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緒　言

　嗅覚系は物体から発せられる匂い分子を受容し、その情報を鼻から脳へと伝え、匂いのイメージを脳内に表現する神
経システムである。また鋤鼻系は同種の他個体から発せられるフェロモン分子を受容し、内分泌系の変化や特有の行動
を発現させる神経システムである。これらの感覚は総称して『化学感覚』と呼ばれ、無脊椎動物から哺乳類に至るまで
多くの生物種で重要な役割を果たしている。化学感覚の刺激によって、物体の認知、快･不快という感情の誘起、記憶
の形成･想起、内分泌系の変化などが起こり、個体の生存、生体の恒常性維持や種の保存のために必要な行動出力が発
現･調節される。とりわけ、好きな匂いへの誘引行動、嫌いな匂いからの逃避行動、フェロモンを介した性行動は、多
くの生物に共通する３つの根源的な嗅覚行動である１）。
　キンギョなどの魚類において、脂質メディエーターであるプロスタグランジン F2α（PGF2α）が、メスの体内で排
卵･産卵を調節するホルモンとしてはたらくだけでなく、メスから水中に放出された PGF2α がオスの性行動を誘起する
性フェロモンとしても機能することが 1980 年代に報告された２）。しかしながら、その神経回路メカニズムについては
はまったく分かっていなかった。本研究ではゼブラフィッシュを用いて、性フェロモン PGF2α を認識する嗅覚受容体
の同定および求愛行動促進の神経機構を解析した３）。

方法および結果

１．性フェロモン PGF2α を特異的に認識する嗅覚受容体の同定
　ゼブラフィッシュの嗅上皮には、その形態、分子発現および嗅上皮における局在が異なる４種類の嗅細胞（繊毛嗅細
胞、微絨毛嗅細胞、Crypt 嗅細胞、Kappe 嗅細胞）が存在する。まず、PGF2α 刺激したゼブラフィッシュの嗅上皮を、
神経興奮マーカーである抗リン酸化 ERK 抗体を用いて免疫組織染色をしたところ、繊毛嗅細胞が特異的に活性化され
ていることがわかった。各々の繊毛嗅細胞は、約 150 種類の OR ファミリー受容体と約 100 種類の TAAR ファミリー
受容体のうち、どれか１種類を選択的に発現する１）。PGF2α はアミノ基を持たない化合物であるため、その受容体が
微量アミン関連受容体である TAAR ファミリーに属することは考えにくく、OR ファミリー受容体に的を絞った。
　そこで、ゼブラフィッシュのすべての OR 遺伝子を PCR でクローニングして cRNA プローブを作製し、PGF2α 刺激
した嗅上皮における蛍光二重 in situ ハイブリダイゼーション法によって、神経興奮マーカーである c-Fos mRNA の発
現と重なりが観察される OR mRNA を探索した。その結果、OR114-1 が c-Fos 陽性細胞の約 90 %において発現するこ
とがわかった（図１Ａ）。さらにデータベース検索により、OR114-1 と 57 %のアミノ酸同一性を示す新規の OR 遺伝子
を発見し、OR114-2 と名付けた。これら２つの遺伝子は嗅覚受容体 β グループに属し、一般的なプロスタノイド受容
体とはまったく関連のないものであった（図１ B）。
　次に OR114-1 および OR114-2 を HEK293 細胞に発現させて、リガンド特異性、濃度依存性を調べた。OR114-1、
OR114-2 ともに、PGF2α とその代謝産物である 15-keto-PGF2α のみによって活性化され、その高いリガンド特異性が
明らかとなった（図１ C）。また、OR114-1 は高親和性、OR114-2 は低親和性の PGF2α 嗅覚受容体であることがわかっ
た（図１ D）。
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図 1． 性フェロモン PGF2α を特異的に認識するゼブラフィッシュ嗅覚受容体の同定
A）嗅覚受容体（OR）プローブと c-Fos プローブを用いた蛍光二重 in situ ハイブリダイゼーション。PGF2α 刺
激によって c-Fos が誘導されている嗅細胞において、OR114-1 mRNA が発現する。Scale Bar: 20μm。
B）ゼブラフィッシュ嗅覚受容体とプロスタノイド受容体遺伝子の系統樹。
C）OR114-1 あるいは OR114-2 を発現させた HEK293 細胞におけるリガンド特異性。unpaired t-test, *p < 0.05,
**p < 0.01.
D）OR114-1 あるいは OR114-2 を発現させた HEK293 細胞における PGF2α 濃度反応性。

