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研究成果の概要（和文）：分子遺伝学的な解析により、時計遺伝子BMAL1が神経伝達物質ドーパミンからドーパ
ミン受容体D1/D5、そして、cAMP産生に至る情報伝達経路を活性化し、AMPA型グルタミン酸受容体サブユニット
GluA1の845番目のセリン残基をリン酸化することで、海馬依存的な記憶想起を正に制御することを明らかにし
た。この発見は生物時計が記憶想起制御に役割を果たすことを示すものである。一方、記憶想起を改善するツー
ルとして、必須アミノ酸ヒスチジンを同定した。

研究成果の概要（英文）：Molecular genetic analysis in this study revealed that the clock gene BMAL1 
positively regulates hippocampal-dependent memory retrieval by activating the signaling pathway from
 the neurotransmitter dopamine to dopamine receptors D1/D5 and cAMP production and by 
phosphorylating the AMPA-type glutamate receptor subunit GluA1 at serine 845.  These findings 
demonstrated that circadian clock plays a critical role in memory retrieval. This study also 
identified the essential amino acid histidine as an enhancer of memory retrieval. 

研究分野： 神経科学、栄養科学

キーワード： 生物時計　記憶想起　海馬　cAMP　ドーパミン　記憶固定化　時計遺伝子　サーカディアンリズム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、記憶を思い出すことに必要な分子メカニズムが明らかにされた。特に、24時間周期の生活リズ
ムを産みだす生物時計が記憶を思い出しやすくさせていることが本研究によって初めて明らかにされた。また、
記憶を思い出しやすくする身近な物質として、必須アミノ酸の一つであるヒスチジンが同定されたことから、ヒ
スチジンが認知症を代表とする記憶障害の改善に貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
 1997 年、高等動物においてサーカディアンリズム産生に必須である時計遺伝子 CLOCK が
発見されて以来、生物時計の機構解明は飛躍的に進展しており、生物学の最もホットな研究領域
の一つである。高等動物では当初、時計中枢である視交叉上核（SCN）における時計遺伝子群の
機能解析が進められていた。しかし、SCN のみならず個々の末梢細胞にも、時計遺伝子である
転写因子 BMAL1/CLOCK を起点とするサーカディアン転写リズムが存在し、生物時計が組織
機能までをも調節することが示唆された。その後、代謝を中心に組織機能に対する末梢生物時計
の重要性が実証され、生物時計が生命活動全般の重要なレギュレーターであることが明らかと
なった。一方、心理学者 Ebbinghaus により、100 年以上前から学習・記憶が日内制御を受け
ることが唱えられている。最近、脳機能に対するサーカディアン制御が注目されており、現在ま
でに、単発的な研究により、ショウジョウバエでは記憶形成を制御する転写因子 CREB の活性
に日内リズムの存在が示され(Neuron 22, 777-, 1999)、また、高等動物において時計機能が記憶
保持に重要であることが示唆されている(Nat. Neurosci. 11, 1074-, 2008)。しかし、記憶を代表
とする脳機能に対する生物時計の役割の統合的な理解とその制御基盤解明は未だ進展していな
い。一方、現在、社会問題となっている生活時間の乱れと精神疾患や認知機能疾患の関連、また、
時差ぼけと認知機能低下の関連などが指摘されており、しかも、最近の解析から、CLOCK など
の時計遺伝子の変異と気分障害の関連性が指摘されている。 

記憶は動物の適応行動を司る極めて重要な認知機能であり、「形成（固定化）」、「保存」、「想起
（思い出し）」は記憶制御において中心的プロセスである。現在の記憶研究の圧倒的多数は約 
100 年前に提唱された「固定化仮説」に基づく、形成と保存を対象としたものである。一方、想
起は瞬間的反応であることから研究対象となり難く、その機構解明は記憶研究に残された難題
である。例えば、遺伝子変異マウスが記憶障害を示した場合、想起障害の可能性があるものの、
その証明が難しいため、記憶形成障害と考察されることが多い。また、想起には、記憶形成にお
ける長期現象（LTP）のような細胞モデルも存在せず、分子機構の解析と言ってもせいぜい薬理
学的解析しか行われてこなかった。さらに、想起の分子機構解明に繋がる、記憶は保存されてい
るものの想起できないことを証明できる変異型マウスも存在しなかった。以上の背景から想起
の制御基盤の解明は世界的にも進展していない。 
 
