
第4章

フェロモン受容に関わる脳内硬域の解祈
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4-1 緒 言

第2章 お よび第3章 の結果 よ り、ス トレス を受けた雄ラッ トが放出する警報

フェロモンは2種 に分類 できる ことが 明 らか となった。群れの仲間に危険を知

らせることの必要性は雄に限定されることではなく、またSIHの 強度 はそ の動

物 の不 安 状態 を反 映 しているということ(Lecci et al.,1990;Olivier et al.,

2003)を 考 える と、Testosterone非 依存性 に レシ ピエ ン トにおいてSIHの 増

強 を引き起 こす フェ ロモ ンの方が、生物学的により重要であると思われるため、

以後の研究ではこのフェロモンに注 目することとした。

実験動物において脳内神経機構 を広範囲にわたって解析する場合、Fos蛋 白

質 に対 す る免 疫 組織 化 学 的 手法 は広 く用 い られてお り(Bisler et al.,2002;

Kovacs,1998;Sagar et al.,1988)、 そ の手法 を用 いる ことで 、恐怖や不安に

よ り引き起 こされる反応に重要な働きをしている脳内のいくつかの領域が示唆

されている。前章までにおいて、警報 フェロモンに対する行動反応及び自律機

能反応は示されたものの、その背景に存在する神経機構は未だ不明である。恐

怖や不安反応は同種間の化学情報伝達だけではなく、異種間の化学情報伝達、

例えば捕食者のにおいへの暴露等によっても引き起 こされる。例えば、ラット

は猫のにおいに暴露されると生得的に恐怖反応や危険評価行動を示す ことが知

られている(R.J.Blanchard&Blanchard, 1989;McGregor et al.,2002)。 近

年Fos蛋 白質 に対す る免疫組織化学 的手法を用いて、猫のにおいに暴露された

ラッ トの脳 の解析 が広範 囲にわた って行われた(Dielenberg, Hunt et al.,

2001;McGregor et al.,2004)。 そ のため、 同種 間化学情報伝達(警 報 フェ ロ

モ ン)に よって活性化 され る脳 の領域 と、異種間化学情報伝達(猫 のにおい)

によって活性化 され る領域 とを比較することは、興味深 く思われる。

本章では警報フェロモンに60分 間暴露 した後 に、脳 内の26領 域 にお けるFos

蛋 白質 の発現 を観察 し、対 照臭 へ暴露 した個体 との比較を行 うことにより、警

報フェロモン受容に関わる脳内領域を検討した。
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4-2 材料 と方法

4-2-1 実験動物

実験 にはWistar系 雄 ラッ ト(日 本 ク レア株式会 社)を 使用 した。動物 は温

度(24±1℃)相 対湿度(45±5%)と 明暗周期(8時 ～20時:明 期)が 管理 さ

れた部屋 において1ケ ージ3～4頭 で飼育 し、導入後1週 間以 上の馴化期間を

お いた後 、9～10週 齢で実験 に供試 した。実験期間 中は、固形飼料(F-1、 株

式会社船橋農 場、千葉)を 給餌 し、水 は 自由摂取 とした。レシピエン トの作製

は第3章 の方法 を用 いた。

4-2-2 実験 手 順 と装 置

基 本 的 に第3章 の方 法 に準 じた 。 ペ ン トバ ル ビター ル ナ トリウム 麻酔 下 の ド

ナー(50mg/kg、i.p.ネ ンブ タ ー ル 、 アボ ッ トラボ ラ トリー ズ)を 実 験 箱 に15

分 間導 入 して 、 そ の 間 に頸 部 も し くは 肛 門周 囲 部 そ れ ぞ れ の 部 位 に対 して15

回(10V、1秒)の 局 部 刺激 を負 荷 した 。 前 章 まで の 結果 に基 づ き 、 肛 門 周 囲

部 へ の 局 部 刺 激 は 警 報 フ ェ ロモ ン の放 出 を促 す た め に行 い 、 また 頸 部 へ の刺 激

は 、 肛 門周 囲 部 へ の 局 部 刺 激 に伴 って 放 出 され る にお い とほ ぼ 同 量 で あ るが 、

レシ ピエ ン トの 行 動 反 応 や 自律 機 能 反 応 に影 響 を与 えな い に お い を放 出 させ る

た め に行 っ た 。 電 気 刺 激 の後 、実 験 箱 は 別 室 に存 在 す る 防音 箱 の 中に 設 置 し、

レシ ピエ ン トをそ れぞ れ の実 験 箱 に60分 間 導 入 した 。 レ シ ピエ ン トは ドナ ー

の 刺激 部 位 に基 づ いて 無作 為 に2群 を用 意 した 、す な わ ち、Alarm pheromone

群(n=7)、 お よ びControl群(n=8)で あ る 。そ れ ぞ れ の 箱 に導 入 後60分 間

に わ た っ て の 体 温 変 化 お よ び 活 動 量 は 、 送 信 機 か ら の 信 号 を 受 信 ボ ー ド

(RLA1020 RPC-1, Data Sciences International)で 受 信す る こ とで記 録 し

た(Dataquest LabPRO 3.10,Data Sciences International)(Clement et al.,

1989)。 実 験 箱 は 、 使 用 後 毎 回 洗 剤 にて 洗 浄 し、 次 の実 験 へ の に お い の 残 留 の
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影響を排除 した。

4-2-3 免疫染色

60分 間の実験箱 への導入後 、ペン トバルビタール(ネ ンブタール,ア ボ ッ ト

ラボ ラ トリー ズ)に よる深麻酔下 にて、生理的食塩水 に続 き4%パ ラホル ムア

ルデ ヒ ド ・リン酸緩衝溶液を用いてレシピエ ン トの全身灌流固定 を行 った。採

材 した脳を上述の固定液に1晩 浸漬固定 した後、30%ス クロース ・リン酸溶液

に浸漬 した。その後脳 を凍結させ、クライオスタッ トを用いて副嗅球を含む厚

さ30μmの 切片 を6枚 作製 した。それ らのうち、2枚 目と5枚 目の切片 は神

経核 の位置 を確 認す るためにCresyl Violetに て染色 した。残 りの切片 はメタ

ノールに希釈 した3%過 酸化 水素水 と15分 間反応 させ る ことで内因性ペルオキ

シターゼを失活させた後、30分 間ブロ ッキ ング後、7500倍 に希釈 したFos蛋

白質に対す る1次 抗体(Ab-5, Calbiochem, La Jolla, CA)と65時 間反応 さ

せた。その後 、二次抗体 であるビオチン化抗ウサギIgG抗 体(VECTASTAIN

elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA)と ア ビジ ン-ビ オチ ン

化複合体 とそれぞれ2時 間反応 させ た後 、3,3'ジ アミノベ ンジ ン(DAB)を 用

いて発色 させ た。染色 した切片 はスライ ドグラスに貼 り付けた後に脱水封入 し

た。

4-2-4 Fos蛋 白質 の発現解析

本章 の実験で は、Fos蛋 白質 の発現 を26の 領域で観察 した。Cresyl Violet

で染色 した隣接切片 およびア トラス(Paxinos&Watson,1998)と 比較す る こと

で、観察領 域 を確 認 した。レシピエント1頭 につ き4枚 の切片 を光学顕微鏡 に

設置 されたデジタルカメラ(DP-12,オ リンパ ス株 式会社,東 京)を 用 いて撮

影 し、NIH image 1.63を 用 いて0.5mm角 内の免疫 陽性細胞数 を計測 した。

副嗅球は僧帽房飾(M/T)細 胞層 と顆粒(GR)細 胞 層 とに分類 し、それぞ れ

の層 の中央にお ける免疫陽性細胞数を計測 した。また主嗅球においてはM/T
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細胞層とGR細 胞層 との境界が不明瞭なため、主嗅球の吻背側部にて両層をま

