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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエを用いて加齢性長期記憶障害の発生機構と記憶障害の実体を調べ
た。長期記憶障害が起こる加齢体では、長期記憶に必要な細胞接着因子Klingon (Klg)とグリア細胞特異的な転
写因子Repoの発現低下がしていること、さらにRepoの標的遺伝子としてグルタミン酸輸送体（deaat1）を見出
し、repoまたはdeaat1遺伝子の発現を加齢体で上昇させると加齢性長期記憶障害が改善することが分かった。さ
らに加齢体では長期記憶が正常に形成されるが、記憶情報の保持期間中にグルタミン酸興奮性により記憶情報の
汎化が起こりその結果想起障害が起こることが加齢性長期記憶障害の実体であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In the fruit fly, Drosophila, long-term memory (LTM), formed by olfactory 
aversive conditioning, requires de novo expression of cell adhesion molecule, Klingon (Klg) and 
glial transcription factor, Repo. Transcriptional activity of Repo increases expression of 
Drosophila homologue of excitatory amino acid transporter (dEAAT1). In this study we found that, in 
aged flies, expressions of these genes are decreased thereby cause age-related LTM impairment 
(LTM-AMI). LTM processes consist of encoding, retention and retrieval. Labelling memory engram 
neurons demonstrate that aged flies are capable to form engram neurons to encode LTM. But these 
engram neurons are reactivated not only by CS odor but also by non-CS odor, suggesting 
generalization of LTM. Indeed, aged flies show conditioned response not only to CS odor but also to 
non-CS odor. These results suggest that an entity of LTM-AMI is generalization of memory during 
retention period.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢と伴に起こる記憶力の低下(加齢性記憶障害)は「脳の老化」の重要な表現型であり、障害が起こる仕組みを
明らかにすることは高齢者のQOLを改善する方策を探る上で重要な知見を与える社会的意義を持つ。歳をとると
憶えているはずのことが思い出せないことが頻発するが、高齢者の記憶障害の実体がこうした記憶の想起にある
のか、または形成、保持にあるのかについて生物学的解析が十分でなかった。本研究から高齢者も正常に記憶が
作られるが、記憶の保持期間中に記憶情報の特異性が失われる記憶汎化が起こることが、憶えていることを思い
出せない障害の原因であることが細胞生物学的に初めて示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

加齢と伴に起こる記憶力の低下(加齢性記憶障害)は「脳の老化」の重要な表現型である。嫌悪性
匂い条件付けを行ったショウジョウバエ加齢体では中期記憶と長期記憶の 2 つの記憶成分が特
異的に障害されることが我々(Neuron 2003)とMery (Exp Gerontol 2007)から報告されている。
さらに我々は加齢性中期記憶障害の特異的抑制変異体を見出し (Yamazaki et al., Nat Neurosci 
2007; J Neurosci 2010)、加齢性中期記憶障害はミトコンドリアタンパク Pyruvate Carboxylase 
(PC)の発現上昇に起因する、グリア細胞の代謝不全（Dセリン産生低下）が原因であることを明
らかにした（Yamazaki et al., Neuron 2014）。一方加齢性長期記憶障害に関しては不明な点が
多い。ショウジョウバエでは特定の神経細胞と記憶中枢キノコ体とのシナプス結合の低下が報

告されているが（Tonoki et al., J Neurosci 2015）、因果関係は明らかになっていない。またマ
ウスでは加齢によるエピジェネティックな変化が対応づけられているが (Pavlopoulos et al., 
Sci transl Med 2013; Peleg et al., Science 2010)、より具体的な分子メカニズムや、そもそも加
齢性長期記憶障害とは長期記憶情報の形成・維持・読み出し（想起）のどの障害なのかも分かっ

ていなかった。 

長期記憶変異体の網羅的検索とその機能解析から、我々は細胞接着因子 Klingon (Klg)と、
Klg依存性に活性を上昇させるグリア細胞特異的な転写因子Repoが長期記憶に必須の役割を担
うことを見出した（Matsuno et al., J Neurosci 2015）。興味深いことに加齢性長期記憶障害を
示す野生型の加齢体では、Repo の発現量が、長期記憶障害を示す repo 変異体レベルまで低下
していた。最近我々はショウジョウバエでも、長期記憶情報は特定の細胞集団（記憶痕跡細胞）

