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研究成果の概要（和文）：純系 C57BL/6 マウスの遺伝背景の下で、海馬、線条体あるいは小脳特

異的に Cre または誘導型 Cre 組換え酵素を発現するマウス系統を樹立し、脳部位特異的に遺伝

子操作を行うことが可能となった。さらに、情動記憶形成に線条体が関与するなど学習のシス

テム制御に関する新知見が得られた。また、特定のシナプス部位でのみシナプス可塑性を亢進

させるアプローチにより記憶・学習を制御する神経ネットワークの働きを解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：We established C57BL/6 mouse lines expressing Cre or inducible 
CrePR recombinase genes under the control of hippocampus-, striatum- or 
cerebellum-specific promoters. By the use of the brain-region selective gene manipulation 
system, we have analyzed brain systems that control learning and memory. We found that 
the striatum is essential for the formation of fear memory under weak unconditioned 
stimulus. Furthermore, we showed that the facilitation of LTD induction at parallel 
fiber-Purkinje cell synapses enhances the optokinetic response adaptation, indicating 
that the synaptic plasticity at the specific site of a motor control circuit determines 
the efficacy of a motor learning. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、世界に先駆けて NMDA 型グルタミ
ン酸受容体の多様性や小脳プルキニエ細胞

特異的グルタミン酸受容体δ２を発見し、欠
損マウスの作成により記憶・学習をはじめと
する脳機能および神経回路網の形成・整備と
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の関係を明らかにしてきた。これらの独自な
蓄積は、本計画の重要な基盤である。さらに
当研究室では、学習能力の高い C57BL/6 マウ
スの均一な遺伝的背景、部位特異的遺伝子組
換え、誘導可能な CrePR 組換え酵素を用いる
時期特異的遺伝子組換え、標的遺伝子からの
薬剤マーカーの除去、これらの全てを満足さ
せる完成度の高い部位時期特異的遺伝子組
換え法を中枢において開発することに成功
している。部位特異的標的遺伝子組換え
C57BL/6 純系マウスに基づく本研究は、従来
のノックアウト法の限界を打ち破り、脳高次
機能のシステム制御機構に迫ることを可能
にし、脳科学の多次元の分野を融合して統合
的脳研究を推進する原動力になる。遺伝的背
景が脳高次機能に大きく影響することから、
均一遺伝背景下で可塑性分子と脳高次機能
の関係を特定の脳システムにおいて解析す
る本研究は重要性と独創性が高い。 
 
２．研究の目的 
 脳科学の最終目標の一つは、脳の構成要素
であり機能素子である分子を基盤に、神経細
胞、神経回路、脳システムの階層を貫く脳機
能の因果律と原則を解明することにより、認
知、記憶・学習、運動制御、評価、情動、意
志決定など脳の高次機能を可能にする機構
を理解することにある。本研究では、我々が
開発した C57BL/6 マウス由来の胚幹細胞と脳
部位特異的遺伝子に組み込んだ Cre組換え酵
素あるいは誘導可能な CrePR 組換え酵素を用
いる純系脳部位時期特異的標的遺伝子組換
え法を展開し、大脳皮質、海馬、扁桃体、大
脳基底核、小脳特異的にシナプス可塑性分子
を欠損した C57BL/6 純系マウスを作成する。
これら部位特異的遺伝子欠損マウスの記
憶・学習、運動制御、情動など脳高次機能を、
神経細胞、神経回路、システムおよび行動発
現の各階層レベルで解析することにより、脳
機能システムの分子制御を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 我々が開発した C57BL/6マウス由来の胚幹
細胞と脳部位特異的遺伝子に組み込んだ Cre
組換え酵素あるいは誘導可能な CrePR組換え
酵素を用いる純系脳部位時期特異的標的遺
伝子組換え法を展開し、大脳皮質、海馬、扁
桃体、大脳基底核、小脳特異的にシナプス可
塑性分子を欠損した C57BL/6 純系マウスを作
成する。これら部位特異的遺伝子欠損マウス
の記憶・学習、運動制御、情動など脳高次機
能を、神経細胞、神経回路、システムおよび
行動発現の各階層レベルで解析する。 
 
