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研究成果の概要（和文）：行動を制御する神経回路の特性を、回路を構成要素する個々の神経細胞に基づいて理解する
ことを目指し、本研究では線虫C. elegansの摂食運動を調節するシンプルな咽頭神経回路の機能解析を試みた。従来、
細胞焼却実験の結果から咽頭神経系ではMC運動神経以外の咽頭神経細胞は咽頭ポンピング運動の維持に必須ではないと
されていた。　しかし、本研究で光遺伝学を用いて自由運動中の神経細胞操作を行った結果、MC以外の咽頭神経細胞（
たとえばM2)沈静化によってポンピングが停止することが明らかになった。また、活性化によってポンピングを負に制
御する神経細胞の存在も示唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand how a neural circuit regulates a certain behavior, we are focusing 
on the simple pharyngeal nervous system of C. elegans constituted by 20 neurons of 14 types. We have 
manipulated the activity of subsets of neurons in free-moving worms by using optogenetic tools. We have 
found that silencing of several types neurons including M2 neurons decreased the frequency of pumping, 
sometimes resulting in complete arrest of pumping. Our preliminary study also showed that activation of a 
certain neuron suppressed pumping. Although a previous cell ablation study showed that MCs are the only 
neurons in the pharynx controlling the frequency of the pharyngeal pumping movement, our results suggest 
that multiple cell types are involved in the regulation of pumping frequency.

研究分野：神経生物学

キーワード： 光遺伝学　運動制御
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
行動を制御する神経回路の特性を、回路の構

成要素である個々の神経細胞に基づいて理

解することは、神経科学の大きな目標である。

C. elegans 神経系は、３０２個の全神経細胞

が同定可能で、各神経細胞間の連絡が電顕レ

ベルで記載済みという他に例のない特徴を

具えている。 

私たちは C. elegans 神経系の中でも、特

に単純な咽頭神経系に着目している。咽頭は

線虫頭部にあるヒョウタン型の器官で摂食

運動を司る。 咽頭では８種類の咽頭筋細胞

の働きによって餌（バクテリア）が外界から

取り込まれ腸へ送り込まれる。このうちヒョ

ウタンの首にあたるisthmusは蠕動運動によ

って餌を前から後ろに運び、ヒョウタンの上

下の球部にあたる corpus と terminal bulb

はポンピングと呼ばれる運動を行い、それぞ

れ餌を吸い込み、餌をすりつぶす。また、咽

頭には 14 種 20 個の神経細胞が存在するが、

これらの神経細胞のほとんどすべてをレー

ザーによる細胞焼却実験によって破壊して

も、ある程度咽頭運動が持続することから、

咽頭筋の自律的な収縮・弛緩が基本的な咽頭

運動を作り出し、環境変化などに応じて神経

系がこれをされに調節すると考えられる

(Avery and Thomas, C. elegansII CSHLpress 

1989)。これまでレーザー焼却によりはっき

りと機能が示されたのは３種の咽頭神経細

胞のみで、MCはポンピングの頻度を調節、M4

は isthmus 蠕動運動に必須、M3 は corpus と

terminal bulb の弛緩促進を受け持つとされ

る。しかしそれ以外の神経細胞の役割は全く

不明である。 

 従来、C. elegans の神経細胞機能同定は

細胞焼却実験が主流であった。しかし光によ

る神経細胞の活性調節を可能とした光遺伝

学の近年の進歩は著しく、C. elegans でも光

遺伝学が普遍的な実験法となってきた。また、 

IR-LEGO は、生体内の特定の単一細胞を標的 

 

