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研究成果の概要（和文）：本研究は、ニワトリ雛の刷込み行動を学習モデルとして用い、幼若期の学習における
高い神経可塑性のメカニズム解明を目指して行われた。網羅的な遺伝子発現解析から、特定の利尿ペプチドファ
ミリーが刷込み学習に重要な脳領域において刷込みの成立ができる時期（臨界期）に高発現しており、学習に伴
って発現量が変化することが分かった。ペプチドの脳への注入によって、刷込み学習の効率の上昇や、臨界期の
延長が観察された。また、特定されたペプチドをその受容体の結合能解析を、鳥類において初めて行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used the visual imprinting behavior of chicks as a 
learning model and aimed at elucidating the mechanism of high neural plasticity in juvenile 
learning. With comprehensive gene expression analysis, we identified some peptides included a 
diuretic peptide family were highly expressed in the brain region, which was important for 
imprinting learning, at the time when imprinting can be established (critical period). And the 
expression level of these genes were changed after imprinting learning. Moreover, Improvement in 
efficiency of imprinting learning and prolongation of the critical period were observed by injection
 of the peptide into the brain. Analysis of the binding ability of the peptides of chicks was 
performed.

研究分野：神経科学・生理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 鳥類の「刷込み行動」は、学習可能な時
期（臨界期）が限られており（ヒヨコでは孵
化後 1～4日目）、短時間の刺激により学習が
成立する点等から、幼若期の動物の脳神経系
に起こる可塑的変化の制御メカニズムを調
べる上で重要な学習モデルである（Horn, 
Nature review Neuroscience., 2004）。申請
者は、鳥類の視覚的刷込みの際に活動する終
脳内神経回路の全貌を初めて明らかにした
（Nakamori et al., JNS., 2010）。この回路に
おいて、NR2Bを持つ NMDA受容体は臨界
期終了後に比べ臨界期中で高い発現が見ら
れ、その活動が刷込み学習時における長期増
強現象の誘導に必須であった{Nakamori et 
al., Journal of Neurochemistry (JNC), 
accepted}。また申請者は、神経ペプチドのコ
レシストキニン（Maekawa, Nakamori et al., 
JNC, 2007）や、神経栄養因子の BDNF
（Suzuki, Nakamori et al., JNC, 2012）が
刷込み行動の成立に重要な働きを持つこと
を明らかにしている。しかしながら、臨界期
の制御メカニズムの全容を解明するために
は、臨界期制御に関わる遺伝子の網羅的な探
索が必要不可欠であった。 
(2) 臨界期制御に関わる遺伝子は、臨界期中
に発現が高く終了後では発現が低い遺伝子
群と、臨界期中は発現が低く終了の時期に発
現が増加する遺伝子群に分けることができ、
前者は神経可塑性の上昇に関与し、後者は神
経可塑性を低下させ臨界期を終了させる役
割を持つと見なせた。刷込み行動は、学習が
成立すると強い記憶の固定が起こり、新たな
対象による刷込み学習の上書きは難しいこ
とが知られていた。このことは、刷込みによ
り神経細胞の可塑性が低下する、つまり臨界
期の終了が早まる変化を誘導する可能性を
示しており、発育依存的に発現を変化させる
遺伝子の中で、刷込みにより発現量の変化が
起こる遺伝子が、臨界期を制御している遺伝
子の有力候補であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下の２点であった。 
(1) 網羅的な遺伝子解析から、臨界期の終了
を制御している新規遺伝子の特定を行う。 

(2) 特定した遺伝子の機能解析から、臨界期
制御のメカニズムを目指す。 

 
３．研究の方法 
以下の方法で本研究を行った。 
(1) DNA マイクロアレイの解析から、刷込み
行動の臨界期終了に伴い脳内で発現量
が変化している遺伝子をピックアップ
した。また、刷込み学習を行った個体と
行っていない個体を比較して、刷込み学
習によって遺伝子の発現量が変化する
遺伝子を探索した。 

(2) ピックアップした遺伝子のニワトリ雛
の脳における発現領域を解剖学的に詳

細に解析した。また、リアルタイム PCR
を行い、遺伝子発現量の発育に伴う変化
や、学習に伴う変化について解析を行っ
た。この過程で、刷込み行動の臨界期制
御に深く関与している可能性が高い遺
伝子の候補を数種類に絞りこんだ。 

(3) 絞り込んだ遺伝子（特定の利尿ペプチド
をコードしている）のサブタイプや関連
遺伝子（ペプチドの受容体をコードして
いる）の発現分布や発現量変化の解析を
詳細に行った。 

