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研究成果の概要（和文）：　中枢神経系に存在する多くの神経構造は、多様な情報を処理・出力する。ショウジ
ョウバエの記憶学習の中枢であるキノコ体は、正と負の嗅覚連合記憶を制御する。さらに各記憶について、その
形成、保持、読み出しといった異なる素過程を制御する。
　本研究では、キノコ体出力神経を単一細胞種レベルで網羅的に標識・操作し、キノコ体の機能多様性を出力神
経細胞種の形態と機能の両面から解析した。各細胞におけるシナプスの位置を定量的に可視化するとともに、各
素過程における各出力神経の重要性を定量化することで、各素過程における情報出力を担う神経回路構造の特徴
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Fruit flies Drosophila melanogaster bidirectionally adapt the response to an
 odor based on appetitive and aversive memories of sugar reward and electric shock punishment, 
respectively. Accumulating evidence suggest that the output from a brain structure called the 
mushroom body (MB) is necessary for acquisition, consolidation, and retrieval of appetitive and 
aversive memories. However, it is largely unclear how the common MB circuit operates these distinct 
memory processes. To comprehensively characterize the organization of the MB output, we anatomically
 identified all the MB output neuron types in Drosophila. By measuring the behavioral importance of 
each output pathway, we found that the different sets of the MB output neurons are recruited in 
appetitive and aversive memories. Furthermore, our comprehensive behavioral analysis revealed 
acquisition, consolidation and retrieval of memories are characterized by the combinatorial 
functions of MB output neurons.

研究分野： 神経行動学

キーワード： 神経情報処理
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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 
海馬や扁桃体といった脳構造は一般的に、

記憶、場所情報、感情など様々な情報を処理
し、多様な機能を発現する。このように、中
枢神経系に存在する多くの神経構造は、処理
する情報の種類が限られた末梢神経と異な
り、様々な情報を処理・出力する。単一脳構
造の機能の多様性を理解するためのモデル
として、本研究ではショウジョウバエのキノ
コ体に着目した。 
キノコ体は報酬・罰記憶の形成、維持に必

要であり、記憶に応じて相反する行動出力を
制御している。キノコ体は匂い、砂糖報酬、
電気ショック罰を受容し、連合記憶を形成す
る。キノコ体は複数の領域から構成され、
我々の最近の研究により、各領域から脳内の
様々な領域に出力神経が投射することが判
明した。記憶は、その形成、保持、想起（読
み出し）の段階に分解することが可能であり、
ここではこれらを記憶の素過程と呼ぶ。これ
までの研究により、ショウジョウバエの嗅覚
記憶の各素過程には、キノコ体の異なる出力
パターンが必要であることが示唆されてい
る（Krashes et al., 2007, Neruon; Sejourne 
et al., 2011, Nat. Neurosci.; Plaçais et 
al., 2013, Cell Rep.）。このように、多く
の脳構造で、複数の神経細胞が集団で情報を
コードしていることが知られており、多様な
機能発現を理解するためには出力神経を集
団として解析する必要がある。 
高次機能を理解するためのアプローチと

して、各神経細胞の投射パターンを詳細に記
述し、その活動を人工的に操作した場合の行
動変化を観察する手法の有効性が示されて
きた。しかし技術的困難さから、そのような
手法の適用は個々の神経細胞種に限られ、断
片的な知識しか得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、キノコ体の機能多様性を、出力

神経細胞種の形態と機能の両面から解明す
る。解剖学と行動における機能の両面から網
羅的に解析することで、記憶中枢からの「機
能コード」を理解することを目的とする。 
 

