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概要  

動 物 が一 度 長 期 記 憶 を獲 得 すると消 去 することが極 めて困 難 である。トラウマ記 憶 の治 療 のた

めにはこの問 題 を解 決 する必 要 がある。我 々はこれまで、ショウジョウバエのトラウマ記 憶 の分 子 メカ

ニズムの研 究 を行 い、「トラウマ記 憶 を維 持 させないことで消 去 が可 能 になる」という治 療 原 理 が有

効 であると考 えるに至 った。これまでの研 究 から、ハエの記 憶 中 枢 で光 依 存 的 に転 写 因 子 CREB

の転 写 活 性 が上 昇 する細 胞 で長 期 記 憶 が維 持 されていることを見 出 した。そこで我 々は、光 依

存 的 な CREB の転 写 により記 憶 中 枢 ニューロンで発 現 が誘 導 される遺 伝 子 の中 から長 期 記 憶

の維 持 に必 須 な遺 伝 子 を網 羅 的 に同 定 する研 究 を計 画 し、その実 現 に向 けて実 験 を行 った。  

 

 

abstract  

Traumat ic  memor ies  a re  d i ff icu l t  to  t rea t  because  once  a  memory i s  acqui red ,  i t  i s  

mainta ined  fo r  a  lo ng t ime and  i s  ex t remely d i ff icul t  to  e rase .  We have  researched  the  

molecular  mechani sms of  t raumat ic  memor ie s  in  Drosophi la  and  have  co me to  be l i eve  tha t  

the  therapeut ic  p r inc ip l e  o f  " eras ing t rauma t ic  memor ie s  b y p revent ing  the i r  long-te rm 

re tent ion"  i s  e ffec t ive .  In  the  f ru i t f ly  Drosophi la  melanogaster ,  we  p revio us ly fo und  tha t  

t raumat ic  memory i s  ma inta ined  in  b ra in  neurons  wi th  a  l i gh t -dependent  increase  in  the  

t ranscr ip t io n fac to r  CREB in  the  memory cen te r.  Therefore ,  I  p lanned  a  s tud y to  

co mprehensive ly  ident i fy  genes  who se  express ion i s  ind uced  in  the  memory cen ter  b y 

l ight -dependent  t ranscr ip t ion o f  CREB and  which a re  e ssent ia l  fo r  mainta in ing t rauma t ic  

memory and  co nducted  exper iment s  to  rea l ize  th i s  p ro jec t .  
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研 究 内 容  

＜背景＞  

人 を含 む哺 乳 類 では過 度 なストレスによるトラウマ記 憶 がオスの性 的 モチベーションを低 下 させるこ

とが知 られている。遺 伝 学 の発 達 したショウジョウバエ（以 下 ，ハエ）でも同 様 の現 象 が知 られている

（求 愛 条 件 付 け）。我 々の研 究 室 では、オスバエの求 愛 を利 用 した記 憶 測 定 法 （求 愛 条 件 付 け）に

より長 期 記 憶 に必 須 な遺 伝 子 を同 定 してきた。求 愛 条 件 付 けでは、既 交 尾 メスとオスをつがわせて

学 習 させる。オスはメスの性 フェロモンに反 応 して求 愛 を開 始 するが（図 1①）、一 度 交 尾 したメスは、

求 愛 するオスに対 して過 度 なストレス（性 交 拒 絶 、オスが忌 避 する匂 い物 質 ）を与 える（図 1②）。こ

のメスからのストレス刺 激 に長 時 間 さらされたオスは、その後 、未 交 尾 のメスとつがわせてもあまり求 愛

しなくなる（図 1③）。よって、メスからストレスを受 けたオスのトラウマ記 憶 により、オスの求 愛 モチベーシ

ョンが低 下 すると考 えられている ( Inam i et a l . ,  2020)。過 度 なストレスによるトラウマ記 憶 がオスの性

的 モチベーションを低 下 させる現 象 は種 を超 えて保 存 されている。 

トラウマ記 憶 モデルの１つであるマウスの「恐 怖 条 件 付 け」において、トラウマ記 憶 の獲 得 には転 写

因 子 CREB の活 性 化 が関 与 する。

また、ハエのトラウマ記 憶 獲 得 にもマ

ウス同 様 CREB の活 性 化 が必 須 で

ある（Saka i  e t a l . ,  2004 ; I nami et 

a l . ,  2020）。しかし、獲 得 した記 憶 を

どのように維 持 しているのか、そのメカ

ニズムはよく分 かっていない。さらに、

すでに獲 得 されたトラウマ記 憶 を改 善 さ

せる有 効 な治 療 法 は未 だ存 在 していな

い。トラウマ記 憶 の治 療 が困 難 である理 由 は、この記 憶 を一 度 獲 得 すると消 去 することが極 めて難 し

いことにある。この問 題 を解 決 するため、「トラウマ記 憶 を維 持 させないことで消 去 が可 能 になる」という

治 療 原 理 が有 効 であると考 えるに至 った。 

＜目的＞  

我 々 は こ れ ま で に 、 求 愛 条 件 付 け 後 に 明 暗 サ イ ク ル 条 件 下 で 飼 育 し た ハ エ で は ト ラ

ウ マ 記 憶 が 長 期 間 維 持 さ れ る の に 対 し 、 恒 暗 条 件 下 で 飼 育 し た ハ エ で は ト ラ ウ マ 記 憶

が 維 持 さ れ な い こ と を 見 出 し た （ Inami et  a l . ,  2020） 。 よ っ て 、 ハ エ は 環 境 光 を 利 用 し

