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研究成果の概要（和文）：配偶行動においてメスはオスの求愛に応じて交尾拒否か受容かの判断をする。本研究
は、これまで不明であったメスの交尾判断を担う脳神経回路(交尾判断回路)を新規に同定した。この交尾判断回
路を分子遺伝学的に詳細解析して神経接続様式、神経伝達物質、受容体分子を明らかにし、神経回路を構成する
２種類の神経細胞群が交尾行動の拒否と受容を制御することを機能的に明らかにした。さらに交尾判断回路は入
力シグナルに対して遅延出力を生み出すフィードフォワード構造を示していた。この事は、メスの性的モチベー
ションの高まりにオスの求愛アプローチが一定時間必要である実際の観察事実によく合致していた。

研究成果の概要（英文）：  Females make a decision whether to accept or reject the copulation during 
a series of courtship ritual.  This mutual courtship process is widely appeared in many animal 
species, however, little is known about the neuronal and molecular mechanisms of higher-order 
functions underlying this female behavioral switch during courtship ritual.  Here, I explored the 
neuronal nature of the female decision make for the proper copulation in Drosophila melanogaster. 
Then I found that a feedforward circuit motif was composed of the DA targeting neurons that were 
divided into at least two structural and functional classes, one positively modulates courtship 
rejection and the other class, composed by GABAergic neurons, negatively modulates courtship 
rejection. Each neural class required different types of dopamine receptors.  These findings may 
possibly provide perspectives on how behavioral switches controlled at the neural circuit level.

研究分野：神経行動遺伝学
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１. 研究開始当初の背景 
私たちの脳は，どのようにして音響信号から
特徴を抽出するのか．また，そこから意味情
報をどのように読み解くのか．音情報処理の
神経機構は，神経科学において解明するべき
大きな問題である．近年発達が著しい fMRI な
どによる経時的な脳活性化部位の画像化や，
多重微小電極を用いた脳の局所神経集団の活
動測定は有効な知見を提供するが，単一細胞
レベルの分解能で，神経回路の生理機能を解
析するには，単純な神経系をもち，分子遺伝
学的技術で特定の機能を持つ神経を比較的容
易に同定できるモデル生物ショウジョウバエ
が有効である．多くの生物種と同様にショウ
ジョウバエのオスは，メスへの求愛時に，パ
ターン化された羽音（求愛歌）を奏でる
(Greenspan & Ferveur, 2000)．メスは求愛歌
を聴いて同種を判別し，交尾受容を決定する
のである(求愛歌応答行動,Markow, 1987)．例
えば，実験的に翅を切除して求愛歌の発生を
抑制したオスや，聴覚を失ったメスは，交尾
成功率が著しく低下する．また，求愛歌を構
成するパルス歌(pulse song)の周期(inter 
pulse interval; IPI)が，種の識別に重要な
要素として知られている(Tauber & Eberl, 
2003)．ショウジョウバエのメスが示す求愛歌
応答行動は，種特異的な求愛歌パターンを識
別して行動を制御する脳機能を基盤にしてい
るのである．申請者はこれまで，種に固有な
音識別の神経機構を理解する目的で，メスの
求愛歌応答行動である配偶(交尾の受容・拒
否)行動に着目して研究してきた．ショウジョ
ウバエでは，任意の遺伝子発現を特定の神経
で時期特異的に誘導することができる
(TARGET システム)．これを利用し，まず，求
愛歌情報の処理から行動発現に至る過程に関
わる神経細胞を体系的にスクリーニングした．
神経伝達物質産生，記憶，概日リズムなどの
機能を担う神経や代表的神経構造をそれぞれ
標識する Gal4 系統（約 40 種類）を用いて，
各ニューロンの活動を成虫時期特異的に抑制
したメスの配偶行動を解析した．ここでは，
メスが交尾を受容するタイミングを指標にし
て行動スクリーニングした．求愛行動を録画
した画像から交尾した時間を自動解析するプ
ログラムを独自に開発して，高効率な解析を
可能にした．行動スクリーニングの結果，交
尾率が著しく低下する，または著しく早く交
尾を受容する６種類の Gal4 系統を同定した．
そのうち１種類が，ドーパミン神経細胞群を
標識する系統であった．ドーパミン神経細胞
群は行動の意思決定に関与することが知られ
ている．よって，メスの脳において，求愛歌
の情報処理過程で，種特異性を弁別し，行動
を決定する回路の構成要素としてドーパミン
神経細胞が含まれると推測された．そして，

約 282 個ある脳のドーパミン神経細胞をサブ
クラスごとに標識する新たな Gal4 系統群を
解析して，26 個の細胞群にその機能単位を絞
り込むことに成功した．これら，スクリーニ
ングで得られた Gal4 系統群で標識される神
経細胞の求愛歌に対する応答特性を解明する
目的で，聴覚刺激を与えつつ脳内部の神経細
胞応答をリアルタイムに測定する Ca2+イメー
ジング実験を行った結果，種特異的な求愛歌
に対してメスのみで応答し，オスでは応答を
示さない神経細胞を同定した． 
  
２．研究の目的 
 これまでの研究成果を元にして，更なる解
析を進め，メスの配偶行動における求愛情報
処理を担う神経回路とその機能を単一神経細
胞レベルで同定する．また，スクリーニング
で同定した他の Gal4 系統の中には，脳の前背
側部の少数の神経を標識するものもあった．
このことは，脳の前背側部キノコ体近傍の神
経群がメスの性受容度の決定に重要であると
する，脳神経細胞の雌雄モザイク解析の知見
と合致していた(Tompkins & Hall, 1983)．ス
クリーニングで得られた，これらメスの配偶
行動の制御に関わる神経細胞群の神経回路構
造と機能を明らかにする． 
 
