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研究成果の概要（和文）：ワモンゴキブリには抹消から中枢まで形態学的に隔離した平行嗅覚経路が存在する。
脳内では形態学的に異なる1型と2型投射ニューロンにより平行嗅覚経路が形成されており、細胞内記録法により
これらの投射ニューロンは異なる嗅覚応答特性を持ち、匂いの異なる特徴を抽出して並行処理を行っていること
が明らかになった。2種類の投射ニューロンは一次嗅覚中枢で局所介在ニューロンによって架橋される。投射ニ
ューロンと局所介在ニューロンの同時記録や薬理学的研究により、投射ニューロンの応答には嗅感覚細胞からの
直接入力によって引き起こされるものと、局所介在ニューロンによって引きこされる二種類の応答成分があるこ
とが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We examined the physiological features of parallel olfactory pathways in the
 cockroach. In the cockroach, general odors are processed by two separate populations of secondary 
olfactory neurons, type1 and type2 projection neurons (PNs). Intracellular recordings revealed 
olfactory properties and temporal patterns of both types of PNs. Type1 PNs were narrowly tuned but 
exhibited high sensitivity to effective odors. Type2 PNs were broadly tuned and exhibited clear 
dose-dependencies. Next, we revealed that odor-evoked responses were temporally complex in type1 
PNs, while type2 PNs exhibited phasic on-responses with either early or late latencies. Simultaneous
 intracellular recordings and pharmacological experiments revealed that the early and late latencies
 of type2 PNs might be driven by activities of sensory neurons and local interneurons, respectively.
 These results suggest that two parallel pathways might employ different neural strategies to encode
 odor information. 

研究分野：神経行動学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では原始的な昆虫であるワモンゴキブリにおいて、匂い物質を処理する脳内並行経路を発見し、それぞれ
の経路で匂いの濃度や質など異なる側面を抽出し処理していることが明らかになった。このような平行嗅覚路は
哺乳類では一般的に報告されているが、昆虫ではミツバチで報告されているのみで、その匂い情報抽出の神経基
盤はわかっていなかった。研究成果より、並行嗅覚経路を架橋する抑制性のGABA作動性ニューロンが二次嗅覚ニ
ューロンの匂い応答潜時を厳密に制御していることが明らかになった。原始的なゴキブリをモデルとし、嗅覚並
行処理の神経機構を明らかにすることで今後の嗅覚情報処理研究の一助となるであろう。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
動物は外界の複雑な感覚情報から必要な情報を抽出・処理し、素早く行動として出力しなけ
ればならない。このような、「素早く」、「正確」な感覚情報の脳内処理を実現しているのが二つ
の並行する神経経路による「感覚情報の並行処理機構」である。無脊椎動物の嗅覚系に注目す
ると「フェロモンなどの特殊な匂いと通常の匂い情報を処理する並行した嗅覚経路」の研究は
進んでいる。一方、「通常の匂い情報の異なる側面を処理する並行した嗅覚経路」についての研
究は膜翅目昆虫ミツバチで部分的に報告されているだけで、二つの神経経路の役割の違いにつ
いても不明な点が多い（Galizia and Rössler, 2009; Rössler and Brill, 2013）。申請者は夜行性
で嗅覚に依存した昆虫であるワモンゴキブリ（Periplaneta americana）の脳内で、通常の匂
い情報を処理する並行した嗅覚経路を発見した。ワモンゴキブリは触角上の嗅感覚子に内在す
る嗅感覚細胞により外界の匂い物質を受容する。嗅感覚細胞は一次嗅覚中枢である触角葉を構
成する 205個の糸球体に投射する（Watanabe et al., 2010; 2012）。糸球体で嗅感覚細胞は二次
嗅覚ニューロンである「局所介在ニューロン」と「投射ニューロン」にシナプスする。投射ニ
ューロンは単一糸球体に樹状突起を持ち、高次嗅覚中枢であるキノコ体と側角に終末する。一
方、局所介在ニューロンは糸球体間を連結するニューロンであり、投射ニューロンの嗅覚応答
を修飾する（Watanabe et al., 2012）。申請者は 1型および 2型投射ニューロンによって形成
される二つの並行した嗅覚情報処理経路を発見した（渡邉、2013）。多くの匂い物質は 1型、2
型両方のタイプのニューロンを興奮させるが、その時間的な応答パターンは大きく異なるため、
これらの投射ニューロンは刺激の異なる側面を抽出・符号化していると考えられる。また、投
射ニューロンの時間的な応答パターンの形成には糸球体間を接続する局所介在ニューロンの役
割を明らかにする必要がある。 

