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研究成果の概要（和文）：動物の生存にとって、危険に対して恐怖を感じて適切に対応することは重要である。
マウスは、天敵の匂いを嗅ぐと行動・自律神経・内分泌性の恐怖反応を示す。本研究では、我々が同定したオオ
カミの尿に含まれるピラジン化合物を用いて、恐怖反応の誘発・制御機構の解明を試みた。その結果、ピラジン
化合物の匂い情報は脳内の主嗅覚系および鋤鼻系の両方の神経回路を活性化することで初めて様々な恐怖反応を
同時に引き起こすことが示唆された。また、これらの嗅覚系は脳内の分界条床核および視床下部前核において領
域特異的な活性化を引き起すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：For animal survival, it is important to respond appropriately to danger by 
feeling fear.  When mice sniff the predator odor, they show behavioral, autonomic, and endocrine 
fear responses.  In this study, we attempted to understand the induction and control mechanism of 
the fear reactions, using pyrazine compounds involved in wolf urine we identified previously.  The 
pyrazine odor information simultaneously induced a set of fear reactions by activating neural 
circuits in both the main olfactory and vomeronasal systems in the brain.  Also, the odor 
information was suggested to cause the region-specific activation in the bed nucleus of the stria 
terminalis and the anterior hypothalamic nucleus in these olfactory systems.

研究分野：感覚生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 

動物が生存していく上で、危険に対して恐怖
を感じて適切に対応することは重要である。
マウスは、天敵の匂いを嗅ぐと恐怖反応を示
す。恐怖反応では、逃避やすくみなどの危険
を回避する行動だけでなく、内分泌系や自律
神経系の変化を伴う生理的な変化も起こる。
生理的な恐怖反応は呼吸系や代謝系および免
疫系を変化させることで、恐怖反応に伴う行
動がより効率的に行えるようにすると考えら
れる。すなわち、恐怖反応において生理的変
化と行動性の変化は相乗的に影響すると示唆
される。その恐怖反応を引き起こす脳内神経
回路の研究は現在盛んに行われている。受容
された天敵の匂いの情報は、扁桃体や分界条
床核、視床下部を中継することが報告されて
いる（Sokolowski & Corbin, 2012; Stowers et al., 

2013）。しかし、その神経回路の全貌は明らか
になっていない。 

 我々はオオカミの尿に含まれる 3 種類のア
ルキルピラジン化合物（2,6-dimethylpyrazine、
trimethylpyrazine、3-ethyl-2,5-dimethylpyrazine）
が恐怖反応誘発物質として作用することを見
出した (Osada et al., 2013)。これらのピラジン
化合物は、マウスやラットなどのげっ歯類だ
けでなく偶蹄類に属するエゾシカに対しても
恐怖反応を引き起こす（図 1、Kashiwayanagi et 

al., 2017; Osada et al., 2014）。またピラジン化合
物はマウスの２つの主な嗅覚器である主嗅覚
器および鋤鼻器の両方で受容されて、その情
報が脳内に伝達する（Osada et al., 2013）。 

 

 

２．研究の目的 
 

本研究の目的は、匂いに対する行動学および
生理学的な恐怖反応を相乗的に引き起こす神
経回路の解明である。実験には、BALB/c もし
くは C57BL/6 系統のマウスを実験動物として、
3 種類のアルキルピラジン化合物（ 2,6-

dimethylpyrazine、trimethylpyrazine、3-ethyl-2,5-

dimethylpyrazine）の混合物（本研究では P-mix

と呼ぶ）を天敵の匂いとしてそれぞれ用いた。
これらの実験用マウスは、野生と隔離した状
態で何世代にも渡って継代されているので、
当然のことながらオオカミなどの天敵に遭遇
した経験はない。ゆえに、これらのマウスを

用いて解明した神経回路の機構は、遺伝的に
強く残っており、他種の動物にも広く保存さ
れた機構と考えられる。本研究では、この神
経回路の解明に向けて、複数のアプローチを
試みた。具体的には、以下の(1)～(4)について
行った。 