３．研究の方法 

 すでに同定していた６種類の Gal4 発現誘
導系統で標識される神経細胞群は、その全て
がメスの求愛歌応答行動の制御に関与する
とは限らない。熱ショックフリップアウト法
を用いて上記６種類の Gal4 系統で標識され
る神経を減じると同時に、内向き整流性 K+チ
ャネル(Kir2.1)を発現して神経活動抑制を
行う。予備研究と同様の求愛歌応答行動アッ
セイを用いて、求愛歌を識別してメスの配偶
行動を決定する責任神経群を同定する。この
アッセイにより、明確な行動の表現型を表す
個体(〜100 個体を目処)に共通して標識され
る神経を同定する。行動アッセイ後、該当神
経細胞をGFP染色して精密な投射パターンを
明らかにする。個々の神経細胞の脳染色画像
を標準脳画像にフィットさせるプログラム
(CMTK, Rohlfing & Maurer, 2003)を用いて
全ての該当神経細胞を同一の脳画像上にマ
ッピングすることで，神経回路の概要を明ら
かにする。フリップアウトはランダムに生じ
るため多数の個体を調べる必要がある。そこ
で、既に予備研究で確立している画像解析技
術を用いた高効率な行動スクリーニングで
対応する。 
脳画像データが公開されている 13017 種類
の Gal4 系統（Janelia farm Fly light, VDRC 
brain base 由来）を基に、予備研究で同定し



た神経細胞群と連絡する、または同定した神
経細胞群と一次聴覚神経の脳投射領域を繋
ぐ神経を画像スクリーニングする。スクリー
ニングで得られた Gal4 発現誘導系統は、GFP
を発現させて実際の神経標識パターンを確
認する。既に、連絡神経細胞の同定解析で得
られた 20 系統につては，連絡候補神経の機
能を調べる必要がある。そこで、予備研究と
同様の TARGET システムを用いた神経活動抑
制を行い、雌の配偶行動に異常を示す Gal4
系統を同定する。また，脳の領域間を繋ぐよ
うな神経細胞、例えば視覚中枢と聴覚中枢を
繋ぐような神経細胞の場合、情報の伝達方向
は神経細胞の機能を推定する上で重要であ
る。そこで、該当神経のシナプス接続の入出
力部位を明らかにし、神経情報伝達の方向を
同定する。シナプトブレビン(Syb)はシナプ
ス前膜に局在する。そこで、Syb に GFP を融
合したタンパク質を該当神経細胞に発現さ
せて、シナプス出力部位を同定する。また、
アセチルコリン受容体(AChR.Dα7)はシナプ
ス後膜に局在する。同様に AChR.Dα7 を該当
神経細胞に発現させ、シナプス入力部位を同
定する。また，GFP Reconstitution Across 
Synaptic Partners (GRASP)法を用いて当該
神経細胞同士の接続から神経回路構造を明
らかにする． 
 該当神経細胞(群)の機能充分性を明らか
にする目的で，目的の神経細胞(群)を人為的
に興奮させてメスの配偶行動を調べる。予備
研究で得られた神経細胞を抑制した場合の
結果と比較し、該当神経細胞の機能を推定す
る。神経細胞を活性化する手法として、光や
熱で開口するチャネルロドプシンや dTRPA1
チャネルを用いる。該当神経細胞に発現させ
て光/熱刺激を与えて神経細胞を興奮させる。
熱刺激(３０oC)にはペルチェ素子で正確に温
度管理されたヒートプレートを用いる。 
 
４．研究成果 
 本研究で，ショウジョウバエのメスが示す，
求愛の拒否と受容の行動選択を制御する交
尾判断回路を同定した．この神経回路は交尾
拒否行動を促進する神経細胞(A)群と，反対
に受容行動を促進する神経細胞(B)群で構成
されていた．さらに，これら神経細胞群のシ
ナプス接続部位とシナプス前後関係，神経情
報の流れる方向，神経伝達物質（神経細胞(A)
群がアセチルコリン作動性，神経細胞(B)群
が GABA作動性），ドーパミン受容体の構成(神
経細胞(A)群が Dop1R2， 神経細胞(B)群が D2R
受容体)，神経細胞(A)群で機能する GABA 受
容体(Rdl)を同定することができた．交尾判
断回路の神経細胞群を個別に分子遺伝学的
操作をした結果，神経細胞(A)群と神経細胞
(B)群の活性化過程の制御が，交尾の拒否か

受容かを制御する神経機構の中核であるこ
とを突き止めた． 
 本研究でドーパミンによって駆動される
少なくとも２種類の神経細胞グループで構
成される神経回路がメスの交尾判断を制御
する事を明らかにした．交尾判断回路は，少
数のドーパミン神経細胞群を起点にして駆
動されて，入力シグナルに対して遅延出力を
生み出すフィードフォワード構造を示して
いた．この事は，メスの性的モチベーション
を高めるためにオスの求愛が一定時間必要
である実際の観察事実によく合致していた．
脊椎動物では，オスの性的接触でメスの側坐
核ドーパミンが増加し，配偶者の受け入れ行
動を決定する．この分子機構は未解明である
が，本研究により，昆虫の単純脳神経系で側
坐核と類似した性行動選択機能を持つ神経
回路を世界に先駆けて同定できた．さらにド
ーパミンシグナルが回路動作を制御する鍵
分子であることから，「性行動判断」に関係
する分子や神経回路機構が種を越えて保存
されている可能性が示唆された．本研究で，
性行動判断の単純脳モデル実験系の提供が
可能になったことで，今後行動判断や価値判
断に関与する動物脳一般に共通する神経制
御の一般原理抽出や，多様性の理解が進展す
ると期待される． 
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