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　 　 代 表 挨 拶

　平成 21 年（2009 年）度に採択された私立大学戦略的研究基盤形成支援事業「記憶・学習の可塑的

発達機構に関する統合的解析」（以下：本事業）を終えるにあたり、本事業が採択になるまでの歩みを

振り返るとともに、推進を応援いただいた内外の関係者の皆様に、心から感謝申し上げたいと思います。

　本事業に至る流れは、1996 年、玉川大学学術研究所に脳科学研究施設が設置された時に遡ります。

当時すでに、塚田らを中心とした工学部の脳研究グループはザリガニからネコを研究対象とし、生理実

験と理論モデルの双方を駆使した研究を展開していましたが、そこに農学部、ミツバチ科学研究施設の

佐々木らのグループと、文学部で哲学・倫理学を進めていた福井らのグループが加わり、玉川らしい総

合的な脳研究プロジェクトの基盤が整いました。

　その活動は、平成 14 年、21 世紀 COE プログラム「全人的人間科学プログラム」（5 年間）の採択

という形に発展、翌平成 15 年には私立大学学術フロンティア推進事業（5 年間）の採択を期に、純

粋な研究用としては珍しい f-MRI 設備と、当時としては最新の遺伝子解析設備を備えた GBI（Genetic 

Analysis and Brain Activity Imaging Laboratory）棟が完備しました。これらの実現は、小原哲郎総長

および小原芳明学長の強力なバックアップなしにはあり得ませんでした。その後、2 回目の COE であ

るグローバル COE プログラム「社会に生きる心の創成」（5 年間）に続き、私立大学学術フロンティア

推進事業の終了から 1 年の間を置いて、今回の本事業の採択に至ったというのが、これまでの流れです。

　グローバル COE プログラムは「社会に生きる心の創成」のタイトルが示すように、社会科学的視点

からの研究に軸足を移しましたが、本事業は私立大学学術フロンティア推進事業の流れを汲み、動物実

験を中心とした自然科学的解析に力点を置きました。ただ、タイトルに掲げた「統合的」解析、副題に

挙げた異なる切り口からの研究の「融合」という点では、今後もまだまだ先の長い研究が玉川大学で続

けられることを願っております。

　なおこの 5 年の間に、玉川大学の脳研究を中心となって牽引してこられた塚田稔教授と、私立大学

学術フロンティア推進事業および本事業で代表を務めさせていただいた佐々木は、ひとつの区切りを

迎えることとなりました。ともに「生涯研究者」の心を持ち続ける所存ですが、一方で、グローバル

COE プログラムや本事業を通じ、若手を中心とした交流が活発に行われるようになっています。次の

世代を担う人たちの研究が進展する中で、さらに統合的な脳科学研究の実現を目指していただければと

期待するものです。

　規模が大きいとは言えない私立大学において、惜しみなく応援していただいた小原芳明学長に重ねて

御礼申し上げるとともに、心の通ったバックアップをいただいた事務局の皆様にも、この場を借りて感

謝の意を表する次第です。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　玉川大学戦略的研究基盤形成支援事業　プロジェクトリーダー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　玉川大学学術研究所

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　佐々木正己
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　  研 究 概 要

生理学的および行動学的解析
100 万個の神経細胞からなる集積回路のような脳を持つミツバチを主材料に、ダンス言語によ

る情報伝達、発熱による対オオスズメバチ防衛戦略（Nature, 2005）時の脳機能を解析する。

また発育環境の影響が大きい記憶・学習能力の “ 可塑的 ” 発達、長期記憶メカニズム、脳の左右

性について、連合学習（行動解析）および薬理学的手法から究明する。

遺伝子発現解析・分子生物学的解析
21 世紀 COE プログラム、学術フロンティア推進事業を通じて、本学ではミツバチの学習能力

の発達に関わるいくつかの候補遺伝子を見い出している。これらの候補遺伝子の詳細な発現解

析から、学習能力との関連性を検証する。また、脳内で発現する遺伝子の RNAi 法による機能抑

制、ミツバチへの遺伝子導入を試みる。エピジェネティックな転写調節についても解析を進める。

受容体・シナプスから細胞レベルの生理的解析
シナプス可塑性が、シナプス前部に起因するのかシナプス後部に起因するのかは、現在のとこ

ろまだ統一的な知見が得られていない。本プロジェクトではシナプスの可塑性の要因を明らか

にするために、おもにラットの脳切片を材料として、二光子レーザー顕微鏡によるシナプスレ

ベルでの形態観察、微小レーザービームによる神経細胞の微小領域刺激による電気生理実験な

どを行う。

細胞からネットワークレベルの生理学的解析および理論モデルの構築
細胞からネットワークレベルの統合的理解のために、理論的な学習記憶仮説を提案する。また、

ラットおよびサルを用いた電気生理実験により、シナプス結合強度パターンとしての記憶形成

というミクロなレベルから、細胞集団システムにおける記憶形成というマクロなレベルにわた

る検証を行う。

研 究 者 紹 介
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佐々木正己（学術研究所）

佐々木哲彦（学術研究所）

塚田稔（脳科学研究所）

丹治順（脳科学研究所）

小野正人（農学研究科） 中村純（学術研究所）

吉田忠晴（学術研究所） 肥塚信也（農学研究科）

相原威（工学研究科） 小島比呂志（工学研究科）

酒井裕（脳科学研究所）

＊所属は平成 21 年度採択時　  研 究 概 要
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研究事業の位置づけ

　玉川大学には研究部門を推進する12の付置研究センターがある。私立大学戦略的研究基盤形成支

援事業「記憶・学習の可塑的発達機構に関する統合的解析」（以下：本事業）は、この中の「ミツバ

チ科学研究センター」および「脳科学研究センター」を中核とし、これに農学研究科と工学研究科の

一部教員が加わった形の学際的、かつ特色ある構成となっている。

　平成14年に採択された21世紀COEプログラムでは、本事業の研究員の約半数と社会科学系の教

員が研究基盤を整備すると共に優秀な成果を挙げた実績があり、平成20年度からは「ヒトの心の理解」

を目指した文理融合のプロジェクトがグローバルCOEプログラムに採択されている。これらの基盤

をもとに、本プロジェクトは脳機能の中核をなす記憶・学習の問題に、自然科学の立場から実験的な

解析を進めている。ヒトは対象とせず、ラット、サルにミツバチを加えるという本学の特徴を生かし

たユニークな構成は、量子情報分野、次世代型植物工場と並び、本学の研究基盤形成の中で牽引的位

置づけとなるものである。中規模の大学ではあるが、その分、研究者同士の連携がしやすいメリット

があり、副題に掲げている学際的、融合的研究の展開が十分に期待できる。

本事業の意義・目的

　本事業より1年先に走り始めたグローバルCOEプログラムが、ヒトの心のはたらき（特に意思決

定のメカニズムの解明）に的を絞っているのに対し、本事業は同じ脳機能の中でも記憶・学習の基本

メカニズムの理解を目的としており、方法論的にもあくまで動物実験を中心に展開している。ここま

では平成15年度に採択された私立大学学術フロンティア推進事業（〜 19年度）と同じ目的であるが、

本事業はラットの神経細胞を用いてレーザー高速局所刺激システムを駆使した実験を行うほか、基盤

整備が進んだ遺伝子実験施設をさらに移転・拡充し（平成20年 3月に新たな実験施設が完成）、分子

生物学的な解析を本格的に展開している。これまでの研究成果を基に、新たに「学習能力の可塑的発達」

を可能にしているメカニズムの解明を目指している。

　本事業の独創的な点として、高度な社会性と学習能力を進化させたミツバチをモデル動物にしてい

ることが挙げられる。学習の基本メカニズムは、分子・細胞レベルではヒトもミツバチも同じであり、

ミツバチは、サルやヒトのような霊長類に匹敵する「概念理解」までできる高度な脳機能や社会性を

発達させている。一方でミツバチはヒトやサルと違い、脳内に実験的に外来遺伝子を導入したり、ノッ

クアウトしたりすることが可能である。加えてごく最近（平成18年）解読された「全ゲノム」の成

果も存分に取り入れた研究を行うことができる。

　本事業の先行研究により、ミツバチは1回の学習では数時間で忘れてしまうことも3回学習すれば

生涯覚えていること、社会から隔離して育てると学習能力の発達や記憶の保持が著しく損なわれるこ

となど、ヒトとよく似た点があることがわかってきている。これらの基本メカニズムの解明は、ヒト

の脳機能の理解にも大いに役立つものと期待できる。

平成21年度選定
「私立大学戦略的研究基盤形成支援事業」
記憶・学習の可塑的発達機構に関する統合的解析
ー 行動解析、生理実験、遺伝子発現、神経回路モデルの融合 ー

採択期間：平成 21 年度～平成 25 年度
研究代表：玉川大学学術研究所　佐々木 正己

―― 構想調書（平成 21 年度採択時）より抜粋 ―― 構想調書（平成 21 年度採択時）より抜粋



98

■ 

生
理
学
的
お
よ
び
行
動
学
的
解
析

①ミツバチの記憶・学習メカニズムとその可塑的発達の解析

　ミツバチは少数であれば数を数えられ、｢同じ｣ ｢違う｣ などの概念を認識することが知られており、こ

れらの能力は高等なサルにも匹敵すると考えられている（佐々木 2009）。学習能力もきわめて優れており、

嗅覚の連合学習ではわずか１回の条件付けで短期記憶が成立するほか、10 分以上の間隔で行われる３〜 5

回の条件付けで、1 週間以上、場合によっては生涯にわたる長期記憶が可能である。しかしこれらの能力を

支える脳の発達は、成虫期を前にした蛹期に急激に進むもので、幼虫時には、徹底した親からの保護と食料

供給の中で、そもそも眼も触角も存在しないといってよい位未発達のままである。一方、成虫に羽化すれば

すぐに学習ができるかというとそれは無理で、働きバチの場合、半数のハチが学習できるようになるまでに

３〜 5 日、すべてのハチが学習できるようになるには８から 10 日を要する（Ichikawa and Sasaki 2003）。

しかも我々の先行研究により、コロニーから隔離された条件で飼育されたハチでは、この学習能力の発達が

著しく遅れる、または抑制されることが明らかになっている。すなわちこの学習能力の発達には大きな可塑

性がみられ、学習できるハチとできないハチの間では、後述するように遺伝子の発現パターンが異なるほか、

記憶の座とされ、異種感覚入力の統合機能を司るキノコ体ニューロピルの容積でも、違いが見いだされてい

る（Ichikawa et al. 未発表）。

　そこで、この学習能力とその可塑的発達についてさらに解析を進めるべく、これまでの嗅覚系の学習に加

え、同じく多様な情報処理が行われている視覚を対象とした解析系の開発を進めることとした。ミツバチの

視覚学習の解析例は少なくないが、いずれも自由飛翔状態のハチをもちいる方法であり、嗅覚系の場合のよ

うに固定したハチでの解析は長い間不可能とされてきた。そんな中、東京大学の掘らと我々により、視覚系

の学習でも固定バチが使えるアッセイ系が開発された（Hori et al. 2006）。これを受け、2003 から 2007

年までの私立大学学術フロンティア推進事業の成果の上に、本プロジェクトでは視覚系の学習を中心に解析

を進めてきたので、その中から主要な点を述べたい。

（１）LED・光ファイバーおよびディスプレイ利用の新アッセイ系の開発

　掘らの固定バチでの視覚学習系の成功は画期的な成果ではあるものの、その学習率は 30 〜 40％と低か

った。そこで嗅覚学習で高い学習率を得ている Ichikawa and Sasaki (2003) による蜜胃内の蜜を人為的に吐

かせて糖に対する要求度を高めるとともに斉一化する方法を導入し、視覚学習系でも高く、かつ安定した学

習率を得られる方法を確立した。その上で、左右の複眼に独立的にトレーニングができる新規な解析法とし

て、LED の光源と光ファイバーを組み合わせた照射（条件刺激）法を開発した（図 1）。

研究内容
約 100 万個の神経細胞からなる微小集積回路のような脳をもつミツバチを主材料に、発育環
境の影響が大きい記憶・学習能力の “ 可塑的 ” 発達、長期記憶メカニズム、脳の左右性について、
連合学習による解析を行った。また、ミツバチのダンス言語による情報伝達に関する新しい
視点からの研究、社会性ハチ類の社会行動を制御する嗅覚情報処理の解析を行った。

担当研究者
①ミツバチの記憶・学習メカニズムとその可塑的発達の解析

　佐々木正己（学術研究所）

②最適採餌戦略としてのダンス言語と
　　経験を積むことによる行動の可塑的変化

　佐々木正己（学術研究所）

　吉田忠晴（学術研究所）

③マルハナバチの生体リズムとその可塑的発現メカニズムに関する解析

　佐々木正己（学術研究所）

　小野正人（農学研究科）

④社会性ハチ類が示す行動可塑性の化学生態学的解析

　小野正人（農学研究科）
図１　左 ：LED と光ファイバーを組み合わせた条件付けの装置一式。左手前は照射秒数をコントロールする小型コンピュータ
　　　写真左の右下はミツバチの複眼に当てる照射装置の先端部分／右 . 写真右は条件付けの順番を待つ固定された働きバチたち

生理学的および行動学的解析
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（３）LED 光の学習を利用した色覚の解析

