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研究成果の概要（和文）： 

現在、「脳と栄養」への関心が社会的に高まっている。従って、「スポーツ栄養学」に基づいた

運動時の体調管理が常識となっているように、脳機能に対する栄養素の役割が網羅的に解析さ

れ、正確な「脳栄養学」的知識が社会に提供される必要に迫られている。一方、薬剤開発に比

較して、精神・神経疾患に対する機能性食品の応用は簡便かつ広範な改善や予防方法開発に貢

献できる。以上の背景から、本研究課題では、脂溶性ビタミンや不飽和脂肪酸を中心とする脂

溶性栄養素による脳機能制御機構を解明し、脳機能向上及び脳機能障害改善の方法を開発する

ことを目的とした。 
 脂溶性ビタミンの一つビタミン A の活性本体はその代謝産物であるレチノイン酸であり、レ

チノイン酸受容体を介して、その生理作用が発現される。本研究では、このレチノイン酸受容

体のコンディショナル変異マウスを作製し、脳内特異的、かつ、成体時のビタミン A 情報伝達

経路を阻害した影響を解析した。その結果、ビタミン A 情報伝達経路の阻害により、海馬依存

性記憶形成と海馬 CA1 領域の長期増強(Long-Term Potentiation; LTP)の障害が観察された。さら

に、記憶形成及び LTP をより強い条件下で誘導することで、これらの障害の改善が認められ、

海馬依存性記憶能力と LTP の間に相関関係が認められた。また、生化学的解析により、変異マ

ウスの海馬では AMPA 型グルタミン酸受容体サブユニット GluR1 及び PSD95 の発現低下が観

察された。以上の結果より、ビタミン A 情報伝達経路は海馬の神経可塑性制御を介して、記憶

形成を正に制御すると結論した。 
 脳機能に対する不飽和脂肪酸類の重要性が唱えられているものの、その作用機構は不明であ

る。一方、記憶は想起されると不安定になり、タンパク質合成依存的な再固定化のプロセスを

経ることで再度安定した記憶として貯蔵される。この記憶不安定化のメカニズムに着目し、記

憶不安定化に対するカナビノイド受容体(CB1)の役割を解析した。その結果、恐怖条件付け文脈

学習及びモリス水迷路課題を用いた解析から、記憶想起後にタンパク質合成阻害剤アニソマイ

シンと、CB1 のアンタゴニスト (SR141716A)とを同時投与した場合には、タンパク質合成阻害

による記憶の破壊が妨げられた。以上の結果から、想起後の記憶不安定化のメカニズムには海

馬における CB1 が必要であることが明らかとなった。従って、内因性カナビノイドの増加によ

り、恐怖記憶不安定化が促進され、PTSD などの恐怖記憶が原因となった精神疾患の改善が期

待されることが示唆された。 
 以上の一連の結果により、脳機能に対するビタミン A 及び内因性カナビノイドの重要性が示
され、これら脂溶性栄養素が脳機能向上や脳機能要害改善に貢献する可能性が示された。この
可能性に関して、様々な脳機能障害モデルマウスを用いて解析を進めている。 
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研究成果の概要（英文）： 
Understanding roles of nutrient factors in brain function and mechanisms of the regulation of 
brain function by nutrient factors is important to develop the treatment for brain diseases. To 
do this, we have investigated roles of fat soluble-nutrient factors (Vitamin A (Retinoic Acid) 
and cannabinoids) in brain function.  
  Retinoic acid receptors (RARs) ubiquitously and highly express in brain. Previous studies 
have shown that RA-deficient mice and RARs knock out mice exhibit impairments of both 
hippocampal LTP and spatial memory, suggesting an essential role of RARs in learning and 
memory. To clarify the roles of RARs in learning and memory, we generated conditional 
mutant mice that enable to regulate forebrain-specific overexpression of RAR-alpha or 
dominant negative mutant (dn) of RAR-alpha using tetracycline system. We showed that 
dnRAR mice display impairments of AMPA receptor-mediated excitatory postsynaptic potentials 
and LTP in the hippocampus and hippocampus-dependent memory formation in a dnRAR 
expression-dependent manner. These observations suggest that RARs play important roles in 
hippocampus-dependent learning/memory and hippocampal LTP.  Interestingly, we also found that 
