与が小脳 LTP を惹起することを見出した。8-ニトロ-cGMP は小脳 LTD を解除
する機構に関与している可能性を示唆している。	
・8-ニトロ-cGMP がホスホジエステラーゼ(PDE)3,4,7 を特異的に阻害する事を見出した。8-ニ
トロ-cGMP が細胞内での cAMP,	cGMP の制御に関わる可能性を見出した。8-ニトロ-cGMP による
PDE の阻害により長期にわたりサイクリックヌクレオチド濃度が維持されると、引き続いて惹
起される遺伝子発現等にも影響を与える可能性が考えられる。	
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