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研究成果の概要（和文）：ナトリウム利尿ペプチドファミリーが、幼少期学習のモデルである鳥類の視覚を使っ
た刷込み行動の臨界期の制御機構にどのように関与しているのかを調べた。CNP3と呼ばれるペプチドは受容体の
NPR1を介して神経細胞の可塑性を上昇させることで、臨界期の開始機構に関与している事が示唆された。またペ
プチドA（名称未公開）は受容体のNPR3を介して神経細胞の可塑性を低下させることで、臨界期の終了や刷込み
記憶の保持機構に深く関与していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We investigated how the natriuretic peptide family is involved in the 
neuronal mechanism of critical period of avian visual imprinting behavior, which is a model for 
early childhood learning. It was suggested that a peptide called CNP3 has a role in the initiation 
mechanism of the critical period by increasing the plasticity of nerve cells via activation of the 
receptor NPR1. It was also found that peptide A (unpublished) is deeply involved in the end of the 
critical period and the retention mechanism of imprinted memory by reducing the plasticity of nerve 
cells via activation of the receptor NPR3.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、幼若期における高い神経可塑性の分子メカニズムの一端が明らかになった。神経疾患や脳障害で
失った高次機能の回復は、外科的・薬理学的な治療と並んで神経回路の再構築が重要なプロセスの１つである。
しかしながら、個体成熟後における神経回路の再構築は困難である。その原因として成熟後の脳神経細胞では可
塑性が低下していることが挙げられる。幼少時に見られる神経系の可塑的変化が起こり易い状態を再現させるこ
とは、高次機能回復法の発見にとって必要不可欠である。そのため、臨界期制御のメカニズムの研究は基礎研究
だけでなく臨床応用に向けても重要な意味を持つ。

※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 
生物の発達過程において、様々な機能を司る神経細胞の構造・機能の変化しやすさ（可塑性）が
高まる時期「感受性期又は臨界期」が存在する。臨界期制御の神経基盤は、よい実験モデルが少
なく十分には理解が進んでいない。鳥類の「刷込み行動」は、成立可能な臨界期を持ち（ニワト
リ雛では孵化後 1～4 日目）、短時間の刺激により学習が成立する点等から、脳神経系に大きな
可塑的変化を引き起こすと考えられており、臨界期における神経可塑性の発現の制御メカニズ
ムを調べる上で重要な学習モデルである（Horn, Nat. Rev. Neurosci., 2004）。 
鳥類の視覚的刷込みの際に活動する終脳内神経経路において、NR2B を持つ NMDA 受容体は臨
界期終了後に比べ臨界期中で高い発現が見られ、その活動が刷込み学習時における長期増強現
象の誘導に必須であった。また、神経ペプチドのコレシストキニンや神経栄養因子の BDNF の
発現や、神経経路内の抑制性細胞の活動が、臨界期可塑性に重要な働きを持つことが分かってい
た。しかしながら、臨界期の制御メカニズムの全容を解明するためには、臨界期制御に関わる遺
伝子の網羅的な探索が必要不可欠であった。 
そこで、ニワトリ雛の脳における遺伝子の発現部位や、発育に伴う発現量の変動などを網羅的に
調べ、臨界期の制御に関わる有力な候補遺伝子として、ナトリウム利尿ペプチドファミリー（NPs）
に注目した。NPs は血管拡張作用やナトリウム利尿作用があることが知られる数種類のペプチ
ドで構成されており（鳥類では RNP, BNP, CNP1, CNP3, CNPP など）、受容体は 3 種類知られ
ていた。NPs の心臓や腎臓における生理作用に関しては研究が進んでいるものの、脳神経細胞
における作用は未解明な点が多く、特に臨界期の制御における役割については全く分かってい
なかった。そこで、NPs や受容体の脳内における発現解析を行ったところ、刷込みに重要な脳
神経経路においてペプチドや受容体の遺伝子の発現が確認できた。また、C 型のナトリウム利尿
ペプチド 3（CNP3）は刷込みの臨界期中の方が臨界期終了以降よりも、脳における遺伝子の発
現量が高いことが分かった。このことから、NPs は刷込みの臨界期に制御機構に関わる重要な
因子であることが見込まれ、しかも従来知られている生理作用とは異なるメカニズムによって、
臨界期を制御している可能性があった。そのため、脳神経細胞における NPs の未だ知られてい
ない機能を解明し、臨界期の制御機構における NPs の役割を理解することは、幼若期における
神経の可塑性発現の全く新しい分子メカニズムの発見に繋がる可能性が非常に高いと考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究は、成立可能な時期（臨界期）が限定されている鳥類の刷込み行動を学習モデルとして用
い、ナトリウム利尿ペプチドファミリー（NPs）の臨界期制御における役割を調べ、幼若期にお
ける神経可塑性の新たな神経基盤の発見を目指す。具体的には下記の解析を行った。 
1) NPs 及びその受容体の、ニワトリ雛の脳における詳細な発現解析を行った。 
2) NPs や受容体の発現を変異させた個体の作製、あるいは薬理学的な手法を用い、刷込みの臨
界期制御における NPs の役割を検証した。 
3) NPs が関わる神経の可塑的変化の分子メカニズムを調べた。 
 