とめた領域において免疫陽性細胞数を計測 した。また、0.5mm角 よ り小 さい

観察領域 の場合 には、その領域内の免疫陽性細胞数のみを計測 した。図4-1に

解析 を行 った領 域 を示 した。

4-2-5 解 析及び統計処理

す べての統 計処理 はStat View J4.51.1(Abacus Concepts)を 用 いて行 い、

有意水準は5%と した。

体温 の変化 は1分 ごとに記録 し、実験 開始前5分 間のHome cageに いる間

の値の平均 を基 準値 にして、そ こからの変化量を算出した。また、活動量も同

時に1分 ご とに記録 した 。SIHお よび 活動 量 の 比較 はrepeated two-way

ANOVAを 用 いて解析 を行 った。

免疫 染色 の結果に関しては、4枚 の切片 よ り得 られた免疫陽 性細胞数の平均

値をその個体の固有値 とし、ANOVAを 用いて解析 を行 った。

4-3 結 果

4-3-1 警 報 フ ェ ロモ ンが 自律機 能 及 び行 動反 応 に与 え る影 響

警 報 フ ェ ロモ ン に 暴 露 に よ り、 レ シ ピ エ ン トのSIHは 有 意 に 増 強 され た

(F(1,13)=16.7、p<0.01)。 体 温 は また 時 間 に よ って も有 意 に変 動 し(F(65,845)=52.4、

p<0.01)、2つ の要 因 間 に相 互 作 用 も観 察 され た(F(65,845)=6.04、p<0.01)。 自

律 機 能 反 応 に 与 え る影 響 と は対 照 的 に、 警 報 フ ェ ロモ ンは活 動 量 には影 響 を与

え な か っ た 。 ま た 、 活 動 量 は 時 間 に よ っ て有 意 に変 動 した が(F(65,845)=9.58、

p<0.01)、2つ の要 因 問 に相 互 作 用 は観 察 され な か った 。

4-3-2 警報 フェロモ ンがFos蛋 白質発現 に与える影響

脳 内26領 域 におけ る免疫陽性細胞数 の平均値を表4-1に 示 した。嗅球では、
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2群 間 に有 意 な 差 は 観 察 さ れ な か っ た 。 前 脳 と 視 床 下 部 で は 、 分 界 条 床 核 吻 側

部 内 側(F(1 ,13)=6.39、p<0.05)お よ び 外 側(F(1,13)=44.5、p<0.01)、 視 床 下 部

室 傍 核(F(1 ,13)=23.2、p<0.01)お よ び 視 床 下 部 背 内 側 核(F(1,13)=17.0、p<0.01)

に お い て 、 警 報 フ ェ ロ モ ン 暴 露 に よ るFos蛋 白 質 発 現 の 増 加 が 観 察 さ れ た 。 免

疫 陽 性 細 胞 数 の 増 加 は 扁 桃 体 に お い て も 観 察 さ れ 、 扁 桃 体 内 側 核 吻 側 部 背 側

(F(1,13)=11.0、p<0.01)、 扁 桃 体 外 側 核(F(1,13)=14.7、p<0.01)お よ び 扁 桃 体

外 側 基 底 核(F(1,13)=29.0、p<0.01)に お い て 、2群 間 に 有 意 な 差 が 観 察 さ れ た 。

脳 幹 で は 、 中 脳 水 道 周 囲 灰 白 質 外 腹 側 部(F(1,13)=29.6、p<0.01)、 被 蓋 核 背 外

側 核(F(1,13)=40.7、p<0.01)お よ び 青 斑 核(F(1,13)=17.0、p<0.01)に お い て 、

警 報 フ ェ ロ モ ン 暴 露 に よ るFos蛋 白 質 発 現 の 増 加 が 観 察 さ れ た 。 そ の 他 の 領 域

に お い て は 群 間 に お け る 有 意 な 差 は 検 出 さ れ な か っ た も の の 、5つ の 領 域 、 す

な わ ち 視 床 下 部 外 側 域(F(1,13)=3.41、p=0.0876)、 扁 桃 体 中 心 核(F(1,13)=3.71、

p=0.0762)、 扁 桃 体 内 側 核 尾 側 部 腹 側(F(1,13)=3.54、p=0.0824)、 中 脳 水 道 周 囲

灰 白 質 外 背 側 部(F(1,13)=3.70、p=0.0768)お よ び 傍 小 脳 脚 核 外 側 部(F(1,13)=3.86、

p=0.0723)に お い て 、 警 報 フ ェ ロ モ ン 暴 露 はFos蛋 白 質 発 現 細 胞 数 を 増 加 さ

せ る 傾 向 が 観 察 さ れ た 。

4-4 考 察

本章の結果よ り、麻酔下 ドナーの肛門周囲部より放出された警報フェロモン

は レシピエン トに自律機能反応 を引き起 こした ものの、行動反応には影響を与

えなかった。これ らの結果は前章の結果 と一致するものであるため、Fos蛋 白

質 発現 を指標 として観察 した脳 内領域の活性化は、警報フェロモ ンの影響によ

るものと考えられる。

嗅球におけるFos蛋 白質発現

齧歯類 では、多 くの フェロモンは鋤鼻器と副嗅球(AOB)を 含 む鋤鼻系で受
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容されることが知 られている(Keverne, 1999;Mori et al.,1999)。 本章 の結果

では、主嗅球及 びAOBに おけるFos蛋 白質発現 の差は観察 されなか ったが、

この結果は警報 フェロモン暴露によりAOBのM/T細 胞層 においてFos蛋 白

質発現 の増加が観察 された以前 の研究(Kikusui et al.,2001)と 異な るものであ

った。そ の理 由 として、実験手順の違い、すなわち脳を採材 した時間の違いが

挙げ られるだろう。本章では、フェロモン暴露60分 後 に脳 を採 材 したが 、 こ

れ は以前 の研究(Kikusui et al.,2001)と 比較す ると2倍 長 い時 間で あった。Fos

蛋 白質発現 は刺激後1～3時 間で発現量が最大 とな り、4～6時 間後 にかけて徐 々

に消失す るものであるため(Kovacs,1998)、 本章 の手技では新奇環境 による影

響 がフェロモンによる影響よりも大きくなって しまったことが考えられ る。そ

のため、もし異なる時間で脳を採材すればおそ らくAOBに おけるFos蛋 白質

発現 の変化 を観察す る ことができたであろう。

前 脳 及 び視 床 下 部 に お け るFos蛋 白質発 現

破 壊 実 験 及 び 刺 激 実 験 に よ って 、 分 界 条 床 核(BNST)は 不 安 や ス トレス 反

応 に 関 わ っ て い る こ とが 知 られ て い る(Casada&Dafny, 1991;Schulz&

Canbeyli, 2000;Walker et al.,2003;Zhu et al.,2001)。 そ の 吻側 部 は さ らに

内側(BNSTam)と 外 側(BNSTal)と い う様 に2つ の領 域 に分 類す る こ とが

で き、2つ の領 域 は ス トレス 反 応 にお いて 異 な る働 き を して い る と考 え られ て

い る(Dunn,1987)。BNSTalは 扁 桃体 中心 核 お よ び外 側 基 底 核(BLA)と 強 く

接 続 して い る 一 方 で 、BNSTamは 扁桃 体 内 側 核(Me)か ら弱 い投 射 を受 け て

い る(Dong et al.,2000;Dong, Petrovich,&Swanson,2001;Dong,

Petrovich, Watts et al.,2001)。BNSTamに お いて 、 警 報 フ ェ ロモ ン暴 露 に よ

ってFos蛋 白質 発 現 が 増加 した こと は、Meか らの フ ェ ロモ ン情 報 入 力 を受 け、

レ シ ピエ ン トの 覚 醒 状 態 が 上 昇 した こ と を 示 唆 して い る(Kollack-Walker&

Newman,1995)。 本 章 の 結 果 で は 、警 報 フ ェ ロモ ン暴 露 の影 響 はBNSTalに

お い て顕 著 に観 察 され た 。この領 域 は、中脳 水 道 周 囲灰 白質 外腹 側 部(VLPAG)
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へ と強 い投 射 をす る と共 に視 床 下 部室 傍 核(PVN)へ と弱 い投 射 を して い る こ

