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研究成果の概要（和文）：記憶において「ROS(活性酸素種)/NO(一酸化窒素)/8-ニトロ-cGMP系が情報の『連合性
検出器』である」という仮説を検証した。様々な記憶を維持･改善する方法を開発するためには、それぞれの記
憶を支える「連合性検出器」の解明が重要である。行動科学的、電気生理学的、生化学的解析により、
NO/ROS/8-ニトロ-cGMP系は「連合性検出器」として機能し、小脳の神経可塑性および小脳依存性記憶を制御する
ことを明らかにした。ROSは小脳において重要な生理機能を持つシグナル分子であり、記憶を制御することを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：We tested the hypothesis that ROS (reactive oxygen species)/NO(Nitric oxide)
/8-nitro-cGMP pathway worked as the coincidence detection system in the cerebellum. Most of memories
 requires coincidence detection as a cellular mechanism and its mechanism is largely unknown.  The 
coincident detection is one of the target mechanisms to improve and maintain memories. Using 
behavioral, electrophysiological, and biochemical measures, we revealed the ROS-NO-8-nitro-cGMP 
pathway works as a coincident detection device and it regulates neuronal plasticity and memory in 
the cerebellum. We revealed ROS is an important signal molecule in memory formation. 

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
小脳は運動のみならず様々な認知機能に関与することが明らかにされつつある。一方で小脳における記憶や情報
の処理については未知の部分が多い。本研究では、小脳における情報の処理において、これまで「悪玉」とされ
てきた活性酸素種(ROS) が小脳機能において重要であることを明らかにした。身体的リハビリテーションなどに
おいては、抗酸化物質としてROSの消去剤であるビタミンCやビタミンEが併用されることも多い。一方で、ROSが
小脳機能に重要であることから、その使用に注意が必要であることが示唆された。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 連合記憶では同期した複数の入力を連合して学習する。この連合は同時に発火したニューロ
ン間のシナプス結合が選択的に強化される(可塑的変化)というヘッブ則により説明されている
(Hebb, 1949)。陳述記憶の中枢・海馬の「連合性検出器」候補は NMDA 型グルタミン酸受容体
(NMDA-R)である。NMDA-R はグルタミン酸刺激(前シナプス前部の興奮)と脱分極(シナプス後
部の興奮)の連合により活性化される。しかし、連合性検出器としての NMDA-Rの役割には不明
な点が多い(Bliss and Collingridge, 2019)。 
 運動学習や瞬目反射条件付け等の非陳述記憶の中枢である小脳では、小脳 LTD が記憶の細胞
機構(可塑性)であるが(Ito, 2011)、小脳 LTDに NMDA-Rは関与しない(Ito, 2011)。したがって、小
脳 LTDの連合性検出器の細胞機構・分子機構は不明である。 
 近年、赤池・澤らにより同定された 8-ニトロ-cGMP は、ROS と NO の存在下で産生される
(Sawa et al, 2011)。NOと ROSは短寿命分子であるため、両分子が空間的時間的に共局在した時
にのみ 8-ニトロ-cGMP が産生される。さらに、8-ニトロ-cGMP はホスホジエステラーゼによる
分解抵抗性があり長時間 PKG系を活性化することから(Akashi et al, 2016)、短期記憶を長期記憶
へと固定する分子候補である。 
 プルキンエ細胞に 8-ニトロ-cGMP が局在することの発見が本研究のきっかけであった（柿澤
と遠藤、投稿準備中）。小脳依存性記憶を支える小脳 LTDは、プルキンエ細胞への平行線維入力
(運動信号)と登上線維入力(修正信号)が同時に繰り返し起こることで惹起される。我々は、平行
線維活動が NO を産生することを明らかにした(Namiki et al, 2005)。この時、同時に登上線維入
力によるプルキンエ細胞脱分極により ROSが産生されると、LTD惹起時に 8-ニトロ-cGMPが産
生される。そして 8-ニトロ-cGMPが連合性検出器として機能して PKG系を長時間活性化し LTD
惹起に寄与することで短期記憶を長期記憶へと固定する鍵を握ることが推測される(図１)。この
様な我々が既に得ている結果と予備実験に基づき、本研究の仮説を立案した。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究により、我々は 8-ニトロ-cGMP が小脳プルキンエ細胞に局在して、小脳依存
性記憶を担う細胞機構である小脳長期抑圧(小脳 LTD, long-term depression)に関与することなど
を明らかにした(柿澤と遠藤,投稿準備中)。ホスホジエステラーゼによる分解抵抗性の長寿命分
子・8-ニトロ-cGMPは、一酸化窒素(NO, Nitric oxide)及び活性酸素種(ROS, reactive oxygen species)
存在下で産生され、cGMPと同様の生理作用を有する(Sawa et al, 2007)。NOと ROSは短寿命分
子であることから、NOと ROSが時間的空間的に同期して産生された時にのみ長寿命 8-ニトロ-
cGMPが産生される(Sawa et al, 2011; Akashi et al, 2016)。 
 小脳 LTD 惹起に必要な 2 つの入力(平行線維と登上線維からプルキンエ細胞への入力)のうち
平行線維の活動が NO 産生を導くことを我々は既に報告している(Namiki et al, 2005)。そこで、
この NO産生と登上線維の活動により産生された ROSが、ROS/NO/8-ニトロ-cGMP系を活性化
してシナプス伝達の長期抑圧 LTDが惹起されると考えた(図 1)。そして、LTDにおいて cGMP(と
8-ニトロ-cGMP)の下流にある PKG(cGMP-dependent protein kinase)は(Ito, 2011)、分解抵抗性を持
つ 8-ニトロ-cGMPにより長時間活性化される。さらに、8-ニトロ-cGMPは PKGをグアニル化す
る。グアニル化された PKGは cGMP非依存的にキナーゼ活性を持つ(Akashi et al, 2016)。 
 本申請では、1)ROS産生の小脳 LTD・小脳運動
学習への関与を電気生理学・行動学的解析により
明らかにする。次にイメージング法により、2)小
脳 LTD 惹起刺激による ROS 産生を明らかにし、
3)ROS産生の分子機構を明らかにする。さらに、
NO と ROS の同時投与時に産生される 8-ニトロ-
cGMPによる PKGグアニル化を解析し、4)8-ニト
ロ-cGMPの連合性検出器としての役割を明らかに
する。 
 これらの研究により、A) 悪玉とされる ROSが
記憶に関与するシグナル伝達物質であるという新規概念を確立する。さらに、長年未解決であっ
た B) 連合学習における連合性検出器に関する新しい分子機構を提唱する(図 1)。 
ROSが生理機能を持つと考えると、加齢による「ミトコンドリアの機能不全で漏出した ROSが、
ROS/NO/8-ニトロ-cGMP系を妨害する」ことで記憶の連合性が障害される可能性がある。連合性
を担う分子は記憶障害改善の分子標的となり、超高齢化社会において、新規の記憶障害改善方法
の手がかりとしての波及効果をもたらす。 
 
