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研究成果の概要（和文）：ラットで受動的回避学習行い、ミクログリア特異的な阻害薬、ミノサイクリンを投与
した。ミノサイクリンを投与したラットは嫌な記憶を早く忘れた。つまり、ミノサイクリン投与によりミクログ
リアの作用が弱まった結果、嫌な記憶の固定や再生が抑制されたと考えた。学習と関係のあるAMPA受容体のサブ
ユニットを調べた結果、発現量にミノサイクリン投与による変化は認められなかった。しかし、リン酸化は減少
する傾向が認められたことからPKAが関与する可能性が示唆された。マウスの受動的回避学習を解析する系を立
ち上げた。その結果、ラットとマウスでミノサイクリン投与による受動的回避学習の変容が異なることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Microglia specific inhibitor, minocycline was administered before and after 
passive avoidance task in male rats. As the results,  minocycline injection shortened the time enter
 the dark box.  This means that the blocking of microglia activation attenuated the establishment of
 bad memory formation. We also analyzed AMPA receptor subunit expression. We revealed that 
phosphorylation status of 845 serine thus PKA might be changed. Next, we examined this task in mice.
 In mice, minocycline injection might attenuate the reconsolidation process hereby long-term bad 
memory formation was attenuated. 
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１．研究開始当初の背景 
代表研究者はこれまで、生殖内分泌機能の中
心となる視床下部の 
Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) ニ
ューロンの調節機構に関して研究を行ってき
た。特に近年では、ミクログリアと GnRH ニ
ューロンの関係について興味をもって検討し
てきた。 一方、グリア細胞とニューロンの相
互作用に関する最近の研究は、グリア細胞の
機能が栄養作用、支持作用、貪食作用などに
とどまらないことを示している。脳の炎症反
応や変性・細胞死などにミクログリアが関与
することが明らかにされ、近年ではラット海
馬の神経新生と空間学習におけるミクログリ
アの関与など、内的環境を整えるという生理
的な状態でのミクログリアの機能が明らかに
されつつある。特に興味深いことに、生理的

な環境下で常にシナプスを監視しているとい
う報告がある。そこで代表研究者は、ミクロ
グリアが、シナプス機能を調節することによ
り学習機能の発現に関与していると考え、代
表的な海馬依存性高次機能における役割に注
目した。恐らく、ストレス等の恐怖、つま
り、電気ショックが関与する学習にはミクロ
グリアが関与すると考えているが、動物で恐
怖、もしくはそれに類似した事象が関与しな
い学習があるのか、という疑問を持った。そ
して、図のような仮説に致った。それは、 ミ
クログリアが活性化されるような状況の 学
習は消去され難い、それは、成立した学習の
質的な差に基づく、というものである。その
質的な差とは、AMPA 受容体のサブユニットの
構成の違いにあると推察している。 