３．研究の方法 
臨界期の制御機構における NPs の役割を解明するため、研究期間内には、まず NPs や受容体の、
脳内における詳細な発現部位や細胞の種類の特定を行い、また、刷込み成立に伴う NPs 及び受容
体の遺伝子発現量の変動を調べた。次に、発現解析で得られた結果をもとに、刷込み行動の成立
過程や記憶の固定における NPs の働きを薬理学的あるいは行動学的に調べた。さらに、NPs の脳
神経細胞の形態変化における役割を脳スライス培養を用いて調べた。具体的な研究方法は以下
の通りである。 
 
・NPs 及びその受容体の、ニワトリ雛の脳における詳細な発現解析 
NPs 及び受容体の終脳における発現分布を in situ hybridization 法によって詳細に調べた。ま
た、NPs 及び受容体を発現している細胞が、興奮性あるいは抑制性の神経細胞に発現しているか
どうかを、それぞれの特異的な遺伝子マーカーとの共染色によって調べた。また、ミラー切片（厚
さ 6μm）を作成し、各ペプチドを受容体が同じ細胞に発現しているかを調べた。 
 
・刷込み行動の成立過程や記憶の固定における NPs の働き 
CNP3 及びペプチド Aを、刷込み学習前に VW領域へ注入し、刷込み成立の効率が変化するかを行
動学的に調べた。また、刷込み成立後に各ペプチドを注入した場合、刷込み記憶の維持期間にど
のような影響が出るのかを調べた。 
 
・NPs の脳神経細胞の形態変化における役割 
ペプチド Aはニワトリ胚時期には脳内での発現が観察されなかった。一方で受容体 NPR3 は胚時



期においても脳内で発現していた。そのため、8日胚の脳スライスを用い、ペプチド Aの神経細
胞の形態変化に与える影響を調べた。神経細胞の標識には GFP 発現ベクターを用い、共焦点顕微
鏡で神経細胞形態を観察し、樹状突起及び軸索の数や長さにペプチド A 付与群と非付与群で違
いがあるかを調べた。また、受容体 NPR3 の RNAi ベクターを導入したスライスにおいて同様の検
証を行い、ペプチド Aで引き起こされた神経細胞の形態変化が NPR3 を介して起こったものであ
るかを調べた。 
 
４．研究成果 
本研究課題は、ニワトリ雛の視覚的刷込み行動をモデルとして使用し、幼少期学習における神経
細胞の可塑的な変化の分子メカニズムにおける、ナトリウム利尿ペプチドファミリー（NPs）の
役割を解明することを目的として行われた。特に、鳥類の刷込み学習にとって重要な脳部位であ
る、終脳にある visual Wulst(VW;哺乳類の視覚野に相当)における NPs 及びその受容体(NPR)の
働きについて調べた。 
 
・NPs 及び受容体の発現解析 
NPs の中でも CNP3 と、NPs と類似の配列を持つペプチドＡ（名称非公表）と呼ばれる遺伝子は、
発現細胞が刷込み成立に重要である終脳の visual Wulst（VW）に集中しており、CNP3 は刷込み
成立が可能な臨界期（孵化１～４日後）における遺伝子発現量は臨界期後（孵化５日後以降）よ
りも高く、一方でペプチド Aの発現量は臨界期中よりも臨界期後の方が高いことが分かった。 
また、受容体 NPR1,2,3 は全て終脳全域に広く分布しており、発達による発現量の変化はなかっ
た。CNP3 を発現している細胞と NPR を発現している細胞の詳細な局在解析を行ったところ、CNP3
細胞は NPR1 及び NPR2 は発現しておらず、CNP3 細胞の近傍に NPR1、NPR2 を持つ細胞が存在する
ことが分かった。また、CNP3 発現細胞は GAD65 遺伝子を持つ抑制性の神経細胞であることが示
唆された。 
 
・刷込み行動の成立過程や記憶の固定における NPs の働き 
CNP3 は主に NPR1、ペプチド A は NPR3 を介して受容され細胞内シグナルが伝わる。孵化後 1 日
齢のヒヨコ脳の VW 領域あるいは脳室内に CNP3 を注入した場合、刷込み学習がより短時間で成
立することが分かった。刷込み学習前に VW領域にペプチド Aを注入した場合、刷込み成立の効
率が低下すること、刷込み学習後にペプチド Aを注入した場合は、刷込み記憶の保持を長期化さ
せることが分かった。さらに、刷込み成立からの NPs の発現量の経時変化を調べたところ、CNP3
は刷込み成立後すぐに発現量が一過性に上昇し、その後低下した。ペプチド Aは刷込み後６時間
以降で発現量が上昇し、それ以降は発現量が高い状態が１週間以上持続した。 
 
・NPs の脳神経細胞の形態変化における役割 
胚時期のヒヨコ脳のスライス培養系を用いて、ペプチドＡの付加に対する神経細胞の形態変化
への影響を調べたところ、ペプチドＡは樹状突起の伸長を抑制する働きがあることが分かった。
また、ペプチド A の受容体の発現を RNAi を用いて抑制した場合、ペプチド Aによる樹状突起伸
長の抑制が起こらないことが分かった。さらに、RNA-seq を行い脳スライスへペプチド Aを付加
した際に、どのような遺伝子群の発現量変動が起こっているかを解析した。 
 
これらのことから、刷込み行動の臨界期中に高い発現量を持つ CNP3 は近傍の受容体を持つ細胞
に作用し刷込みを促進することが示唆された。また、孵化後に発現量が上昇するペプチドＡは、
刷込みの成立に重要な神経細胞の樹状突起の伸長を抑制することで、神経の可塑性を低下させ、
刷込み記憶の固定に関わると共に臨界期を終了へと導いていると考えられた。 
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