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研究成果の概要（和文）：マウスの妊娠は、雌マウスが交尾した雄マウスのフェロモン情報を副嗅球で記憶することで
維持される。本研究では、特定の刺激で活性化した細胞を追跡できるGFP-GluR1c-fosTgマウスや、特定の刺激で活性化
した細胞を時期特異的に抑制できるDREADDs-Gic-fosTgマウスを駆使して副嗅球のフェロモン記憶細胞を探索した。結
果として、副嗅球の顆粒細胞層尾側に、交尾時および交尾雄マウス再会時の両方で活性化する細胞群が存在した。また
、交尾時に活性化した副嗅球顆粒層尾側の細胞群を雄マウス再会時に抑制すると、交尾雄マウスとの再会でも流産した
。副嗅球顆粒層の尾側にフェロモン記憶細胞の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Female mice terminate their pregnancy following exposure to the urinary 
pheromones from unfamiliar males. However, mated partner’s pheromones do not block the pregnancy. It has 
been suggested that the female mice can memorize specific pheromones from their mated males in the 
accessory olfactory bulb (AOB) and the pheromonal memory prevents female mice from pregnancy block. The 
present study was conducted to investigate the cellular localization concerned with pheromonal memory. In 
experiments using female GFP-GluR1c-fosTg mice, some cells were activated both by mating and by 2nd 
exposure of the mated males, and those cells were observed in the caudal part of granule cell layer in 
the AOB. When we suppressed the activity of those cells in female DREADDs-Gic-fosTg mice during 2nd 
exposure of their mated males, the female mice terminated the pregnancy. These suggested that the cells 
concerned with pheromonal memory were localized in the caudal part of granule cell layer in the AOB.

研究分野： 神経行動学
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図２．GFP-GluR1c-fosTg マウスの特徴

１．研究開始当初の背景 

①雌マウスは交尾後に交尾相手と異なる系

統の雄マウスに曝露されると着床阻害がお

こり流産する。この現象はブルース効果とし

て知られているが、この際にはフェロモン情

報伝達の一次神経核である副嗅球の出力ニ

ューロン“僧帽細胞”からの情報が視床下部

のドーパミン神経を活性化することが明ら

かとなっている。それにより下垂体からのプ

ロラクチン分泌が抑制されて黄体機能を維

持できずに流産する。一方、交尾雄とともに

いる状況では、副嗅球から視床下部への情報

伝達が抑制され、妊娠が成立する。つまり、

副嗅球内に記憶メカニズムの存在が考えら

れる。 

 

②副嗅球内には僧帽細胞以外にも抑制性の

介在ニューロン“顆粒細胞”があり、僧帽細

胞と相反性シナプスで結合しているが（図

１）、その超微形態は交尾で変化することが

明らかとなっている。また、申請者はこれま

でに、交尾雄との再会で副嗅球尾側にある顆

粒細胞群が特に強く活性化する結果を得た

ことから、“交尾時に嗅いだフェロモン刺激

により活性化した顆粒細胞は、相反性シナプ

スの超微形態変化に起因する機能増強によ

り、同じ刺激ではより強く活性化して僧帽細

胞を抑制する”というフェロモン記憶仮説を

立てるに至った。 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、任意の時間に活性化した細胞を

長期的に追跡できる GFP-GluR1c-fosTg マウス

や、任意の時間に活性化した細胞を時期特異

的に抑制できるDREADDs-Gic-fosTgマウスを駆

使し、副嗅球のフェロモン記憶神経細胞を特

定することで、フェロモン記憶メカニズムを

明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

①GFP-GluR1c-fosTg マウスを用いた妊娠維持

に関わる記憶細胞の探索 

 