にして任意の時期に遺伝子発現誘導を行う

ために開発された実験システムである。顕微

鏡下で赤外レーザ照射により細胞を加熱し

て熱ショックプロモーター制御下のトラン

スジーンの発現を誘導することがIR-LEGOの

原理である。以前に可視光レーザを利用した

同様の実験系が提唱されたが、照射された細

胞に対するダメージの大きさと遺伝子発現

の効率の悪さとから、まったく実用に供され

なかった。これに対して細胞にやさしい赤外

光を利用することでIR-LEGOでは高効率での

遺伝子発現が可能となった。 私達は

IR-LEGO 開発者の弓場博士と共同で研究を行

い、IR-LEGO の初の生体応用としてモデル動

物線虫 C. elegans での実験を推進し、幼虫

の表皮細胞、筋細胞や分散した神経細胞を標

的とした遺伝子発現誘導に成功した。さらに、

パルス照射法を取り入れることで、細胞体が

密集した部位でも単一細胞で選択的に遺伝

子発現誘導を引き起こせるようになった。神

経回路の解析には単一標的神経細胞操作が

可能な IR-LEGO の活用が特に期待できる。 

 
２．研究の目的 
C. elegans咽頭神経系を構成する神経細胞の

摂食運動（咽頭ポンピング運動）調節におけ

る役割を、光遺伝学を使用した神経細胞活性

制御を通じて明らかにすることが本研究の

目的である。 さらに、パルス照射 IR-LEGO

咽頭新駅細胞 模式図 。WormAtlas 

http://www.wormatlas.org/の図を改変 



と新規光遺伝学ツールを組み合わせること

で、単一標的神経細胞の活性調節を行うこと

も目指した。 

 
３．研究の方法 
IR-LEGO ：従来の IR-LEGO にオプティカルチ

ョッパーを取り付け、風車状回転ブレードに

よってレーザ光を不連続に通過させること

により照射をパルス化する。 介在神経細胞

を標的とした場合0.8msec 60Hzのパルス照

射をおこなった。 

咽頭運動の解析：寒天培地上で自由運動中し

ている虫のポンピング運動を実体顕微鏡下

で観察、民生用ビデオカメラで録画し、ポン

ピング頻度を測定した。 

光遺伝学：光作動性カチオンチャネル ChR2

発現細胞に対する青色光照射による神経活

動活性化と、光駆動型プロトンポンプ Arch

発現細胞に対する緑色光照射による神経活

動沈静化、それぞれが自由運動中の虫に於い

てポンピングに及ぼす効果を検討する。まず、

神経活性化と抑制の効果を網羅的に検討す

る。Gateway システムを利用して神経細胞サ

ブセット特異的プロモーター下流に Arch, 

ChR2(H134R), ChR2(C128S)各 cDNA を結合し、

これらを線虫に導入して形質転換体を作製

し、光照射が各系統の咽頭運動に与える影響

を調べた。 

 
４．研究成果 

i) IR-LEGOパルス照射条件   

0.8msec 60Hz のパルス照射条件を用いて、

細胞体が密集した Nerve ring 内に存在する

複数種の単一神経細胞において選択的遺伝

子発現誘導が可能であることを確認した。３

０～５０％程度の確率で単一細胞遺伝子発

現が誘導された。パルス頻度を 40Hz～70Hz

で変化させても、誘導頻度に顕著な向上はみ

られなかったので、神経活性制御実験では

60H パルス照射条件を用いることにした。 

 

ii)咽頭運動の解析 

１）咽頭神経細胞種の同定 

unc-4 (I5), ric-19 (M2), mnm-2 (M3), 

flp-21 (M2, M4, MC), glr-2(M1), zag-1 (I1), 

rig-3 (M4, I1, I4, NSM), tph-1 (NSM), 

flp-13 (M3, M5, I5)各遺伝子プロモーター

をもつ Gateway シ ス テ ム destination 

vector を作製し、これを用いて遺伝子発現が

可能なことを確認した。 glr-4(NSM, I5, I6), 

glr-5, glr-7, flp-5 (M4, I4) flp-2 (MC, I5)  

各遺伝子プロモーターをもつ destination 

vector も作製したが、下流遺伝子の発現は引

き起こせなかった。 

 

２）咽頭運動の解析 

手動で培養皿の位置を調節することによっ

て虫を追尾し terminal bulb のグラインダー

の動きを指標としてポンピング運動を数分

間に渡って記録する実験系を立ち上げた。 

 

