
北海道大学・水産科学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2017

サケの興奮嗅細胞分析と網羅的河川水有機化合物分析による母川刷込ニオイ分子の探索

Analysis of activated olfactory receptor neurons in salmon and non-target 
analysis of organic compounds for the natal river odorants

４０２８９５７５研究者番号：

工藤　秀明（Kudo, Hideaki）

研究期間：

１７Ｋ０７９３０

年 月 日現在  ３   ５ １８

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：サケ類の母川回帰には，幼稚魚期の降河時に母川のニオイを記憶する母川刷込が重要
である。そのニオイには母川水中のアミノ酸組成が関わることが知られているが，他の有機化合物についての詳
細は不明である。本研究では，北海道南部八雲町の遊楽部川水系とそこに回帰・産卵するサケを研究対象とし，
水系内の近接する母川と非母川から河川水を採集し，その中に含まれる有機化合物を網羅的に分析・比較するこ
とで新規の母川刷込ニオイ候補分子を探索し，母川に対するサケ回帰親魚の行動解析とニオイ刺激で興奮する神
経細胞の可視化の手法を確立し，サケ母川刷込におけるニオイの想起に関わる神経回路と新たな刷込ニオイ分子
の一部を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For anadromous salmonids to return to the natal river, it is important to 
imprint the natal river to memorize the odor of the natal river when it descends during the juvenile
 period. It is known that the odor is related to the amino acid composition in the natal river 
water, but the details of other organic compounds are unknown. In this study, we focused on the 
Yurappu River system in Yakumo Town, southern Hokkaido, and the salmon that return and spawn there. 
By comprehensively analyzing and comparing the compounds, we searched for new natal river imprinted 
odor candidate molecules, established a method for analyzing the behavior of returned adult fish to 
the natal river and visualizing nerve cells excited by odor stimulation. We clarified some of the 
neural circuits and new imprinted odor molecules involved in the recall of odors in the natal river 
imprinting. 

研究分野： 魚類生理学

キーワード： 母川回帰　嗅覚　有機化合物　神経　行動　刷込　最初期遺伝子
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
幼稚期に覚えた母川に産卵のために帰ってくるサケ類の母川回帰機構、その中の母川刷込は単に神秘的で未解明
である生命現象であると同時に、サケは北日本における重要水産魚種の1つとして人工ふ化放流による増殖事業
が行われていることから、その高度化のためには解明が不可欠である。特に、昨今の日本産サケの来遊数低迷は
温暖化現象の影響のほかにもふ化放流体制の影響も懸念されており、既知のアミノ酸組成以外の母川水成分や興
奮神経検出による刷込時期の特定は、より自然に近い母川刷込状況での放流種苗の育成技術などに応用できるも
のである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

遡河性サケ属魚類 (Oncorhynchus spp.: 以下サケ類) の嗅覚刷込には，降海から回帰までの 3～

5 年間の春季と秋季に変化しない母川水中の遊離アミノ酸組成が重要である (Yamamoto and 

Ueda 2009)。実際に，湖沼型ベニザケ (O. nerka: 以下，ヒメマス) とサケでは，母川水中の遊離

アミノ酸組成に基づいて調製された人工母川水に対して，強い嗅覚応答や選択性を示すことや 

(e.g., Yamamoto et al. 2013, Chen et al. 2017)，ヒメマスでは，遊離アミノ酸の一種である L-プロリ

ンを用いた人工的な刷込形成が可能であること (Yamamoto et al. 2010)が電気生理学的および行

動学的実験から示されている。一方，アミノ酸以外の有機化合物については，サケ類が低濃度感

知できる物質に，アミノ酸の誘導体の他に，ステロイド類やプロスタグランジン類，胆汁酸とい

った物質があること (Laberge and Hara 2003)，サクラマス (O. masou) では，無機カチオンや胆汁

酸がアミノ酸よりも弱いながら嗅覚応答を示すことが電気生理学的に示されている (Shoji et al. 

2000)。ギンザケ (O. kisutch) とカラフトマス (O. gorbuscha) では，人工香料である β-フェニル

エチルアルコールを使った人為的な刷込形成にも成功していることや，同種他個体由来の物質

や水温等の環境因子が母川識別に階層的に関与するという説も提唱されている (Nevitt et al. 

1994; Bett et al. 2016)。以上のことから，母川水中のアミノ酸以外の有機化合物も母川刷込にも関

与していると十分考えられが，サケ類の母川刷込に関するアミノ酸以外の情報は限定的である。

一方，どのようなニオイ受容細胞が機能し，その情報が脳のどの神経回路で処理されているかの

情報は限定的である。特に，行動学的手法や電気生理学的手法では，大規模もしくは特殊な実験

設備を用意する必要があり，かつ，野外で採集した個体を実験室に活魚状態で持ち帰り一個体ず

つの解析が必要となる。そのため，大掛かりな設備を必要とせず，分析の際にサンプル個体の生

存を確保することなく，生存時の神経興奮状態を細胞単位で解析可能な手法の確立は，サケ類の

ニオイ刺激受容後の情報処理回路を解析する上で重要である。最初期遺伝子は，神経の興奮等に

より細胞内での発現が速やかに誘導される遺伝子であり (Herdegen and Leah 1998)，そのうちの

1 つ c-fos は魚類を含む多くの研究で神経興奮の指標として用いられている(e.g., Matsuoka et al. 