にコードされ、この細胞集団の活性化により記憶が読み出されることを明らかにした 
(Miyashita et al., Cell Rep 2018)。さらに１）長期記憶情報をコードする神経細胞では長期記憶
学習過程において、最初期遺伝子 c-fos と転写因子 CREB との間で持続的な転写サイクルが形
成されること、２）長期記憶情報の維持には CRTC の活性化が必要なこと、３）想起時に活性
化される神経細胞では ERKのリン酸化が起こることも分かった。以上のことから１）長期記憶
情報の形成が正常か否かは、長期記憶学習後の c-fosマーカー遺伝子の発現で、２）記憶情報の
維持は転写因子 CRTCの核移行で（CRTCは核移行により転写活性を獲得する）、３）想起過程
は、想起での抗リン酸 ERK 抗体と c-fos マーカー遺伝子発現との重複で検証することが可能と
なった。 

２．研究の目的 

上記の研究経過を背景に、本研究では１）加齢性長期記憶障害に関与する遺伝子経路の解明、２）

加齢で障害される長期記憶の実体解明を通して、加齢性長期記憶障害の発生機構を明らかにす

ることを目的とした。即ち１）加齢により Klg/Repo/経路が低下することが加齢性長期記憶障害
の原因か？を検証し、２）加齢により長期記憶情報の形成・維持・想起のいづれの過程が障害さ

れるのか？加齢性長期記憶障害の実体を明らかにすることを目指した。 

３．研究の方法 

１）klg/Repo/経路の同定と加齢性長期記憶障害との因果関係の解明：我々は Repo の発現低下
のみならず、Klgの発現低下による長期記憶障害も repo遺伝子を発現誘導すると改善すること
を見出している (Matsuno et al., J Neurosci 2015)。この結果は Repoが Klgの下流で働くグリ
ア細胞特異的な転写因子であることを示唆している。もし加齢性長期記憶障害が klg, repo遺伝
子の発現低下に起因するのであれば、これもやはり repo遺伝子の発現誘導により改善されるで
あろう。そこで Davisらのグループが開発した薬理・遺伝学的遺伝子の発現制御法 Geneswitch 
system （Mao et al., PNAS 2004）により（エストロゲンホルモン RU486の摂取により部位・
時期特異的に発現誘導）、老齢脳グリア細胞で repo遺伝子を発現し、長期記憶が改善されるかを
検証した。 

またショウジョウバエのグリア細胞で特異的に発現するグルタミン酸輸送体（GLAST）のホ
モローグ dEAAT1が、若齢体では長期記憶学習により発現上昇することを踏まえ、我々は Repo



の標的候補遺伝子として dEAAT1をコードする遺伝子 deaat1に注目した（即ち Klg/Repo経路
の活性低下に依る長期記憶障害の原因の一つは deaat1 遺伝子の発現不全）。そこで長期記憶学
習による deaat1の発現上昇が repo変異体で抑制されるか？加齢脳グリア細胞に repo遺伝子を
発現誘導することで deaat1 の発現上昇が回復するか？を検証した。さらに（klg 変異体、repo
変異体での）Repo の低下に依る長期記憶障害がグリア細胞での dEAAT1 の発現上昇により改
善するか？もし改善すれば加齢性長期記憶障害も deaat1遺伝子の導入発現で改善するかといっ
た遺伝子経路の検証を行った。 

２）加齢性長期記憶障害の実体の同定：加齢により長期記憶過程の形成・維持・想起の、どの過

程が障害されているのかを明らかにする。前述の通り記憶形成に関与し記憶情報がコードされ

る神経細胞では、長期記憶学習（形成）過程で c-fosと creb遺伝子との間で（c-fos/creb）転写
サイクルが形成・維持される。従って長期記憶学習時 c-fos プロモーター下にマーカー遺伝子
（mCD8::GFPや ChR2::Venus など）を発現させることで、長期記憶痕跡の形成が細胞レベル
で可視化出来る。また ERKのリン酸化は直前に活動した神経のマーカーとなる（Hoeffer et al., 
J Neurosci 2003）。このため想起時に活動した神経細胞は抗リン酸化 ERK抗体で標識され、若
齢体では記憶痕跡細胞との重複が確認されている（Miyashita et al. Cell Rep 2018）。 