とが 知 られ て い る(Dong et al.,2000;Dong, Petrovich, Watts et al.,2001)。

後 述 す る よ うに、 これ らの領 域 にお いて も警 報 フ ェ ロモ ン暴 露 がFos蛋 白質 発

現 を増 加 させ て い る こ とか ら、 警 報 フ ェ ロモ ン によ って 伝 え られ た情 報 は 、扁

桃 体 か らBNST、 特 にBNSTalを 経 て 、不 安 や ス トレス 反応 を司 る 間脳 へ と伝

え られ た と考 え られ る。

視 床 下 部 背 内側 核(DMH)お よびPVNに お いて 、警 報 フ ェ ロモ ン暴露 に よ

ってFos蛋 白質 発 現 が 上 昇 した こ とは 、DMHはPVNへ と強 い投 射 を して い

る とい う報 告(Champagne et al.,1998)と 一致 す る。 さ らに、DMHは 褐 色 脂

肪 組 織 に お け る 熱 産 生 に も 重 要 な 働 き を し て お り(S.F.Morrison,2004;

Zaretskaia et al.,2002)、DMH自 身 もス トレス 反 応 や 不 安 を調 節 して い る こ

と も知 られ て い る(DiMicco et al.,1996;Inglefield et al.,1994)。

上 記3領 域(BNST、DMHお よ びPVN)に お け るFos蛋 白質 発 現 の増加 と

い うの は 、広 範 な ス トレ ッサ ー に対 す る反 応 と して 観 察 され る こ とよ り(Briski

&Gillen,2001;K.D.Carr et al.,1998;Martinez et al.,1998;Palmer&

Printz, 1999;Passerin et al.,2000)、 警報 フ ェ ロモ ン暴 露 は ス トレ ッサ ー と し

て 働 いた ことが 示 唆 され る 。

扁桃体におけるFos蛋 白質発現

警報 フェ ロモ ン暴露 は、扁桃体 内側核吻側部背側(MeAD)で のFos蛋 白質

発現 を増加 させ た。 この結果は、警報 フェロモンは鋤鼻系を介 して伝達されて

いるという仮説 を支持するものである。他の領域と共に、MeADはAOBよ り

直接 投射 を受 け(von Campenhausen&Mori,2000)、 性 フェロモ ン情報伝達

に重要な役割を果た している(Paredes et al.,1998)。 しか しなが ら、Meは 視

床下部-下 垂体-副 腎軸の活性化 と機能的 に関連があるため(Dayas et al.,1999)、

今 回の結果 は単にス トレス反応で あったという可能性も存在 している。

扁桃体外側核(La)お よびBLAに おいて、警報 フェロモ ン暴露 によってFos
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蛋白質発現の増加が観察 された。これ らの領域は条件刺激(CS)と 無条件刺激

(US)を 関連づ け る際 に重 要 な役割 を担 っているため(Fendt&Fanselow,

1999)、 警 報 フェ ロモ ンへの反応 に学習が関与 している可能性が挙げ られる。

においは恐怖条件付け実験 においてCSと して用 い ることができ(Richardson

et al.,1999)、 その際 にもBLAがCSとUSの 関連づ けに重要な役割 を果 た し

て いる(Cousens&Otto,1998)。Fos蛋 白質発現 に関 して は、報酬 と関連づけ

られたにおいはBLAでFos蛋 白質発現 を増加 させ る ことが報 告されている

(Tronel&Sara,2002)。 学習の関与の可能性 はまた、雌 マウスが雄の性フェロ

モ ンに誘引されるためには事前に繰 り返 して暴露される必要がある、すなわち

生後よ り雄と隔離 して飼育された雌マウスは雄が放出する性フェロモンの揮発

性成分に対 しての嗜好性を示さないという報告(Moncho-Bogani et al.,2002)

か らも支持 され よう。 しか しなが ら、警報フェロモンによって引き起 こされる

反応に学習が関与 しているかについては、さらなる研究が必要である。

脳幹におけるFos蛋 白質発現

中脳水道周 囲灰 白質(PAG)は 防御行動 の統合 に重要な領域で あることが知

られている(Farook et al.,2004)。 さらにVLPAGで は、嫌悪的USと 関連づ

け られ たCSに 反応 してFos蛋 白質 発 現 が 増 加 す る こ と も知 られて いる

(Carrive et al.,1997)。 恐怖反応 における役割 の他 に、VLPAGは 不 可避 のス

トレ ッサ ー に対 す る情 動 反応 を調節 して いる と考 え られ て いる(Keay&

Bandler,2001)。 実験 箱内 とい う逃 げ るこ とので きない状況で、警報フェロモ

ン暴露によって不安の指標 となり得るSIHが 増強 した という本章の結果 は、そ

の仮説と一致するものである。

青斑核(LC)は 脳内 ノルア ドレナ リン神経 系の主要な供給源であり、広範な

ス トレッサーに対 して活性化することが知 られている(Singewald et al.,1999)。

ス トレス によって活性化 されたLCの 神経 は、ス トレス反応 と関連 のある様々

な脳内領域を活性化する(Passerin et al.,2000)。 本章 では警報 フェロモ ン暴露
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によ りLCに お け るFos蛋 白質発 現 の増 加 が 観察 され た が 、 こ う した 反応 は広

範 な ス トレ ッサ ー に対 して も観 察 さ れ る も の で あ る(Martinez et al.,1998;

Palmer&Printz, 1999;Passerin et al.,2000)。

猫のにおいとの比較

本章の結果 と、猫のにおいへの暴露によって引き起こされるFos蛋 白質発現

様式(Dielenberg, Hunt et al.,2001;McGregor et al.,2004)と を比較す る こ

とによ り、同種 間お よび異種間での不安情報伝達に関わる脳内領域の違いを推

測できる。両方の嗅覚刺激によって活性化 される領域は、不安及びス トレス反

応自体 に関わっていると考えられる(例 えば、BNSTam、PVN、DMH、VLPAG

お よびLC)。 警報 フェロモ ンと猫 のにおいの両者がMeに おけるFos蛋 白質発

現 を 引き起 こす ことは、Meは ス トレス反応 とともに鋤 鼻系での情報伝達に重

要な役割を果たしているという報告(Dayas et al.,1999;von Campenhausen

&Mori,2000)と 一致 して いる。 しか し、警報 フェロモン暴露ではその吻側部

背側にFos蛋 白質発現 を引き起 こしたのに対 し、猫のにおい暴露では尾側部腹

側に引き起 こす ことが報告されている。そのため、Meの それぞ れ の領域 は、

同種 間お よび異種間の嗅覚信号伝達において異なる役割を果た している可能性

が考 えられる。

警報フェロモンがBNSTal、Laお よびBLAにFos蛋 白質発現 を引き起 こす

のに対 し、猫のにおいは外側中隔、内側及び外側視索前野、視床下部腹内側核、

および中脳水道周囲灰白質内背側部および内背側部でFos蛋 白質発現 を増加 さ

せ た。 これ らの結果は、同種間不安伝達と異種間不安伝達 とでは異なる神経機

構が関わっていることが示唆され る。例えば、扁桃体が警報フェロモン情報の

伝達に深 く関わる一方で、猫のにおいは視床下部 と関わっていると考えられる。

上記の神経機構の違いおよび違うことの意味を解明するにはさらなる研究が必

要である。
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4-5 小括

本章では、 ドナーの肛門周囲部よ り放出される警報フェロモンに着 目し、そ

の受容に関わる脳内領域の解析を行った。実験箱内にて麻酔 した ドナーの頸部

あるいは肛門周囲部を局部電気刺激することにより、頸部 由来のにおい及び警

報 フェロモンの放出をそれぞれ促 した箱を作製 した。その後、それぞれの箱に

レシピエン トを導入することで対照臭もしくは警報フェロモンに60分 間暴露

し、その後 の脳内26領 域 におけるFos蛋 白質 の発現 を観察 した。そ の結果、

分界条床核吻側部内側および外側、視床下部室傍核、視床下部背内側核、扁桃

体内側核吻側部背側、扁桃体外側核、扁桃体外側基底核、中脳水道周囲灰白質

外腹側部、被蓋核背外側核および青斑核 において、警報フェロモ ン暴露による

Fos蛋 白質発現 の増加 が観察 され た。以上の結果よ り、警報 フェロモン受容に

は、扁桃体、視床下部および脳幹といった、ス トレス反応に関わる領域が関与

していることが示唆された。
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表4-1:警 報 フェ ロモ ンもしくは対 照臭 に暴露された レシピエン トの様々な脳内領域における