dnRAR mice display down-regulation of PSD-95 and AMPA receptor subunit GluR1, but not 
NMDA receptor subunit NR1, in the hippocampus in a dnRAR expression-dependent manner. 
Therefore, we suggest that down-regulations of PSD-95 and GluR1 lead to impairments of 
hippocampus-dependent learning/memory and hippocampal LTP in dnRAR mice. 
   There is growing evidence that the reactivated long-term memory is de-stabilized and then 
re-stabilized through a gene expression dependent reconsolidation process. However, little is 
known about molecular mechanisms underlying destabilization of retrieved memory.  Therefore, 
we examined roles of cannabinoid receptor CB1 in the destabilization of reactivated spatial and fear 
memory using Morris water maze and contextual fear conditioning tests. Infusion of an antagonist 
of CB1 receptor (SR141716A) together with anisomycin into hippocampus immediately after 
memory retrieval prevented the disruption of reactivated memory by protein synthesis inhibition.  
These results suggest that reactivated memory is destabilized through activation of hippocampal 
CB1 receptor.  
     From these studies, we suggest that vitamin A and endogenous cannabinoid are important to 
maintain and improve brain functions such as learning and memory.  We are now examining 
effects of these fat-soluble factors on brain diseases using mouse model of brain diseases such as 
PTSD, memory deficits and anxiety.  
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１．研究開始当初の背景 
現在のストレス社会を背景にした鬱病、不安
障害、睡眠障害による社会的損失は数兆円に
も上ると言われており、心的外傷後ストレス
障害(PTSD)や統合失調症等の精神疾患、認知
症やパーキンソン病等の神経疾患も主要な
疾患と認識されつつある。また、加齢に伴う

記憶障害は老齢化社会では大きな問題とな
ることが予想される。今後の我が国の QOL
を向上させるには、これらの問題の解決が必
要とされ、医学的なアプローチ以外にも多様
な解決策が求められている。 
 現在、このような精神・神経疾患に対する
創薬や治療方法開発が進められているが、有



効な治療薬剤開発にはかなりの時間を要す
ることが予想される。そこで、脳障害改善や
脳機能維持のために既存の食品やサプリメ
ントが利用できれば、精神・神経疾患解決に
有効かつ簡便に進展をもたらすと考えられ
る。実際に、精神医学の領域では震災や事故
後の PTSD 発症予防のための栄養サプリメン
トの有効性が検討され始めている。一方、近
年の脳健康ブームにより、脳機能を維持ある
いは改善する栄養素や機能性食品に社会的
関心が集まっている。しかし、欠乏実験の知
見からは、ほとんどの栄養素が脳機能に関係
することは明らかであるが、その役割が明確
にされた栄養素は少なく、その作用機構まで
解明されているものはさらに少ないのが現
状である。しかも、実験的知見が少ないのに
も関わらず、脳機能に対する栄養素の機能が
誇大広告され、商品化されている例も頻繁に
見られている。従って、現在、「スポーツ栄
養学」に基づいた運動時の体調管理が常識と
なっているように、脳機能に対する栄養素の
役割が網羅的に解析され、正確な「脳栄養学」
的知識が社会に提供される必要に迫られて
いると言える。 
 脳神経系に対する役割が明確にされてい
る栄養素が少ない原因として、病的な欠乏動
物では行動解析などの脳機能解析が困難で
ある点、最近まで脳機能解析のためのスタン
ダードな方法が確立されていなかった点、そ
もそも分子レベルでの栄養素の作用機構が
不明であった点などが挙げられる。従って、
分子生物学・生理学・行動学・組織学的手法
を用いた脳機能解析技術が確立され、脳機能
解析が急速に進展している現在では、脳機能
に対する栄養素の役割解析のための準備が
整ったと言える。特に、組織特異的に遺伝子
変異を誘導するマウス遺伝学的手法が確立
されたことから、この方法を応用すれば脳特
異的に栄養素の欠乏あるいは過剰状態を人
為的に導くことも可能となっている。 
 以上の背景から、本研究では脳栄養学的ア
プローチにより、脂溶性栄養素群による脳機
能制御機構を明らかにする。さらに、この知
見を基にして、脂溶性栄養素群による脳機能
向上及び脳機能障害改善を試みる。 
 
