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研究成果の概要（和文）：本研究ではコオロギの嗅覚学習、視覚学習、色覚学習のいずれについ

ても、長期記憶の形成のみに加齢性記憶障害（ボケ）がおこり、そのボケは一酸化窒素(NO)-cGMP

シグナル伝達系の作動薬の投与により完全に回復することを行動学的解析により明らかにした。

またコオロギの長期記憶の形成過程において、NO-cGMP 系の上流でニコチン型アセチルコリン

受容体が働いていることを明らかにした。さらに薬理行動学的手法により「コオロギのボケは

加齢に伴う NO-cGMP 系の活性低下に起因する」という研究代表者の仮説を検証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I revealed that crickets show age-related memory
impairment (AMI) in long-term memory (LTM) formation in three types of learning; to
associate either olfactory, visual pattern or color with water reward. The AMI in each
type of learning were fully recovered by administration of agonists of NO-cGMP signaling
pathway. I also revealed that in the LTM formation mechanism, nicotinic acetylcholine
receptors play role upstream of NO-cGMP pathway. Additional experiments were performed
to test whether degradation of NO-cGMP signaling is responsible for AMI in cricket LTM
formation.
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１．研究開始当初の背景

加齢に伴う記憶能力の低下(加齢性記憶障

害)の神経機構の研究は学習･記憶の形成機

構の解明に繋がるため動物生理学分野にお

いても重要な課題である。研究代表者はフタ

ホシコオロギの学習･記憶形成の神経機構の

研究を行っており、コオロギの長期記憶の形

成過程において一酸化窒素(NO)-環状GMP

(cGMP)シグナル伝達系が重要な役割を示す

ことを見出していた。さらに近年、私は加齢

コオロギでは嗅覚学習の学習獲得や短期記

憶の形成は正常だが、長期記憶だけが作られ

ない、すなわち長期記憶の形成にのみ加齢性

記憶障害がみられることを見出した。それら
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の結果から研究代表者は「NO-cGMP系シグナ

ル伝達系の活性が加齢に伴い低下し、それに

より加齢性記憶障害が引き起こされる」とい

う仮説が浮かび上がってきた。

２．研究の目的

本研究の目的は上記の仮説を実験的に検

証することである。さらに、コオロギの脳の

どこで加齢性記憶障害が起きているのかも

調べる。

３．研究の方法

(1)材料：研究材料にはフタホシコオロギ

（Gryllus bimaculatus）を用いた。コオロ

ギの水への欲求を高めさせるために、実験の

前に 3日間絶水させた。

(2)学習実験：学習訓練では、匂い、視覚

パターンまたは色の条件刺激（conditioned

stimulus: US）と、水（報酬）または塩水（罰）

の無条件刺激（unconditioned stimulus: US）

を対提示（CS-US）した。嗜好性テストを訓

練前と訓練後（1 時間後または 1 日後）に行

い、その結果を比較し学習訓練の効果を評価

した。成虫脱皮 1 週目のコオロギにおいて、

訓練 1日後の長期記憶の形成に必要な学習訓

練の回数は、嗅覚報酬学習が 3-4 回、嗅覚罰

学習が 6 回、視覚報酬学習と色覚報酬学習が

共に 8回である（いずれも訓練の間隔は 5 分

間の spaced training）。嗅覚報酬学習におい

て 1回の学習訓練、もしくは訓練間隔を空け

ない学習訓練（massed training）では、1時

間後の短期記憶は形成されるが、1 日後の長

期記憶は全く形成されない。

(3)薬理：メチルリカコニチン（MLA:ニコ

チン型アセチルコリン受容体(nAChR)阻害

剤）、スコポラミン（ムスカリン型アセチル

コリン受容体(mAChR)阻害剤）、MK-801（グル

タミン酸受容体阻害剤）、metergoline（セロ

トニン受容体阻害剤）、chelerythrine（PKC

阻害剤）、5-Azacytidine（DNA メチルトラン

スフェラーゼ阻害剤）、AEBSF（セリンプロテ

アーゼ阻害剤)、genistein（PTK 阻害剤)、

NOR-3（NO 発生剤)、8br-cGMP（cGMP アナロ

グ)、8br-cAMP（cAMP アナログ)、 ニコチン

（nAChR 作動薬)などを血中投与し、学習や記

憶に与える影響について調べた。

(4)NADPH 免疫組織化学法：低温麻酔したコ
オロギから脳を取り出し、0℃の 3.7%ホルマ
リンエタノール溶液で 12 分間固定し、0℃の
0.1M トリスバッファーでリンスした後、27℃