Fos蛋 白質免疫 陽性細 胞数/0.25mm2

結果は平均値±標準誤差で表 した。*P<0.05(ANOVA)
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図4-1:Fos蛋 白質 発現 を解 析 した領 域 の概 略 図(Paxinos&Watson,1998

を改 変)。 領 域 名 は表4-1の 当該 番 号 に示 した。
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図4-2:警 報 フ ェ ロ モ ン(Alarm pheromone)も し くは 頸 部 由 来 の に お い

(Control)が 存 在 す る 箱 に 導 入 さ れ た レ シ ピ エ ン ト の 体 温 変 化

(Temperature)お よ び 活 動 量(Activity)。 活 動 量 はactivity unit(a.u.)

で 示 した 。*p<0.05(ANOVA)
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図4-3:頸 部 由来 のにおい(A-C)も しくは警報 フェロモ ン(D-F)が 存在す

る箱 に導 入 された レシピエ ン トの分界条床核(Aお よびD)、 視 床下部室傍核

(Bお よびE)お よび視床 下部背 内側 部(Cお よびF)に お けるFos蛋 白質免

疫陽性 細胞 の発現。(Bar=200um)
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図4-4:頸 部 由来 のにお い(Aお よびB)も しくは警報 フェロモ ン(Cお よび

D)が 存在す る箱 に導 入 された レシピエ ントの扁桃体内側核吻側部背側(Aお

よびC)と 扁桃体外側核お よび外側基 底核(Bお よびD)に お けるFos蛋 白質

免疫 陽性細胞 の発現。(Bar=200μm)
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図4-5:頸 部 由来 のにおい(A-C)も しくは警報 フェロモ ン(D-F)が 存在す

る箱 に導入された レシピエ ントの中脳水道周囲灰白質外腹側部(Aお よびD)、

被蓋核背外側核(Bお よびE)お よび青斑核(Cお よびF)に お けるFos蛋 白

質免疫陽性細胞の発現。(Bar=200um)
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第5章

水を警報フェロモンの吸着剤として使用する可能盤の検討
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5-1 緒 言

前章までの結果 より、ス トレスを受けた雄ラットが放出す る警報フェロモン

は2種 に分類で きる ことが明 らか となった。しかし、今後警報フェロモンを介

した情報伝達機構についてさらに研究を進めるためには、フェロモンを何 らか

の吸着剤 の中に捕捉す ることが必要である。強制水泳試験においても警報フェ

ロモンの影響が報告 されている(Abel&Bilitzke,1990)こ とか ら、警報 フェロ

モ ンは水溶性 の物質であるという仮説が成 り立つ。そ してもし仮説が正 しけれ

ば、フェロモン吸着剤として水を用いることができると考え られる。

本章ではこの仮説を検証す るため、警報 フェロモン、頸部由来のにおいまた

はにおいを含んでいない箱を準備 し、それぞれの箱の天井より回収した3種 類

の水サ ンプル を用意 した。濾紙を用いてそれぞれの水サ ンプルをレシピエン ト

にHome cage内 にて提示 し、その後の行 動反応 、自律機能反応およびFos蛋

白質 の発現 を嗅球 にて観察す ることで、サ ンプルのフェロモン活性を判定 した。

5-2 材料 と方 法

5-2-1 実験 動 物

実験には前章までと同じく、Wistar系 雄 ラッ ト(日 本 ク レア株式会社)を 使

用 した 。動物 は温度(24±1℃)相 対湿度(45±5%)と 明暗周期(8時 ～20時:

明期)が 管理 された部屋 にお いて1ケ ージ3～4頭 で飼育 し、導入後1週 間以

上の馴化 期間 をお いた後、9～10週 齢 で実験 に供試 した。実験期 間 中は、固形

飼料(F-1、 株 式会社 船橋農場 、千葉)を 給餌 し、水 は自 由摂取 と した.レ シ

ピエ ン トの作 製は第2章 の方法を用 いた。また、飼育ケージをそれぞれのレシ

ピエン トにとってのHome cageと させ るため、手術後は床敷 きを換えなかっ

た。
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5-2-2 水 サ ンプ ル作 製

雄のWistarラ ッ トをフェロモ ン ドナー として用い、水サンプル作製用に小

さなアクリル製の箱(20×20×10cm)を 準備 した。実験 当 日の朝 に用意 した

純水約5m1を 箱の天井 に吹 き付け、その中に頸部もしくは肛門周囲部の局部刺

激用に針(27G)を 留置 したペ ン トバル ビタールナ トリウム麻酔下(50mg/kg、

i.p.ネンブタール、 アボ ッ トラボ ラ トリーズ)の ドナー ラ ッ トを15分 間導入 し

た。その間、15回 の電気刺激 を1分 間隔 にて頸部 も しくは肛門周囲部に負荷

す ることで、対照臭もしくは警報 フェロモンの放出を促 した。刺激後 ドナーを

箱か ら取 り出し、天井の水滴 をピンセッ トと2枚 の濾紙 を用 いて(5×5cm)

回収 した。そ の際、例 えば ドナー の体や、電気刺激のコー ド、実験者の手 とい

ったものが直接水滴に触れないように注意 した。また、 ドナーを導入 しなかっ

た箱か ら同様に回収した水サンプルを溶媒対照 として用いた。水サ ンプル作製

用の箱は、使用後に洗剤を用いて洗浄 し、ペーパータオルにて拭いた。 レシピ

エン トは1回 のみ使用 したが、 ドナーは時 に3、4回 、最低限1週 間の間隔を

お いて繰 り返 し使用 した。

5-2-3 サ ンプル 提 示 法

水サンプル作製後、3種 類 のサ ンプル の うち1種 類 をレシピエ ン トが飼育 さ

れて いる部屋へと持って行き、第2章 と同様 に安定 した体 温及び心拍数を示 し

ているレシピエン トに提示した。レシピエントのHome cageを 防音箱 よ りと

りだ し、そ の金属製 の蓋 を穴の空いたアクリル板に取 り換えると同時に水サ ン

プルを含んだ2枚 の濾紙 を壁 にそれぞれ貼 り付 け、防音箱内に再び戻し、30

分間テ レメ トリー システムの受信 ボー ドの上に設置した(図5-1)。 レシ ピエ ン

トは提示 され る水サ ンプルに基づいて無作為に3群 用意 した。すなわち、Alarm

pheromone群(n=8)、Neck odor群(n=9)そ してControl群(n=8)で あ

る。水サ ンプル提示後30分 間 にわた って レシ ピエ ン トの行動をデジタル ビデ

オカメラ(DCR-TRV18、SONY)で 録 画 し、 さ らに体温 及び心拍数 は送信機
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か ら の 信 号 を 受 信 ボ ー ド(RLA1020 RPC-1,Data Sciences International)

