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研究成果の概要（和文）：本研究は、学習訓練中（記憶が形成されている過程）に脳内でどのようなことが起こってい
るかを明らかにすることを目的にミツバチ脳のニューロンであるPE1ニューロンの神経活動と記憶の関係を調べた。匂
い学習をしながらミツバチのPE1の自発的な活動（自発発火）を記録したところ、PE1の活動度は約5秒周期で増減する
振動現象がみつかり、記憶が成立する直前に振動周期が長くなり、PE1の活動が抑えられていることが示唆された。さ
らに神経間の情報伝達様式を調べたところ、学習によるPE1の神経抑制は、直接的な抑制性入力というよりも他の細胞
が抑制されることによる、間接的な神経抑制が支配的かもしれない可能性を見つけた。

研究成果の概要（英文）：To examine neural mechanisms underlying memory formation, the activities of a 
mushroom body output neuron, PE1 neuron, was analyzed because this neuron shows a learning-related 
plasticity. However, it is still unknown whether and when PE1 changes its responses during the 
acquisition period. Using chronic recording from PE1 of a learning bee, we analyzed the spontaneous 
activity of PE1 between acquisition trials. The spectrum analysis for spontaneous activity showed that 
the peak of power spectrum of PE1 was shifted to the lower frequency along acquisition trials, suggesting 
that the inhibition of PE1 spiking activity became stronger than before learning. Next, to reveal 
inhibitory synaptic connections about PE1, we performed immuno-staining against GABA, iono-, and 
metabotropic GABA receptors. Immunohistology suggested that PE1 has no GABA-receptors, and thus an 
indirect neural control might be dominant in an inhibitory connection to PE1.

研究分野： 神経行動学

キーワード： 脳
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）研究の背景 
「脳の 10 年」以来の 20年間で、記憶や学習
によって脳の中で何がどう変化するかにつ
いては遺伝子レベルから神経回路レベルま
で飛躍的に理解が進んだ。しかしその一方で、
これまでの研究は記憶の前後での変化を比
較したものが多く、実際に記憶の獲得中（学
習訓練中）に脳の中で何が起こっているのか
についてはほとんどわかっていなかった。 
 
（２）ミツバチの PE1 ニューロンを利用する
利点 
社会性昆虫であるミツバチは高度な学習能
力を示す。また、昆虫脳の高次中枢であるキ
ノコ体の出力神経であるPE1ニューロンは生
理形態学的に同定されており、ミツバチ脳内
に１対しかない。しかも、ミツバチのPE1は、
学習訓練終了後、学習した匂いに対してのみ
神経応答が減弱する、神経可塑性を示す。よ
って、PE1 は、単一神経細胞レベルでの記憶
学習のメカニズムを解明するためのよいモ
デルになると期待されている。 
 
（３）学習訓練に関連する PE1 の活動 
これまでの研究で、PE1 の自発的神経活動（自
発放電）の発火頻度は、約 5秒を周期とした
増減を繰り返す振動をしており、その振動周
波数が学習成立直前に一時的に低周波数領
域にシフトすることがわかってきた。さらに、
学習成立後は振動周波数が若干高周波側に
戻るものの、学習前の周波数よりは低周波数
側にとどまる（図１）。これらのことは PE1
が抑制性シナプス入力を受けており、学習訓
練中に抑制を受け始め、学習成立とともに抑
制が固定されることを強く示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）これまでの問題点 
学習訓練中の自発発火の振動周波数が低周
波側にシフトする発見は、単なる生体現象の
発見にすぎず、振動の仕組み、周波数のシフ
トのメカニズム、およびそれを実現している
神経回路などの詳細は不明のままである。そ
こで、人為的に PE1 の活動をコントロールす

