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研究成果の概要（和文）：神経活動の時空間パターンが生成される仕組みを明らかにすることは脳科学における最重要
課題のひとつである。本研究では、ショウジョウバエ幼虫の中枢神経回路をモデル系としてこの問題に取り組み以下の
成果をあげた。１）運動回路の摂動応答測定により、運動神経細胞の局所的な活動が電気シナプスを介して運動頻度の
制御に関与することを示した。２）カルシウムイメージング、光遺伝学、シナプス間隙GFP再構成法、コネクトミクス
などを用いた解析により、幼虫の運動の速度や方向転換を制御する介在神経細胞の機能を示した。３）4Dカルシウムイ
メージングのデータから細胞集団の活動を自動取得し、統計解析する手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：How spatio-temporal patterns of neural activity are generated by the central 
circuits is a fundamental question in neuroscience. In this study, we used larval Drosophila as a model 
and obtained the following results. 1) We showed that local activity of motor neurons regulates, via gap 
junctions, the frequency of larval locomotion. 2) We identified interneurons that regulate the speed of 
locomotion and turning behavior. 3) We developed statistical methods that allow automated acquisition of 
the activity of a neural population from 4D calcium imaging data.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 

脳神経系のあらゆる機能は、神経回路内を神

経活動が特定の道筋に沿って伝わることで

生成される。したがって、神経活動の時空間

パターンが生成される仕組みを明らかにす

ることは脳科学における最重要課題のひと

つである。脳神経系は、多くの場合、細胞群

が局所的に配置した「基本単位」が並立する

ことにより構築されており、その機能は基本

単位間の情報のやりとりにより生じる。した

がって、このような基本単位間を、神経活動

が特定のパターンで伝播する仕組みを理解

することは、神経回路の作動原理の理解に大

きく貢献すると期待される。本研究では、シ

ョウジョウバエ幼虫のぜん動運動を制御す

る中枢神経回路をモデル系として、この問題

に取り組んだ。 

 ショウジョウバエ幼虫のぜん動運動は前

後体節間を一方向に伝わる筋収縮の波であ

る。これを制御する中枢神経回路は、各体節

の運動神経細胞を一定の時間間隔で発火す

ることで協調的な運動出力を生む。ぜん動運

動が体節間を伝わる速さは通常約0.6秒/体節

で一定だが、状況によって変化し得ることか

ら、この回路は定型的でありながらも柔軟な

ものと考えられる。図１に示すように、昆虫

においては、各体節の神経構造は相同なので、

この回路は、「基本単位」となる各体節の回

路が連絡して、より大きな回路を構築してい

る系と捉えることができる。したがって、メ

ゾ回路内で協調的な神経活動の時空間パタ

ーンが生み出される過程を解析するのに良

い実験系となると考えられた。 

 

２．研究の目的 

ショウジョウバエ幼虫の中枢神経回路が、ど

のような仕組みにより、体節間を一定のスピ

ードで伝わる協調的な運動出力を生むのか

を明らかにすることを目的とした。具体的に

は、以下の 3 つの項目である。 

１）光操作と神経活動検出の同時適用による

運動回路の摂動応答測定 

体節間を神経活動が伝播する時に、特定の細

胞群に摂動を加えた時の回路応答を測定す

ることにより、回路の機能特性を探ることが

できると考えられる。そこで、光感受性チャ

ネルによる神経活動の活性化・不活化と神経

活動の測定を組み合わせた実験系の構築を

進めた。 

２）運動回路の構成細胞の同定と機能解析 

ショウジョウバエ幼虫において運動制御に

関わる介在神経細胞の実体は、本研究開始時

には全く未知であった。したがってこれら介

在神経細胞を同定し、その機能を明らかにす

ることが、回路を理解するために非常に重要

であった。そこで、Ca2+イメージング、光遺

伝学、シナプス間隙 GFP 再構成法、コネク

トーム（連続電子顕微鏡画像からの再構築）

などを用いた機能解剖解析を進めることを

目的とした。 

３）集団神経活動の統計解析 

神経回路が織りなす伝播現象を記述する数

理モデルを構築するためには、多数の神経細

胞の活動を効率よく取得し、統計解析するこ

とがまず要求される。そこで、4D イメージ

ングのデータから細胞集団の活動を自動取

得し、統計解析する手法を開発した。 

 