て ト ラ ウ マ 記 憶 を 維 持 し て い る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 ハ エ 記 憶 中 枢 （ キ ノ コ 体 ） に お

け る 転 写 因 子 CREB の 活 性 化 が 記 憶 維 持 に 必 須 で あ り 、 記 憶 中 枢 の CREB 転 写 活 性 も

光 依 存 的 で あ る こ と を 見 出 し た （ Inami et  a l . ,  2020） 。 こ の 発 見 は 、 光 依 存 的 に CREB

の 転 写 活 性 が 上 昇 す る 細 胞 に お い て 、 長 期 記 憶 を 維 持 す る 遺 伝 子 が 発 現 し て い る こ と

を 意 味 し て い る 。 そ こ で 私 は 、 光 依 存 的 な CREB の 転 写 に よ り キ ノ コ 体 で 発 現 が 誘 導

図 １  求 愛 条 件 付 け に よ る 記 憶 の 測 定  
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さ れ る 遺 伝 子 の 中 か ら 長 期 記 憶 の 維 持 に 必 須 な 遺 伝 子 を 網 羅 的 に 同 定 す る 研 究 を 計 画

し 、 そ の 実 現 に 向 け て 実 験 を 開 始 し た 。  

＜結果＞  

本 研 究 では、記 憶 維 持 に機 能 している細 胞 のみを回 収 する方 法 を確 立 し、高 精 度 な遺 伝 子 発

現 プロファイリングを実 現 することが重 要 である。そこで、光 依 存 的 に CREB 活 性 が上 昇 する細 胞 に

膜 局 在 シグナルを付 加 した GFP（mCD8: :GFP）を発 現 させ、磁 性 ナノビーズによる細 胞 回 収 技 術 を

利 用 して mCD8: :GFP 陽 性 細 胞 のみを回 収 することにした。本 研 究 では、これらの実 験 系 の実 現 に

向 けて、必 要 な形 質 転 換 系 統 をデザインし、複 数 の系 統 の作 製 に成 功 した。 

（1）光依存的に CREB 転写活性が上昇する細胞の可視化  

  計 画 した形 質 転 換 バエのコンストラクトは以 下 の３つである：①6xCRE-FRT-stop-FRT-LexA 系

統 、②MB-FLP 系 統 、③LexAop-mCD8: :GFP 系 統 （図 ２A）。①6xCRE-FRT-stop-FRT-LexA 系

統 は、CREB 活 性 を検 出 するためのコンストラクトである。CREB が活 性 化 すると LexA: :GAD の発 現 を

誘 導 しようとするが、転 写 終 結 配 列 （stop 配 列 ）により転 写 は起 こらない。stop 配 列 は 2 つの

図 ２  
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f l ippase recogn it ion ta rget（FRT）の配 列 の間 に挟 まれており、組 み換 え酵 素 である FLP が発 現

