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研究成果の概要（和文）：メダカのメスは「見知らぬオス」を拒絶し，そばにいた「見知ったオス」を視覚認知して性
的パートナーとして選択する傾向がある。本研究では、GnRH3ニューロンがメダカの性的パートナー選択において中心
的な役割を果たすことを見出した。（Science, 2014）。さらにメダカ終脳において部分的にCre/loxP組換えを誘導す
る遺伝子操作法（PLoS One 2013）及び、個体認知を検定する新規な行動実験系を確立した（PLoS One 2013）

研究成果の概要（英文）：Medaka females can discriminate between socially-familiarized and unfamiliar 
males and prefer to mate with the former. Here we showed that GnRH3 neurons have a central role in the 
mate preference for the familiar males. In addition, we established a gene manipulation technique for 
site-specific Cre/loxP recombination in the telencephalon and a novel behavioral system to investigate an 
ability of individual recognition.

研究分野： 分子生物学、行動生物学

キーワード： 社会性　個体認知
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
	 いくつかの魚類は同種の個体認知を介し
て社会性行動を示す。例えば、コンビクト・
シクリッドはつがい（一夫一妻制）を形成し、
配偶相手を個体記憶していると考えられて
いる。魚類の個体認知能力は行動生態学分野
では古くから注目されてきたが、脳の神経基
盤は全く分かっていない。我々はメダカの社
会性行動を定量化する実験系を確立した結
果、メダカは集団内のメンバーを識別しなが
ら、相手に応じた個体間関係を示すことを見
出した。例えば、メダカのメスは個体記憶・
識別を介して配偶者を選択する。メダカのメ
スは前の晩から見ていたオスを視覚記憶し
ており、「見知ったオス」と「見知らぬオス」
を識別して、前者を配偶相手として選択する
傾向が強い。	 
	 本研究では、メスの配偶者選択に異常を持
つ変異体の解析を進めると共に、個体記憶に
関わる神経細胞を分子遺伝学的手法で解析
するため、メダカ成体脳を用いた条件的遺伝
子操作法を開発することにした。本研究では、
魚類の記憶・学習能力に関与し、ほ乳類の大
脳に対応すると考えられている終脳に着目
した。	 
	 さらに「個体記憶」を検定する別の社会性
行動実験系を確立した。メスの配偶者選択で
は、「個体記憶」によって「異性の好み」が
生じる。よって注目した遺伝子や神経系が
「個体の記憶」に関わるのか？それとも「異
性の好み」に関わるのかを当該行動検定によ
って区別することができないという問題が
あった。そこで、「個体記憶」に関わる神経
機構を解析するためには、「個体記憶」を検
定する別の行動実験系が必要であった。	 
	 
２．研究の目的	 
（１）	 条件的遺伝子操作法の開発	 
本研究では、赤外線レーザー誘起遺伝子発現
操作法（IR-LEGO 法）と Cre-loxP システムを
組合せ、メダカ神経胚の予定脳領域において
Cre-loxP 依存の遺伝子組換えを誘導するこ
とを目指している。本研究課題では、終脳に
存在する HuC 陽性細胞（HuC：神経マーカー
遺伝子）の細胞系譜解析を行い、終脳に存在
する全 HuC 陽性細胞が何個の起源神経幹
細胞から発生するかを解析した。神経胚に
おける起源神経幹細胞の配置と数を同定す
ることで、IR-LEGO 法により終脳の任意の神
経細胞集団に Cre-loxP 遺伝子組換えを誘導
できるようになる。	 
（２）	 メダカの集団学習行動実験系の確立	 
カラスやグッピーにおいて集団学習（Social	 
Learning）という学習の形態が知られている。
集団学習とは、集団を形成すると単独でいる
時よりも、見かけ上の学習効率が上昇する現
象で、群れを形成する適応的意義のひとつと
されている。本研究ではメダカの集団学習
が個体記憶を介して生じるか否かを検討
した。	 