神経細胞の活性に伴い発現が誘導される

最初期遺伝子 c-fos のプロモーター下流に

tet-on/off シ ス テ ム を 導 入 し た

GFP-GluR1c-fosTg マウスを用い（図２）、妊娠

維持に関わる記憶細胞を探索した。具体的に、

tTA はドキシサイクリン(Dox)存在下では

tetO 配列に結合しないため、Dox を飲水投与

しておけばGFPを持続的に発現させる改変遺

伝子が発現しない仕組みになっている。そこ

でまずは Dox を作用させたままの状態で

GFP-GluR1c-fosTg の雌マウスを防音室に導入

して充分に慣らし、発情前期に Dox 投与を中

断して Balb/c 系統の雄マウスを導入する。

交尾を確認後にその雄マウスを取り除いて

再び Dox を投与し始める。交尾の２日後に今

度はDoxを作用させたまま交尾雄と同系統の

Balb/c 系統の雄マウスまたは異系統の B6 系

統の雄マウスを導入し、その２時間後に

GFP-GluR1c-fosTg 雌マウスの脳を環流固定し

て、副嗅球を取り出す。交尾時のフェロモン

情報伝達に用いられた細胞にはGFPが持続的

に発現することとなり、雄マウスの再暴露で

活性化した細胞には c-fos が発現するため、

副嗅球切片において GFP抗体と c-fos 抗体で

２重免疫染色された細胞こそ、交尾時と雄マ

ウスとの再暴露時の両方に関与する記憶細

胞の候補だといえる。 
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図３．GFP-GluR1c-fosTg マウスによる記憶細胞制御
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図４.顆粒細胞層尾側の各細胞数

②DREADDs-Gic-fosTg マウスを用いた妊娠維持

に関わる記憶細胞の特定 

 

DREADDs-Gic-fosTg マウスを用いて①から推

測される記憶細胞の活性を抑制し、交尾雄と

同系統雄との再暴露でも記憶が失われ、流産

するか調べた。このマウスでは、c-fos のプ

ロモーター下流にある tet-on/off システム

により、任意の時間に活性化した細胞に抑制

性のＧタンパクである Gi が共役した

DREADDs-Gi を発現させられる。具体的に、ま

ず実験前のDREADDs-Gic-fosTg雌マウスに①で

明らかとなる副嗅球の２重免疫細胞の高分

布部位を狙った脳カニューラをあらかじめ

留置する。その後、①と同様に Dox の非存在

下で Balb/c 系統の雄マウスと交尾させ、そ

の後は常に Dox を作用させる。これにより交

尾時の刺激をうけた細胞に DREADDs-Gi が発

現する（図３）。交尾２日後から３日間、交

尾雄と同系統の Balb/c 系統か異系統の B6系

統の雄マウスを再暴露させるが、その再暴露

の２時間前から雄マウスの再暴露が終わる

まで、CNO を定期的に脳カニューラから投与

する。これにより交尾時の刺激で DREADDs-Gi

を発現した細胞を特異的に抑制できる。再暴

露が終了した３日後に開腹して子宮をチェ

ックし、妊娠維持か流産かを調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

 

①GFP-GluR1c-fosTg マウスを用いた妊娠維持

に関わる記憶細胞の探索 

 

交尾後に、交尾雄と同系統の Balb/c 系統

の雄マウスまたは異系統の B6 系統の雄マウ

スを再暴露し、副嗅球の各領域にて GFP 抗体

と c-fos抗体で２重免疫染色される細胞の数

を比較した結果、顆粒細胞層の尾側に差がみ

られ、２重染色細胞の数は交尾雄と同系統の

雄マウス暴露群で有意に多かった（図４）。

この２重染色細胞が記憶細胞である可能性

が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

②DREADDs-Gic-fosTg マウスを用いた妊娠維持

に関わる記憶細胞の特定 

 

実験に用いる動物には、予め副嗅球尾側へ

CNO を投与するためのカニューラを留置した。

予備実験として、雌マウスへの CNO 投与が流

産を引き起こさないことは確認した。交尾時

にDREADDs-Giを発現させたDREADDs-Gic-fosTg

雌マウスにCNO投与しながら同系統の雄マウ

スに再暴露した結果、これまで 2匹中 2匹と

も流産が引き起こされた。現在例数を増やし

ている最中ではあるが、副嗅球顆粒層の尾側

にフェロモン記憶細胞の存在が示唆された。 
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