　ミツバチの色覚について

は、電気生理学的な知見は

かなりあるものの（Autrum 

1959, Menzel et al. 1986）、

行動学的にはいまだ詳しく

解析されていない。そこで近

年急速に発達し、事実上全

ての波長が揃うといっても

よい LED を光源として解析

を行った。375（UV）、430(

青 )、525（黄）、600nm（橙

〜赤）の４波長を選び、そ

れ ぞ れ を 条 件 づ け（ 学 習 ）

させた後、4 波長の光すべて

を提示した場合の反応（学

習）の有無、あるいは程度

を調べた。その結果、375, 

430nm で条件づけした個体

ではテストでそれぞれ 375, 

430nm のみに反応し、それ

以外の波長にはまったく反

応しなかった。しかし 525、

600nm の長波長側で条件づ

けした個体では、それぞれ

525、600nm に反応したの

に加え、さらに長波長側の

　さらに、今後より複雑な課題を提示すること

を想定し、コンピュータのディスプレイの前に

ハチを固定し、ハチがディスプレイ上に示され

る色や形、あるいは動きなどを学習させられな

いかを検討した。その結果、普通に普及してい

る液晶型のディスプレイでも、バックライトや

時間解像度の問題はあるものの、色や動きを学

習させられることが明らかになった（図 2）。

（２）条件刺激の光強度と学習との関係

　視覚学習において、条件刺激として与える光

の強度と学習との関係はこれまで報告されてい

ないことから、波長 470 nm の青色 LED 光を光

源とし、学習が可能な低限光強度を求めた。そ

の際照射光は、積分球の原理を使ってアルミ薄

で作った半球型のドーム内で反射させ、ハチの

両複眼に万遍なく照射されるようにした。

　光強度を減少させるには、ND フィルターあ

る い は ND フ ィ ル ム（1/10 あ る い は 1/100）

を使用し、遮光無しから 1/100,000 までのレ

ンジとした。

　結果は図３A-C のとおりで、1/1000 までは

学習率の低下は見られず、1/10,000 で 50％まで低下し、1/100,000 では 7％と大きく低下した。エネル

ギーレベルでいえば低限強度は 0.05 〜 0.005 μ W/cm2 であった。

図３Ｂ　光強度 1/1,000，1/10,000，1/100,000 での学習率

図３C　波長 430nm の青色 LED を光源とした場合の光強度と学習率の関係
低限強度は 0.05 〜 0.005 μ W/cm2
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図２　コンピュータのモニタの前で画面をみている形の働きバチ

図３Ａ　光強度と連合学習率の関係を調べた実験の様子

図４　波長 430nm と（上）および 525nm（下）で条件付けした場合の学習曲線と
　　　学習後に各波長の光を照射した場合の応答率（右）
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（４）光ファイバー利用アッセイ系による脳の左右性の解析

　最近嗅覚学習に続いて視覚学習でも、右で学習させた方が左で学習させるより学習率が高いとの結果が報

告されている（Letzkus et al. 2008）。しかし Letzkus らの方法では光を当てない側の眼をペイントで遮光処

理をしてしまっているため、学習成立後に左右の眼に任意に光を当てての解析が出来ていない。そこで今回

開発した光ファイバーを利用し左右の眼に限定して光刺激（青色 LED：430nm）を与えられるアッセイ系

での左右性の解析を行った。

　その結果、最終回とした 15 回目の条件付け時の学習率が、右眼で 81％、左目では 60％（両目では 82％）

となり、有意（ｐ＜ 0.05）に右眼の方が学習率が高かった。1 時間後のテストでは、右眼で条件付けした

個体は右眼で有意に反応し、左で条件付けした個体は左で有意に反応した（ともにｐ＜ 0.01）（図 6）。

　次に、同じ青色 LED の刺激で、右が点灯した場合は報酬（1.5M ショ糖溶液）、左の場合は罰（1M 食塩水）

とし、右と左をそれぞれ報酬と罰に関連づけて学習できるか否かを調べたところ、これらを関連づけて覚え

られることも確認できた（最終回とした 20 回目の条件付け時で、それぞれ 42％および０％）。ただし学習後、

両目に同時に青色を見せたところ、識別学習が成立していた個体のうち 40％のものは反応してしまった。

　　　　

　　　　　　　　　

　さらに右眼と左眼に与える光刺激の波長を変え、右を青、左を黄の特定の組み合わせの場合のみに報酬を

与える条件付けを試みたところ（刺激を与える順序はランダムになるようにし、規則性を覚える可能性は排

除した）、こうした左右と色の特定の組み合わせも学習できることが判明した。

たとえば、同じ青と黄の組み合わせでも、その左右を条件付け時と反対にしたテストでは、これに反応して

しまう個体はいなかった。

　これらの結果から、ミツバチが左右の視覚系から入力される情報を区別して扱える能力を有していること

は証明できたと思われる。しかしこれをもって右と左を概念認識として処理しているかについては、これら

の実験からだけでは確証したことにはならない。それには、前述のディスプレイを使ったさらなる解析が有

効に使えるものと期待される。

630,660,680nm にも反応した（図 4）。これはミツバチが、少なくとも短波長で行った場合、緑から赤にか

けての広い波長域に渡って色の識別ができないことを示唆している。

　この識別能の解釈として、受容波長域を異にする 3 種の受容細胞（S,M,L）に対し、2 種以上の細胞が興

奮すれば、その興奮度の違い（組み合わせ）により異なる色として識別できるが、1 個の受容細胞しか興奮

しない場合には、入力する波長が異なっていてもこれらを識別できないと仮定すると説明がつくと考えられ

る（図 5）。一方前述の実験結果からだけでは、黄色の花や橙色の花は、2 種の花色の間だけでなく、緑の

葉との区別もついていないことになりかねない。しかし現実には、ミツバチは黄色いアブラナの花やキバナ

コスモスの橙色の花を好んで訪れ、葉と混同しているようには見えない。自然界の花は、LED のように自

身で発光しているわけではなく、太陽からの放射スペクトルを反射して自分たちの色を表現しているわけで、

たとえば UV を反射する色素を花弁に配することで、ヒトには同じ色に見えても、ハチには別の色に見えて

いる可能性が高い。

図５　ミツバチの複眼に存在する 3 種の視細胞の分光感度（上）と
　　　4 種波長の光で条件付け（学習）したハチの各波長に対する応答を比較したもの
　　　説明は本文参照
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図６　右眼と左眼で条件付けした場合の学習率の違い（*: ｐ＜ 0.05）
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よって、餌場の詳しい位置情報を獲得するだけではなく、餌場の資源供給の安定性をモニターしており、安

定的に蜜が採餌できるときには、さらに出巣時積載蜜量を減少させるとの結果も得ている。

　一方、ミツバチは蜜に加えて、花粉も採餌する。花粉を採餌している蜂の出巣時積載蜜量を解析したとこ

ろ、蜜採餌の場合とは異なる結果を得た。この場合、蜜採餌時に比べ、出巣時積載蜜量が有意に多く、採餌

経験を積んでも減少しなかった。ミツバチは、花粉を蜜と一緒に練り合わせ、後肢に団子状にまとめて巣へ

持ち帰る。この ｢つなぎ｣ として用いられる蜜の少なくとも一部が、巣から持ち出されているために、出巣

時積載蜜量が蜜採餌の場合と比べ多くなっていることを、人工餌場で代用花粉を採餌させる実験（図９）と、

野外採餌時の解析から確認した（図 10）。さらに、持ち帰る花粉の量に応じて、巣から持ち出すつなぎ蜜の

量を調節していることも明らかにした（図 11）。

②最適採餌戦略としてのダンス言語と経験を積むことによる行動の可塑的変化

　ミツバチは、採餌に出るときに少量のハチミツを飲んで巣を離れる。我々はこのことに注目し、ミツバチ

がどのように自分自身の記憶や巣仲間が学習した餌場情報を利用し、いかに効率的に採餌を行っているのか

について解析を進めた。

　採餌蜂が出巣時に蜜胃に入れる蜜を「出巣時積載蜜」と呼ぶことにする（図７）。飛行等に必要なエネル

ギーはこの蜜を消費することで生産される。出巣時積載蜜は、多すぎれば体重増加から飛行のエネルギー効

率を低下させてしまうが、少なすぎれば蜂は餌場に到着できない。しかし、出巣時積載蜜量にどのような調

節がなされているかは、これまで解析例がない。

出巣時積載蜜量への餌場までの距離の影響を調べたところ、ミツバチは遠い餌場に向かって出巣するときほ

ど、多量の蜜を積載していることが明らかになった（順位相関係数ρ＝ 0.72; Harano et al. 2013）。また、

巣仲間からダンス言語によって伝達された餌場位置情報をもとに採餌を始める蜂（ダンス追従蜂）は、すで

に餌場を利用している蜂よりも有意に多い蜜を積載して出巣し、採餌経験を積むにしたがってこれを減少さ

せていることもわかった（図８）。ダンス言語は、餌場のおおまかな位置のみを伝えるため、この情報をも

とに餌場を捜す蜂は、餌場に到達できないこともある。ダンス追従蜂は、そういった状況（餌場で蜜を補給

することができない）でも帰巣できるよう蜜を多めに持っているのである。また、採餌経験を重ねることに

A B

A B

図７　A. ミツバチの蜜胃、食道の一部が伸縮自在の袋状になったもので、最大自身の体重の半分量の蜜を保持できる
B. 人工の餌場に通ってきたミツバチを個体識別するためにマークしたところ  　　　　　　　　　　  　

図８　A．ダンス追従バチ (Follower) とダンスバチ (Dancer) が出巣時にもっていく燃料蜜の量の違い
　　　尻振り走行時間 (Waggle-run duration) は、ダンス中に暗号化された餌場までの距離を示す
　　　B．採餌経験による出巣時積載蜜量の減少（どちらの図も Harano et al. 2013）     
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A B

図９　A．代用花粉採餌時の採餌経験による出巣時積載蜜量の変化。花蜜採餌時と異なり、経験を積むと、積載蜜量が増加する
　　　B．代用花粉（Soybean flour）を採餌した蜂の採餌量と帰巣時の残存蜜量の関係。多くの代用花粉を持ち帰ると残存蜜量
　　　が減少していることから、蜜胃中の蜜をつなぎとして使っていることが示された
　　　（どちらの図も Harano et al. 2013）

図 10　花蜜採餌ダンス蜂と花粉採餌ダンス蜂の出巣時積載蜜量の比較
　　　 花粉採餌蜂は燃料となる蜜に加えつなぎ蜜を巣から持ち出しているため、
　　　 花粉採餌蜂よりも多くの蜜胃内容量が見られる
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花粉採餌蜂に関する発見でとくに興味深いのは、正確な餌場位置に関する情報を持たないために長時間

の探索飛行を迫られるはずの追従蜂も、出巣時積載蜜量を増加させていない、ということである。我々は採

餌に失敗した追従蜂に残存している蜜量を調べることで、この謎についても答えることができた。花粉ダン

ゴを作るのに必要とされるつなぎ蜜量は、約 7 μℓと推定されるが、採餌に失敗した追従蜂は持ち出した

蜜をほとんど使い切っているか、多くても 5 μℓほどしか残していなかった。これは、餌場を発見できな

かった追従蜂が、つなぎ蜜として持ち出した蜜を燃料として消費したことを示唆している。花粉採餌の場合

には、追従蜂も多くの蜜をつなぎとして持っているため、餌場探索用の蜜を追加で持ちだす必要がないので

ある。

　これらの結果は、ダンス言語の情報を読み取った蜂が、距離情報や採餌すべきもの（蜜か花粉か）を認識

している事実、それらに基づき、蜂が「先」の行動を予見してそれに備える行動を取っていることを初めて

明示したものである。また本解析によって、餌場に関しての情報量が不足している時には、採餌効率を犠牲

にして採餌失敗のリスクを減らすような採餌戦略をミツバチが持つことを明らかにし、動物の採餌行動全般

に対して新しい視点を提供することができた（Harano et al. 2013）。

　

③マルハナバチの生体リズムの可塑的発現に関する解析

　我々はこれまでミツバチのサーカディアンリズムが、育児期には発現せず、加齢に伴って顕在化するこ

と、リズムに社会的な同調が見られることを明らかにしてきた（Sasaki 1990,1992, 佐々木 2005）。ミツバ

チが南方起源であるのに対し、マルハナバチは、同じミツバチ科の社会性昆虫でありながら北方系で、その

分布の北限は極地にも及んでいる。我々はこれまで、このマルハナバチが一定以上の光強度の恒明条件下で、

外見上リズムを無くし、長い場合は 1 ヶ月にもわたって ｢のべつまくなし｣ に活動を続けることを見いだ

し、これが複眼に光が当たっていることによりリズムがマスクされるためであろうことを明らかにした（図

12）、この特異な現象が北緯 66 度以北の北極圏でみられる白夜への適応ではないかと考え、北緯 69.4 度に

ある世界最北のトロムソ大学の協力を得て現実の白夜環境下でこの「のべつまくなし」行動を確認した。さ

らに、時計遺伝子を代表する period 遺伝子の発現状態を恒明下でモニターすることで、外見上の行動リズ

ムのみがマスクされて発現しないことを確かめた（投稿準備中）。

図 11　持ち帰った花粉ダンゴの大きさと出巣時積載蜜量の関係
　　　 花粉採餌蜂は、持ち帰った花粉団子の大きさに応じて次の出巣時に積載する蜜量を調節している。
　　　 花粉団子サイズ：S　<　M　<　L。コロニーの南約 2 キロの地点の花粉源植物で採餌している蜂のデータ
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図 12　北方系マルハナバチで強光下にリズムのマスキングが起こることを示すアクトグラム
　　　 上：温帯系のウスリーマルハナバチの場合／下：北方系のオオマルハナバチ
　　　 いずれの場合も LD 下では昼行性の明瞭なリズムを示しているが、500 〜 1000lx の照明下では、
　　　 オオマルハナバチでリズムがマスクされ、のべつまくなし型の活動となっている。ここでは詳
　　　 細は示さないが、照明下にもリズムが振動を続けていることは、行動反応、時計遺伝子の発現
　　　 の解析から明らかとなっている　　　 

出
巣
時
蜜
胃
内
容
量

（μℓ）
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④社会性ハチ類が示す行動可塑性の化学生態学的解析

　ニホンミツバチは、捕食性の天敵であるオオスズメバチの攻撃を受けると、多数の働きバチがスズメバ

チを包み込んで発熱して熱殺（熱殺蜂球：図 13）するという特異な防衛行動を発現する。この行動自体は

1995 年に発見されたものであるが（Ono et al. 1995）、その高度な社会行動の成因の詳細は不明のままで

あった。本研究プロジェクトにより、この防衛行動は、ニホンミツバチの働きバチがオオスズメバチの発す

る化学物質を受信すると体温が上昇し（図 14）、その後にミツバチ自身の警報フェロモンを受信することで

誘発されることを明らかにした ( 学会発表 : 小野ら 2011)。本事業支援により導入された昆虫触角電位増幅

システム付キャピラリーガスクロマトグラフ（GC/EAD）により、ニホンミツバチの触角にオオスズメバチ

の体臭成分の１つである 1-Methylbutyl-3-methylbutanoate（Ｒ体）に対する電位反応を確認した（図 15）。

熱殺蜂球の行動は、秋にスズメバチの捕食を受けると素早く発現するものの、春のスズメバチの出現前には

発現せず、行動を誘導する記憶・学習に関連づけられる外的刺激が必要であることが追認できた。また、本

事業支援により導入された昆虫触角電位増幅システム付キャピラリーガスクロマトグラフ（GC/EAD）を利

用した解析でも、熱殺蜂球の形成にはオオスズメバチにかみ殺されたニホンミツバチが発する警報フェロモ

ンが関与していることが示され、野外での行動レベルでの生物検定の結果を受容器の応答性においても確認

することができた ( 学会発表 : 歌川、小野 2013)。セイヨウミツバチには、このオオスズメバチの体臭成分

に対する反応は認められず、捕食を受けても熱殺蜂球形成は起きなかった。東京大学大学院理学系研究科と

の共同研究により、熱殺蜂球を形成しているワーカーの脳内のキノコ体（クラス II ケニオン細胞）に初期

応答遺伝子 (Acks) を認め、それを神経活動の指標として、脳が高温情報処理に関与していることの可能性

を示した。この仕組みにより、熱殺蜂球内の温度が、スズメバチの上限致死温度である 45℃を上回り、ニ

ホンミツバチの上限致死温度（50℃）を超えない範囲に制御されている事が強く示唆された (Ugajin et al. 