一方記憶情報の維持過程では、転写因子 CRTCの核移行が起こる。従って（c-fosマーカー遺
伝子の発現する）記憶痕跡細胞では、顕著な CRTC の核移行が予想される。先ずこれら各過程
の可視化を若齢体で検討することにより、加齢性長期記憶障害ではどの過程が障害されている

のか？老齢体で明らかにする。また我々は長期記憶学習時 c-fosプロモーター下に ChR2遺伝子
を発現させることで若齢体では学習２４時間後でも光刺激により人為的に想起を誘導できるこ

とを確認している（記憶痕跡細胞に ChR2が発現したため）。もし上記各過程の可視化マーカー
がうまく機能しない場合は、代替手段として ChR2 を用いた人為的な記憶想起により、形成が
障害されているのか？維持が障害されているのか？などを調べる。（例えば形成以降の過程が障

害されているのであれば、長期記憶学習直後は光刺激で想起出来るが２４時間後では想起出来

ないなど） 

４．研究成果 

１）Klg/Repo/経路の同定と加齢性長期記憶障
害との因果関係の解明：嫌悪性匂い条件付けを

用いた長期記憶学により、加齢性長期記憶障害

とグリア細胞での Klg->Repo->dEAAT1 との
因果関係を調べた。先ずGeneswitch systemに
より加齢体のグリア細胞で repoまたは deaat1
遺伝子を過剰発現させたところ、いずれも加齢

性長期記憶障害が顕著に改善された。さらに加

齢体で repo 遺伝子を強制発現させると長期記
憶学習後の deaat1の発現上昇が野生型レベル
に回復した。deaat1 遺伝子がグルタミン酸ト
ランスポーターをコードすることをふまえ、

「長期記憶学習により上昇した神経活動を低

下させる dEAAT1 の発現上昇が、加齢体では
起こらないことが加齢性長期記憶障害に関与

する」との仮説を立てた。神経活動の指標とな

る S6 リボゾーマルタンパクのリン酸化状態を
長期記憶学習後の加齢体で調べたところ、若齢

体に比して顕著に上昇していることが分かっ

た。さらに長期記憶学習後の個体に神経活動を

抑制する神経保護薬や NMDA受容体の阻害剤
を摂取させたところ、加齢性長期記憶障害の顕

図１加齢性長期記憶障害の発現モデル：若齢体では
長期記憶学習後 Klg を介した神経ｰグリア相互作用
によりグリア細胞で Repo 依存性にグルタミン酸輸
送体 dEAAT1の発現が上昇し、放出されたグルタミ
ン酸が回収される。加齢体では Klgの発現が低下し
ているため dEAAT1の発現上昇が起こらず、結果、
細胞外グルタミン酸濃度が上昇して長期記憶障害
が起こる 



著な改善が観られた。以上の結果から、若齢体では長期記憶学習後に上昇した神経活動（放出さ

れた過剰な細胞外グルタミン酸）が Klg/Repo/dEAAT1経路により速やかにグリア細胞に回収さ
れるのに対して、加齢体では十分な回収が行われないため記憶の保持、または読み出しが障害さ

れることが示唆された（図１Matsuno et al., iScience 2019）。 

deaat1 遺伝子の長期記憶学習後の発現上昇には Klg を介した神経細胞ｰグリア細胞間相互作用
が必要である。そこで長期記憶行動に Klg の発現を必要とする神経細胞を網羅的に調べたとこ
ろ、記憶想起に関与するドーパミン作動性（DA）神経細胞を見出した。グルタミン酸興奮性は
細胞死シグナルを担うカスパーゼを活性化させる。そこで長期記憶学習後にカスパーゼ阻害タ

