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研究成果の概要（和文）：本研究で我々は、交配雄のフェロモンシグナルと交尾シグナルの副嗅球での連合によって活
性化される僧帽細胞と顆粒細胞に活動依存的遺伝子c-fosとカップルしてGFPを安定して発現するトランスジェニックマ
ウスを用いることにより、GFA陰性僧帽細胞がトニックに発火するのに対して、GFA陽性僧帽細胞がバースト状に発火す
ることを認めた。本研究で我々はまた、正常マウスの副嗅球スライス標本において、代謝型グルタミン酸受容体mGluR2
の活性化が僧帽細胞の電位依存性Ca2+チャネルを抑制すること、バゾプレッシンが僧帽細胞に誘発される樹状突起樹状
突起間抑制を減少させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By using transgenic mice that stably express the green fluorescent protein (GFP) c
oupled to the activity-dependent gene c-fos in mitral and granule cells naturally activated by the associa
tion of mating male chemosignals and mating signal in the accessory olfactory bulb (AOB), we found in AOB 
slices that GFP-positive mitral cells fired in burst mode in contrast to GFP-negative mitral cells that fi
red in tonic mode. In addition, we found in AOB slices prepared from normal mice that the activation of mG
luR2 on mitral cells in the AOB inhibited voltage-dependent Ca2+ channels, thereby suppressing the release
 of glutamate from the mitral cells and that vasopressin that enhances the induction of long-term potentia
tion at the mitral-to-granule cell synapse in the AOB reduced dendrodendritic inhibition of mitral cells.
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１．研究開始当初の背景 
  我々は、マウスの妊娠を保障するフェロ
モンの記憶のメカニズムを解析してきた。
これまでにフェロモン情報処理経路（鋤鼻
系）及び各中継核で作用する神経伝達物質、
フェロモン作用の神経内分泌機序、妊娠を
保障するフェロモン記憶の形成、維持及び
消去に関する特性、記憶形成の主座（副嗅
球）、ここでの神経・シナプス・分子レベ
ルのメカニズム等を明らかにしたほか、フ
ェロモン記憶の超微形態学的相関及び電
気生理学的相関（僧帽細胞から顆粒細胞へ
の興奮性シナプス伝達における長期増強
（LTP）の誘導）を示してきた。また、鋤
鼻系の神経回路形成機構や機能発現制御
機構を解析するための in vitro 再構成系
を確立し、この共培養による鋤鼻ニューロ
ンの成熟と鋤鼻受容体の発現維持、副嗅球
ニューロンとの間の機能的なシナプスの
形成を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 雌マウスは、交尾を引き金として交配雄フ
ェロモンの記憶（系統特異的記憶）を形成し、
妊娠保障を獲得する（図1）。本研究の目的は、
系統認識記憶に帰結する脳機構、特に記憶神
経細胞をin vivoで可視化することを可能に
したトランスジェニックマウスを用いて、そ
の可視化された記憶神経細胞におけるシナプ
スの可塑的変化を直接捉えることであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 妊娠を保障するフェロモン記憶は副
嗅球の特定の僧帽細胞—顆粒細胞間相反性相
互シナプスの可塑的変化によって支えられ
ている 

 一方、計画どおりに進まない場合は、通
常雌マウスの副嗅球スライス標本におい
て、僧帽細胞と顆粒細胞との間の相反性シ
ナプス伝達の制御機構を単一細胞レベル
で解析すると共に、誘発電場電位の記録か
ら得られる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 を指標に、記
憶・学習に関わる情報分子を捉え、それを
行動薬理学的手法や遺伝子改変マウスな
どを用いて検証するという方法論で追究
できる。 
 
３．研究の方法 
 そこで、神経活動依存的に活性化される
c-fos プロモーターの制御下でドキシサイ
クリン（dox）発現調節システムを駆動す
ることによって、時期特異的に活性化され
たニューロンを持続的に標識することを
可能にしたトランスジェニックマウスを
用いてこの課題に挑戦した（図 2）。神経活
動に依存した GFP マーカーの発現は、dox
のない餌と神経刺激（フェロモン刺激と交
尾刺激の連合）によってトリガーされる。
本研究では、マウス副嗅球のスライス標本
を作製し、常套的もしくは nystatin 穿孔
パッチによるホールセルクランプ法やル
ーズパッチ法を用いてフェロモン刺激と
交尾刺激の連合によって可視化された僧
帽細胞と顆粒細胞の電気生理学的特性を
可視化されていない僧帽細胞と顆粒細胞
の特性と比較検討することであった。 
 また、通常マウス副嗅球のスライス標本
を作製し、ホールセルクランプ法を用いて
僧帽細胞に発生する Ca2+電流や相反シナプ
ス電流を解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 記憶形成へと導く連合刺激（交尾 + 
フェロモン曝露）によって活動する神経細
胞集団に選択的な可視化遺伝子操作が行
えるトランスジェニックマウスを用いた
記憶の単一神経細胞レベルでの解析 
 
 
４．研究成果 
 副嗅球スライス標本において共焦点レ
ーザー顕微鏡でGFPにより可視化された記
憶神経細胞を捉え、その単一ニューロンか
らパッチクランプ法によりホールセル記

α2R, α2-adrenergic receptor;  
E, intracellular effector; 
G, G protein;  
GABAAR, GABAA receptor;  
Glu, glutamate;  
GluR, ionotropic glutamate receptor;  
VSCC, voltage-sensitive calcium channel. 
 



録を行うことに当初の予想より困難を伴っ
た。可視化された僧帽細胞と可視化されてい
ない僧帽細胞からルーズパッチ法で記録で
きた成功例では、可視化された僧帽細胞には
バースト発火が認められたのに対し、可視化
されていない僧帽細胞にはバースト発火は
明らかではなかった。 
 通常マウス副嗅球のスライス標本におい
て、picrotoxin (50 µM) で顆粒細胞から僧
帽細胞への GABA 作動性シナプス伝達を遮断
しておき、僧帽細胞から Ca2+チャネルを流れ
る Ba2+電流を記録した。代謝型グルタミン酸
受容体 mGluR2 作動薬(2S,1’R,2’R,3’R)-2
-(2,3-dicarboxycyclopropyl)glycine (DCG
-IV)の細胞外投与により Ba2+電流は抑制され
た。この結果は僧帽細胞に発現する mGluR2
の活性化は電位依存性 Ca2+チャネルを抑制す
ることによってグルタミン酸の放出を抑制
することを示唆している。 
 このフェロモンの記憶を支える副嗅球の
僧帽細胞から顆粒細胞へのシナプス伝達効
率の LTP はバゾプレッシン（VP）によって促
進される。僧帽細胞に発生する相反性シナプ
ス電流における VP の影響を検討した。VP は
相反性シナプス電流を抑制した。 
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