2012)。

　さらに、キイロスズメバチは、オオスズメバチ由来の化学物質を受信すると、血縁関係の無いコロニー

間で共同防衛行動をとることを明らかにした（学会発表 : 村本、小野 2010）。また、スズメバチの警報フ

ェロモンによる集団防衛、スズメバチやマルハナバチの社会寄生に関わる情報化学物質（学会発表 : 松山、

小野、2012）、嗅覚情報と報酬の連合学習によるマルハナバチやミツバチの訪花行動が亢進（学会発表 : 宮

本ら 2010）、植食性昆虫に食害を受けたウンシュウミカンの葉からの HIPV の発散（学会発表 : 小山、小

野、2014）、キアシナガバチの嗅覚による天敵スズメバチ種の識別のメカニズム（学会発表 : 本田、小野、

2014）などを明らかにした。

図 13　ニホンミツバチのオオスズメバチに対する熱殺蜂球
（右：サーモグラフィーにより発熱を可視化）

■ 

生
理
学
的
お
よ
び
行
動
学
的
解
析

■ 

生
理
学
的
お
よ
び
行
動
学
的
解
析

図 14　オオスズメバチの体臭成分をろ紙ディスクに塗布してニホンミツバチの巣箱前に提示
　　　 （左：匂いを感知して動きまわる門番蜂／右：匂い刺激だけで胸部の温度が上昇）

図 15　オオスズメバチの体臭および毒液に含まれる揮発成分（1-Methylbutyl-3-methylbutanoate）
　　　 に対するニホンミツバチ（働き蜂）の触角応答
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①ミツバチの脳における遺伝子発現解析

　ミツバチは優れた学習能力を持ち、個体間で密接にコミュニケーションをとりながら、コロニー全体とし

て極めて調和のとれた社会生活を営んでいる。働きバチが担当する労働は、齢差分業制になっており、羽化

後の若い個体が幼虫への給仕（育児）などの巣内の仕事を担当し、老齢の個体が採餌を行う。採餌行動では

好ましい蜜源場所をダンス言語で伝達しあうなど、ミツバチがもつ優れた情報処理能力が最大限に発揮され

る。採餌行動では巣内の仕事に比べ、高度な情報処理が要求されることに関連し、ミツバチの学習能力は成

虫脱皮後の加齢に伴って発達する。ところが、成虫になったばかりの個体を巣から隔離して単独で飼育する

と学習能力の発達が著しく阻害される。社会性昆虫の学習能力の発達に他個体からの何らかの刺激が重要な

役割を果たしていることを示唆する興味深い観察である。

　我々は私立大学学術フロンティア推進事業（平成 15~19 年度）において、ミツバチの学習能力の発達に

関与する遺伝子を検索する目的で、通常のハチと隔離飼育したハチの脳内遺伝子発現をマイクロアレイ法

で比較し（図 1）、隔離飼育により発現量が低下する遺伝子として、slit homolog 1, Major Royal Jelly Protein 

1 遺伝子（mrjp1）, Major Royal Jelly Protein 7 遺伝子 (mrjp7 ) などを同定した (Hojo et al. 2009)。Slit 

homolog 1 は軸索伸長の方向性を調節するガイダンス因子である Slit と低い相同性をもつ。Slit はミツバチ

以外の昆虫類にも存在するが、Slit homolog 1 はミツバチ以外の昆虫では見つかっていない。また、MRJP

遺伝子もミツバチに固有な遺伝子群である。MRJP は女王バチや幼虫に与えられるローヤルゼリーに含まれ

る主要なタンパク質である。MRJPs は育児バチの下咽頭腺で発現することが知られているが、マイクロア

レイの結果は MRJP1 と MRJP7 が脳でも発現していることを示唆するものである。

研究内容
ミツバチは高度な学習能力を持ち、複雑な社会行動を示す。2006 年にはゲノム情報が公開さ
れ、分子生物学の新興モデル生物としても注目されている。本研究課題ではミツバチの脳機
能の分子基盤を明らかにすることを目的とし、脳内での遺伝子発現解析、遺伝子の機能解析
に必要な方法論の開発、および遺伝子のエピジェネティックな転写調節の解析を計画・実施した。

担当研究者
①ミツバチの脳における遺伝子発現解析

　佐々木哲彦（学術研究所）

　佐々木正己（学術研究所）

②ミツバチへの遺伝子導入法の開発

　佐々木哲彦（学術研究所）

　中村純（学術研究所）

③ミツバチのエピジェネティックス

　佐々木哲彦（学術研究所）

　肥塚信也（農学研究科）
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図 1　マイクロアレイ法によるミツバチ脳キノコ体の遺伝子発現解析
　　　隔離飼育した働きバチの cDNA を Cy5( 赤 )、巣内で飼育した働きバチの cDNA を Cy3( 緑 ) で標識した

図 2　働きバチの脳内での slit homolog 1 (A)、mrjp 1 (B) および mrjp 7 (C) の発現量
　　　β-actin に対する相対的な発現量を示す（平均値 ± 標準偏差、N=5）

遺伝子発現解析・分子生物学的解析
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かもしれない。

　バキュロウイルスベクターは卵巣には感染力を示さなかったが、脂肪体には感染することから、脂肪体へ

の遺伝子導入や、脂肪体での 2 本鎖 RNA の発現による RNAi 法による遺伝子機能解析に利用できると考え

られる。蛹期に導入した外来遺伝子が羽化後も発現することは、逆転写 PCR 法により確認した（図 4）。 脂

肪体で発現する遺伝子の中には、vitellogenin や insulin-like signaling pathway を構成する遺伝子など、働き

バチと女王バチのカースト分化に関与する興味深い遺伝子が含まれており、これらの遺伝子の機能解析に応

用されることが期待される。

　ここでは、slit homolog 1, mrjp1 および mrjp7 の発現を定量 PCR 法で解析し、学習との関連をさらに詳し

く検討した（図 2）。まず、マイクロアレイ解析の結果を確認するために、巣内で育ったハチと隔離飼育し

た個体について 3 つの遺伝子の発現量を定量し、マイクロアレイでの解析と一致する結果を得た。次いで、

働きバチの加齢に伴う発現の変化を調べたところ、slit homolog 1 の発現量は羽化後上昇し、老齢の外勤バ

チでは低下した。発現量がピークとなる時期はミツバチの脳が構造的に発達する時期とよく一致しており、

Slit homolog 1 もガイダンス因子としての機能をもつことが示唆された（Kagami et al. 2010）。mrjp1 も

slit homolog 1 と似た発現パターンを示した (Hojo et al. 2010)。mrjp7 は加齢にともない発現量が増加した。

MRJP1 や MRJP7 が脳においてどのような機能を有するかは不明であるが、学習能力の発達や学習能力そ

のものに関与していると考えられる。ミツバチの MRJP 遺伝子群は、進化的には多くの昆虫に保存されて

いる Yellow 遺伝子群の１つでる yellow-e3 から遺伝子重複により生じたと推定されている。ショウジョウバ

エでは、Yellow-e3 が脳の発達に関与することが示唆されており、ミツバチの MRJP が脳においても重要な

機能をもつことは、分子進化的にも十分あり得ることである。mrjps はミツバチの社会性獲得にともなって

多様化した遺伝子群であり、脳における機能を保持しながら、一方で幼虫や女王バチの餌としての栄養上の

機能も担うようになったと推察される。

②ミツバチへの遺伝子導入法の開発

　2006 年にミツバチのゲノムが解読されて以降、ミツバチの分子生物学的な研究は加速的に発展しつつあ

る。しかし、トランスジェニック法など遺伝子機能を解析するための方法論はまだ十分には確立されていな

い。トランスジェニック・ミツバチを作出する１つのアプローチとして、昆虫ウイルスの感染力を利用して

女王バチの卵巣に外来遺伝子を導入し、染色体 DNA と組み換えを起こさせる方法が考えられる。バキュロ

ウイルスは自然界ではチョウ目の昆虫に感染する昆虫ウイルスであるが、他の昆虫細胞にも感染力をもち、

多くの昆虫細胞への遺伝子導入ベクターとして利用されている。我々はトランスジェニック・ミツバチの作

出にバキュロウイルスを利用できるかを検証するため、Green Fluorescent Protein (GFP) を発現するバキュ

ロウイルスを調製し、女王バチへの感染力を検証した。

　Cytomegalovirus immediate-early gene promoter の 下 流 に、Aequorea coerulescens 由 来 の GFP gene 

(AcGFP1) と SV40 の poly(A) signal をつないだバキュロウイルスベクターを作製し、ヨトウガの一種

Spodoptera frugiperda の培養細胞でウイルス粒子を調製した。ウイルスを接種する女王バチは、孵化後 2 日

以内の幼虫をプラスチック製の人工王台に移虫して巣内で養成し、蛹化後は実験室内で 34℃のインキュベ

ータで飼育した。

　女王バチの蛹期は約 5 日間で、蛹化後 2 日目の蛹の腹部に 1 x 105 または 1 x 106 IFU のウイルスを接種

した。1 x 106 IFU のウイルスを接種した蛹からは、翅の縮れた奇形の成虫しか羽化しなかったが、1 x 105 

IFU を接種した蛹からは少なくとも外部形態は正常な成虫が羽化し、腹部から GFP のシグナルが見られた（図

3）。GFPのシグナルは接種した腹部だけに局所的に存在し、シグナルの拡大は観察されなかった。このことは、

接種したウイルスは女王バチの組織に感染するが、新しいウイルス粒子が生成して感染が拡大（二次感染）

することはないことを示唆している。成虫腹部を解剖して内部の感染状況を確認したところ、期待に反して、

卵巣には感染が認められず、GFP のシグナルは脂肪体だけに限られていた（Ikeda et al. 2011）。現状にお

いてはバキュロウイルスをミツバチのトランスジェニックに利用することは難しいと考えられるが、ウイル

スが感染しても正常な成虫が羽化できるタイターが存在すること、ウイルスの二次感染による悪影響はない

ことなどから、ウイルスを改変して卵巣に感染できるようにすることで、トランスジェニックに利用できる
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図 3　GFP 発現バキュロウイルスを接種した女王バチ蛹
　　　外部形態の観察では腹部にのみ GFP のシグナルが見られる（A, B）。腹部を解剖したところ、
　　　脂肪体にのみシグナルが見られ（C, D）、卵巣からはシグナルが検出されなかった（E, F）。
　　　F に点在するシグナルは卵巣に付着した脂肪体組織による

図 4　女王バチ成虫における GFP の発現
　　　蛹化後 2 日目の女王バチ蛹の腹部に 1 x 105 IFU のウイルスを接種し、羽化後 2 日目に
　　　脂肪体から RNA を抽出し cDNA を合成した。対照区には phosphate-buffered serine(PBS) を注射した。
　　　調製した cDNA を鋳型として、gfp と β-actin を PCR で増幅した
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　次いで hex110 のメチル化の特徴を明らかにするため、8 個のエクソンを含む全長約 4 kbp の hex110 に含

