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研究成果の概要（和文）：マウスにおいては異性や天敵に由来する匂い・フェロモン物質が性行動や忌避行動を
ひき起こすことが知られている。しかし、特定の感覚シグナルが適切な行動をひき起こす神経基盤については不
明だった。本研究は、生得的にマウスの性行動に影響をおよぼすフェロモンESP1の責任神経回路を末梢から脳の
中枢まで特定した。その過程で、内側扁桃体においてESP1は雌雄で異なる神経回路を活性化させること、視床下
部においてESP1と天敵のシグナルは同じ脳領域内の異なるニューロンによって処理されることが分かった。すな
わち、生得的な行動を制御する感覚シグナルに専用の神経回路が存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In mice, chemosensory signals derived from mates or predators evoke 
stereotyped behavioral responses such as sexual or defensive behaviors. How a specific sensory input
 is converted to a stereotyped behavioral output remained elusive. In this study, we mapped 
responsible neural circuit for enhanced sexual behaviors of adult female mice induced by a 
male-specific sex pheromone called ESP1. In the medial amygdala, ESP1 activated distinct projection 
neurons depending on the sex of recipient mice. In hypothalamus, ESP1 and a predator’s signal 
(snake skin) were mediated by mostly non-overlapping neurons that were intermingled in the same 
brain region. Together, these data revealed the presence of labeled-line organization for processing
 the sensory signals that evokes innate behavioral outputs.

研究分野：神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

脳内では膨大な数の神経細胞が自らの特
異性を踏まえて連結し，神経回路を構成して
いる．外界の情報を適切に処理し適応的な行
動に結びつけるためには，異なる情報が混線
することなく適切な経路において伝達され，
それぞれ特異的な高次脳領域に到達する必
要がある．この情報伝達経路の特異性はどの
ような仕組みによって担保されているのだ
ろうか？ マウスの嗅覚系は，入力 (匂い分子
やフェロモン分子) と出力 (情動や行動の変
化) を明瞭に規定でき，比較的少数の脳領域
で入力から出力までを結ぶことができる．脳
における情報伝達機構を研究するための優
れたモデルである．本研究で着目するのは，
主に鋤鼻器官で受容され，マウスの行動や情
動に強く影響するような化学情報シグナル
である． 

ヘビなど天敵の因子は鋤鼻器官で受容さ
れ 1,2，副嗅球→内側扁桃体を経て視床下部腹
内側核を活性化させる 3,4．その結果，マウス
は逃走したり物陰に隠れるなどの防衛行動
を取ると考えられる 5,6．一方，他個体の仔は
雄マウスにとって自らの遺伝子を残す妨害
となるので，一般的に攻撃行動を引き起こす．
仔シグナルも鋤鼻器官に受容され，内側扁桃
体を活性化させるが，面白いことに視床下部
に至ると敵のシグナルとは異なり視索前野
を活性化させることが初期応答遺伝子の発
現解析から判明している 7．また，ライバル
となる同種の雄マウスからも化学シグナル
が発せられており，このうちの一つは雄フェ
ロモンの ESP1 と呼ばれるタンパク質で，視
索前野を活性化させることが分かっている 8．
以上をまとめると，同じ内側扁桃体を経る情
報が，視床下部の腹内側核を活性化させる場
合と，視索前野を活性化させる場合とがあり，
それぞれ行動アウトプットが異なることが
わかる．この情報伝達経路の特異性はどのよ
うに担保されるのだろうか？ 

申請者は，内側扁桃体を介して情報が適切
な下流領域に伝達されるのは，内側扁桃体に
経路経路選択的なニューロンが存在し，情報
を振り分けるためではないか？と考えた．一
般に領域Xに含まれる投射ニューロンがすべ
ての下流領域を均等に担当している系を分
散的な投射系，領域 X の中に特定の下流領域
Y1，Y2，…を専門に担当するニューロンが存
在する分業体制を経路選択的な投射系と言
う (図 1)．申請者が開発した経路選択的標識
法 9を用いると，脳内の任意のニューロンの
投射経路特異性を簡便かつ網羅的に調査で
きる．この手法は，軸索末端から効率よく感
染し細胞体にCreを発現させるイヌ科アデノ
ウイルス (CAV2) を用い，標的領域に存在す
るニューロンをアデノ随伴ウイルス (AAV) 

によって経路選択的に標識する．予備実験に
おいて，視床下部腹内側核と視索前野に投射
する内側扁桃体のニューロンを標識したと
ころ，腹内側核に主に投射するニューロンは