２．研究の目的 
脂溶性食品成分であるビタミン A は生体内
でレチノイン酸に代謝され、核内受容体であ
るレチノイン酸受容体(RAR、RXR)に結合し
て転写調節を行うことで多様な生理作用を
発揮する。申請者の行動薬理的解析や、RAR
やRXRの遺伝子欠損マウスの解析から、RAR
や RXR が学習、情動行動及び行動活性制御
に関わることが明らかとなり、レチノイン酸
の脳機能に対する重要性が示唆されている。
また、脳機能に対する有用性が示唆されてい

るドコサヘキサエン酸が RXR の生体内リガ
ンドであることも明らかとなっている。 
 申請者は、行動薬理学的解析からレチノイ
ン酸の脳機能制御に対する重要性に着目し、
レチノイン酸受容体による脳機能制御機構
の解明を試みてきた。実際には、平成 17-18
年度科研費基盤研究(c)の助成のもとで、前脳
特異的な野生型レチノイン酸受容体(RAR)過
剰発現マウスを作製・解析してきた。以上の
背景から、本研究では、まず、レチノイン酸
情報伝達経路による記憶制御機構を詳細に
解析し、さらに、記憶障害を中心とした脳機
能障害に対するビタミン A の有効性を検討
することを目的とした。 
 一方、不飽和脂肪酸群が精神疾患等の治療
に応用され始めている。そこで、本課題では、
レチノイン酸ばかりではなく、不飽和脂肪酸
を含めた脂溶性栄養素にまで研究のターゲ
ットを拡大し、脳機能に対する脂溶性栄養素
の役割及びその作用機構を分子レベルで解
明することを試みた。 
 さらに、脳機能障害モデルマウス群をアッ
セイ系として用いて、これら脂溶性栄養素を
用いた脳機能維持及び障害改善方法を提示
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ビタミン A情報伝達経路による脳制御機
構の解析 
レチノイン酸受容体群は脳で広く高発現し
ているものの、その脳における機能は明らか
にされていない。特に、レチノイン酸は発生
分化に中心的な役割を果たすことが古くか
ら明らかにされており、その脳機能発達に対
する重要性が示唆される。本研究では、これ
まで進めてきた RAR 過剰発現変異マウス群
(gain of RAR-function)の作製を継続し、さらに、
活性型及び不活性型変異体群を利用して
RAR,のコンディショナル変異マウス群を新
たに作製した。以上の変異型マウスを行動
学・生化学・電気生理学的に解析し、成体の
脳機能に対するビタミン Aの役割の解析を試
みた。さらに、アレイ解析及びプロテオミク
ス解析も導入して、その作用機構の解明も目
指した。 
 実際には、テトラサイクリンシステムを用
いて、野生型レチノイン酸受容体(RAR)ある
いはドミナントネガティブ変異型レチノイ
ン酸受容体(dnRAR)をテトラサイクリン応
答性プロモーター制御下で発現するマウス
を作製した。これらのマウスとαCaMKII プ
ロモーター制御下でテトラサイクリン依存
性転写因子 tTA（Tet-R VP16）を前脳領域特
異的に発現するマウス(tTA)とを交配し、ダブ
ルトランスジェニックマウスを作製した。テ
トラサイクリンの誘導体ドキシサイクリン
水溶液を飲料水としてダブルトランスジェ



