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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュの嗅覚行動を担う神経回路基盤の解析を行った。性フェロモンであ
るプロスタグランジンF2α（PGF2α）の嗅覚受容体を同定し、受容体機能を欠損したオス変異体は、メスに対す
る求愛行動の持続時間が短くなることを見出した。また、PGF2αの嗅覚入力によって、終脳腹側部腹側核および
視床下部の複数の領域が活性化されることが明らかとなった。一方、食物に由来するATPやアラニンはゼブラフ
ィッシュの誘引行動を引き起こし、嗅球-視床下部直接経路を構成する後方結節など、複数の共通した脳領域を
活性化することが明らかとなった。さらに、異なる匂いによって特異的に活性化される脳領域を同定した。

研究成果の概要（英文）：Odor information is represented as a chemotopic map in the olfactory bulb.  
This odor map must be transferred to higher brain centers and translated into appropriate behavioral
 responses. In the present study, we analyzed neural circuit mechanisms underlying transformation of
 odor inputs into behavioral outputs in zebrafish.  We identified an olfactory receptor for 
prostaglandin F2α (PGF2α), a female sex pheromone, and found that male zebrafish mutant for this 
receptor show impaired courtship behaviors toward female fish.  Olfactory stimulation with PGF2α 
activated a ventral telencephalic nucleus and several hypothalamic nuclei.  ATP and alanine, 
food-derived odors, attracted zebrafish and commonly activated several brain regions including the 
posterior tuberculum, which constitutes the olfactory bulb-hypothalamus direct pathway.  
Furthermore, we identified brain regions that are specifically activated by different odor stimuli.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 嗅覚系の研究は、本研究開始までの 20 年
で飛躍的に進展した。特に、匂いを受容する
嗅上皮から脳の嗅球へと至る一次嗅覚系に
ついては、その精緻な神経接続様式に基づく
「匂い地図」の存在が明らかとなり、嗅球に
おける匂い情報コーディングの全体像がほ
ぼ解明されていた。その一方で、高次中枢に
おける匂い情報処理の研究は始まったばか
りであった。 
 
(2) 研究代表者らはゼブラフィッシュをモデ
ル生物として利用し、脊椎動物の二次嗅覚ニ
ューロンを単一細胞の解像度で遺伝学的に
可視化することに成功していた。その解析か
ら、動物種間で共通した神経経路とともに、
哺乳動物では見られない嗅球から間脳への
直接的な神経投射の存在が明らかとなって
いた。 
 
２．研究の目的 
 
 匂いの情報は、匂い分子の化学構造を基に
した「匂い地図」として嗅球に表現される。
一方、匂いの質に対応した動物行動の発現に
は、高次中枢での情報の抽出・統合が必要で
ある。研究代表者らはこれまでに、ゼブラフ
ィッシュの嗅球から間脳を直接結ぶ二つの
嗅覚経路（手綱核経路, 視床下部経路）の存
在を見いだした。哺乳動物では複数のシナプ
スを経由するのに対して、ゼブラフィッシュ
では嗅球から直接間脳に情報が伝わると考
えられ、これらの神経回路素子が感覚入力か
ら運動出力への迅速な変換を司る可能性が
示唆される。本研究では、「嗅球-間脳」直接
経路を中心に、ゼブラフィッシュの嗅覚行動
を担う神経回路メカニズムの解明を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 遺伝子工学的手法による神経回路の可
視化 
 ニューロンタイプ特異的プロモーターの
制御下に酵母転写因子 Gal4 を発現するトラ
ンスジェニック系統と、Gal4 応答配列 UAS の
制 御 下 に 様 々 な リ ポ ー タ ー 遺 伝 子
（Synaptophysin-GFP, 膜局在型 tdTomato, 
WGA など）を発現するトランスジェニック系
統を交配して、特異的な神経回路素子を可視
化する。 
 
(2) pErk免疫組織化学およびカルシウムイメ
ージングによる神経活動変化の解析 
 ゼブラフィッシュの嗅覚系では、MAP キナ
ーゼ（Erk）のリン酸化が神経活動のよい指
標となる。魚を匂いに暴露した後、嗅上皮や
嗅球の pErk 免疫染色を行い、活性化した嗅
細胞やその投射先の糸球体を同定する。 