(1) 恐怖反応における行動・生理変化の測定。 
(2) P-mix に対する恐怖反応誘発における主嗅

覚・鋤鼻嗅覚系神経回路の役割。 

(3) エチゾラムの恐怖反応に対する効果。 

(4) 新規高活性ピラジン化合物の同定。 

 

 

３．研究の方法 
 

(1) 恐怖反応における行動・生理変化の測定 
①3 種類のアルキルピラジン化合物 2,6-

dimethylpyrazine、trimethylpyrazine、3-ethyl-2,5-

dimethylpyrazineは東京化成工業から購入した。 

これらピラジン化合物の混合物である P-mix

を天敵臭の匂いとして用いた。 

②P-mix に対する恐怖反応における行動の変
化を評価した。恐怖反応におけるマウスの行
動の変化を調べるために、P-mix を置いたテス
トケージ内でのマウスの行動を記録した。そ
の記録から、P-mix への接近・すくみ・危険確
認・立上がり・毛づくろいの 5 つの行動を定
量した。また、Y 字迷路を用いて P-mix に対
する忌避行動を定量した。 
③P-mix に対する恐怖反応における生理的変
化を評価した。内分泌性の変化の指標として
コルチコステロンの血漿中濃度を定量するた
めに、血漿を収集して ELISA 解析を行った。 
また、自律神経性の変化の指標として抹消血
圧と体表面温度を測定した。前者はマウス尾
部の血圧測定を非観血式血圧計により、後者
は赤外線デジタルサーモグラフィーカメラに
よりそれぞれ行った。 
④P-mix によって活性化された脳内神経回路
を同定するために、P-mix に暴露したマウスの
脳切片に対して c-Fos 免疫組織化学染色を行
った。 
 
(2) P-mix に対する恐怖反応誘発における主
嗅覚・鋤鼻嗅覚系神経回路の役割 

①嗅上皮の破壊による主嗅覚系神経回路の機
能を阻害するために、硫酸亜鉛溶液をマウス
の両側鼻腔内に投与した。また鋤鼻系神経回
路の機能阻害のために、マウスの鋤鼻器を外
科的に切除した。 

②これらの処置を施したマウスにおける P-

mix に対する恐怖反応およびそれを引き起す
脳内神経回路を調べるために、(1) ②～④の方
法を用いた。 

 
(3) エチゾラムの恐怖反応に対する効果 

抗不安薬エチゾラムの恐怖反応のうちの体表
面温度の低下に対する効果を調べた。そのた
めに、エチゾラムを経口投与したマウスにお
ける、体表面温度の測定を行った。また、脳内

図 1. エゾシカに対するピラジン化合物の恐怖誘発性の

検証実験の様子。ピラジン化合物を置いた餌場（左）に

はシカがあまり寄ってこなかった。 



神経回路活性についても調べた。そのために、
(1) ③、④の方法を用いた。 

 
(4) 新規高活性ピラジン化合物の同定 

16種類のアルキルピラジン化合物に対する恐
怖反応について、行動・生理的変化と脳内神
経活性を調べた。そのために、(1) ②～④の方
法を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) 恐怖反応における行動・生理変化の測定 

①P-mix に対する恐怖反応について評価する
ために、P-mix を置いたテストケージ内でのマ
ウスの行動解析を行った。その結果、P-mix を
置かなかったコントロール条件と比較して、
すくみと危険確認行動は大きく増加した。一
方、匂い源への接近、立上がりや毛づくろい
の行動は減少した。すくみ行動や危険確認行
動は、恐怖情動の指標と考えられていること
か ら （ Blanchardet al., 2001; Dielenberg & 

McGregor, 2001; Hebb et al., 2004）、この結果
は P-mix が確かにマウスに恐怖を与えている
ことを示唆する。加えて、この実験用に繁殖・
飼育されたマウスは P-mix の匂いを経験した
ことがないので、マウスが感じた恐怖は生得
的であることが示唆される。 