ニックマウスを飼育することで、ドキシサイ
クリン依存的に外来遺伝子由来 mRNA が発
現制御されるかをノザンブロット分析にて
解析した。 
 また、社会的認知記憶課題、恐怖条件付け
文脈学習課題、モリス水迷路課題、オープン
フィールドテスト、明暗箱往来テスト、強制
水泳試験等を用いて、コンディショナル変異
マウス群の行動解析を行った。 
 さらに、海馬 CA1 ニューロンにおけるシ
ナプス伝達効率に関して、フィールドレコー
ディング法により、コンディショナル変異マ
ウス群の basal synaptic transmission 及び
長期増強(long-term potentiation; LTP)を電
気生理学的に解析した。 
(2) 脂溶性栄養素群による脳制御機構の解
析 
 脳機能維持に対するアラキドン酸などの
脂溶性栄養素群の重要性が示唆されている
ため、アラキドン酸より代謝され生成される
内因性カナビノイドに注目して、記憶制御機
構を中心にカナビノイドの役割を解析した。
実際には、脳内で高い発現を示すカナビノイ
ド受容体 CB1のアンタゴニスト及びアゴニス
トを脳内に微量注入し、恐怖条件付け文脈学
習課題を中心に、その影響を解析した。 
(3) 脳機能障害モデルマウスの障害改善へ
の脂溶性栄養素の応用 
 申請者らが開発あるいは入手した記憶障
害、認知症、不安障害、パーキンソン病など
の脳機能障害モデルマウス群にビタミン Aを
与えることで、これらの変異マウス群の脳機
能障害が改善できないかを検討した。また、
申請者が作製したレチノイン酸受容体過剰
発現マウスあるいは新規作製した変異マウ
ス群と脳機能障害モデルマウス群とを交配
し、脳機能障害に対する脂溶性栄養素の情報
伝達経路活性化の影響を遺伝学的に解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) ビタミン A情報伝達経路による脳制御機
構の解析 
RAR の loss of function の効果を解析するた
め、Tet-off システムを用いて RARαのドミ
ナントネガティブ型変異体(dn RARα)を前
脳特異的に発現制御可能な TgM(dn RARα
/tTA TgM)を作製した。一方、RAR の gain of 
function の効果を解析するため、αCaMKⅡ
プロモーター制御下で前脳特異的に RARα
を過剰発現させた RARα TgM、及び、前述
した Tet-off システムにより前脳特異的に
RARαの発現を制御可能なダブル TgM 
(RARα/tTA TgM)を作製した。以上のトラン
スジェニックマウス群の前脳領域、海馬及び
大脳皮質では、ノザンブロッティング解析、
ウエスタンブロッティング解析及び RT-PCR

解析により、顕著な外来遺伝子の発現が観察
された。また、レチノイン酸情報伝達系の活
性状態を評価するため、RAR 標的遺伝子であ
る RARβmRNA の発現解析も行った結果、
dnRARα発現誘導後にRARβmRNAの発現
低下が観察され、dnRARα発現誘導によりレ
チノイン酸受容体情報伝達経路が負の制御
を受けることが明らかとなった。 
 以下の電気生理学的及び行動学的解析で
は、生後 8 週齢まで飲料水に添加した dox を
摂取させて、その後 dox 投与を停止し、成体
時 に dnRAR α の 発 現 を 誘 導 さ せ た
RAR-OFF/ON マウスを用いた。 
 海馬 LTP の電気生理学的解析では、１回の
テタヌス刺激後に海馬 CA1 領域の LTP に減
弱が観察されたものの、4 回テタヌス刺激を
与えることによって、この LTP の障害は解消
された。また、basal synaptic transmission
を解析した場合には、input-output 解析にお
いて障害が観察され、この障害が LTP 障害の
原因となっている可能性が強く示唆された。  
 社会的認知記憶課題において、dnRARα 
TgMに未成熟マウスを1.5分間提示する学習
条件下では 2 時間記憶（短期記憶）の障害が
観察されたが、3 分間提示して学習条件を強
くすると、この障害が改善された。また、こ
の変異型マウスでは 24 時間の長期記憶にも
障害が観察されたが、10 分から２時間の時間
間隔で 2 回学習させる間隔学習（spaced 
training）によりこの障害も改善された。ま
た、同様の結果がモリス水迷路を用いた解析
でも再現された、すなわち、トレーニングを
１日 1 分間隔で２回７日間行った場合には空
間記憶形成に障害が観察されたものの、トレ
ーニングの間隔を１時間に広げることで、こ
の障害が改善されることが明らかとなった。
以上の結果は、変異型マウスでは、海馬 LTP
の障害も刺激強度を高めることで解消され
る結果と類似しており、海馬依存性記憶と海
馬 LTP が強く相関していることを強く示唆
した。 
 さらに、dnRARα TgM 海馬では、dnRARα 
の発現依存的に、神経可塑性制御因子群
PSD-95 と AMPA 型グルタミン酸受容体
GluR1 サブユニットの発現抑制が観察される
ことが明らかとなった。以上の結果から、
PSD-95 と GluR1 の発現低下が記憶障害及び
LTP 障害の一因となっている可能性が示され
た。 
 以上の解析結果より、ビタミン A 情報伝達
経路は海馬の神経可塑性制御を介して、記憶
形成を正に制御すると結論した。 
 一方、発達段階より dnRAR を発現させた
マウスでは、オープンフィールド試験におい
て不安行動の亢進、強制水泳試験および尾懸
垂試験において躁様行動の亢進がそれぞれ
観察され、さらに、社会行動試験においても