２．性フェロモン PGF2α によって活性化される嗅覚神経回路の解析
　嗅細胞で受容された匂い･フェロモン情報は、次に嗅覚一次中枢である嗅球の特定の糸球体へと伝えられて匂い地図
として表現される。さらにその後、終脳や間脳の高次嗅覚中枢へと情報は伝えられ、匂い地図の解読とともに多様な嗅
覚行動の発現へと至る４）。そこでまず嗅球において、PGF2α によって活性化される糸球体の同定を試みた。抗リン酸
化 ERK 抗体を用いた嗅球のホールマウント免疫染色（図２Ａ、Ｂ）および GCaMP7 発現トランスジェニックゼブラ
フィッシュにおける嗅球のカルシウムイメージング（図２Ｃ）において、PGF2α は腹内側領域の隣接する２つの糸球
体を活性化することがわかった。この結果は Friedrich らによって発表されているこれまでの報告５）と合致するもの
である。
　次に、PGF2α 刺激によって活性化される高次嗅覚中枢を ERK のリン酸化を指標にして解析した。その結果、終脳腹
側部腹側核（Vv）、視索前核（PPa）、外側視床下部（LH）などの領域において、PGF2α 刺激に特異的な c-Fos の発
現が観察された（図２Ｄ、Ｅ）。
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図 2． 性フェロモン PGF2α によって活性化される嗅覚神経回路
A）抗リン酸化 ERK 抗体を用いた嗅球のホールマウント免疫染色像。PGF2α で刺激したゼブラフィッシュで
は、嗅球の腹内側領域にリン酸化 ERK 陽性シグナルが観察される。Scale bar: 100μm.
B）Ａの枠内の拡大像。２つのリン酸化 ERK 陽性糸球体が観察される。Scale bar: 50μm.
C）GCaMP7 発現トランスジェニックゼブラフィッシュ嗅球のカルシウムイメージング。嗅上皮への PGF2α 刺
激によって２つの腹内側糸球体が活性化されている。
D）PGF2α 刺激によって活性化される高次嗅覚中枢。リン酸化 ERK 陽性シグナルの増加が終脳の Vv、PPa, 視
床下部の LH、Hc で観察される。Scale bar: 上図 500μm, 下図 50μm.
E）各脳部位におけるリン酸化 ERK 陽性細胞数の定量。unpaired t-test, *p < 0.05, **p < 0.01.

３．PGF2α 嗅覚受容体遺伝子欠損ゼブラフィッシュにおける求愛行動の異常
　高親和性 PGF2α 嗅覚受容体 OR114-1 の生理機能を明らかにするために、TALEN ゲノム編集技術を用いて OR114-1
遺伝子欠損ゼブラフィッシュを作製した（図３Ａ）。野生型ゼブラフィッシュのオスは PGF2α に対して顕著な誘引行動
を示したが、OR114-1 欠損体ではそのような行動が観察されなかった（図３Ｂ）。
　最後に、野生型メスに対する求愛行動を、野生型オスと OR114-1 欠損オスで比較した。野生型オスはメスに対して、
追尾（Chase）、接触（Touch）、回り込み（Encircle）などの求愛行動を頻繁に行ったが、OR114-1 欠損オスではこれ
らの回数･時間が大きく減少していた（図３ C－F）。以上の結果から、高親和性 PGF2α 嗅覚受容体 OR114-1 が、ゼブ
ラフィッシュの求愛行動において重要な役割を果たすことが明らかとなった。
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図 3． PGF2α 嗅覚受容体遺伝子欠損ゼブラフィッシュにおける求愛行動の異常
A）TALEN ゲノム改変技術による高親和性 PGF2α 嗅覚受容体遺伝子欠損ゼブラフィッシュの作製。
B）高親和性 PGF2α 嗅覚受容体遺伝子欠損ゼブラフィッシュでは、PGF2α への誘引行動が消失する。Wilxoxon
signed-rank test, *p < 0.05.
C）ゼブラフィッシュの求愛行動。追尾（Chase）、接触（Touch）、回り込み（Encircle）。
D）メスへの求愛行動のラスタープロット。
E）追尾、接触、回り込み反応の時間経過。
F）追尾時間、接触回数、回り込み回数、求愛行動時間、求愛行動回数の比較。unpaired t-test, *p < 0.05, **p <
0.01.

考　察

　PGF2α、PGD2、PGE2 などの各種プロスタグランジンは、それぞれが特異的なプロスタノイド受容体を介して、体内
において多様な機能を発現するホルモンあるいはオータコイドとして知られてきた６）。本研究では、排卵期のメスの魚
から放出される PGF2α が性フェロモンとして、オスの魚の嗅覚受容体に結合し、求愛行動を惹き起こすという個体間
コミュニケーションの現象を分子レベル、細胞レベルさらには神経回路レベルで証明し、プロスタグランジン研究の新
たな地平を開拓した。
　性フェロモン PGF2α によって活性化される高次脳領域として、終脳腹側部腹側核（Vv）、視索前核（PPa）が見出
された。魚の Vv は哺乳類の中核野に対応すると考えられており、中核野が快感や報酬のモチベーションの調節をする
報告７）との関連が示唆される。また、PPa は哺乳類において交尾行動を司ると報告されている８）。金魚では Vv、PPa
を破壊すると産卵行動が著しく阻害され９）、サンフィッシュでは PPa の電気刺激により、オスの求愛行動や放精が起
こる 10）。以上のように、ゼブラフィッシュで得られた本研究の知見は、これまでに発表されている高次脳領域の生殖
行動における機能と合致し、種の壁を越えた性行動の中枢機構の存在が示唆される。
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