する細 胞 では FLP が FRT 配 列 を認 識 し、FRT-stop-FRT 配 列 を取 り除 く（図 ２B、FLP-out）。 

②MB-FLP 系 統 は、キノコ体 （MB: mushroom body）で組 み換 え酵 素 である Fl ippase（FLP）を発 現

するコンストラクトである。したがって、6xCRE-FRT-stop-FRT-LexA 系 統 と組 み合 わせると、主 にキ

ノコ体 で FLP-out が生 じ、転 写 因 子 である LexA: :GAD が発 現 する。① と② のハエに加 えて③

LexAop-mCD8: :GFP 系 統 を組 み合 わせると、LexA: :GAD により mCD8: :GFP が発 現 する。すなわ

ち、CREB が活 性 化 した細 胞 のみに mCD8: :GFP が発 現 する。 

 これまでに、MB-FLP 系 統 を 2 系 統 （R13F02-FLP および R55D03-FLP）を作 製 し、それらの動

作 確 認 を行 った。UAS-FRT-mCherry-stop-FRT-mCD8: :GFP ; nSyb-GAL4 を持 つハエと各 系 統

を交 配 した F1 を用 いて実 験 を行 った。これらの F1 個 体 では、全 神 経 細 胞 で赤 色 蛍 光 タンパク質 で

ある mCherry が発 現 するが、キノコ体 ニューロンで FLP が発 現 すればキノコ体 は緑 色 蛍 光 を示 すは

ずである。R13F02-FLP を持 たないハエ（コントロール）では、脳 神 経 系 全 体 に mCherry の発 現 が確

認 できたが（図 7）、mCD8: :GFP のシグナルは検 出 されなかった（図 ３）。一 方 、R13F02-FLP を持 つ

ハエでは、キノコ体 に mCD8: :GFP のシグナルが検 出 された。よって、R13F02-FLP 系 統 によりキノコ体

特 異 的 なフリップアウトが可 能 であることが明 らかになった。一 方 、R55D03 (γ)-FLP 系 統 ではキノコ

体 における GFP が確 認 されなかった。 

6xCRE-FRT-stop-FRT-LexA 系 統 に関 しては、繰 り返 し配 列 が多 く、予 想 以 上 にコンストラクト作

製 に時 間 がかかった。通 常 のクローニングでは作 製 が困 難 であったため、人 工 遺 伝 子 合 成 により作

製 した配 列 をインジェクション用 プラスミドに導 入 する方 法 に切 り替 えて現 在 コンストラクトの作 成 を進

めている。 

（2）磁石による細胞回収技術の確立  

 以 下 に示 す細 胞 回 収 法 の確 立 を目 指 した。(1)  膜 局 在 シグナルである mCD8 と GFP の融 合 タン

図 ３  
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パク質 （mCD8: :GFP）を記 憶 中 枢 特 異 的 に発 現 させたハエ

の頭 部 を回 収 し、特 殊 なホモジェナイザーによりラフに粉 砕

することで脳 のニューロンを分 散 させる。(2) さらに、ビオチン

標 識 された mCD8 抗 体 を用 いて記 憶 中 枢 ニューロンに磁

性 ナノビーズを付 加 し、磁 石 により mCD8: :GFP 発 現 ニューロ

ンのみを回 収 する。 

 実 験 法 の確 立 のため、キノコ体 細 胞 に mCD8: :GFP を発

現 させたハエを用 い、GFP 陽 性 細 胞 の回 収 を行 ったところ、

細 胞 回 収 に成 功 した（図 ４）。オスバエ 45 匹 の頭 をすりつぶ

し、少 なくとも 456 個 の mCD8: :GFP 陽 性 なニューロンの回

収 に成 功 した。キノコ体 の細 胞 は約 4,000/匹 であるが、

R13F02-GAL4 系 統 では、全 てのキノコ体 細 胞 に GAL4 が発 現 しているわけではない。そのため、回

収 可 能 なニューロンの正 確 な数 は不 明 ではあるが、456 個 は極 めて回 収 効 率 が低 いと考 えられる。

今 後 は回 収 効 率 を上 げるための更 なる実 験 条 件 の検 討 が必 要 である。 

＜今後＞  

磁 石 による細 胞 回 収 において、細 胞 が粉 砕 されているものが多 く観 察 されたため、この問 題 を解 消

する必 要 がある。現 在 使 用 しているものよりも、よりルーズなホモジェナイザーを使 用 してハエ脳 をホモ

ジェナイズする必 要 がある。2021 年 度 4 月 に特 殊 なホモジェナイザーを発 注 したもものの、コロナの

影 響 で納 品 が延 期 になり、当 初 予 定 の実 験 を完 了 することができなかった。今 後 は、この新 しい特 殊

なホモジェナイザーを用 いた条 件 検 討 を行 い、より回 収 効 率 が高 い方 法 を確 立 する必 要 がある。 

磁 石 による細 胞 回 収 のほかに、目 的 の細 胞 を回 収 する方 法 はフローサイトメトリーを利 用 した

Fluorescence act ivated  ce l l  sort ing（FACS）がある。FACS での細 胞 分 離 は、シングルセル解 析 や

空 間 トランスクリプトームなどを行 う過 程 で用 いられている。細 胞 の分 離 は、フローサイトメトリーで測 定 し

た蛍 光 の情 報 をもとに、セルソーターを用 いて行 われる。この時 の蛍 光 の情 報 は、測 定 する液 滴 に含

まれる細 胞 により決 まる。ハエの細 胞 は、マウスなど哺 乳 類 の細 胞 よりも小 さいため、FACS を用 いた

細 胞 回 収 では、液 滴 に含 まれる目 的 の細 胞 の割 合 が低 くなる。一 方 、磁 石 による細 胞 回 収 は、大 き

さによる制 限 がないため、ハエにも適 用 できる。また、、FACS のような機 器 を必 要 としないため簡 便 に

行 うことができる。今 後 、遺 伝 学 的 ツールの発 達 したハエで磁 気 特 異 的 な細 胞 回 収 の技 術 を確 立 で

きた場 合 、遺 伝 学 的 ツールとの組 み合 わせにより、細 胞 特 異 性 の高 い遺 伝 子 発 現 解 析 を行 えると

考 えられる。 
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