４．研究成果 
 記憶・学習に深く関与している海馬の CA3 
領域は特徴的な反回性回路を有している。こ

の反回性回路の同期発火は、ネットワークオ
シレーション、記憶形成、癲癇発作に関与し
ていると考えられている。海馬 CA3 領域の
NMDA 受容体は、反回性回路を形成する交連・
連合線維シナプスに強く発現し、苔状線維シ
ナプスには弱い発現しか認められない。そこ
で、NMDA 受容体を海馬 CA3 領域特異的に欠損
したマウスを作成し、海馬 CA3 領域の反回性
回路の活動を解析した。興味深いことに、低
濃度のカイニン酸を投与すると、野生型マウ
スには影響を与えなかったが、海馬 CA3 領域
特異的 NMDA 受容体欠損マウスでは痙攣発作
が誘発された。高濃度のカイニン酸を投与す
ると、両マウスともに痙攣発作が観察された
が、欠損マウスでは発作誘発までの潜時が有
意に短かった。さらに、神経活動をウレタン
麻酔下で直接記録したところ、海馬 CA3 領域
特異的 NMDA 受容体欠損マウスで大きな特徴
的な electroencephalogram (EEG) spikes を
観察した。一方、野生型マウスではこの特徴
的な EEG spike はまったく観察されなかった。
16 極のシリコン電極を用いた多点同時記録
を行い、EEG spikeを電流源密度解析すると、
海馬 CA3 野および海馬 CA1 野の錐体細胞層に
電流の吸い込みが認められたが、歯状回では
電流の吸い込みは観察されなかった。したが
って、この特徴的な EEG spike は海馬 CA3 領
域で生じ、海馬 CA1 領域に伝播したと考えら
れる。さらに海馬 CA3 領域にガラス電極を挿
入し、個々の神経細胞の発火活動を記録した
ところ、この特徴的な EEG spike の出現に合
致して multiple unit activity の頻度が大
きく高まっていることを見出した。したがっ
て、NMDA 受容体を欠損させた海馬 CA3 領域
では、神経細胞の同期発火頻度が高まること
により特徴的な大きな EEG spike が生じたと
推定される。すなわち、海馬 CA3 領域の NMDA 
受容体は、神経細胞の発火頻度を抑制するこ
とにより反回性回路の興奮性を負に調節し
ている可能性が示唆された。 
 音刺激恐怖条件付け学習による情動記憶
の形成には扁桃体が中心的役割を担ってお
り、文脈依存学習には海馬も重要であること
はよく知られている。線条体 medium spiny 
neuron に選択的に発現する G タンパク質γ7
サブユニットをコードする遺伝子のプロモ
ーター下に Cre組換え酵素とプロゲステロン
受容体のリガンド結合領域を融合させた
CrePR 遺伝子を挿入し、Gγ7-mCrePR マウス
を作成した。Gγ7-mCrePR マウスを Cre 依存
的 に ジ フ テ リ ア 毒 素 A を 発 現 す る
Eno2-STOP-DTA マウスに掛け合わせ、6 週齢
マウスにアンチプロゲステロン RU-486 を投
与することにより CrePRの活性化を誘導した。
投与後 14 日目には、神経細胞のマーカーで
ある NeuN の免疫染色は線条体においてほぼ
完全に消失した。この線条体特異的神経細胞



 

 

