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研究成果の概要（和文）：刷り込みとは、生得的に動くものを追いかける性質を持つヒナが、孵化直後から親を
繰り返し追いかけることにより記憶する学習である。刷り込みには、甲状腺ホルモンの働きが重要であることが
明らかとなっている。甲状腺ホルモンの脳内濃度は孵化直前に上昇し、さらに刷り込みトレーニングによって上
昇する。これまで、甲状腺ホルモンが刷り込みの習得過程にどのように寄与しているかは明らかではなかった。
本研究では、まず刷り込みの習得過程を「生得的な追随」、「学習による追随」、「弁別」の３つに分けて解析
するための実験装置を開発した。孵化直前の甲状腺ホルモンの上昇が刷り込みの「学習による追随」に寄与する
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In filial imprinting, newly-hatched Chicks innately approach a moving 
object, and memorize it as their parents by repeatedly approaching them. We revealed thyroid hormone
 in the brain is important for imprinting acquisition. Thyroid hormone levels in the brain rise just
 before hatching and are further increased by imprinting training. It was not clear how the thyroid 
hormones contribute to the learning process of the imprinting. In this study, we developed a 
behavioral apparatus for analyzing the learning process of imprinting by dividing it into three 
categories “innate approach”, “acquired approach'', and “discrimination”. Then, we examined if 
the increased thyroid hormone in the just before hatching involved in the learning processes of 
imprinting. we clarified that the increase of thyroid hormone just before hatching contributes to “
acquired approach''

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
刷り込みは孵化直後に親に対して愛着を形成する早期学習である。本研究の結果は、発生時の甲状腺ホルモンが
孵化直後の愛着形成に必要であることを示唆している。今回用いた抗甲状腺剤であるメチマゾールは、バセドウ
病などの甲状腺機能亢進症の治療に用いられている。バセドウ病の妊婦には、より影響が少ない抗甲状腺剤チウ
ラジールが処方されることが多いが、胎児期での甲状腺ホルモンの欠乏の影響はまだ不明な点が多く、本研究の
結果は抗甲状腺剤を処方する上で参考になると考える。また、今回行ったニワトリヒナを用いた実験系は甲状腺
ホルモンの欠乏が脳発達に与える影響を調べるために有用であると考える。

※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 

離巣性の巣を持たないニワトリのヒナは、孵化直後から自由に歩くことができる。そ
れにより、動くものを追いかけ親として記憶する刷り込みが可能となる。我々の研究に
より、刷り込みには甲状腺ホルモン（T3）の働きが重要であることが明らかとなってい
る。脳内の T3濃度は胚発生 14 日ごろから上昇し、刷り込みトレーニングによりさらに
上昇する。また、大脳 IMM（intermediate medial mesopallium）領域では刷り込みに
よって、いくつかの神経伝達物質の分泌量が多くなる。それらの中で代表者らは GABA
とアセチルコリンに着目した研究を行ってきた。代表者らの研究により刷り込みには、
抑制性神経伝達物質 GABA とその GABA-B 受容体、そしてアセチルコリンとそのムス
カリン受容体の働きが重要であることが明らかとなった。GABA については２つの受
容体（イオンチャネル型の GABA-A と代謝型の GABA-B）の量的なバランスが臨界期
の開閉に重要であることを明らかにした(Aoki et al, 2018)。アセチルコリンについては、
ムスカリン受容体の阻害薬を IMM領域に注入すると刷り込みの獲得が阻害されること
を発見し、アセチルコリン系の中でもムスカリン受容体が重要な働きをしていることを
新たに見出した(Aoki et al, 2020)。しかし、ムスカリン受容体のどのサブタイプが刷り
込みに寄与するかは明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、刷り込みの習得過程に寄与する神経伝達物質と脳内機構の発達を明
らかにすることである。 

そのために、以下の３つを明らかにすることを目的とした実験を行った。 
（１） ムスカリン受容体のどのサブタイプが刷り込みに重要であるかを明らかにする。 
（２） 新たな刷り込み行動装置を開発し、刷り込みの習得過程を解析できるようにす

る。 
（３） 発生後期に上昇する甲状腺ホルモンの刷り込みへの寄与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１） ムスカリン受容体のどのサブタイプが刷り込みに重要であるかを明らかにする。 

ムスカリン受容体のサブタイプ特異的な阻害剤を大脳 IMM 領域に局所注入し、刷り込みト
レーニング、テストを行った。また、イムノブロッティングを用いて IMM 領域での各サブタ
イプの発現を確認し、in situ hybridization 法により、各サブタイプの脳内での発現分布を調
べた。 

 
（２） 新たな刷り込み行動装置を開発し、刷り込みの習得過程を解析できるようにす

る。 
 刷り込みトレーニング中の行動をミリ秒単位で記録解析するために、円盤型の刷り
込み装置を作成した。モニターを円盤の前に設置し、モニターに刷り込みオブジェク
トを提示した。ニワトリヒナがモニターに近づこうとすると円盤が回転する。円盤が
十分の一回転するごとに、信号を PC に送り、記録した。トレーニングスケジュール
についても、生得的な動くものへの追随とその追随を繰り返すことによって刷り込み
対象への嗜好性を獲得するまでの習得過程を解析できるように新たに開発した。 
 

（３） 発生後期に上昇する甲状腺ホルモンの刷り込みへの寄与を明らかにする。 
胚発生日 18 日目～20 日目に甲状腺ホルモン合成阻害剤を投与して、孵化直前の甲状腺ホ

