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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエの雄は雌に求愛する際、主に視覚に頼りながら雌個体を追跡する。
この求愛定位行動における視覚の重要性は行動レベルでよく調べられているが、その基盤となる視覚情報を運動
出力に変換する神経回路の実体は不明であった。本研究は光遺伝学を活用した行動スクリーニングとトレッドミ
ルを用いた歩行活動の定量解析、そして行動中の個体におけるin vivoカルシウムイメージングを用いて、求愛
中の雄が示す、視覚に依存した歩行ターンの制御を担う新規介在ニューロン群を同定した。

研究成果の概要（英文）：In Drosophila, a male primarily relies on vision to chase and follow his 
potential mate. The role of vision in courtship following is well studied at the behavior level, yet
 its underlying neural circuit mechanism is unclear. In this study, by means of behavior screening 
that takes advantage of optogenetics, treadmill-based quantitative locomotion recording and in vivo 
calcium imaging, we identified a novel visual interneuron subset that mediates vision-dependent 
locomotion turn during courtship following. Our result contributes to understanding of the releasing
 mechanism of courtship behavior and visual target following in the fly brain.

研究分野： Neuroethology

キーワード： Drosophila　courtship 　vision　calcium imaging　visual behavior

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ショウジョウバエ雄の求愛行動は複数の要素的な動作の組み合わせによって構成されており、交尾達成のために
はそれらの要素的動作を協調的に発現させることが不可欠である。本研究では雄の求愛行動を形作る要素的動作
の中でもとりわけ基礎的な、「雌の追跡」に関わるニューロン群を見出した。これは今後、求愛行動に関わる行
動選択と運動制御の神経回路機構を探る上での起点となるものであり、ここに本研究の学術的意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
ショウジョウバエの雄が示す求愛行動は典型的な本能行動であり、総体としては極めて高い

定型性を示す。しかし同時に求愛行動は複数の要素的な動作（行動要素）が組み合わさって構成
された複合的行動でもあり、雄が雌に対する追跡・定位行動や、片翅を伸展・振動させて求愛歌
を発生するシンギングなどの動作を動的に切り替えることによって進行する。交尾の達成には、
雄が雌と相互作用しながら求愛行動を構成する行動要素を適切に組み合わせて実行することが
決定的に重要であるが、その行動選択の基盤となる神経機構の十分な理解は得られていない。行
動選択の神経機構は神経行動学における普遍的なテーマであり、その説明原理として、個別の行
動要素の実行を担う神経回路部位間の協調的あるいは競合的な神経接続や、各神経回路部位の
活動を調停する、トップダウン制御機構などが提唱されてきた。しかしながら、往々にしてこう
した行動の調節機構は実験的な取り扱いが困難であり、実験データに基づく検討は十分になさ
れていない。 
モデル生物のキイロショウジョウバエは、最も豊富な分子遺伝学ツールが利用可能な生物で

あり、ニューロンの標識と活動操作および活動計測を単一ニューロン解像度行うことが可能で
ある。これに加えて、近年になり、行動および神経活動の計測技術が飛躍的な進歩を遂げた。ト
レッドミル実験系（図 1）の活用により、拘束条件下にある個体を用いて求愛行動をはじめとす
る行動を惹起して解析するアプローチが一般化し、またこれを in	vivo 機能イメージングと組み
合わせることにより、行動と神経活動を同時計測し、その相関を調べることが可能になった。こ
うした背景の下、従来は技術的な制約のために探求が困難であった、行動選択機構の神経回路基
盤を実験的に探る道が拓けつつあった。 
キイロショウジョウバエにおいては、転写因子をコードする fruitless（fru）遺伝子が神経系

と行動の性分化に中核的な役割を果たす。fru発現ニューロンは成虫の脳に約２０００個存在し、
その中でも P1 と名付けられた約 20 個のニューロンからなる雄特異的なニューロン群は求愛行
動の発現制御において特権的な機能を担う。研究代表者らは、温度感受性 trp チャネル(dTrpA1)
を利用して P1 ニューロン群を人為的に活性化すると、雄はターゲットとなる雌がいない状態で
も求愛を開始し、また求愛行動を強く惹起する不揮発性の雌フェロモン刺激下において P1 ニュ
ーロン群が顕著な Ca2+応答を示すことを見出し、P1 ニューロン群が雄の求愛行動を開始させる
中枢をなすことを示した。 
前述の通り、P１ニューロン群の強制活性化により求愛行動が開始する。トレッドミル実験系

