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研究成果の概要（和文）：先天的行動は、動物の学習や経験に依存せずに認められることから、遺伝的に保存さ
れた特定の神経回路によって駆動されると考えられる。しかしながら、その詳細なメカニズムは明らかとされて
いない。そこで、本研究では、先天的行動を生じさせるモデルとして、マウスの天敵臭を呈示した際の防御行動
を用い、脳深部神経活動記録および神経回路トレーシング解析を行った。その結果、天敵臭を呈示した際の逃避
行動の誘導に扁桃体梨状皮質遷移野 (AmPir) の活動が必要であることがわかった。さらに、AmPirは、天敵臭を
含む特定匂い物質によって誘導される、持続的な不安様行動の亢進にも関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Innate behaviors manifest independently of the animal's learning and 
experience background, suggesting their dependence on genetically conserved neural circuits. 
However, the precise underlying mechanism remains unclear. This study used the defensive response of
 mice to a predator odor as a paradigm for innate behavior, using deep brain calcium imaging and 
virus tracing to identify the neural circuit for odor-induced defensive behavior. Our results 
indicate that the amygdalopiriform transition area (AmPir) plays a central role in eliciting flight 
behavior upon exposure to predator odors. Furthermore, we discovered the involvement of the AmPir in
 the enhancement of persistent anxiety-like behavior induced by specific odorants, including those 
associated with predators.

研究分野： 神経科学

キーワード： 先天的行動　カルシウムイメージング　ウイルストレーシング　扁桃体　防御行動　不安様行動
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物は生まれ持って有する先天的な防御行動と、学習や経験によって獲得した後天的な防御行動を適切に選択す
ることで、生存確立を高めてきた。これらは日々の生活を円滑を進めるための適応行動の基礎となるメカニズム
の1つであり、本機構の破綻は不安障害を始めとした情動障害に繋がる可能性が高い。本研究を更に推し進める
ことで、恐怖や不安、ストレスといった情動処理機構の理解を深めることができる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
先天的行動は、動物の学習や経験に依存せずに認められることから、遺伝的に保存された

特定の神経回路によって駆動されると考えられる。この現象を説明するために、外界からの
感覚入力を起因とした特定の神経回路の活性化が生じるとされる Labeled line 仮説が提唱
されているが、その詳細なメカニズムは明らかとされていない。 
近年の遺伝子工学技術・分子生物学的手法の発展は、脳の機能を領域レベルから、単一細

胞レベルで理解することを可能とした。特に、情動の中枢である扁桃体における、特定神経
細胞の活動の測定及び操作は、神経活動と行動との因果関係について大きな成果を挙げて
きた (Ciocchi et al., Nature, 2012, Tovote et al., Nature, 2016)。しかしながら、情動行動を誘導
する外界入力が一連の感覚野で検出された後、どのように脳内で処理され、その結果として
行動が生み出されているのかといった包括的な理解はなされていない。この課題の打開策
として、嗅覚系における匂いの検出機構は有効な実験モデルである。視覚系における感覚入
力は、網膜全体を支配する全ての神経細胞を必要とする。一方で、嗅覚系においては、それ
ぞれの匂いに対応した特定の嗅覚受容体が活性化することで、安定した感覚入力を伝達し、
感覚情報を分子として明確に定義できる。その好例として、マウスへ天敵臭を呈示した際、
実験動物のマウスでさえ、すくみ行動や回避行動が認められる。つまり、天敵臭は特定の嗅
覚受容体を活性化し、特定の下流神経回路の活動を活性化するという Labeled line 仮説が
支持されてきたが、その詳細は明らかとされていない。 
 
２．研究の目的 
天敵臭を呈示した際の防御行動の変化を生み出す神経回路を同定し、匂い情報がどのよう
にして脳内で処理され、情動と結びつくのかを細胞レベルで明らかとする。 

 
 
３．研究の方法 
天敵臭類似物質を用いた防御行動の誘導 
2-メチルチアゾリン (2MT) をはじめとした、各種匂い物質を染み込ませた濾紙をチューブ
にいれた。エアーポンプ、シリコンチューブを用いて、マウスに匂い刺激を行った。その際
に認められる、すくみ行動・逃避行動・不安様行動を解析した。 
 
