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研究成果の概要（和文）：　ショウジョウバエ嗅覚記憶中枢であるキノコ体における遺伝子発現解析をもとに特
定した遺伝子rgk1について、成虫期キノコ体で特異的に発現しており、かつ、ショウジョウバエの嗅覚記憶の維
持に必要であること、rgk1がシナプス領域に特異的に局在していることなどを明らかにした。トランスジーンを
用いた詳細な解析により、rgk1が記憶成分である麻酔感受性記憶ＡＳＭ及び麻酔耐性記憶ＡＲＭの両方において
重要な働きを有する因子であることを明らかにした。本研究により、Rgk１は、異なる強度を有している記憶成
分の制御を介して嗅覚記憶の安定性を規定する、記憶維持機構における重要な分子ファクターであることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism governing olfactory memory maintenance, 
the function of rgk1 gene was studied. rgk1 is a gene that was originally identified by the 
whole-genome transcriptome analysis in the Drosophila olfactory memory center, the mushroom body. 
Our study demonstrated that the rgk1 gene is specifically expressed in the adult mushroom body and 
is required there for the maintenance of the olfactory memory. Detailed analysis using various rgk1 
transgenes showed that rgk1 is essential in a plurality of memory components, especially ASM and 
ARM. It was also found that Rgk1 has a domain which acts exclusively in ARM. This study established 
Rgk1 as an important molecular factor that controls the stability of olfactory memory through the 
regulation of different memory components with different robustness.

研究分野：分子行動学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）一般に、記憶は複数の構成要素からな
っている。ショウジョウバエ嗅覚記憶は、記
憶形成に関与する機構の研究のモデルとし
の役割を果たしており、記憶の構成要素、す
なわち、短期記憶、中期記憶、長期記憶等を
特定するための遺伝学的手段及び分子レベ
ルでの手段を提供してきた。これらの記憶の
構成要素のうち、特に、中期記憶は、麻酔感
受性記憶（ＡＳＭ）及び麻酔耐性記憶（ＡＲ
Ｍ）へと、さらに分けることができる。 
（２）我々のこれまでの成果として、効率的
な変異体記憶解析系の構築（Murakami et al., 
2010）と、ショウジョウバエ嗅覚記憶中枢で
あるキノコ体における網羅的な転写産物解
析（RNA-seq）により、新規記憶遺伝子とし
て rgk1 を同定していた。また、独自に作成
した抗体などを用いた組織観察により、rgk1
遺伝子及び Rgk1 タンパクが成虫期キノコ体
において特異的にしていることが確認され
ていた。さらに、rgk1 を欠損している変異体
を作成し、嗅覚忌避記憶を調べたところ、特
に中期記憶において異常が見られることが
確認されていた。 
 
２．研究の目的 
 Rgk1 に関してすでに作成済みの RNAi、GFP
融合タンパクなどを利用することで、詳細な
レベルでの記憶成分、忘却回路の解明を目指
す。RGK は新規の記憶関連遺伝子であり、解
析を通じていまだ明らかとなっていない記
憶分子機構の解明が期待される。また Rgk1
のシナプス局在性を利用しシナプスレベル
での記憶形成機構の解析系を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）rgk1 異所発現体と候補遺伝子の変異体
を用いた遺伝学的に相互作用する因子の探
索を行った。全神経発現ドライバーを用いて
rgk1 を誘導すると、致死性を示す。また特定
の神経で異所的に強制発現すると羽の形成
異常が見られる。そこで、これら容易に定量
可能な表現系を用いて、rgk1 と遺伝学的に相
互作用する因子の探索を行った。ラットやシ
ョウジョウバエにおいて voltage-gated 
calcium channel（VGCC）を制御するという
報告があり、特にこの因子との関連を調べた。
actin cytoskeleton関連因子についても変異
体を調べた。 
 
（２）rgk1 と相互作用する遺伝子の記憶形成
過程における働きと rgk1 との関連性の解析
を行った。 RNA-seq によるキノコ体（MB） 
subset 発現情報と modifier screening によ
り絞り込んだ遺伝子について、変異体の嗅覚
忌避条件付けアッセイを行い嗅覚記憶形成
過程への関与、rgk1 との関わりを調べた。ア
ッセイでは、匂いと電気刺激の連合学習系を
用いた。ショウジョウバエにおいては匂いと
電気刺激による忌避記憶において短期 

(STM), 麻酔感受性(ASM), 麻酔耐性 (ARM), 
長期 (LTM) という複数の記憶成分が形成さ
れ、それぞれ独立な神経／分子機構により制
御されている。そこで、どの嗅覚記憶成分に
働くのかを明らかにするため、まず短期記憶
への関与の有無を調べ、その後 cold shock
による麻酔を行い、これに耐性のある記憶成
分（ARM）と感受性記憶成分（ASM）にわけて
どの過程に関与があるかを調べた（記憶成分
の絞り込み）。rgk1 は ARM 特異的に働くため
ARM への関与が予測された。 
 
