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研究成果の概要（和文）： 脳の働きを理解するうえで有効な方法の一つは、行動中の神経細胞

集団の活動パターンを観察し、さらに、人為的にそれらの活動を抑制あるいは亢進させた場合

の影響を調べることである。神経細胞の活動は、膜電位の変化に伴って生ずる細胞内カルシウ

ムイオン濃度の増加を検出することによって測定できる。そこで我々は脳が透明なゼブラフィ

ッシュの胚や稚魚を実験動物モデルとして用いて、カルシウムイメージングの手法を用いて神

経細胞集団の活動を可視化する方法論の開発と、光遺伝学ツールを適用するための遺伝学的な

手法の開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： To understand how the brain works, it is desirable to visualize neuronal 
activity in the neuronal network and to evaluate the effect of blockade or stimulation of neuronal activity. 
Electrical activity of the neurons can be indirectly monitored by measuring the calcium influx via 
voltage-dependent calcium channels. We used zebrafish larvae as a model system to visualize neuronal 
activity in a specific subset of neurons. Furthermore, we developed optogenetic tools that can be applied 
in manipulation of neuronal activity. 
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１． 研究開始当初の背景  
動物の行動がどのような神経ネットワー

クの活動によりコードされているかを明ら

かにすることは、神経科学における中心的な

課題の一つである。この課題にアプローチす

るためには、行動中の動物の脳の活動を非侵

襲的に計測し、神経細胞の活動性を人為的に

抑制したり亢進したりすることによりその

神経細胞の役割の必要十分性を検討する必

要がある。DNA でコードされるカルシウム蛍

光タンパク質が開発されたことにより、これ

と特異的プロモーターと組み合わせて特異
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図 1. Gal4 遺伝子・エンハンサートラップ

系統のデータベース 

 
図 2. ゼブラフィッシュ胚（受精後 24 時

間）の脊髄神経細胞のカルシウムイメージ

ング。上図： GCaMPHS を発現している脊

髄神経細胞を背側から観察した。スケール

バー＝200μm。左が吻側。下図：神経細胞

1および神経細胞 2の領域の平均蛍光強度

を時間軸に対してプロットした。＊印を付

したピークを除き、左右の神経細胞が交互

に活動している様子がわかる。 

的神経細胞のみに発現させて脳の活動を可

視化（イメージング）することが可能になっ

た。また、神経細胞の人為的制御を可能にす

る手法として、ハロロドプシンやチャネルロ

ドプシンなどの光遺伝学ツールが開発され、

さらにこれらの機能分子の改良が行われる

など技術革新が目覚ましく、神経科学研究の

あり方を劇的に変えている。このような学術

的背景から、特定の行動パターンに関与する

神経細胞をカルシウムイメージングにより

同定し、さらに同定された神経細胞の役割の

必要十分性を光遺伝学的手法を利用して証

明するという戦略が有望である。 

 
２．研究の目的 
ゼブラフィッシュの稚魚の脳のサイズが小
さく透明であることを利用して、感覚情報の
入力から行動の出力に至る過程の神経活動
を、広い脳部位にわたってカルシウムイメー
ジングにより可視化できる系を確立する。さ
らに神経活動の人為的抑制・亢進実験により、
行動を作り出す神経回路の役割を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
神経機能を蛍光イメージングにより測定す
るために、DNAでコードされる蛍光カルシウ
ムプローブ GCaMPを用いる。ただし、元々の
GCaMP のカルシウム検出感度は神経活動を検
出するのに十分ではないため、アミノ酸残基
の置換を導入した改良型 GCaMP を利用して、
その遺伝子導入ゼブラフィッシュを作製す
る。汎用性の高い発現システムを実現するた
めに、酵母由来の転写活性因子 Gal4とその
認識配列である UASを用いる。Gal4の特異的
発現は、Gal4 遺伝子トラップ法を用いて行う。
染色体中にランダムに挿入された Gal4 遺伝
子系統の中から、神経系の一部で発現するパ
ターンを選びだし実験に用いる。また、UAS
配列の下流に改良型 GCaMP遺伝子を融合させ
た DNAコンストラクトを作製し、それを用い
て遺伝子導入ゼブラフィッシュの系統を樹
立する。光遺伝学ツールに関しても同様に
UASの下流に配置した DNAコンストラクトを
利用して遺伝子導入ゼブラフィッシュの系
統を作出する。 
 
４．研究成果 
Gal4-UASを用いて部域特異的に GCaMPを発現
するため、まず Gal4 遺伝子トラップ・エン
ハンサートラップ系統のコレクションの作
出とそのデータベース化を行った（Kawakami 
et al., 2010発表論文⑤;図 1）。他方、系統
改良型 GCaMP である GCaMPHS を用いて、
UAS:GCaMPHS 遺伝子導入ゼブラフィッシュを
作製し、系統を確立した。これと、脊髄運動

神経細胞の一部で Gal4 を発現する系統とを
掛 け 合 わ せ る こ と に よ り 、 Gal4 と
UAS:GCaMPHS のダブルヘテロ接合体の稚魚を
得て、これを用いてカルシウムイメージング
を行った。受精後 20 時間前後の自発的な筋
収縮運動中の胚を観察したところ、脊髄の運
動神経細胞の集団が左右交互に規則正しく
活動する様子が捉えられ、運動を作り出す神
経ネットワーク活動をリアルタイムで可視
化することに成功した（図 2； Muto et 
al.,2011 発表論文③;Muto et al., 2011 発
表論文④） 。 

ここで確立された手法は汎用性があるため、
脳のさまざまな部位における神経細胞集団
の活動の同時計測が可能になった（Hirata et 
al., 2011発表論文②）。また、光遺伝学ツー
ルであるチャネルロドプシンおよびハロロ



 
図 3. 光遺伝学ツール（チャネルロドプシン

ワイドレシーバー;ChRdWR）による行動制御。

上図：UAS:ChRdWR を脳に発現させたゼブラ

フィッシュ稚魚に青色光を照射した（中心の

円）。各円は、活動性（下図の Activity）を

検出する目的で画像の平均輝度を計算する

のに用いた領域を示す。下図：光刺激で誘発

された胸びれの運動および眼球運動。 

ドプシンに関してそれらの改良型分子の遺
伝子を UASの下流に融合させた DNAコンスト
ラクトを用いて遺伝子導入ゼブラフィッシ
ュ系統を確立し、これらのゼブラフィッシュ
の神経機能が光照射により人為的に制御で
きることを実証した（図 3；Umeda et al., 2013
発表論文①）。 
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