組換え狂犬病ウイルストレーシング 
アデノ随伴ウイルスを (AAV) 用いて、TVA および oG 遺伝子を扁桃体梨状皮質遷移野 
(AmPir) 細胞選択的に発現させた。EnvA+RVΔG-GFP ウイルスを AmPir 細胞に感染させる
ことで、AmPir 細胞に単シナプス接続する上流細胞の可視化を行った。 
 
小型内視鏡を用いて in vivo カルシウムイメージング 
AAV を用いて jGCaMP7f を CaMK2 プロモーター下で発現させ、屈折率分布型 (GRIN) レ
ンズを AmPir に埋植した。UCLA-miniscope V4 を、ベースプレートを用いてマウス頭部に
固定することで、脳深部に位置する AmPir 細胞の活動記録を行なった。 
 
TRAP 法を用いた遺伝子発現解析 
Rpl10a 遺伝子に GFP 遺伝子を融合させた人工遺伝子を、human synapsin プロモーター下に
挿入したプラスミドを作成した。本プラスミドを、神経細胞の軸索終末から取り込まれるよ
うに retroAAV2 カプシドでパッケージングすることで、AmPir 細胞の投射経路選択的に
Rpl10a-GFP を発現させ、GFP 抗体を用いて AmPir 細胞で選択的に発現する遺伝子を単離・
精製した。その後、RNA-seq によって GFP 陽性の AmPir 細胞で高い発現を示す遺伝子を調
べた。 
 
４．研究成果 
・天敵臭類似物質を用いた防御行動誘導モデルの確立 
２メチルチアゾリン (2MT) を染み込ませた濾紙をチューブの中に入れ、ポンプによって
マウスに匂いを 3 分間提示した。その結果、先行研究と一致して 2MT はマウスに対してフ
リージング行動を誘導することがわかった。しかし、予想に反して、2MT の提示はフリー
ジングだけでなく、ボックスから逃避する Flight 行動をフリージングと交互に繰り返す行動
をとることが観察された。そして、Flight 行動の減少に伴って、Freezing 割合が最大に達し、
匂い提示終了後にもマウスは持続的なフリージング行動を示すことがわかった。つまり、
2MT はフリージングだけでなく、Flight 行動を同時に誘導し、この行動変化が繰り返し生じ
ることがわかった。そして、その後、持続的な強いフリージング状態へと推移していくこと
が観察された。また、2MT は呈示中のみならず、呈示後にも持続的な警戒行動 (不安様行動
の亢進) を誘導することがわかった。また、これらの現象は 2MT だけでなく複数の匂い物
質で確認することができた。以上より、2MT を始めたとした各種天敵臭類似物質を用いる
ことで、多様な防御行動を誘導できることを明らかにした。 
 



・天敵臭類似物質を用いた多様な防御行動を制御する神経回路の同定 
上記で得られた防御行動を誘導するための責任領域を明らかにすることを目指した。まず
我々は Freezing と Flight 行動の出力に重要だとされている扁桃体中心核 CeA に着目し、狂
犬病ウイルスを用いた CeA を制御する上流細胞のマッピング実験を行った。具体的な方法
としては、フリージングの誘導を担うと考えられているソマトスタチン陽性 (SOM) 細胞に
組換え酵素 Cre を発現させた SOM-Cre マウスを用いて、SOM 細胞選択的に TVA 受容体と
G をアデノ随伴ウイルス (AAV) によって発現させた。 そして、TVA を介して感染する
EnvA に組み換えた狂犬病ウイルスを AAV 投与の 2 週間後に局所インジェクションし、そ
の 1 週間後にサンプリングすることで、CeA-SOM 細胞の 1 つ上流の細胞を標識した。全脳
にわたって標識細胞を観察し、CeA の上流領域として扁桃体梨状皮質遷移野 (AmPir), 扁桃
体外側基底核、島皮質、視床室傍核などに標識細胞が認められた。その中でも最も多数の入
力細胞が認められ、天敵臭による活性化が誘導されることが知られている AmPir に着目し
た。 
 