除去マウスを用いて恐怖条件付けを行った。
線条体ニューロンの選択的除去を誘導して
も thin rod や rotarod 試験でマウスの協調
運動に障害は認められなかった。また、音刺
激恐怖条件付け学習にも障害は認められず、
恐怖記憶に線条体は関与しないとの従来の
研究と同様な結果が得られた。しかしながら、
通常の電気ショックより弱いショックを用
いた条件付けでは、1〜3時間後の記憶は正常
に形成されるが、24 時間後の記憶が減弱した。
また、条件付けの 24 時間後すなわち長期記
憶が形成された後に線条体ニューロン除去
を誘導すると記憶が減弱した。さらに、野生
マウスを恐怖条件付けした後、線条体に NMDA
受容体阻害薬 APVあるいは蛋白質合成阻害薬
アニソマイシンを注入したところ、通常の電
気ショックによる記憶形成には影響しない
が、弱いショックを用いた条件付けでは恐怖
記憶の形成が障害された。これらの結果から、
線条体は刺激強度が弱い条件下における情
動記憶形成に重要な役割を担っており、音刺
激恐怖条件付け学習には線条体依存性と非
依存性の二種類があることが明らかとなっ
た。 
 グルタミン酸受容体δ2（GluRδ2）は小脳
プルキンエ細胞特異的に発現し、平行線維−
プルキンエ細胞の後シナプス部位に局在し
ている分子である。GluRδ2 はシナプス可塑
性（LTD）、シナプス形成と神経回路網形成及
び整備に重要な役割を果たしている。小脳プ
ルキニエ細胞特異的 GluRδ2-CrePR マウスと
flox-GluRδ2 マウスを掛け合わせ、プロゲス
テロン受容体のアンタゴニストを投与する
ことにより、成熟期において小脳プルキニエ
細胞特異的に GluRδ2 を欠損させた。免疫電
顕による解析から、成熟小脳でシナプス後部
の GluRδ2 の減尐に伴い、平行線維-プルキ
ニエ細胞シナプスにおいてシナプス前部の
アクティブゾーンが縮退し、シナプス後部の
PSD が膨張する構造変化が引き起こされ、シ
ナプス前部と後部の不一致が生じることを
見いだした。さらに、GluRδ2 の消失はシナ
プス結合の切断をもたらした。これらの結果
は、成熟した脳のシナプス結合に GluRδ2 が
必須であることを示している。さらに、GluR
δ2 を介する蛋白質相互作用によりがシナプ
ス前部のアクティブゾーンが制御されてい
ることが示唆された。実際に、GluRδ2 がそ
のアミノ末端領域（NTD）を介してシナプス
形成誘導能を示すことを、小脳顆粒細胞の初
代培養を用いて明らかにした。さらに、GluR
δ 2 が Cbln1 を介してシナプス前部の
Neurexin と結合し、シナプス形成を制御して
いることを見いだした。 
 GluRδ2 の C 末端（T site）には PDZ ドメ
インを有する PSD-93、PTPMEG、Delphilin、
nPIST、S-SCAM が結合する。GluRδ2 の T site

を欠失した GluRδ2ΔT マウスは運動失調を
示さず正常に発育した。GluRδ2ΔT蛋白は野
生型 GluRδ2蛋白と同様に平行線維シナプス
の後シナプス肥厚部に存在し、GluRδ2ΔTマ
ウスにおけるシナプスの密度、形態ともに野
生型と比べ有為な差は認められなかった。し
かしながら、GluRδ2ΔTマウスにおいては小
脳 LTD 誘導の異常と運動学習の障害が観察さ
れた。さらに、GluRδ2ΔTマウスでは登上線
維支配領域の遠位方向への拡大と遠位樹上
突起において登上線維支配の異所転位が認
められた。一方、発達に伴う近位樹上突起で
の過剰な登上線維の除去過程は正常におこ
なわれており、GluRδ2 が T site を介したシ
グナル伝達によりプルキンエ細胞における
平行線繊と登上線繊シナプス形成の異種入
力線維間競合を調整していることを示唆す
る。したがって、GluRδ2 の T site は小脳
LTD 誘導と登上線維支配領域の調整に重要で
あることが明らかとなった。 
 GluRδ2 に結合する PDZ 蛋白 Delphilin は
GluRδ2 と同様な発現分布を示す。すなわち、
小脳プルキニエ細胞に特異的に発現し、平行
線維シナプスに局在する。Delphilin 欠損マ
ウスでは、小脳回路は正常に形成されたが、
平行線維シナプス LTDの誘導閾値が低下して
いることを見出した。この受容体に結合する
分子として発見したデルフィリンもプルキ
ニエ細胞の平行線維シナプスに局在する。デ
ルフィリンを欠損させたマウスでは、シナプ
スの長期抑圧が起きやすくなっており、縦縞
模様のスクリーンの動きを追う眼球の動き
の適応は正常マウスより速く起こることを
見出した。すなわち、視運動性眼球運動の適
応という運動学習能力が向上していること
を明らかにした。眼球運動の制御を行う神経
ネットワークの１カ所でシナプス可塑性を
亢進させると運動学習が促進されることか
ら、本研究は平行線維シナプスの可塑性が視
運動性眼球運動の適応という運動学習にお
いて律速となっていることを示唆する。 
 これらの研究成果により、Cre あるいは誘
導可能な CrePR マウスを用いることにより、
大脳皮質、海馬、大脳基底核あるいは小脳特
異的にシナプス分子を欠損させたり神経細
胞を除去することが可能となり、情動記憶形
成に線条体が関与するなど学習のシステム
制御に関する新知見が得られた。また、特定
のシナプス部位でのみシナプス可塑性を亢
進させるようなアプローチが記憶・学習を制
御する神経ネットワークの働きを理解する
上で有効であることも示された。 
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