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研究成果の概要（和文）：動物は外部からの感覚刺激がなくても自発的に行動するが、随意行動制御の神経機構はよく
わかっていない。我々は、シンプルな脳を持つ線虫に着目し、自発行動発現の神経回路と分子メカニズムを明らかにす
ることを目指している。本研究では、行動に伴う神経活動を動的に可視化するため、最近新たに開発した緑色蛍光カル
シウムセンサーを線虫に応用し、自発行動中の神経活動を体系的に可視化・解析する実験系を構築した。また、高感度
・高速応答性の赤色蛍光センサーを新たに開発し、行動中の線虫で2色のセンサーを利用した細胞活動の同時計測や光
操作技術との併用に成功した。これらの光技術は、脳科学・生命科学分野に役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Most Animals can initiate and regulate voluntary behaviors in the absence of 
external stimuli, but the mechanism underlying decision-making is largely unknown. To elucidate the 
molecular and neural mechanism of these behaviors, we focused on C. elegans, which have a simple brain 
consisting of only 302 neurons and transparent body. Using our recently developed G-CaMP6-8, green 
genetically encoded calcium indicators (GECIs), we developed a system that allowed systematic imaging and 
analysis of the neural activity during spontaneous locomotion. We further designed R-CaMP2, a 
high-affinity, fast, red GECI, and successfully achieved dual-color imaging and optical stimulation in 
combination with green GECIs and channelrhodopshin 2 in freely moving C. elegans.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 多くの動物は外部からの刺激がなくても
自発的に行動を発現し制御するが、そのメカ
ニズムはほとんどわかっていない。最近、ザ
リガニの自発的な歩行において、行動開始に
先 行 す る 準 備 神 経 活 動 が 発 見 さ れ
（Kagaya,Takahata:Science, 2011）、無脊椎
動物の意思に相当する脳内活動の存在が示
唆されている。しかしながら、無脊椎動物の
比較的単純な脳でさえ、自発行動の神経メカ
ニズムの詳細はよくわかっていない。これま
で、我々の研究グループは、GFP を用いた蛍
光 Ca2+センサーG-CaMP を開発し（Nakai ら
2001;Ohkura ら 2012)、Ca2+イメージングによ
り神経活動を測定し脳機能を解明する研究
を行っている。研究代表者は、シンプルな脳
を持ち全神経回路の接続パターンが明らか
になっている線虫 C. elegans に着目し、自
発行動発現の神経回路機構の解明を目指し
ている。線虫は体が透明で、生体神経活動の
光学的測定に適している。自発行動発現の脳
機能を明らかにするためには、行動に伴う神
経活動を動的に可視化する必要がある。しか
し、行動中の動物の神経活動を、顕微鏡下で
高倍率で可視化することは今まで困難であ
った。研究代表者らは、高速レーザースキャ
ン顕微鏡に自動追尾装置を統合したシステ
ム（東北大・橋本浩一教授との共同研究）を
開発し、今まで困難であった自発行動中の神
経回路活動を単一ニューロンレベルで高精
度に長期可視化することに成功している。し
たがって、このシステムを用いることにより、
線虫自発行動における神経回路活動の体系
的な解析が可能であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、最近新たに開発した高性能
G-CaMP を線虫 C. elegans に応用し、自発行
動中の神経活動を体系的に可視化・解析する
ための実験系を構築することを目的とする。
また、G-CaMP との同時計測を可能にする、長
波長の赤色蛍光センサーを新たに開発する。
これにより、近接した複数のニューロンの多
色イメージングや光駆動性機能分子を用い
た光操作技術との併用が可能となり、自発行
動解析の基盤技術が確立すると期待される。 
 
３．研究の方法 
 
 カルシウムセンサーを発現する遺伝子改
変動物の作成：インジェクション法で改良型
プローブを発現する遺伝子改変動物を作成
した。紫外線照射で染色体内にトランスジー
ンを挿入し安定なトランスジェニック系統
を確立した。 
 自由行動中の線虫のイメージング解析：線
虫は固形培地上で主に前進しながら餌の探
索行動をするが、時々自発的に後退運動を行