まれる 96 個の全 CpG サイトのメチル化を解析した（図 6）。働きバチと女王バチの幼虫全組織と成虫の脂

肪体から抽出した DNA を材料とした。各 DNA 試料は 1 個体から抽出し、各実験区について 3 コロニーに

由来する 3 個体を供試虫として用いた。その結果、1) hex110 の全体的なメチル化パターンは、カーストの

違いや、幼虫全組織と成虫脂肪体の違いによらず似通っているが、成虫脂肪体のほうが幼虫組織よりもメチ

ル化頻度がやや高い傾向にあること、2) 部分的に女王バチと働きバチでメチル化度が異なるサイトが存在

すること、3) 同一実験区内では異なるコロニーに由来する個体間でメチル化のパターンはよく一致してい

ること、などが明らかとなった（Ikeda et al. 2011）。この成果は，ミツバチの特定の遺伝子に着目してメ

チル化を詳細に解析した最初の例である。

　hex110 のメチル化の解析は，ミツバチの遺伝子のメチル化の特徴を明らかにする上では重要な解析であっ

たが、hex110 は脳で機能する遺伝子ではない。ミツバチの働きバチは、羽化してからの日齢に応じて社会

的な仕事を変化させる。比較的若い働きバチは幼虫の世話などの巣内の仕事を担当し、羽化後 2 〜 3 週間

ほど経つと、花粉や花蜜の採餌を行うようになる（齢差分業）。育児行動に比べ採餌行動では、より高度な

情報処理が必要となることに関連して、育児バチから採餌バチへの仕事変化に伴って、学習・記憶能力は大

きく向上することが知られている。我々は、加齢に伴う脳機能の向上と DNA メチル化の関連を解析するた

めに、育児バチと採餌バチの脳における DNA メチル化のパターンを解析した。ここでは、ゲノム・ワイド

にメチル化修飾を受ける遺伝子を検索するために、次世代シークエンスを利用した。育児バチと採餌バチの

それぞれ約 200 匹の頭部から脳キノコ体領域を摘出し、そこから抽出した DNA をバイサルファイト試薬で

処理し、これを鋳型としてアダプター配列を用いて増幅した PCR 産物を次世代シークエンサー HiSeq2000

③ミツバチのエピジェネティックス

　近年，哺乳類では記憶形成に DNA のメチル化やヒストンの修飾などのエピジェネティックな遺伝子転写

調節が関与していることが明らにされつつある。しかし、無脊椎動物の DNA メチル化の生物学的意義はほ

とんどわかっていない。ショウジョウバエやカイコなどのモデル昆虫では DNA はメチル化されないが、ミ

ツバチなどの膜翅目昆虫では昆虫としてはむしろ例外的に DNA がメチル化される。ミツバチでは幼虫期に

RNAi 法で DNA メチル化酵素の発現を抑制すると働きバチ幼虫が女王バチ化することや、成虫の脳でのメチ

ル化を薬理的に阻害すると学習能力が低下することなどが報告されており、DNA メチル化の研究の新しい

研究対象として注目されつつある。そこで、ミツバチの行動様式や学習能力の変化とエピジェネティックな

遺伝子発現調節の関係を明らかにするため，DNA のメチル化の解析を行った。

　ミツバチの DNA メチル化は、哺乳類と同様に DNA 上の C（シトシン）と G（グアニン）が並んだ CpG

ジヌクレオチドの C にメチル基が付加される。これまで、ミツバチの DNA メチル化に関する先行研究はほ

とんどなく、メチル化される CpG サイトを含む数個の遺伝子が同定されているだけであった。我々はまず、

バイサルファイト・シークエンス法でミツバチの数個の遺伝子のメチル化の有無を調査した。バイサルファ

イト・シークエンス法は、DNA を重亜硫酸ナトリウム（sodium bisulfite）で処理すると、非メチル化シト

シンはウラシルに変換されるが、メチル化されたシトシンはこの変換を受けないことを応用した方法である。

バイサルファイト処理した DNA を鋳型として PCR で増幅すると、非メチル化シトシンから生じたウラシル

はチミンとして増幅される。一方、メチル化シトシンはシトシンのまま増幅される。PCR 産物をクローニ

ングして複数のクローンについて塩基配列を決定し、各 CpG サイト毎に C/T 比を算出することで、そのサ

イトのメチル化の程度を解析することができる。

　数個の遺伝子について解析を行った結果、貯蔵タンパク質の１つであるヘキサメリン 110 をコードする

遺伝子（hex110）にメチル化される数個の CpG サイトがあることが明らかになった。そこで、働きバチと

女王バチで hex110 の発現量をノーザンブロット・ハイブリダイゼーション法と逆転写半定量的 PCR 法で調

べたところ、hex110 の発現量は幼虫期と成虫期、およびカースト間で異なることが示された（図 5）。
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図 5 　働きバチと女王バチにおける hex110 の発現量の比較
　　　(A) ノーザンブロット・ハイブリダイゼーションによる解析。幼虫期での発現量が高いが、成虫期では低下する
　　　(B) 逆転写半定量的 PCR 法による解析。女王バチでの発現量のほうが高い

図 6 　ミツバチ hex110 のメチル化パターン
　　　(A) ミツバチ hex110 の構造。hex110 は 8 個のエクソンを含む全長約 4 kbp の遺伝子で、96 個の CpG サイトを含む
　　　(B) hex110 の CpG サイトのメチル化。各実験区について、3 コロニー由来の 3 個体から DNA を抽出し、
　　　hex110 に含まれる 96 個の全 CpG サイトのメチル化をバイサルファイトシークエンス法で解析した
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で解析した。育児バチのサンプルからは 1.47 億本、採餌バチのサンプルからは 2.46 億本のリードを得た。

これらのリードをミツバチゲノム配列 Amel4.5 上の最も良く一致する領域にマッピングし、各 CpG サイト

毎にマッピングされた複数のリードの C/T 比からそのサイトのメチル化度を算出した。

　ミツバチのゲノムサイズは約 260 Mbp で約 900 万の CpG サイトを含む。解析の結果、ゲノム中の全

CpG サイトの約 80% について、メチル化の状態を解析するために十分な精度のデータを得ることができた。

個々の CpG サイトについてメチル化の有無を調べたところ、育児バチの脳では 42,172 の CpG サイト、採

餌バチ脳では 55,784 の CpG サイトがバックグラウンドレベルと比べて有意にメチル化されていた。メチ

ル化される CpG サイトは全体の約 0.5% ほどで、ミツバチのゲノム DNA はほとんどメチル化されず、ごく

一部の CpG サイトだけがメチル化修飾を受けることが示された。ゲノム上には遺伝子領域と非遺伝子領域

が存在する。メチル化される CpG サイトのゲノム上での分布を調べたところ、80% 以上の CpG サイトが遺

伝子上に局在していることが明らかになった（表 1）。また、遺伝子内の領域をエクソンとイントロンに分

けて見てみると、メチル化されるサイトはエクソン上に多い傾向が顕著であった。

　次いで、育児バチと採餌バチでメチル化頻度が異なる CpG サイトを Fisher の正確確率検定により検出し

た。その結果、774 個の CpG サイトで育児バチと採餌バチで有意差が検出された。一つの遺伝子内に 2 個

以上の有意差のあるサイトが含まれることもあり、遺伝子単位でみると、439 個の遺伝子に両者でメチル

化の程度が異なる CpG サイトが存在していた。これらの遺伝子のうち 214 個は育児バチでのメチル化率が

高い CpG サイトを含み、164 個は採餌バチでメチル化率の高い CpG サイトを含んでいた。残りの 61 個の

遺伝子には、育児バチでのメチル化率が高いサイトと、採餌バチでメチル化率の高いサイトが混在していた。

ミツバチ・ゲノムには約 11,000 個の遺伝子が存在していると推定されている。本研究により、育児バチと

採餌バチでメチル化のパターンが異なる遺伝子は、全遺伝子の 5% 未満であることが示された。

　育児バチと採餌バチでメチル化パターンの異なる遺伝子が、どのような機能を持っているかを明らかに

するために遺伝子オントロジー（gene ontology, GO）解析を行った（図 7）。生物学的プロセス（Biologial 

Process)、細胞の構成要素（Cellular Component）および分子機能（Molecular Function）について調べた

ところ、分子機能の GO で、armitage、haywire、Iswi、LOC100576404、LOC727008、LOC411250 など、

核酸の二次構造に影響を与えるヘリカーゼをコードする遺伝子が見出された（表 2）。特に LOC100576404

では、メチル化度の異なる CpG サイトが 5 個存在し、DNA メチル化がこの遺伝子の転写調節に大きく影響

していることが示唆された。ヘリカーゼは多くの遺伝子の転写・翻訳の過程を制御すると考えられている。

ヘリカーゼをコードする遺伝子がメチル化修飾によって転写調節を受け、さらにその遺伝子産物が下流の遺

伝子の発現に影響すると考えられる。
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表 1 　有意にメチル化される CpG サイトの分布
　　　10 本以上のシークエンス・リードがマッピングされた CpG サイトについて、
　　　二項検定でバックグランドレベルと比較し、Benjamini-Hochberg 法による
　　　多重検定補正を行った（FDR < 0.05）

キノコ体
メチル化 CpG 

合計

遺伝子内
遺伝子外

Exon Intron

育児バチ 41172 22325 (54.2%） 11528 (28.0%) 7319 (17.8%)

採餌バチ 55784 34832 (62.4%) 13334 (23.9%) 7618 (13.7%)

図 7 　メチル化が変化する CpG サイトを含む遺伝子の遺伝子オントロジー（GO）
　　　育児バチと採餌バチの脳でメチル化の程度が異なる CpG サイトを含む
　　　439 個の遺伝子を Blast to GO で解析した
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育児バチと採餌バチで、活性の異なる Sir2 タンパク質が合成されると考えられる。Sir2 のメチル化パター

ンと発現様式の関連、および遺伝子産物が寿命に及ぼす影響を調べることで、無脊椎動物での Sir2 の機能

解析が進められると期待される。

　以上に述べた通り、働きバチの脳キノコ体では加齢に伴って DNA メチル化のパターンが変化することが

明らかにされた。このようなメチル化の特徴は脳で特異的な現象だろうか？この点を検証するために、比較

対象として下咽頭腺についてもメチローム解析を行った。下咽頭腺は働きバチの頭部にある外分泌腺で、加

齢によって外分泌腺としての機能が変化する興味深い器官である。育児バチの下咽頭腺では、幼虫や女王バ

チに与えるためのローヤルゼリーのタンパク質成分が合成される。一方、老齢の採餌バチの下咽頭腺は花蜜

をハチミツに変換するために必要な酵素を合成する。

　下咽頭腺から抽出した DNA を用いてキノコ体と同様の解析を行い、育児バチからは 1.9 億リード、採餌

バチから 0.6 億リードの配列を得た。これらのリードをミツバチ・ゲノムにマッピングし、育児バチでは

34,022 サイト、採餌バチでは 10,232 サイトのメチル化修飾を受ける CpG サイトを同定した。採餌バチで

のメチル化サイト数がやや少ないのは、次世代シークエンスで得られたリード数が少なかったためである。

　図 9 に育児バチ脳、採餌バチ脳、育児バチ下咽頭腺、採餌バチ下咽頭腺の 4 つの実験区でメチル化の程

度が有意に異なる CpG サイト数をまとめた。育児バチの脳と採餌バチの脳の比較や、下咽頭腺同士の比較

に比べ、脳と下咽頭腺での比較でメチル化度の異なるサイトが顕著に多かった。同一器官での変化より、二

つの器官での違いが大きいことから、器官特異的にメチル化のパターンが異なることが明らかになった。ま

た、脳と下咽頭腺の比較では、脳で強くメチル化されているサイトが顕著に多く検出され、脳の DNA のほ

うが高度にメチル化されていることが示された。このことは脳では下咽頭腺以上にエピジェネティックな調

節機構が重要な役割を果たしていることを示唆しているのかもしれない。

　育児バチと採餌バチの下咽頭腺の比較では、77 個の遺伝子から合計で 120 個のメチル化度の異なるサイ

トが検出された。これらの遺伝子の GO 解析の結果を図 10 に示す。脳に比べて、解析対象となった遺伝子

数が少ないために GO 解析の精度は良くないが、例えば Biological Process では、脳の GO では検索されなか

った RNA process という term がヒットしている。また、Molecular Function について見ると、脳では DNA 

binding という term が検索されたが、下咽頭腺では DNA binding はみられず、RNA binding が検索でヒット

している。これらの結果からも、器官特異的なエピジェネティックな調節が機能していることが示唆された。

　また、育児バチと採餌バチでメチル化のパターンが異なる興味深い遺伝子として、哺乳類の長寿遺伝子と

して知られる Sirtuin（Sir2）のミツバチ・ホモローグが見いだされた。哺乳類では Sir2 の発現量の増大が寿

命延長効果をもつことが報告されている。Sir2 はヒストン脱アセチル化酵素であり、ヒストンー DNA 間の

構造を変化させることにより多くの遺伝子の発現を制御する。ミツバチの Sir2 の CpG サイトのメチル化の

状態をみてみると、5 つの Exon からなる遺伝子の第 5 Exon 先頭の 2 つが育児バチにおいて高度にメチル

化されており、この遺伝子の alternative splicing に関与している可能性が示唆された（図 8）。すなわち、
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図 8　 Sirtuin（Sir-2 ）の構造と CpG サイトのメチル化
　　　Sir-2 は 5 個のエクソンを含む全長約 8 kbp の遺伝子である。第 5 エクソンの最初の二つの
　　　CpG サイトのメチル化の程度は、育児バチのほうが採餌バチより有意に高い

遺伝子名
有意差のある CpG サイト数

遺伝子産物の機能
育＞採 * 育＜採 計

LOC726768 - 1 1 probable ATP-dependent RNA helicase DDX17-like

LOC726778 - 2 2 pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA 
helicase PRP16-like

LOC727008 2 - 2 probable ATP-dependent RNA helicase DDX46-like

LOC100576404 - 5 5 probable helicase with zinc finger domain-like

LOC411250 - 2 2 RNA-dependent helicase p72

LOC551822 - 1 1 ATP-dependent RNA helicase DDX42-like

LOC552515 2 - 2 helicase at 25E ortholog

LOC725306 - 1 1 helicase 89B ortholog

LOC551824 2 1 3 putative pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent 
RNA helicase DHX15-like