３．研究の方法 
1）ROS産生の小脳 LTD・小脳運動学習への関与 
 8-ニトロ-cGMP が小脳プルキンエ細胞に局在することや小脳 LTD に関与することを明らかに
している（柿澤、遠藤、投稿準備中）。8-ニトロ-cGMPの産生には NOと ROSが必要であり、小
脳 LTDへの NOの関与は既に明らかにされている(Namiki et al, 2005)。そこで、NOに加えて ROS
の小脳 LTD への関与を明らかにする。マウス急性小脳スライス標本にてホールセルパッチクラ
ンプ法により、ROS 産生酵素阻害薬(apocynin など)や ROS スカベンジャー(SOD、 カタラーゼ

図 1 本申請で着目する同時性検出器の概念図 



など)の影響を調べる。さらにマウス小脳片葉に ROS産生酵素阻害薬、ROSスカベンジャーを投
与して ROSの小脳運動学習(視規性眼球応答 optokinetic response, OKR)への関与を明らかにする。 
 
２)小脳 LTD惹起刺激による ROS産生のイメージング： 
 １)の結果を受け、LTD 惹起刺激による ROS の産生を、蛍光
プローブを用いたイメージング法により小脳スライス標 
本を用いて明らかにする(図 2)。 
 
３)神経活動依存的な ROS産生機構： 
 小脳 LTDは平行線維と登上線維の同時活動の繰り返しで惹起
されるが、平行線維活動により NO が産生されることから
(Namiki et al, 2005)、登上線維刺激及びプルキンエ細胞の脱分極
による ROS産生が予想される。そこで、引き続きイメージング法により登上線維活動及びプル
キンエ細胞脱分極による ROSの産生を調べる。さらに、脱分極による細胞内カルシウム濃度上
昇の ROS産生への関与を解析する。 
 
４)連合性検出器としての 8-ニトロ-cGMPによる PKGのグアニル化： 
 グアニル化された PKGは、cGMP非依存的に長時間キナーゼ活性が持続する(Sawa et al, 2007)。
連合性検出器として 8-ニトロ-cGMP 産生が長期記憶形成に伴い変化することを明らかにするた
めに、OKR学習直後のマウス小脳片葉を摘出しグアニル化 PKG量の変化を解析する。 
 
４．研究成果 
1）ROSシグナルの小脳 LTDへの関与： 
 我々の先行研究により、小脳 LTDへの 8-ニトロ-cGMPへの関与が示唆されているが、8-ニト
ロ-cGMPの産生には NOと ROSが必要である。既に NOの小脳 LTDへの関与は示されているこ
とから、ROSの小脳 LTDへの関与について調べた。ROSはスーパーオキシドまたは過酸化水素
として産生されるが、スーパーオキシドはスーパーオキシドデスムターゼ(SOD)により過酸化水
素へと代謝され、過酸化水素はカタラーゼにより分解される。そこで、記録電極より過剰量の
SODとカタラーゼを小脳プルキンエ細胞に投与し、LTDへの影響を調べたところ、vehicleを投
与した対照群と比べ有意な阻害が見られ、LTD 誘導刺激により、むしろ LTP 様の変化が誘導さ
れた。 
 