２．研究の目的 

 
研究代表者は、記憶制御プロセスのメカニズム解明に従事し、記憶を形成するプロセス、すな
わち、記憶固定化の分子機構の解明を進めてきた。この過程で、前脳領域の時計機能が記憶プロ
セス群を制御すると考え、この仮説の検証を進めてきた。実際には、サーカディアンリズム産生
に必須な時計遺伝子 BMAL1 に着目し、ドミナントネガティブ型 BMAL1 変異体（dnBMAL1） 
を開発し、テトラサイクリン依存性発現誘導システムを用いて前脳特異的に dnBMAL1 を発現
するマウスを作製し、前脳領域の時計機能の破壊が記憶制御プロセス群に与える影響を解析し 
てきた。その結果、dnBMAL1 マウスは ZT10（明期開始 10 時間後）付近において、記憶を保
持しているものの、記憶想起の障害を示すことを明らかにした。さらに、網羅的遺伝子発現解析
から、細胞内 cAMP を増加させる情報伝達を介して、海馬時計機能が記憶想起を正に制御するこ
とを発見し、生物時計による想起制御の分子基盤の解明を進めてきた。このように、生物時
計による想起制御を担う下流情報伝達経路の同定は進んだものの、想起を制御するメカニズ
ムの解明には至っていない。そこで、本課題では脳内の生物時計による記憶想起を中心とする脳
機能の制御基盤を回路・細胞・分子レベルで解明すること、さらに、その制御基盤に基づく想
起操作方法を開発し、脳機能改善・脳疾患治療方法を提案することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 記憶想起に対するドーパミン及び cAMP 情報伝達を中心とする情報伝達経路の役割の解析 
次世代シークエンサーを用いた dnBMAL1 マウス海馬のトランスクリプトーム解析の結果に
基づいて、ドーパミンから cAMP 情報伝達経路に至る経路の障害が dnBMAL1 マウスにおけ
る想起障害と関連する可能性が考えらたため、各種情報伝達経路の活性化剤あるいは阻害剤を
用いた薬理学的手法、あるいは、光感受性 cAMP 産生酵素あるいは cAMP 加水分解酵素をア
デノ随伴ウイルス（AAV）により海馬に発現させる光遺伝学的手法を用いて、記憶想起に対する 
cAMP 情報伝達経路の正負の活性変化の影響を解析した。 
(2) 記憶想起に対する BMAL1 の役割の解析 
dnBAML1 マウスでは時間帯依存的な記憶障害が観察されたため、海馬における BMAL1 
機能阻害の影響を解析するため、アデノ随伴ウイルス用いて dnBMAL1 あるいは shBMAL1 
をそれぞれ野生型マウス海馬に発現させた。これらマウスを用いて社会記憶に対する 
BMAL1 のノックダウンの影響を解析した。 
(3) ドーパミン-cAMP情報伝達経路の標的分子の検索 
想起制御における cAMP 情報伝達経路の標的が AMPA 型グルタミン酸受容体サブユニット 
GluA1 の A キナーゼリン酸化部位（845 番目のセリン; S845）と予想した。そこで、dnBMAL1 



マウス海馬におけるこのリン酸化レベルの解析をウスタンブロッティング法により行った。さ
らに、この S845 をアラニンに置換した S845A ノックインマウスを入手し、このノックイン
マウスが dnBMAL1 マウスと同様に時間帯特異的な想起障害が観察されるかを解析した。 
(4) 海馬ニューロンにおける想起制御機構の細胞レベルの解析 
AAV により GCaMP (Ca2+indicator)を発現させた海馬のニューロン活動を脳搭載型蛍光顕
微鏡を用いて記憶想起時にライブイメージングし、想起障害のメカニズムを生理学的に解読す
る。さらに、c-fos-tag システムを用いて、記憶エングラム細胞を GCaMP でラベルするシス
テムの開発を行う。GCaMP の発現レベルを調整し、エングラム細胞のイメージング系の確
立を試みる。 
(5) 想起操作方法の開発と疾患治療への応用 
野生型マウスと dnBMAL1 マウスを用いて、記憶想起効率を改善する薬剤及び食品成分を検索
する。検索した薬剤等を用いて、記憶想起改善方法の開発を試みる。 
(6) dnBMAL1マウスの疾患モデルマウスとしての検証 
疾患モデルマウスとしての dnBMAL1 マウスの可能性を検証した。海馬に Aβ を注入したアル
ツハイマー型認知症モデルマウスの記憶能力を記憶想起障害の観点から解析した。 
 