(4) 絞り込んだ遺伝子が刷込み学習の成立
や記憶の維持に関与しているのかを調
べるために、刷込み学習を行ってからの
時間経過による HDCo における発現量の
変化を調べた。 

(5) 培養細胞に受容体をそれぞれ単独で発
現させ、それぞれのペプチドとの結合能
を調べた。 

(6) 合成したペプチドを脳内へ注入し、刷込
み行動の効率や、刷込み学習の臨界期へ
の影響を調べた。 

 
幼若期における発育段階に雌雄差がある可
能性が考えられたため、上記の全ての研究は
雌雄別に行われた。 
 
４．研究成果 
(1) DNA マイクロアレイを行い、刷込み行動
の臨界期中と臨界期終了以降で、遺伝子発現
量を比較した。また刷込み学習を行った個体
と、行っていない個体を比較し、刷込み学習
によって発現量が変化する遺伝子を探索し
た。２種類のマイクロアレイデータをもとに、
発育に伴い発現量が変化し、かつ、刷込み学
習によって発現量が変化する遺伝子を約 100
種類選別した。これらの遺伝子の中に、臨界
期を直接的に制御している遺伝子の候補が
含まれると考えられた。 
(2) 選別した遺伝子のニワトリに雛の脳に
おける発現局在を調べるために、in situ 
hybridization 法によって網羅的に発現部位
の解析を行った。その結果、約２０種類の遺
伝子が終脳において発現が観察され、さらに
約１０種の遺伝子は、HDCo (the core region 
of the hyperpallium densocellulare)を呼
ばれる、哺乳類の皮質視覚野に相当し、刷込
み学習に重要であることが知られている領
域において高い発現が見られた。これらの遺
伝子について、HDCo 領域から抽出した total 
RNA をもとに合成した cDNA を用いて、リアル
タイムPCR法によって発現量の定量的解析を
行った結果、数種類の遺伝子は発育に伴い発
現量が大きく変動しており、これらの遺伝子
が制御に関わる可能性が示唆された。 
(3) 臨界期の制御に直接的に関与している
ことが示唆された遺伝子の中から、特定の利
尿ペプチドファミリー６種類（X1～6）とそ
の受容体３種類(Y1～3)に注目し、詳細な発
現解析・機能解析を行った。このペプチドフ



ァミリーに属する一部のペプチド（X4 および
X6）や受容体（Y3）は HDCo 領域に強い発現
が見られた。 

 
また、ペプチド X3 および X5 と受容体 Y1 お
よび Y2 は終脳に広く発現していた。ペプチ
ド X1 および X2 は HDCo 領域には発現が確認
できなかった。発現量解析を行った結果、ペ
プチド X3および X6は刷込みの臨界期中より
も臨界期終了後における発現量が高く、ペプ
チド X4 は臨界期中における発現量が高いこ
とが分かった。 

 
(4) HDCo 領域に発現していたペプチド X3～
X6 のいずれが刷込み学習の成立や記憶の維
持に関与しているのかを調べるために、刷込
み学習を行ってからの時間経過による HDCo
における発現量の変化を調べた。その結果、
ペプチド X4 および X6 は刷込み学習の 3～６
時間後において、遺伝子発現が上昇すること
が分かった。このことから、ペプチド X4 お
よび X6 が、刷込み成立やその臨界期の調節
機構に重要な働きを持っていることが考え
られた。 
 
 
 

図３、ペプチド X4 の刷込み学習に伴う発現
量変化 



(5)特定されたペプチドの鳥類における受容
体との結合能についての詳細はこれまで知
られていなかった。そこで、培養細胞
（HEK293）にそれぞれの受容体を単独で発現
させ、それぞれのペプチドとの結合能を調べ
た。その結果、受容体Y１にはペプチドX4が、
受容体 Y2には X3が最も結合能を持つことが
分かった。また、受容体 Y3 にはペプチド X6
が結合すると考えられた。 
 
(6)合成したペプチドX4を刷込みの臨界期中
のニワトリ雛の HDCo 領域に注入し、学習効
率の変化を調べた。その結果、刷込み成立ま
でにかかる学習時間が短縮することが分か
った。また、刷込み臨界期が終了している孵
化 7日後の雛の HDCo 領域にペプチド X4を注
入したところ、刷込みの成立が可能になるこ
とが分かった。 
 
以上の結果から、利尿ペプチド X4 の発現量
が刷込み行動の臨界期の制御を行っている
ことが考えられ、ペプチド X4 が受容体 Y1 を
介して特定の神経細胞に作用することが、刷
込みの成立に重要であることが分かった。ま
た、ペプチド X6 が受容体 X3 を介して、刷込
み記憶の維持に関与していることが示唆さ
れた。 
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