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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュ稚魚の捕獲行動を実験モデルとして、餌となる物体の視覚認知に関わる神
経回路の探索を神経活動を指標として行った。脳部域特異的な神経活動を検出するための手法として、遺伝学的手法で
あるGal4-UASシステムをまず構築し、これを利用して餌が近くに存在するときにのみ活動性を示す神経細胞集団を探索
した結果、前視蓋領域が特異的な反応性を示すことを見出した。レーザー破壊法や、神経毒の特異的な導入により前視
蓋領域の神経細胞の機能を消失させたところ、餌に対する稚魚の捕獲行動も抑制された。これらの結果から、前視蓋領
域が「餌検出器」としての役割を担うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We aimed to identify a neuronal population that has a specific role in visual 
prey detection. For this goal, first we established a genetic system in which we can introduce a 
genetically encoded calcium indicator GCaMP into any cell types of our interes, using the Gal4-UAS 
system. We examined the neuronal activity in the zebrafish larval brain to identify neurons that 
responded to the prey. We successfully identified a subpopulation of neurons in the pretectal area that 
showed specific response to paramecia in the proximity of the larva.Furthermore we demonstrated that the 
prey capture behavior was abolished when these neurons were ablated by either expression of a neurotoxin 
or two photon laser. Thus we propose that these neurons act as "prey detector" in the zebrafish.

研究分野：神経科学

キーワード： 捕獲行動　視覚系　ゼブラフィッシュ　カルシウムイメージング
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１．研究開始当初の背景  
ヒトや動物の行動を作り出しているのは脳
の働きである。脳は多数の神経細胞とそれら
の結合により成り立っているので、行動が作
り出されるメカニズムを理解するためには
脳の構成要素である神経細胞集団の活動を
調べる必要がある。神経細胞集団からの同時
記録を行う方法として、活動電位の発生に伴
うカルシウムイオン（Ca）流入を間接的に測
定する手法が広く用いられている。Ca プロ
ーブとしては低分子蛍光化合物と DNA でコ
ードされるタンパク質性 Ca 蛍光指示薬の 2
種類に大別されるが、タンパク質性 Ca 蛍光
指示薬を用いると遺伝学的な手法を利用し
て特定の神経細胞集団だけに Ca プローブを
導入することが可能である。タンパク質性
Ca 蛍光指示薬の発明は非常に画期的であっ
たが、Ca 検出感度が低いため検出可能な脳
機能シグナルがかなり限定されるという困
難が明らかとなり、これを改良する試みが国
内外で続けられてきた。我々もタンパク質性
Ca 蛍光指示薬 GCaMP の改良型を用いて、
遺伝学的に同定された機能的神経回路の可
視化を行うことができることをゼブラフィ
ッシュ神経系を例として実証している。 
 
２．研究の目的  
動物は常に変化する外界からの情報に応じ
て適応的な行動を取る必要がある。脳に対す
る感覚情報の入力、情報の意味づけ、それに
基づく行動の選択という一連の神経プロセ
スはどのようなものであろうか？この問い
に答えるために、本研究では脳が透明なゼブ
ラフィッシュ稚魚とカルシウム蛍光プロー
ブを用いて、捕獲行動中の脳機能イメージン
グを行う。ゼブラフィッシュの摂食行動は視
覚依存的であることから、捕獲行動中は視覚
認知の過程に関わる神経細胞集団の活動を
伴うことが予想される。また、視覚情報処理
中枢である中脳視蓋だけでなく、前脳、間脳、
小脳などが視覚認知機能を調節している可
能性もある。そこで全脳の Ca イメージング
を行い、感覚情報の処理から行動の発現に至
るまでの機能的神経回路を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
GAL4 遺伝子トラップ系統のコレクションを
用いて様々な特異的神経回路・神経細胞集団
に GCaMP を発現させ、Ca イメージングにより
餌などの視覚認知及び捕獲行動に関与する
神経回路を探索的に同定することを試みる。
この目的には高い時間・空間分解能が必要な
ため、ニポウディスク方式の共焦点レーザー
顕微鏡を用いて Ca イメージングを行う。ア
ガロース中に半固定して捕獲行動（輻輳眼球
運動、尾部の運動）を同時測定することによ
り、餌が餌として認識される際の認知過程お
よび捕獲行動に関与する神経細胞を同定す
る。 
４．研究成果 

（１）高感度改良型 GCaMP 遺伝子導入ゼブラ
フィッシュの作製 現在利用可能な最も感
度 の 良 い GCaMP7a, GCaMP6f, GCaMP6m, 
GCaMP6f に関して UAS エフェクターとして遺
伝子導入ゼブラフィッシュを作製し、コピー
数や遺伝子導入部位の確認を行うことによ
り系統として確立した。導入遺伝子 DNA のコ
ンストラクト作製においては、発現レベルを
高めるための工夫としてhsp70遺伝子の翻訳
開始領域上流650bpをプロモーターとして利
用した。この結果、今回作製した UAS:GCaMP
を細胞・部域特異的な Gal4 系統と掛け合わ
せることにより、特定の細胞におけるカルシ
ウム動態をイメージングにより簡便に観察
できるようになった。この系は神経機能のみ
ならず細胞内カルシウムシグナルが関与す
る生命現象の解明に役立つツールとして用
いられる。 
 