②P-mix に対する恐怖反応における生理的変
化を評価するために、コルチコステロン濃度
を定量したところ、P-mix により定常状態の 8

倍程にもコルチコステロン濃度は増加した。 
また P-mixにより抹消血圧は約 10 mmHg上昇
した。それと共に、体表面温度も約 1.5 度低下
した。この中で、抹消血圧の変化は数秒で起
こることから、直ちに行動の変化に影響を与
える可能性があると考えられる。また、自律
神経系や内分泌系の変化はある程度持続的に
続くので、恒久的な影響をマウス個体に与え
ると考えられる。 
 

(2) P-mix に対する恐怖反応誘発における主
嗅覚・鋤鼻嗅覚系神経回路の役割 

P-mix は主嗅覚系および鋤鼻系の２つの嗅覚
経路に情報を入力する。それぞれの嗅覚系へ
の情報入力が恐怖反応の誘発において果たし
ている役割を調べるために、各嗅覚系を機能
阻害したマウスにおける恐怖反応を調べた。
その結果、生理的恐怖反応であるコルチコス
テロンの分泌増加は、主嗅覚系を機能阻害し
ても維持されたが、鋤鼻系の阻害により 6 割
程度に低下した。また、生理的恐怖反応であ
る抹消血管の収縮は、鋤鼻系を機能阻害して
も維持されたが、主嗅覚系の阻害により見ら
れなくなった。同様の変化は、末梢血管の収
縮と相関して生じると考えられる体表面温度
の低下についても起こった。忌避やすくみな
どの恐怖行動は、２つの嗅覚系のいずれか片
方を阻害すると減弱もしくは検出されなくな
った。さらに、脳内神経活性について調べた

ところ、どちらかの嗅覚系を阻害すると、分
界条床核および視床下部前核における神経活
性が領域特異的に減弱した。以上のことから、
生理的な恐怖反応は、これらの脳の特定領域
の神経活動を活性化し、恐怖反応全体を増強
すると示唆される。 

 

(3) エチゾラムの恐怖反応に対する効果 

日本で広く用いられている抗不安薬エチゾラ
ムの恐怖反応に対する効果を調べた。特に恐
怖反応のうちの体表面温度に着目して研究を
行った。その結果、エチゾラム（5 mg/kg）を
経口投与したマウスでは、P-mix による体表面
温度の低下がほとんど見られなかった（図 2）。
その際、脳内の扁桃体の活性は大きく減少し、
その神経回路の下流である視床下部における
活性にも低下が見られた。温度測定は簡便で
経時的変化を追えることから、体表面温度の
変化は恐怖の測定指標として有用であると考
えられる。 

 

(4) 新規高活性ピラジン化合物の同定 

オオカミの尿から見出した恐怖反応誘発物質
がアルキルピラジン化合物であったことから、
新たな誘発物質を同定するために、16 種類の
アルキルピラジン化合物を用意した。そして、
個々の化合物に対する恐怖反応について、行
動・生理変化と脳内神経活性を調べた。その
結果、新たな恐怖反応誘発物質として 2,3-

diethylpyrazine を同定した。この化合物は調べ
た全ての恐怖反応を誘発した。 
 日本における野生動物による農作物被害は
深刻である。平成 28 年度の被害総額は 172 億
円で、そのうち約 34％はシカによるものであ
り、次にイノシシが約 29％で続く。現在、シ
カなどの野生動物による被害を防止するため
に、ハンターによる駆除や罠による捕獲によ
り生息数を減少させたり、害獣ネットや電気
柵による行動範囲の制御やテープやチューブ
による食害防止により被害範囲を限定させた
りする試みがなされている。オオカミの尿か
ら同定したピラジン化合物はシカに対しても
恐怖反応を誘発する（Osada et al., 2014）。ゆえ
に、今回見つけたピラジン化合物もシカなど
の野生動物に生得的な恐怖を与えると考えら
れるので、これは他の侵入防止装置と組み合
わせることで忌避作用を相乗的に大きくする
可能性があると考えられる。 

 

図 2. エチゾラムの投与量とマウス尾部表面温度の変化

の関係。エチゾラム投与量に依存して P-mix 刺激による

温度低下が見られなくなった。 
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