の NADPH, NBT, Triton X 溶液に 2 時間つけ
て発色し、実体顕微鏡下で観察した。

４．研究成果

(1)研究室の飼育条件下（室温 27 度、12 時

間明暗周期）でのコオロギの平均寿命（成虫

脱皮してから死ぬまでの日数）は、雄と雌を

一緒に飼育している場合では、雌雄ともに約

14 日であった。本研究では成虫脱皮 1週目（4

－7日）のコオロギを若成体コオロギといい、

成虫脱皮 3週目（18－21 日）のコオロギを加

齢コオロギということにする。

(2)加齢コオロギにおいて、嗅覚報酬学習

の訓練前に膜透過型 cAMP(8br-cAMP)を血中

投与すると、長期記憶が正常に形成された。

この結果は、NO-cGMP 系の下流で働くとされ

ている cAMP-PKA 系の賦活でも加齢性記憶障

害の改善効果があることを示している。

(3)加齢コオロギに視覚報酬学習または色

覚報酬学習訓練を行ったところ、いずれも訓

練 1時間後の短期記憶は正常であったが、訓

練 1 日後の長期記憶は全くみられなかった。

すなわち視覚学習と色覚学習は共に、嗅覚学

習と同様に、長期記憶の形成にのみ加齢性記

憶障害がみられた。視覚学習や色覚学習にお

いても長期記憶に加齢性記憶障害がみられ

るという現象は無脊椎動物において初めて

の知見であるとともに、これらの結果は昆虫

の加齢性記憶障害の普遍性を示す証拠とな

る発見である。

(4)嗅覚報酬学習、嗅覚罰学習、視覚報酬

学習、色覚報酬学習の加齢性記憶障害はいず

れも、訓練前に NO-cGMP 系の賦活剤（SNAP,

NOR-3, 8br-cGMP など）を投与することで正

常なレベルまで回復した。これは、訓練の性

質に関わらず、加齢性記憶障害が NO-cGMP 系

の機能低下に起因することを示唆している。

この結果は国内・国際学会において強いイン

パクトを与え、高く評価された。

(5)若成体コオロギにおいて、massed

training の嗅覚学習訓練をし、直後に脳への

caged NO の光解離法を行ったところ、訓練 1

日後の長期記憶が形成された。すなわち

caged NOの光解離法により長期記憶が誘導で

きた。ただし、加齢コオロギで同様の実験を

行うと、死亡率が極めて高くデータを集計で

きなかった。よりインタクトに近いプレパレ

ーション作りなどの工夫が必要である。

(6)加齢コオロギと若成体コオロギの脳の

NO 合成酵素（NOS）の発現を NADPH 免疫組織



化学法で調べて比較したところ、若成体コオ

ロギでは脳の領域のうちキノコ体の傘部と

葉部は同程度に濃く染まっており、触角葉は

薄く染まっていた。一方、加齢コオロギでは

キノコ体の葉部は濃く染まっていたが、傘部

は触角葉と同様に薄くしか染まっていなか

った。すなわち、若成体コオロギと比べて加

齢コオロギではキノコ体傘部の NOS発現量が

低いといえる。これらの結果から、キノコ体

傘部が長期記憶の形成の場であり、且つ加齢

性記憶障害の場である可能性が示唆された。

(7)若成体コオロギについて、嗅覚学習の

長期記憶の形成に関わる生体分子を行動薬

理で探索した。その候補分子としてニコチン

型アセチルコリン受容体（nAChR）、ムスカリ

ン型アセチルコリン受容体（mAChR）、グルタ

ミン酸受容体、セロトニン受容体、プロテイ

ンキナーゼ C（PKC）、DNA メチルトランスフ

ェラーゼ、セリンプロテアーゼ、受容体型チ

ロシンキナーゼ (PTK)に注目し、これらの阻

害剤を若成体コオロギに投与し、嗅覚報酬学

習の長期記憶の形成に影響を与えるかどう

かを調べた。いずれの薬物も学習･記憶に対

する阻害効果がみられたが、長期記憶の形成

にのみ阻害効果を示したものは nAChRの拮抗

薬である MLA だけであった。

(8)先行研究より、若成体コオロギにおい

て NOR-3 や 8br-cGMP を投与すると 1 回の学

習訓練でも長期記憶を形成できる、すなわち

長期記憶の誘導効果があることがわかって

いた。本研究では新たに、nAChR の作動薬で

あるニコチンも、NOR-3 や 8br-cGMP と同様に

長期記憶の誘導効果があることを示した。ニ

コチンに昆虫の長期記憶の誘導効果（記憶の

増強効果）があることを示したのは本研究が

初めてである。

(9)若成体コオロギに、嗅覚報酬学習訓練

前に nAChR の拮抗薬と NO-cGMP 系の作動薬の

同時投与を、またはnAChRの作動薬とNO-cGMP

系の拮抗薬の同時投与を行ったところ、前者

では長期記憶が形成されたのに対し、後者で

は長期記憶が全く形成されなかった。この結

果から長期記憶の形成過程において nAChRが

NO-cGMP 系の上流で働いていることが示唆さ

れた。昆虫の学習記憶の研究で NO-cGMP 系の

上流で働く分子を実験的に特定したのは本

研究が初めてである。

(10)加齢コオロギにニコチンを投与した

後に嗅覚報酬学習訓練を行ったところ、長期

記憶の加齢性記憶障害は全く改善されなか

った。一方、NOR-3 や 8br-cGMP を投与すると

加齢性記憶障害が完全に回復した。これらの

結果は、加齢による機能低下が起きているの

は nAChRではなくそれより下流のシグナル伝

達系であること、すなわち NO-cGMP 系の機能

低下が加齢性記憶障害の原因であることを

示唆している。これら一連の結果は国内外の

学会で発表し、高い評価を受けた。
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