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研究成果の概要： 
行動変化に関わる神経機構において「伝達物質放出量調節に関わる細胞内分子機構」と「神経

細胞の生理学的変化」、「行動変化」との関係を直接的に明らかにすることを目的とした。軟体

動物モノアラガイの味覚を用いた連合学習では、特定セロトニン分泌神経細胞が重要である。

本研究ではセロトニン放出量調節に関わるセロトニントランスポーター（SERT）分子に着目し、

学習行動変化にともなうセロトニン細胞内のSERT 遺伝子発現変化、特定細胞間のシナプス強度

減弱を観察した。 
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１． 研究開始当初の背景 
本研究で着目するセロトニントランスポー
ター（SERT）は、シナプス間隙のセロトニン
を再取り込みして放出量を減少させる分子
である。SERT 遺伝子上流域の多型と精神神経
疾患との関連や、SERT 特異的阻害剤投与によ
る行動変化の関連解析などから、SERT による
セロトニン放出量調節と行動との関係が報
告されている。 
また、SERT 遺伝子発現調節に関しては、転写
調節因子 CREB（cAMP 応答性エレメント結合

タンパク質）および PKC 経路の関与が示され
ているが、両経路の関係は明らかではない。
さらに、細胞種や発生段階によって SERT 遺
伝子の発現調節機構が異なることが明らか
になり、実験系を用いて個体内における実際
の生物学的性質を探索する困難さが改めて
浮き彫りにされた。また、哺乳類などの複雑
な神経系を持つ実験動物ではセロトニン作
用部位を特定した研究が難しい。このため、
多くの研究が進められながら「行動」―「細
胞」―「遺伝子」という生物学的階層性を通
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した解析はなされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、行動変化に関わる神経機構にお
いて「伝達物質放出量調節に関わる細胞内分
子機構」と「神経細胞の生理学的変化」、「行
動変化」との関係を直接的に明らかにするこ
とを目的とした。このため、実験動物として
軟体動物を利用した。 
 
軟体動物は単純な神経系を持ち、行動に関連
する神経回路について単一細胞レベルでの
解析が進んでいる。特にモノアラガイでは、
特定セロトニン分泌神経細胞からの伝達物
質放出量変化が、味覚を用いた連合学習によ
る行動変化につながることが示唆されてい
る。また、申請者らの先行研究により、同細
胞内の遺伝子発現調節機構に関する以下の
結果も得られていた。 
 
（１）モノアラガイは、連合学習の一種であ
る味覚嫌悪学習を習得し、そしゃく行動を変
化させる。また、長期記憶として持続した行
動変化をおこす。 
 
（２）味覚嫌悪学習ではセロトニン分泌神経
細胞 Cerebral Giant Cell（CGC）が鍵となり、
その標的細胞に対するシナプス伝達効率が
学習後に変化する。 
 
（３）CGC からのセロトニン放出量変化には、
cAMP 経路、転写調節因子 CREB を介した遺伝
子発現が関与する。 
 
（４）申請者らは既にモノアラガイ SERT 遺
伝子の同定を終え、同遺伝子の発現調節に関
わる遺伝子上流領域に複数の CREB 認識配列
を確認していた。 
 
本研究ではこれらの知見をもとに、セロトニ
ン放出量に関わる細胞内分子機構の変化と、
生理学的変化、行動学的変化との関係につい
てセロトニン分泌神経細胞CGCに着目しなが
ら研究を進めた。 
 
 
３． 研究の方法 
（１） 中枢神経系におけるSERT遺伝子発現

解析 
モノアラガイ中枢神経系における SERT 発現
様式を観察するため、in situ ハイブリダイ
ゼーション法による組織内 SERT mRNA 分布の
可視化を行った。また、リアルタイム PCR 法
を用いて神経節あたりの SERT mRNA 量を定量
解析した。 
 

（２） SERT 遺伝子上流域を用いた転写活性
測定 

モノアラガイ SERT 遺伝子発現に関わる転写
調節メカニズムを解析するにあたり、培養細
胞系（F9）とルシフェラーゼベクターを用い
た転写活性測定を行った。３種類の異なる長
さのモノアラガイ SERT 遺伝子上流領域をル
シフェラーゼベクターに組み込み、PKA 活性
化剤フォルスコリンを投与して転写活性を
測定した。フォルスコリンは PKA 経路を介し
て転写調節因子 CREB の活性化を促すことが
知られている。 

 

