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研究成果の概要（和文）：本研究は本能行動のモデルとしてキイロショウジョウバエの求愛行動を取り上げ、その神経
メカニズムの解析を行った。光遺伝学と呼ばれる手法を用いて様々な中枢神経細胞群を人工的に活性化し、それにより
生じる行動を調べた結果、pC1とpC2lと呼ばれる２つの中枢神経細胞群の活動により求愛行動が引き起こされることを
見出した。また、求愛行動中の雄の脳における神経活動のリアルタイム計測に初めて成功し、上記２つの神経細胞群が
実際の求愛行動に伴って活動する事を見出した。以上から、pC1とpC2lの両ニューロン群が求愛行動の中枢性制御と遂
行に中心的な役割を果たすことが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the neural substrate that governs the male courtship be
havior in Drosophila. Using an optogenetic neural activation technique applied to brain neurons in a male 
freely behaving on a treadmill, we identified two subsets of interneurons, pC1 and pC2l neurons, which exp
ress a sex determination gene doublesex (dsx), are responsible for the activation of male courtship behavi
or. in vivo functional imaging revealed that these two subsets of interneurons show transient calcium rise
s that are temporally associated with courtship acts, providing the first demonstration of neural correlat
es of courtship behavior in Drosohila. Taken together, it is suggested that the activation of pC1 and pC2l
 neurons has a pivotal role in central regulatory mechanism of male courtship behavior.
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１．研究開始当初の背景 

 動物の本能行動は複数の要素行動が特定

の目的の下に配列されたものであり、そのメ

カニズムの理解には個々の要素行動を解発

する刺激の同定、および個々の要素行動の発

現制御を司る神経回路の同定が不可欠であ

る。研究代表者らは雄のキイロショウジョウ

バエ(Drosophila melanogaster)をモデルに

の求愛行動の中枢制御機構を研究しており、

研究開始時点で、この種の雄の求愛行動が前

肢の感覚器に対する雌フェロモン刺激を契

機として開始することを見出していた。一方、

２つの性決定遺伝子 fruitless(fru)と

doublesex(dsx)を共発現する雄特異的介在

ニューロン群である P1 ニューロンを温度感

受性イオンチャネル dTrpA1 を用いて強制活

性化すると、雌のいない雄単独の状況下でも

雄は求愛を開始することがわかっていた。ま

た前肢への雌フェロモン刺激下で P1 ニュー

ロンに一過性のカルシウム応答が生じるこ

とが in vivo 機能イメージングにより示され

ていた。これらは P1 ニューロンが雌フェロ

モン刺激を受けて雄の求愛行動を開始する

神経回路の中核をなすことを強く示唆し、P1

ニューロンをその一部に含む神経回路の挙

動と求愛行動発現との関係の解明が喫緊の

課題であった。 
 
２．研究の目的 

 本研究はキイロショウジョウバエの求愛

行動をモデルに、本能行動発現機構の神経基

盤を単一神経細胞集団レベルで明らかにす

ることを目的とした。歩行シミュレータを用

いた行動解析と in vivo機能イメージングを

実験手法の基軸に据え、（1)光遺伝学と人工

的な視覚刺激を利用した新たな求愛行動解

析手法の開発、（２）求愛中の雄が雌に定位

する際に用いられる視覚的特徴の探索、（３)

求愛行動の惹起に関わる介在ニューロン群

の同定、（４）求愛行動と相関した活動を示

す介在ニューロン群の同定および生理学的

解析を行った。これらを通し、感覚入力と同

定介在ニューロンの活動との相互作用から

本能行動が形作られる機構の一端を明らか

にする事を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）歩行シミュレータを用いた行動解析 

 行動解析は直径約 5 mm のスチロール球を

利用した小型トレッドミル上に固定した個

体を用いて行った(図１a)。スチロール球は

微弱な空気流で浮上しており、ハエの肢の動

きに伴って回転する。このため実験個体はこ

の上を「歩行」することが可能で、拘束され

た状態にありながら求愛行動を惹起するこ

とが出来る。実験個体の歩行活動はスチロー

ル球の回転を光学センサで計測する事で記

録し、翅の動きなどの行動は上方、側方に配

置した２つのカメラでビデオ記録した。 

（２）in vivo 機能イメージング 

頭部のクチクラを一部除去して脳を露出さ

せ、顕微鏡で蛍光画像を記録できる状態にし

た雄をトレッドミル上に配置し、求愛行動を

惹起して dsx発現ニューロンのカルシウム応

答を光学的に記録した（図３）。イメージン

グ中の行動は、歩行トラッキングとビデオ撮

影により記録した。カルシウムセンサーには

GCaMP3.0 を用いた。 

４．研究成果 

（１）仮想現実を利用した求愛行動解析法の

開発 

図１．光遺伝学を用いた中枢神経の強制活性
化。（a）実験装置の模式図。（b）dsx発現ニュ
ーロンの強制活性化により引き起こされた雄
の求愛行動。雄の求愛行動に特徴的な片翅の
伸展が見られる(矢印）。 