* （育）育児バチ、（採）採餌バチ

表 2 　育児バチと採餌バチでメチル化の程度が異なるヘリカーゼ遺伝子

図 9 　育児バチの脳と下咽頭腺および採餌バチの脳と下咽頭腺の４つの実験区の比較
　　　各実験区でバックグランド・レベルより有意にメチル化されている CpG サイト数と、
　　　実験区間でメチル化の程度が有意に異なる CpG サイト数を示す
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図 10 　メチル化が変化する CpG サイトを含む遺伝子の遺伝子オントロジー（GO）
　　　育児バチと採餌バチの下咽頭腺でメチル化の程度が異なる CpG サイトを含む
　　　77 個の遺伝子を Blast to GO で解析した
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①シナプス情報伝達の制御機構

 i) 実験機器の開発と成果

　１個の神経細胞や少数個で構成される神経回路網での信号処理の解析は、神経科学の重要な問題の一つで

ある。このシナプスレベルでの情報制御機構を in vitro の標本で解析する技術として従来の研究方法は、複

数の刺激電極を標本に導入するという方法が用いられてきた。しかし、この方法では、種々の物理的制約が

あった。これに対してレーザービームによる uncaging 法は有効な方法である。一方、これまでの uncaging

法では、脳スライスのような厚みのある標本では極狭い領域をピンポイントで刺激することができなかった

り、標本上の多点を高速で刺激することができないなどの問題があった。本研究開発ではこうした問題を解

決するために以下の２点の開発をおこなった。1）既成の共焦点及び２光子レーザー顕微鏡（LSM510-meta）

をベースにしてレーザービーム（紫外 (UV) 及び 2 光子 (IR) レーザー）による uncaging で標本の多点を高

速で刺激できるようにするために、beam-defl ector と全体の光学系及びそれをコントロールするためのソフ

ト（プログラム）の開発を行った。2）さらに上記の機器においてスパインなどの微小領域まで刺激できる

ように顕微鏡の光学系や対物レンズを新しく開発した。

　本開発に当たって３カ国の３機関（２研究機関、１企業）と共同開発を行った。① Princeton University, 

Department of Molecular Biology (USA) ②理化学研究所脳科学総合研究センター ③Carl Zeiss Microimaging 

GmbH (Germany)　初期の装置の性能をみる試験実験において優れた仕様を持つ装置（図 1）が得られた（文

献参照）。

　しかしながら、装置の最初の uncaging 分解能は、対物レンズ下の蛍光色素スポット径の大きさから間接

的に測定されたもので実際の uncaging による生理学的な活性化の分解能に対応していない。実際の標本（小

脳急性スライス標本など）から電位固定化に電流信号を記録しながら正確な水平方向の分解能を測定した。

さらにこの uncaging 刺激装置の垂直方向の刺激の分解能も同様に電気生理実験により示された。

　一方、uncaging 刺激に用いる異なる caged 化合物による刺激効果を比較検討するためにラット大脳皮質

スライス標本の錐体細胞から細胞内及び細胞外電位同時記録を行い反応電位を記録した（図２）。これによ

って、γ -CNB caged glutamate より MNI-caged glutamate の方がより効率よくグルタミン酸受容体を活性

研究内容
シナプスの可塑性がどのようなメカニズムで発現し、どのように情報表現を行っているか、まだそ
の詳細までは明らかになっていない。このシナプスの可塑性の受容体レベルから細胞レベルまでの
要因を明らかにすることを目的とし、ラットの海馬スライスを用いて電気生理実験を行い、計測デー
タから理論モデルを構築し、下記の研究計画を達成した。

担当研究者
①シナプス情報伝達の制御機構

　小島比呂志（工学研究科）

②ラット海馬におけるシナプス可塑性と情報表現

　相原威（工学研究科）

　塚田稔（脳科学研究所）

　酒井裕（脳科学研究所）

③ラット海馬のパターン分離機能とアトラクタ構造

　塚田稔（脳科学研究所）

　相原威（工学研究科）

1. 多点刺激のための beam-defl ector

2. Uncaging 用の紫外線 (UV) レーザー

3. 赤外線 (IR) レーザー（カメレオン XR）

4. 共焦点用可視レーザー

（Ar レーザー：458，477，488，514nm）

（GHeNe レーザー：543nm）

(RheNe レーザー :633nm)

5. スキャナーと検出器および顕微鏡

6. 電気生理用計測機器

図１　高速多点刺激装置の全システム概観
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電気生理実験からその限界を見極めることを目標とした。②さらに樹状突起上の多点を各点でレーザーパワ

ー及び illumination time（照射時間）を変化させながら高速で刺激するためにマクロ・プログラムの新たな

開発を行い、従来からのプログラムに追加して、より複雑な IR 刺激を与えることができるようにした。こ

れにより、in vivo での生理的な刺激を模倣した神経刺激を IR レーザーにより行うことが可能である。下図（図

４）においてはラット急性スライス標本プルキンエ細胞の樹状突起スパイン上に uncaging 刺激を与えた場

合の細胞体からの電流反応を示している。

　この実験結果によりほぼ１個のスパインに相当する微小領域の uncaging 刺激が各点の刺激の時間間隔を

約 1msec 以下の時間間隔で正確に本装置で行えることが示された。一般にガルバノ・ミラーによる方式では、

２個のミラーの機械的振動数によってこの刺激の時間間隔が決定される。現時点で技術的に可能な最大の１

msec 以下が得られた。上記の様に UV レーザーによる速い uncaging では AOD（acousto-optical-deflector）

を利用したシステムによって 2 点間の刺激の時間間隔が約 30μs にまで短縮された機器が開発されている。

しかし、IR レーザービームによる刺激ではこの方式は利用できない。本プロジェクトで開発した装置は、

多点の微小領域を約 1msec という短い時間間隔で刺激できる国内外で最初の装置である。

　また、この装置のために、波長の短い UV と波長の長い IR レーザーを同時に高い効率で透過させること

が可能な対物レンズ系を開発した。レンズ系を交換することなく UV や IR レーザービームによる uncaging

刺激を行うことができる（本装置において採用している種々の機器の詳細 は文献参照）。

　　 開発成果によって得られた研究例（１）

　ラット海馬錐体細胞での連合性長期増強などのシナプス可塑性のメカニズムを明らかにするために尖頭樹

状突起への２入力刺激（図 5A）を今回の装置を使って行った。電気信号は細胞体よりホールセルパッチク

ランプ法により興奮性シナプス後電位（EPSP）を記録した。２入力として強刺激（３発入力）と弱刺激（1

発入力）を樹状突起上の場所（図 5B）と時間タイミングを変化させて与えた。それぞれの刺激による EPSP

（図 5C1）及びそれらの加算電位（図 5C2）と２入力同時刺激による EPSP（図 5C3）の時間経過と振幅を比

較した結果（図 5C4）、樹状突起において非線形なシナプス入力統合が行われており、これが連合性シナプ

ス可塑性を引き起こす可能性が示唆された。

化できることが示された。例えば同一出力の UV レーザービー

ムを同一時間の間細胞に照射するとγ -CNB caged glutamate で

は細胞内記録で閾値下の反応しか観察されないが、MNI-caged 

glutamate の場合複数回の連続する発火が観察された（図２のそ

れぞれ上下の矢印）。

　以上の基礎実験と装置の特性を考慮してラット小脳急性スライ

スのプルキンエ細胞の樹状突起上の多点を比較的高速で連続的に

uncaging 刺激し細胞体からホールセルパッチクランプ法により

電位固定化に反応電流を記録した。画像は、2 光子励起によって

取得し、UV レーザで MNI-caged glutamate を励起した（図３）。

以上の結果より本装置で 1 個の神経細胞・樹状突起上の多点を高速で再現性よく刺激可能であることが

示された（図 3 右上）。この実験において MNI-caged glutamate を本装置と同時に平行して開発した方法で

樹状突起近傍に局所的に一定濃度で与えた。図３のようにプルキンエ細胞の樹状突起上の刺激位置をマウス

でクリックすることにより任意の場所を uncaging 刺激できた。

　さらに、スパインなどの微小領域での神経刺激を可能にするために、UV レーザーによる uncaging 刺激

よりさらに高い空間分解能が得られる IR レーザー（２光子レーザー）による刺激が行えるように装置の

改良を行った。標本は海馬培養神経細胞及び急性スライス標本を利用した（36 ページ上段の写真参照）。

MNI-caged glutamate を上記の方法により局所投与し、IR uncaging を行なったところ、電位固定した細胞

体から電流反応が得られた。この電流反応は樹状突起膜に存在するグルタミン酸受容体の活性化によるもの

であると考えられ、刺激の空間分解能は、水平方向で数μ m、垂直方向でこれよりすこし大きい値が得られた。

また、最近の国外の報告では UV レーザーによる多点の高速 uncaging 刺激は報告されているが、IR レーザ

ー（２光子レーザー）による高速多点 uncaging 刺激はまだ報告されていない。本機器を用いて以下の３点

に焦点を絞って実験を試みた。①開発した機器では IR レーザーによる高速多点刺激が可能であり、実際の

図２　2 種類の caged-glutamate の比較

図３　ラット小脳プルキンエ細胞樹状突起上の刺激点と樹状突起の各点（左図）に対応する電流反応記録（右図）

図４　プルキンエ細胞樹状突起スパイン及びその近傍の刺激点３点（左図）
　　　および各点を IR-uncaging uncaging 刺激して得られた電流反応（右図）
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体チャネルのカイネテイックスとして以下図６のモデルを採用し、開状態の時間経過の確率分布を求めるこ

とで電位固定化のシナプス後電流（EPSC と略）を求めた。ここで、Co 〜 C2、O、Co 〜 C3 〜 C7 は、そ

れぞれイオンチャネルの閉状態、開状態、脱感作状態を示している。各状態間は、それぞれの速度定数に従

って変化し、kc0c1 と kc1c2 は、アゴニストのシナプス間隙における濃度に依存している。

　 シナプス間隙におけるグルタミン酸濃度の時間経過を矩形波関数で仮定し（図 7 A）、EPSC（興奮性シナ

プス電流）（図 7 B）を求めた。

　このカイネテイックス・モデルによって求めた EPSC（興奮性シナプス後電流）が、別のカテゴリーの生

理学実験をシミュレーションすることができれば、このモデルは一般化して他の実験結果に用いることがで

きる。このために Paired Pulse Depression(PPD) およびアゴニストの速い適用での電流反応という 2 種類の

　　 開発成果によって得られた研究例（2）

　中枢神経系においてシナプス情報伝達は、種々の生理学的・分子生物学的制御を受けている。特に神経系

の発達に伴うシナプス形成やその後の学習にともなうシナプス伝達効率変化は、その生理学的・分子生物学

的基盤の解明が大きな焦点となっている課題である。これらシナプス伝達効率変化は、以下の２つのオリジ

ンが考えられる①シナプス前部からの伝達物質放出過程の変化、②シナプス後部受容体における変化。ここ

では、②の受容体変化のうちそのイオンチャネル・カイネテイックス変化に焦点をあて、実験と計算機によ

る結果の比較検討を行い、シナプス伝達効率変化に寄与する可能性のある生理学的・分子生物学的要因を推

定した。小脳プルンキエ細胞と平行線維間の長期抑圧では②であることが知られている。

　ラット小脳平行線維とプルキンエ細胞間におけるシナプス伝達効率の長期抑圧に関与する AMPA 型受容

図５A　 海馬錐体細胞尖頭樹状突起の刺激部位
図５B　 樹状突起への２入力の刺激プロトコール
図５C 　細胞体から記録された EPSP の線形加算と非線形加算

図 6　小脳プルンキエ細胞における 9-stateAMPA 型受容体のカイネテイックス・モデル

図７A 　シナプス間隙におけるアゴニスト濃度変化の時間経過　　図７B 　電位固定化のシナプス電流

図 8　Paired Pulse Depression (PPD) のシミュレーション結果
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 i i )  アルツハイマー病の原因特定の理論的研究

認知症の代表であるアルツハイマー病の原因特定をアミロイドタンパク前駆体 (APP) の代謝平衡異常と

シナプス情報伝達異常の２つの視点から理論的に考察した。さらに遺伝子・タンパクネットワーク制御モデ

ルからニューロンの確率論的振る舞いまでを一般的に取り扱える理論モデルを構築することを試みた。

生体内のアミロイド前駆体タンパク (APP) 代謝の生化学反応代謝経路の複雑な全体像を把握して相互作用を

正確に推測するには限界があるが ( 図 10 参照 )、一部計算機による研究が可能である。一方、アルツハイマ

ー病の発症メカニズムとしてアミロイドβ (A β ) と神経性 nACh 受容体の相互作用やシナプス伝達のコリ

ナージック修飾などが示唆されている。これらを解析することによりアルツハイマー病の発症へ至るメカニ

ズムを一部解明できる可能性が高い。

本研究は、アルツハイマー病発症過程を「電気生理学実験」と「計算論的方法」よって解明することを

目的としている。本疾患の要因として、APP の代謝産物であるアミロイドβ (A β ) の蓄積及びその後の A

βと nACh 受容体の相互作用にその一因があると報告されている。この問題に焦点をあて、以下の２点に焦

点を絞って研究を行える方向性を示した。① APP 代謝過程の平衡数理モデルの構築及び APP 代謝異常によ

る A β蓄積過程の解明　②その結果による A βと nACh 受容体の相互作用の素過程の解明。この研究を以

下の２段階に分けて行へることを提唱した。(I) 理論モデルの構築と (II) この構築したモデルと電気生理学的

実験との比較検討。得られた結果から、コリナージック修飾によるシナプス情報伝達制御機構の解明及びア

ルツハイマー病発症機構との関連を調べることが可能である。

上記の問題に焦点を絞り、他 2 名の研究者により共著論文 （N. Kasobov, H. Kojima et al. IEEE transactions on 

Autonomous Mental Development, (2011)）を発表した。また、小島がすでに発表している電気生理学・生化

学実験結果を含む（H. Kojima, Springer Handbook of Bio- and Neuroinformatics, (2013)）一般化された計算論