 また、Gal4/UAS システムにより G-CaMP を
嗅細胞に発現させ、様々な匂いに対する嗅球
の糸球体の応答をカルシウムイメージング
によって解析する。 
 
(3) 神経活動マーカー分子を用いた嗅覚行
動出力後の神経活動履歴の解析 
 様々な匂いによって誘起される生得的嗅
覚行動（誘引行動、生殖行動など）について、
行動変化を定量解析する。行動の誘起後に脳
を取り出し、神経活動マーカーである Erk の
リン酸化や最初期遺伝子c-fosの発現を検出
し、動物行動にともなって活性化した脳領域
を同定する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 嗅球-手綱核経路を活性化する匂い物質
の同定 
 嗅球-手綱核経路を構成する嗅球投射ニュ
ーロンは、主に内背側糸球体 mdG と接続して
いることがすでに明らかとなっている。そこ
で、pErk 免疫染色および G-CaMP カルシウム
イメージングにより、mdG を活性化する匂い
物質のスクリーニングを行った。その結果、
これまで魚にとって匂い物質とは考えられ
ていなかった低分子のイオンによって、mdG
が活性化することが明らかとなった。 
 
(2) 嗅球-視床下部経路を構成する三次ニュ
ーロンの同定 
 視床下部の後方結節は嗅球から直接投射
を受ける。後方結節の三次嗅覚ニューロンを
同定するために、シナプス局在型蛍光タンパ
ク質 Syp-GFP を嗅球投射ニューロン（二次ニ
ューロン）に発現させ、シナプス部位を観察
した（図 1）。 
 

 
後方結節にはドパミン作動性ニューロンが
多く存在し、Syp-GFP のシグナルはドパミン
ニューロンの神経線維と近接していた。さら
に、経シナプストレーサーである WGA を二次



ニューロンに発現させたところ、シナプスを
移行して取り込まれたと考えられるWGAのシ
グナルが、ドパミンニューロンの細胞体にお
いて観察された。これらのことから、後方結
節ドパミンニューロンは嗅覚三次ニューロ
ンである可能性が示唆された。 
 
(3) 性フェロモン プロスタグランジン F2 
(PGF2) によって誘起される行動と活性化
される高次脳領域の解析 
 排卵期のメスから放出される性フェロモ
ン PGF2の嗅覚受容体を、嗅上皮の c-fos 遺
伝子の発現を指標にして同定した。PGF2の
生殖行動における役割を解析するために、同
定した受容体の機能を欠損したゼブラフィ
ッシュ変異体をゲノム編集技術によって作
製した。生殖行動を詳細に解析するために、
メスに対するオスの求愛行動に３つのパラ
メーター（追尾、つつき、回り込み）を設定
し、その時間と回数を測定することで、求愛
行動の定量的解析法を確立した。オス変異体
の行動を解析したところ、３つのパラメータ
ーによって規定されるメスへの求愛行動の
回数は変化しないが、その持続時間が著しく
減少することが明らかになった。さらに、
PGF2の嗅覚入力によって活性化する高次脳
領域を pErk 免疫染色によって解析したとこ
ろ、終脳腹側部腹側核（Vv）および視床下部
の複数の神経核(PPa, LH, Hc）が活性化され
ることが明らかになった（図 2）。 
 

 
(4) ATP およびアミノ酸によって誘起される
行動と活性化される高次脳領域の解析 
 食物に由来する匂い成分と考えられる ATP
について、行動応答とその神経回路メカニズ
ムの解析を行った。ゼブラフィッシュは ATP

に対して誘引行動を示し、その行動応答は、
同じく食物に由来するアミノ酸の一種であ
るアラニンよりも低濃度で誘起された。嗅上
皮におけるATPの受容メカニズムを解析した
ところ、魚類や両生類のゲノムに特異的に存
在する新規アデノシン受容体A2cが嗅覚受容
体として機能することが明らかとなった。さ
らに、ATP は鼻腔内で細胞外脱リン酸化酵素
によって積極的かつ速やかにアデノシンに
分解され、アデノシン受容体 A2c を活性化し
て嗅覚応答を誘起することを見出した。また、
ATP の嗅覚入力によって活性化する高次脳領
域をc-fos遺伝子の発現によって解析したと
ころ、終脳および視床下部の複数の領域（終
脳: Vs, Dp; 視床下部: Hd, PTN)が活性化さ
れることが明らかになった（図 3)。視床下部
の後方結節（PTN）は嗅球-間脳直接経路を構
成するが、ATP とアラニンのどちらの嗅覚入
力でも活性化されることから、匂いによって
誘起される誘引行動と密接な関連があるこ
とが示唆された。さらに、ATP のみによって
活性化されるニューロンが視床下部に存在
することも明らかとなり（図 3、Hv 腹側部）、
ATP の嗅覚入力に特異的な行動学的・生理学
的機能の存在が示唆された。 
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