４．研究成果 
１)記憶想起に対するドーパミン及び 
cAMP 情報伝達を中心とする情報伝
達経路の役割の解析 
次世代シークエンサーを用いた 

dnBMAL1 マウス海馬のトランスクリ
プトーム解析の結果に基づいて、海馬
生物時計による想起制御の分子機構
を明らかにするため、ドーパミン-
cAMP 情報伝達経路の役割を解析し
た。野生型マウスでは、D1/D5 受容体
アンタゴニスト投与により、ZT4 に比
べて ZT10 においてより低濃度の投
与により社会認知記憶及び物体認知
記憶の想起が阻害されることを示し
た。一方、dnBMAL1 マウスに対する 
cAMP 濃度上昇を誘導するロリプラ
ムあるいは D1/5 受容体アゴニストの腹腔内投与は ZT10 における社会的認知記憶想起の障害
を改善することが示された。さらに、野生型マウスの海馬にロリプラムと D1/5R アンタゴニス
トを同時投与した結果、D1/5R アンタゴニストによる記憶想起の阻害はロリプラムにより解消
されることが示された。従って、海馬生物時計は D1/5R-cAMP 情報伝達経路を介して記憶想起
を正に制御すると結論した。ドーパミン情報伝達経路が記憶想起を制御することが初めて明ら
かとなった（図）。 

また、RNA-Seq の結果より、cAMP 情報伝達経路を活性化させる G タンパク質共役型受容
体であるアデノシン A2a 受容体（A2aR）の発現は線条体において BMAL1 の不活性化により
顕著に抑制されることが示唆された。そこで、A2aR が生物時計の下流因子として cAMP 情報
伝達の活性化に貢献する可能性が考えられたため、社会的認知記憶課題と恐怖条件づけ文脈記
憶課題 を用いて野生型マウスに対する A2aR 受容体のアンタゴニスト投与の効果を解析した。
その結果、低濃度のアンタゴニストを投与した場合、明期開始後 4 時間では記憶想起が認めら
れたが、明期開始後 10 時間（ZT10）で評価した場合には想起は認められず、両課題においてこ
のアンタゴニスト投与により ZT10 特異的に想起が障害されることが明らかとなった。従って、
A2a 受容体が生物時計の下流因子として記憶想起制御に関わることが示唆された。 

記憶想起に対する cAMP 情報伝達経路の役割を解析した。光感受性 cAMP 産生酵素あるい
は分解酵素をアデノ随伴ウイルスにより海馬に発現させる光遺伝学的解析、また、cAMP 産生酵
素あるいは分解酵素に対する阻害剤を投与する薬理学的解析を条件づけ文脈課題及び受動的回
避 反応課題を用いて実施し、cAMP 情報伝達経路が記憶想起を正に制御することを明らかにし
た。さらに、興味深いことに、cAMP 情報伝達経路は記憶再固定化も正に制御することを明らか
にした（図）。 
2) 記憶想起に対する BMAL1 の役割の解析 
アデノ随伴ウイルス用いて dnBMAL1 あるいは shBMAL1 をそれぞれ野生型マウス海馬に発
現させた。これらマウスを用いて社会記憶に対する BMAL1 のノックダウンの影響を解析した
結果、shBMAL1 を発現させた場合、明期開始後 4 時間（ZT4）に社会記憶を評価した場合には
社会記憶が認められたが、明期開始後 10 時間（ZT10）で評価した場合には社会記憶は認められ
なかった。従って、海馬 BMAL１のノックダウンにより、社会記憶は形成されるものの、ZT10 
において記憶想起に障害が現れ、ドミナントネガティブ型 BMAL1 発現と同様の結果が観察さ
れた（図）。また、dnBMAL1 マウスを用いた ChIP アッセイの結果から、ZT10 において BMAL1 
の活性が弱まることが明らかにされ、BMAL1 による想起効率制御が BMAL1 によるリズム性