ルモンの上昇を抑えた。孵化後 1 日齢で円盤型の刷り込み装置で刷り込みトレーニング・テ
ストを行い、刷り込みのどの習得過程に影響があるかを調べた。 

 
４． 研究成果 

（１） ムスカリン受容体のサブタイプ M2、M3、M5 が刷り込みに重要であることを
明らかにした（Aoki et al, Behav. Brain Res.,2022, Mori et al, Behav. Brain 
Res.,2022）。 

ムスカリン受容体のサブタイプには、興奮性の制御をする M1、M3、M5 と抑制性の制御を
する M2 と M4 がある。哺乳類の海馬で多く発現しており記憶形成に関わるとされる M1 は、
鳥類ではなく、哺乳類の M1 の機能を M3 と M5 が代替している可能性がある。各サブタイプ
の阻害剤を両側 IMM 領域に注入し、刷り込み記憶の形成への影響を調べたところ、神経細胞
を興奮性に調節する M3 及び M5 の阻害剤については、共に刷り込みの記憶形成を阻害した
（図１）。一方、神経細胞を抑制性に調節する M2 及び M4 の阻害剤については、M2 阻害剤は
刷り込みを阻害したが、M4 阻害剤では影響がなかった。また、それらのムスカリン受容体サ



ブタイプの IMM 領域での発現を、イムノブロッ
ティングを用いて確認した。これらの結果から、
刷り込みの記憶形成に必要な IMM領域のアセチ
ルコリンが関わる興奮性の調節は、M3 と M5 が
共に行っていることが示唆された。また、IMM 領
域での記憶形成に必要な抑制性の調節は、M2 が
行っていることが示唆された。興奮性の M3、M5
と抑制性の M2 によって、刷り込みの記憶形成に
必要なアセチルコリン系のバランスが保たれて
いると考えられる。 
 in situ hybridization 法により、mAChR サブ
タイプの発現分布を調べた。その結果、IMM 領
域 以 外 の 刻 印 付 け に 関 わ る 領 域 で あ る
intermediate hyperpallium apicale（IMHA）、
nidopallium dorsocaudal （Ndc）、arcopallium
において、全てのサブタイプの発現が確認され
た。 IMHA は視覚野、Ndc は前頭前野、
arcopallium は運動野に相当すると考えられている。mAChR が刻印付け記憶の形成だけでな
く、刻印付けに関わる視覚、認知、運動にも寄与していることが示唆された。 
 

（２） 新たな刷り込み行動装置を開発し、刷り込みの習得過程を解析できるようにな
った。（Aoki et al, Front Physiol.,2022） 

 ミリ秒単位で行動データを記録する円盤型
の刷り込み装置を作成した。行動データを解析
した結果、トレーニング及び、テスト時の習得
過程を「生得的追随」、「学習によって獲得した
追随」、「弁別」の 3 つに分けて、定量的に評価
することに成功した（図２）。次にこの装置を
用いて、臨界期の 1 日齢のヒナの刷り込みト
レーニング時の行動と臨界期終了後の 4 日齢
のヒナの行動を比較した。4 日齢のヒナでは、
「生得的追随」が 1 日齢に比べて有意に少な
く、その後の「学習によって獲得した追随」も
有意に少なかった。この結果から、臨界期を終
了すると習得過程の初期の「生得的追随」が弱
くなるために、刷り込みができなくなることが
示唆された。 

 
（３） 発生後期に上昇する甲状腺ホルモンの刷り込みへの寄与を明らかにした。（Serizawa, 

Aoki et al, Front Physiol.,2023） 
 孵化直前の一過的な T4 の上昇を抑えるために、胚 18 日目
から 20 日目まで一日一回、卵内（気室内）にメチマゾール
（MMI；甲状腺ホルモン合成阻害剤）を投与した。ELISA 法
によって T4 濃度を測定したところ、胚 20 日目の MMI 群で
は、対照群（Vehicle として PBS を投与）よりも有意に低かっ
た（図３）。つまり、孵化前の一時的な T4 濃度の上昇を抑えた
ことが確かめられた。一方、孵化後の 1 日齢では、血中 T4 濃
度は MMI 群と対照群では差がなかった。両群孵化１日齢で、
刷り込みトレーニング・テストを行い刷り込みの習得過程にお
ける甲状腺ホルモン低下の影響を調べた。MMI 群では、２段
階目の「学習によって獲得した追随」と３段階目の「弁別」が
成立しないことが分かった。３段階目の弁別スコアは、MMI 群
において、対照群よりも有意に低かった。さらに、２段階目の
学習による追随の量と３段階目の弁別スコアの間には、有意な
正の相関があった。このことは、２段階目の不成立によって、
３段階目の不成立が引き起こされたことを示唆している。この
結果は、孵化直前の甲状腺ホルモン上昇が刷り込みの習得過程
に必要な脳の発達に寄与するということを示すものである。 

図１M3 及び M5 阻害剤を IMM 領域へ注入する
と、共に刷り込みの記憶形成を阻害された。 
（A）M3 阻害剤（DAU5884）2mM では、嗜好性
スコアに対照群と差がなかったが、20mM では有
意に低くなった。（B）M5 阻害剤（ML381）では、
嗜好性スコアは、2mM、20mM ともに有意に低く
なった。 

 
図２ 刷り込みの習得過程 
ニワトリヒナは生得的に動くものへの追随する性質を
持っており、その追随を繰り返すとその対象が止まっ
ていても追随するようになる。さらに追随を繰り返す
とその他の対象へ追随しなくなり、刷り込み対象へだ
け特異的に追随するようになる。 

図３ メチマゾールによる一時的
な甲状腺ホルモン合成阻害 
 胚 18 日目から 20 日目まで甲状
腺ホルモン合成阻害剤メチマゾー
ルを投与したところ、胚 20 日目で
は対照群と有意な差があった。一
方、孵化後 1 日目には差がなかっ
た。 
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