的神経遺伝子ネットワークモデル（probabilistic Computational Neurogenetic Model, pCNGM と略）を導出

できる方向性を示した。

アルツハイマー病の研究には、多くの分野で各々の視点と方法があるが、本研究には 2 つの特徴がある。

①「生理学実験」と「計算論的研究」の２つの異なる方法による共同研究は試みられていなかった。②シナ

プス伝達・受容体レベルでの発症メカニズムの解明を目的としており、他の疾患のシナプス伝達・受容体レ

ベルでの解明へとつながる新しい研究方法を開発できる可能性が高い。

　これまでに電気生理学・生化学実験結果を含む（H. Kojima, Springer Handbook of Bio- and Neuroinformatics, 

(2013)）一般化された計算論的神経遺伝子ネットワークモデル（probabilistic Computational Neurogenetic 

実験でシミュレーションの適合性を検証した（図 8）。

この計算機による結果から、1msec で 1mM の濃度のグルタミン酸をアウトサイド・アウトパッチ上の

電極先端の膜に 20msec の時間間隔で与えた実験結果と同様の結果が得られた。従って、このカイネテイク

スモデルを別の実験結果に応用できることが示された。

　このカイネテイクスモデルを利用して、シナプス長期抑圧 (LTD) がおこる際に重要な役割を果たすパラ

メータを推測した。実験結果から LTD が起こった際 EPSC の時間経過には変化がないことから、この条件

を満たしつつ EPSC の振幅のみ減少させる速度定数を求めると koc2（開状態から閉状態の速度定数）と

kc2c4（2 個アゴニストが結合した閉状態から 2 個アゴニストが結合した脱感作状態）の２つの速度定数が

長期抑圧において重要な役割を果たしていることが示唆された。

　図４以外の今までの実験結果はすべて紫外線レーザーを使った uncaging 刺激であるが、より効率がよく、

微小領域を刺激できる 2 光子レーザーによる uncaging 刺激実験を行った。図９A におけるプルキンエ細胞

の細胞体上における AMPA 型受容体を 2 光子レーザーで刺激した際の電位固定化の電流反応は、減衰相を

一次指数関数で近似するとその時定数は 6.34msec、大きさは 20pA であり、図９B に示すこの細胞から記

録された微小シナプス電流の時間経過とほぼ等しくなった。この結果より、2 光子レーザーによって活性化

されるプルキンエ細胞・細胞体膜の AMPA 型受容体は、図６で示されたカイネテイックスを持っているこ

とが示唆された。

　本プロジェクトで開発された高速で多点を uncaging できる装置は、当初目的としていた仕様をほぼ達成

することができた。以下に結論を列挙して示す。

① UV レーザー及び IR レーザーによる同一標本の刺激が可能。これによって uncaging 刺激のみでスパイクタ

イミング依存性シナプス可塑性などの複雑なプロトコールによるシナプス可塑性を引き起こすことが可能。

② 各刺激の時間間隔を約１msec という短い時間間隔に設定可能。これは現時点で得られるハードウェアの

理論的限界値でありこれを達成できた。

③ 直径数μ m および単一スパインレベルの微小領域の刺激が可能。

④ 電気生理実験と組み合わせ可能な多彩なトリガーなどの同期信号を得ることが可能。

⑤ in vitro 標本において in vivo の状態と同様なダイナミックなシナプス入力を神経細胞に加えることが可

能になった。

　今後以上のような主な種々の特徴を持つ本装置を用いて多くの生理学的実験を行うことが可能になった。

図９A 　プルキンエ細胞２光子レーザー uncaging　　図９B　微小シナプス電流記録

図 10　アミロイド前駆体代謝経路相互関係
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　以上の他に検討を加えた研究者は、「ジェームス・ギブソン」、「ダニエル・デネット」、「ベンジャミン・リベッ

ト」、「アントニオ・ダマシオ」、「デビット・チャーマース」、「ライナス・ポーリング」、「デニス・ノーブル」、

「ジョンジョー・マクファデン」、「トール・ノーレットランダーシュ」、「茂木健一郎」、「河野哲也」、「中田力」、

「治部真理」、「保江邦夫」である。

　本研究の成果として、2013 年 9 月、「第 77 回日本心理学会大会」の公募シンポジウム：「脳は何をして

いるのか：心と脳の関係を再考する」を以下のメンバーで行い成果を発表した。大谷悟（了徳寺大学・医学

教育センター）、茂木健一郎（ソニーコンピュータサイエンス研究所）、河野哲也（立教大学）、小島比呂志（玉

川大学）、森直久（札幌学院大学）

　そのアブストラクトを以下に示す。

「近年、心理学では脳科学・神経科学の果たす役割がますます大きくなっている。脳科学の重要な目的は、

わたくしたちが一般に「心」と呼ぶ機能を成り立たせる物的なメカニズムを解明することである。このまま

脳科学が発達すれば心理学は不要になってしまうのだろうか。脳科学ではひとつの暗黙の前提が共有されて

いるように思われる。すなわち、心と脳とを同一視する心脳同一説（Mind-Brain identity theory）である。

しかし、心はすなわち脳だといえるのだろうか。「心の世界」が脳の活動によって「生み出される」と言っ

てよいのだろうか。心は脳内だけで成り立つのだろうか。そもそも、脳波何をする器官なのか。こうした心

脳関係に関する基本問題を曖昧にしたままに、脳科学に依拠した心理学を展開することはできないように思

われる。本シンポジウムでは、心脳関係を改めて問い直し、心理学と脳科学の関係性について議論する。」

　このシンポジウムによって今後神経科学の立場に立ってどのように心の働きを考えていくかの方向性が得

られた。また課題の第二のクオリア問題に関しては、これとミツバチの蜜のありかを示す「8 の字ダンス」

との関連を検討した。これまでの研究により今後の方向性が得られたので、引き続き解析を行い、特ににペ

ンローズの第 2 の課題とその延長と考えられる治部真理の説を発展させたい。

②ラット海馬におけるシナプス可塑性と情報表現

 i)  海馬 CA1 野におけるスパイクタイミング依存可塑性へのアセチルコリン効果 

脳は感覚系からの作用（ボトムアップ型）と内在的活動による作用（トップダウン型）の情報処理を司っ

ており、特に海馬では様々な感覚系からのボトムアップ入力と報酬や情動系などからのトップダウン入力の

情報統合がなされている。

　　海馬 CA1 野において、ボトムアップ型の入力として CA3 野および嗅内野からシナプス入力がある。ま

たトップダウン型入力には、中隔核のコリン作動性ニューロンからの投射があり、そのシナプス前終末から

放出されるアセチルコリンによる slow EPSP が報告されている。

　また近年、前シナプス入力がもたらす EPSP（Excitatory Post-synaptic plasticity：興奮性シナプス後電位）

と後シナプスニューロン発火に伴い樹状突起を逆伝播する BPAP（Back-propagating Action Potential：逆

伝播活動電位）のタイミング（時間差Δ t）により、シナプス可塑性の増減が異なる STDP（Spike Timing 

Dependent Plasticity：スパイクタイミング依存性可塑性）が報告されており（Bi and Poo, 1998）、これら

はデンドライトにおける情報統合処理のメカニズムとして着目されている。

　しかしボトムアップ入力とトップダウン入力がいかに影響し統合されるかという研究はほとんどなされて

いない。そこで本研究では、トップダウン情報がボトムアップ情報に与える影響に着目し、海馬 CA1 領域

における情報統合のメカニズムをＳＴＤＰのプロトコルを用いて調べた。

Model, pCNGM と略）を導出できる方向性を示してきた。今後、アルツハイマー病の原因の一つと考えられ

ている APP の代謝と A β蓄積過程に影響を及ぼす要因を明らかにするために、代謝過程の定常状態数理モ

デルを導出し、この理論的なモデルを神経細胞の活動やシナプス伝達機構などの生理学的パラメータを含む

生理学実験結果と比較検討できるモデル (pCNGM) に拡張する。さらに A βと神経性 nACh 受容体の相互作

用を in vitro 標本（アフリカツメガエル卵母細胞発現系、スライス標本など）を用いた電気生理学的な解析

によりモデル (pCNGM) と実験結果を比較検討し、シナプス伝達コリナージック修飾の観点からアルツハイ

マー病発症機構を明らかにすることを試みる。

 i i i ) 脳と心の関係の生理学的研究

学際領域の発展とともに脳の働きを含む生体系を理解しようとする機運が高まってきている。特に脳の

働きには多くの社会的関心が集まってきている。この状況の下、心や意識などの問題をその物質的基盤と考

えられる脳の働きとして自然科学的に理解しようとする試みが行われている。本研究では以下の 2 点を目

的とする。

これら心や意識を脳の科学である「神経生物学」と自然科学の基本原理である「物理学」を基盤として

自然科学の方法で理解しようとする試みである。しかし、この問題は、結論を一気に得ることは、現在まで

の歴史的状況などから判断して難しいので、この問題のアプローチの方法や戦略をまず構築することを第一

の目標とする。

　さらに、脳の機能に関する重要な問題として「クオリア」がある。これに関してミツバチの行動との関連

で考察されている。この問題をさらに解明することを次の目的とする。

この上記問題にはすでに多くの研究者が種々の実験や考察を行ってきているので、まずこれらの過去の

成果を検討した。特にこれらの問題のさまざまな角度の専門家（自然科学の立場、哲学の立場、心理学の立

場）の考えを分類しながら検討していき、最も妥当と思われる考え方を選定し、これを発展させる。以下に

検討を加えた研究者を列挙する。

 (1) ペンローズとハメロフ理論の検討：

　ペンローズの提起している二つの問題：①ルーカス・ペンローズ問題と②心や意識の自然科学的理解には

新しい自然科学を構築する必要があるとする主張の二点を検討した。

　ペンローズとハメロフの提唱する脳内の意識の働きを具体的に担っている場として神経細胞内の「チュー

ブリン」の働きを生理学的に検討した。

(2) トレイフル説の検討

　理論物理学的な考察をよりどころとして、脳の働きは最終的に「適応複雑系」の「創発」として理解でき

るという考えを提唱している。

(3) コッホの意識の探求の検討

Neural Correlate Consciousness (NCC) を見出すことに重点をおき、特に視覚情報処理が行われる際の意

識の問題に生理学的検討を加えている。 

(4) サールの心の探求の検討

心や意識の問題の解明には、哲学や心理学などの領域の学問は無力であり、神経生物学によってのみ解

明できると提唱している。

(5) ラマチャンドランの神経学の病理学的知見による考察。

意識とクオリアは表裏一体であるとの考えを唱え、これらに直接関連する脳部位として側頭葉をあげている。
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 i i ) 海馬 CA1 樹状突起における入力統合機能の解析

　記憶情報処理に重要な部位とされる海馬 CA1 領域を対象とし、STDP について、（本来であれば、ある

EPSP を引き起こすシナプス前細胞と、後細胞の発火タイミングで定義されるが）ふたつの空間的・時間的

に独立なシナプス入力があるとき、それぞれのシナプス入力が他方の STDP に及ぼす影響について議論した。

樹状突起における膜電位応答を多点同時計測する方法はいくつかあるが、本研究では実際の神経細胞の活動

と同じ時間スケールで膜電位変化を測定することができ、パッチクランプ法を用いるより簡便な膜電位感

受性色素（VSD; voltage-sensitive dye）を用いた光イメージング法を使用した。またお互いのシナプスにお

ける STDP に影響を与える手段として、シナプス後細胞が発火した際に樹状突起へ伝搬する逆伝搬スパイク

（bAP）を考えた。

 

　細胞体からの距離（近・遠）が異なる 2 点に、それぞれ時間的・空間的に独立なシナプス入力を行うた

めの刺激電極２本（PD 入力・DD 入力）と、シナプス後細胞の発火を誘発するための刺激電極１本（bAP

入力）、合計３本の刺激電極を VSD で染色したスライス標本に刺入し、PD 入力・DD 入力と bAP 入力との

相対タイミングが異なるペアリング刺激プロトコルを用いて STDP を誘導した。このとき、DD 入力と bAP

入力の相対タイミングに関しては、入力部に LTP が誘導されるタイミング（Tsukada et al., 2005）に固定

＜実験方法＞　（図 11 参照）

　2 〜 3 週齢の Wister Rat から抽出した海馬を厚さ

400 μ m にスライスし、ACSF 溶液で 1 時間程度休

ませた後、チェンバーに設置する。パッチクランプ

法により CA1 領域 Pyramidal 層の細胞体にパッチ

電極を挿入し、細胞内電位変化の記録とともに発火

誘導刺激も可能とする。また、EPSP を観測するた

めに電気刺激用電極を Schaffer 側枝に挿入する。さ

らに、コリン作動性ニューロンを刺激し内在性アセ

チルコリンを放出させるため Oriens 層に電気刺激

用電極を挿入する。刺激パターンは、Schaffer 側枝

での EPSP 刺激に続くパッチ電極による発火刺激と

のペアリングタイミングをΔ t=12msec（Positive 

Timing）、 Δ t=20msec（Negative Timing） と し て

5Hz で 16 秒間刺激を行う（STDP 誘起のプロトコ

ル）。ペアリング刺激注入から 10 秒後にトップダ

ウン入力として Oriens 層へ 40Hz

を 0.5sec 間刺の刺激を行い、slow 

EPSP が観測できる状態にする。そ

してこれら一連の刺激を入力する前

10 分間と後 30 分間をコントロー

ル刺激（20 秒間隔）による EPSP

応答の傾斜で比較し、変化率を算出

する。

＜結果と考察＞　（図 12 参照）

　コリン作動性ニューロンへの刺激

によるアセチルコリン放出が与える

STDP への影響は、与えなかったと

き（コントロール）に比べ EPSP の

変化率が大きくなることが確認さ

れた。これによりアセチルコリンが

シナプスの可塑性を増強することか

ら、海馬 CA1 領域でトップダウン

情報はボトムアップ情報と統合さ

れ、効果的に作用することが言える。

図 12
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図 13　PD 入力による DD-STDP の調節
　　　 A: STDP 誘導刺激パラダイム。DD 入力の、bAP 入力に対する相対刺激タイミングは +5 ms（DD に LTP が起きる）
　　　 に固定した。それに加えて、PD 入力を【なし（control）】【+5 ms】【+20 ms】【-5 ms】とし、bAP・PD・DD
　　　 入力のペアリング刺激を行った
　　　 B: PD 入力の相対タイミングに依存して、DD における STDP が変化した。通常、DD においては +5 ms のタイ
　　　 ミングでは LTP が起きる（グラフ最左）が、STDP 誘導刺激時に PD 入力を相対タイミング【+5ms】で加えると、
　　　 さらに LTP が上昇した（グラフ赤）。一方で PD 入力タイミングを【+20 ms】で加えると LTP は減少した（グラフ青）。
　　　 PD 入力タイミングを【-5 ms】で加えた場合には、LTP に変化は見られなかった   　　　  