の転写制御を介することも示唆された。 
3) ドーパミン-cAMP情報伝達経路の標的分子の検索 
想起制御における cAMP 情報伝達経路の標的が AMPA 型グルタミン酸受容体サブユニット
GluA1 の A キナーゼリン酸化部位（845 番目のセリン; S845）と予想し、この S845 をアラニ
ンに置換した S845A ノックインマウスを入手し、この変異体マウスの解析を進めた。まず、ウ
エスタンブロッティング解析により、S845 のリン酸化レベルを測定した結果、dnBMAL1 マウ
スではこのリン酸化レベルが低下していることが明らかとなった。さらに、行動学的解析の結果、
このノックインマウスが dnBMAL1 マウスと同様に ZT4 では正常な社会的認知記憶を示すも
のの、ZT10 において社会的認知記憶の想起障害を示すことが明らかとなった。従って、cAMP 
情報伝達経路による記憶想起制御の標的が GluA1 の S845 のリン酸化であることが強く示唆
された（図）。 
4) 海馬ニューロンにおける想起制御機構の細胞レベルの解析 
AAV により GCaMP (Ca2+indicator)を発現させた海馬ニューロン活動を脳搭載型蛍光顕微鏡によ
り記憶想起時にライブイメージングする系を確立した。さらに、c-fos-tag システムを用いて、記
憶エングラム細胞を GCaMP でラベルするトランスジェニックマウスを作製した。 
5) 想起操作方法の開発と疾患治療への応用 
記憶想起制御に関わる新たな栄養素・食品成分の検索を試みた。cAMP 情報伝達経路を活性化さ
せる栄養素として必須アミノ酸ヒスチジンを想定し、ヒスチジン(His )投与の影響を解析した。
社会的認知記憶課題では、トレーニング 2、6 時間前の His 腹腔内投与により、溶媒投与に比
較して顕著な記憶形成の増強効果が観察され、30 分、12、24 時間前の His 投与ではこの効果
は観察されなかった。さらに、低濃度の His 投与、また、飲水による His 経口投与でも同様の
記憶形成増強効果が観察された。興味深いことに、テスト 30 分、1、2 時間前の His 投与によ
り記憶想起の増強効果が観察された。以上の His の記憶増強に対するヒスタミン受容体拮抗薬
投与の影響を解析した結果、H2 と H1 受容体拮抗薬は His による記憶形成と記憶想起の向上
をそれぞれ阻害した。従って、His による記憶形成と想起の増強効果は異なるヒスタミン受容体
を介することが示唆された。以上より、His 投与により記憶形成と想起が向上することが初めて
明らかにされた。従って、His が簡便な記憶能力エンハンサーとして記憶能力改善や脳疾患の病
態改善に貢献すること、His が記憶想起障害を改善させる栄養素として機能することが示唆され
た。以上の結果から、cAMP 情報伝達経路の活性化を導くことで、記憶想起障害を改善させる可
能性が示された。 
6) dnBMAL1マウスの疾患モデルマウスとしての検証 
データベースを用いた解析から、アルツハイマー型認知症患者の死後脳において、cAMP 情
報伝達経路の因子群と時計遺伝子群の発現異常も観察されたことから、時計遺伝子の変異
と認知症との関係性の解析を進めた。社会認知記憶課題を用いて、ZT4 と ZT10 においてト
レーニングあるいはテストを様々な組み合わせで行った結果、Aβ42 注入マウスでは ZT4 及
び ZT10 における記憶形成と ZT4 における記憶想起は正常に認められたのに対して、ZT10 
における記憶想起の異常が観察された。さらに、新規物体認識記憶課題および物体位置認識記
憶課題でも同様に Aβ42 注入マウスでは ZT10 における記憶想起異常が観察された。従って、
Aβ42 注入マウスには ZT10 における記憶想起障害、すなわち、時間帯依存的な記憶想起障害が
観察されることが明らかとなった。以上のように、dnBMAL1 マウスとアルツハイマー型認
知症モデルマウスの相同性が示唆された。 
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