においた雄に対して PC ディスプレイ上に表示した人工視覚刺激を呈示して左右に反復移動させ
ると、雄はその動きに追従する弱い歩行運動を示すが、その定位活動の活性は P1 ニューロン群
の強制活性化によって劇的に上昇する。同様の定位行動の活発化は実際の雌を刺激として用い
た場合においても観察される。すなわち、雄の眼前に雌の腹部を呈示し、左右に反復移動させる
だけでは活発な定位行動は生じないが、まず雌の腹部で雄の前肢に触れ、その直後に左右に反復
移動させると極めて活発な定位行動が生じる。こうした行動レベルの知見からは、P1 ニューロ
ン群が視運動制御回路に出力を送ってゲインコントロールをかけることによって定位行動発現
の閾値を制御することが想定できる。雌に対する定位は一連の求愛行動の最初に発現する行動
要素であり、その発現制御機構の解明は、求愛行動解発の中枢機構を理解する上での最重要課題
の一つでありながら、P1 ニューロン群による制御を受けると想定される視運動制御回路が同定
されていないために手付かずのままであった。 
この視運動制御回路を構成するニューロン群の最も有力な候補は初期視覚中枢である視葉か

らの出力を中大脳に伝える視覚系投射ニューロン小集団の一つである LC10 ニューロン群であ
る。LC10 ニューロン群の一部は fru を発現していることから、求愛行動への関与が強く示唆さ
れるものの、これを直接的に示す実験的証拠はなかった。また、LC10 ニューロン群の下流にあ
るか否かを問わず、求愛に関連する視覚情報を受けて歩行運動を制御する、より下流の神経回路
の実体は全く不明であった。 

 
 
２．研究の目的 
 
求愛開始の中枢として P1 ニューロン群が同定されて以降、求愛行動の制御機構を具体的な神

経回路の特性に則して理解するための試みは活発化した。しかしそこでの研究の多くは P１ニュ
ーロン群自体の活動制御機構の理解を志向するものであり、P1 ニューロン群の活動が一連の求
愛行動を解発する神経機構は、ほぼ扱われていなかった。前述のとおり、P1 ニューロン群は視
覚に依存した定位行動の閾値制御に関わることが想定できるが、その検証には視覚情報に基づ



いて求愛定位行動のための歩行調節を行う、具体的な神経回路部位の同定が必須である。そこで
本研究では求愛定位行動の実行を担う視運動制御回路で中心的な役割を果たす新規ニューロン
群を探索・同定し、その機能を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、まず定位行動に関連した動作の実行に関わるニューロン群をニューロンの活動操

作技術を用いた行動スクリーニングによって探索・同定し、それに続く行動学的・生理学的解析
によって同定したニューロン群の機能解析を行った。ニューロン群の探索には光遺伝学を活用
した行動スクリーニングを、行動解析にはトレッドミルシステムを用いた歩行活動の定量記録、
生理学的解析には in vivo Ca2+イメージングをそれぞれ用いた。 
 
 

（１）定位行動関連ニューロン群の探索 
求愛定位行動の制御に関わる新規ニューロン群を探

索するため、ニューロン活動の人為的活性化を利用した
行動スクリーニングを行った。ニューロンの強制活性化
には光遺伝学的手法を用いた。CsChrimson 遺伝子は赤
色光応答性のイオンチャネルをコードしており、これを
ニューロンに異所発現させることでニューロンに光応
答性を付与できる。そこで GAL4/UAS システムを用いて
CsChrimson を少数の神経細胞に導入した個体を観察チ
ャンバーに放ち、チャンバー全体に赤色光を照射した。
これにより個体を生かしたままの状態で特定ニューロ
ン群を特異的に強制活性化した。その際の様子を撮影し
たビデオ記録を手動で解析することにより、強制活性化
されたニューロン群の機能を推定した。なお行動スクリーニングの実施にあたっては、作業効率
向上のため、最大で４個体に同時に赤色光を照射して行動を記録できる実験装置を作成して使
用した。 
 
