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〈要 約〉

　動物が環境からの刺激を記憶し，行動を変化させる分子機構の解明は，神経科学分野におけるきわめて重要な課題である．線虫Caenorhabditis elegansは一定の温度で飼育されるとその飼育温度を快適な温度として記憶するため，温度勾配のうえにおくと過去の飼育温度へむかうという習性を示す．この温度走性行動は温度の受容と記憶の分子機構を解明するためのすぐれたモデル系であることが知られる．今回，筆者らは，温度記憶が形成される過程をゲノムワイドなマイクロアレイ解析，分子遺伝学的な手法とイメージング技術により解析した．その結果，C. elegansは飼育温度を記憶する際に，転写因子であるHSF-1を介して周囲の温度を全身で受容していることを見い出した．さらに，この温度の受容は遺伝子の発現変化をひき起こし，その結果，温度シグナルは女性ホルモンであるエストロゲンを介して神経回路の温度感知ニューロンに記憶として蓄積されることが示された．この研究から，温度記憶が形成される際の分子機構の一端が明らかになったものと考えられる．
はじめに

　線虫C. elegansは302個のニューロンからなる神経系をもち，温度走性とよばれる行動を行う1)．たとえば，23℃で飼育されたC. elegansは餌のない17℃から23℃までの温度勾配のうえにおかれた場合，1時間後には23℃付近へと移動する（図1）．さらに，23℃を記憶していたC. elegansを新たな温度である17℃で飼育すると，約4時間で新たな温度17℃の記憶を獲得し，温度勾配のうえで17℃付近へと移動するようになる2-4)．また，筆者らの過去のレーザーによるニューロンの破壊実験から，温度走性行動に必要なニューロンが明らかにされており，温度走性行動はきわめてシンプルな神経回路を基盤とすることが知られていた5)．これらのことから，C. elegansの温度走性行動は温度の受容と記憶の分子機構を解析することに適したモデル系と考えられている．
　記憶の形成の分子機構については，これまでの哺乳類からショウジョウバエ，アメフラシをモデル系とした研究により遺伝子発現の調節がきわめて重要であることが知られている6)．しかし，記憶の実体を担うタンパク質についてはいまだ不明な点も多い．今回，筆者らは，温度走性行動において本質的なはたらきをするタンパク質を同定するため，23℃を記憶していたC. elegansが新たな飼育温度17℃の記憶を獲得する前後でゲノムワイドなマイクロアレイ解析を行い，温度記憶の形成過程でどのような遺伝子の発現が変化するのかを解析した．
1．転写因子HSF-1はC. elegansの全身のさまざまな組織において温度を感知する

　17℃を記憶する前後で発現の変化する遺伝子を調べた結果，79個の遺伝子に有意な発現の変化がみられた．これらの遺伝子を精査した結果，一過性の熱ショックに反応して発現の変化することが知られる熱ショックタンパク質の遺伝子が複数，含まれていた．このことから，熱ショックタンパク質の遺伝子の上流で転写因子としてその発現を調節することの知られるHSF-1（heat shock factor 1）に着目した7)．HSF-1はその名のとおり，飼育温度から30℃～35℃の有害な温度域への一過的な温度ジャンプにより構造変化を起こし直接に反応することが知られる．しかしながら，マイクロアレイ解析の結果とC. elegansの飼育温度域（15℃～25℃）をあわせて考えると，HSF-1は飼育温度域における温度の変化にも反応するのではないかと考えられた．このことをリアルタイムPCR法やレポーターGFPの蛍光観察により確認した結果，予想どおり，HSF-1は飼育温度域での温度の変化を直接に感知していることが示された．そこで，HSF-1の機能低下型変異体の温度走性行動を確認したところ，飼育された温度に移動しないという異常がみられた．さらに驚くべきことに，HSF-1を神経系だけでなく筋肉や腸に発現させた場合にもこの異常は正常に回復した．このことは，HSF-1が全身のさまざまな組織において温度を感知していることを示していた．
2．HSF-1による温度シグナルは温度受容ニューロンAFDの活性を調節する