を 通 し て 記 録 ・解 析 を 行 っ た(Dataquest LabPRO 3.10,Data Sciences

International)。 す べ て の サ ン プ ル 提 示 は9時 か ら18時 の 間 に 行 わ れ た 。

5-2-4 免 疫 染 色

30分 間 の水サ ンプル提 示後 、 レシピエン トをペン トバルビタール(ネ ンブタ

ール,ア ボ ッ トラボ ラ トリー ズ)に よって深麻酔 し、生理 的食塩水につづき4%

パ ラホルムアルデ ヒ ドリン酸緩 衝溶液を用いて全身灌流固定を行った。免疫染

色の手順は第4章 で用 いた方法 に準 じた。

5-2-5 解 析および統計処理

す べ て の統 計 処 理 はStat View J4.51.1(Abacus Concepts)を 用 い て行 い 、

有 意 水 準 は5%と した。 行 動 及 び 自律 機 能 反 応 の解 析 は 前 章 に準 じた 。

行 動 反応 は 、Sniffing, Freezing, Resting, Rearing, Grooming, Digging,

Contact及 びWalkingを 指 標 と して用 い、Walkingは そ の頻 度 を、そ れ 以 外

の5つ の行 動 は 合 計 発 現 時 間 を示 した 。Diggingは ラ ッ トが 前 肢 や 鼻 を使 って

床 敷 きや そ の 中 を掘 る行 動 と定 義 し、Contactは 濾紙 の場 所 にか か わ らず ラ ッ

トが 濾 紙 を直 接 触 れ て 嗅 い だ り噛 ん だ り して い る行 動 と定 義 した 。 各群 の 行 動

の比 較 はMANOVAを 用 いて 行 った 。

体 温 と心 拍 数 の変化 は1分 ごと に記 録 した 。実 験 開始 前5分 間 のHome cage

に い る 間 の値 の 平 均 を基 準 値 に して 、 そ こか らの 変 化 量 を算 出 し、two-way

repeated ANOVAを 用 いて 解 析 を行 い、post hocテ ス トにはDunnettの 検

定 を用 いてControl群 と比較 した 。ま た、よ り詳 細 な解 析 の た め に心拍 数 は個 々

の時 間 に お いてANOVAを 用 いて解 析 を行 い、post hocテ ス トに はDunnett

の検 定 を用 いてControl群 と比 較 した 。

Fos蛋 白質 の発現 解 析 は第4章 の方 法 に準 じた 。 副 嗅 球 は僧 帽房 飾(M/T)

細 胞 層 と穎 粒(GR)細 胞 層 とに 分 類 し、 そ れ ぞ れ の 層 にお け る 免 疫 陽性 細 胞
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数と面積を計測 した。また主嗅球においてはM/T細 胞層 とGR細 胞層 との境

界が不 明瞭 なため、主嗅球の吻背側部にて両層をまとめた領域において免疫陽

性細胞数と面積 を計測 した。4枚 の切 片よ り得 られた免疫陽 性細胞数密度の平

均値をその個体の固有値とし、ANOVAとpost hocテ ス トとしてDunnettの

検定 を用 いてControl群 と比較 した。

5-3 結 果

Home cageを 防音 箱 か ら取 り出 し、 そ の蓋 を取 り替 え る と い う作 業 が ス ト

レ ッサ ー と して 働 いた た め、全 て の レシ ピエ ン トは行 動反 応 を示 した(図5-2)。

しか しな が ら、そ れ らの行 動 反 応 は3群 間 にお いて 有意 な差 は検 出 され な か っ

た 。表5-1に 行 動 デ ー タ を示 した 。

実 験機 器 の不 具 合 に よ り心 拍 数 を計 測 出来 な か っ た レ シ ピエ ン トは 、 心 拍 数

解 析 か ら除 外 した(Neck odor:n=1、Alarm pheromone:n=2)。 そ れぞ れ の

群 にお け る心 拍 数 の 基 準 値 は ほ ぼ 同 様 で あ り(Alarm pheromone:320±8;

Neck odor:317±6;Control:319±6 bpm)、 時 間 に よ って 有 意 に変 動 した

(F(35,665)=48.1、p<0.01)。 心 拍 数 に群 間 の差 は見 られ な か っ たが(F(2,665)=1.31、

p=0.293)、 群 と時 間 と の 相 互 作 用 は有 意 で あ っ た(F(70,665)=1.76、p<0.01).

そ れ ぞ れ の時 間 にお け る心 拍数 解 析 の結 果 、実 験 開始 後2分 か ら4分 の 間 で3

群 間 に有 意差 が検 出 され(2min:F(2,19)=7.51、p<0.01;3min:F(2,19)=10.4、

p<0.01;4min:F(2,19)=4.93、p<0.05)、post hocテ ス トの結 果 、 実 験 開始 後3

分 お よび4分 後 に お いてNeck odor群 はControl群 と比較 して 有 意 に低 い心

拍 数 を 示 した こ とが 明 らか とな った(図5-3)。

体 温 の 基 準 値 も3群 に お い て 違 い は 観 察 さ れ な か っ た が(Alarm pheromone:

37.253±0.041;Neck odor:37.192±0.037;Control:37.206±0.058℃)、

SIHは 群 間 に お い て 有 意 差 が 観 察 さ れ た(F(2,770)=12.8、p<0.01)。 体 温 は また

時 間 に よ っ て 有 意 に 変 動 し(F(35,770)=75.7、p<0.01)、 群 と 時 間 と の 相 互 作 用 も
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観 察 さ れ た(F(70,770)=6.91、p<0.01)。posthocテ ス トの 結 果 、Alarm pheromone

群 に お い てControl群 と 比 較 してSIHの 増 強 が 観 察 さ れ た(p<0.05)(図5-4)。

副 嗅 球 に お い てFos蛋 白 免 疫 陽 性 細 胞 は 全 て の 群 に お い て 観 察 さ れ た(図

5-5)。M/T細 胞 層 とGR細 胞 層 に お け る 免 疫 陽 性 細 胞 数 密 度 は 群 間 に お い て

有 意 に 異 な っ て い た(M/T細 胞 層:F(2,22)=6.28、p<0.01、GR細 胞 層:F(2,22)=4.13、

p<0.05)。post hocテ ス トの 結 果 、Alarm pheromone群 とNeck odor群 で

はControl群 と 比 較 してM/T細 胞 層 に お い て 免 疫 細 胞 数 密 度 の 有 意 な 増 加 が

観 察 さ れ た(Alarm pheromone vs.Control:p<0.05;Neck odor vs.Control:

p<0.05)。 一 方GR細 胞 層 で は 、Alarm pheromone群 の み が 免 疫 陽 性 細 胞 数

密 度 の 増 加 を 示 し た(Alarm pheromone vs.Control:p<0.05)(図5-6)。 副

嗅 球 と は 対 照 的 に 、 主 嗅 球 に お け る 免 疫 陽 性 細 胞 数 密 度 に は 群 間 に お け る 差 は

認 め ら れ な か っ た(Alarm pheromone:282±25;Neck odor:272±15;