光遺伝学を用いた神経細胞の強制活性化法

を歩行シミュレータ上の個体に適用し、行動

を妨げることなく中枢神経活動を操作する

実験手法を開発した。光感受性イオンチャネ

ル channelrhodopsin wide receiver(ChRWR)

を Gal4/UAS システムで発現させ、ChRWR 活性

化のための光刺激は青色光源に接続した光

ファイバーの一端を個体の頭部上方に配置

し、クチクラ越しに行った。これにより ChRWR

を導入した特定の神経細胞群の活動を非侵

襲かつ高い時間分解能で惹起する事が可能

になった（図１a）。 

 さらに、オープンソースの視覚心理実験用

刺激作成ライブラリ"vision egg"を用いて、

歩行シミュレータ上の雄にコンピュータデ

ィスプレイ上の視覚刺激を呈示する環境を

整えた。 

 これらを利用し、dsx 発現ニューロンを強

制活性化した上でディスプレイ上を左右に

反復移動するスポットを呈示すると、雄はス

ポットの動きに追従する歩行活動を示し(定

位行動)、片翅を伸展／振動させた(求愛歌の

発生、図１b)。また、一部の個体においては

口吻の伸展(リッキング）、腹部の屈曲(交尾

試行)も含めた、ほぼ全ての求愛行動の要素

が惹起された。求愛行動中枢の強制活性化と

ディスプレイ上の視覚パターンという人工

的な刺激のみで求愛行動が惹起できるよう

になったことで、特定の介在ニューロン群の

活動と視覚行動との対応関係を厳密に探る

ことが可能になった。 

 

（２）定位行動の視覚手がかりの探索 

 前項目の実験において dsx発現ニューロン

の強制活性化と視覚刺激のどちらか一方の

みを与えた条件では定位行動は生じなかっ

た。このことから dsx発現ニューロンの活性

化により視覚刺激に対する雄の行動応答性

が動的に変化し、定位行動が発現したと考え

られる。 

 そこで次に dsx発現ニューロン群を強制活

性化した雄に様々な視覚パターンを呈示し、

生じた定位行動の活性を比較することで定

位行動の際に用いられる視覚的特徴を探索

した。その結果、視野中を水平方向に高速で

移動する明暗の格子パターン（時間周波数：

8 Hz）が極めて活発な定位行動を惹起し、水

平移動する単一のスポットを呈示した場合

の約２倍もの定位行動活性を引き起こす事

がわかった。この顕著な定位行動は dsx発現

ニューロンの強制活性化によらず、雌個体の

性フェロモン刺激で求愛行動を引き起こし

た野性型個体においても観察された。このこ

とから、格子パターンにより生じる顕著な定

位行動が、光遺伝学の利用に起因する人為現

象ではない事が確かめられた。 

 

（３）求愛行動惹起に関わる介在ニューロン

群の同定 

 雄の脳に分布する dsx発現ニューロンはそ

の細胞体の位置、分枝パターンの違いから 10

のサブクラスタに分類される。このうちのど

れが定位行動の惹起に関わるのかをモザイ

ク解析によって調べた。まず、MARCM 法を用

いて dsx 発現ニューロンの一部のみに ChRWR

を発現する体細胞モザイクを作成し、光刺激

下で格子パターンに対する行動応答を記録

図 2．単一ニューロンクラスタの強制活性化に
より惹起された求愛行動。pC1 ニューロン(a)、
pC2l ニューロン(b)の強制活性化と視覚刺激
により引き起こされた行動。各図左の矢印は
視覚刺激の移動方向を示す。 