れば匂い学習訓練中に記憶が形成されてい
く過程のダイナミクスを電気生理学的に明
らかにできるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
学習訓練中の脳神経メカニズムは、これまで
提唱してきたミツバチの匂い学習における
脳の神経モデルが基盤になっている可能性
が高い。また、PE1 はほぼ確実に GABA ニュー
ロンからの抑制性シナプスを受けているの
で、GABA 関連物質による薬理実験を組み合わ
せれば、新たに発見された神経モデルの真偽
を確かめることも可能である。これらのこと
から、まずはにおい学習訓練中の PE1 の自発
発火活動とミツバチの学習成立の時期との
関係を解析し、記憶が形成されていく過程と
その脳内神経メカニズム、およびそれを実現
している神経回路を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）匂い学習訓練中のミツバチからの神経
記録 
（１．１）匂いの学習訓練 
 ミツバチの触角に砂糖水刺激を与えると
ミツバチは吻を伸ばす。匂いを与えながら砂
糖水を与えるとミツバチはこの関係を学習
し、匂いを与えただけで吻を伸ばすようにな
る（匂いの条件付け）。訓練では砂糖水と同
時に与えた匂い（CS+）と砂糖水とは無関係
な匂い（CS-）を 2.5 分間隔で 5 回ずつ提示
した。 
 
（１．２）電気生理 
 学習訓練中のミツバチからのPE1の神経記
録はこれまでに確立した埋めこみ電極法で
行った。この方法では、電気生理実験をしな
がらミツバチが学習したかどうかを直接視
認できる（図２）。脳の表面から目的とした
深度に極細被覆ワイヤ電極を刺入したのち、
シリコンで頭部をシールした。これにより、
吻を伸展させた時でも脳と電極が一緒に動
き、PE1 の神経活動を記録し続けられる。記
録後は電極からプラス通電し、電極先端を染
め、顕微鏡下で記録部位を確認した。さらに、
記録した神経のスパイクパターンとこれま
でに蓄積したPE1の神経活動データベースと
照合してPE1からの記録であることを確認し
た。神経活動と行動の詳細な相関は、吻の伸
展筋であるM17の筋電図と同時にビデオカメ
ラでミツバチの行動を記録し、オフライン解
析した。このことで、神経活動と触角など吻
以外の部位の運動との相関を否定した。 
 
（１．３）記憶形成の成立と神経記録の相関
解析 
 得られたスパイク列を周波数解析した。周
波数解析には前段階の処理として、スパイク
の発火頻度をヒストグラムにし、そのヒスト
グラムを FFT し、相対パワースペクトルを得

図１ PE1 の自発的神経活動のパワース
ペクトル。学習成立直前にパワーのピー
クが低周波側にシフトする。 



た。吻の伸展により学習が成立したかどうか
の判断を行い、初めて吻伸展を示した訓練を
記憶成立訓練と定義した。成立訓練を基準に、
訓練間の PE1 の自発発火を記憶形成前、形成
直前、形成直後、形成後にわけ、パワースペ
クトルを計算した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）GABA 関連の抗体染色 
期待される抑制性神経連絡を明らかにする
ために、ミツバチ脳の抑制性神経伝達物質で
ある GABA および GABA の受容体の抗体を用い
て抗体染色した。GABA 受容体はイオン型およ
び代謝型受容体を対象にした。GABA 抗体は
Sigma-Aldrich 社の市販の抗体を用いた。
GABA 受容体はゲノムデータベースを用いて、
特異的な配列を検索・抽出し、外注して作製
した。染色手順は、昆虫類の組織化学的研究
において、一般的な抗体染色法に則って抗体
染色を行った。すなわち、4%パラホルムアル
デヒドで固定後、PBS で十分洗浄し、6%アガ
ロースに包埋した。ビブラトームで厚さ 100
μm の連続切片にした後、エタノール系列で
脱水・脱アルコールした。それを、ヤギ血清
でブロッキングし、１次抗体を反応させた。
１次抗体反応後、アレクサ蛍光物質を融合さ
せた２次抗体で反応させ、共焦点顕微鏡で観
察・撮影した。 
 
