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研究成果の概要（和文）：小脳皮質は帯状の機能構造（ゾーン）を示す。生きたマウスでゾーンを可視化するこ
とのできる遺伝子改変マウスを作製し、目標指向性の運動課題(Go/No-go課題）を学習中のマウスにおいて、各
ゾーンにおける登上線維入力の２光子イメージングによる解析を行った。その結果、Go試行における反応の開
始、No-go試行における反応の抑制、感覚フィードバックに関する情報が異なるゾーンに入力し、学習の進行と
ともに変化することを明らかにした。これらの結果は、感覚運動および認知の情報が異なる小脳帯域で同時に処
理されることで、高度に統合された行動学習が実現されていることを示している。

研究成果の概要（英文）：Climbing fiber (CF) inputs to Purkinje cells carry error and/or timing 
signals for motor control and learning. CFs separately project to longitudinal clusters of Purkinje 
cells (cerebellar zones), which are characterized by the expression of aldolase C. We investigated 
the representation of CF inputs to the distinct cerebellar zones in Crus II of the cerebellar 
hemisphere by using two-photon calcium imaging in mice learning a go/no-go auditory discrimination 
task. CF inputs to the lateral aldolase C-positive zones were timed to the go cues and enhanced 
during the course of learning. Those to the lateral aldolase C-negative zones were timed only to the
 no-go cues, which declined along with learning. Those to the medial zones were longer in latency 
and showed lick-related representation. Our results indicate that differential and parallel 
processing of sensorimotor and cognitive information in the distinct cerebellar zones may 
collectively sophisticate goal-directed behavior.
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１．研究開始当初の背景 
 運動制御・運動学習における小脳の役割と
そのメカニズムに関する研究は、半世紀以上
に渡る長い歴史があり、膨大な実験結果とそ
れに基づく多数のモデルが考案されている。
なかでも、運動の目標軌道と実現軌道の間の
誤差信号をもとに、プルキンエ細胞のシナプ
ス可塑性が起こって学習が成立するという、
フィードバック誤差学習が小脳運動学習の
基本メカニズムとして考えられ、多くの研究
がこの仮説（Marr-Albus-Ito 理論）を支持す
る結果を報告している。ここで運動の誤差信
号を小脳に送っているのが下オリーブ核ニ
ューロンの軸索である登上線維である。一方
で、下オリーブ核ニューロンは 10Hz の閾値
下膜電位振動を示す細胞であり、下オリーブ
核ニューロンの発火やプルキンエ細胞で観
察される登上線維応答は、これと同じ周波数
のリズムを示すことから、登上線維シグナル
が運動のタイミングを決めるクロックとし
て働いていると考えられている（タイミング
仮説）。登上線維が一体どちらの信号を表現
しているのかについて、これまで長い論争が
続いているが、両者は相反するものではない
ため、両方ともが正しいということも考えら
れる。そこで、本研究では、これまで研究代
表者が開発してきたマウス用運動課題と２
光子イメージングを組み合わせることで、運
動タイミングの学習が必要な課題を学習中
に、登上線維シグナルが、小脳のどこでいつ
どのような信号を表現しているのかを明ら
かにできると考えた。 
 
２．研究の目的 
 運動タイミング学習が必要な運動課題を
マウスに学習させる。まず音を手がかりとし
た単純な Go/No-Go 課題を学習させた後、手
がかり刺激と反応開始までに待ち時間を設
け、反応開始のタイミングを一定時間内にす
るように学習させる。運動課題としては、リ
ッキングを行わせる。この運動課題を学習中
のマウスにおいて、小脳プルキンエ細胞の登
上線維応答を2光子イメージングにより記録
し、登上線維シグナルが、運動の誤差および
タイミングについての情報をどのように表
現しているのかを明らかにする。その際、小
脳が示す帯状の機能構造のマーカーである
Aldolase C/Zebrin II の発現を生体内で可視
化できるマウス（Aldoc-tdTomato）を用いる
ことで、小脳帯域ごとに登上線維が送る信号
が異なるのか、同じ登上線維が学習過程で異
なる情報をコードするようになるのか、常に
両方の情報を持っているのかについて明ら
かにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ２光子顕微鏡下で Go/No-go リッキング課
題を可能にする課題装置を使用した。これら
の課題を行っているマウス小脳において2光
子カルシウムイメージングを行った。これら