した。その後、脳を摘出して ChRWR を発現し

た神経細胞群を免疫組織化学的に同定した。

７３個体のモザイク個体を解析した結果、P1

ニューロンをその一部に含む「pC1 ニューロ

ン」および「pC2l ニューロン」の２つの dsx

発現ニューロン群が定位行動と片翅伸展行

動の発現と正の相関を示した。また、いずれ

のニューロン群も単一クラスタクローンに

ChRWR が発現した個体で求愛行動が惹起され

た（図２）。これらの事から pC1 ニューロン

と pC2l ニューロンが求愛行動の惹起に関わ

ると結論した。これらのニューロン群は共に

定位・片翅伸展の生起に関わる一方で、その

強制活性化により生じる行動には違いも見

られた。即ち、pC1 ニューロンの活性化では

定位と片翅伸展のみが惹起されたのに対し、

pC2l ニューロンの活性化では、さらに口吻の

伸展(リッキング)および腹部の屈曲(交尾試

行)が引き起こされた。定位・片翅伸展は定

位から交尾に至る一続きの求愛行動の前半

を構成する行動であり、リッキング・交尾試

行は、より雄の興奮が高まった後半に生じる

行動である。共に求愛行動の活性化に関わり

つつも pC1、pC2l 両ニューロンが機能的に分

化しており、一連の求愛行動の中で異なる役

割を果たす事が示唆された。 

 

（４）求愛行動と相関する中枢神経活動の in 

vivo計測 

 求愛行動中における dsx ニューロン群の活

動動態を明らかにするため、in vivo 機能イ

メージングを行った。雌で前肢に触れた後に

視覚刺激を呈示すると、脳の蛍光イメージン

グ下で、雄は定位行動および片翅の伸展を示

し 、 そ れ に 伴 っ て 脳 の lateral 

protocerebrum(lpr)領域に明瞭なカルシウ

ム応答が生じた（図３）。なお、ショウジョ

ウバエは行動の文脈によらず、1Hz 程度の遅

い視覚フローに追従して歩行する反射行動

(optomotor response)を示すことが知られる。

dsx 発現ニューロンのカルシウム応答は

optomotor response 時には生じなかった。こ

のことから lprで記録された dsx発現ニュー

ロンのカルシウム応答は、単なる視覚フロー

に追従する歩行によって生じたのではなく、

求愛行動という特定の行動の活性を反映し

たものであると考えられた。 

 lpr は複数の dsx 発現ニューロンが分枝し

ているため、ここで得られた応答がどの dsx

発現ニューロンの活動に由来するのかは不

明である。そこでより少数の dsx発現ニュー

ロンに GCaMP3.0 を発現するモザイク個体を

MARCM 法を用いて作出し、求愛行動中の神経

活動記録を行った。記録後の個体から脳を摘

出し、GCaMP3.0 を発現したモザイククローン

を免疫組織化学的に同定した。その結果、前

述のカルシウム応答が pC1、pC2l の両ニュー

図３．求愛行動中の雄における機能イメージ
ング。(a)中枢神経活動の光学計測下で生じた
求愛行動(片翅伸展、矢尻)。 (b)dsx発現ニュ
ーロン群に生じたカルシウム応答の疑似カラ
ー表示。(c)dsx-発現ニューロンのカルシウム
応答と行動の記録例。WE/WV: 片翅伸展、∆x: 
歩行ターン、∆F/F0: カルシウム応答 
。 

図４．求愛中の定位行動と同期した pC1 ニュ
ーロン群のカルシウム応答。 (a)記録を得た
pC1 モザイククローンの例。(b)同時記録され
た歩行活動とpC1ニューロン群におけるカル
シウム応答。上：歩行軌跡。下：pC1 ニュー
ロング群のカルシウム応答。 



ロン群に由来する事がわかった。さらにカル

シウム応答と歩行活動との対応を調べると、

これらのニューロンは、脳内におけるその細

胞体の位置と同側に向かって雄が歩行の向

きを変える際にカルシウム応答を示すこと

がわかった(図４b)。このことから pC1、pC2l

ニューロン群は単に求愛行動活性の制御に

関わるだけでなく、左右どちらに向けて求愛

するかという運動の制御過程にも関与する

事が示唆された。 

 
（５）まとめ 

 本研究では、新たに開発した行動解析法と

中枢神経活動の in vivo光学計測により、求

愛時における視覚誘導性の定位行動の惹起

および制御に pC1 と pC2l の２つの dsx 発現

ニューロン群が関わる事を明らかにした。シ

ョウジョウバエにおいて、求愛行動の発現と

対応する中枢神経活動についての報告はこ

れまでに無く、本能行動の神経メカニズムの

解明に大きく貢献する成果であると言える。

これらの神経細胞群の活動が視覚刺激に対

する定位行動の ON/OFF を如何にして切り替

えるのか、その機構の解明が今後の主要な課

題の一つと言える。 
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