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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、活性酸素(ROS)が安定した化学修飾を通じて標的分子に長期的作用
を及ぼし得ることに着目し、ROSシグナルの小脳依存的運動学習及びその基盤となるシナプス可塑性の一種、長
期抑圧(long-term depression; LTD)への関与について解明を進めた。その結果、ROS/8-nitro-cGMPシグナル、
及びその下流で活性化されるプロテインキナーゼG/G-substrateシグナルが、小脳運動学習及びLTDの誘導に必要
であることが示された。さらにRイメージング法により、LTD誘導刺激よるROSが産生も示され、生理的作用を有
する因子としてのROSシグナルの機能的役割が示された。

研究成果の概要（英文）：Involvement of reactive oxygen species (ROS)-mediated signals in 
cerebellar-dependent motor learning and the underlying cerebellar synaptic plasticity, long-term 
depression (LTD), was examined, because ROS induces its effects on the target molecules through 
stable chemical modification(s). Optokinetic response (OKR), a kind of cerebellar-dependent motor 
learning, was impaired when inhibitor of ROS or ROS synthase was applied to the cerebellum. 
Cerebellar LTD was also abolished by the inhibitors. As the downstream signals, involvements of 
8-nitro-cGMP in OKR and cerebellar LTD were also demonstrated. In addition, imaging study using 
fluorescent probe for ROS revealed that ROS was produced by neuronal stimulation inducing cerebellar
 LTD, suggesting involvement of endogenous ROS in the motor learning and cerebellar LTD. Taken 
together, essential roles of endogenous ROS - 8-nitro-cGMP signaling in long-term memory of motor 
learning and cerebellar synaptic plasticity were indicated.

研究分野：神経生理学、神経薬理学、基礎老化学

キーワード： reactive oxygen species　long-term memory　motor learning　synaptic plasticity　cerebellum　n
itric oxide　long-term depression　mouse
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研究成果の学術的意義や社会的意義
活性酸素(reactive oxygen species; ROS)は、従来、老化や生活習慣病の原因となる、いわゆる悪玉因子として
生体に作用すると考えられてきた。本研究では、ROSが、その下流となる8-nitro-cGMPを介して、小脳依存的な
運動学習およびその基盤となる小脳シナプス可塑性の一種、長期抑圧(long-term depression; LTD)に関与する
ことが示された。このことはROSは脳の高次機能の発現に必要な生理的因子であることを示唆するものであり、
本成果により、これまで悪玉因子とされてきたROSが生理的シグナルでもあるというパラダイムシフトがもたら
され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。
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１．研究開始当初の背景 

活性酸素(reactive oxygen species; ROS)は、従来、老化や生活習慣病の原因となる、いわゆ

る悪玉因子として生体に作用すると考えられてきた。一方で、近年、ROS の産生酵素の同定が進

むとともに、ROS 産生酵素の脳における発現も報告されており、ROS が脳において酵素依存的に

(調節的に)産生される生理的作用を有する因子であることが示唆されている。しかし、神経活動

依存的な ROS の産生や、脳における ROS の生理的役割及び作用機序に関しては、殆ど不明であっ

た。また、小脳依存的な運動学習およびその基盤となる小脳シナプス可塑性の一種、長期抑圧

(long-term depression; LTD)に関しては、関与するシグナル因子の同定が進んでいるものの、

その長期化のメカニズムについては、研究開始当初、不明であった。そこで我々は、ROS が化学

修飾を介して標的分子に持続的に影響を及ぼし得ることに着目し、ROS シグナルは小脳運動学習

および小脳 LTD に必要であるとの仮説を立て、この仮説を検証するため、本研究課題を立案し

た。 

 

 

２．研究の目的 

ROS シグナルの小脳運動学習および小脳 LTD への関与を明らかにするため、以下の 4つの研究

項目を設定し、研究を推進することを目指した。 

 

(1) 小脳運動学習への ROS シグナルの関与を明らかにする 

 

