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研究成果の概要（和文）：フタホシコオロギのキノコ体から、単離した大型ケニオン細胞の細胞体に対し、条件
刺激(CS)であるアセチルコリン（ACh）、無条件刺激(US)である報酬物質、オクトパミン（OA）を2本の微小ピペ
ットから微小圧力注入法で、対投与(CS-US)した。学習の標的分子としてNa+活性化K+チャネルを取り上げ、
Cell-attached patch clamp　モードでその活動を継続記録した。複数回のCS-US対刺激を与えた所、その後の1
回のCS刺激でチャネル活動の抑制が観察された。この抑制に、CS経路とUS経路のシグナル伝達間クロストークが
関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：I examined whether associative learning could be performed at the level of 
single isolated Kenyon cell from the cricket mushroom bodies. Pressure ejection of acetylcholine 
(ACh) and octopamine (OA) via drug-filled pipettes was used as a conditioned stimulus (CS) and an 
unconditioned stimulus (US), respectively. As a possible target molecule during CS-US paring 
conditioning, Na+-activated K+ (KNa) channels were used. The present results showed that 5 trial 
CS-US paired conditioning caused an alteration of responsibility of KNa channels to ACh. This 
alteration was not observed when backward paring (US-CS) of the conditioning was used.This 
alteration was also not observed in the presence of NOS inhibitor,IP3 receptor inhibitor, PKG 
inhibitor, and PKA inhibitor in the bath solution. These results indicate that the cross-talk 
between NO/cGMP/PKG signaling and cAMP/PKA signaling may play an important role in the alteration of
 the responsibility of KNa channels to ACh.

研究分野：神経生理学

キーワード： classical conditioning　Kenyon cell　ion channel　acetylcholine　octopamine
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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 
Mizunami、Matsumotoらはフタホシコオロギ
を用いた行動薬理学的研究によって、匂いと
味の連合学習に関わる生化学経路に関する
仮説を世界で最初に提唱した（2008）。コオロ
ギの嗅覚学習においてオクトパミン（OA）及
びドーパミン(DA)を神経伝達物質とするニュ
ーロンが報酬及び罰の情報を伝えることが
明らかにされた。コオロギに対する１回の条
件付けで短期記憶が成立し、複数回の条件付
けにより長期記憶が形成される事、さらに短
期記憶から長期記憶への移行過程に、一酸化
窒素（NO）シグナル伝達系が関与している可
能性が示された。現在、フタホシコオロギは、
ゲノム解析がなされ、記憶研究のモデル生物
として世界で広く用いられるようになって
いる。 
研究代表者は昆虫の記憶中枢であるキノ
コ体の内在ニューロンであるケニオン細胞
（大型サイズ）の膜興奮性に関わる主要イオ
ンチャネルを同定した。また異種イオンチャ
ネル間の機能結合の存在、活動電位の背景チ
ャネルの解析を行なった（Inoue et al. 2014）。
また同定チャネルに対する、アセチルコリン
とモノアミンの修飾作用から神経伝達物質
受容体の存在を明らかにした。ガス状分子、
一酸化窒素（NO）とその下流シグナル伝達系
の各イオンチャネルに対する作用も明らか
にした。 
上記の研究結果から、フタホシコオロギの
大型ケニオン細胞は、その細胞体上に、条件
刺激（CS）と無条件刺激（US）を受容する受
容体とその下流のシグナル伝達経路を備え
ており、細胞体上での連合学習が可能なモデ
ル細胞として実験的アプローチが可能であ
ると判断できた。そこで、キノコ体から急性
単離し、脱分化のおこっていないケニオン細
胞に対し、個体レベルで適用された「古典的
条件付け」のパラダイムを適用し、単一細胞
においても、複数回の条件付けにより、学習
が成立する可能性を検証する実験を企画し
た。 
 
２．研究の目的 
学習・記憶の基礎は、シナプス発芽やシナ
プスにおける信号伝達効率の可塑的変化に
起因する神経回路の機能変化であると考え
られている。Tonegawaらは、オプトジエネテ
イクス手法を用いて記憶エングラムニュー
ロン群を人為的に活性化できることを示し、
記憶研究の新たな解明の道を開拓している 
(Xu Liu et al., 2012)。しかし、神経回路から切り
離された個々のニューロンが潜在的に持つ
学習・記憶能力を実験的に示した研究は少な
い。 
ゾウリムシは、単細胞生物でありながら、
音刺激と電気ショックを連合させる学習能
力を持つことが知られており、学習・記憶が
一個の細胞に備わった基本的性質である可

