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研究成果の概要（和文）：ニワトリのヒナで見られる視覚的インプリンティングは、右側にヒナがいると成立し
やすくなったことから、社会的促進が起こることが示唆された。インプリンティングにおける社会性の発現に関
与する部位として、脳の扁桃体内側部と皮質部が挙げられた。この領域で発現する利尿ペプチドの１つは、臨界
期（感受性期）やインプリンティングによってその発現量が変化し、脳内への注入はインプリンティングを促進
した。この結果は、発達期における社会性行動の制御メカニズムの解明につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Visual imprinting in chicks could be facilitated by the presence of another 
chick at the right side. Medial and cortical divisions of amygdala were suggested to regulate the 
expression of social emotion in imprinting. One of the natriuretic peptides was expressed in these 
regions. Its expression in the brain was enhanced during the critical period as well as after the 
imprinting training. Moreover, injection of this peptide facilitated imprinting. We expect that 
these results can lead to elucidate the mechanism by which development of social behavior is 
regulated in juveniles. 

研究分野： 神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ガンやカモ、ニワトリなど、孵化後の早期

から歩き始める鳥類では、親の姿を認識して
追従するインプリンティング行動（刷込み行
動）を示す。インプリンティングにおける学
習は、幼若期（ヒナの時期）の特定期間のみ
に可能であり、この時期は臨界期あるいは感
受性期と呼ばれる。ヒヨコのインプリンティ
ング行動は、幼若期の学習を解析するための
良いモデルとなっている。 
われわれは、液晶画面上の動く視覚刺激を

ニワトリのヒナに見せること（以下トレーニ
ングと呼ぶ）でもインプリンティング行動が
成立することを初めて見出し、Horn らの方法
(Horn, 2004)に基づいて行動を定量化し、簡
便に解析可能な行動実験系を確立した
（Maekawa et al., 2006; 2008）。そして、
視覚的インプリンティングを支配する終脳
（大脳に相当するニワトリ脳の部分）の神経
経路について解剖学的・生理学的に解析を行
い、哺乳類の大脳皮質視覚野に相当する
visual Wulst(VW)から、哺乳類の大脳皮質連
合 野 に 相 当 す る intermediate medial 
mesopallium (IMM) につながる神経経路
(VW-IMM 経路)を同定した。 
また、神経活動のイメージングによる解析

では、VW-IMM 間の情報伝達は、臨界期中(孵
化後 1 日～4 日;P1～P4)には活発であるが、
その後減弱して P7 では検出不可能となる一
方、インプリンティングが成立した個体では、
P7 でも強い情報伝達が観察された。インプリ
ンティングの成立には、グルタミン酸受容体
の１つである NMDA 型受容体のうち、臨界期
に発現が高く、チャネルの開口時間が長いと
いう特性を持つ NR2B 含有 NMDA 型受容体
(NR2B/NR1)の発現が重要であり、反応の増強
による神経細胞の可塑的変化が学習回路で
起きることが、幼少期の学習メカニズムであ
ることが示唆された。 
一方、インプリンティングは社会性行動と

しての側面を持つことから、この行動が成立
するためには、個体がすでにある程度の社会
性、あるいは社会性への指向性を持つことが
条件となることが考えられた。ヒヨコの社会
性の変化を調べた研究によると、1 羽だけで
隔離飼育されたヒヨコは、他の個体を怯えた
り他の個体から逃げたりといった、集団飼育
のヒヨコとは異なる反応を示す。しかし、P6
～P9 の間であればこの反応を変化させるこ
とができるので、社会性の臨界期は P6～P9
にあると報告されている(Mimura et al., 
2013; Koshiba et al., 2013)。 
また、われわれはこれまでの研究で、インプ
リンティング学習の成績には個体によるば
らつきがあることを示したが、自然界では、
カモなどのヒナの集団は、一団となって親鳥
の後についていく(Lorenz,1937)。これは、
個々の個体が親鳥に対して刷込まれている
ばかりでなく、他個体に親愛行動を示して追
従した結果であるとも考えられる。また、イ

ンプリンティングが成立した個体は、刷込み
の対象となった個体と同じ種の個体と一層
親密に関わる(filial imprinting)ばかりで
なく、成熟後の生殖行動の対象と認識するこ
とが知られている(sexual imprinting)。こ
れは、インプリンティングの獲得が後の社会
性行動に影響を及ぼすことを示している。 
そこで、インプリンティング行動と社会性

の相互関係について、雌雄差に注目しながら、
分子から個体レベルをターゲットにして解
析することをめざした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、インプリンティングと社会性
の関連について、以下の点を調べることを当
初の研究目的とした。 
 
(1)インプリンティングの成立と発現におけ
る他個体の影響 
(2)インプリンティング学習に関連した社会
性を制御する脳の「候補部位」 
(3)「候補部位」と VW-IMM 回路との連絡 
(4)「候補部位」で働く社会性の制御に関連
する「候補遺伝子」 
(5)「候補遺伝子」の発現細胞とインプリン
ティングにおける機能 
(6)インプリンティングの成立が個体の社会
性に与える影響と「候補遺伝子」の関与 
  
