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研究成果の概要（和文）：嗅覚刺激により（１）視床下部のどのニューロンが活性化されるのか（２）それによ
りどのような生体内の変化が起きるのかを明らかにすることを目的にゼブラフィッシュを用いて研究を行い、以
下の成果を得た。
（１）カルシウムイメージングに用いるトランスジェニック系統を探索し、4系統を試したが反応が得られなか
ったため、新たに4系統を検討中である。また、嗅覚刺激により活性化するニューロンを同定した。
（２）視床下部における神経ペプチド遺伝子発現アトラスを作成し、嗅覚刺激により活性化するニューロンで発
現する神経ペプチドを同定した。また、生体内の変化をモニターするトランスジェニック、ノックアウトの作製
を行った。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to elucidate (1) the neurons in the hypothalamus
 activated by olfactory input and (2) the change in the internal state caused by these neurons, 
using zebrafish as a model. For each aim, following result was obtained.
(1) I searched for a transgenic line that can be used for calcium imaging. 4 lines were tried but no
 response was observed. Therefore 4 other lines are now under investigation. Neurons activated by 
olfactory input were identified by in situ hybridization.
(2) Atlas of neuropeptide expression in the hypothalamus was constructed. Using this atlas, the 
neuropeptide expressed in the neurons activated by olfactory input was identified. I also produced 
transgenic fish lines and knockout fish lines for monitoring the change in the internal state. 

研究分野： 神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
動物が生存していくためには外界の様々な
情報を収集し、その入力に基づき適切な行動
をとったり、体内の状態を変化させたりする
必要がある。中でも嗅覚は、脊椎動物、無脊
椎動物を問わず多くの動物種に保存された
外界情報の重要な入力形態である。これまで
の研究により、多くの動物種において、嗅覚
入力により特異的な行動が誘引または抑制
されることが明らかになってきている
(Koide et al., PNAS, 2009; Ferrero et al., 
Nature, 2013)。しかしながら、嗅覚の入力
によって生体に起こる変化は行動だけでは
ない。ヒトではむしろ、良い匂いによりリラ
ックスする、悪い匂いによりイライラする、
食べ物の匂いにより空腹感を感じるなど、行
動以外の変化が顕著にみられる。ヒト以外の
動物においても、マウスでは天敵の匂いによ
り血中のコルチゾル濃度が上昇する(Day et 
al., Brain Res, 2004)、魚類ではメスから
分泌されたフェロモン(17,20P)によりオス
の生殖腺刺激ホルモン分泌が促進される
(Dulka et al. Nature, 1987)等、嗅覚入力
による生体内の状態変化が複数報告されて
いる。これらの状態変化は、いずれも内分泌
系と自律神経系によって調節されている。内
分泌系・自律神経系は間脳の視床下部にその
中枢が存在するため、視床下部における何ら
かの神経活動を通じて体内の状態変化が引
き起こされると考えられる。しかし、嗅覚入
力により、どのような視床下部ニューロンが
活性化されるのか、また、それによってどの
ような内分泌系・自律神経系の変化が起こる
のかは全く明らかになっていない。本研究は、
嗅覚という外部刺激により視床下部におい
てどのような神経活動が引き起こされるの
かを調べ、さらにそれにより体内の内分泌
系・自律神経系がどのように変動するのかを
明らかにすることにより、視床下部の機能地
図を構築する。それにより、視床下部が外部
刺激に応じて、体内の状態を変化させるとい
う一連の情報処理の流れを包括的に明らか
にする。 
 
２．研究の目的 
本研究はゼブラフィッシュをモデルとして、
(1) 各種の嗅覚刺激により視床下部のどの
ようなニューロンが活性化されるのかを可
視化し、(2) 活性化された各視床下部ニュー
ロンの内分泌系・自律神経系に対する機能を
明らかにする。それにより、ゼブラフィッシ
ュ視床下部の機能地図を構築することを目
的とする。 
 
(1) 嗅覚刺激により活性化される視床下部
ニューロンの可視化 
様々な嗅覚刺激を与え、視床下部ニューロン
が活性化される様子を、GCaMP カルシウムイ
メージング法により可視化する。この際、嗅
上皮ごと取り出した脳を標本として用いる

ことで、脳が生きた状態でリアルタイムに視
床下部全体のニューロンの活動を記録する
ことができる。これにより、視床下部のどの
ようなニューロンがどのようなタイミング
で活性化されるのかを、様々な嗅覚刺激の種
類別にマッピングする。 
 
