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研究成果の概要（和文）：現在の学習モデルではドーパミン（DA）作動性神経細胞が無条件刺激情報を記憶中枢
に伝達して学習強化が起こると考えられている。ショウジョウバエで嫌悪性匂い条件付け学習を行い、in vivo
脳機能イメージングにより記憶中枢キノコ体への嫌悪情報の伝達経路とDAによる学習強化過程の実体を調べ、嫌
悪情報はDAでなく、キノコ体を取り囲むグリア細胞から開口放出されるグルタミン酸（Glu）によりNMDA受容体
に伝達されること、学習強化は条件刺激情報と無条件刺激情報が同期入力したキノコ体神経細胞が産生する一酸
化炭素（CO）により局所的に放出されるDAにより条件付け後に起こることが分かった。

研究成果の概要（英文）：The prevailing model of associative learning proposes that dopaminergic (DA)
 neurons transmit unconditioned stimulus (US) information to reinforce learning, while our ex vivo 
Drosophila functional brain imaging analyses suggest that aversive US information is transmitted to 
the Drosophila memory center, the mushroom body (MB), by glutamatergic (Glu) neurons. We conducted 
in vivo brain functional imaging in Drosophila. We found that aversive US was transmitted to the MB 
and DA neurons by Glu, which was released by ensheathing glia (EG) that surrounds the MB. 
Furthermore, DA did not reinforce learning during conditioning but instead after conditioning. We 
found that DA release that reinforces learning was induced by the postsynaptic MB neurons and is 
highly reminiscent of the on-demand DA release identified in the ex vivo functional imaging. We 
propose that transmitting US information and reinforcement are distinct processes.

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ドーパミン（DA）は高次脳機能のみならず、運動調節、神経内分泌、視覚など様々な脳機能も調節している。し
かしDA神経細胞の数は僅かであり、どのようにして多様な脳機能を個別に制御しているのか依然として不明であ
る。本研究ではDA神経細胞が従来の古典的なシナプス伝達に加えて、シナプス後細胞から誘導されるシグナルに
より局所的なシナプス伝達を行うことを示したことに学術的意義があり、放出様式に応じた脳機能制御の実体を
さらに解明することで各種精神神経疾患の背景を明らかにできるという社会的意義がある。

※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（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 
 