 
２．研究の目的 
本研究ではワモンゴキブリがもつ二つの独立した嗅覚並行経路でどのような嗅覚情報がどの
ような神経機構により抽出・符号化されているかを明らかにすることを目的とする。その神経
基盤を明らかにするために、この二つの並行経路を一次嗅覚中枢である触角葉内で架橋する「局
所介在ニューロン」に注目する。研究は主に 1）神経解剖学的手法を用いた触角葉局所介在ニ
ューロンの形態学的な同定、2）並行回路を形成する 1 型および 2 型投射ニューロンの嗅覚応
答の量的解析、3）局所介在ニューロンによる投射ニューロン応答パターンの形成メカニズム
の解析を行う。上記の研究を通して、ワモンゴキブリが持つ嗅覚並行回路の神経基盤を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
（1）1型投射ニューロンと 2型投射ニューロンの応答解析。 
ワモンゴキブリの投射ニューロンから、網羅的な細胞内記録を行うことによって、並行経路
を構成する 1型および 2型の投射ニューロンの嗅覚刺激に対する応答特性を明らかにする。投
射ニューロンの匂い刺激に対するインパルス応答を解析することにより、それぞれの嗅覚経路
がどの匂い刺激のどのような成分を抽出し、どのように匂いを符号化しているのかを考察する。
特に、以下の点に注目した解析を行う。 
1-1: 化学特性の異なる匂い物質を用い、1型投射ニューロンと 2型投射ニューロンの匂い応答
特異性を検証する。 

1-2：1型投射ニューロンと 2型投射ニューロンの匂い刺激に対するインパルス応答の時間的な
応答パターンを量的に解析し、匂いの符号化様式を推測する。 

1-3: 1型投射ニューロンと 2型投射ニューロンの匂い刺激に対する濃度応答特性の違いを明ら
かにする。 

 
（2）投射ニューロンの時間的な応答パターン形成機構の解析。 
上記の研究課題の結果から、２型投射ニューロンの匂いに対する応答には応答潜時が早いも
のと遅いものがあることが分かった。先行研究より、応答潜時が遅い匂い応答は、GABA作動
性局所介在ニューロンによって制御されていると考え（Watanabe et al., 2012）、以下の二つ
の研究をおこなう。 
2-1: 2型投射ニューロンと局所介在ニューロンから同時細胞内記録を行い、これら二つのニュ
ーロンの応答潜時を比較した。また、細胞内記録を行ったニューロンを蛍光色素の注入に
よって細胞内染色し、さらに GABA 抗体を用いて抗体染色を行うことにより、局所介在
ニューロンが GABA作動性であることを確認する。 

2-2: GABA受容体の阻害剤を灌流することにより、GABA作動性ニューロンからのシナプスを
薬理学的に抑制した標本を用い、２型投射ニューロンの匂い応答を細胞内記録法によって
解析する。 

 
（3）特定の匂い刺激によって活性化される神経細胞の網羅的な同定。 
 当初の研究計画では各種神経伝達物質の抗体を用いて免疫組織染色を行い、ワモンゴキブリ
の局所介在ニューロンの形態学的な同定をおこなう予定だった。しかしながら、同様の研究成
果が別の研究グループにより発表されたこと（Fusca et al., 2015）から、より機能的な解析を



行うことにした。本研究では、神経活動に伴い細胞内で増大するマップキナーゼである pERK
を標的とした抗体免疫組織染色を用いて、ワモンゴキブリの性フェロモンの主成分の一つであ
るペリプラノン B（PB）によって活性化される脳内ニューロンを検出する方法の確立を目指す。
ゼブラフィッシュではこの方法を用いて、特定の匂い刺激によって活性化される神経細胞を網
羅的に同定することに成功している（Yabuki et al., 2016）。しかしながら、昆虫では実験条件
がまだ確立していない。そのため、脳内嗅覚経路がよく研究されている性フェロモン刺激を用
いて、pERK抗体により脳内の性フェロモン処理経路が標識できるかを検討した。 
 
