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我々の研究目的は，以前と同じで変わっていない：すなわち，分子，細胞，神経回路網，およ
び学習と記憶の基底にある神経系機構の研究を特定の 1つの遺伝子または複数の遺伝子を条件操
作したマウスの新系統を創成し，分析することによって行うこと。この目標達成のため，我々は
以下の 2つの一般的なアプローチを採用した：（1）学習および記憶機構を研究するため組織また
は細胞型・特異的遺伝子操作の開発，（2）学習および記憶機構研究のため条件遺伝子操作手法の
開発。

1. 組織または細胞型―特異的遺伝子操作
（1）海馬 CA3錐体細胞特異的遺伝子操作
我々は，パターン形成完了により記憶想起で海馬 CA3

NMDAレセプター（NR）が果たす役割に関する研究を以
前発表した。この研究は NR1遺伝子欠失を海馬の CA3錐
体細胞に限定したマウスの血統を作って行ったものである。
同一の突然変異マウスに関してその後行った研究により，こ
れらの突然変異体は，空間リファレンス記憶が正常である
間に，僅か 1つの実験後の空間記憶の急速な記憶（すなわ
ち，エピソード様記憶）で障害があったことが確認された。
複数電極記録手法を用いて行った実験は，行動研究からの
これらの結果を確証付けるものであった：突然変異 CA1場
所細胞の空間的調整は，慣れた環境では正常であったが，新
しい環境では著しく障害を受けた（例，拡大レース・フィー
ルドと総合放出速度）。我々は，状況によって決まる恐怖条
件づけ作業実験を利用し，一層の行動特性化によって，上
記の所見を拡大して来た。現在の結果は，急速な結合的，状
況表象を形成するCA3-NR1KOマウスの能力障害に一層の
光を当てることになった。マウスには脚にショックを与え
る前の状況を探索するため一定の限られた時間（< 60秒）
を与えた場合，当該突然変異マウスは 24 時間後の恐怖の
記憶は少なくなっていることが確認された。さらに，我々
は突然変異マウスでの海馬の全体的活性の特徴づけの研究
を続けているが，複雑さが増大する新しい空間環境の探索
と，交互に組み合わせた睡眠時間帯の両方で，すべての海馬
のサブフィールドでの細胞および回路網活性（CA1，CA3，
DG）を同時に調べることによって行っているものである。
（2）海馬 DG顆粒細胞特異的遺伝子操作
ハーバード大学医学部の Dr. Nina Balthasar と Prof.

Bradford Lowellと共同して，我々は新しいNR1ノックアウ
ト・マウスを作ったが，このマウスの遺伝子欠失は成熟マウ
ス（DG-NR1KOマウス）の海馬の歯状回（DG）顆粒細胞
に限定したものである。このノックアウト・マウスの作成は
プロオピオメラノコルチン（POMC）からの転写プロモー
ターによって Cre発現が動因となって生じる Cre-loxP系を
用いて行った。我々は，LTPがこれらの突然変異マウスの
貫通路（PP）-DGシナプスで特異的に欠失していることを

生体内記録で確認した。CA1-NR1KOマウスとは対照的に，
DG-NR1KOマウスは，Morrisの水迷路の台を隠した場合
では正常であったが，このことは PP-DGシナプスでのレセ
プター依存性可塑性が空間リファレンス記憶にとって必ず
しも必要としないことを示すものである。これらのマウス
には非常に多くの空間学習および状況記憶試験を行ったが，
これらの試験には，DMZ水迷路，状況恐怖条件付け，それ
に我々の新しい作業実験であるワゴン輸送路も入っている。
我々は，これらの様々なプロトコルを通して微妙な学習欠
損について解明の途上にあり，状況識別と空間情報の初期
獲得のDG可塑性の役割を明らかにして来ている。さらに，
我々は複数電極記録手法を用いて新しい環境および慣れた
環境の両方で，CA1場所細胞の活性をモニターして来た。
初期の結果によると，これらのマウスは，CA3-NR1KOマ
ウスと非常に似ているが，新しい環境では場所表象で障害
を受けていたかも知れないことが示されている。
（3）皮質および海馬特異的遺伝子操作
（i）p21活性キナーゼ（PAK）信号
ドミナントネガティブPAK遺伝子組換え（dn PAK TG）
マウスから得られた我々の以前の結果から，皮質のシナプ
ス形態と可塑性，それらと長期記憶強化との間に決定的な
関係のある証拠が得られた。我々は，この研究を皮質シナ
プス形態および可塑性で決定的な役割を果たす遺伝子であ
る脆弱 X知的遅滞 1（FMR1）にまで拡大した。非常に印
象的であったのは，FMR1 ノックアウト（KO）マウスと
dn PAK TGマウスが皮質棘形態とシナプス可塑性におい
て対立表現型を示したことである。我々は，このことに基
づき；FMR1 および PAK によって介在される信号経路が
シナプス形態と機能の調節において相互に拮抗する可能性
があるという仮説を立てることになった。我々は，二重突
然変異マウスである FMR1 KO，dnPAK TGマウスを分
析することにより，PAK と FMR1 間に遺伝子相互作用が
あるのか否かを調べた。FMR1 KO，dnPAK TGマウスで
は，皮質ニューロンの平均棘の大きさは野生型マウスと類
似であったが，dnPAK TG マウスとは有意に異なってい
た。この結果は，FMR1 の喪失が dnPAK TGマウスの棘
の大きさの異常性をレスキューすることを示すものであり，
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PAK と FMR1 間の遺伝子相互作用を示唆するものである。
我々は，二重突然変異マウスでの棘数，電気生理学および
行動分析を行うことにより，この遺伝子相互作用をさらに
詳しく調べる予定である。
（4）背側視床（DT）特異的遺伝子操作
感覚信号伝達は，ほ乳類の睡眠中に阻害されることが長年
に亘って疑われて来た。我々は，CaV3.1 T型 Ca2+ チャネ
ル電流が睡眠を促す視床感覚伝達を阻害するという仮説を
立てた。T型Ca2+チャネル活性はWTの視床投射ニューロ
ンでの活性電位放電を阻止する（> 9秒）が，CaV3.1ノッ
クアウト・マウスでは阻止しないことを我々は確認した。阻
害は，シナプス伝達がブロックされて発生するが，細胞内
Ca2+ の増加を必要とした。さらに，Cre/loxP組換え法を
用いて吻側―中線視床から遺伝子コード化 CaV3.1を焦点
欠失させると，頻回で長時間の覚醒をもたらす。ただし，こ
の覚醒は睡眠を断片化し抑制した。興味深いことであるが，
睡眠は CaV3.1を皮質錐体ニューロンから切除したときに
障害を受けた。これらの所見は，視床 T型 CaV3.1チャネ
ルが視床経由で覚醒信号伝達をブロックし，睡眠を安定さ
せるのに必要である，という仮説を裏付けるものである。