（３）可塑性と安定性の trade-off を制御す
る機構の解析を行った。 ショウジョウバエ
において嗅覚記憶は自然に減衰するのでは
なくRacを中心とした回路により積極的に消
去されている (Shuai et al., 2010)。これ
までに行った解析から Rgk1 がこの Rac 依存
的な忘却経路に拮抗することがわかってい
る。Rac と Rgk1 がどのように相互作用するの
かはまだ未解析であり、上記に加えて Rac と
の相互作用の解析も平行して行った。 
 
４．研究成果 
（１）Rgk1 の putative GTPase domain に変
異を導入した Dominant-negative transgene
によるレスキュー実験を行った。その結果
rgk1 変異体の機能が回復しなかったことか
ら、Rgk1 の GTPase domain が記憶形成に重要
であることが示唆された。 
rgk1 変異体における微小な神経構造変化を
検出するために、single cell 標識により樹
状突起と軸索部位それぞれの長さと形態を
調べた。軸索についてはシナプスマーカー
(synaptotagmin-HA)を用いることでシナプ
ル数の計測も行った。その結果、rkg1 変異体
のキノコ体 gamma 神経において異常伸張と、
シナプス数の増加が観察された。rgk1 変異体
では記憶形成能が低減するためこのシナプ
スの増加は一見して相反するが、記憶形成に
おいてはシナプスの turn over が重要である
ことを考えると、rgk1 変異体においてはこの
サイクルに異常があり、本来消失すべきシナ
プスが除去されずに残っているという仮説
が成り立つ。 
 
（２）rgk1 変異体において、蛹期の腸におけ
る老廃物が異常集積していることが確認さ
れた。腸の収斂運動では GPCR 経路、cAMP 経
路等の関与が重要であり、rgk1 が関与する分
子機構を解明する上で一つの手がかりとな
る。 
キノコ体における遺伝子発現プロファイル
の結果と、これまでに得られた rgk1 に関す
る表現系（記憶形成異常の他、過剰発現体に
おける羽の伸展異常、腸内老廃物の除去異
常）をもとに、選択的な変異体スクリーニン
グを行い、rgk1 と相互作用する遺伝子の探索
を行った。その結果、G-protein, cAMP 経路、
長期記憶に関与する因子など５遺伝子につ



いて相互作用が示唆された。 
 
（３）一部ドメインを欠いた Rgk1 配列に GFP
を付加したコンストラクトを用いて、各ドメ
インがシナプスレベルでの Rgk1 の局在（図
１）にどの様に働くのかを調べた。具体的に
は、Brp 抗体で可視化したシナプスに対して
GFP 融合コンストラクトのシグナルがどの様
に局在するのかを調べた。その結果、N 末部
位にあるドメインを欠いた Rgk1 は、野生型
Rgk1 で見られる様な凝集体が見られないこ
とがわかった。次に、その凝集体がどこに局
在するのかを、NMDAR や Drep-2 などのポスト
シナプスマーカーを用いて調べたところ、凝
集体はポストシナプスには存在せず、プレシ
ナプスの active zone に隣接した領域
（peri-active zone）に局在する可能性が示
唆された。 
 

図１ キノコ体神経における Rgk1 の局在 
 
（４）これまでに、過剰発現させた Rgk1 に
よってRac依存的な忘却が抑制されることを
示唆するデータが得られていた。そこで、内
在的な Rgk1 が野生型において同様の働きを
持つかどうかを調べるために、Rac を恒常活
性化させた個体で内在 rgk1 レベルを落とす
実験を行った。 
その結果、内在 rgk1 レベルを下げると Rac
恒常活性による影響がさらに強く見られる
ようになった。したがって、Rgk1 は Rac 依存
的な忘却を抑えることにより、記憶の維持に
働いていると考えられた。 
 
（５）これまでの成果から、rgk1 が、
anesthesia-sensitive memory (ASM) と
anesthesia-resistant memory (ARM)の両方
を制御している可能性が示唆されている。そ
こで、それぞれの memory component に特異
的に働くことが知られている rutabaga と
dunce 遺伝子の変異体を用いて、rgk1 が記憶
を制御する分子機構に属するかどうかを調
べた。その結果、cold shock 後の記憶におい
て、rgk1変異体のスコアが、rutabagaとdunce
の中間程度の値を示した。したがって、rgk1
はこれら既知の経路とは独立に記憶を制御
している可能性が示唆された。 
 
（６）rgk1 は、記憶依存的に変動する遺伝子
の一つとして得られてきた。Rgk1 の哺乳類ホ
モログではその発現が MAPK 経路によって制
御されているという知見があるため、rgk1 に
おいてもその様な制御が見られる可能性が

考えられる。 
上記 rgk1 についての実験により明らかにな
ったことと、Rgk1 の哺乳類ホモログにおける
知見から、Rgk1 が Rac/Pak/LIMK/Cofilin 経
路で働いている可能性が示唆される。今後こ
の経路に属する遺伝子との相互作用を調べ
ることにより、Rgk1 が関与している分子機構
をより詳細に明らかにすることができると
考えられる。 
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