1997, Okuyama et al. 2011)が，サケ類の母川刷込に関わる神経系の解析への応用例はない。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では，サケにおける新規母川刷込関連ニオイ分子（以下，刷込分子）を明らかにするこ

とを最終的な目標とし，そのために，母川に特異的に存在する有機化合物を網羅的有機化合物分

析によってスクリーニングを行った。また，母川に遡上中のサケ雄親魚の母川水のニオイに対す

る反応を簡便で移動が容易な実験装置を用いて行動学的に評価した。併せて，サケ類の母川刷込

に関わるニオイ刺激受容の情報処理に関わる脳領域を解明する最終的な目標に寄与する基礎的

知見を得るため，c-fos に着目し，，ニオイ物質曝露時の神経興奮を分子組織化学的手法も加えて

分子生物学的に解析した。 

 

３．研究の方法 

1) 河川水分析 

分析を行う河川水は，母川水として北海道二海郡八雲町遊楽部川水系支流セイヨウベツ川，非



 

 

母川として本流上流域，その他に同水系支流鉛川および本流中流域の 4 点の河川水を 2019 年 4

月 21 日，同年 9 月 26 日に採水した。採水後は本学先端環境実験棟 5℃恒温室内で簡易ろ過後，

分析まで冷蔵保存した。各河川水 1 L をエバポレーターで濃縮後，光学分割ラベル化剤を用いて

誘導体化した。各試料を液体クロマトグラフィー質量分析計を用いて網羅的な成分分析をした。

分析データを Marker view 1.2.1 を用いて主成分分析および母川と設定したセイヨウベツ川に特

異的に存在し，春季と秋季に共通して存在するピークを選抜した。選抜されたピークに加えて，

母川に多く存在し，春と秋に共通して存在するピークを MSDIAL ver. 4.38 および MSFINDER ver. 

3.46 を用いて物質の分子式，構造の同定を行った。 

 

2) 行動実験 

 供試魚には，遊楽部川の中流域に設置された渡島管内さけます増殖事業協会の捕獲施設で捕

獲され供与を受けたサケ雄親魚を用いた。各個体は行動実験後，扁平石を剖出して耳石研磨標本

を作製し，その耳石温度標識からセイヨウベツ川にあるふ化施設から放流された個体を同定し，

同河川を母川とする個体として行動実験データを選抜して解析した。行動実験は，供与個体を本

流上流域の採水点近く河川内に設置した移動式簡易生簀 (1540 × 470 × 560 mm) まで活魚輸送し

た。生簀内で 30 分間の馴致後，上流側に設置した給水口から各試験水 30 L を 10 分間流入した。

試験水には，母川水としてセイヨウベツ川の河川水，非母川水として生簀周囲の河川水を用いた。

試験水流入後のサケ親魚の様子を上部からビデオカメラで撮影した。撮影された 10 分間の動画

から，総移動距離，総移動時間，上流方向への移動時間，反応開始時間，総停止回数，鼻上げ行

動の 6 項目を計測および計数した。 

 

3) 興奮神経細胞の検出 

c-fos の cDNA クローニングには，サケ幼稚魚の嗅覚中枢 (嗅球+終脳) の cDNA を合成して鋳

型とした。サケ類の既報の遺伝子情報から設計・合成したサケ c-fos 部分配列検出用のプライマ

ーを用い，逆転写 PCR 産物をサブクローニングした。また，サブクローニングで使用したプラ

スミドを用いて，in situ hybridization (ISH) 用のジゴキシゲニン標識サケ c-fos cRNA プローブを

作製した。ニオイ刺激受容時の c-fos 発現の局在性を明らかにするため，L-セリン曝露後のサケ

幼稚魚の終脳を用いて ISH を行った。 

 

４．研究成果 

1) 河川水分析 

 網羅的河川水分析結果，計 3,405 個のフラグメントイオンピークが検出された。主成分分析の

結果，分析した 4 点の河川水を，春と秋で共通し，採水点別に識別することができた。セイヨウ

ベツ川と本流上流域に含まれる同ピークは計 2,729 個だった。そのうち，春季と秋季に共通して

存在し，母川に特異的に存在する同ピークは 203 個検出された。本流中流域と支流鉛川で同様の

スクリーニングを行うと，計 2,927 個の同ピークがあり，本流中流域を母川，鉛川を非母川と設

定すると，春季と秋季に共通して存在し，母川に特異的に存在する同ピークは 218 個検出され

た。分子式と構造式の推定の結果，セイヨウベツ川と本流上流域で，分子式の推定ができた物質

は合計 10 個，その内，構造の推定ができたものは 5 個であった。中流域と鉛川では，分子式の

推定が 8 個，その内構造が推定できたのは，2 個であった。 

 