（３） SERT 阻害剤による薬理学実験 
モノアラガイ中枢神経系を単離し、生理学実

験により SERT 阻害剤効果を検討した。実験

には、味覚嫌悪学習で重要な働きを持つ特定

セロトニン分泌神経細胞（CGC）と、CGC から

直接入力を受ける唾液腺運動神経細胞（B1）

を用いた。CGC に対し

て一定の電気刺激を

与え、B1 細胞の応答

を解析した。 
 
また、SERT 選択的阻
害剤として、哺乳類
で用いられるフルボ
キサミン、シタロプ
ラムとともに、ドー
パミントランスポー
ター阻害剤マジンド
ルを使用した。（研究
協力者：小林 卓） 
 
 
（４） 学習に関わる CGC からのセロトニン

放出量解析 
連合学習の一種である味覚嫌悪学習を施し
た個体、またコントロールとして無刺激の個
体から中枢神経系を単離し、学習後 30 分に
おけるCGC－B1間のシナプス伝達効率を解析
した。（研究協力者：濱 徳行） 
 
 
４．研究成果 
（１）中枢神経系における SERT 遺伝子発現 
モノアラガイ中枢神経系において SERT 遺伝
子発現様式を観察した結果、セロトニン含有
神経細胞における SERT 遺伝子発現を確認し
た。また、CGC を含む神経節においては、CGC
のみが主に SERT 遺伝子を発現していること
を確認した。（論文④） 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２） 学習に関わる CGC からのセロトニン
放出量解析 

学習による中枢神経系内 SERT 遺伝子発現変
化 
味覚嫌悪学習のトレーニングを施した個
体群（学習群）とコントロール群から味覚
嫌悪学習で重要なセロトニン細胞CGCを含
む神経節を採集し、SERT 遺伝子発現量の定
量解析を行った。その結果、学習 30分後
において、学習群のSERT遺伝子発現量は、
コントロール群に比べて有意に上昇して
いることが示された。 
 
（３）SERT 遺伝子転写活性測定 
モノアラガイ SERT 遺伝子上流領域には複数
の転写調節因子CREBの標的配列が存在する。
CREB による転写調節機構は動物種を通して
保存されているため、哺乳類培養細胞系を解
析に使用した。その結果、PKA活性化剤フォ
ルスコリン投与後にモノアラガイ SERT 遺伝
子上流領域（1,700 塩基）による転写活性能
が上昇した。同結果から、モノアラガイ SERT
遺伝子発現にはcAMP経路を介した CREB によ
る転写活性機構が働くことが示された。 
 
（４）SERT 阻害剤による薬理学実験 

本実験では、特定セロトニン分泌神経細胞

（CGC）と、CGCから直接入力を受ける唾液腺

運動細胞（B1）間のシナプス伝達において

SERT 阻害剤の薬理効果を検討した。その結果、

哺乳類で使用される SERT 阻害剤（フルボキ

サミン、シタロプラム）は効果を示さず、ド

ーパミントランスポーター阻害剤（マジンド

ル）はシナプス伝達効率を増強し、強い SERT

阻害効果を示した。申請者が同定した遺伝子

配列から、モノアラガイ SERT アミノ酸配列

では SERT 阻害剤作用に関わる部位が哺乳類

などと異なって、ドーパミン阻害剤反応性配

列になっていることが分かっていた。このた

め、この結果は配列解析と一致しており、CGC

－B1細胞間におけるSERTの機能を確認した。 

 

 

 

 

 

（５） 学習によるセロトニン分泌神経細胞
の生理応答変化 

味覚嫌悪学習トレーニングを施した個体群

（学習群）とコントロール群（非学習群）か

ら中枢神経系を摘出し、CGC―B1 細胞間のシ

ナプス伝達効率を解析した。その結果、学習

後には CGC-唾液腺運動神経細胞 B1 間のシナ

プス伝達効率が減弱することがわかった。ま

た、この結果は、味覚嫌悪学習によるそしゃ

く行動・唾液分泌の減少という行動レベルの

変化とも一致することが示された。 

 

 

以上の結果より、味覚を用いた連合学習は転

写調節因子 CREB を介してセロトニン分泌神

経細胞内の SERT 遺伝子発現を促進すること

が示された。特に、学習行動による唾液腺活

動低下（行動レベル）、セロトニン分泌細胞

から唾液腺運動神経細胞に対するシナプス

入力の減弱（細胞レベル）、同細胞における

SERT 遺伝子発現上昇（遺伝子レベル）という

変化が一致することを確認した。本研究によ

り行動―細胞―遺伝子という生物学的階層

性を通した解析を進め、SERT 遺伝子発現量と

生理応答変化および学習行動変化との関係

を示した。 
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