ンパク P35 を当該 DA神経細胞に強制発現させたところ、加齢性長期記憶障害の顕著な改善が
見られた。一方で他の DA神経細胞やグルタミン作動性神経細胞、記憶中枢のキノコ体神経細胞
などで P35 を発現させても加齢性長期記憶障害の改善は見られなかった。以上の結果から加齢
体では長期記憶学習後の dEAAT1によるグルタミン酸除去が十分に行われないため、想起に関
与する DA 神経細胞でのカスパーゼ活性化による何らかの機能不全が起こり、結果として長期
記憶行動が障害されることが示唆された（未発表）。 

２）加齢性長期記憶障害の実体の同定：長期記憶情報は長期記憶学習で c-fos/creb転写サイクル
を形成した記憶中枢キノコ体の神経細胞に分散コードされ、記憶情報をコードした記憶痕跡細

胞は、c-fos誘導性に GFPを発現させる
ことで標識出来る。このシステムを利用

して加齢体で長期記憶の形成が障害さ

れているかを検証したところ、長期記憶

学習後に c-fos::GFP で標識される記憶
痕跡細胞は、加齢体でも若齢体と同程度

に形成されていた。さらに c-fos::ChR2
を用いて長期記憶学習により形成され

た記憶痕跡細胞にチャネルロドプシン

（ChR2）を発現させ、これを光刺激する
と加齢体でも長期記憶行動が誘発され

た。これらの結果から、加齢体でも若齢

体同様に記憶痕跡細胞が形成され、長期

記憶情報がコードされることが示唆さ

れた。次に記憶想起で活動した神経細胞

を同定するため、活動した神経細胞を抗

リン酸化 ERK抗体で標識して調べたと
ころ、若齢体同様、加齢体でも学習した

匂いに対して記憶痕跡細胞の活動が検

出された。しかし若齢体では記憶痕跡細

胞が学習した匂いに対して特異的な活

動が検出されたのに対して、加齢体で

は、意外なことに、学習した匂いに対し

てだけで無く、学習していない匂いに対

しても神経活動が検出された（図２）。こ

の結果は記憶痕跡細胞の反応特異性が

低下する記憶の汎化が加齢体で起きて

いることを示唆している。そこで長期記

憶行動を若齢体と加齢体で比較したと

ころ、若齢体では学習した匂いに対して

特異的に逃避行動を示したのに対して、

加齢体では学習した匂いだけで無く、学

習とは無関係な匂いに対しても逃避行
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図２加齢体における記憶汎化モデル：若齢体では長期記憶
学習により形成された記憶痕跡細胞が（緑）、記憶想起時、
学習した匂いに対して特異的に再活性化されるが（黄色）、
学習していない別の匂いでは再活性化されない（赤と緑）。
一方加齢体では記憶痕跡細胞は正常に形成されるが、記憶
想起時に学習した匂いだけでなく、別の匂いに対しても再
活性化されてしまう。 

図３加齢体における記憶汎化：若齢体では長期記憶学習で
学習した匂いに対して特異的に逃避し、学習していない別
の匂いでは逃避しない。一方加齢体では学習した匂いだけ
でなく、別の匂いに対しても逃避する記憶汎化が観られた。 



動を示した（図３）。これらの結果は加齢性記憶障害の実体が記憶情報の保持期間中に起きた汎

化であることを示唆している。即ち加齢体では長期記憶学習後のグルタミン酸が十分に除去さ

れないため、記憶保持の過程で記憶想起に関与する DA 作動性神経細胞の神経活動亢進からカ
スパーゼ活性の上昇が起こり、記憶情報の汎化が起こることが示唆された。若齢体では学習した

匂いを伝達する入力経路と記憶痕跡細胞間のシナプス伝達が特異的・可塑的に上昇する（例えば

後シナプス受容体の発現上昇やリン酸化などの修飾による）のに対して、加齢体では記憶情報の

保持期間中に DA 作動性神経細胞が過剰に興奮しているため、学習した匂いを伝達する入力経
路だけでなく、他の匂いの入力経路との記憶痕跡細胞とのシナプス伝達も、DAにより非特異的
に上昇していることが示唆された。 
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