(2) 小脳 LTD への ROS シグナルの関与を明らかにする 

 

(3) 小脳 LTD の誘導における ROS の下流となるシグナルを同定する 

 

(4) 神経活動依存的な ROS の産生とその分子機構を解明する 

 

 

３．研究の方法 

上記(1)-(4)の研究項目に対して、以下に記すアプローチを用いた。尚、実験動物としてはマウ

ス C57BL/6 系統を用いた。 

 

(1)運動学習については、視機性眼球反応 (optokinetic response; OKR)を専用の装置を用いて

解析する(共同研究) 

 

(2)-(3) 小脳 LTD については、マウス小脳スライス標本を作製し、ホールセルパッチクランプ法

によりシナプス電流応答を解析する 

 

(4) ROS の産生とその分子機構に関しては、ROS 蛍光プローブを用いたイメージング法を用いて

解析する。 

 



尚、上記 1)-4)については、ROS や ROS 合成酵素、あるいは 8-nitro-cGMP シグナル等を阻害して

影響を調べるため、選択的阻害薬を用いる。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) ROS の小脳運動学習への関与  まず初めに、ROS 及び 8-nitro-cGMP の小脳依存的運動学習

への関与を明らかにするため、ROS 分解酵素である superoxide dismutase(SOD)と catalase

を、小脳運動学習(OKR)を担う脳部位である小脳片葉に投与し、ROS シグナル阻害の小脳運

動学習(OKR)への影響を解析した。その結果、それぞれの薬物投与 24時間後に、OKR の有意

な阻害が見られた。これらの結果から、小脳運動学習の一種、OKR への ROS シグナルの関与

が示された。 

 

(2) ROS の小脳 LTD への関与  小脳平行線維－プルキンエ細胞シナプスにおける長期可塑性の

一種、長期抑圧(long-term depression; LTD)は OKR を始めとする小脳運動学習の細胞レベ

ルでの基盤である。そこで、次に、ROS – 8-nitro-cGMP による小脳運動学習阻害の細胞レ

ベルでのメカニズム解明、及び小脳 LTD への ROS – 8-nitro-cGMP シグナルの関与について

調べた。若齢個体由来の小脳急性スライス標本上で、小脳プルキンエ細胞に、上述の

SOD/catalase あるいは 8-nitro-cGMPS を記録電極より投与し、小脳 LTD への影響について

調べた。平行線維を電気刺激するとプルキンエ細胞からシナプスの電気的応答(excitatory 

postsynaptic current; EPSC)が記録されるが、ここで平行線維刺激とプルキンエ細胞の脱

分極の組み合わせ刺激(LTD 誘導刺激)を繰り返し与えると、平行線維シナプス LTD が誘導

される。対照群においては、誘導刺激によりシナプス電流応答は 30%近く減弱し、この状態

が 30 分以上維持される、いわゆる LTD が誘導された。一方、SOD/catalase 投与群、あるい

は 8-nitro-cGMPS 投与群では、LTD の誘導は有意に阻害され、むしろ、LTP 様の変化が認め

られた。これらの結果から、小脳 LTD への ROS – 8-nitro-cGMP シグナルの関与が示され

た。 

 