４．研究成果 
（1）1型投射ニューロンと 2型投射ニューロンの応答解析。 
 細胞内記録法を用いて 184本の投射ニューロンの 9つの異なる化学的性質を持つ匂いに対す
る神経応答を記録した。細胞内記録を行った投射ニューロンのうち 107本が 1型投射ニューロ
ンであり、60本が 2型投射ニューロンであった。残りの 11本は上記の二種類とは形態学的に
異なる特殊なタイプの投射ニューロンであった。記録した 1型投射ニューロンは後方腹側糸球
体群に属する糸球体に樹状突起を持っており、キノコ体傘部の基部・中間部と側角の中心部に
神経終末していいた。一方、記録したすべての 2型投射ニューロンは前方背側糸球体群に属す
る糸球体に樹状突起を持っており、キノコ体傘部の唇部と側角の前方部に神経終末をしていた。
このように、ワモンゴキブリでの嗅覚並行処理経路が確認された。 
1-1：1型および 2型投射ニューロンの匂い応答特性 

9 種類の化学的性質の異なる匂い物質に対する、1 型および 2 型投射ニューロンの匂い応答
特性の解析を行った。細胞内記録に成功した 2型投射ニューロンの 48％が 4種類以上の匂い刺
激に対し、興奮性の神経応答を示したのに対し、38％の 1型投射ニューロンは全ての匂い刺激
に対し、何の神経応答も示さなかった。上記の結果より、２型投射ニューロンの方が１型投射
ニューロンよりも幅広い匂い刺激に対して興奮応答を示すということが示唆された。一方、エ
ナント酸のような酸系の匂い物質は 1型投射ニューロンだけで処理されるのに対し、ヘキサノ
ールのようなアルコールやシネオールのようなテルペン系の匂い物質は両方の投射ニューロン
で並行処理されていた。 
1-2：１型および２型投射ニューロンの時間的な応答パターン 
 １型および２型投射ニューロンの匂いに対する興奮応答の時間的な応答パターンをクラスタ
リング解析と主成分解析によって量的に解析した。記録したすべての２型投射ニューロンは匂
いの種類に関係なく、適刺激となる匂い刺激に対し一過性の興奮応答を示した。つまり、特定
の匂い刺激は多数の２型投射ニューロンの同期的な発火を引き起こすことになり、匂い刺激を
2 型投射ニューロンの空間的な発火パターンに符号化している可能性が高い。一方、１型投射
ニューロンは匂い刺激に対し複雑な応答パターンを示し、一個一個の１型投射ニューロンは適
刺激となる匂い物質の種類によって異なった応答パターンを示していた。つまり、１型投射ニ
ューロンは匂い情報をインパルス発火の時間パターンに符号化している可能性が高い。このよ
うに、1型と 2型投射ニューロンの時間的な応答パターンの違いは平行経路間で匂い情報の処
理様式が異なることを強く示唆している。 
 上記の 1-1、1-2の研究成果は 2017年度に論文として発表した（研究発表論文②）。 
1-3：1型および 2型投射ニューロンの濃度応答 
 続いて、1型および2型両方のタイプの投射ニューロンの適刺激となるシネオールを用いて、
各タイプの投射ニューロンの濃度応答を記録した。シネオールはパラフィンオイルで 1/10、
1/100、1/1000 濃度に希釈して用いた。匂い応答が記録できた２型投射ニューロンは全て、
1/1000濃度の刺激では興奮応答は見られず、濃度を上げると濃度依存的な応答強度の上昇がみ
られた。一方、１型投射ニューロンは２型のような明瞭な濃度依存性は見られず、1/1000濃度
の刺激でも十分な強度のインパルス応答が観察できた。上記の結果より、1 型投射ニューロン
は匂い刺激を高感度で受容できるが、濃度情報を符号化できないことが示唆され、2 型投射ニ
ューロンは匂いの受容感度は低いが、濃度情報を正確に符号化していることが示唆された。こ
の研究については、現在も継続中である。 
 