う。餌や匂いなどの明確な外部感覚刺激を与
えない条件下で線虫を自由行動させた。上記
方法で作成した遺伝子改変動物を用いて、自
動追尾イメージングシステムで行動をモニ
ターしながら15frame/sで蛍光像と透過像を
取得した。motion artifactを抑えるために、
同じ細胞にカルシウムプローブと異なる波
長の蛍光マーカーを発現させ、ratio Ca2+ 
imaging を行った。NIS elements AR（ニコン
画像解析用ソフトウエア）で画像を取得し、
光学測定データを定量的に解析した。 
 行動解析：線虫の行動は CCD カメラで経時
的 に 撮 影 し 、 行 動 解 析 ソ フ ト
（WriggleTracker)で定量的解析を行なった。 
 
４．研究成果 
  
 研究実施計画に基づき、改良型 G-CaMP を
さまざまな神経系特異的なプロモータ制御
下に組み込み、アセチルコリン、GABA、グル
タミン酸、モノアミンなどを含有する神経細
胞での活動を解析するための遺伝子改変動
物を作成した。自動追尾顕微鏡システムの操
作性をさらに高めるため、レーザー顕微鏡の
下部光学系を新たに改良した。それにより、
自由行動中の線虫を広い視野で効率よく見
つけながら、イメージング画像を取得するこ
とが可能になった。さらにプログラムに改良
を加え、これまで以上に長時間の安定した自
動追尾に成功している。上記システムを用い
て、本研究で樹立した遺伝子改変動物の自由
行動中の神経活動を高解像度で可視化する

ことに成功し、自発的に前進モードから後退
モードに行動が変化する際の、ダイナミック
な神経活動変化を明らかにした。 
 近接した複数のニューロンの神経活動を
同時にイメージングするためには、波長域の
異なるカルシウムセンサーが必要である。こ

図1 線虫の筋神経系におけるin vivoイメージング
と光操作 
上段左：線虫 GABA ニューロンと体壁筋（BWM）の模
式図。上段右：カルシウムセンサーとチャネルロド
プシンを発現する線虫。光操作により G-CaMP（緑）
の蛍光強度が上がり（GABA ニューロンの活性化）、
R-CaMP2（マゼンタ）の蛍光強度が下がる（BWM の弛
緩）。下段：行動とイメージングの定量的解析 
Inoue ら Nature Methods, 2015 から改変 
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れまで、緑色センサーの開発は飛躍的に進ん
できたが、高性能な赤色センサーの開発は比
較的遅れている。そこで、高性能な赤色蛍光
プローブの開発と生体神経活動可視化への
応用を試みた。R-CaMP1.07 をベースに超高感
度・超高速の赤色カルシウムプローブ
R-CaMP2 を開発した（東大・尾藤晴彦教授ら
との共同研究：Inoue ら Nat Methods 2015)。
このプローブを生体に応用し、異なる細胞活
動の同時計測と、チャネルロドプシンとの併
用が可能であるかどうかを検証した。GABA 作
動性抑制性運動ニューロンに G-CaMP および
チャネルロドプシンを組み込み、さらに投射
先の筋細胞にR-CaMP2を組み込んだ線虫株を

樹立し、光刺激に伴う GABA ニューロンの活
動上昇と筋での活動低下の2色同時計測およ
び筋弛緩による行動停止の同時記録に成功
した（図１）。また、上位ニューロンを光操
作し、後退運動を誘発した際の後退コマンド
ニューロン活動の同時計測にも成功した（図
2）。 
 考察：本研究で、線虫の自発行動に伴う神
経回路活動を体系的に解析するための実験
系が構築された。今後、神経活動の可視化と
ともに、神経活動の活性化や抑制による行動
の影響を調べ、神経活動と自発行動との因果
関係を明らかにすることも重要であると考
えられる。本研究で開発したシステムおよび
センサーは、生体での神経活動と行動との関
連を詳細に解析することを可能にするもの
であり、脳科学・生命科学分野で役立つもの
と期待される。 
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