Control:246±11/mm2、F(2,22)=1.05、p=0.366)。

5-4 考 察

警報フェロモ ンを含んだ箱か ら回収された水サンプルは、溶媒対照と比較 し

て自律機能反応(SIHの 増強)と 副嗅球 にお けるFos蛋 白質発現 の増加 を引き

起 こす 一方で、心拍数、行動反応および主嗅球 における免疫陽性細胞数におい

ては影響を与えなかった。 これ らの反応は、前章までにおいて警報フェロモン

に直接暴露された レシピエン トに観察された ものと同様であった。以上の結果

よ り、警報フェロモンは水溶性の物質であ り、自律機能反応を引き起 こすのに

十分量の警報 フェロモンが水滴の中に捕捉された ことが明らかとなった。それ

に加えて、レシピエン トは鋤鼻系を介 して水に溶解 した警報フェロモンを受容

していることも示唆された。

もう一つの重要であるが予想外だった発見は、頸部由来のにおいを含んだ箱

か ら回収 した水が、おそ らく鋤鼻系で受容されて、心拍数の上昇を緩和する効

79



果を示 したことである。 この結果は、成熟 した同性他個体からのにおいが鋤鼻

系を介 してス トレス反応 を緩和するという現象を初めて示唆したものである。

同種他個体の体表か ら放出されたにおいが鋤鼻系により受容されるということ

は、マウスにおいて麻酔下の同種他個体 の頭部や顔を探索 している間に、その

副嗅球神経細胞において発火が見 られたという以前の報告(Luo et al.,2003)と

も一致す るもので ある。ス トレス反応を緩和す るこの"安 寧 フェロモ ン"は 、

ス トレス下 の ラッ トにおいてみ られる群集性や、同種他個体の存在がス トレス

反応 を緩和す るというsocial bufferingと 呼 ばれて いる作用 に関わっていると

思われる。ラッ トはオープンフィール ド試験や大きな音によってス トレスを受

けると群集性を示 した り、T-mazeに おいて同種他個体 とのふれあい を好んだ

りすることが知 られている(Latane,1969;Taylor,1981)。 さ らに、同種他個

体 の存在 がス トレスに対す る行動的、 自律機能的、神経科学的あるいは内分泌

的な反応を緩和することが知 られている(Hennessy et al.,2002;Kiyokawa et

al.,2004;Stanton et al.,1985;Thorsteinsson et al.,1998)。

警報 フェ ロモ ンお よび安寧 フ ェロモンはいずれ も鋤鼻系を介 して受容される

と思われるが、警報フェロモンのみが副嗅球のGR細 胞層 にお けるFos蛋 白質

発現 を増加 させ た。 この結果 の解釈 として、警報フェロモンは脳内ノルア ドレ

ナ リン系を活性化 した可能性が考 えられる。青斑核は脳内ノルア ドレナ リンの

主要な供給源であり、 この神経核に起始するノルア ドレナリン神経の約40%は

副嗅球 のGR細 胞層 を含む嗅球 内に投射す ることが知 られている(McLean et al.,

1989;Shipley et al.,1985)。 それ故 、警報 フェロモ ン暴露 によるノルア ドレナ

リン系の活性化を介 して、副嗅球のGR細 胞層が活性化 された と考 え られる。

警報フェロモン暴露により青斑核でのFos蛋 白発現 が増加 した という第4章 の

結 果 や 、 ノル ア ドレナ リ ン系 の活性化は体温上昇 を引き起 こす とい う報告

(Beckman,1970)は 、 この解 釈 を支持す るものであ る。またこれとは反対に、

もし安寧フェロモン暴露が レシピエ ン トのノルア ドレナ リン系を抑制する効果

を持つとしたら、そのことによっても副嗅球のGR細 胞 層でのFos蛋 白発現が
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影響を受けると考え られる。これ らの点に関してはさらなる研究が必要である。

警報フェロモンが水溶性であるという仮説は、警報フェロモンの影響が強制

水泳試験においても報告されている(Abel&Bilitzke,1990)こ とか らも支持 さ

れ る。 ラ ッ トを水の中に浸けると、最初は激しく泳 ぐもののしばらくす ると頭

を水面上に維持す るのに必要最小限の動きのみをとって動かなくなる(Borsini

&Meli,1988)。 強制水泳試験は この不動時間 を指標 として用いるもので、不動

時間が短 くなるほど動物は恐怖や不安 を感 じていると考え られている(Abel&

Bilitzke,1990;Hawkins et al.,1978;O'Neill&Valentino,1982)。 ラッ トは

泳 いで いる間 に警報 フェロモンを水中に放出し、それによ り次に泳ぐラットの

不動時間が短 くなることが知 られている(Abel,1991b)。 警報 フェロモ ンは不安

に関連 した様々な反応を引き起 こす ということを考えると(例 えば本章 におけ

るSIHで あ り、強制水泳試験 におけ る不動時間の短縮)、 そ の作用は特定の反

応 を引 き起 こす というのではな く、レシピエン トの不安を増強す るフェロモン

であるということが考えられる。そのため、次章ではこの点を検討することと

した。

5-5 小 括

第5章 で は、"警 報 フェ ロモ ンは水 溶性 の物質である"と い う仮説 を立て、

これを検 討 した。前章までの実験箱 とは異なる小さな箱を用意 し、麻酔 した ド

ナーの頸部あるいは肛門周囲部を局部電気刺激することにより、頸部由来のに

おい及び警報フェロモンの放出をそれぞれ促 した。その後、それぞれの天井よ

り水滴を回収することで、中に ドナーを導入 しない対照箱からのサンプルと合

わせて計3種 類 の水サ ンプル を用意 した。それぞれの水サンプルをHome cage

内にて濾 紙 に染 み込 ませ て レシピエン トに提示 し、その後の行動反応、自律機

能反応および嗅球におけるFos蛋 白質 の発現 を観察す る ことで、各サンプルの

フェロモ ン活性 を評価 した。その結果、警報フェロモ ンを放出させた箱か ら回
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収 した水サ ンプルを提示す ると、レシピエン トはSIHの 増強 を示す とともに副

嗅球 にお けるFos蛋 白質発現 の増加を示 した。 この様に、前章までに観察 され

た反応 を、警報フェロモンを放出させた箱か ら回収 した水サ ンプルを提示する

ことにより再現できたことか ら、警報フェロモンは水溶性であ り、水をフェロ

モン吸着剤 として使用可能であることが示唆された。
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表5-1:レ シ ピエ ン トの行 動 反 応

結果は平均値±標準誤差で表した。
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図5-1:レ シピエ ン トへ のサ ンプル提 示法 の模式図
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図5-2:警 報 フ ェ ロモ ン(Alarm pheromone)お よび 頸 部由 来 の にお い(Neck

odor)が 存 在 す る箱 、 も し くは に お いの 存 在 しな い箱(Control)か ら回 収 し

た 水サ ン プル を提 示 され た レシ ピエ ン トの経 時 的 行 動 変化
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図5-3:警 報 フ ェ ロモ ン(Alarm pheromone)お よ び頸 部 由来 の にお い(Neck

odor)が 存 在 す る箱 、 も し くは に お いの 存 在 しな い箱(Control)か ら回 収 し

た 水 サ ン プ ル を 提 示 さ れ た レ シ ピ エ ン トの 心 拍 反 応 。*p<0.05(ANOVA

followed by Dunnett's post hoc test)
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図5-4:警 報 フ ェ ロモ ン(Alarm pheromone)お よび 頸 部 由来 の にお い(Neck

odor)が 存 在 す る箱 、 も し くは にお いの 存 在 しな い 箱(Control)か ら回 収 し

た 水 サ ン プ ル を 提 示 さ れ た レ シ ピ エ ン トの 体 温 反 応 。*p<0.05(ANOVA

followed by Dunnett's post hoc test)
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図5-5:に おい の存在 しな い箱(A)、 もしくは頸部由来のにおい(B)お よび

警 報 フェ ロモ ン(C)が 存在 す る箱 か ら回収 した水サ ンプルを提示された レシ

ピエン トの副嗅球におけるFos蛋 白質免疫 陽性細胞の発現。(Bar=200um)
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図5-6:に お い の存 在 しな い 箱(A)、 も しくは 頸 部 由来 の にお い(B)お よ び

警 報 フ ェ ロモ ン(C)が 存 在 す る 箱 か ら回 収 した水 サ ンプ ル を 提 示 され た レ シ

ピ エ ン トの 副 嗅 球 に お け るFos蛋 白質 免 疫 陽性 細 胞 数 。*p<0.05(ANOVA

followed by Dunnett's post hoc test)
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第6章

警報フェロモン作用の検討
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6-1 緒 言

前 章 ま で の結 果 よ り、 肛 門 周 囲部 よ り放 出 され る警 報 フ ェ ロモ ンは 水 溶性 で

あ り、 レシ ピエ ン トに 自律 機 能 反 応 を 引 き起 こす こ とが 明 らか とな った 。 こ の

反 応 は 、 警 報 フ ェ ロモ ン は警 報 の意 味 を持 つ た め に フ ェ ロモ ン暴 露 に よ って レ

シ ピエ ン トの 不 安 が 上昇 した結 果 で あ る と解 釈 され る 。 しか し一 方 で 、 この フ

ェ ロモ ンは 単 に受 容 個 体 の体 温 を上 昇 させ る フ ェ ロモ ンで あ る と い う可 能 性 も

否 定 で きな い。 そ の理 由 の1つ と して 、 前 章 まで の 自律 機 能 反 応 を観 察 す る実

験 系 で は、 レシ ピエ ン トの行 動 反 応 が 制 限 され て いた とい う こ とが 挙 げ られ る。

第4章 で も述 べ た とお り、 同種 間 化 学 情 報 伝 達 のみ な らず 、捕 食 者 の にお い

へ の 暴 露 と い っ た 、 異 種 間 化 学 情 報 伝 達 も また 不 安 や 恐 怖 を 引 き起 こす ことが

知 られ て い る 。 逃 げ込 め る安 全 な場 所 が あ る装 置 にお いて 猫 の に お い に暴 露 さ

れ た ラ ッ トは 、防 御 行 動(巣 穴 や 小 さな 隠 れ 箱 に逃 げ込 む)や 危 険 評 価 行 動(体

を伸 ば して対 象 に近 づ く とい うFlat back apporachや 、 後肢 を安 全 な場 所 に

お いた ま ま頭 を外 に出 して 様子 を うか が うHead out)を 示 す こ とが 知 られ て

い る(R.J.Blanchard&Blanchard, 1989;Dielenberg, Carrive et al.,2001)。

これ らの行 動 反 応 は 、GABA-ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン レセ プ タ ー に 作 用 す る薬 物 で