（２）上記の UAS:GCaMP を脳部域のさまざま
な領域で特異的発現を示す Gal4 系統と掛け
合わせることにより、脳全体をカバーする範
囲で GCaMP を発現した稚魚を得た。この稚魚
を用いて、視覚刺激として稚魚の餌となるゾ
ウリムシを呈示し、ゾウリムシを視覚的に認
識した際に活動性を示す神経細胞の探索を
試みた。中脳視蓋の領域が、ゾウリムシの視
野における位置に依存的な反応性を示すこ
と（視野マップ）は我々が既にに示している
ので(Muto et al., 2013)、今回の研究では
視野内の位置によらずに餌の存在に反応す
る神経細胞に注目して観察を行った。その結
果、前視蓋(pretectum）領域内で特定の Gal4
系統で標識された細胞集団が、餌の存在に対
して反応性を示すことを発見した（図 1,2）。

 
図 1. ゾウリムシがゼブラフィッシュ稚魚に近
づいてきたときの前視蓋（PT）の神経活動の上
昇。Ca 蛍光指示薬 GCaMP6s の蛍光画像。ス
ケールバー：50μm 
 

 
図 2．図 1 の前視蓋（PT）領域の蛍光強度の変
化。＊は稚魚の動きのために画素値が計算でき
なかったギャップを示す 



これは、前視蓋が「餌検出器」という役割に
担うことを示唆するものである（図 3）。 

このことを確かめるために、二光子レーザー
照射によりこれらの神経細胞を破壊した稚
魚の捕獲行動を解析したところ、捕獲行動能
が著しく低下していた（図 4）。 

また、捕獲行動時には両眼視を行うための輻
輳眼球運動が生じるが、前視蓋破壊を行った
稚魚では餌となるゾウリムシを呈示しても、
輻輳眼球運動がほとんど生じなかった(図 5)。 

この実験結果は、餌となる物体を餌として認
識できなくなったと解釈できる。 
 
（３）上記で見出された「餌検出器」として
の役割を担う神経細胞の刺激-応答特異性を
解析するため、人工的な刺激（動く丸印）を
PC で作製しモニタ上で稚魚に呈示し、同時に
神経活動を共焦点レーザー顕微鏡を用いて
観察したところ、みかけの大きさが 1 度-10
度程度の大きさで、動く速度毎秒 10 度―100
度程度の範囲で高い反応性を示すことが明
らかとなった(図 6）。 

実際の捕獲行動との比較をおこなうため、獲
物であるゾウリムシを捕獲した際の見かけ
上の獲物の大きさと速さを調べたところ（図
７）、やはり、ゾウリムシの大きさが 1度-10
度程度で、動く速度毎秒 10 度―100 度程度の
ときに捕獲行動が高頻度に生じることが見
出され(図 8)、両者が一致したことも前視蓋
神経細胞が「餌検出器」であるという我々の
仮説を指示するものである。 

 
（４）今回見出した「餌検出器」としての前
蓋細胞の軸索投射パターンを解析したとこ
ろ、軸索が後方に伸びて視床下部下葉の領域
に投射していることを見出した(図 9)。 

 
図３．アガロースに固定したゼブラフィッシュ
稚魚の周囲を一匹のゾウリムシを泳がせたと
きの前視蓋の神経活動（左右の平均）。前視蓋
GCaMP6sの蛍光強度の変化をカラーコード化
して、ゾウリムシの軌跡に重ねて描いたもの）。
ゾウリムシが前方のある範囲に存在したとき
に、ゾウリムシの方向に依存せずに強く反応し
たことがわかるスケールバー：1000μm 

 
図 4.対象群および両側前視蓋レーザー破壊稚魚
のゾウリムシ消費量の時間変化。 

 

図 5. 両側前視蓋レーザー破壊稚魚における輻輳
眼球運動の低下（左）。視運動性眼球運動は正常
（右）。 

 

図 6.PC モニタ上で視覚刺激（スポット）を稚魚
に呈示したときの前視蓋の刺激-反応相関。左：
スポットのサイズとの関係 右：スポットのス
ピードとの関係。 

 
図７．自由行動する稚魚が捕獲行動を示したと
きのゾウリムシの相対的な位置(左)および捕獲
行動時のゾウリムシの位置の密度マップ(右)。 

 
図 8.  自由行動する稚魚が捕獲行動を示した
ときのゾウリムシの見かけ上の大きさ（左）と
速度（右)。 



視床下部下葉は魚類においては古くから摂
食中枢として機能することが知られている。
そのため、視覚的な餌の認識が、摂食行動中
枢の機能を調節している可能性が示唆され
た。 
以上述べた主要な結果は、現在論文投稿中
（in revision）である。 
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図 9. 前視蓋(PT)の単一細胞の GFP による標
識。細胞体から出た軸索が視床下部下葉
（Inferior lobes of the hypothalamus; ILH）
へ伸びている様子がわかる。スケールバー：50
μm 
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