（2）2型投射ニューロンの時間的な応答パターン形成機構の解析。 
 2 型投射ニューロンは適刺激となる匂い刺激に対し一過性の興奮応答を示すが、一過性興奮
応答の応答パターンのクラスタ解析の結果、応答潜時がことなる二種類の一過性興奮応答が存
在することが明らかになった。応答潜時の早いものを「早い応答」、応答潜時の遅いものを「遅
いい応答」と命名した。早い応答と遅い応答の応答潜時の差は約 20msecであり、個々のニュ
ーロンで早い応答を引きおこす匂い刺激と遅い応答を引き起こす匂い刺激が存在した。１型投
射ニューロンと２型投射ニューロンの同時記録の結果から、早い応答の応答潜時は１型投射ニ
ューロンの興奮応答の応答潜時と一致し、これ以上早い応答潜時の興奮応答はどちらの投射ニ
ューロンでも観察できなかった。そのため、早い応答は嗅感覚細胞からの直接の神経入力によ
って引き起こされると推定した。一方、遅い応答は２型投射ニューロン特異的であり、触角葉
内の神経回路、つまり局所介在ニューロンによって回帰的に形成されると推定した。上記の仮
説を検証するため、生理実験と薬理実験を行った。上記の研究成果については 2017 年度に論
文として報告した（研究発表論文②）。 



2-1：2型投射ニューロンと GABA作動性局所介在ニューロンの同時細胞内記録 
 GABA 作動性局所介在ニューロンは全てではないが多くの糸球体に軸索を伸長させており、
触角葉内で糸球体間を接続するニューロンである。GABA作動性局所介在ニューロンも匂いに
対して一過性の神経応答を示し、広い匂い物質に興奮応答を示す。また、ニューロン間でスパ
イク発火のタイミングが同期していることが知られている（Watanabe et al., 2012）。そこで、
GABA作動性局所介在ニューロンと 2型投射ニューロンから同時細胞内記録を行い、応答潜時
を測定した。その結果、GABA作動性局所介在ニューロンの匂い応答の応答潜時は 2型投射ニ
ューロンの早い応答の応答潜時と同じであり、GABA作動性局所介在ニューロンの応答もまた
嗅感覚細胞からの直接的な神経入力によって引き起こされることが示唆された。また、局所介
在ニューロンの応答は 2型投射ニューロンの遅い応答に先行して怒っていることも明らかにな
った。人為的な電流注入による局所介在ニューロンの強制発火は、同時記録している２型投射
ニューロンの膜電位に変化を引き起こさなかったが、高解像の共焦点顕微鏡画像の解析により、
記録した局所介在ニューロンは同時記録した２型投射ニューロンにシナプスしていることが強
く示唆された。ワモンゴキブリでは多数の局所介在ニューロンが嗅覚刺激により同期したイン
パルス発火をすることが示唆されており（Watanabe et al., 2012）、一つの糸球体には約２５
本の GABA 作動性の局所介在ニューロンが分布しているということが示されている（Distler 
et al., 1998）。これらの結果を総合的に考えると、嗅覚刺激によって多数の GABA作動性局所
介在ニューロンが同期発火することにより、シナプスする 2型投射ニューロンの応答が抑制さ
れる。GABA作動性の局所介在ニューロンの神経応答は一過性であるため、その抑制の解除に
よって 2型投射ニューロンの遅い応答の潜時をコントロールしているものと考えられる。 
2-2：GABA受容体阻害下での 2型投射ニューロンの神経応答 
 上記の研究成果より 2型投射ニューロンの早い応答は嗅感覚細胞からの直接入力により引き
起こされ、遅い応答は GABA作動性の局所介在ニューロンからの神経入力によって制御される
ことが示唆された。この仮説を検証するために、GABA受容体阻害剤であるビキキュリンの灌
流下で２型投射ニューロンから嗅覚応答を記録し、２つの応答の潜時がどのように変化するか
を検討した。結果、早い応答の応答潜時はビキキュリンの灌流の有無によって変わらず、応答
強度の変化も見られなかった。この結果は早い応答には GABA作動性の局所介在ニューロンは
関与しておらず、嗅感覚細胞からの直接入力によって引き起こされるという結果を強く支持す
るものである。一方、遅い応答の応答潜時はビキキュリンの灌流下ではより遅い方向にシフト
し、応答強度の減少も見られた。このため、遅い応答の潜時は仮説のように GABA作動性ニュ
ーロンによって制御されている事が示唆された。しかしながら、ビキキュリン灌流下でも興奮
応答自体は弱いながらものこっていたため、遅い応答それ自体を引き起こす興奮性の未知の神
経回路が存在しているものと考えられる。 
上記の結果をまとめると嗅感覚細胞から興奮性の入力を受けた GABA 作動性局所介在ニュ
ーロンは早い応答のタイミングで一過的に発火し、２型投射ニューロンに抑制性シナプス後電
位を引き起こすものと考えられる。GABA作動性局所介在ニューロンの発火は一過的であるた
め、その発火の終了とともに２型投射ニューロンの抑制が解除される。一方、２型投射ニュー
ロンは未知の神経回路より弱い興奮性入力を受けていると考えられる。弱い興奮性入力によっ
て引き起こされる興奮性シナプス後電位は GABA 作動性の局所介在ニューロンが発火してい
る状態では抑制されているが、抑制が解除されると膜電位の抑制後反跳によって先鋭化される
ため、2 型投射ニューロンに強いインパルス応答が生じる。局所介在ニューロンは多数の糸球
体にシナプスしているため、異なる糸球体に樹状突起を持っている２型投射ニューロンでも遅
い応答は同期的に発生する推測される。 
 上記 2-1、2-2の研究成果は得られているデータ数が少ないため、今後も研究を続け、十分な
結果が得られた時点で国際誌に発表する予定である。 
 