全体として視索前野よりも約 8倍の密度で腹
内側核に投射しており，逆に視索前野に主に
投射するニューロンは腹内側核に比べて 3－
4 倍の密度で視索前野と分界条床核に投射し
ていた．従って，内側扁桃体に視床下部の異
なる領域を担当する投射経路特異的なニュ
ーロンが存在することが示された．そこで本
研究では，この内側扁桃体の投射経路選択的
なニューロンが実際のフェロモン等鋤鼻感
覚を処理する上でどのような役割を果たし
ているのかを検討した． 

図 1：神経回路における投射経路選択性 
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２．研究の目的 

内側扁桃体の投射経路選択的なニューロ
ンの構造と機能を解明する．この目的のため
に，さまざまな鋤鼻活性化因子をスクリーニ
ングし，投射経路選択的なニューロンの活性
化パターンを比較解析する．また，投射経路
選択的ニューロン（または，これらニューロ
ンを含む神経核全体）の神経活動を操作した
場合に，下流の視床下部領域の活動や動物の
行動に与える影響を薬理遺伝学的な介入実
験により調査する．最後に，投射経路選択的
ニューロンを起点するトランスシナプス標
識法によって，これらニューロンの受け取る
入力の定量的な相違について検討する． 

 

３．研究の方法 

3-1. 投射経路選択的なニューロンの活性化
パターンの解析 

 内側扁桃体の投射経路選択的なニューロン
を逆行性標識剤の Retrobeads を用いて赤色
に標識する．マウスを注入手術から回復させ



十分な期間をあけたのち，鋤鼻器官を刺激す
るさまざまな因子を暴露し，内側扁桃体にお
いて初期応答遺伝子 cFos の発現を指標に活
性化されたニューロンを検出する．Beads と
cFos の二重要性細胞を数えることによって，
どの経路が活性化されていたかを評価する． 

 

3-2. 内側扁桃体の活動を操作することによ
る下流領域および行動への影響評価 

 フェロモン等鋤鼻活性化因子の処理にお
ける内側扁桃体あるいはその投射経路選択
的ニューロンの機能を調べる目的で，これら
のニューロンに薬剤 CNO によって神経活動
を抑制することにできる hM4Di をアデノ随
伴ウイルスベクター (AAV) を用いて導入す
る．行動実験に先立って CNO あるいは対照
として生理食塩水を腹腔注入し，その後フェ
ロモンに暴露した個体の性行動をアッセイ
する． 

 

3-3. 内側扁桃体の投射経路選択的ニューロ
ンを起点とするトランスシナプス標識系の
構築 

 内側扁桃体の後腹部の投射ニューロンは
vGluT2 を発現する興奮性ニューロンである
ことが分かっている．そこで vGluT2-Cre マ
ウスを用いてトランスシナプス標識 10を行う．
また，内側扁桃体の投射経路選択的ニューロ
ンの主要なターゲット領域に逆行的に感染
する CAV2-Cre を導入し，内側扁桃体におい
てトランスシナプス標識を行うことで，投射
経路選択的ニューロンの受けるインプット
を可視化する． 

 

４．研究成果 

4-1. ESP1 は雌雄で異なる投射経路を活性化
する 

図 2 ESP1 による経路選択的ニューロンの
活性化. (a) 左側は実験の模式図，右側は代表
的な内側扁桃体の切片における Beads (赤) 

と cFos (緑) の二重染色像．二重陽性細胞を

矢じりで示した．D, dorsal．M, medial．ス
ケールバーは 100 μm． 

(b) 内側扁桃体の 20 μm厚切片あたりの二重
要性細胞の数．*, p<0.05．**, p<0.01．  

 

さまざまな鋤鼻活性化因子あるいは尿や体
液などの混合物を雌雄のマウスに暴露し，活
性化される経路を検討した結果，多くの場合
に明瞭な結果が得られなかったが，雄マウス
の涙腺から分泌するタンパク質性のフェロ
モンESP1を与えた場合に明瞭な結果が得ら
れた．すなわち，内側扁桃体における投射経
路選択的なニューロンとして，腹内側核 

(VMH) あるいは視索前野 (MPA) を標的に
調べたところ，ESP1 は雌マウスでは VMH

経路を活性化させるのに対し，MPA 経路を
活性化させず，逆に雄マウスでは VMH 経路
が活性化されずに MPA 経路が選択的に活性
化されることが明らかになった (図 2，発表
論文の Figure 3 を元に作成)．この結果は，
哺乳類において同一の感覚入力に対して異
なる経路が活性化されることを初めて示し
たもので，また，構造的には雌雄で同型の神
経回路の「使われ方」に雌雄差があるという
性的二形性の新しい様式を提示するもので
ある． 

 