(2) 嗅覚刺激により活性化される視床下部
ニューロンの機能の解明 
ゼブラフィッシュ視床下部における神経ペ
プチド・モノアミン類発現分布アトラスを作
成する。活性化されたニューロンの位置をこ
れと照合することで、活性化されたニューロ
ンで発現する神経ペプチド遺伝子を同定す
る。この遺伝子をマーカーとし、これらのニ
ューロンで Gal4 を発現するトランスジェニ
ックフィッシュを作出する。各 Gal4 トラン
スジェニックフィッシュを、UAS 配列下流に
ニューロンの除去、神経伝達のブロックなど
の作用をもつトランスジーンを組み込んだ
エフェクターフィッシュと交配し、内分泌
系・自律神経系にどのような変化が起きるの
かを調べる。それにより、視床下部が外部か
らの嗅覚情報を得て生体内の状態を変化さ
せる上で、各ニューロン群が内分泌系・自律
神経系に対してどのような作用を及ぼすの
かを体系的に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 嗅覚刺激により活性化される視床下部
ニューロンの可視化 
以下の 2つのステップにより、様々な嗅覚刺
激により活性化される視床下部ニューロン
の可視化を行う。 
①カルシウムイメージングに使用するトラ
ンスジェニックフィッシュの作製 
視床下部のニューロンで、神経活動による細
胞内カルシウム濃度変動のインジケーター
であるGCaMPを発現するトランスジェニック
フィッシュを作製する。所属研究室で利用可
能な様々な場所で Gal4 を発現するトランス
ジェニックフィッシュのうち、視床下部で
Gal4 を発現するトランスジェニックフィッ
シュを探索し、UAS:GCAMP のトランスジェニ
ック系統と掛け合わせる。また、利用したト
ランスジェニックフィッシュの Gal4 の発現
場所を正確に調べるために、UAS:GFP トラン
スジェニックフィッシュと掛け合わせた上
で脳の切片を作製し、抗 GFP 抗体を用いた免
疫組織化学を行う。 
②カルシウムイメージングによる可視化 
①で確立したトランスジェニックフィッシ
ュの脳を、嗅上皮と脳の神経接続を保ったま
ま丸ごと取り出し、蛍光顕微鏡下で培養し、
匂い物質を投与した際の視床下部における
GCaMP の蛍光の変化を記録することで、神経
活動をモニターする。匂い物質としては、摂
餌関連の刺激（アミノ酸、ヌクレオチドなど）、
外敵関連の刺激（皮膚抽出物）、生殖関連の
刺激（性フェロモン）等を用いる。 



③c-fos の in situ hybridization による可
視化 
匂い刺激を行ったゼブラフィッシュの脳を
取り出し、切片を作製し、神経活動のマーカ
ー 遺 伝 子 で あ る c-fos の in situ 
hybridization を行う。それによって活性化
するニューロンの詳細な解剖学的な位置を
同定する。 
 
(2) 嗅覚刺激により活性化される視床下部
ニューロンの機能の解明 
①嗅覚刺激により活性化される視床下部ニ
ューロンで発現する神経ペプチド遺伝子の
同定 
初めに、視床下部における神経ペプチド遺伝
子の発現場所を in situ hybridization によ
り網羅的に調べる。次に(1)で同定した嗅覚
刺激によって活性化される視床下部ニュー
ロンで発現する神経ペプチド遺伝子を、ここ
で作製したアトラスを参照し、絞り込む。候
補となった神経ペプチド遺伝子とc-fosの二
重 in situ hybridization を行うことで、活
性化したニューロンで発現する神経ペプチ
ド遺伝子を同定する。 
②嗅覚刺激により活性化される視床下部ニ
ューロンの操作により生体内で起こる変化
のモニター 
Gal4/UAS システムを用いた網羅的な機能解
析を行うためのエフェクターフィッシュの
準備を行う。エフェクターフィッシュのうち、
UAS：ジフテリア毒素、UAS：破傷風毒素のエ
フェクターフィッシュについては既に確立
されているので、実験に使用できるよう準備
する。また、UAS:ボツリヌス毒素のエフェク
ターフィッシュでは他の研究室においてす
でに確立されているので、譲渡してもらえる
よう依頼する。次に②で同定された神経ペプ
チド遺伝子のプロモーター領域下流に Gal4
遺伝子を組み込んだトランスジェニックフ
ィッシュの作出を行う。 
並行して、嗅覚刺激による内分泌系・自律神
経系の変動を測定する方法の確立を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 嗅覚刺激により活性化される視床下部
ニューロンの可視化 
①カルシウムイメージングに使用するトラ
ンスジェニックフィッシュの作製 
ニューロンのマーカー遺伝子のプロモータ
ー下流に Gal4 遺伝子を組み込んだ４種類の
Gal4 発現トランスジェニックフィッシュを
UAS:GCaMP トランスジェニックフィッシュと
掛け合わせてダブルトランスジェニックフ
ィッシュを作製した。またそれぞれの Gal4
発現トランスジェニックフィッシュを
UAS:GFP のトランスジェニックフィッシュと
掛け合わせたダブルトランスジェニックフ
ィッシュの脳内におけるGFPの局在を免疫組
織化学により調べ、Gal4 の発現場所を詳細に
調べた。その結果、視床下部のすべてのニュ