　では，温度記憶の過程でHSF-1が温度の変化に反応して生み出したシグナルはどのように温度走性を変化させるのだろうか？　この疑問に答え，HSF-1と温度走性をつかさどる神経回路との関係性を調べる目的で，神経回路内のニューロンの活動測定を行った．ニューロンの活動はCa2+の流入と相関のあることから，HSF-1機能低下型変異体の個々のニューロンにCa2+インジケーターであるカメレオンを発現させ，イメージング実験を行った．その結果，野生株と比べHSF-1機能低下型変異体では，温度受容ニューロンとして知られるAFDニューロンの温度上昇に対する神経活性の大きさや反応温度域が異常であることが示された．このことから，HSF-1による温度シグナルはAFDニューロンを細胞非自律的に制御している可能性が示された．
3．エストロゲンシグナル伝達経路はHSF-1による温度感知の下流で温度受容ニューロンAFDを制御する

　筆者らの過去の生理学的な実験から，温度受容ニューロンAFDは温度を感知するだけでなく，感知した温度の記憶もしている可能性が示されていた8)．さらに，マイクロアレイ解析においてHSF-1の下流で発現の変化していた遺伝子のなかに，女性ホルモンであるエストロゲンの合成にかかわる遺伝子が含まれていた．また，近年の研究から，エストロゲン受容体をノックアウトしたマウスは空間の位置記憶に異常を示すことが報告されており9)，エストロゲンシグナル伝達経路が記憶にかかわる可能性が知られていたことから，筆者らは，C. elegansへのエストロゲンの投与実験を行った．その結果，エストロゲンはAFDニューロンに作用しC. elegansの温度の記憶を変化させる効果がみられた．さらに，C. elegansのエストロゲン受容体様タンパク質NHR-69を欠損した変異体とHSF-1の機能低下型変異体とを用い，この2つの遺伝学的な上下関係について解析を行った．その結果，NHR-69はHSF-1の温度シグナルの下流でAFDニューロンにおいて機能している可能性が示された．さらに，Ca2+イメージングによるAFDニューロンの神経活動の測定から，NHR-69はAFDニューロンの神経活動に大きく影響を及ぼすことが示された．
　以上の結果から，1）C. elegansは温度記憶の獲得の過程で，熱ショックタンパク質の遺伝子の上流ではたらく転写因子HSF-1を介して全身で周囲の温度を感じ，その感知はエストロゲンの合成を介して神経回路においてAFDニューロンの記憶の変化を導くこと，2）C. elegansは温度の勾配がある土壌において0.01℃/cmの微小な温度の違いを感知できるAFDニューロンを使い，獲得した記憶と照合しながら目的の温度へとむかうという可能性が考えられた（図2）．
おわりに

　この研究から，C. elegansの温度記憶の過程にひそむ分子機構の一端を明らかにすることができた．これまで，神経科学分野では“環境刺激は感覚ニューロンの膜タンパク質により受容される”というのが一般的な概念であった．しかし，この論文により，“感覚ニューロンだけでなく，非神経系の体細胞も温度を受容し，記憶の変化とそれにともなう行動の変化をひき起こす”という新たな概念がもたらされた．熱ショックタンパク質やエストロゲン受容体はヒトまで高度に保存されたタンパク質であることから，今回，発見された分子機構と同様のしくみが哺乳類にも備わっている可能性がある．今後の展望としては，温度記憶がどのように神経回路において成立し，維持されるのかを明らかにすることが必要不可欠である．最近，筆者らは，別の論文において，記憶を担う代表的な転写因子CREBのC. elegansにおけるオルソログの機能する細胞を探索した結果，CREBのオルソログはたったひとつ，AFDニューロンでのみ機能することを見い出した10)．つまり，C. elegansのすべてのニューロンのなかでも，AFDニューロンはCREBを介した温度記憶をもつ唯一のニューロンであることが示されたのである．今後，HSF-1により受容された温度情報がAFDニューロンにおいてどのようにCREBを介し記憶として成立し，維持されるのかについて解明が期待される．
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〈図説明〉

図1　線虫C. elegansの温度走性行動

C. elegansは一定の温度（ここでは，23℃）で飼育されたのち温度勾配のある環境におかれると，1時間後には飼育された温度の付近に移動するという行動をとる．そのため，この行動は温度の感知と記憶のしくみの解明のすぐれたモデル系と考えられる．
図2　転写因子HSF-1による全身性の温度の感知と神経回路における温度記憶の制御

温度記憶の過程において，熱ショックタンパク質の遺伝子の上流ではたらく転写因子HSF-1はC. elegansの全身のさまざまな細胞で機能し温度を感知する．その温度の感知は遺伝子発現の変化をひき起こし，その結果，温度シグナルはエストロゲンをつうじて神経回路において温度受容ニューロンAFDの記憶の変化を導く．