４．研究成果 
（１）記憶形成過程の PE1 の神経活動 
学習中の PE1 の自発発火を、記録に成功した
７例それぞれで個別に解析したところ、記憶
成立前には確かに0.2Hz付近にパワースペク
トルのピークが見られ、学習成立に従って低
周波側へのシフトが見られた。しかし、多く
の場合で、高い相対パワーが複数の周波数で
見られた（図３）。これは、PE1 の自発発火の
スパイクパターンが画一的でなく、多様で揺
らぎのあるパターンを持っていることを示
唆している。実際、バースト状の発火パター
ンを示す PE1 のスパイクを解析するときに、
解析対象のスパイク間隔をさまざまに変化
させると、パワースペクトルが異なっていた。
網羅的にスパイク間隔を変化させて解析し、
PE1 の神経スパイクの生波形、および興奮性

シナプス入力との関係を考慮したところ、約
20 ミリ秒のスパイク間隔で解析するのが、も
っとも現実を反映しているという結論に至
った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、20 ミリ秒のスパイク間隔で解析を

続けたところ、確かに学習成立過程において、
学習成立直前に 0.05 Hz の周波数成分が顕著
に増加することがみつかった（図４）。この
増加は、砂糖水と連合していない CS-刺激後
や、コントロールの動物ではみられなかった。
また、PE1 でない他のニューロンでも見られ
なかった。 
以上のことから、学習成立直前に PE1 の振

動周期は確かに長くなるということが示唆
される。しかし、１個体において顕著なピー
クがただひとつだけ観察されるわけではな
く、パワーが分散することが、本来 PE1 の振
動現象に多様な揺らぎがあるのか、それとも
技術的な問題によるのかを検討する必要が
ある。また、詳細な神経メカニズムの解明は
今後の課題である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 脳に電極が埋め込まれたまま、
吻（矢印）伸展反応をするミツバチ 

図３ PE1 の自発発火のパワースペクト
ル。発火間隔が 20 ミリ秒以下のスパイク
を除外した。ノイズが多く、図１ほどピ
ークは明確ではないが、想定されている
周波数にはピークが見られる。 

図４ 発火間隔20ミリ秒以下のスパイク
を除去したパワースペクトルの全サンプ
ルでのまとめ。相対パワーを平均化して、
カラーコードした。学習成立直前に PE1
でのみ、低周波側に顕著なピークのシフ
トが見られた。 



 
（４）GABA 関連の抗体染色 
PE1 に関する抑制性神経連絡を明らかにする
ために、GABA 関連の抗体染色を行った。GABA
に対する抗体染色では PE1 そのものは GABA
陰性であった。しかし、PE1 の樹状突起と目
される部位に GABA 陽性シグナルが多数検出
された。このことは PE1 が GABA シグナルを
受容していることを強く示唆するものであ
る。そこで、GABA 受容体に対する抗体染色を
おこなった。しかし、イオン型受容体、代謝
型受容体のいずれにおいてもPE1と推察され
る神経細胞はまったく染色されなかった。し
かも、キノコ体の出力部である柄部と葉部に
も強いシグナルがまったく検出されなかっ
た。その一方で、キノコ体の内在神経である
ケニオン細胞の細胞体ではシグナルが観察
された。特に細胞体層の内側の細胞体に強い
シグナルが局在していた。ケニオン細胞には
大型、小型の２種類が存在し、それらは互い
に異なる領域を占めていることから、ケニオ
ン細胞に GABA 受容体を持つものと持たない
ものの機能的なクラスがあることが示唆さ
れる。しかし、その一方で、GABA 陽性シグナ
ルの近辺に GABA 受容体陽性シグナルがない
ことから、抗体の特異性と受容体の検出能力
を再検討する必要があるかもしれない。今回
わかったように、もし PE1 が GABA を受容し
ていないのであれば、PE1 の神経抑制は例え
ばヒスタミンのような、GABA 以外の抑制性伝
達物質をシナプスに利用しているのかもし
れない。あるいは、GABA シナプスによる直接
的な神経抑制を受けているのではなく、PE1
の場合は GABA 受容体陽性のケニオン細胞か
らの間接的な神経抑制が支配的なのかもし
れない。今後の課題である。 
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