２．研究の目的 

平成 26〜28 年度の 3 年間で、受動的回避学
習および恐怖条件付け学習という課題で
は、学習成立機序にミクログリアが関与す
ることを明らかにする。具体的には、ミク
ログリアの活性化の過程が学習成立、維持
に影響していることを、ミクログリアの活
性化の選択的な阻害剤を投与して、海馬依
存性の学習課題の成立が変容する事、そして、
その機序に AMPA 受容体のサブユニット構
成が変化する事、すなわち、内的な環境を
整えるミクリグリアが活性化している状況
では AMPA 受容体 のサブユニット構成が異
なり、それが学習の成立に影響することを
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）行動解析 
受動的回避学習 
 受動的回避学習装置は、ドアで隔たれた
明るい部屋と暗い部屋の２連部屋からな
り、動物を明るい部屋におくと速やかに暗
い部屋に移動する。暗い部屋に移動した時
にドアをしめて床のグリッドから電気ショ
ック（0.8-1.6 mA、2 秒）を与える。その後
再び明るい部屋に入れると受動的回避学習
が成立しているので、明るい部屋に行かな
い。行動しないこと（明るい部屋に行かな
い）により電気ショックを回避する学習海馬
依存性である事がわかっている。 
依存性の学習となる。 
（２）生化学的解析 
ウエスタンブロット 
 動物をイソフルレン麻酔して脳を摘出し、
実態顕微鏡下で目的の領域を切り出し、液体
窒素で凍結する。サンプルから定型的に蛋白
質を抽出する。シナプトソーム分画の場合は、
組織サンプルを、シナプトソーム分画用バッ
ファーにてホモジナイズを行い、フィルター
を通して採集する。遠心後、上清を捨て、ペ
レットを再度シナプトソーム分画用バッフ
ァーにて溶解する。それら蛋白サンプルは、
SDS—ポリアクリルアミド電気泳動法を用い
て、泳動を行い、メンブレン（PVDF 膜）に転
写する。PVDF 膜に転写する。転写後、ブロッ
キング剤を用いてブロッキング処理を行い、
目的の蛋白質の 1次抗体を反応させる。反応
後、膜を洗浄し、2次抗体 (HRP 標識抗体)に
て反応させ、化学発光法にて検出する。 
（３）遺伝子改変動物の解析 
空間及び時間特異的にミクログリアを除去
できる CD11b-DTR マウスは、ミクログリア特
異的（CD11b はミクログリアのマーカー）にジ
フテリア毒素（DT）受容体を発現し、DT を投
与することで受容体発現細胞特異的に細胞
死を誘導することが可能である。そこでより
直接的な証明として、このマウスを用いる。
まずマウスの受動的回避学習を解析する系



を立ち上げた。 
 
４．研究成果 
（１） Wistar 雄性ラットを受動的回避学
習行い、ミクログリア特異的な阻害薬、ミ
ノサイクリンを投与した。ミノサイクリン
を投与したラットは有意に暗い部屋に入る
時間が短縮した。すなわち、嫌な記憶を早
く忘れたわけである。直後の嫌な記憶には
差がないことから、ミノサイクリン投与に
よりミクログリアの作用が弱まった結果、
嫌な記憶の固定や再生が抑制されたと考え
た。 
（２） 形成される経験に出来方による差
がある可能性を考え、AMPA 受容体のサブユ
ニット構成を調べた。AMPA 受容体のサブユ
ニット構成により海馬シナプス機能が変化
すると考えた。海馬を摘出し、液体窒素で
凍結した。サンプルから定型的に蛋白質を
抽出しシナプトソーム分画にした。サンプ
ルは、SDS—ポリアクリルアミドにて電気泳
を行い、メンブレンに転写し、化学発光法
にて検出した。その結果、シナプトソーム
分画にしてもAMPA受容体サブユニットGluR1
や GluR2にミノサイクリン投与による変化は
認められなかった。GluR1 の 831 番目セリン
のリン酸化には差がなかったが、845 番目セ
リンのリン酸化はミノサイクリン投与によ
り減少する傾向が認められたことからPKAが
関与する可能性が示唆された。 
（３） 空間及び時間特異的にミクログリ
アを除去できるCD11b-DTRマウスを手に入れ
た。CD11b-DTR マウスは、ミクログリア特異
的（CD11b はミクログリアのマーカー）にジフ
テリア毒素（DT）受容体を発現し、DTを投与
することで受容体発現細胞特異的に細胞死
を誘導することが可能である。まずマウス
の受動的回避学習を解析する系を立ち上げ
た。その結果、ラットとマウスでミノサイ
クリン投与による受動的回避学習の変容が
異なることが示唆された。マウスの場合、
ミノサイクリン投与によって受動的回避学
習獲得過程には影響がなかったが、再強化
の過程に抑制的に作用する可能性のあるこ
とが示唆された。また、新たな知見として、
約１ヶ月後に再び受動的回避学習成立の度
合いを調べると、受動的回避学習前後にか
かわらずミノサイクリン投与は消去学習を
促進する傾向にあった。一方、幼少期の経
験はミクログリアの発現に影響すると考え
られていたが、少なくとも受動的回避学習
の成立には影響を及ぼさなかった。以上よ
り、ミクログリアは受動的回避学習の維持
に関与していると推測された。 
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