
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ６月 ８日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
瞬目反射学習と小脳プルキンエ細胞内のシナプス可塑性に関与する機能分子との因果関係を、

5種の遺伝子変異マウスを用いて追究し、小脳LTDと学習能の間の強い相関性を明らかにした。

条件によっては、小脳以外の上位中枢に強く依存し、小脳に依存しないメカニズムも示唆され

た。学習と脳波との関係や学習中の小脳神経活動の記録等、新しい実験系の開発を行った。瞬

目反射学習の、老化や認知症研究における有用性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

瞬目反射学習はマウスからヒトまで種を
越えて共通に見られる古典的条件付けの一
つである。この学習は，それだけでは瞬きを
引き起こさない刺激（条件刺激，CS；通常は
音）と必ず瞬きを引き起こす刺激（無条件刺
激，US；眼球への空気吹きつけあるいは，眼
瞼への電気刺激）をペアーにして提示するこ
とにより，音だけで瞬きをする（条件応答：
CR）ようになる連合学習である．この CR の
獲得および維持に必須の神経回路は小脳お

よび脳幹に存在し，入出力経路を含めて，ほ
ぼ同定されている．さらに，小脳と脳幹に加
えて，海馬，内側前頭前野，扁桃体等の上位
中枢が重要な役割を果たしていること，及び，
これら上位中枢の関与の仕方は CS と US の
時間関係に依存して変化することが，我々の
これまでの研究から明らかになってきた．そ
の結果，瞬目反射連合学習に関与する複数の
脳領域の構造と機能を，小脳との相互作用を
通じて，研究することが可能となってきた。 
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２．研究の目的 
瞬目反射学習の「記憶の獲得(acquisition)，

及び，短期記憶から長期記憶への変換（記憶
の固定化, consolidation）」において、「小脳が
行っていること」と「脳の他の領域が小脳と
協同して行っていること」に分けて、分子レ
ベル，神経回路レベル，及び、行動レベルで
探究する。これによって、学習・記憶の各過
程において、脳のどの領域にどのような変化
が生じるのか、という学習・記憶の根元的な
問に対する答えを得ることを目的とする。 
 具体的には、次の 6項目の課題に取り組む。 
(1)瞬目反射条件づけの分子基盤、特に、
GluRδ2 欠損マウスを用いた小脳の役割の検
討 
(2)前頭前野 NMDA 受容体依存的な可塑性の
長期記憶形成における役割 
(3)ラット光文脈依存的瞬目反射弁別課題に
おける脳波解析、特に、海馬シータ波成分の
解析 
(4)in vivo 電気生理学およびイメージング測
定のための頭部固定条件下での瞬目反射条
件づけシステムの開発 
(5)瞬目反射学習に関わる小脳活動の光学測
定法の開発 
(6)応用研究として、学習・記憶に対する老化
や肥満の影響 
 
３．研究の方法 

用いた動物は、ラット（Wistar）、野性型マ
ウス（C57BL/6 と上位中枢に異常を持つ
DBA/2）、及び、種々の遺伝子変異マウスであ
る。これら動物の脳の一部の外科手術による
破壊、薬物による不活化、あるいは遺伝子変
異による特定の分子の欠失（可逆あるいは不
可逆）が、どのような学習にどのような影響
を与えるかを探究した。また、学習中の脳波
の測定や小脳活動の光学測定により、学習中
に脳のどの領域がどのような応答を示すか、
追究した。 
 
４．研究成果 
(1)瞬目反射条件づけの分子基盤、特に、
GluRδ2 欠損マウスを用いた小脳の役割の検
討 

小脳機構に重要な役割を果たしていると
考えられる 4 つの機能分子の瞬目反射条件付
けおける役割を追究した。 
① 小胞体膜を貫通し細胞膜と結合すること
により、結合膜構造の形成に寄与するタンパ
ク質である Junctophilin が小脳のシナプス可
塑性および運動学習の成立に必須であるこ
とを示した。このミュータントは小脳 LTD に
顕著な障害があることも明らかになったこ
とから、小脳皮質のシナプス可塑性と瞬目反
射条件づけの相関関係が示された。 
② グルタミン酸受容体 δ2 サブユニットとの

