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研究成果の概要（和文）：本研究で我々は、（1）副嗅球の僧帽細胞から放出された内因性グルタミン酸が僧帽細胞か
ら顆粒細胞へのシナプス伝達を、シナプス前部とシナプス後部の双方の代謝型グルタミン酸受容体mGluR2を活性化する
ことにより抑制すること、（2）僧帽細胞から顆粒細胞への興奮性シナプス伝達効率の長期増強（LTP）の後期相（L-LT
P）にプロテインキナーゼPKMζ及び新たなタンパク質の合成が必要であること、（3）新生子ラットにおける匂いの嫌
悪学習と嗅球シナプス可塑性にヒストンアセチル化を含むエピジェネティック機構が関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study we demonstrate that (1) glutamate endogenously released from mitral 
cells in the accessory olfactory bulb suppresses synaptic transmission from mitral to granule cells by act
ivating mGluR2, a metabotropic glutamate receptor on the pre- and postsynaptic sites, (2) the activation o
f the protein kinase PKM zeta and new protein synthesis are required for the late phase of long-term poten
tiation (L-LTP) at the mitral-to-granule cell synapse and (3) epigenetic mechanisms including histone acet
ylation are critical for aversive olfactory learning and synaptic plasticity at the mitral-to-granule cell
 synapse of the olfactory bulb in neonatal rats.
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１．研究開始当初の背景 
 人類はその誕生以来、親子や夫婦をはじめ
とする人と人の“絆”を求めてきた。しかし、
その複雑さのために、近年まで脳科学の見地
からの研究対象とはならなかった。一方、親
子･夫婦の問題は、新しい世紀を迎えてます
ます困難になってきている。愛情で結びつい
たはずの家族の中で、時として命を奪うほど
の暴力が起こる。全国の児童相談所に持ち込
まれる児童虐待の件数は、年々増加の一途を
辿っており、この問題への取り組みが社会的
に強く求められている。人間における親子･
夫婦の間の愛着行動を理解するためには、広
範囲にわたる各種動物の詳細かつ正確な観
察から学びとることが必要である。なぜかと
いうと、愛着行動は種の維持にかかわる基本
的行動であり、人間とその他の動物は、互い
に共通した行動パターンを進化させてきた
と考えられるからである。事実、子どもに反
応して活性化される母親の脳の活動部位は、
人間と齧歯類で似ていることから、哺乳類の
脳には普遍的な母性回路が存在すると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 マウスやラットにおける母子間あるいは
雌雄間の社会的絆の形成には嗅覚系による
個体認識とその記憶学習が基盤となってい
る。我々はこれまでに、（１）雌マウスに形
成される交配雄フェロモンの記憶（夫婦の絆
モデル）、（２）新生子ラットにおける匂い
学習（子から見た母子の絆モデル）、（３）
ラットにおける母性行動（母から見た母子の
絆モデル）の何れにおいても嗅球（主嗅球、
副嗅球）が記憶学習に中心的な役割を果たす
脳部位であることを特定し、神経・シナプ
ス・分子レベルでそのメカニズムを解明して
きた。本研究では、これらの神経科学的所見
を基礎とし、絆や個体認識といった最終的な
行動表現に帰結する脳機構、特に絆を支える
シナプス伝達の可塑的変化を捉え、その分子
メカニズムを明らかにすることであった。 
 
３．研究の方法 
（１）雌マウスに形成される交配雄フェロモ
ンの記憶 
 雌マウスに形成される交配雄フェロモン
の記憶は、交配雄フェロモンシグナルと交尾
シグナルが副嗅球において連合することに
よって特定の僧帽細胞と顆粒細胞との間の
樹状突起間シナプスに誘導される可塑的変
化に支えられている。しかし、副嗅球の僧帽
細胞と顆粒細胞との間の樹状突起間シナプ
ス伝達の制御機構については未だ不明な点
が多い。そこで、我々はマウス副嗅球のスラ
イス標本を作製し、nystatin 穿孔パッチに
よる whole-cell clamp 法を用いて各種薬
物の相反性シナプス電流に対する効果を調
べた。 
 次に、僧帽細胞から顆粒細胞への興奮性シ

ナプス伝達効率の長期増強（LTP）のメカ
ニズムを電気生理学的に解析した。 
 
（２）新生子ラットにおける匂い学習 
 この学習においては、生後 11 日目の子
ラットに匂いと電撃を対提示することに
よって成立する匂いの嫌悪学習のメカニ
ズムを解析してきた。この学習は、電撃に
より賦活されるノルアドレナリン作動性
ニューロンの働きを引き金として、CREB の
発現とそのリン酸化を介して主嗅球の僧
帽細胞から顆粒細胞へのグルタミン酸作
動性シナプスに可塑的変化が誘導され、成
立する。しかも、主嗅球の CREB の発現は
長期記憶にのみ必要で短期記憶には必要
ではない。この知見は、CREB が短期記憶を
長期記憶へ移行させる分子スイッチとし
て働いていることのほか、主嗅球がまさに
記憶を蓄える場であることを示唆してい
る。本研究の目的は、CREB のリン酸化はさ
らに、ヒストンのアセチル化というエピジ
ェネティック機構を駆動して学習を成立
させるか否かを行動薬理学的手法、ウェス
タンブロット、免疫組織学的手法及び電気
生理学的手法を駆使して明らかにするこ
とであった。 
 