2. 条件（空間的および時間的制限）遺伝子操作
（1）結合 Cre およびテトラサイクリン・トランス活性
（tTA）に基づく方法
我々は，研究室で数匹の組織特異的または細胞型特異的

Creトランスジェニック・マウスを飼って創成したことが
ある。組織または細胞型制限遺伝子操作に対し時間的調節
を行うため我々は，loxP-stop-loxPtTAトランスジェニック
「コンバーター」系統を創成した。我々の戦略は，これら
のマウスを Cre トランスジェニック・マウスと交配させ，
またその結果得られる二重トランスジェニック系統を第三
のトランスジェニック・マウスと交配させることであるが，
この場合，遺伝子の発現は O-tet終末プロモーターの調節
下におく。この結果得られた三重トランスジェニック・マ
ウスでは遺伝子発現の局所および時間双方の調節を行うこ
とができる。この興味のある遺伝子は，野生型（この場合
過発現が可能である），ドミナントネガティブ型（この場
合，内性遺伝子を阻害することがある）あるいは，構成的
活性型（この場合，遺伝子発現の脱調節が可能である）に
なり得る。我々は，いくつかの異なるプロモーターを用い，
loxP-stop-loxPtTA導入遺伝子の発現を促し，その結果得
られたマウスを CA3-特異的 Creまたは DG特異的 Creマ
ウスと交配させ，さらに二重トランスジェニック・マウス
を o-tet GFPリポーター・マウスと交配させることにより，
tTAの細胞型特異的発現を評価した。その結果，tTAの強
力な細胞型制限発現と GFTリポーターのドキシサイクリ
ン調節発現を観察することができた。リポーター発現はド
キシサイクリン抑制後に誘発することができる。我々は，
現在この手法を破傷風毒素タンパク質を発現する tetO-調
節系統に適用しているところであるが，このタンパク質は
VAMP2を切断し，それによってシナプス前部終末からの神
経伝達物質遊離を阻害する。我々の計画としては，Schaffer
の側技またはコケ状突起などの，特異的興奮性シナプス前
部終末からの神経伝達物質遊離を一次的かつ可逆的に阻害
し，それによって学習および記憶での特異的興奮性海馬回

路の機能について演繹することである。

1. Tissue or cell type-specific gene manipulation
The further study of the role of hippocampal plasticity

in the various subregions will continue. We are currently
utilizing our novel wagon wheel task to simultaneously
monitor both behavioral learning and place cell activity
(via ensemble recording) in the CA1-NR1 KO, CA3-NR1
KO, and DG-NR1 KO mice to better understand how the
hippocampal code for space uses plasticity to guide be-
havior. Also ongoing are a variety of fear conditioning
paradigms that would test the non-spatial pattern com-
pletion and pattern separation capability of these mutant
mice.

For the forebrain-specific dominant negative PAK
transgenic mice, we hope to gain a better understanding
of the genetic and functional interactions between FRM1
and PAK and how the structural plasticity they regulate
underlies learning and memory.

Finally, we will continue to expand our studies on plas-
ticity and learning by studying the role of NR-dependent
plasticity in the dopaminergic neurons of the VTA. Using
Cre lines currently under characterization, we can delete
the NR1 gene specifically in these cells, with the hope of
gaining insight into the role of synaptic plasticity in VTA
neurons in reward-driven learning and in drug addiction.

2. Conditional (spatially restricted and tempo-
rally inducible) gene manipulation

We will attempt to complete the three mouse crossing
technologies described above and identify the function of
specific hippocampal subregions and circuitries, as well as
receptors (e.g., NMDA receptors) and enzymes (e.g., pro-
tein kinases and protein phosphatases) therein, in specific
aspects and types of hippocampus-dependent learning and
memory. The ability to reversibly inactivate specific ex-
citatory circuits in the hippocampus will give us a much
greater understanding of the computational contribution of
each of the hippocampal subregions to learning and mem-
ory.
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