３．研究の方法 

神経活動の操作には光遺伝学(optogenetics)

および温度遺伝学(thermogenetics)を用いた。

具体的には、活動抑制をするために黄色光感

受性陰イオンポンプであるハロロドプシン

3(NpHR)、温度感受性 Shibire タンパク質

(Shi[ts])を、活動亢進をするために青色光感

受性陽イオンチャネルであるチャネルロド

プシン 2(ChR2)、温度依存陽イオンチャネル

TRPA1 を用いた。神経活動の測定には、Ca2+

濃度依存性蛍光蛋白質 GCaMP、RCaMP を

利用したカルシウムイメージングを用いた。

また、運動神経細胞の活動測定には、電気生

理学による末梢神経根からの細胞外記録も

用いた。 

神経活動の操作と測定を同時に行うため

に、光遺伝学とカルシウムイメージングを組

み合わせた。このため、光刺激用の共焦点顕

微鏡(FV1000,Olympus)の鏡筒に、カルシウ

ムイメージング用の EMCCD カメラ(iXon3, 

ANDORTECHNOLOGY, Japan)を取り付け

た装置を用いた。照射系には、光遺伝学のた

めの励起光とカルシウムイメージングのた

めの励起光の 2 つの光路を用意した。波長の

重なりを避けるため、活動抑制には NpHR

と GCaMP を、活動亢進には ChR2 と

RCaMP を組み合わせて用いた。 

 
４．研究成果 

幼虫のぜん動運動は前後体節間を伝わる筋

収縮の波である。この運動は各神経節

(A1~A07)の運動神経細胞(MN)が一定の時間

間隔で逐次的に発火することで生み出され

る。この時空間パターン制御の仕組みを探る

ため光遺伝学、カルシウムイメージング、数

理統計解析等を組み合わせた多角的な研究



を進め以下の成果を得た。 

（1）光操作によるメゾ回路の時空間制御 

まず、ハロロドプシン(NpHR)による神経活

動抑制の系をショウジョウバエで構築し、こ

の実験系を用いて、上記中枢回路の作動原理

を探った。NpHR は光照射により活性化する

プロトンポンプで、これを特定の神経細胞に

発現することで、その活動を操作（抑制）す

ることが可能となる。我々はまずショウジョ

ウバエにおいて Gal4-UAS 発現系により

NpHR を発現することを可能にするトラン

スジェニック系統を作成した。この系統を用

いて運動神経細胞に特異的に NpHR を発現

した幼虫に光照射を行うと、幼虫の体全体が

弛緩することから、マウスや線虫などと同様

に、NpHR が昆虫においても機能することが

確認された。次に、運動神経細胞の活動の一

過的な抑制がぜん動運動に与える効果を調

べた。すなわち局所的筋収縮が尾端から頭端

に向けて伝播している途中で、次に収縮する

運動神経細胞の活動を一過性に抑制した際

にぜん動運動にどのような影響がでるかを

調べた。具体的には以下の２つの可能性を検

討した。運動出力がなくても介在神経細胞を

介して回路内を神経活動が伝播するならば、

運動神経細胞の活動とは関係なく、中枢内を

活動が伝播すると予想される（モデル 1）。一

方、運動出力がないと次の体節へ活動が引き

継がれない場合は、伝播は光によって一時的

に停止すると考えられる(モデル 2)。実験を

行ったところ、光照射により筋収縮の伝播は

一時的に停止した。このことからモデル 2 が

支持された。さらに興味深いことに、光照射

を終了すると、ぜん動運動は停止した体節か

ら再開した。以上の結果から、運動神経細胞

の活動が隣接する体節への活動伝播に必要

であることを示唆すると同時に、回路内に伝

播の状態を記憶する機構が存在することが

明らかとなった（Inada et al., 2011）。 

 さらに詳細に、運動神経細胞の活動が波の

伝播を制御する仕組みを理解するため、中枢

内活動伝播ダイナミクスを可視化しながら、

運動神経細胞の活動を局所的に操作するこ

とを試みた。このため、GCaMP、RCaMP

を用いた Ca2+イメージング法と、NpHR に

よる光活動抑制、ChR2 による光活動亢進と

を組み合わせた実験系を構築し、光操作の回

路ダイナミクスへの影響を詳細に調べるこ

とを可能とした。また、上述の研究では数秒

程度の活動阻害の効果をみたが、本研究では

より長い時間（数１０秒）での影響を見た。

Ca イメージングにより運動神経細胞の伝播

波を尾側から頭側への連続的な蛍光強度上

昇すなわち運動波としてとらえながら、一過

的かつ局所的な光刺激を神経根に与えるこ

とで特定の体節の運動神経細胞の活動を操

作し、その際起こる運動波への影響を測定し

た。その結果、特定の体節の運動神経細胞の

活動操作が回路全体の活動頻度に大きな影

響を与えることが明らかとなった。すなわち、

中央付近の神経節(A4, A5, A6)の運動神経細

胞の活動を抑制すると運動波の頻度が著し

く減少するのが観察された（図 1）。このよう

な影響は、頭側(A1, A2, A3)あるいは尾側(A7)

の活動抑制では見られなかった。一方、尾側

の(A6, A7)神経分節内の運動神経細胞の活動

亢進によって運動波の頻度が上昇した。以上

の結果は運動神経細胞の局所的な活動が運

動回路全体の活性化の頻度制御に貢献する

ことを示唆している。さらに背景にある機構

を探るため、電気シナプスの変異体において、

同様の活動亢進・抑制の実験を行った。その

結果、変異体においては、運動波の頻度への

影響が大きく減少することが分かった。以上

より①運動神経細胞の局所的な活動は、運動

回路によって生成される活動パターンに影

響を与えること、②その効果には神経分節間

で差があること、③運動波の頻度調節に電気

シナプスが関与していること、が明らかとな

った(Matsunaga et al., 2013, 及び投稿中)。 

 

図１：運動神経細胞の活動局所抑制による運

動波頻度の減少 

 

 

 