４．研究成果 
（１）雌マウスに形成される交配雄フェロ
モンの記憶 
 僧帽細胞に脱分極刺激を与えることに
より生じる相反性シナプス電流、すなわち
抑制性シナプス後電流(IPSC)は、代謝型グ
ルタミン酸受容体mGluR2/mGluR3アゴニス
トである DCG-IV の細胞外投与により顕著
に抑制され、mGluR2/mGluR3 アンタゴニス
トである LY341495 の細胞外投与により増
加した。mGluR2 遺伝子のノックアウトによ
り、DCG-IV および LY341495 の相反性シナ
プス電流に対する効果は、それぞれ阻害さ
れた。活動電位の発生に伴って生じる IPS
C は、LY341495 存在下で増大した。この結
果は、活動電位の発生により放出される内
因性グルタミン酸が mGluR2 を活性化する
ことを示唆している。顆粒細胞に発生する
 mEPSC の大きさおよび発生頻度は、DCG-I
V の細胞外投与により減少した。本研究結
果から、mGluR2 は僧帽細胞から顆粒細胞
へのシナプス伝達を、シナプス前部とシナ
プス後部の双方に作用して抑制している
ことが示唆された。 
 今回、僧帽細胞から顆粒細胞への興奮性
シナプス伝達効率のLTPのタンパク質合成
依存性について検討した。副嗅球スライス
標本を用いて、外側嗅索を 100 Hz、1 秒間
のテタヌス刺激を3分間隔で4回反復する
と、僧帽細胞から顆粒細胞への興奮性シナ
プスに LTP が誘導される。このとき、テタ
ヌス 30 分前からテタヌス後 60 分間、タン
パク質合成阻害薬 anisomycin（20μM）を



投与すると、LTP の初期相は影響を受けず、
後期相（L-LTP）が選択的に抑制された。こ
の結果は、フェロモン記憶形成の感受性期の
後半に anisomycin を副嗅球に投与すると、
記憶障害がもたらされるとの行動学的知見
と一致しており、LTP を解析することによっ
てフェロモン記憶のメカニズムが検討でき
ることを示唆している。 
 さらに、L-LTP の成立にプロテインキナー
ゼ C（PKC）の非典型のひとつである PKMζが
関わるか否かを明らかにするために、PKMζ 
の阻害薬である zeta inhibitory peptide 
(ZIP, 5 μM)あるいはscrambled ZIPのテタ
ヌス刺激 60 分後から 2 時間の投与の影響を
検討した。L-LTP は scrambled ZIP には影響
されず、ZIP によって選択的に阻害されたこ
とから、L-LTP の成立に PKMζが関わること
が示唆された。 
 
（２）新生子ラットにおける匂い学習 
 まず行動薬理学手法を用いて、ヒストン脱
アセチル化酵素阻害剤であるトリコスタチ
ン A（TSA）の嗅球内注入が古典的条件付け学
習にどのような影響を与えるのかを検討し
た。匂いと電撃の対提示トレーニング時に T
SA を注入すると濃度依存的に嗅覚嫌悪反応
が促進され、また匂いのみでの単独トレーニ
ングでも動物は嫌悪反応を示した。TSA によ
る嫌悪反応の促進はトレーニング30分前のT
SA 注入では認められなかったことから、時期
特異的であった。TSA の注入はまた、嫌悪学
習の保持時間を延長させた。 
 次にウェスタンブロットおよび免疫組織
学的手法を用いて、匂いと電撃の対提示トレ
ーニング後の嗅球におけるヒストンのアセ
チル化の経時的変化ならびに空間的パター
ンの検索を行った。ヒストン H4 のアセチル
化が匂いと電撃の対提示トレーニング後4時
間にわたり、嗅球内僧帽細胞および顆粒細胞
の両方において、有意に増大していることが
明らかとなった。一方、ヒストン H3 はトレ
ーニング後2時間でコントロールレベルまで
低下した。さらに学習成立を促進する TSA の
注入により、H4 および H3 のアセチル化が増
大し、トレーニング後 6時間まで保持される
ことも明らかになった。 
 さらに嗅球スライス標本において in vitr
o の電気生理学的解析を行った。僧帽細胞か
ら顆粒細胞への樹状突起間シナプス伝達効
率の長期増強に対するTSAの添加の影響を検
討した。顆粒細胞に発生する EPSP を反映し
たフィールド電位の初期相の傾きをシナプ
ス伝達強度の指標とし、100Hz・1秒×5回の
テタヌス刺激によるシナプス伝達効率の長
期増強を測定したところ、TSA の添加は増強
の程度を増大させるのみならず、本来は長期
増強をおこさない閾値下の 100Hz・1 秒×３
回の弱いテタヌス刺激でも長期増強を誘導
することが明らかとなった。 
 以上の成績は、TSA がヒストン H4 および H

3 のアセチル化を促進することにより、匂
いの嫌悪学習の成立を促進することを証
明している。すなわち、新生子ラットにお
ける匂いの嫌悪学習にはヒストンH4及びH
3 のアセチル化というエピジェネティック
機構が関わることを証明している。本研究
の結果は、ヒトにおける母児の絆の形成に
もヒストンのアセチル化が関わり得るこ
とを示唆している。DNA 塩基配列の変化を
伴わない、DNA のメチル化やヒストンの修
飾（アセチル化、メチル化、リン酸化）、
さらに染色体の折りたたみ構造の変換な
どはエピジェネティック機構と総称され、
世代を超えて伝わるため、後の児の行動に
強い影響を及ぼす。ヒトにおいてこれらの
機構が確認できれば、母児の絆の形成やそ
の障害の診断・治療に大いに役立つことが
予想される。母児の絆の形成障害へのより
進んだ対応を行っていくために、今後もこ
の分野の研究が発展していくことが望ま
れる。 
 さらに、生後 7日目に行った匂いと弱い
電撃の対提示により成立する匂いの嗜好
学習に対してもヒストン脱アセチル化酵
素阻害薬 trichostatin A の嗅球内注入が
促進効果をもつことを明らかにした。 
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