社会行動の異常が観察された。以上の結果か
ら、前脳領域レチノイン酸情報伝達系の慢性
的な不活性化は情動行動に顕著な異常を導
くこと、さらに、情動行動制御に対するレチ
ノイン酸情報伝達系の重要性が強く示唆さ
れた。 
(2) 脂溶性栄養素群による脳制御機構の解
析 
 恐怖記憶は想起されると不安定になり、タ
ンパク質合成依存的な再固定化のプロセス
を経ることで再度安定した記憶として貯蔵
される。この記憶不安定化のメカニズムに着
目し、記憶不安定化に対するカナビノイド受
容体(CB1)の役割を解析した。恐怖条件付け
文脈学習課題を用いて、恐怖記憶想起後にタ
ンパク質合成阻害剤アニソマイシン及び、
CB1 のアンタゴニスト(SR141716A)を海馬
に直接投与した。その結果、アニソマイシン
の単独投与では記憶の破壊が観察されたが、
CB1 のアンタゴニストとアニソマイシンと
の同時投与ではアニソマイシンによる記憶
の破壊が妨げられた。以上の結果から、想起
後の記憶不安定化のメカニズムには海馬に
おける CB1 が必要であることが明らかとな
った。 
 また、モリス水迷路試験を用いて空間記憶
不安定化のメカニズムを解析した。２日間の
ト レ ー ニ ン グ 翌 日 の プ ロ ー ブ テ ス ト
(re-exposure)直後に CB1 受容体のアンタゴニ
ストとアニソマイシンを同時に注入すると、
タンパク質合成阻害剤によるによる空間記
憶破壊が阻害された。以上より、空間記憶不
安定化にも海馬における CB1 受容体の機能
が必須であることが示唆された。 
 以上の結果より、内因性カナビノイドの増
加により、恐怖記憶不安定化が促進され、
PTSD などの恐怖記憶が原因となった精神疾
患の改善が期待されることが示唆された。冒
頭に記したように、アラキドン酸摂取が内因
性カナビノイド生成の促進に繋がるため、ア
ラキドン酸の積極的な摂取が精神疾患改善
に寄与するものと考えられた。 
(3) 脳機能障害モデルマウスの障害改善へ
の脂溶性栄養素の応用 
 レチノイン酸受容体過剰発現マウスとア
ルツハイマー型認知症モデルマウスを交配
させたダブルトランスジェニックマウスを
作製し、その行動解析及び生化学的解析を進
め、記憶障害に対するレチノイン酸情報伝達
経路活性化の影響の解析を試みている。 
 また、レチノイン酸受容体過剰発現マウス
にパーキンソン型脳内変性を誘導し、この障
害に対するレチノイン酸情報伝達経路活性
化の影響の解析も試みている。 
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