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研究成果の概要（和文）：動物は、新奇物体に遭遇した際、その危険性や情報を、リスクアセスメントと呼ばれ
る行動を介して得ようとする。今回、マウスを用いた実験により、視床下部のPeFAと呼ばれる領域の神経細胞
が、新奇物体に対するリスクアセスメントや、新奇物体に対する積極的防御行動とされる埋める行動
（burying）の制御に関与することが明らかになった。burying行動の亢進が認められる自閉症モデルマウスBTBR
を用いて、新奇物体試験を行った結果、物体近傍の滞在時間におけるリスクアセスメント行動の割合が低下して
いることが明らかになった。また、PeFA神経細胞の投射先である中隔の構造もコントロールマウスと異なってい
た。

研究成果の概要（英文）：When animals encounter a novel object, they carefully approach and assess 
the risk of the object, which is called risk assessment behavior. The present study using mice 
revealed that the perifornical area of the anterior hypothalamus (PeFA) is involved in the 
regulation of risk assessment and burying behaviors toward a novel object. BTBR mice are an inbred 
mouse strain with autism-like behaviors including increased burying activity as a rodent behavioral 
marker for repetitive-stereotypic behavior. BTBR mice showed decreased ratio of risk assessment 
(sniffing) to duration of stay near the object. Furthermore,
 the brain structure of the projection target of PeFA neurons was different from that of control 
animals.     

研究分野： 神経解剖学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、これまで機能が不明であった視床下部の領域PeFAの働きが明らかになった。また、本研究は、新奇物体に
対する防御行動の一種であるリスクアセスメントや、積極的な対処行動であるburyingが、視床下部ニューロン
の調節を受けているということを明らかにした最初の発見であることも学術的意義がある。また、自閉症様モデ
ルマウスにおいても、新奇物体に対するリスクアセスメント行動や、PeFA神経細胞の投射先の脳構造に異常が認
められることも明らかになり、今後更なる検証が必要であるが、自閉症にみられるモノへの拘りや執着等にも、
PeFA-中隔神経回路が関係する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

視床下部は動物の本能を司る脳部位であり、食欲、性欲、睡眠、防御行動などに関与している。

視床下部は更に、神経核や野（エリア）と呼ばれる領域に細分化されるが、現在では、どの領域

のニューロンが、どのような本能行動に関与しているか、その関係性がおおよそ明らかになって

いる。しかし、未だその機能が明らかになっていない領域も存在し、その 1 つが、脳弓周囲野

（PeFA: Perifornical area）である。筆者は、マウス脳の PeFA に、2 種類の神経ペプチド、urocortin 

3（Ucn3）と enkephalin （Enk）を共発現するニューロン集団が存在し、それらが外側中隔へ投

射することを明らかにした(Horii-Hayashi et al., Eur. J. Neurosci., 2015)。更に最近、これらニュー

ロンの特異的な活性化により、新奇物体に対する探索行動の 1 つであるリスクアセスメント行

動が促進されることを発見した（論文作成中）。リスクアセスメント行動は、新奇物体に対する

体の進展と退縮または後退を繰り返す行動である。そこで筆者は、PeFA の Ucn3/Enk ニューロン

の活性化ならびに選択的欠損は、げっ歯類の常同性繰り返し行動の指標の 1 つとされる burying

（埋める）行動にも影響を与えるのではないかと考えた。また、社会性やコミュニケーション能

力の障害に加えて、特定の物への拘りや頻繁な常同行動など特徴とする自閉症に、本神経回路が

関係するのではないかと考えた。そこで本研究では、PeFA Ucn3/Enk ニューロンが、情動性繰り

返し行動に関与する可能性、また、自閉症のモデルマウスの一種として知られ、burying 行動の

亢進が認められている BTBR マウスを用いて、burying 行動や新奇物体への応答性、ならびに本

神経回路にまつわる脳部位の異常について調べる。 

 

 

２．研究の目的 

(1) PeFA の Ucn3/Enk ニューロンの欠損ならびに活性化が、burying 行動と新奇物体への探索行

動に影響する可能性について明らかにする。 

(2) BTBR マウス脳を用いて、PeFA Ucn3/Enk ニューロンの投射先である外側中隔の構造と投射

について調べる。 

(3) BTBR マウスの MBT 時における運動量や行動の特徴について明らかにする。 

(4) BTBR マウスの新奇飼育ケージやオープンフィールドにおける運動量を調べる。 

(5) BTBR マウスの新奇物体探索における行動特性について明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) PeFA の Ucn3/Enk ニューロンの活性化と選択的欠損 