機能的結合が示唆されている新規ホスファ
ターゼ PTPEMG が小脳長期抑圧および瞬目
反射条件付けに穏やかな障害を呈すること
を明らかにした。 
③ MAP キナーゼキナーゼの一種である
MEK1 のドミナントネガティブ体（dnMEK1）
を、小脳プルキンエ細胞のみに、かつ可逆的
に発現することのできるマウス(HA-dnMEK 
Tg マウス)に瞬目反射条件づけを行った。ド
キシサイクリンを与え、dnMEK1 の発現を抑
えた場合学習は正常であったが、普通の水を
与え十分その発現をさせたところ条件反射
獲得が著明に阻害された（図 1）。この結果は
プルキンエ細胞内 MEK-ERKカスケードが運
動学習に必須であることを示し、小脳学習に
おける MEK カスケードの生理機能をはじめ
て明らかにしたものである。MEK カスケー
ドは vitro レベルで小脳 LTD に必須であるこ
とがいくつかの研究グループにより報告さ
れていることから本学習における小脳 LTD
仮説を補強する結果となった。 
 

図 1．HA-dnMEK マウスは瞬目反射条件付け
の初期過程に障害を呈する。 
 
④ GABA合成酵素の一種であるGAD67の発
現が抑制されたマウスに瞬目反射条件づけ
を行ったところ、学習が阻害された。この結
果は小脳における正常な抑制性シナプスの
発達が運動学習に重要であることを示し、記
憶の分子基盤においてシナプス機能とその
発達を結び付ける結果を表すという点が新
しい。 
⑤ GluRδ2 欠損マウスに短トレース課題を学
習させ、記憶獲得後に両側小脳を破壊して、
その記憶保持と再学習能力を調べたところ、
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再条件付け開始１日目の記憶が大きく障害
されていた（図 2）。 
しかしながら、その後次第に条件応答を再

獲得したことから、小脳皮質に異常がある
GluRδ2 欠損マウスにおいても小脳に依存し
て学習が行われるが、両側小脳が破壊された
状態でもある程度、再学習が可能であること
が示唆された。 
 

図 2．GluRδ2 欠損マウスにおける小脳破壊の
記憶保持と再学習能力への影響 
 

以上の一連の実験より、遺伝子変異マウス
における瞬目反射条件づけと小脳 LTD の障
害の間には、その障害の度合いも含め、非常
に大きな causal relationship が存在することが
示された。しかしながら、小脳に依存しない
学習経路があることも示唆された。 
 
(2)前頭前野 NMDA 受容体依存的な可塑性の
長期記憶形成における役割 

記憶獲得直後から２週間 APV を投与した
場合には長期記憶の形成が顕著に障害され
たが（図 3）、記憶獲得２週間後から４週間後
まで APV を投与した場合には長期記憶の形
成は障害されなかった。このことは、記憶獲
得直後の２週間における前頭前野における
NMDA 受容体依存的なシナプス可塑性が長
期記憶形成に重要な役割を果たす可能性を
示唆した。 

図 3．長期記憶形成に対する APV の効果 
 
(3)ラット光文脈依存的瞬目反射弁別課題に
おける脳波解析、特に、海馬シータ波成分の
解析 

2 週間にわたって条件付けを続けたところ、
ラットは光の有無に基づいて同一の音に対
して異なった応答を見せるようになった（図
4）。ラットは、まず、光の有無に関わらず、
音に対して瞼を閉じることを学習し、条件付
け開始後 1 週間すると徐々に、先行した光が
あった時のみ瞬きするようになった。 
さらに、課題遂行中の海馬、内側前頭前野、

聴覚野などの脳波を解析したところ、海馬に
おいてシータ波成分が高まっている場合に
音に対して正しく瞬きをすることが明らか
となった（図 5）。 

 

図 4．ラット光文脈依存的瞬目反射弁別課
題における光の有無による応答の違い 

 

図 5．瞬き時の海馬シータ波の増加 
 

図 6．記憶の発現と海馬シータ波 
 
文脈依存的瞬目反射弁別課題における海

馬シータ波成分は、弁別の手がかりとなる光
刺激の開始とともに増加することが多いが、
シータ波成分が高い場合には音刺激のみで
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条件応答を出す（記憶の発現）ことがわかっ
た（図 6）。また、聴覚野で光刺激に応答して
自発発火頻度が変化するニューロンが見つ
かった。これらの結果は、上記課題において
記憶の発現に海馬と聴覚野が関与すること
を示唆する。 
 (4)in vivo 電気生理学およびイメージング測
定のための頭部固定条件下での瞬目反射条
件づけシステムの開発 