（3）特定の匂い刺激によって活性化される神経細胞の網羅的な同定 
 特定の嗅覚刺激によって活性化される脳内ニューロンを網羅的に同定するため、細胞内マッ
プキナーゼである ERKに注目した。ERKは昆虫を含めた広い動物種の細胞内に存在し、神経
細胞では刺激によりカルシウムイオンの流入に伴いリン酸化され pERKとなる。そこで、この
pERKを抗体によって検出することで刺激によって活性化された神経細胞を同定できると考え
た。しかしながら、この方法はゼブラフィッシュなどの脊椎動物では報告があるが、昆虫では
報告がなかったため、この研究手法のゴキブリでの確立を目指した。 
第一に、GABA受容体阻害剤の一種であるピクロトキシンをゴキブリの脳内に注射し人為的
にゴキブリを癲癇状態にして、ゴキブリの脳内ニューロンを強制的に活性化させた。その結果、
ピクロトキシン注射 13分後の脳標本で pERK抗体陽性の神経細胞が顕著に増加し、特に、キ
ノコ体ケニオン細胞で強いシグナルが得られた。実際にワモンゴキブリのケニオン細胞は
GABA 作動性のニューロンによって制御されていることが分かっているので（発表論文③）、
この結果から、ゴキブリにおいても pERK抗体が活性化された細胞を適切に標識していること
が示唆された。また、細胞内の ERK がリン酸化されるまではある程度の時間が必要であるこ
とも同時に示しており、この結果もゼブラフィッシュの結果とよく一致していた。 
続いて、性フェロモンであるペリプラノン B（PB）を用いて触角を刺激した後、脳内での

PB処理経路が実際に pERK抗体で正確に標識できるかを検討した。上記の研究成果に習い、



10分間 PBを連続提示した後、脳を固定し、免疫組織染色を行った。その結果、PBを処理す
る糸球体（B糸球体）に投射する PB応答性の感覚細胞および、B糸球体に樹状突起を持つ約
12 本の PB 応答性の投射ニューロンが pERK 抗体によって強く標識された。上記の結果は
pERK抗体を用いた免疫組織染色法が特定の匂いによって活性化される神経細胞を同定するの
に効果的であることを示している。加えて上記の神経成分以外に、多数の局所介在ニューロン
といくつかの投射ニューロンも pERK抗体で標識された。このことからフェロモン処理におい
ても触角葉内で局所介在ニューロンを介した、別の処理経路が存在することを強く示唆してい
る。 
上記の結果については日本比較生理生化学学会第 40 回大会で報告しており、現在国際誌に
論文として投稿準備中である。 
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