ドーパミン（DA）による強化は動物種を越えて学習に必要な過程となっているが、回路レベル

やシナプスレベルでの実体（いつどのようにして、何が起こるのか）は依然として不明である。

匂いと電気ショックを組み合わせたショウジョウバエの嫌悪性匂い条件付けにおいても、DA に

よる学習強化は必須の過程であり、D1 受容体の変異体や記憶中枢キノコ体へ投射する DA 神経

細胞からの DA 放出を停止させた組み換え体では匂い嫌悪学習が成立しない。これまでの行動

心理学、行動遺伝学的解析から、嫌悪性匂い条件付けにおいては無条件刺激（上記嫌悪性条件付

けでは電気ショック）情報を DA が記憶中枢に伝達することで学習を強化すると考えられてき

た。即ちこのモデルでは、ショウジョウバエの記憶中枢キノコ体にコリン作動性神経により匂い

情報が、DA 作動性により嫌悪（電気ショック）情報が伝達され、これら二つの経路からの同期

した入力によりキノコ体神経細胞で匂い情報と嫌悪情報が連合して記憶情報が形成され、記憶

に関連したシナプス可塑性が起こる（記憶がコードされる）と考えられてきた。 
我々はキノコ体を中心としたこれら神経細胞で構成される神経回路の動作機序を明確にする

ため単離した脳を用いた ex vivo 脳機能イメージング解析を行い、キノコ体への匂い情報伝達経

路がニコチン酸受容体を介したコリン作動性入力であることを確認した一方で、嫌悪情報伝達

経路は DA 作動性ではなく、NMDA 受容体を介したグルタミン酸（Glu）作動性入力であること

が示唆された。さらにコリン作動性の匂い情報伝達経路と嫌悪情報伝達経路の NMDA 受容体を

同期して刺激すると、同期入力を受けたキノコ体神経細胞に対して局所的に起こる新たな DA 放

出機序を見出した。この局所的に放出された DA により、同期入力を受けたキノコ体神経細胞で

シナプス伝達が亢進することから、この新規放出機序をオンデマンド放出と名付けた。さらにキ

ノコ体への同期入力からオンデマンド DA 放出に至る過程の分子機構を調べたところ、同期入

力を受けたキノコ体が一酸化炭素（CO）を産生すること、CO は前シナプス DA 放出部位のリア

ノジン受容体を活性化し、細胞内 Ca2+貯蔵庫から Ca2+を流出させることが分かり、この流出し

た Ca2+により DA が CO を産生したキノコ体神経細胞に放出されることが分かった。一方嫌悪

情報伝達経路は DA でなく Glu であることが示唆されたがキノコ体に投射する Glu 作動性神経

細胞は同定されていない。 
 
２．研究の目的 
 
上記の結果は ex vivo 脳機能イメージング解析で得られたものである。本研究の目的は（１）実

際の嫌悪性連合学習において、嫌悪情報を伝達する Glu 経路は何か？（２）オンデマンド DA 放

出が生体で連合学習に関与しているのか？などを明らかにすることにある。Glu 神経細胞のマー

カーに小胞 Glu 輸送体（VGLUT）があるが、既知の VGLUT 陽性神経細胞でキノコ体に投射す

るものは見出されていない。本研究により ex vivo 脳機能イメージング解析で存在が示唆された

Glu 作動性神経細胞を新たに同定するとともに、同じく ex vivo 脳機能イメージング解析で見出

された新規 DA 放出が学習強化シグナルとして働く可能性を検証して、DA による学習強化モデ

ルの更新を試みる。 
 
３．研究の方法 
 
（１）嫌悪情報伝達経路の同定：DNA 配列データベースを用いて、既知のショウジョウバエ

VGLUT、マウス VGLUT と相同性を持つ遺伝子を検索し、その遺伝子産物が Glu 輸送能、抗体

を作製して脳内発現部位の同定などを行い、当該遺伝子がキノコ体に投射する神経細胞に発現

する新規 VGLUT であることを明らかにする。続けて行動遺伝学的解析を行い、当該遺伝子が連

合学習に必要なことを調べる。顕微鏡下にハエを固定して in vivo 脳機能イメージングを行い、

同定した Glu 作動性神経細胞が嫌悪性連合学習に必要な嫌悪情報をキノコ体に伝達しているこ

とを検証する。 
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（２）学習過程における DA 放出機序の解析と DA による強化機構の解明：先ず嫌悪性匂い条件

付けのいつどのタイミングで放出される DA が条件付けによる連合学習を強化するか、可逆的

に DA 放出を停止できる熱遺伝学的手法を用いて明らかにする。次に顕微鏡下にハエを固定し

て in vivo 脳機能イメージングを行い、嫌悪性匂い条件付けの学習・保持・想起の各過程で DA 放

出と DA 終末での Ca2+応答を調べ、匂い単独呈示、ショック単独呈示の時の応答と比較すると

ともに、先の行動遺伝学的解析の結果に対応した DA 放出が起こるか検証する。続けてオンデマ

ンド放出への関与が見出されたキノコ体神経細胞の NMDA 受容体、一酸化炭素合成酵素と DA
神経細胞のリアノジン受容体がそれぞれ学習強化に対応する DA 放出に関与するかを調べる。 
 