（２）行動解析 
視覚刺激に対する求愛定位行動の定量解析にはトレッドミルシステムを用いた（図１）。この

系において実験個体は空気流で浮上させた発泡スチロール球の上に固定される。スチロール球
は空気流で浮上しているため、実験個体はその上を自由に歩行できる。この歩行に伴って生じた
ボールの回転をモニターすることにより実験個体の歩行活動を定量した。このシステム上に置
いた雄に対して、求愛開始のトリガーとなる雌の前肢へのメスの接触と追跡対象となる視覚刺
激を与え、これにより生じる歩行活動を記録・解析した。視覚刺激はハエの眼前に設置したコン
ピュータディスプレイ上に表示することにより呈示した。 
 

（３）神経活動計測 
本研究における神経活動計測には、トレッドミル上を歩行する個体を用いた in vivo Ca2+イメ

ージング技術を用いた（図１）。雄の頭部のクチクラを一部除去して脳を観察可能な状態にした
後、顕微鏡下に設置したトレッドミルシステムに配置し、脳の蛍光画像と歩行活動を同時に記録
した。Ca2+センサーGCaMP7b を Gal4/UAS システムを用いて標的ニューロン群に発現させ、背面
照射型 sCMOS カメラを用いて 10 fps のサンプリングレートで蛍光像を取得した。視覚刺激を呈
示する際は、暗背景上を左右に反復移動する複数もしくは単一の青色の正方形（視野角 25°x 
25°）を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）求愛行動の実行に関連した視覚系介在ニューロン群の同定 
ショウジョウバエにおいて、温度遺伝学・光遺伝学的手法を用いた神経細胞の網羅的機能探索

は行う際は、発現特異性の異なる多数のドライバー系統を用いて CsChrimson や dTrpA1 等の効
果遺伝子の発現を誘導するのが一般的である。この方法は特定の細胞群の活動を再現性よく操
作する上では有効である一方、発現パターン（ニューロンの強制活性化パターン）が常に左右対
称になるという制約がある。求愛定位行動には左右方向へのターンなどの左右非対称な動作が

図１ トレッドミルシステム 



含まれるため、これに関連したニューロン群を捕捉するためには、左右非対称なパターンで神経
活動を惹起するのが望ましい。そこで本研究ではモザイク解析のアプローチを採用した。 
モザイクパッチの誘導には、マイルドな熱ショックで flippase 遺伝子を発現させ、UAS 配列

と CsChrimson のコーディング配列との間に挿入された停止コドンを含むカセット配列を除去す
る方法を用いた。これにより、Gal4 ドライバーの標的細胞群の一部にのみ CsChrimson の発現を
誘導した。fru 遺伝子のゲノム断片を制御配列として含み、かつ視覚情報の処理に関連した脳領
域に密な標識を示す Gal4 ドライバー系統を用いてモザイク解析を行った結果、求愛行動に含ま
れる運動パターンの惹起に関わる、複数の介在ニューロン群を見出した。観察された運動パター
ンには、左右方向の歩行ターン、前進、歩行の停止、そして交尾試行直前に観察される特徴的な
「横歩き」が含まれた。強制活性化により左右方向の歩行ターンが惹起される介在ニューロン群
を「方向転換ニューロン」と名付け、以後はこのニューロン群に対象を絞って解析を進めた。 
 

（２）split-Gal4 系統の確立 
方向転換ニューロン群を特異的な発現を示す split-Gal4 系統を確立した。split-Gal4 は、転

写因子 GAL4 の DNA 結合ドメイン(DBD)と活性化ドメイン（AD）を異なるプロモーターの制御下で
発現させ、両者が共発現する細胞集団でのみ GAL4 が再構成されるシステムである。color depth 
MIP mask search を活用したニューロン形態/ドライバー系統のデータベース検索によって方向
転換ニューロンに特徴的な神経突起が標識される DBD/AD 系統を選別し、最終的に方向転換ニュ
ーロン群を高い特異性で標識可能な 4 系統の split-Gal4 系統を確立した。この split-Gal4 系