	 
③	 メスの配偶者選択行動の神経基盤の解
析	 
これまでに「見知ったオス」と「見知らぬオ
ス」の両方をすぐに受け入れる変異体
（cxcr-4,	 cxcr7）を同定している。当該変
異体は GnRH3 ニューロンの形態に異常を持っ
ていたため、配偶者選択行動における
GnRH3 ニューロンの役割を調べた。	 
	 
３．研究の方法	 
（１）	 条件的遺伝子操作法の開発	 
メダカ神経胚において、Cre 依存の組換えを
ランダムかつ低頻度に誘導すると、単一の起
源神経幹細胞由来に発生した神経細胞群（細
胞系譜単位）が、成体の終脳の様々な脳領域
に対応して現れる（図 1）。このため図２で示
す遺伝子改変メダカ胚に弱いヒートショッ
クを与えると、細胞系譜単位でラベルされた
個体を大量に得る事が可能である（図２）。
本研究では神経胚期にランダムかつ低頻度
に遺伝子組換えを誘導した個体を 100 個体以
上準備し、細胞系譜単位の形態を３次元的に
記録した。	 
	 

	 

	 
（２）	 メダカの集団学習行動実験系の確立	 
集団学習の成立機構を解明する目的で、メダ
カに動画と餌を同時に提示する訓練を繰り
返すことで、動画を餌情報として学習させる
報酬学習実験系を確立した。単独１匹または
集団６匹で訓練した結果、集団の方が少ない
訓練回数（３〜４回）で学習が成立し、メダ
カにおいて集団学習が成立することを確認
した（図３）。本研究では未学習メダカと学
習済メダカの混成集団を作製して訓練を行
うと、未学習メダカは学習済メダカを個体記
憶・識別して追従するようになるか検定した。	 
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（３）	 メスの配偶者選択行動の神経基盤の
解析	 
GnRH3 ニューロンで特異的に産生・分泌され
る GnRH3 ホルモンをコードする遺伝子
（gnrh3）の変異体を TILLING 法により同定
し、変異体の行動検定及び GnRH3 ニューロン
の電気生理学的解析を行った。	 
	 
４．研究成果	 
（１）	 条件的遺伝子操作法の開発	 
終脳全体の HuC 陽性細胞は約 80 個の細胞
系譜単位でカバーされることが分かった。
このことから、終脳の HuC 陽性細胞を生み出
す起源神経幹細胞は神経胚のステージで約
80 個存在すること、さらに各神経幹細胞から
発生した HuC 陽性細胞は成体脳で特定の解剖
学的領域を占めることがわかった。これから
赤外線レーザーを用いて神経胚の微小領域
に存在する起源神経幹細胞に Cre/loxP 組換
えを誘導することで、個々の起源神経幹細胞
の配置を同定することができる。今後は、HuC
プロモーター下流で人工リガンド依存に神
経興奮を抑制する機能タンパク質を強制発
現させる。将来的には、特定の細胞系譜単位
で、機能タンパク質を発現させることで、ど
の細胞系譜単位が個体記憶に関わるのかを
包括的に検定する。	 
	 
（２）	 メダカの集団学習行動実験系の確立	 
①	 追従行動を誘導する遊泳条件の検索	 
メダカ集団を観察すると、他個体へ追従する
ときとしない時があるため、「メダカがある
個体を識別して追従する傾向を検定す
る」ためには、他個体の追従行動を誘導する
遊泳条件を同定する必要があった。メダカが
他個体に追従行動を示す際には各個体の遊
泳方向が揃う傾向がある。そこで自由遊泳す
るメダカ集団（6 匹）において、ある 2 個体
の遊泳方向が揃うような遊泳条件を検索す
ることにした。本研究では、メダカ集団の任
意の 2 個体の遊泳方向差	 （Orientation	 
Difference,	 OD）に影響を与える遊泳条件を
検索するデータマイニング法を確立した。ま
ず、自由遊泳条件下の 6 匹集団内の任意の 2
個体の全ての組み合わせについてについて
各々の水槽内での位置、速度や遊泳方向、2
個体間の距離などに関する 48 個の条件を設
定し、OD が小さくなる］要因を検索した。OD