あ るMidazolam、Diazepam、Ethanolと い った 様 々な 抗 不 安 薬 や 、 ニ ュー ロ

ス テ ロイ ドの1種 で あ る3α-hydroxy-4-pregnen-20-one(3αHP)、NMDA

ア ンタ ゴ ニ ス トで あ るMK-801の 投 与 に よ っ て抑 制 で き る こ とか ら、猫 の にお

い 暴 露 に よ り不 安 が 上 昇 した結 果 引 き 起 こ され た 行 動 反 応 で あ る と考 え られ て

いる(D.C.Blanchard et al.,1992;R.J.Blanchard et al.,1990;Dielenberg

et al.,1999;Gallate et al.,2003;Kavaliers et al.,1994;McGregor et al.,

2004)。 前 章 まで は 、 ラ ッ トが 逃 げ る こ と の で き な い小 さ い箱 の 中 で しか 実 験

を行 えな か った が 、 前章 の 警報 フ ェ ロモ ンを水 の 中 に捕 捉 で き る と い う発 見 に

よ って 、 よ り行 動 学 的解 析 が 可能 な 装 置 に よ っ て警 報 フ ェ ロモ ン の行 動 面 へ の

影 響 を観 察 す る こ とが 可 能 とな った 。
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本章では、警報フェロモンは警報の意味を持ち、フェロモン暴露による自律

機能反応は不安が上昇した結果であるという仮説を立て、これを検証 した。こ

の仮説 を検証するために、Dielenbergら の研究(Dielenberg et al.,1999)を 元

に した変形 オープ ンフィール ド試験にて警報フェロモン暴露による行動反応を

観察 した。この装置では、レシピエン トは試験物質にさらされたオープンア リ

ーナに滞在するか、試験物質と対角線上におかれた小さな箱(Hiding box)に

隠れ るか を選 択す る ことができ るものである。 もし上記の仮説が正 しければ、

警報 フェロモンはレシピエン トに防御行動や危険評価行動を引き起 こす ことが

予想 される。

6-2 材 料 と方 法

6-2-1 供 試動物

前章 まで と同 じく、実験 には8週 齢 のWistar系 雄 ラ ッ ト(日 本 ク レア株式

会社)を 使用 した。動物 は温度(24±1℃)相 対湿度(45±5%)と 明暗周期(8

時 ～20時:明 期)が 管理 された 部屋 において1ケ ー ジ2頭 で飼育 し、実験期

間中は、固形飼料(F-1、 株式会社船橋農場)を 給餌 し、水は 自由摂取 と した。

6-2-2 水サ ンプルの作製

第5章 と同様 の方法で、警報 フェ ロモン含有水および溶媒対照水を作製した。

変更点 は、濾紙を用いて天井の水滴を回収するのではな く、ガラス棒とパスツ

ールピペ ットを用いてポリプロピレンチューブに回収 した点である。水サ ンプ

ルは回収後、使用するまで4℃ にて3～6時 間保存 した。

6-2-3 実験 方 法

実 験 は プ ラス チ ック 製 の オ ー プ ン フ ィー ル ド(64.3×44.7×23cm)に て 行

わ れ 、 実 験 室 は点 灯 して お り、 フィ ール ドの 中央 は約1151uxで 照 らされ て い
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た 。 フェ ロモ ン含 有 水 も し くは溶 媒 対 象 水 を濾 紙2枚 にそ れ ぞれ750μ1滴 下

し、 オー プ ンフ ィー ル ドの一 角 の 壁 に貼 り付 け た後 、 レシ ピエ ン トを オー プ ン

フ ィー ル ドの 中 央 に置 き、5分 間環 境 に馴化 させ た 。 この 間、 全 て の レシ ピエ

ン トは オ ー プ ン フ ィー ル ドを探 索 し濾 紙 と接 触 した 。 馴 化 させ た後 、 ス テ ン レ

ス の 網 を 天 井 と し た ポ リカ ー ボ ネ ー ト製 の 箱(Hiding box:17.5×24.5×

12.5cm)を 、濾 紙 を取 り付 け た角 と対 角 線 上 の角 に設 置 し、そ の後10分 間 の

行 動 を ビデ オ カ メ ラ(SE-2000NV、 株 式 会 社 ダ イ ワイ ンダ ス トリ)に て 録 画

した(図6-1)。Hiding boxの 一つ の壁 には レシ ピエ ン トが 中 に入 れ るよ う に

直径7.5cmの 穴 が 空 けて あ り、 また 前 日よ りHome cage内 に設 置 す る ことで

レ シ ピエ ン トを あ らか じめHiding boxに 対 して馴 化 させ て お いた(図6-2)。

レシ ピエ ン トは 暴露 され た水 サ ンプル に よ ってAlarm pheromone群(n=10)

お よびControl群(n=10)の2群 に分 け られ た 。 同 じHome cage内 に飼 育

され て い る2頭 の レシ ピエ ン トに対 して 同 じHiding boxを 使 用 す るた め 、 そ

の2頭 を同群 に割 り当 て る こ とでHiding boxを 介 して の試 験 サ ン プル の混 入

を避 け た 。 また 、実 験 前 と、1頭 目 の実験 終 了 後 にHiding box内 に排 泄 物 が

あ った 場 合 に は 、 ペ ー パ ー タ オル に て 清 掃 した 。 実 験 終 了後 、排 泄 され た 糞 の

数 を計 測 した後 、 エ タ ノー ル とペ ー パ ー タ オル を用 い て オ ー プ ン フ ィー ル ドを

清 掃 した 。 日周 リズ ム の影 響 を緩 和 す る た め 、全 て の実 験 は15時 半 か ら17時

半 の 間 に行 った 。

6-2-4 血 漿Corticosterone濃 度 測 定

試 験 終 了 後 、 レ シ ピエ ン トの尾 に 小 さな 傷 を付 け、 ヘ パ リン を添 加 され た ヘ

マ トク リ ッ ト管(Hirschmann Laborgerate、Eberstadt、Germany)を 用 い

て 、試 験 後3分 以 内 にそ の血 液 を採 材 した 。採 材後4℃ に て血 漿 を遠 心 分 離 し、

解 析 ま で-20℃ に て 保 存 し た 。Corticosteroneに 対 す るEIAは 、

Horseradish-peroxidase標 識Corticosterone(FKA419、 コス モ ・バ イ オ株

式会 社)と 抗Corticosterone抗 体(FKA420E、 コス モ ・バ イ オ 株 式 会 社)を
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用 い て1枚 の プ レー トで 全 て の サ ン プ ル を 解 析 し た(Yamaguchi et al.,2005)。