統を用いて細胞体・樹状突起部やシナプス前終末
を特異的に標識可能な各種マーカーを発現させ
て使用した解剖学的解析により、方向転換ニュー
ロン群は視結節（optic tubercle）に主要な入力
部位を持ち、複数の前運動中枢に出力部位を持つ
ことが判明した。本研究の開始後に求愛行動への
関与が実証された視覚系投射ニューロン群であ
る LC10 ニューロン群（Ribeiro et al., 2018）
は視結節に終末しており、方向転換ニューロン群
は LC10 ニューロン群からの入力を受けることが
推測された。   
 
（３）方向転換ニューロン群の機能解析 

方向転換ニューロン群が歩行制御に果たす役割の詳細を探るため、同ニューロン群の強制活
性化によって生じる行動形質を検討した。split-Gal4 系統を用いて方向転換ニューロン群に
CsChrimson を導入した雄を開頭した後にトレッドミルシステムに配置し、顕微鏡の光路を介し
て赤色光を照射した。左右の脳半球にそれぞれ分布する方向転換ニューロンを選択的に強制活
性化するため、赤色光はパターン光照射装置を使用して視結節領域に局所的に照射した。歩行活
動の定量データに基づき、方向転換ニューロン群の強制活性化により生じる行動形質を検討し
たところ、赤色光照射を行った脳半球と同側に進行方向を変える歩行ターンが生じることがわ
かった（図２）。赤色光照射が長時間（~３秒）にわたった場合でも、生じる歩行ターンの角速度
は一定で時間変動を示さなかったことから、同ニューロン群が下降性ニューロン群に直接出力
を送ることが推測された。また、同じ方法で LC10 ニューロン群を強制活性化すると、方向転換
ニューロン群を活性化した場合と同様に、赤色光を照射した脳半球側に向き直る歩行ターンが
生じたことから、方向転換ニューロン群が LC10 ニューロン群と同一の神経経路を構成すること
が示唆された。さらに、各種の照射条件における結果を検討した結果、左右脳半球の方向転換ニ
ューロン群を同時に強制活性化した場合には、左右方向のターンではなく、前進する速度の上昇
が生じることを見出した。このことから、同ニューロン群が一方向へのターンの制御に関与する
だけではなく、左右の視覚系への入力を統合し、歩行活動を制御する過程にも関与することが推
測された。 
 
（４）方向転換ニューロンに生じる活動のイメージング解析 
in vivo Ca2+イメージングにより、歩行活動中に方向転換ニューロン群に生じる神経活動を

検討した。先に樹立した split-Gal4 系統でカルシウムセンサーGCaMP7b を方向転換ニューロン
に導入し、視結節部における応答を計測すると同時に、歩行活動を記録した。トレッドミルシス
テム上に雄を配置し、その前肢に雌の体でタッチした直後に追跡対象となる人工視覚刺激を呈
示すると、その動きに追従する左右方向の歩行ターンが散発的に生じる。その際の方向転換ニュ
ーロンの活動を検討した結果、同ニューロン群が歩行ターンと同期した顕著な Ca2+応答を示すこ
とが明らかになった。この Ca2+応答は提示された視覚刺激に対して雄が歩行ターンを示さなかっ

図２ 方向転換ニューロンの強制活性
化によって生じる歩行ターン 



た試行ではほぼ生じなかったことから、視覚刺激に対する感覚応答ではなく、雄が示した歩行タ
ーンに対応するものと考えられた(図 3)。さらに、計測を行った脳領域と歩行ターンの方向との
対応を調べると、計測した方向転換ニューロンが位置する脳半球と同じ側に向かって雄がター
ンした際に限って顕著な応答が生じていた。一方、LC10 ニューロン群の活動を計測すると、方
向転換ニューロン群と同様に、顕著な Ca2+応答は同側に向かう歩行ターン時に生じていた。これ
らの左右性に関する結果は先の強制活性化実験の結果とよく符合しており、また、同ニューロン
群が LC10 ニューロン群の下流に位置するとの解釈とも対応する。以上の結果から、方向転換ニ
ューロン群は LC10 ニューロン群からの入力を受けて活動し、それにより同側への歩行ターンを
惹起する機能を担うことが示唆された。 
 

図３歩行ターンと同期して方向転換ニューロンに生じる Ca2+ 応答 
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