（2）運動制御介在神経細胞の同定と機能解

析 

幼虫のぜん動運動は通常の条件下では、一定

の周期・速度で起こることから厳密な制御を

受けていると考えられる。この制御に関わる

ような介在神経細胞を探索するため、カルシ

ウムイメージングを用いて、運動出力に関連

した活動パターンを示し、従って運動の制御

に関与する可能性のある介在神経群をいく

つか同定した。さらに、その機能を光遺伝学

等により解析することで、運動伝播の速度の

制 御 に 関 わ る 介 在 神 経 細 胞 PMSIs

（per-positive segmental interneurons）を

同定することに成功した (Kohsaka et al., 

Current Biology 2014) 。 

 PMSIs は、各体節において約 15 個のクラ

スターとして存在し、ぜん動運動と同時に前

後体節間を伝わる波状の活動パターンを示

した。単一細胞モザイク法、シナプス間隙

GFP 再構築法等の解剖学的解析により、

PMSIs は、各体節内で局所的に軸索を伸張し、

運動神経細胞に直接結合する介在神経であ

ることが示唆された。チャネルロドプシンを

用いて行動中の幼虫においてこの細胞群を

活性化すると、体壁全体の筋肉弛緩が誘導さ

れ、ぜん動運動が完全に停止した。局所的な

光照射により特定の体節の PMSIs を活性化

すると、それに対応した体節の筋肉の弛緩が

誘導された。以上の結果および PMSIs がグ

ルタミン酸（運動神経細胞の活動を阻害する

ことが知られている）を合成することから、

PMSIs は各体節において運動神経細胞に直

接結合し、その活動を抑制していると考えら

れた。 

 逆に、ハロロドプシンやShi [ts]を用いて、

一時的にこの細胞の活動を抑制すると、ぜん

動運動の速度が半分近くに減少した。このこ

とは、幼虫が適切な運動速度で動くためには、

PMSIs の活動が必要であることを示してい

る。さらに、動物のスピードの変化として現

れたこの表現系が、回路内部のどのような変

化によるものかを細胞レベルで調べるため、

運動神経の活動を電気生理学的に測定した。

その結果、PMSIs が活動できないと、個々の

体節の運動神経、および筋肉細胞が活動する

時間幅が長くなっていることが分かった（図

2）。個々の体節が活動している時間が長いと、

身体の軸に沿って個々の体節の筋収縮が

順々に伝わっていくのに時間がかかるため、

結果として運動速度が遅くなったと考えら

れた。これは、PMSIs が運動神経の出力を

短く制限することで、運動速度を制御してい

ることを示唆している。ショウジョウバエ幼

虫が示す、身体の後ろから前にかけて順に筋

収縮する運動パターンは、魚などの脊椎動物

にも見られる。興味深いことに、今回ショウ

ジョウバエ幼虫で見出された PMSIs と非常

に性質の似ている神経細胞が、魚類、両生類、

哺乳類の運動回路にも見出されており、本研

究で明らかとなった運動速度の制御機構は、

種を超えて働くものと考えられる。 

 

PMSIs 以外にも、各体節に存在し、前進ぜん

動運動の際に後ろから前の体節へと順次活

