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瞬目条件反射学習(eyeblink conditioning: EB)は、条件刺激（CS,音）と非条

件刺激（US,眼瞼への電気刺激）の連続対提示により、CS だけで条件反応（CR,瞬き）

を誘発させる、体表的な小脳依存的運動学習系である。EB の学習・記憶の機構に関す

る議論は、小脳皮質説と小脳深部核説に大別されるが、遺伝学的手法により研究が進ん

でいる小脳皮質に対し、これまで EB における小脳深部核の役割を支持する分子レベル

の知見は皆無に等しい。しかし、解剖核的や薬理学的な研究により小脳深部核が EB の

記憶・記憶に必須であると考えられ、私は分子生物学的に小脳深部核の transcriptome

を分析し、EB に伴って発現レベルが変動する遺伝子を探索・解析することによって、

小脳深部核における EB の分子機構にアプローチすることとした。 

第１章では、学習に伴って発現量が変動する遺伝子を網羅的に探索するため、

GeneChip microarray 解析を行った。EB は学習初期の恐怖記憶が学習後期に形成される

運動学習の獲得を促進する役割を果たすとの２段階学習論に該当するため、私は学習初

期および後期の個体から RNA を抽出する事とした。79 匹のマウスを陰性対照群、３日

及び７日学習群、３日及び７日非学習群の計５群に分け、学習群にはCSとUSを対提示、

非学習群にはランダム提示を指定した日数間繰り返し与えた。その後、各個体から前中

位核を中心とした領域を採取し、マイクロアレイ 解析を行った。 

マイクロアレイの結果から３日学習群と陰性対象群との差が大きい遺伝子８

７個を可塑性候補遺伝子として選抜し、その機能よりグルーピングしたところ、多数の

遺伝子が転写因子やシグナル伝達因子に分類された。ここで選抜された遺伝子の中に、

すでに何らかの学習システムへの関与が報告されている遺伝子が多く含まれ、本実験結

果の有効性が確認された。 

第２章では、選抜された候補遺伝子の発現変動を、定量的リアルタイム RT-PCR

法を用いて、さらに厳密に検討したが、経時的な発現変化を調べるため、３日・７日群

に１日群と４日学習消去群を加えて EB を行った。計 54 匹のマウスの小脳からレーザー

マイクロダイセクションシステムで前中位核のみを回収し、リアルタイム RT-PCR を行
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ったが、検討した遺伝子の内、78.6%がマイクロアレイ解析と一致した結果を示した。

SGK(serum/glucocorticoid regulated kinase)、 IκBα(inhibitory kappa B alpha), 

PER1(period1), PLEKHF1(pleckstrin homology domain containing family F1)は、１

日トレーニングでの発現がもっとも高く、その後発現が低下するが、学習群は非学習群

より高い発現を保った。一方、VAMP1(vesicle-associated membrane protein 1)の発現

は 7 日学習群のみで EB と同側の前中位核特異的に発現の上昇が観察された。 

第３章では、第１，２章で確認された遺伝子について切片上ハイブリッド形成

法を行った。EBトレーニングされた80匹のマウスから取り出した小脳を凍結切片化し、

33P で標識したプローブを用いてハイブリダイズを行った。SGK,IκBα, PLEKHF1, PER1

の発現は神経細胞やグリアで観察されており、mRNA シグナルの定量により、これらの

遺伝子は非学習群より習群で高く発現していることが明らかになった。VAMP1 は神経細

胞に強く発現しており、前中位核の一部である dorsolateral hump において、学習後期

における同側特異的なシグナル上昇が確認された。 

SGK,IκBα, PLEKHF1, PER1 はその発現パタンーにより EB の学習初期の恐怖

学習の獲得と後期の運動学習そのものにも関与することが示唆される。VAMP1 はプレシ

ナプス分子であるため、VAMP1 の発現上昇は EB 運動学習の成立に伴って、同側の前中

位核と軸索投射先である対側赤核との間での神経伝達が促進される、すなわち EB によ

って同側前中位核特異的な可塑性が獲得されることが示唆される。 

本研究は、これまでほとんど明らかにされていない EB における小脳深部核の

働きについて、その分子メカニズムを解明しようとしたものである。EB の学習・記憶

の過程において、学習初期に高レベルで両側性に発現し、その後低下する遺伝子群が存

在する一方、EB 後期の運動学習成立に伴って発現が同側特異的に上昇する遺伝子が存

在する事実は、EB の学習・記憶において、小脳深部（中位）核における遺伝子転写制

御を伴った可塑性が関与する事を示唆し、それが２段階学習機構によって形成されると

の仮説を支持する。以上の結果は、獣医学における神経科学上、重要な知見を加えるも

のである。従って審査委員一同は博士（獣医学）の資格を充分に有すると判断した。 

 