(1) キノコ体出力回路地図の作製 
各神経細胞種を標識、さらにシナプスマー

カーなどを発現させ、細胞構造を異なる指標
で網羅的に定量化する。細胞種をクラスター
解析することにより、キノコ体からの出力の
構造的な特徴を定量的に理解する。 
 

(2) 各出力神経必要性パターン解析 
報酬、忌避記憶の形成、保持、読み出しに

おける各細胞種の阻害効果を定量化するこ
とで、「機能コード」を定量する。素過程間
で機能コードによるクラスター解析を行い、
機能発現の多様性を定量化する。 
 

(3) 統合的解析 

上記で得られた情報から、機能コードを出
力地図に投射して可視化する。この解析によ
り各素過程において、どこからどこへ情報が
出力されるのが肝要であるかを回路地図上
で比較する。 
 
３．研究の方法 
ショウジョウバエは匂い刺激と砂糖報酬

（あるいは電気ショック罰）を連合させて嗅
覚報酬記憶（あるいは嗅覚忌避記憶）を形成
することができる（図 1）。この実験系は、同
じ匂いを使って相反する連合記憶を形成さ
せることができるだけでなく、遺伝学的手法
により、各神経細胞種を記憶の形成、保持、
読み出しの各素過程特異的に阻害すること
ができる。 
 

 

図 1 ショウジョウバエにおける嗅覚連合学
習 
a. 訓練：チューブ内のハエに対し、嗅覚刺
激と電気ショックまたは砂糖を対提示する。
b. 記憶テスト：T迷路を使い，連合した匂い
に対する選択行動により連合記憶を測定す
る。 
 
(1)  我々はアメリカ Janelia Research 
Campus との共同研究により、大規模データベ
ースを活用して、キノコ体から全部で約 20
種類の出力神経が投射することを明らかに
した。さらに、Split GAL4 というという新し
い手法を適用することにより、各神経細胞種
を個別的に標識・操作することのできる遺伝
学的リソースを確立した（Aso et al., 2014, 
eLife）。本研究ではこの Split GAL4 リソー
スを用いて、各出力神経に前シナプスマーカ
ー、後シナプスマーカーを発現させることに
より、各細胞におけるシナプスの位置を定量
的に可視化した。 
さらに詳細な視点で、各細胞の構造を基に

解析を行う。先行研究により、樹状突起・軸
索終末部位の形態（枝分かれ密度、各枝の長
さなど）と、その神経細胞が情報処理におい
て担う役割（同時発火検出、スパイクタイミ
ング検出など）に相関が見られることが示さ
れている（Cuntzet al., 2010, PLoS Comput. 
Biol. など）。このような各細胞種の複数の
構造的特徴を、カーネル密度推定法などを用
い定量化し、クラスター解析を行った。 
 
(2) キノコ体の異なる記憶の素過程におけ
る必要性パターンを調べるために、嗅覚報
酬・嗅覚罰記憶の各素過程（形成、保持、読
み出し）における各出力神経の必要性を定量



した。約 20 種類の出力神経について、その
神経伝達を報酬学習、忌避学習の各素過程特
異的に阻害し、記憶学習実験を行った。 
 具体的には上記の split GAL4 系統を用い
て、高温時のみ一時的に神経阻害を行うこと
のできる shibire[ts1]を発現させ（Kitamoto, 
2001, J Neurobiol.）、温度を変化させなが
ら記憶学習実験を行うことで、各神経細胞種
を各素過程特異的に阻害する。対照群として
は、同じ系統を用いて、訓練、記憶保持、読
み出しを全て低温で行った際の記憶スコア
を用いる。これらを相対的に比較することに
より、完全に同じ遺伝的バックグラウンドの
実験動物に対し、神経阻害による記憶学習行
動への効果を定量することができる。 
 このプロジェクトの遂行には、網羅的な遺
伝学的リソースと共に大量の行動実験が必
要となる。期間内の実験を遂行するため、
我々は匂い記憶の定量を自動で行う実験シ
ステムを構築した（Ichinose and Tanimoto 
2016, Proc Japan Acad B）。 
 このような実験系で出力神経の阻害実験
を行い、それぞれの記憶の素過程で必要なキ
ノコ体出力を出力神経のパターン（機能コー
ド）を同定した。この機能コードを用いて、
各機能をクラスター解析および主成分分析
を行った。クラスター解析により機能ごとの
出力多様性を定量することができ、主成分分
析により、各機能の違いを分ける決定因子を
推定することができる。この結果、報酬と罰
記憶に関する素過程において、キノコ体の出
力が最も大きく異なることが明らかになっ
た。これにより、細胞種レベルでの必要性と
いう観点から、キノコ体の機能多様性を定量
的に理解することに成功した初めての研究
例である。 
 