の実験は、小脳帯域を可視化できるマウス
（Aldoc-tdTomato、図 1）を用い、小脳皮質
における部位を厳密に同定した上で行った
(Tsutsumi et al., 2015)。 

 Aldoc-tdTomato マウスにあらかじめカル
シウムセンサーGCaMP6 をコードするアデノ
随伴ウィルス（AAV）を注入し、発現させた。
この方法で観察できるプルキンエ細胞のカ
ルシウム反応は、登上線維由来であることが
研究代表者自身の研究を含めた過去の研究
でわかっている（Miyakawa et al., 1992; 
Kitamura & Häusser, 2011）。 
 プルキンエ細胞集団で登上線維応答を記
録し、学習過程で登上線維シグナルがマウス
の行動変化に応じてどのように変化するの
かを解析した。特に、登上線維シグナルが運
動および課題のどのような情報を表現して
いるのかに着目して解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)頭部固定下における音弁別Go/No-go課題
の学習 
 まず、２光子顕微鏡下で音弁別 Go/No-go
課題をマウスに学習させた。高域音（10kHz）
および低域音（4kHz）をそれぞれ、Go キュー
および No-go キューとして提示し、Go キュー
に対するリッキングによる反応で報酬であ
る水を与えた。一方、No-go キューに対する
反応は、誤答に対する罰として待ち時間の延
長(4.5 秒)を課した。この課題を１日１セッ
ション（約 300 試行）行い、正答率の変化を
観察したところ、実験した 16 匹のマウス全
てにおいて、1週間以内に感度指数(d’)が 3
以上（Hit rate > 98%、Correct rejection rate 
> 85%）の熟練レベルに達した。また、課題
の正答率に応じてリッキングの行動がどの
ように変化するかを調べたところ、正答率の
向上に伴って、Go キュー直後にリッキングが
集中し無駄なリッキングが抑制されること
と、キューからリッキング開始までのタイミ
ングのばらつきが小さくなることが観察さ
れ、正答率向上と行動の効率化が並行して起
こっていることが明らかとなった。 
 
(2)課題学習中のマウスにおける登上線維応

図 1. AldolaseC の発現を可視化する
マウス。AldolaseC を発現しているプ
ルキンエ細胞だけが可視化できる。ス
ケールバー：20 µm. 



答の２光子イメージング 
 音弁別 Go/No-go 課題における登上線維シ
グナルの役割を明らかにするために、リッキ
ング運動に関わる小脳半球第２脚（CrusⅡ）
において、２光子カルシウムイメージングを
行った。小脳帯域ごとの機能を調べるために、
帯域構造の指標である Aldolase C／zebrin
Ⅱの発現を生体内で可視化する事のできる
Aldoc-tdTomato マウス（Tsutsumi et al, 
2015）を用いた。Aldoc-tdTomato マウスの小
脳プルキンエ細胞にカルシウムセンサータ
ンパク質の GCaMP6f を AAV により発現させ、
課題学習中の登上線維シグナルの変化をモ
ニターした。麻酔下動物において観察した
我々の先行研究（Tsutsumi et al, 2015）と
同様に、覚醒行動中のマウスにおいても、登
上線維シグナル構造の境界が帯域構造の境
界と一致していたことから、アルドラーゼ C
による帯域構造が、課題実行に関する機能的
構造を示していると考えられた。 
 次に、帯域毎の登上線維シグナルが課題の
学習とともにどのように変化するのかを解
析した。主に大脳とのループを形成している
ことが分かっている半球外側部の帯域のう
ち、アルドラーゼ C 陽性の帯域においては、
Hit試行においてGoキューに対して顕著な反
応が観察され、学習の進行とともにこれらの
反応は増強された。一方、False alarm (FA)
試行においては、学習初期にアルドラーゼ陽
性および陰性帯域の両方において強い反応
が観察されたが、これらの反応は学習に伴っ
て減弱した。また、主に末梢からの感覚入力
を受けていると考えられる内側部では、Hit
試行のみで反応が観察された。これら内側部
の反応は、反応時間が遅く、感覚フィードバ
ック情報を表していると考えられた。 
 登上線維入力の同期性が、運動開始や運動
学習に重要であることから、我々は次に、学
習過程における登上線維シグナルの同期性
の変化を解析した。まず、外側部のアルドラ
ーゼ C陽性帯域では、Hit 試行および FA 試行
においてリッキングの直前に同期性がピー
クとなることから、リッキング開始に関係し
ていることが考えられた。学習初期において
は、同期的な登上線維シグナルとリッキング
開始のタイミングには相関が見られたこと
から、学習過程で同期的な登上線維シグナル
が運動開始に必要であると考えられた。しか
しながら、学習後期ですでに運動に熟練した
段階では、このような相関は見られなかった
ことから、外側部アルドラーゼ C陽性帯域に
おける登上線維シグナルは、Go キューに反応
して運動を開始するタイミングの学習に重
要であることが示唆された。 
 帯域ごとの登上線維シグナルが、課題学習
におけるどのような情報を表現しているの
かを明らかにするために、集団活動の機械学
習によるデコーディング解析を行った。外側
部アルドラーゼ C陽性帯域においては、学習
に伴って Go キューの表現が上昇するのに対