３．研究の方法 
 
(1)視覚的インプリンティングにおける他個
体の影響 
 われわれのこれまでの研究で実績のある
視覚的インプリンティングの行動実験装置
を一部改変して使用した。従来のプロトコー
ルに従い、液晶画面にインプリンティング刺
激として動く図形（赤四角）を映し、P1のヒ
ヨコに 10 分間提示してトレーニングを行っ
た。評価では、インプリンティング刺激（赤
四角）と、無関係の刺激（青丸）に対する追
従・逃避反応を定量化した。トレーニングは、
2 羽のヒヨコを 1 羽ずつ回し車に入れ、互い
が右または左に見える状態、隣の回し車に入
れたボールが右または左に見える状態、ある
いは１羽のみ、のいずれかの条件で行い、そ
の後インプリンティングの成績を比較した。
なお、隣のヒヨコが見える状態で評価を行っ
たものも用いた。 
 
(2)最初期遺伝子cFosの発現を指標にしたイ
ンプリンティング行動における社会性関与
部位の探索 
上記(1)の装置を使用したが、2羽のヒヨコ

は互いが見えないように間に不透明の仕切
り板を置いた。P1 のヒヨコを用いて、実験群
にはトレーニングで赤四角を30分間提示し、
対照群には、何も映さない暗い液晶画面を提
示した（コントロールトレーニング）。実験
群では刺激図形（赤四角）に対するインプリ



ンティング行動が成立するが、対照群では成
立しない。1 時間後の脳を用いて、組織化学
的方法により最初期遺伝子である cfos の発
現について、実験群と対照群の間で発現量の
異なる部位を特定し、「候補部位」とした。 
 
(3)破壊実験による「候補部位」のインプリ
ンティングへの関与の確認 
 同定された「候補部位」について、イボテ
ン酸を微量注入することにより、神経細胞を
破壊し、インプリンティング行動成立への影
響を調べた。 
 
(4)社会性関連部位で発現する遺伝子のマイ
クロアレイを用いた同定 
30 分間のインプリンティングのトレーニ

ングを行った実験群と、コントロールトレー
ニングを行った対照群を準備し、それぞれか
ら社会性に関連する「候補部位」や VW-IMM
回路の部位を切り出し、マイクロアレイ解析
を行った。対照群と比較して実験群で有意に
発現が多いもの、あるいは少ないものをピッ
クアップし、「候補遺伝子」とした。 
 
(5)個体の発達とトレーニングに伴う「候補
遺伝子」の発現量変化と発現部位の解析 
 社会性に関与することが予想される各「候
補遺伝子」に対するプライマーを設計し、リ
アルタイム PCR により、手始めに VW におけ
る発現を調べた。インプリンティングの臨界
期中(P1)と終了後(P7)、さらにトレーニング
群とコントロールトレーニング群間での遺
伝子発現を比較した。また、各「候補遺伝子」
についてIn situ ハイブリダイゼーションに
より、臨界期中と終了後、さらにトレーニン
グとコントロールトレーニング群間での発
現部位の比較を行った。 
 
(6)「候補遺伝子（分子）」のインプリンティ
ングに対する働き 
「候補遺伝子」の産物に対応する合成ペプチ
ドをヒヨコの VW に注入することで、インプ
リンティング学習に対する促進効果を調べ
た。促進効果は、短時間トレーニングによる
インプリンティングの成立の有無を指標と
した。さらに、臨界期終了後に注入した時の、
インプリンティング学習に対する効果を調
べた。 
 
(7)候補分子の機能解析 
 この候補遺伝子産物のペプチドと受容体
が結合して機能するかを調べるために、予測
された受容体遺伝子をヒヨコ脳からクロー
ニングして培養細胞に発現させ、合成ペプチ
ドを加えた時の細胞内情報伝達物質である
cGMP の産生量を ELISA 法により測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1)インプリンティングにおける社会性促進

と側性化 
互いが見える状態で2羽のヒヨコに赤四角

を刺激としてトレーニングを行うと、右側に
他個体を見ていた左側の個体のインプリン
ティングが促進される傾向があった。一方、
左側に他個体を見ていた右側の個体では、他
個体が見えることでインプリンティングが
抑制される傾向が見られた。ニワトリヒナの
インプリンティングでは、右目からの視覚情
報が重要であり、視神経はほぼ完全に交差し
ているため、右目由来の視覚情報は左脳で処
理されることが知られている。右目でインプ
リンティング刺激だけでなく他個体も見る
ことで、社会性に何らかの影響が及んでイン
プリンティングが促進されたと考えられた。 
 