(3) ROSの下流シグナルの同定  引き続き、ROSの下流で小脳依存的運動学習および小脳

LTDに必要となるシグナルの同定を進めた。小脳 LTDには、カルシウムシグナル、代

謝型グルタミン酸受容体シグナルに加え、一酸化窒素(NO) - 可溶性グアニル酸シクラ

ーゼ – cGMP - プロテインキナーゼ G(PKG) - G-substrateシグナルが関与すること

が明らかにされている。しかし、細胞内カルシウム上昇は一過的であり、一酸化窒素や

cGMP は速やかに反応もしくは代謝により消失するため、シナプス可塑性ひいては運

動学習が持続化するメカニズムについては、不明であった。そこで代表者らは、NOお

よび ROS存在下で合成される新規シグナル分子、8-nitro-cGMPに着目した。8-nitro-

cGMPは cGMPと同様に PKGを活性化することが出来るが、cGMPと異なりホスホ

ジエステラーゼによって代謝されないため、長時間存在し、PKGを持続的に活性化す

ることが可能である。上述の通り、ROSが小脳運動学習(OKR)および小脳 LTDに関与

することが示されたことから、代表者らは、ROS – 8-nitro-cGMPシグナルが、OKR

及び小脳 LTDに関与するとの仮説を立てた。この仮説を検証するため、まず、8-nitro-

cGMPの阻害分子、8-nitro-cGMPSの膜透過型分子を小脳片節に投与し、OKRへの影



響を調べたところ、２４時間後の学習に阻害が見られた。引き続き、8-nitro-cGMPを

記録電極よりプルキンエ細胞に投与し、小脳 LTDへの影響を調べたところ、阻害効果

が見られた。この時も、LTD誘導刺激により LTDは誘導されず、むしろ LTP様の変

化が見られた。以上一連の結果より、8-nitro-cGMP の小脳運動学習及び小脳 LTD へ

の関与が示された。 

 

(4) 神経活動依存的な ROS の産生 上述の研究により、ROS の小脳運動学習及び小脳 LTD への

関与が示されたが、ROS は反応性に富む分子であり、産生後、速やかに反応または代謝によ

り消失する。このことから、小脳 LTD の誘導に関与する ROS は、LTD 誘導刺激により産生さ

れることが推測される。この仮説を検証するため、先ず、小脳スライス標本で ROS(過酸化

水素; H2O2)をイメージングする系の確立に取り組んだ。AmplexRed は、ROS 非存在下では

ほとんど蛍光を発しないが、ROS 存在下では peroxidase の作用により代謝され、代謝産物

レゾルフィンは赤色蛍光を発する。そこで、AmplexRed と peroxidase を記録電極よりプル

キンエ細胞に投与し、過酸化水素を投与したところ、明瞭な赤色蛍光の上昇が見られ、ROS

イメージング系として機能することが示された。引き続き、この ROS イメージング系を用

いて、LTD 誘導刺激による ROS の産生と、ROS 産生酵素の関与について調べた。LTD 誘導刺

激を小脳スライスに与えると、プルキンエ細胞内の赤色蛍光は有意に上昇し、ROS の産生が

示された。しかし、この時に同時に ROS 産生酵素阻害薬、apocynin を投与すると、赤色蛍

光の上昇は完全に阻害された。以上の結果より、神経活動依存的な ROS の産生と、ROS 産生

酵素の関与が示された。 

 

(5) ROS – 8-nitro-cGMPシグナルによるLTPシグナルの阻害 小脳プルキンエ細胞においては、

LTD を誘導する神経刺激により LTP を誘導するシグナル系も活性化されるが、LTP の変化率

(100%以上)は LTD の変化率(20－30％程度)よりもはるかに大きいため、LTP シグナルが阻

害されない限り、LTP により LTD が打ち消され、LTD 刺激により LTD は誘導されず、LTP が

誘導されることになる。上述の通り、ROS および 8-nitro-cGMP を阻害すると、LTD の阻害

に加えて LTD 刺激による LTP の誘導が見られることから、ROS-8-nitro-cGMP は単に LTD 誘

導シグナルを活性化するのみならず、LTP を阻害することで、LTP に打ち消されることなく

LTD を誘導する役割を担っていることが推測される。実際に、代表者の過去の研究により、

活性酸素により小脳 LTP が阻害されることが示されている(Kakizawa et al. Neurobiol 

Aging, 2012)。そこで、本研究では、8-nitro-cGMP による LTP の阻害について解明を進め

た。記録電極より 8-nitro-cGMP をプルキンエ細胞に投与し、LTP 誘導刺激を与えたところ、

LTP の誘導は完全に阻害され、LTD 様の変化も見られなかった。以上の結果より、ROS – 8-

nitro-cGMP シグナルによる小脳 LTP の阻害が明らかになった。 
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