して、リッキングに関する表現は高いままあ
まり変化しなかった。また、外側部アルドラ
ーゼ C 陰性帯域では、学習初期における FA
試行の表現が学習の進行とともに減少した。
一方、内側部の帯域では学習過程を通してリ
ッキングに関する表現が高く、課題やキュー
に関する情報表現は、ほとんど見られなかっ
た。次に、単一プルキンエ細胞における登上
線維シグナルの学習過程における変化を調
べるために、単一細胞によるデコーディング
解析を行った。その結果、外側部アルドラー
ゼC陽性帯域にあるプルキンエ細胞への登上
線維シグナルは、学習初期においてリッキン
グや No-go キューの情報を表現しているが、
学習の進行に伴い徐々に Go キューの表現に
変わること、外側部アルドラーゼ C陰性帯域
では、初期の No-go キューに対する表現が
徐々に消失すること、内側部の帯域では一貫
してリッキングの情報を表現していること
が明らかとなった。 
 本研究により、アルドラーゼ Cの発現によ
って規定される小脳帯域が、高度な認知運動
課題の学習において異なる役割を果たして
いることが明らかとなった。外側部アルドラ
ーゼ C陽性帯域は、ターゲットとなる行動の
開始に重要であることが示唆される。これら
の帯域における登上線維入力の頻度および
同期性はリック開始直前にピークとなり、特
に学習初期において同期性とリッキング開
始の相関が高くなることから、Go キューに対
して運動を開始するタイミングの学習に必
要であると考えられる。また、これらの帯域
では、学習の進行に伴って Go キューの表現
が増加する一方でNo-goキューの表現が減少
することから、音刺激に対する選択的注意ま
たは判断のシグナルを伝えているとも解釈
できる。一方で、外側部アルドラーゼ C陰性
帯域においては、学習初期における FA 試行
つまり目標外のキューに対するエラー行動
のときのみに登上線維が入力し、学習の進行
に伴ってこれらのシグナルは消失する。従っ
て、これらの帯域においては、登上線維シグ
ナルは誤った行動を抑制するために必要な
フィードバック誤差情報を表現していると
考えられる。内側部の帯域においては、学習
の過程で一貫してリッキング行動後の遅い
タイミングで登上線維シグナルが入力して
おり、これらのシグナルは感覚フィードバッ
ク情報を表現していると考えられる。これら
の結果を総合すると、小脳においては認知・
運動・感覚の情報処理が異なる帯域で同時に
行われることで、高度に統合された行動学習
が実現されていると言える。今回開発した方
法を用いることで、小脳皮質における運動お
よび高次機能を系統的に解析できると期待
される。 
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