図 11
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岐点をまたぐようにして樹状突起に沿った入力と 2 本の分枝への入力を距離とタイミングを変えつつ施し、

その時の応答を計測し評価した。また、その時の分子メカニズムを調べるために薬理実験を行った。

本研究では 2 種類のペア刺激 Line 刺激（分岐点を跨いだ樹状突起に沿った刺激）と Branch 刺激（2 本の

分枝のある 2 点を刺激）を施した（図 15）。

 

　まず初めに、2 入力の同時刺激によって誘起した加算 EPSP における非線形性を評価した。Line 刺激を時

間間隔τ = 0 ms で分岐点から同じ距離（5, 10, 20 μ m）へ施した場合、分岐点から先端方向への距離を増

やしても入力・出力関係に有意差は見られなかった。これらの結果から遠位樹状突起から細胞体へ沿った方

向への閾値下の連続入力によって誘起された加算 EPSP は線形であった（図 16）。一方で、Branch 刺激を

時間間隔τ = 0 ms で分岐点から同じ距離（5, 10, 20, 30 μ m）へ施した場合、5 μ m と 10 μ m の刺激

距離では有意差が見られ、この非線形性は距離を離していくと徐々に小さくなった。これらの結果は分岐点

からの分枝 10 μ m 以内での入力の EPSP 統合は同時に分岐に入力が入ると増強されることが増強されるこ

とが示された。その入力統合は分岐点近傍によって増強された（図 17）。さらに、細胞体と分岐点間の距離

を計測し、非線形性の距離依存性を Branch 刺激で計測した。すると加算 EPSP において優位な非線形性が

観察された。細胞体から分岐点までの距離が少なくとも 100 μ m 以下では増強された非線形性が確認され

た（図 18）。歯状回顆粒細胞における樹状突起分岐点は近位樹状突起と中位樹状突起では広く分布しており、

遠位部ではスパースであることが報告されている (Claiborne et al. 1990)。よって、その結果から加算 EPSP

ブーストは交差交連入力、そして嗅内皮質から遠位・中位樹状突起

への入力などの様々な情報処理を行っている可能性が考えられる。

した。その結果（図 13）、PD 入力を行わず、DD 入力と bAP 入力のペアリング刺激による STDP 誘導では、

Tsukada ら（2005）の報告と同様にシナプス応答は増強された。しかしこれに対して、PD 入力を加えた

PD・DD、bAP 入力によるペアリング刺激を行ったところ、シナプス応答は PD 入力のタイミングに依存し

て変化した。この理由は、bAP が樹状突起を伝搬する際、PD 入力によるシナプス電位と重畳すると考えら

れるが、PD 入力と bAP 入力の刺激タイミングによって異なる調節を受け、そのことが DD における STDP

の大きさを調節する可能性が示された（図 14）。これらの結果は、多数のシナプス入力が存在する場合、個々

のシナプスにおける STDP は、他のシナプス入力との入力タイミングによって調節されることを示唆するも

のである。また同時に、これは STDP においても連合性が存在し、それは影響を与えるシナプス入力と bAP

のペアリングタイミングによって、増幅・抑圧の双方向的な効果があることは特筆すべき点である。この

ことは、STDP に関する神経生理学および理論神経科学の知見に対し、新たな展望を与えうるものであり、

Hebb 可塑性および STDP を拡張した因果的学習則の存在を示唆すると考えられる。

 i i i ) 海馬歯状回顆粒細胞における樹状突起分岐周辺の入力統合

　歯状回顆粒細胞の樹状突起の分岐点周辺に着目して時空間的に異なる入力がどのように統合されている

のかを調べる為に高速アンケージング刺激を使用して実験を行った。樹状突起分岐点周辺の 2 つの樹状突

起入力による EPSP 加算の線形性について評価するために時空間的に異なる刺激を施した。具体的には、分

図 14　シナプス入力による、樹状突起に沿った bAP の調節
　　　 細胞体の発火にともなって、樹状突起へと伝搬する bAP を VSD イメージングによって可視化した。
　　　 遠位に伝搬するに従って bAP は減衰していく（右上）が、その途中で相対タイミング【+5ms】の
　　　 PD 入力を加えるとその振幅は増大し、DD まで伝搬した（右中）。対して相対タイミング【+20 ms】
　　　 の PD 入力を加えると、その振幅は減少した（右下）。
　　　 左下は細胞体層からの距離に対する bAP 入力時の VSD シグナルを示している

（黒点：bAP 入力のみ、灰点：PD 入力のみ、赤点：bAP 入力 +PD 入力【+5 ms】、青点：bAP 入力 +PD 入力【+20 ms】）

図 15
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報のみに依存した外界モデルの形成メカニズムは実験的にも理論的にもかなり明らかになってきているが、

情報創成の視点から見たトップダウン機能を実現するメカニズムに関する研究はほとんどない。

ここではまずトップダウンの作用として、報酬・罰の程度（情動的情報）に応じた感覚情報（ボトムアッ

プ情報）統合への修飾に注目し、個体の目的に合わせた脳内モデルの自己組織化を可能にするメカニズムを

探る。またそうした情動的情報は、個体間のコミュニケーションで重要な情報と直結しており、脳内モデル

の自己組織化に与えるコミュニケーションの影響として捉えることができる。ボトムアップとトップダウン

というヘテロな系の相互作用ダイナミクスを実験と理論の両側面から明らかにすることで、コミュニケー

ションの脳内神経機構を探る糸口としていく。具体的には「モルモット聴覚野におけるボトムアップ・トッ

プダウン情報の相互作用」を調べた。すなわち、モルモットの聴覚皮質において、聴覚によるボトムアップ

情報と恐怖条件付けによる情動系のトップダウン情報がいかに相互作用するかを調べることを目的とした。

＜実験方法＞（図 20 参照）

 

　モルモットに対して条件刺激 (Conditioned Stimulus, CS) に純音、 無条件刺激 (Unconditioned Stimulus, 

US) に両足への電気刺激を用いる恐怖反応条件付けを行った。 この恐怖条件付けにより聴覚野に生じる可

塑的な変化について光計測法を用いた２つの実験により調べた。 まず、 純音と両足電気刺激による連合学

習を行う前後で、 条件付けに用いた CS 音 (12 kHz) と条件付けに用いていない Non-CS 音 (4,8,16 kHz) に対

する聴覚野の応答変化について調べた。 その結果、 CS 音を提示した場合に限り、 条件付け後に応答領域の

増大が確認された。 一方、 音刺激ではなく、 両足への電気刺激によっても、 連合学習した音に関する情報が

想起されるのではないかという観点から、 音刺激を提示せず両足電気刺激だけを与えた場合の聴覚野応答を

調べた。

＜結果と考察＞　（図 21 参照）

結果として、 条件付け前には全く見られなかった両足電気刺激に対する聴覚野の応答が条件付け後に観測さ

れた。 さらに、 CS 音と両足電気刺激に対する聴覚野応答領域には、 相関が見られた。これらの結果は、恐

怖条件刺激である電気刺激による US 情報が、扁桃体、前脳基底部を経て聴覚野へアセチルコリンと GABA

が放出される。また同時に聴覚皮質の 1、2 層へも直接投射がある。ここで CS 音に対する聴覚入力により

　最後に EPSP の非線形加算の分子メカニズムを明らかにするために、2 種類のアンタゴニストを ACSF 中

へ加えた。超線形性は主に電位依存性 Ca2+ チャネルに依存し、NMDA チャネルの影響は僅かだった。（図

19）結果をまとめると、海馬歯状回の顆粒細胞分岐点周辺では、樹状突起に沿った同時入力は線形に細胞

体へ伝わり、分岐から等距離への同時入力は単純加算した値よりも大きく伝わることがわかった。そして、

それは主に電位依存性 Ca2+ チャネルの影響であることを明らかにした。我々は、この非線形性が歯状回に

おいて、ポジティブフィードバックや振動入力の同時検出器としてシナプス入力の統合に関して重要な働き

を果たしていると考える。

 iv) 恐怖条件づけにより聴覚野に生じる異なる感覚モダリティの統合

　脳は外界のモデルを個体の目的に合わせて脳内に再構成し、しかもその状態を操作することができる。こ

の操作が新しい知識を生み出す情報創成の根源である。このような脳内モデルの形成には外界からのボトム

アップの情報だけでなく、トップダウンの情報も融合する必要がある。従来の研究によってボトムアップ情

図 18

図 19
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 v) 海馬 CA3 野の自己組織的なシータ進行波の生成に関する計算機シミュレーション

　記憶に関わる脳領域として知られる海馬は、3 つの下位領域（DG、CA3、CA1）からなり、特に CA3 は

再帰的な結合を持つ特異な構造となっている。海馬の神経活動はシータリズムと呼ばれる 8 Hz 付近の局所

電場電位によって調節されることが知られており、 シータリズムと海馬の神経活動との関係を明らかにする

ことが、海馬情報処理の解明において重要である。従来、シータリズムは海馬全体で同期していると考えら

れていたが、行動中のラットの CA1 から計測されたシータリズムは進行波として海馬の長軸方向に向かっ

て伝播し、海馬内で同期していないことが報告されている。伝播するシータ進行波の発生メカニズムは明ら

かではないが、再帰的な結合を持つ海馬 CA3 における指向性を持つ神経活動の伝播がその原因の 1 つの可

能性として示唆されている。

　そこで、本研究では CA3 の構造を考慮し、錐体細胞と抑制性介在細胞からなる CA3 の計算モデルを構築

し、CA3 で指向性を持つシータリズム進行波が自己組織的に生成できることを示した。これまで、神経細

胞のスパイクタイミングに依存した可塑性則による CA3 の再帰的な構造の変化によって、放射状（無指向）

の進行波が自己組織的に生成されることがわかっていた。本研究では、抑制性介在細胞が特定の方向で長い

異方的な軸索投射構造を持つことで、自己組織的に生成されるシータ進行波が指向性をもつことを明らかに

した（図 24）。長い抑制性の軸索投射を持つ方向には強い抑制が生じ、その方向には伝播することができな

いと考えられるが、その構造とは矛盾する抑制性の軸索投射方向に伝播する指向性の進行波が生成された。

実際、 CA3 で報告されている異方的な軸索投射を持つ抑制の O-LM 介在細胞は、シータリズムの伝播方向で

ある海馬長軸方向に長い軸索を持つことから、本研究の成果は CA3 の実験的な知見と一致している。その

ため、本研究の成果は海馬 CA3 が伝播するシータリズムの発生源であることを強く支持し、さらに海馬の

情報処理はその進行波に基づき実現されていることを示唆している。

活性化した錐体細胞において、ボトムアップ入力と US 刺激によるトップダウン入力の連合により音刺激の

みでも聴覚野に応答が起こるようになり、その結果、条件付けに使用した聴覚刺激の応答領域と音刺激の領

域に相関がみられるものと考えられる。

　最終年度は、聴覚刺激と両足電気刺激に加え視覚刺激による 2 次条件付けを行った。

結果として、条件付け無しの個体では、フットショックに対して体性感覚野の応答のみであったが、２次条

件付けした個体では、聴覚野と視覚野にも応答が見られた。これは、エピソード記憶のセルアセンブリを示

すものであると考える。あるいは、触覚が見えたり、聞こえたりする事を示唆し、共感覚のメカニズムを神

経レベルで実証する事に成功したとも考えられる。
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(b) 指向性進行波（上向きへの伝播）(a) 放射状進行波（右下を震央とする）

図 24　CA3 ネットワークに生成された進行波が伝播中の細胞の活動（●：錐体細胞、○：抑制性介在細胞）
　　　 (a) 錐体細胞と抑制性介在細胞の軸索投射 ( □、□ ) を等方的に設定し、放射状進行波が生成された場合
　　　 (b) 錐体細胞と抑制性介在細胞の軸索投射 ( □、□ ) をそれぞれ等方的、異方的に設定し、指向性進行波が生成された場合
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① ラットの海馬に関わる行動生理実験

【静止状態の海馬におけるニューロン活動の解析】

　海馬は記憶・学習に関与する脳領域であり、特に行動を一時的に停止した遅延期間中における情報の保

持（作業記憶）に重要な役割を果たすことが示唆されている。しかし、海馬のニューロン活動は空間の違い

に感受性が高く（場所ニューロン）、頭部の向いている方向、移動速度など様々な要因によっても大きく修

飾されることが知られている。海馬の神経活動による記憶関連の情報表現を捉えるためには、被験体の受

ける感覚入力や、身体的要因の適切な統制が不可欠となる。そこで本研究では、ノーズポーク法を用いた

空間的遅延交代反応課題（delayed spatial alternation task）を作成した（図１A；Takahashi et al., 2009a, 

2009b）。この課題は、ノーズポーク反応（実験装置内に設置した直径２cm 程度の穴に、鼻を突っ込む行動（ポ

ーキング）を行動反応として検出する。検出は穴の内部に設置した赤外線センサを用いた。）を１秒間維持

させることによってつくり出した静止期間（fi xation）を介して左右の選択行動がなされるようにデザイン

してある。このため、静止期間は比較的良好な感覚入力と身体的要因の統制が期待でき、なおかつ正確な課

題の遂行のためには、異なる作業記憶的内容（行動系列の違い）を試行ごとに保持する必要がある。本研究

ではまず、この静止期間における海馬のニューロン活動を詳細に解析した。被験体のラットには、12 本の

計測電極を慢性的に埋め込み、課題遂行中の自由行動下の状態において、各電極から海馬の神経活動（ニュ

ーロン活動および局所脳波（local fi eld potential; LFP））を記録した。

　

　その結果、海馬の３シナプス性回路の出力層にあたる CA1 領域において、fi xation 中に選択的に活動頻

度を上昇させるニューロン活動が確認された（図１B）。また、これらのニューロン（錐体細胞）の中には

エピソード依存性（空間的遅延交代反応課題において、次に右を選択する試行の fi xation と、左を選択する

試行の fi xation との間で活動頻度に差を示す性質）を示すタイプが存在することも確認された（図１B, C）。

これらのニューロンが発見されたことにより、静止期間中における作業記憶的な情報の保持は、移動行動中

研究内容
シナプスの可塑性強度パターンというミクロなレベルから、細胞ネットワークにおける記憶
形成というマクロなレベルに渡って記憶システムの検証を試みた。また、サルの行動発現の
機構の解明と行動学習の脳生理学的な理解を目指し、学習原理の導出へと発展を試みた。