 

 

2) 行動実験 

 総移動距離，総移動時間，上流方向への移動時間，鼻上げ回数の 4 項目では 2 群間に有意差は

認められなかった。一方，反応開始時間は非母川水を流した時に比べ母川水を流した時に有意に

早く反応を示し，総停止回数では非母川水を流した時に比べ母川水を流した時で有意に高い値

を示した。 

 

3) 興奮神経細胞の検出 

cDNA クローニングにより，サケの 2 型 c-fos1, c-fos2 の翻訳領域内の部分配列が明らかになっ

た。これらの部分配列にはベーシックジッパータンパク質群に特有のロイシンジッパードメイ

ンが保存されていた。サケ幼稚魚における L-セリン曝露後の終脳における c-fos 発現の局在性は、

曝露後 30 分，60 分において，終脳背側外側背部 (Dld)，同腹部 (Dlv) 終脳腹側腹部 (Vv) 領域

の神経細胞群において，対照群の同領域の細胞と比べて強い c-fos 発現シグナルが観察された。 

 

 河川水分析の結果から，対象にした 4 点の河川水を分析化学的に識別することができた。河川

水中の有機物はバイオフィルム等を起源としていることから (Allan and Castillo 2007)，河川水中

の有機化合物の組成の違いは，河川内外の環境の違いを反映されていると考えられた。しかし，

分析を行った 4 点は距離が近く周囲の環境も似ていることから， 4 点の河川水成分の違いは，

各点より上流部の環境の違いを反映していると考えられた。本研究で，分子式および構造式の推

定ができた物質は検出された物質のうちごく一部であった。海水中で検出同定されている有機

化合物のうち，既知化合物の割合は 20〜30%であることや，下水処理中の二次排水処理水中の約

65％が未知物質であることから，本研究でも同様に未知分子が多数あったと考えられた。また，

本研究で同定できなかった物質の中にも，未知のステロイド類などサケが感知可能な物質で，母

川刷込に関連している物質が含まれると十分考えられた。 

 行動実験の結果から，反応開始時間，総停止回数の 2 項目はサケが母川水を嗅ぐことに起因す

る行動と考えられ，これら 2 つの行動は本実験手法における母川識別能評価の指標になりうる

ものと考えられた。本手法では実験が同河川流域内で実験ができることから，Y 字水路実験装置

のように魚体の入手から実験施設への長距離の移動や多量の流水が必要とせず，移動による魚

体へのストレスやコストの削減や，水系内での任意の実験場所を決定することが可能であると

いった利点が考えられた。一方で，実験を屋外で行うことから，同種他個体，その他生物，天候

や河川環境などの様々な環境要因による影響を受けることを考慮する必要が考えられた。 

 ニジマス (O. mykiss) において，アミノ酸や胆汁酸といった単一のニオイ刺激は，嗅房，嗅神

経を介して嗅球の特定の領域に投射され (Hara and Zhang 1996)，嗅球は，Vv に接続しているこ

と (Folgueira et al. 2004) が明らかにされている。また，タイセイヨウサケ (Salmo salar) 幼魚に

おける Dld と Dlv は閉鎖ストレスに対する「慣れ」を示す領域であることが示唆されている (Mes 

et al. 2018)。ヒメマス親魚の同領域では，母川水刺激に対し特異的な反応を示すことも報告され

ている (Bandoh et al. 2011)。これらの報告と本研究での c-fos 発現を指標とした興奮神経細胞検

出結果から，ニオイ刺激が嗅房，嗅神経，嗅球を介して Vv に伝わり，さらに母川刷込や情報の

蓄積において重要であると考えられる Dld，Dlv の神経細胞群が同調して働いた可能性がある。 

本研究では，サケの母川刷込に関連する新たな刷込分子候補がいくつか挙げられ，高機動性の

実験装置を用いた河川内での行動実験の手法の確立が出来た。一方で，選抜された刷込分子候補

を用いたサケ親魚を使った実験は実施できておらず，実際にこれらの分子をサケ親魚が感知で



 

 

きるか否かは明らかにすることができなかった。今後，本研究で挙げられた刷込分子候補に対し

ての本実験装置による刷込分子候補を用いたサケ類の行動学的実験や電気生理学的実験による

嗅覚応答の確認を行う必要があると考えられた。さらに，ISH により L-セリンに反応するサケ

における終脳領域が明らかになったことは，サケ類の母川刷込に関わるニオイ受容の情報処理

に関わる脳領域を明らかにするための端緒になると考えられた。 
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