瞬目反射条件づけの遅延課題において小
脳依存性が高い DBA/2 マウスと野生型
C57BL/6 マウスを頭部固定下で学習させたと
ころ、DBA/2 は遅延課題においては学習した
が、上位中枢依存性が高いトレース課題では
顕著な学習障害を示した。一方、C57BL/6 は
両課題とも学習した。以上より、頭部固定条
件下で行う光学測定では、小脳解析には
DBA/2 を、海馬を含む上位中枢解析には
C57BL/6 を用いると良いことが示唆された。 
 
(5)瞬目反射学習に関わる小脳活動の光学測
定法の開発 

小脳頭蓋骨を通してフラビン蛋白の蛍光
をビデオカメラを用いて測定した。音刺激を
与えると，小脳虫部を中心とする部位で蛍光
の増大と減少からなる２相性の応答が記録
された。小脳半球でも時間経過の類似した弱
い応答が記録された。瞼への電気刺激に対し
ては音刺激より強い応答が広範囲にみられ
た。これらの結果は，瞬目反射条件付けにお
いて，従来考えられていたより広い領野のニ
ューロンで活動が生じている可能性を示唆
している。 
 
 (6)応用研究として、学習・記憶に対する老
化や肥満の影響 
 2 か月間に渡り脂肪 60%を含有する高脂肪
食（high fat diet; HFD）を与え、肥満マウスを
作成した。この肥満モデルマウスでは、血漿
グルコースおよび血漿インスリン濃度の有
意な増加が確認され、２型糖尿病モデルとし
ても有用であることを示した。 

図 7 左に示すように、Delay 250 課題にて 7
日間条件付けでは、最終的な CR (%)は control
群では 71.5±6.5%、HFD 群では 66.3±7.9%ま
で上昇し、獲得の段階で両群に差は認められ
なかった。 

 

図 7．HFD 飼育マウスの遅延課題における
記憶保持障害 （A）獲得、（B）記憶保持
と再学習 

図７右に示すように、最後の条件付けセッ
ションから 10 日後に、同様に delay 250 にて
再条件付けを行ったところ、control 群におい
ては再条件付けセッション 1 日目において
68.4±4.7 %の CR が認められたが、HFD 群に
おいては 48.2±8.3%まで有意に低下した。そ
の後の 5 日間に渡る再条件付けにより、最終
的 CR (%)は control 群では 78.7±5.4 %、HFD
群では 70.1±7.1%まで上昇し、HFD 群におけ
る再学習は正常であった。CB1 受容体拮抗薬
の AM-251（3.2 mg/kg,i.p.）を保持期間および
再条件付け期間に投与し、条件付けの 30 分
前に投与したところ、HFD 群と control 群と
で、1 日目にも有意な差は認められなくなっ
た。従って、肥満マウスで認められた保持障
害は内因性カンナビノイドシステムの亢進
に起因するものである可能性がある。この実
験から、肥満モデルマウスにおいては、少な
くとも delay 課題の獲得に必須な小脳の機能
に障害がないことが示唆された。それに対し、
記憶の固定・保持は海馬や大脳皮質の関与が
示唆されている。本研究で認められた保持障
害は、それらの部位における障害に起因する
可能性が考えられる。そこで、Trace 500 課題
にて 10 日間条件付けを行ったところ、最終
的な CR (%)は control 群では 68.6±8.1 %まで
上昇したのに対し、HFD 群では 45.3±6.3%ま
での上昇にとどまった（図 8）。 

図 8．肥満マウス(HFD)のトレース条件付け 
 
Trace 500 課題には、小脳のみならず海馬や

大脳皮質など、より上位の中枢が関与するこ
とが知られており、本研究で認められた学習
障害は、肥満モデルマウスにおける上位中枢
の障害を示唆するものと考えられる。大脳皮
質、海馬および小脳における CB1 受容体の発
現量をWestern blottingにより定量したところ、
大脳皮質および海馬において発現量が増加
していたことから、Trace 500 における学習障
害は、これらの部位におけるカンナビノイド
系の活性化によるものである可能性が示唆
された。 
野生型マウス(9-90 週齢)及び SAMP8 マウ
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スの聴性脳幹反応（ABR）を測定したところ、
聴覚機能は障害されていなかった。従って、
これらのマウスにおける瞬目反射学習障害
は聴力自体の低下によるものではなく，何ら
かの脳機能障害によるものであることが示
唆された。また、SAMP8 が瞬目反射条件づ
けに関わる小脳や海馬機能の解明に有効で
あることが示された。 
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