３）通常時の咽頭運動に対する神経細胞活

動活性化・抑制の影響 

神経活性抑制実験 

まず、汎神経細胞プロモーターの下流で光駆

動型プロトンポンプArch::GFPを発現する形

質転換系統を作成し、緑色光照射によって

Arch を活性化して細胞の沈静化を行ったと

ころ、咽頭ポンピング運動は停止した。 光

照射を修了するとポンピングは再開した。 

咽頭神経細胞をすべて焼却しても低頻度な

がらポンピングが持続するという過去の報

告から、従来、神経細胞はポンピングに不要

と考えられてきた。 一過性の神経系不活化

がポンピングを停止させるとことは予想外

の結果である。 

次に、Gateway システムを用いて unc-4, 

flp-21, glr-2, mnm-2, ric-19, zag-1, rig-3, 

tph-1,flp-13 各遺伝子プロモーター下流で

Arch::GFP を発現するプラスミドを作成、野

生型線虫背景で形質転換系統を樹立した。 



緑色光照射による細胞の沈静化を行ったと

ころ、いくつかの系統でポンピング運動頻度

の低下を見出した。 

 運動神経細胞： flp-21ｐは M2, M4, MC

咽頭運動神経細胞でのtransgene発現を引き

起こす。 flp-21ｐ:: Arch::GFP 系統では個

体間で Transgene 発現にばらつきがあるが、

上記３種の運動神経細胞中 M2 のみで GFP が

発現する個体でもポンプ運動が完全に停止

した。また、ric-19 は M1, M2 運動神経細胞

で transgene 発 現 を 引 き 起 こ す が 、

ric-19p::Arch::GFP 系統中で３種中 M2 のみ

で GFPが発現する個体でポンプ運動が完全に

停止した。 以上の結果から、M2 単独の抑制

でポンピングが停止すると考えられる。 ま

た、 rig-3pはM4,と介在 I1, I4でtransgene

発現を引き起こす。 

介在神経細胞： zag-1p は咽頭中では介在神

経細胞 I1 でのみ transgene 発現を引き起こ

す。zag-1p:: Arch::GFP 系統では I1 に GFP

発現が認められた個体でポンプ運動頻度が

低下し、強く GFP を発現する個体ではポンピ

ングは完全に停止した。 また、unc-4p は咽

頭中では介在神経細胞 I5 で transgene 発現

を引き起こす。unc-4p:: Arch::GFP 系統で

は I5 に GFP 発現が認められた個体でポンプ

運動頻度が低下し、強く GFP を発現する個体

ではポンピングは完全に停止した。 

 IR-LEGO を利用していくつかの両側性の咽

頭神経細胞に Arch::GFP 発現誘導し、緑色光

照射を行った。発現誘導には成功したがポン

ピング運動に顕著な変化は見られなかった。 

神経細胞の冗長性が問題である可能性が高

く、今後ユニークな咽頭神経細胞での発現誘

導を試みる予定である。 

 以前の神経細胞焼却実験の結果から、MC 運

動神経以外の咽頭神経細胞はポンピングの

維持に必須ではないといわれてきた。しかし

今回、特定の咽頭神経細胞の急性の沈静化で

ポンピングが完全に停止することが明らか

になった。これは本分野で特筆すべき結果だ

と思われる。 

神経活性昂進実験 

光駆動型カチオンチャネルChR2::YFPの活性

化には青色光照射を用いる。 しかし、コン

トロール実験である野生型線虫に対する青

色光照射によってポンピングは大きく抑制

され、この効果は照射終了後もしばらく持続

することがわかった。 （なお、青色光のポ

ンピング抑制に関する詳細な解析が、本研究

実施期間の終了間際である本年２月に他グ

ループから報告された。） このため、線虫

内在性の光感受性を低下させる lite-1 変異

を用いる必要が生じ、実験は予定より遅れて

いる。 短時間の青色光照射によってチャネ

ルの長期開口が引き起こされる変異型 ChR2

（C128S）を発現させることとし、予備実験

として、野生型に対する青色光照射よりも強

いポンピング抑制効果を示す形質転換体系

統が存在するかどうか調べた。 その結果、

rig-3::ChR2 (C128S)発現個体に対する青色

光照射がポンピングを完全に停止させるこ

とを見出した。 このことは、ポンピング抑

制機能を持つ咽頭神経細胞が存在すること

を示唆しており、大変興味深く、今後さらに

追及する。 

 

４）生理的刺激による咽頭運動の調節 

線虫の移動運動を駆動する体壁筋細胞に特

異的なプロモーターmyo-3p 下流で Arch を発

現させ緑色光を照射すると虫の移動は停止

する。 このとき咽頭のポンピングも停止す

ることを偶然見出した。 これは体壁筋弛緩

にともなう自己受容感覚の変化が咽頭運動

に影響することを示唆する新規な結果であ

り、今後、この現象におけるポンピング停止

機構の詳細について追及する価値が大いに

あると期待している。 
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