能性を示唆している。 
本研究はフタホシコオロギのキノコ体か
ら、急性単離した１個のケニオン細胞が内在
的に持つ学習・記憶能力を、人為操作による
条件付けによって引き出し、単一細胞の持つ
学習・記憶能力の分子基盤を明らかにしよう
とするものである。 
現在、記憶研究は、コネクトーム研究に代
表される、神経ネットワークの解明を中心に
推進されている。本研究は、神経ネットワー
クの下層要素である単一ニューロンのレベ
ルであっても、その内部には上層である神経
ネットワークに匹敵する外界及び内界に関
する情報が、入れ子構造として分子間ネット
ワークの形で存在しているとの仮説をたて、
その実態を解明することを目的とした。フタ
ホシコオロギのキノコ体を構成する大型ケ
ニオン細胞の細胞体は、この研究の
semi-physiologicalなモデル細胞として有益であ
り、分子間ネットワークの解明は、下層には
なく上層に独自な特徴として出現する、創発
的性質の実態を知る上でも重要な貢献をす
ることが期待される。本研究は、個体レベル
で適用されている「古典的条件付け」を、脳
組織から解離し、in vivoで見られるシナプス
入・出力構造を持たない単一ニューロンの細
胞体に適用し、学習を成立させることが可能
か否かを実験的に検証することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
フタホシコオロギのキノコ体から酵素処
理によって急性単離した大型ケニオン細胞
の細胞体に対し、条件刺激（CS：アセチルコ
リン、ACh）と無条件刺激(US：オクトパミン、
OA)を細胞体に接近させた 2 本の微小ピペッ
トから、1 秒間、微小圧力注入法で与えた。
学習の評価には、ケニオン細胞の膜興奮性に
重要な役割を果たしている Na+活性化 K+チャ
ネルの開口確率変化を用いた。単一チャネル
活 動 記 録 に は パ ッ チ ク ラ ン プ 法 の
Cell-attached patchモードを適用した（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 単一ケニオン細胞へ接近させた 2本のＣＳ(アセ
チルコリン)及びＵＳ（オクトパミン）刺激のための微小
ピペットと単一Ｋ＋チャネル記録のためのパッチ電極 
 



４．研究成果 
(1) Na+活性化 K+チャネルの単一チャネル活動
を継続モニターしながらCS-USの対刺激を 30
秒おきに 5回与えた（図の▲）ところ、その
後の１回の CS 刺激（図の△）に対し、チャ
ネル活動の抑制が観察された（図２）。 
 

図２ 単一ケニオン細胞に対する CS (アセチルコリ
ン:ACh) - US (オクトパミン:OA) 対刺激後の Na+活性化 K+

チャネルの開口確率変化。A：上段は、CS-US, CS刺激の
模式図。B,C:５回の条件付け後、ACh 投与（CS）により
Na+活性化 K+チャネルの開口確率が減少する。 
 
(2) この抑制は、CS あるいは US 単独の複数
回刺激、1回の CS-US刺激、及び CS-USの順
序を逆にした 5 回の US-CS 刺激後(図３)では
観察されなかった。 
 

図３ 単一ケニオン細胞に対する US-CS対刺激後の Na+

活性化 K+チャネルの開口確率変化。A：上段は、US-CS, CS
刺激の模式図。B,C:５回の条件付け後、ACh 投与（CS）
により Na+活性化 K+チャネルの開口確率は変化しない。 
 
(3) NOS 抑制剤の L-NAME (図４）、IP3受容体
抑制剤の2-APB（図５）、PKG抑制剤のKT5823、
PKA 抑制剤の H-89 (図 6)存在下では、５回の
CS-US 対刺激後に見られる抑制は観察されな
かった。 
 
 
 
 
 
 

図４ L-NAME存在下における CS-US対刺激後の Na+活性

化 K+チャネルの開口確率変化。A：上段は、CS-US、CS
刺激の模式図。B,C:５回の条件付け後、ACh 投与（CS）
により Na+活性化 K+チャネルの開口確率は変化しない 
 

図５ 2-APB存在下におけるCS-US対刺激後のNa+活性化

K+チャネルの開口確率変化。A：上段は、CS-US, CS刺激
の模式図。B,C:５回の条件付け後、ACh 投与（CS）によ
り Na+活性化 K+チャネルの開口確率は変化しない。 
 

図６ H-89存在下における CS-US対刺激後の Na+活性化

K+チャネルの開口確率変化。A：上段は、CS-US, CS刺激
の模式図。B,C:５回の条件付け後、ACh 投与（CS）によ
り Na+活性化 K+チャネルの開口確率は変化しない。 

 
 
 
 
 



以上の実験結果より、単一分離ニューロン
に複数回の条件付け操作を施すと、単一カリ
ウムチャネルの AChに対する応答性が変化す
ることが示された。そのメカニズムに、CS
経路の ACh/NO/cGMP/PKG シグナル伝達と US
経路の OA/cAMP/PKAシグナル伝達間のクロス
トークが関与している可能性が示唆された。 
これらの知見は、神経回路から分離された、
単一ニューロンにおいても、学習・記憶を人
為操作によって引き起こせる可能性を示唆
しており、神経ネットワークの機能解明と同
時に、これまで要素還元論として批判されて
きた単一細胞の研究が重要な研究テーマに
なりえることを示唆している。 
 

 
図７  CS 経路の ACh/NO/cGMP/PKG シグナル伝達と US
経路の OA/cAMP/PKA シグナル伝達間のクロストーク 
mAChR: muscarinic acetylcholine receptor, G: G protein, PLC: 
phospholipase C, OAR: octopamine receptor, IP3: inositol  
triphosphate,  AC: adenylylcyclase, cAMP: cyclic AMP, PKA: 
proteinkinase A, NO: nitric oxide, NOS: NO synthase, cGMP: 
cyclic GMP, K.Na: Na+ activated K+ channel, CREB: cyclic AMP 
response element binding protein  
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