(2)インプリンティング行動における社会性
関与部位 
 視覚的インプリンティングのトレーニング
あるいは刺激提示の無いコントロールトレ
ーニングを 30 分間行った個体を用いて終脳
での cFos 発現を比較したところ、情動を司
ることが知られている扁桃体での発現の違
いが示唆された。詳細な解析のために、扁桃
体の各領域を特異的に可視化できるプロー
ブが必要となった。そこで、マウスの扁桃体
を構成する核群で特異的に発現する遺伝子
（Zirlinger et al., 2001）のニワトリホモ
ログの遺伝子配列を使いそれらの発現を in 
situ ハイブリダイゼーションで調べたとこ
ろ、ニワトリの扁桃体の亜核の識別に役立つ
数種の有用な遺伝子が見つかった。これらの
マーカー遺伝子の発現も考慮した結果、イン
プリンティングの有無で扁桃体のテニア核
（内側の核）や皮質核で cFos 発現細胞の分
布の違いが示唆され、分布領域と細胞数を定
量的に調べる目途を立てることができた。 
 なお、ニワトリの扁桃体のテニア核や内側
部は、VW-IMM 経路を構成する IMM を含む領域
と 連 絡 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る
（Csillag et al., 1994）。 
 
(3)破壊実験による「候補部位」のインプリ
ンティングへの関与の確認 
 上記の結果から、扁桃体に焦点を当てて実
験を進めることとした。右目からの情報は左
脳で処理されることに基づき、左脳の扁桃体
をイボテン酸の注入により破壊し、左目を覆
って右目のみでインプリンティングのトレ
ーニングと評価を行った。扁桃体が破壊され
たヒヨコでは、インプリンティングの成績が
悪くなる傾向が見られているので、扁桃体内
の破壊部位とインプリンティングの成績と
の関係を詳細に検討している。 
 
(4)社会性関連部位で発現する遺伝子の同定
と発現変化 
 マイクロアレイの結果から、インプリンテ
ィングのトレーニングにより VW と扁桃体の
両方で発現が変化する複数の遺伝子をピッ



クアップし、VW と扁桃体での発現を確認した。
VW と扁桃体の両方で興味深い発現パターン
であった利尿ペプチドに注目することにし
た。文献やニワトリゲノムの情報を調べたと
ころ、このペプチドには 3種類の類似ペプチ
ドがあり、受容体も 3種類あることがわかっ
た。これらの遺伝子は、どれも VW と扁桃体
で発現していたが、特に 3 番のペプチドは
VW-IMM 経路に沿ったユニークな発現をして
いた。この 3番のペプチドはインプリンティ
ングの臨界期中であるP1では発現が高いが、
P7 では発現が低下し、インプリンティングの
トレーニング後には発現が増加していた。 
 
(5)「候補遺伝子（分子）」のインプリンティ
ングに対する働き 
 P1のヒヨコ脳に3番のペプチドの類似ペプ
チドを注入して、通常より短いインプリンテ
ィングのトレーニングを行ったところ、イン
プリンティングの成立が促進された。さらに
臨界期終了後の P7 のヒヨコでも、類似ペプ
チドを脳に注入するとインプリンティング
が成立することが明らかとなった。雌雄での
違いも観察された。 
 
(6)候補分子の機能解析 
 この利尿ペプチドは受容体に結合して機
能を発揮すると考えられたが、ニワトリでは
この点に関する情報が皆無であった。そのた
め、受容体を培養細胞に発現させて、この利
尿ペプチドに対する反応を調べた。クローニ
ングしたニワトリの受容体１と２の遺伝子
から予想されたアミノ酸配列を比較すると
相同性は約 61％であり、ニワトリとヒトの受
容体１の相同性は約 74%、受容体２の相同性
は 80％であった。ニワトリの受容体１と２を
別々に発現させた培養細胞を作製し、3 種類
の合成ペプチドを加えて産生された cGMP を
測定した。その結果、３番のペプチドはどち
らの受容体にも高い親和性で結合し細胞内
シグナル伝達系を駆動することが明らかと
なった。 
 
(7)今後の展望 
感受性期にあるヒヨコ脳の VWや IMM では、

インプリンティング学習を促進する分子が
いくつか働いていることがすでに知られて
いる。本実験では、扁桃体でも発現する新た
な分子の手がかりを得た。この分子の脳での
機能の多くは、哺乳類でも未だ知られていな
い。そのため、インプリンティングに限らず、
発達期における様々な社会性行動に影響を
与える因子の発見につながることが予想さ
れる。さらに、学習による記憶の形成と社会
性の獲得に必要なそれぞれの回路の結びつ
きが明らかになると予想される。インプリン
ティング学習は、学習の成立が容易であるこ
と等、ヒトの幼児期の学習と同様の特色を持
つ。そのため、本研究を発展させることで、
幼児の学習障害や社会への不適応の原因究

明や、学習効果の向上、社会性の獲得や発達
を促進するための方法についての端緒が得
られることが期待できる。 
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