Ucn3 プロモータ制御下で Cre リコンビナーゼを発現する TG マウスは MMRRC より購入し

た。Cre リコンビナーゼ依存的に、hM3Dq-mCherry または mCherry-ジフテリア毒素（DTA）

を発現する AAV ベクター（名古屋大、山中教授より譲渡）をマウス脳の PeFA にインジェ

クションした。術後は少なくとも 1 か月間の回復期を設け、行動試験を行った。行動試験に

使用した動物は全て、インジェクションの正確性を組織学的に調べた。Ucn3/Enk ニューロ

ンの活性化は、Clozapine N-oxide （CNO: 0.7 mg/kg または 5 mg/kg mouse)の腹腔内投与によ

り行った。 

(2) BTBR マウス脳の組織学的解析 

マウスを 4% PFA により潅流固定し、取り出した脳を後固定した。ビブラトームで切片を作

成後、Nissl 染色ならびに免疫染色（抗 Ucn3, Enk, c-Fos 抗体）を行った。 

(3) 行動試験と解析 



Marble burying test (MBT)：床敷きを敷いたケージに 24 個のビー玉を等間隔に並べた。その

ケージにマウスを 30 分間入れ、埋められたビー玉の数を数えた。BTBR マウスの MBT 中

の行動は録画した。 

オープンフィールド―新奇物体試験：オープンフィールド（40 cm×40 cm）に、マウスを 10

分間（BTBR マウス実験の場合は 15 分間）入れ、行動を撮影した。続いて同フィールド内

に新奇物体を置いた後、マウスを入れ、行動を撮影した。 

解析方法：試験動画は行動解析ソフト TopScan により、特定箇所の滞在時間と運動量、総運

動量、sniffing を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) 視床下部 PeFA Ucn3/Enk ニューロンの活性化は burying 行動を促進する 

Ucn3 プロモータ制御下で Cre リコンビナーゼを発現する TG マ

ウスの PeFA に、Cre 依存的に hM3Dq-mCherry を発現する AAV

ベクターをインジェクションし、Ucn3 ニューロンにレポータ―

遺伝子であるｍCherry が発現していることを確認した。これら

マウスに、CNO(0.7 mg/kg または 5 mg/kg mouse)を腹腔内投与

し、15 分後に MBT を行った。その結果、PeFA Ucn3/Enk ニュ

ーロンの活性化により、burying スコアが優位に上昇した。ったが、そのスコアはコントロー

ル群と差がなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 視床下部 PeF Ucn3/Enk ニューロンの欠損は burying 行動と新奇物体探索に影響を与えない 

Ucn3 プロモータ制御下で Cre リコンビナーゼを発現する TG マウスの PeFA に、Cre 依存的

にジフテリア毒素（DTA）を発現する AAV ベクターをインジェクションしたところ、ほぼ

全ての PeFA Ucn3/Enk ニューロンの欠損が確認できた。これらマウスを用いて、MBT を行

ったが、その burying スコアはコントロール群と差がなかった。また、同様のマウスを用い

て新奇物体探索試験も行ったが、コントロール群との間に差は認められなかった。 

 

 

 



BTBR マウス脳の中隔構造と Ucn3/Enk 陽性終末の投射について 

BTBR マウスの脳切片を作成し Nissl 染色を行い、中隔の構造を調べたところ、側脳室の欠

損と共に中隔上部が側方に広がり、本来ならば脳梁を形成すると考えられる神経線維が中隔

の中央上部に V 字型に止まっている様子が観察された。また、Ucn3 と Enk の投射について

免疫染色で調べたところ、コントロールと比べてそれらの投射はやや上下（背側腹側軸）に

圧迫されたような形態になっているものの、投射は認められた。 

 

 

 

(3) BTBR マウスは MBT 中の活動量が高い 

BTBR マウスと B6J マウスを用いて MBT を行い、埋めたビー玉の数ならびに試験中の BTBR

マウスの行動観察と運動量の測定を行った。その結果、従来の報告通り、BTBR マウスは B6

マウスよりも埋めたビー玉の数が優位に多かった。更に、試験中の運動量は、試験時間全体

を通じて優位に高く、B6J マウスの約 2 倍の運動量を示した。 

 

(4) ビー玉非存在下における BTBR マウスの活動量は B6J マウスと同等である 

ビー玉非存在かにおける BTBR マウスの活動量を調べるために、床敷きのみの新しい飼育ケ

ージとオープンフィールドにおける活動量を測定した結果、どちらの試験においても BTBR

マウスマウスと B6 マウスの活動量に優位さは認められなかった。 



 

 

(5) BTBR マウスは新奇物体近傍に長く滞在するが探索行動は B6J マウスと同等である 

BTBR マウスを用いて新奇物体試験を行った。

右図のように、試験フィールドを object side, 

intermediate, opposite side の 3 領域に分け、滞

在時間と活動量の解析を行った。その結果、

BTBR マウスは object side における滞在時間が

B6 マウスより優位に長かったが、同領域における活動量は B6J マウスと同等であった。ま

た、opposite side の滞在時間に優位差はなかったが、同領域における活動量は BTBR マウス

の方が優位に低かった。フィールド全体における活動量に差異は認められなかった。 

次に、物体とマウスの鼻先の距離が 1cmm 未満の場合を sniffing と定義し、その回数と時間

を測定したが、いずれの場合も B6J と BTBR マウスの間に差異は認められなかった。以上の

ことから、BTBR マウスは新奇物体近傍の滞在時間は長いが、近傍での activity や探索行動

である sniffing が増加しているわけではなかった。 
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