動する局所前運動ニューロンとして、

GVLIs(Itakura et al, 2015) 、 W 細 胞

(Hasegawa et al., 投稿準備中)を同定した。

興味深いことに、これら細胞の活動のタイミ

ングには一定のずれが見られた。すなわち、

W 細胞は運動神経細胞の活動に対し、約 1 体

節分早く活動するのに対し、PMSI, GVLIs

細胞はそれぞれ約 0.5、２体節分遅れて活動

が見られた。この活動のタイミングは、W 細

胞が運動神経細胞に対し興奮性、PMSI と

GVLIs 細胞が抑制性であるという知見とも

合致し、このような位相の異なる入力により、

運動神経細胞の活動のパターンが形作られ

ると予想された。また、幼虫の方向転換時の

運動制御に関わる神経細胞群を同定し、その

回路構造を明らかにした(Okusawa et al., 

2014)。 

 

図 2：PMSI 神経細胞による運動速度の制御

機構 

 

（3）神経集団活動の統計解析 

ショウジョウバエ幼虫では前・後ろ方向のぜ

ん動運動と、方向転換などが見られる。それ

らと類似した活動は単離した中枢神経系内

でも観測される。そこで単離脳におけるカル

シウムイメージングデータから、それぞれの

運動を特徴づける集団神経活動を抽出する



ことを試みた。3 次元空間に分布している神

経細胞からのカルシウムシグナルを測定す

るため、スピニングディスク共焦点顕微鏡の

焦点面を、圧電素子を用いて上下させ高速撮

影を行った。この方法で取得したデータには

数百個の神経細胞の活動が含まれており、そ

れらの活動を読み取るには、まずすべての細

胞の位置を特定する必要がある。原理的には

人が目視でできる作業であるが、細胞の数が

多くなるに連れて困難になってくる。また、

再現性やバイアスのなどの問題があること

から、細胞の位置を計算機で特定することを

試みた。サンプルにはカルシウムレポーター

以外に核局在性の蛍光蛋白質を発現させ、そ

の蛍光データを用いて細胞の位置を検出す

るようにした。具体的には lowpass filter を

かけたのち、watershed 手法に類似した計算

を行った。さらに、細胞の半径をパラメータ

ーとして指定することで、細胞を自動検出す

ることに成功した。 

 運動神経細胞のカルシウムイメージング

から上記手法により得られた約５００個の

細胞の活動データを統計解析した。主成分分

析（PCA）で次元縮約をした状態空間のなか

で、K-means clustering を行うことで、集団

活動をいくつかの状態に分離し、前・後ぜん

動運動や方向転換の運動に対応づけること

に成功した。また、fourier transform により

主要成分の比較を行うことにより、すべての

細胞の位相を定義することができた。またパ

ターンの速度が異なっている活動間でも多

数の細胞は位相が保たれていることも確認

できた。以上のように運動神経細胞集団の活

動遍歴の巨視的振る舞いを統計手法により

捉えることに成功した（Yoon et al., 投稿準

備中）。 
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