4-2. 内側扁桃体後腹部の興奮性ニューロン
の活動は ESP1による VMHの活性化とフェ
ロモン効果に必要である 

 予備実験において，CAV2-Cre を用いて内
側扁桃体の投射経路選択的ニューロンに特
異的に hM4Di を発現させ，CNO 依存的に神
経活動の抑制を試みたが，個体ごとに導入効
率が大きくばらつき明瞭な結論が得られな
かった．そこで，内側扁桃体の投射経路選択
的ニューロンがいずれも後腹部の vGluT2 陽
性興奮性ニューロンであることを示したう
えで，このニューロン集団の活動を薬理遺伝
学によって抑制することにした． 

 vGluT2-Cre 雌マウスの内側扁桃体後腹部
を標的に Cre依存型の AAVを用いて hM4Di

を導入し，二週間後に CNO あるいは対照と
して生理食塩水を与え，一時間後に ESP1 あ
るいは対照緩衝液を与えて性行動アッセイ
を行った．その後さらに十分な期間を開けた
のち個体を再び CNO あるいは生理食塩水に
よる処理ののちに ESP1 で刺激して cFos の
発現解析に供した (図 3，発表論文の Figure 

5 を元に作成)．CNO 群において，VMH の
cFos 発現数は有意に減少しており，内側扁桃
体の投射経路選択的ニューロンを含む集団
の活動抑制により，実際にシグナルの伝達が
阻害されることが分かった．更に行動実験に
おいて，ESP1 による性受け入れ率の上昇が
みられなくなることが明らかになった．この
結果は，内側扁桃体後腹部の活動が ESP1 に
よる VMHの活性化と性受け入れ促進作用に
必要であることを明らかにした．これら結果
は，Neuron 誌に発表した論文中でも重要な



役割を果たした． 

図 3 内側扁桃体の薬理遺伝学的な機能欠損
実験 (a) ウイルスベクター導入箇所の模式
図と実験のスケジュール．(b) 生理食塩水あ
るいは CNO を注入した ESP1 刺激雌個体の
VMH における cFos 発現．代表的な切片写真
と定量結果を示した． (c) 生理食塩水あるい
は CNO 注入個体における性受け入れ率の定
量結果．n.s., 有意差なし．**, p<0.01． 

  

4-3. 内側扁桃体後腹部の投射経路選択的ニ
ューロンに対するインプットの可視化 

 内側扁桃体の投射経路選択的ニューロン
を CAV2-Cre を用いて標識し，次に AAV を
用いて狂犬病ウイルスの感染と増殖に必要
な遺伝子を導入することによって特異的な
トランスシナプス標識を行った (TRIO 法)．
その結果，内側扁桃体の後腹部を中心に標識
の起点となる starter cell を作製でき，その
シナプス前ニューロンとして多くの脳領域
に標識が見られた．特に，腹側の海馬領域や
扁桃体-線条体移行領域といった従来着目さ
れていなかったシナプス前ニューロンを多
数同定した．各三個体の雌マウスにおいて，
CAV2-Cre を VMH と MPA に導入した群を
それぞれ比べてみると，シナプス前ニューロ
ンの定性的な分布に大きな差はなかったが，
定量的には，MPA 投射ニューロンの方が嗅
覚関連領域からの入力が多く，視床下部から
の入力が少ないといった差異が見出された 

(図 4)．しかし，当初の仮説と異なり，副嗅
球からの入力細胞数が非常に少数  (全体の
1％以下) であったことから，副嗅球における
標識細胞の分布や数の違いについて議論に
耐えうるデータは得られなかった．今後は，
解析を興奮性ニューロンに限定する cTRIO

の利用や，サンプル数を増やして透明化脳の
全脳イメージングなど高いスループットの

解析法に供するなどの工夫が必要と考えら
れる． 

図 4 内側扁桃体の投射経路選択的ニューロ
ンを起点とするトランスシナプス標識 

(a) 各ウイルス導入領域の模式図．(b) 代表的
な starter cell (黄色) を含む内側扁桃体の切
片像．(c) シナプス前細胞群の位置を 12 の脳
領域に分類しその相対頻度を各個体で測定
した．それぞれ三匹の雌マウスを用いた．エ
ラーバーは s.e.m．図中の略号は以下の通り．
OB, olfactory bulb; AOB, accessory 

olfactory bulb, N, nucleus, PMCO, 

postero-medial cortical amygdala, L-Ent, 

lateral entorhinal cortex; ACo, anterior 

cortical amygdala; PLCo, posterolateral 

cortical amygdala; PPC, posterior piriform 

cortex; APC, anterior piriform cortex; AON, 

anterior olfactory nucleus. 
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