４．研究成果 
 
（１）嫌悪情報伝達経路の同定  
嫌悪感覚情報が DA でなく Glu により伝達されることが示唆されたが、既存のショウジョウバ

エ VGLUT 陽性神経細胞で MB に投射している Glu 作動性神経細胞はなかった。そこで新規の

Glu 作動性神経細胞の同定を行い、そのなかから嫌悪感覚情報を MB に伝達するものを調べた。 
 
① 新規小胞グルタミン酸輸送体の同定：既存のショウジョウバエ VGLUT と相同性の高い遺伝

子をデータベース検索から見出し、その遺伝子産物が VGLUT 同様、人工膜小胞で VGLUT とし

て機能することを明らかにした。既知の VGLUT を DVGLUT1、新たに見出した VGLUT を

DVGLUT2 と命名した。DVGLUT2 の発現部位

を調べたところ、意外なことに神経細胞でなく、

キノコ体を取り囲むグリア細胞（EG）に発現し

ていること（図１）、EG で DVGLUT2 をノック

ダウンすると嫌悪性匂い条件付けが顕著に抑制

されるのに対して、神経細胞や他のグリア細胞

でノックダウンしても嫌悪性匂い条件付けは正

常に成立することが分かった。 
 
② EG による嫌悪情報の伝達機序の解明：次にキノコ体に Glu センサーを発現して、Glu が匂い

でなく嫌悪刺激に対応して放出されること、EG からのシナプス小胞開口放出を人為的に熱遺伝

学的手法により停止させると嫌悪刺激に応じた Glu 放出が消失することなどから、ショックに

図 1：キノコ体（赤）を取り囲むグリア細胞（緑） 

図２ グリア細胞による嫌悪情報伝達と連合学習 キノコ体を取り囲むグリア細胞から放出された
グルタミン酸（Glu）はドーパミン神経細胞のカイニン酸受容体（KAR）とキノコ体神経細胞の NMDA
受容体（NMDAR）に結合するが、NMDA 受容体を介した Ca2+流入は匂い刺激で興奮した右側のキ
ノコ体神経細胞でしか起こらない。 
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対応してEGからGluが放出されることが示された。さらに嫌悪情報のキノコ体への入力がMg2+
ブロック特性を持つ NMDA 受容体を介することに対応して、ショック単独ではキノコ体の Ca2+
応答が起こらないが、匂い呈示と同期させてショックを与えると Ca2+応答が起こること、また

細胞外 Mg2+を低下させるとショック単独でも Ca2+応答が起きた。これは匂い呈示によりキノ

コ体神経細胞が脱分極したことで NMDA 受容体の Mg2+ブロックが解除され、EG から放出され

た Glu により NMDA 受容体が活性化されて Ca2+流入が起きたことを示唆している（図２）。こ

れまでの研究から嫌悪刺激に応じて DA が放出されることが報告されており、これが連合学習

では強化シグナルとなることが示唆されている。実際、ショック呈示に対応して DA が放出され

ることを我々も確認したが、実はこの DA 放出が EG から放出された Glu による DA 神経細胞の

カイニン酸受容体の活性化によることが分かった（図２）。さらに DA 神経細胞のカイニン酸受

容体をノックダウンしても嫌悪性匂い条件付けは正常に成立した。以上の結果から嫌悪性連合

学習に必要な嫌悪情報の伝達は、ex vivo 脳機能イメージング解析で予想された通り、DA でなく

EG から NMDA 受容体に放出される Glu によること、さらに嫌悪情報の伝達と DA による学習

強化は別の過程であることが示唆された。 
 

（２）学習過程における DA 放出機序の解析と DA による強化機構の解明 
これまでの研究から学習強化は DA による無条件刺激情報の伝達自体と考えられてきた。しか

し ex vivo 脳機能イメージング解析と、上記の嫌悪情報伝達経路の同定から、このモデルの修正

が必要なことが示唆された。そこで学習強化を担う DA 放出を同定するとともに、学習モデルの

更新を試みた。 
 
① 学習強化を担う DA 放出タイミングの同定：こ

れまでの嫌悪性匂い条件付けの解析から、D1 受容

体の欠失変異体や、DA 神経細胞からの放出を停止

した組み換え体では学習が成立しないことが分か

っていた。ではどのタイミングで、どこに放出され

る DA が学習強化を担うのか？を明らかにするた

め、可逆的にシナプス伝達を阻害できる熱遺伝学的

手法を用いて、DA神経細胞の各投射領域において、

色々なタイミングで DA 放出を停止して調べた。そ

の結果、条件付け中に放出される DA でなく、条件

付け後にキノコ体の γ lobe 基底部（γ1）領域（図３）

に放出される DA が学習強化を担うことが示唆さ

れた。 
 
② 学習強化を担う DA 放出のイメージング解析：では条件付け中だけでなく、条件付け後にも

DA は放出されるのか？を明らかにするため、顕微鏡下に固定したショウジョウバエで匂いと電

気ショックを組み合わせた嫌悪性匂い条件付けを行い、キノコ体に放出される DA の in vivo イ

メージング解析を、γ1 領域を中心に行った。DA 放出は匂い単独とショック単独でそれぞれで起

きたが、匂いとショックを同時与える嫌悪性匂い条件付けを行うと、条件付け中の DA 放出に加

えて、条件付け後も放出が持続し、条件付け中の DA 放出量も匂い単独、ショック単独の放出量

の合算より多くなっていた。学習強化に必要な Gs 結合型 D1 受容体は活性化により細胞内 cAMP
の産生を上昇させる。そこで条件付けに応じたキノコ体 cAMP 産生を調べたところ、匂い単独、