を計算して、ヒストグラム	 U(OD)	 （U は全集
合）を作製した。ヒストグラムの形は平坦に
なったことから、平均的にみると各個体の遊
泳方向はランダムであると考えられる。次に
計 48 種類の遊泳条件を設定し、各遊泳条件
にあてはまる OD についてヒストグラム
Qi(OD)	 [Qi(OD)	 ⊂U(OD)	 ,	 Q は部分集合]	 を
作製した。ある遊泳条件が遊泳方向差に影響
を与える時には、U(OD)と Qi(OD)	 のヒストグ
ラムの形状が異なるはずである。そこで
U(OD)と Qi	 (OD)の距離をカルバック・ライプ
ラー量 KLD	 (U,	 Q)	 で定量化した結果、「一方
の個体が高速度（上位 1/6）で遊泳する」条
件では KLD	 (U,	 Q)	 の値は全ての遊泳条件の
中で最大になった。この遊泳条件ではヒスト
グラムは左に偏った分布を示したことから、
「ある個体が高速度で遊泳すると他個体
が遊泳方向を揃える傾向がある」ことが示
された。	 
②	 集団採餌行動において、追従行動を誘導
する遊泳条件	 
①	 で見いだされた行動法則が、集団採餌行
動でも検出されるか検討した。その結果、学
習済個体は未学習個体より高速で動画提示
時に動画方向に移動し、周囲の個体は高速遊
泳個体に 1/3 秒遅延して追従することが判明
した。	 
③	 個体識別を介した集団学習	 
未学習個体が学習済み個体を個体識別して
追従するか調べた。先ず学習済み個体 1匹と、
未学習個体 3匹を１つの水槽に入れ、動画提
示と給餌を連合させる訓練を行った。この訓
練後に未学習個体が学習済み個体へ追従す
る傾向があるか調べた。その結果、未学習個
体は、高速遊泳している他未学習個体よ
り、高速遊泳している学習済み個体へ追
従する傾向が強いことが示された。この傾
向は高速遊泳していないときには見られな
かった。	 
	 
（３）	 メスの配偶者選択行動の神経基盤の
解析	 
gnrh3変異体の表現型の解析及び平成25年度
以前に実施した GnRH３ニューロンの破壊実
験の結果を統合して具体的に以下の 4点が明
らかになった。(1)	 デフォルト状態の GnRH3
ニューロンの自発的発火頻度は低く（2-3Hz）、
この状態では GnRH3 ニューロンは全てのオス
の求愛を拒絶する働きがある。(2)	 メスが特
定のオスを長時間見ると GnRH3 ニューロンの
神経活動が活性化して、自発的発火頻度が高
くなる（4-5Hz）。(3)	 GnRH3 ニューロンが活
性化した状態のメスは、それまでに見ていた
「見知ったオス」を配偶相手として選択的に
受け入れる。(4)	 GnRH3 ニューロンが合成•
分泌する GnRH3 脳内ホルモンは GnRH3 ニュー
ロン自身の神経活動を促進する働きがあり、
性的パートナーを受け入れる意思決定のス
イッチとして働く。このようにメダカを対象
にすることで、異性を視覚的に記憶し、性的



パートナーとして積極的に受け入れる神経
機構を世界で初めて解明することができた
これまで GnRH は、脳下垂体において生殖腺
刺激ホルモンの分泌を促進し、生殖腺の機能
を活性化する GnRH1 としての働きのみが注目
され精力的に研究されてきたが、本研究では
GnRH3 が脳内ホルモンとして性的パート
ナーの選択に関わることを初めて証明し
た。	 
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