抗Corticosterone抗 体 の 交 差 反 応 はDeoxycorticosterone(8%)、

Progesterone(2.1%)、11-dehydrocorticosterone(0.23%)、Cortisol

(0.2%)お よ び 他 の ス テ ロ イ ド(<0.05%)で あ っ た 。Corticosteroneの 検

出 限 界 は9.9pg/wellで あ り、intra-assay coefficient of variationは11.6%

で あ っ た 。

6-2-5 解 析 お よ び統 計処 理

す べ て の統 計 処 理 はStat View J4.51.1(Abacus Concepts)を 用 いて行 い 、

有 意 水 準 は5%と した 。

レ シ ピエ ン トの行 動 はMicrosoft Excelを 元 に したVisual Basicソ フ トウ ェ

ア を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 計 測 を 行 っ た 行 動 指 標 は 以 前 の 研 究 に 準 じ た

(Dielenberg, Carrive et al.,2001)。 オー プ ンア リー ナ で の 歩 数(Walking)、

お よ びOutside、Head out、Conceal、Rearing、Grooming、Near the stimuli

お よ びFlat back approachの 発 現 時 間 を 計 測 した 。 図6-3に 示 した 様 に

Outsideと は ラ ッ トが オー プ ンア リー ナ で 過 ご した 時 間 、Head outと は ラ ッ

トが そ の 後肢 をHiding box内 に 留 めた ま まで 頭 及 び 肩 まで外 に 出 した状 態 、

Concealと はHiding box内 に ラ ッ トが全 身 入 って い る状 態 、Near the stimuli

と は濾 紙 を提 示 した 一角 か ら10cm角 内 で過 ご した 時 間 、Flat back approach

と は ラ ッ トが背 を平 らに して 濾 紙 に近 づ いて い く状 態 、 とそれ ぞ れ 定 義 した 。

RearingとGroomingは オ ー プ ンア リー ナ 内で そ の発 現 が見 られ た場 合 に のみ

そ の 持 続 時 間 を計 測 した 。Near the stimuli、Rearing、Groomingの 発 現 時

間 は 、そ れ ぞ れ の 動 物 に お い て オ ー プ ン ア リー ナ で の 滞 在 時 間(Outside)と

の比(%)を 算 出 した 。2群 の行 動 の 比較 はANOVAを 用 い て行 い、post hoc

テ ス トにはFisherのPLSD検 定 を用 い た 。Outside、Head out、Concealは

同時 に計 測 され る ことは な く、 またFlat back approachは 観 察 され な か っ た

た め に統 計 解 析 か らは除 外 した 。排 泄 した 糞 の数 と血 漿Corticosterone濃 度
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の 比 較 には 、Mann-WhitneyのU検 定 を用 いた 。

6-3結 果

全 て の レ シ ピエ ン トは た め ら う こ と な くHiding boxに 入 り、 ま た 試 験 終 了

後 に 実 験 者 が レ シ ピ エ ン トを 持 と う と した 際 に 逃 げ 込 ん だ こ と か ら、 レ シ ピ エ

ン トはHiding boxを 安 全 な 場 所 と して 認 識 し て い た こ とが う か が え る 。 警 報

フ ェ ロ モ ン の 存 在 に よ りHead out(F(1,18)=9.77、p<0.01)、Conceal

(F(1,18)=6.31、p<0.05)が 増 加 す る 一 方 で 、Outside(F(1,18)=10.5、p<0.01)

とGrooming(F(1,18)=4.61、p<0.05)は 減 少 し た 。 警 報 フ ェ ロ モ ン の 存 在 は

Walkingを 減 少 さ せ る 傾 向 が あ っ た も の の(F(1,18)=4.38、p=0.0507)、 他 の

行 動 に は 影 響 を 与 え な か っ た(Rearing;.F(1,18)=0.851、p=0.368、Near the

stimuli;F(1,18)=1.14、p=0.301)(図6-4)。 ま た 、 こ こ に は 示 さ な か っ た も

の の 、 同Home cageよ り供 試 した レ シ ピ エ ン トの 試 験 順 序 は 、 行 動 反 応 に 影

響 を 与 え な か っ た 。

行 動 反 応 に 対 す る 影 響 と は 対 照 的 に 、 警 報 フ ェ ロ モ ン は 排 泄 さ れ た 糞 の 数

(Alarm pheromone:1.2±0.5;Control:1.5±0.6)お よ び 血 漿

Corticosterone濃 度(Alarm pheromone:374±30;Control:393±31

ng/ml)に 対 して は 影 響 を 与 え な か っ た 。

6-4 考 察

本 章 の 結果 よ り、 変 形 オー プ ン フ ィー ル ド試 験 に お い て 警 報 フ ェ ロモ ン に暴

露 され た レシ ピエ ン トは 、 防 御 行 動 お よ び危 険 評 価 行 動 の 増 加 を示 す と と も に

探 索 行 動 の減 少 を示 した 。 猫 の に お い に 暴露 さ れ た ラ ッ トも 同様 な 行 動 を示 す

こ とか ら(R.J.Blanchard&Blanchard, 1989;Dielenberg, Carrive et al.,

2001)、 警 報 フ ェ ロモ ン は明 らか に警 報 の意 味 を持 って い る ことが 示 され た 。

95



現時点では、これ らの行動反応が警報フェロモ ンによって引き起 こされたの

ではな く他のラッ トや濾紙 自体か らの新奇なにおいの存在によって引き起 こさ

れたという可能性を否定できないが、以下の理 由によ りその可能性は低いと思

われる。第5章 において、頸部への電気刺激 によ り放出されたにおいを含んで

いる濾紙は、ス トレスに対す る心拍反応を抑制することを示 した。 これは、他

のラッ トのにおいは不安 を惹起するよりもむしろ不安反応を軽減する作用があ

ることを示唆 している。また、野生ラッ トとは異な り実験動物のラッ トは新奇

物 に対 して興味や注意を払 うことが知 られてお り(Barnett,1963)、 この傾 向は

例えばHabituation/dishabituation試 験 といった認知行動試験 に利用 されて

いる(Johnston et al.,1993)。

本実験で は、警 報 フェロモ ンへ の暴露はレシピエン トのCorticosterone濃

度や 自律機能 反応 の指標 と考 え られる糞の数には影響 を与えなかった。以前の

研究において、猫のにおいに暴露されたラッ トは35分 後 にCorticosterone濃

度 の上昇 を示 して いる ことか ら(File et al.,1993)、 今 回採血 を行 った試験開始

後15分 後 とい う時間は内分 泌反応 を観察するのに不適切だったという可能性

が挙げ られるが、他の可能性として、レシピエン トは自分のス トレスレベルを

Hiding boxに 逃 げ込む ことで調節 して いた ことも考えられる。すなわち、警

報 フェロモン暴露によ りレシピエ ン トのス トレス レベルは上昇 したものの、そ

れに伴いConcealが 上昇す る ことで対照群 と同程度のス トレスレベルにまで減

少 したという解釈である。視床下部-下 垂体-副 腎軸に対す る警報 フェロモ ンの

影響の解明にはさらなる研究が必要 と思われる。

6-5 小 括

"警 報 フ
ェロモ ンは警報 の意 味 を持 ち、フェロモン暴露による自律機能反応

は不安が上昇 した結果である"と いう仮説 を立て、変 形オープ ンフィール ド試

験を用いてこの仮説を検証 した。警報フェロモン含有水もしくは溶媒対象水を
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濾紙2枚 にそれぞれ750μ1滴 下 し、オー プンフィール ドの一角の壁に貼 り付

けた後、雄 ラッ トを導入 し5分 間環境 に馴化 させ た。そ の後、Hiding boxを

設置 し、行動 反応 を10分 間観察 した。警報 フェロモ ン暴露 によ り、防御行動

や危険評価行動が増加する一方で、Groomingと 探索行動が減少す る ことが明

らか となった。以上の結果より、警報フェロモンが警報の意味を持っているこ

とが示唆された。
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図6-1:変 形オーブ ンフィール ド試験の概要
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図6-2:Hiding boxへ の馴 化 の 様 子
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図6-3:解 析 を行 った各行 動反応
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図6-4:溶 媒 対 照(Coritrol)も し くは警 報 フ ェ ロモ ンを含 む 水サ ンプル(Alarm

pheromone)を 提 示 され た レシ ピエ ン トの 行 動 反応 。*p<0.05(ANOVA)
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