ーロンで網羅的に Gal4 を発現する系統はな
く、系統ごとに Gal4 の発現場所がすべて異
なっていることがわかった。そのため、それ
ぞれの系統について匂い刺激を行ってみて、
目的の刺激による反応が得られる系統を選
択していく必要があることが明らかになっ
た。 
②カルシウムイメージングによる可視化 
①で確立した 4 つの系統それぞれについて、
匂い刺激を行ったときに視床下部で反応が
得られるかどうかカルシウムイメージング
の試行を行った。その結果、４つの系統のい
ずれにおいても、匂い刺激に対する視床下部
の反応を観察することはできなかった。一方
で、１つの系統において、性フェロモン刺激
に対する終脳の活動を可視化することがで
きた。本研究の目的とは異なるが、この系統
を今後フェロモン刺激により起こる脳内の
神経活動を研究するツールとして活用する
ことが可能である。 
用意した4つの系統が視床下部のカルシウム
イメージングに利用できないことが明らか
になったため、視床下部で Gal4 を発現する
他の系統を探索した。他の研究室で作製され
た Gal4 トランスジェニックフィッシュを複
数系統譲り受け、UAS:GGaMP トランスジェニ
ックフィッシュとの掛け合わせを行った。本
研究の研究期間中には視床下部のカルシウ
ムイメージングの成功には至らなかったた
め、今後もカルシウムイメージングの試行を
続ける必要がある。 
③c-fos の in situ hybridization による可
視化 
パラフィン切片の利用により、迅速かつ効率
的にc-fos発現の変動を定量する方法を確立
した。この方法を用い、性フェロモン刺激に
よりc-fos発現が上昇する神経核を同定した。
その結果、視床下部後部の神経核において
c-fos 発現が上昇することが明らかになった。 
 
(2) 嗅覚刺激により活性化される視床下部
ニューロンの機能の解明 
①嗅覚刺激により活性化される視床下部ニ
ューロンで発現する神経ペプチド遺伝子の
同定 
視床下部における神経ペプチドの発現アト
ラスを作成した。34 種類の神経ペプチドのプ
ローブを作成し、ゼブラフィッシュの脳のパ
ラ フ ィ ン 切 片 を 用 い た in situ 
hybridization を行った。得られたデータを
とりまとめ、現在論文を作成中である。 
このアトラスを参照し、匂い刺激によって
c-fos の発現が上がった神経核において発現
する神経ペプチドを絞り込んだ。さらに、性
フェロモンあるいはATP刺激を行った脳のサ
ンプルを用いてc-fosと神経ペプチド遺伝子
の二重 in situ hybridization を行い活性化
したニューロンで発現する遺伝子を同定し
た。ATP については視床下部の一つの神経核
でc-fosと共発現する神経ペプチドを同定し



た。この神経ペプチドのプロモーターを用い
た Gal4 トランスジェニックフィッシュを今
後作製する予定である。性フェロモンについ
ては、複数種類の神経ペプチドについて二重
in situ hybridization を行ったが、c-fos
と共発現する神経ペプチドを同定すること
はできなかった。今後、候補となる遺伝子を
増やしてさらに解析を進める必要がある。 
 
②嗅覚刺激により活性化される視床下部ニ
ューロンの操作により生体内で起こる変化
のモニター 
本研究期間中は、性フェロモン刺激に対する
生体内の変化をモニターする方法に集中的
に取り組んだ。初めに、オスの精子の量の測
定を試みた。しかし、精子量は日による変動、
個体による差が大きく、性フェロモン刺激に
対する変化を確認することはできなかった。
また、下垂体からの LH 分泌量の変化をモニ
ターするためのトランスジェニックフィッ
シュとして、LH:Gal4 トランスジェニックフ
ィッシュの作製を行った。このトランスジェ
ニックフィッシュをUAS:GCaMPのトランスジ
ェニックフィッシュと掛け合わせることで
カルシウムイメージングにより LH 分泌の変
化をモニターすることが可能になる。これと
並行して、性フェロモンの嗅覚受容体遺伝子
をノックアウトしたゼブラフィッシュの作
製も行った。ノックアウトフィッシュの解析
を通して、性フェロモンが生体内の状態をど
のように変えるのかを解明することが期待
される。 
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