2) ROS産生酵素の小脳 LTDへの関与： 
 上述の仮説の通りに LTD 誘導刺激により ROS が産生されるのであれば、ROS 産生酵素依存
的に産生されることが予想される。小脳では NADPH オキシダーゼ(Nox)や dual オキシダーゼ
(Duox)の発現が見られることから、引き続き、これら ROS合成酵素の非選択的阻害薬、apocynin
を記録電極よりプルキンエ細胞に投与して、LTD への影響を調べた。その結果、再び、LTD の
有意な阻害と LTP様変化の誘導が見られた。 
 
3) 神経細胞内 ROSイメージング系の確立： 
 上述の結果は、小脳 LTD を誘導する神経活動による ROS 合成酵素依存的な ROS の産生を示
唆する。そこで、神経細胞内における ROS動態を調べるため、ROSイメージング系の確立に取
り組んだ。記録電極より ROS蛍光プローブである AmplexRedを horseradish peroxidase (HRP)と
共に投与し、過酸化水素を細胞外より投与すると、明瞭な蛍光シグナルの上昇がみられたが、NO
を投与してもシグナル上昇は見られなかった。この様に、活性酸素を選択的に検出するイメージ
ング法が確立された。 
 
4) 神経活動依存的な ROS産生と ROS産生酵素の関与： 
 引き続き、前項目で確立した ROSイメージング系を用いて、神経活動依存的な ROS産生につ
いて解明を進めた。蛍光プローブをプルキンエ細胞に導入後、LTD誘導刺激を与えると、有意な
シグナル上昇が見られた。さらに、ROS産生酵素の関与を調べるため、プルキンエ細胞に apocynin
を共投与すると、LTD誘導刺激による ROS産生は有意に阻害された。したがって、LTD誘導刺
激により、ROS産生酵素依存的に ROSが産生されることが示された。 
 
5) 8-ニトロ-cGMPによる LTP誘導阻害： 
 上記 1)、2)で示した様に、ROSシグナルを阻害すると LTDが阻害されることに加え、LTD誘
導刺激により LTP様の変化が誘導される。LTD誘導刺激(平行線維刺激＋登上線維刺激またはプ
ルキンエ細胞の脱分極)は、LTP誘導刺激(平行線維刺激)を要素として含むため、LTD刺激により
LTP誘導シグナルも活性化され得る。LTPの変化幅(100%以上)は LTDの変化幅(20～30%)よりも
遥かに大きいことから、このままでは LTDは LTPに打ち消されることになる。したがって LTD
が起こるためには、LTD により誘導される何らかの因子により LTP シグナルが阻害される必要
があるが、その因子は、これまで長い間不明であった。我々は、ROS/8-ニトロ-cGMP シグナル
を阻害すると、LTD誘導阻害に加え、LTP様変化が現れると言う結果を受け、ROS/8-ニトロ-cGMP



シグナルが、LTPシグナルを阻害すると考えた。実際に、我々の先行研究でも、ROSによる LTP
阻害が示されている(Kakizawa et al., 2012)。 
 そこで、本研究では、8-ニトロ-cGMPをプルキンエ細胞に投与し、LTPへの影響を調べたとこ
ろ、有意な阻害効果が見られた。したがって、上記 1)、2)及び先行研究結果と合わせて、ROS/8-
ニトロ-cGMPシグナルは LTDの誘導に必要であるとともに、LTPを阻害することで、LTPによ
り打ち消されることなく LTDが誘導されることに寄与することが示された。 
 
6) 小脳依存性記憶に伴う、8-ニトロ-cGMPによる PKGの修飾と G-substrateリン酸化： 
 NO-ROSが連合検出器として機能すると、「電気生理学的に確かめられた 8-ニトロ-cGMPによ
り修飾されるタンパク質量が変化する」という仮説を立て、8-ニトロ-cGMPによる修飾があきら
かにされている cGMP依存性キナーゼ（cGMP-dependent protein kinase, PKG）系に着目した。8-
ニトロ-cGMPによる修飾は S-グアニル化と呼ばれ、S-グアニル化 PKGは cGMP非存在下でもキ
ナーゼ活性を有する。また、PKGおよびその良い基質である G-substrate は、前述の LTD/LTP惹
起の場である小脳プルキンエ細胞に局在している。 
 視規性眼球応答（optokinetic response, OKR）順応には、小脳の片葉が重要である。OKR長期順
応トレーニングを施したマウスの片葉を採取し、PKGの S-グアニル化およびその基質である G-
substrateのリン酸化を、western blotで解析した。トレーニングなしのマウスに比較して、トレー
ニングしたマウスでは S-グアニル化が有意に増加した。さらに、同じサンプル中の G-substrate
のリン酸化も有意に増加した。これらのことは、小脳依存性記憶に伴い ROS-NO という連合性
検出器により産生された 8-ニトロ-cGMP がプルキンエ細胞において PKG を S-グアニル化して
活性化し G-substrateのリン酸化を増加させたことを強く示唆している。 
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