担当研究者
①ラットの海馬に関わる行動生理実験

　塚田稔（脳科学研究所）　

　相原威（工学研究科）

②霊長類脳における行動学習および制御の可塑的機構

　丹治順（脳科学研究所）

③脳の学習原理の導出

　酒井裕（脳科学研究所）

図１　空間的遅延交代反応課題と fi xation に選択的な海馬の神経活動
　　　A) ノーズポーク法による実験課題の流れ
　　　B) エピソード依存性のあるニューロン活動の例（0 〜 1 秒が fi xation）
　　　C) エピソード依存性のあるニューロン活動の集合平均ヒストグラム（n=28）
　　　D) B で示したニューロンの fi xation 中の発火周期の自己相関ヒストグラム
　　　E) fi xation 前後の CA1 細胞層で記録した LFP のパワースペクトル密度
　　　（EARLY, LATE は fi xation の前後半の 0.5 秒。PRE, POST は fi xation の± 0.5 秒前後）
 　　　F) シータ帯域のパワー　　
　　　G) 各区間の平均周波数
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嗅内野 III 層から CA1 へと直接入力が伝わる経路が知られている（図３）。過去の薬理実験や破壊実験から、

CA3 からの入力には 30 〜 40Hz の比較的低周波なガンマ波が伴っており、嗅内野からの入力には 60 〜

90Hz の高周波なガンマ波が伴っていることが明らかになっている。従って、これらのガンマ帯域 LFP のダ

イナミクスを捉えることで、CA1 領域が受けている入力信号の変化を類推することが可能となる。

　本研究で fixation 中のガンマ帯域 LFP を解析した結果、高周波ガンマは fixation 開始直後に強いパワーを

示し、その後減衰していくこと、そして低周波ガンマは fixation 開始後に徐々にパワーを高め、fixation 中

盤にピークを示し、その後 fixation が完了するまで高い値を維持した後に、急激に消失することを発見した

（図４A；Takahashi et al., in press）。

　また、fixation 中のガンマ波の各周波数帯域についてシータ波による変調の影響を検討したところ、高周

波ガンマは錐体細胞層で観測されるシータ波の山に位相ロックする形でパワーが高まり、それとは逆に低

周波ガンマはシータ波の谷に位相ロックしてパワーが高まる傾向が確認された（図４B；Takahashi et al., in 

press）。従って、高周波ガンマを伴う嗅内野からの入力と、低周波ガンマを伴う CA3 からの入力は、CA1

領域において相反する位相で取り込まれていることが明らかになった。

【静止状態の海馬における情報処理モデル】

　ラットが移動行動を停止すると、高周波ガンマが高まることから嗅内野から海馬への信号入力が強くな

ることが推測される（図５A）。このときに海馬へと送られてくる情報としては、海馬外部の脳領域（例え

に活動するニューロン（場所ニューロン）とは異なる細胞集団によって表現されている可能性が示された。

この可能性は、海馬の破壊によって静止を伴う迷路課題の正答率のみが選択的に悪化する過去の行動実験報

告とも一致するものである。

【静止状態に見られる CA1 ニューロン活動の位相シフト】

　次に、fixation 中のニューロン活動と LFP に見られるシータリズム（図１D, E）の関係性を解析し、以下

のような特性を発見した（Takahashi et al., in press）。まず、CA1 錐体細胞は、fixation 開始直後には同領

域の細胞層で記録されるシータ波の山（図２の０°に相当）に位相ロックする形で活動電位を発生させるが、

１秒間の fixation 後半になるとシータ波の谷で活動するように変化する（位相シフト）。この現象と類似す

るものとして、移動行動中に見られる場所ニューロンの位相歳差現象（場所ニューロンの活動領域（place 

field）をラットが通過する際に、発火タイミングがシータ波の位相を少しずつ前進して行き、最終的に約

360°位相が前進する現象）が知られている。しかし、これに対して fixation 中の位相変化は 180°にとどま

っている。１秒以外の長さの fixation についても、同様の 180°の位相シフトが fixation 中に確認されたこ

とから、この現象は、次の行動再開に向けた情報処理と関連した現象である可能性が考えられる。

　さらに興味深い点として、この位相シフトがエピソード依存性を示すことが挙げられる。図２A には、

fixation 中の活動頻度をエピソード依存的に（交代反応課題における行動系列の違いによって）変化させる

ニューロンについて、より多くの活動電位を発生させるシーケンスを preferred シーケンス、他方を non-

preferred シーケンスとして、fixation 中の位相シフトの集団的傾向（population trend）を表示している。

すると、位相シフトは preferred シーケンスでは顕著に確認されるが、non-preferred シーケンスについて

はシータ波の山に位相ロックした活動傾向が fixation 期間のほぼ全域にわたって継続していることがわかる

（図２B も参照）。このような性質も、従来の位相歳差現象には見られなかった特性である。

　以上のように、移動行動中と静止中の CA1 領域のニューロン活動とシータ波との関係性には、類似点と

ともに、多くの相違点も確認された。これらのメカニズムが統一的な視点から説明可能であるか否かについ

ては、今後のより詳細な検討が必要である。

【CA1 領域で計測されるガンマ波の解析】

　静止状態における位相シフト現象の機序を理解するためのアプローチのひとつとして、同期間に CA1 領

域がどのような信号入力を受けているのかを検討する方法がある。海馬には、嗅内野 II 層からの入力を歯

状回に受け、その後 CA3、CA1 を経由して嗅内野 V 層へと信号を出力するいわゆる３シナプス性回路と、

図２　静止期間におけるニューロン活動の位相シフト
　　　A) エピソード依存性を示したニューロン活動データの集合平均データにおける、
　　　発火タイミングと LFP 内のシータ波の位相との関係性（n = 24。0°がシータ波の山）
　　　B) 0.1 秒幅ごとの平均活動位相

図３　CA1 領域へのふたつの神経連絡経路
（EC：嗅内野；DG：歯状回；SP：細胞層；SO：上昇層；SR：放線層；SLM：網状分子層）

図４　静止期間の CA1 細胞層におけるガンマ帯域パワーのダイナミクス
　　　A) パワースペクトラム（0.5 Hz 幅ごとに t = − 1.5 〜 +2.5 に含まれるパワーで標準化）
　　　B) ガンマ帯域パワーのシータ変調プロット。各試行のデータは fixation 開始時点に最　
　　　も近いシータ波の谷が原点になるように変換し、シータ波の位相を横軸として表示。
　　　 図中に 8 Hz のシータ成分を示す
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②霊長類脳における行動学習および制御の可塑的機構

行動学習および行動の制御に必要な脳内の機構を、霊長類を対象とした神経生理学的実験により、細胞レベ

ルで解析した。まず自発的に発現する行動の学習・制御機構について、その動作原理を解明した (Nakajima 

et al. 2009; Mita et al. 2009; Sawamura et al. 2010; Saga et al. 2011a)。次に、外界の情報を認知し、その

情報を変換して行動を達成する学習過程および学習結果について、それらの過程を担う神経機構を明らかに

した (Yamagata et al. 2009; Hashimoto et al. 2010)。さらに、自発開始性および外界情報依拠性という区別

を統合するメカニズムについても解明を進めることができた (Saga et al. 2011b)。

③脳の学習原理の導出

　自然界で動物が生きていくためには、自らの行動の結果がより良いものになるように行動選択の仕方を学

習していく必要がある。行動を選択する際、脳にとっては知覚情報や自らの行動の履歴という膨大な情報を

利用可能である。このような高次元の状態空間の中で標準的な学習アルゴリズムを用い、得られる結果を最

良にしようとすると、膨大な試行回数が必要であることが知られている。しかし、実際の動物はいとも簡単

に適切な行動選択を取れるように学習できる。利用可能な情報の中からほんの一部の情報だけを抜き出し、

その上でより良い結果をもたらす行動を学習しているとしか考えられない。これはどのような機構で実現し

ているのだろうか。ここでは、逆に動物が報酬最大化に失敗する例、つまり非合理な選択行動に注目し、そ

の行動特性から動物の脳で行われている学習原理を探り、この問題の解決の糸口にしている。

　本プログラムの期間に、我々が注目して研究成果につながった動物の非合理な選択行動は、報酬が与えら

れるまでの遅延が異なるような行動選択をさせた場合の選好性に関する法則である。 ヒトや動物は目先の

利益にとらわれがちである。後で得られる大きな利益より、目先の小さな利益をしばしば選択する。動物の

このような行動特性は、２択の選択課題を繰り返し行うことで調べられている。一方を選ぶと、短い遅延の

後、少量のエサが与えられる。もう一方を選ぶと、それより長い遅延の後、より多いエサが与えられる。ど

ちらを選んでも次の試行が始まるまでの時間を一定にしてある。そのため、遅延の長さによらず単純にエサ

の量の多い方が得である。しかし、動物は、遅延時間のパターンによって、小さい方を選ぶことがある。客

観的には損に見えるこのような行動特性は、動物が主観的に将来の利益の価値を割り引いており、主観的価

値の高い方を選んだ結果である、と解釈されている。

　遅延の分を割り引いた主観的価値を最大化するための学習の枠組みは、強化学習理論の中で「割引価値問

題」として定式化されている。強化学習理論は、そのときの状態に応じて適切な行動を取れるように学習す

るための枠組みである。「割引価値問題」は割引状態価値という値を最大化する問題として定義されている。

ある状態の割引状態価値とは、ある時点でその状態にいたとき、それ以後の各時点で得られる利益に遅延の

割引の程度をかけながら積分した値の期待値として定義される。割引状態価値は様々な状態で定義される値

であり、複数存在する。その全ての割引状態価値を最大化する問題が「割引価値問題」である。強化学習理

論の中には「割引価値問題」以外の枠組みも多く存在するが、「割引価値問題」が最も広く分野を越えて広まっ

ており、神経科学、神経経済学、心理学、認知科学において、行動データを解析するツールとして使われて

いる。しかし、強化学習理論が前提としている条件（マルコフ決定過程）が成立しない場合に適用している

例も多い。そのような場合にも「割引価値問題」が動物行動を理解する枠組みとして、本当に適しているの

だろうか。この論文では、動物の行動実験によく用いられるような単純な選択課題でも、強化学習理論が前

提としている条件が崩れ、「割引価値問題」の問題設定自身が崩壊し、最適な行動が存在しなくなる、とい

うことを指摘した (Yamaguchi Sakai 2012)。

ば前頭前野や連合野）からの課題の遂行に必要な作業記憶的情報が考えられる。嗅内野と海馬の線維連絡を

考慮すると、これらの情報は歯状回、CA3、CA1 のすべての海馬領域に送られていると考えられる。そし

て、これらの情報は海馬内部、特に CA3 ニューロンの密な相互結合によって構成される自己連想記憶型の

ネットワーク回路を駆動し、次に取るべき行動に必要な情報（fixation の時間長の予測や、次に選択するべ

き方向決定など）を想起する機能へと結びついている可能性が考えられる。このような情報処理モデルは、

fixation の中盤以降になって CA3 からの出力強度を反映する低周波ガンマが CA1 領域で強まる（そしてそ

のパワーは fixation 終了と同時に急激に減衰する）現象の解釈としても妥当なものであると考える。

　前節で述べた fixation 中のニューロン活動に見られた位相シフトもまた、fixation 開始時に嗅内野由来の

入力が強い時間帯であるシータ波の山に位相ロックした活動をみせ、fixation 後半には CA3 からの入力が強

い時間帯であるシータ波の谷に位相ロックした活動へと移行を見せた（図５B）。この事実は CA1 のニュー

ロン活動が同領域への入力のスイッチを反映して活動タイミングをシフトさせたことを示唆するものだが、

同時に、このニューロン活動の位相シフトにはエピソード依存性があったことに留意する必要がある。つま

り、もしもニューロン活動の位相シフトが単純な入力のスイッチを反映した受動的な現象であるとすれば、

押し並べて全ての CA1 錐体細胞があらゆる試行においてこのような位相シフトを示してしかるべきである

のに対して、本研究でのデータは、特定の行動系列の試行では位相シフトを示さないといった、非常に機能

的な性質を示唆するものとなっている。したがって、ニューロン活動の位相シフトは確かに CA1 領域の入

力変化の影響を受けた現象である可能性が高いものの、そのメカニズムには、各ニューロンあるいはその集

団が形成しているニューロン・ネットワークの機能的な挙動が大きく影響している可能性が考えられる。

　本研究では、ラットが行動を停止した期間の作業記憶の情報表現をニューロン活動の発火頻度レベルにお

いてまず確認し（エピソード依存的な CA1 錐体細胞の活動）、さらにローカルな脳内リズム（LFP）とそれ

らのニューロン活動のタイミングに着目したネットワークレベルでの情報表現の可能性を示すことに成功し

た（位相シフト現象のエピソード依存性）。脳内リズムと個々の細胞（または局所的な細胞集団）との同期・

相関は、脳内に分散的に表現されているとされる様々な情報や機能を、いかにして結びつけるのかという脳

の動作原理の根本的な謎のひとつを明らかにするための重要な鍵となる現象である。今後もさらに詳細で多

角的なアプローチによる検討が必要であると考える。

図５　静止期間の海馬における情報処理モデル
　　　A) 静止期間中の情報処理の流れ
　　　左図：fixation 直後は海馬外部からの入力が海馬に送信される。この時間帯の海馬内の信号は弱い
　　　右図：fixation 終了時には、海馬外部からの情報入力は弱まるが、海馬内部の情報処理回路によって
　　　生成された信号が CA1 を経由して海馬外部へと伝えられる　
　　　B) CA1 領域の深さ方向に対するシータ波の特性
　　　異なる LFP 位相におけるニューロン活動は異なるタイプの情報を下流組織に伝達している　　
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