(3) 統合的解析 
 (1)により得た各出力神経細胞種の形態的
特徴と、(2)により得た記憶の各素過程の機
能コードという二つの情報を統合し、より包
括的な理解を試みた。具体的には、各素過程
の機能コードを実際の顕微鏡画像上にプロ
ットし、重要な出力神経を実際の脳の三次元
画像上に重ね合わせることで、その出力先、
放出される神経伝達物質を可視化した。これ
により、異なる記憶の各素過程において、キ
ノコ体から出力される情報の様式を画像上
で比較検討することができる。 
 
４．研究成果 
(1) 予備データにより、ほとんどの出力神
経は脳内の非常に限られた領域に投射して
いることが分かっていた。ここに本研究で得
た神経伝達物質のデータを加えて、各領域か
らの情報出力の様式を神経細胞の構造の面
から解析した。複数の細胞種について、その
三次元画像を実際の脳の三次元顕微鏡画像
上に数学的に重ね合わせることで、同一画像
上で比較した。さらに、これを各神経細胞種

に対して網羅的に行うことで、キノコ体内の
各領域から、キノコ体外のどの領域へ出力さ
れているのかを定量的に記述した（Aso et 
al., 2014, eLife）。 
また、各出力神経の細胞体はそれぞれ物理

的に離れた細胞クラスターに属すことが予
備データより判明している。本研究の各細胞
種構造のクラスター解析により、細胞クラス
ターごとの投射パターン、神経構造の特徴を
定量的に比較することが可能となった。 
 
(2) 嗅覚報酬記憶と嗅覚罰記憶の形成・保
持・読み出しのそれぞれの段階において各出
力神経細胞種の阻害による記憶障害の度合
いを定量したところ、各素過程には複数の異
なる出力神経が必要であり、特に報酬記憶と
罰記憶の間で大きく異なる出力神経セット
が必要であることが示唆された。 
 また、各出力神経の記憶に対する阻害効果
から定量した各素過程における必要性スコ
アをクラスター解析することで、報酬記憶と
罰記憶には互いに異なるキノコ体出力神経
回路が必要であり、記憶保持には形成と読み
出しとは異なる回路が必要であることが明
らかとなった。 
 
(3) 形態解析から明らかにしたキノコ体か
らの出力神経構造の特徴と、記憶学習におけ
る機能解析結果とを比較することで、統合的
な解析を行った。先行研究により、報酬記憶
と罰記憶には異なるセットのドーパミン神
経が必要であることが示されてきた。本研究
ではこれに加えて、記憶の各素過程における
情報出力を同一脳画像上で可視化したとこ
ろ、出力神経レベルでもこの二つの記憶が異
なる神経回路で処理されていることを見出
した（図 2）。 
 

 
 



 
 
図 2 各記憶学習に必要なキノコ体出力神経
回路 
（上）報酬記憶に必要な神経回路;（下）罰
記憶に必要な神経回路。報酬記憶と罰記憶は
互いに異なる神経回路で処理される。 
 
本研究により、これらの出力神経セットは

それぞれ脳の異なる領域に投射しているこ
とが明らかになり、報酬記憶と罰記憶を処理
する脳領域を区分することが可能となった。 
今後は本研究成果を発展させ、報酬・忌避記
憶の形成、保持、読み出しという時間の流れ
において、情報出力の様式がどのように変化
するのかを推定するモデルを構築する。 
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