ショック単独呈示で上昇する cAMP より匂いとショックを同時に呈示した条件付けによりさら

に大きな上昇が見られ、これが条件付け後も持続することが分かった。この結果から匂いと嫌悪

情報の連合により誘導される DA の放出があり、それが条件付け後も持続することで学習が強

化されることが示唆された。 
 
③ 連合依存性に起こる DA 放出の放出機構の解明：匂いとショックの同期呈示によりおこる連

合依存性の DA 放出は、ex vivo 脳機能イメージング解析で見出されたオンデマンド DA 放出に

図３ PPL1 と PAM クラスターからキノコ
体に投射する DA 神経細胞 キノコ体は
α1-3, α’1-3, γ1-5 などの機能的な区画に
分けられる  
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放出条件がよく似ている。そこで DA 感受性プローブをキノコ体に発現した個体で顕微鏡下に

嫌悪性匂い条件付けを行い、オンデマンド放出に至るキノコ体での NMDA 受容体（NR）の活性

化、CO 産生、DA 神経細胞でのリアノジン受容体（RyR）の活性化の各過程を遺伝学的手法によ

り阻害して、嫌悪性匂い条件付けによる DA 放出に対する影響を調べた。その結果、キノコ体で

NMDA 受容体または CO 産生酵素をノックダウンした系統、DA 神経細胞でリアノジン受容体を

ノックダウンした系統いずれにおいても、匂い条件付けに応じて起こる条件付け中から条件付

け後の DA 放出が顕著に障害されていた。一方、匂いを単独で、ショックを単独で呈示したとき

の DA 放出に、各ノックダウン系統で大きな変化がなかった。さらにキノコ体に投射する DA 神

経細胞に DA プローブを発現した個体で DA 放出を調べたところ、こちらも上記過程の阻害によ

り、条件付けに応じて起こる条件付け中から条件付け後の DA 放出は顕著に障害された一方で、

匂い単独またはショック単独での呈示に応じた DA 放出は障害されなかった。これらの結果か

ら in vivo においてもオンデマンド DA 放出が起こり、これが学習を強化することが示唆された

（図４）。 
 
④ DA による学習強化の実体：ここまでの結果から DA による学習強化は学習中でなく、学習

後に起こること、学習後にも持続する DA 放出はオンデマンド放出であることが示唆された。で

は学習強化の実体とはなにか？を明らかにするため、次の二つの可能性を調べた。第一の可能性

では学習直後は未だ学習が成立せず学習後の DA により学習が成立する。第二の可能性では DA
がなくとも学習は一旦成立するがその後の DA 供与がないと消失してしまう。これらの可能性

を検討するため、先ず野生型で条件付け直後と条件付け 3 分後の記憶を調べたところ、条件付け

直後の記憶スコアは条件付け 3 分後の記憶スコアと変わらず高かった。この結果から、条件付け

直後で学習は成立することが示唆された。次に条件付けから記憶テストまで、熱遺伝学的手法に

より DA 放出を止めた状態で行ったところ、DA 不在でも条件付け直後の記憶スコアは高かった

が、この状況では条件付け 3 分後の記憶スコアは大きく低下していた。以上の結果から DA によ

る学習強化の実体は、学習形成でなく、一旦形成された学習の維持にあることが示唆された。 

図４ これまでの学習回路モデル（左）と in vivo イメージングで確認された新たな回路モデ
ル（右） 匂い情報の入力と体性感覚経路を介した嫌悪情報が同期して入力したキノコ体
神経細胞では CO 産生酵素（Heme Oxygenase)により CO が産生され、逆行性に局所的
な DA 放出が誘導される 
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