・In vivo カルシウムイメージングを用いた AmPir の活動記録 
1. 各種の防御行動を示すマウスの AmPir の神経活動を記録するために、屈折率分布型 
(GRIN)レンズを用いた脳深部からのカルシウムイメージングを実施し、自由行動下におけ
る脳深部のカルシウム変動を捉えた。その結果、APir の一部の細胞が 2MT に対して選択的
な応答を示すことがわかった。まず、Flight 行動時に AmPir の活動がどう変化するのかを調
べた。その結果、APir の細胞の活動は Flight 開始タイミングの前後において、増加または低
下するといった多様なパターンを示すことがわかり、活動パターンに基づいて AmPir 記録
細胞を 3 つのグループに分類した。Type1 は Flight 前後に活動を増加、Type2 は変化なし、
Type３は低下させた細胞グループとなり、Type１グループは、Flight 行動と同期したタイミ
ングで活動を上昇させることがわかった。その一方で、嗅覚皮質の 1 つである嗅内皮質 
(LEC) においては、AmPir と比較して有意な活動変化を示す細胞は少なく、2MT 応答は
AmPir に特徴的なものであることがわかった。また、さらに広い時間枠で解析を行うと、
Type1 細胞は Flight 前に活動が低下し、リバウンド反応のように活動が増加していることが
わかった。また、この Type1 細胞の約半数が 2MT 応答細胞であり、これらの細胞の活動が
Flight の誘導に関与していることが示唆された。 
 
2. 各種天敵臭類似物質を暴露した後に見られる、持続的な防御行動に対する AmPir の関与
を検証した。上記と同じく、In vivo カルシウムイメージングを実施し、匂い暴露中・暴露後
の長い時間スケールでの活動記録を行った。その結果、コントロール臭と比較して、2MT は
匂い暴露後においても、持続した活動亢進を示すことがわかった。つまり、天敵臭類似物質
による持続的な警戒行動の亢進は、AmPir の活動によって誘導されることが示唆された。 
 
・Apir 細胞の活動抑制による防御行動制御の解析 
先に示した、APir の活動が Flight 行動の誘導に重要であるかを調べるために、AmPir の活動
抑制実験を行った。具体的な方法としては、CeA に retroAAV2-Cre を局所投与し、CeA に投
射する AmPir 細胞選択的に Kir2.1 を発現させ神経活動を低下させた。その結果、活動抑制
群は Flight 数が減少し、そして、Flight に至るまでの潜時が増加した。一方で、Freezing 行
動自体には変化がなかったことから、AmPir の活動は Flight 行動の誘導に必要であることが
わかった。上記の実験方法では、時間選択的な活動抑制実験ができない。そこで、光遺伝学
的手法を導入することで、警戒行動を示すタイミングでのみ AmPir の活動を抑制する実験
系を構築した。具体的には、AmPir 細胞選択的に Cre 酵素を発現する遺伝子改変マウスを用
いて、青色光でクロライドイオンを流入させる stGtaCR2 を AAV によって Cre 依存的に発
現させた。その結果、AmPir 非抑制群の対照群と比較して、AmPir 抑制群は匂い暴露後の不
安様行動を示す割合が有意に低下した。つまり、2MT を含む天敵臭類似物質による、持続
的な活動亢進は、持続的な防御行動の誘導に必要であることがわかった。 
 
・AmPir 細胞選択的マーカー遺伝子の同定 
Retro-AAV2-hsyn-GFP-Rpl10a を CeA に局所投与し、AmPir 細胞で発現する mRNA を TRAP
法によって取得した。そして、次世代シーケンサーを用いた RNA-Seq によって、AmPir 細
胞で高発現する遺伝子を複数ピックアップした。その結果、in situ hybridization 法による検
証を重ね、AmPir 細胞選択的な活動記録・操作を可能とする遺伝子改変マウスの選定に成功
し、上記で述べた活動操作実験に活用した。 
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