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研究成果の概要（和文）：環境中を移動する動物は、環境や身体内部からの感覚情報をたよりにしながら、適切な移動
方向（ロコモーションの方向）を選択している。本研究は、ゼブラフィッシュの触覚刺激に対する逃避行動をモデルに
用いて、触覚刺激によって駆動される後脳のmafB陽性領域の神経活動を、カルシウムイメージング法を用いて解析した
。その結果、触覚刺激の位置に応じて活動パターンを変化させる一群のニューロン（MDL細胞）の同定に成功した。さ
らに、ML細胞は軸索を脊髄に投射していることが明らかになった。このことから、MDL細胞は触覚刺激の位置情報と、
逃避反射の運動パターンを対応づける働きを担うニューロンである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：An animal moving through the environment maintains or changes its direction of 
progression based on internal and/or external sensory information. To understand neural mechanisms 
underlying directional control of locomotion, we studied the tactile-mediated escape response in 
zebrafish larvae as a model, in which the direction of escape changes depending upon the position of the 
tactile stimulus on the body surface. By using two-poton calcium imaging, we monitored the neural 
activity evoked by the tactile stimulus in the hindbrain mafb-positive area. From this assay, we 
identified a group of neurons that showed different neural activities depending upon the position of 
tactile stimulus, which were designated as MDL cells. Furthermore, MDL cells turned out to possess the 
axons extending toward the spinal cord. The spatial response property and the axonal projection toward 
the spinal cord raise a possibility that ML cells regulate the escape direction according to the touch 
position.

研究分野：神経科学、遺伝学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
環境中を移動する動物は、環境や身体内部か
らの感覚刺激をもとに、進行方向（ロコモー
ションの方向）を選択している。ゼブラフィ
ッシュは孵化後間もない時期（受精後４８時
間以降）に既に、触覚刺激に反応し、刺激か
らから遠ざかる方向へ泳いで逃避する能力
を備えている。この逃避方向は、触覚刺激に
反応して起こる、刺激とは反対方向への体幹
の反り運動によって方向付けられる。興味深
いことに、この体幹の反り運動の角度は、刺
激の位置が身体の前方であるほど増大し、そ
の結果、逃避方向はより後方へとシフトする。
すなわち、体幹の反り運動の角度の変化によ
って、ゼブラフィッシュは刺激から最も遠ざ
かる逃避方向を選択しているといえる。私は、
「触覚刺激の位置」と「体幹の反り運動の角
度」を対応させる神経回路の構造を解明する
ことで、ロコモーションの方向制御の神経メ
カニズムを理解しようと考えた。 
 この逃避方向の制御に重要な役割を果た
すと考えられている後脳の機能を操作する
為に、遺伝子トラップ法を用いて後脳の Gal4
系統を作製した。後脳に発現する転写因子
mafbのプロモーター活性によってGal4を発
現する系統を用いて、神経毒素を発現し Gal4
発現領域の機能を阻害した。その結果、体幹
の反り運動の角度が増大し、逃避方向が乱れ
ることを見いだした。この結果から、後脳の
mafb 陽性領域には、逃避方向を制御する神
経細胞が含まれると予想し本研究を開始し
た。 
  
２．研究の目的 
転写因子 mafb は、主に後脳の分節構造ロン
ボメア５と６に発現する。先行研究をもとに
類推したところ、本研究で着目する稚魚期に
は、mafb 陽性領域には、おおよそ５００程
度の分化した神経細胞が存在すると見積も
られた。これらの細胞群の中から、触覚刺激
によって駆動され、さらに、それによって起
こる体幹の反り運動を制御する神経細胞を
同定することを目指した。 
 
３．研究の方法 
後脳領域にカルシウムインディケーター
GCaMP の発現を誘導し、触覚刺激の位置に対
応して駆動される後脳の活動パターンをイ
メージングによって検出した。特徴的な活動
パターンを示す細胞の機能を、レーザーアブ
レーションによって阻害し、逃避行動に現れ
る変化を解析した。 
 転写因子 mafb のプロモーター活性に従っ
て、転写因子 Gal4 を 発 現 する系統
（Tg[mafb:Gal4FF]）と、Gal4 によってカル
シウムインディケーターGCaMP が誘導される
系 統 （ Tg[UAS:GCaMP] ） を 交 配 し 、
Tg[mafb:Gal4FF, UAS:GCaMP]二重トランスジ
ェニック系統を樹立した。二光子顕微鏡下に
配置したTg[mafb:Gal4FF, UAS:GCaMP]稚魚の、

頭部、尾部およびその間の領域のそれぞれの
体表面に、ピエゾ素子を用いて触覚刺激を与
え、同時に、二光子励起顕微鏡を用いたカル
シウムイメージング法によって、後脳 mafb
陽性領域の神経活動を、GCaMP の蛍光変化量
として検出した。 
 
４．研究成果 
転写因子 mafb 陽性細胞の中に、頭部への触
覚刺激によって駆動する一群の神経細胞を
同定し、Mediolateral 細胞と名付けた（以下、
MDL 細胞と記す。図１。）。グルタミン酸作動
性ニューロンを赤色蛍光色素蛋白質（DsRed）
で染色するトランスジェニックマーカーの
存在下で、同様のアッセイを行なったところ、
MDL 細胞は、後脳において前後軸にそって存
在するグルタミン酸作動性ニューロン群の
複数のストライプ構造の内側のストライプ
の一つに含まれることが分かった。MDL 細胞
は、尾部への触覚刺激には反応しなかった。
また、MDL 細胞の中には、頭部への刺激に加
えて、胸部への触覚刺激によっても駆動され
るものが存在した。さらに、頭部への触覚刺
激によって活性化するものの、胸部への刺激
には反応しないものが存在した。このことか
ら、グルタミン酸作動性ニューロンの内側の
ストライプ構造には、体性感覚地図が存在す
る可能性が示唆された。 
 さらに、尾部と頭部への刺激のいずれに対
しても反応する Medial 細胞を同定した（以
下、MD 細胞と呼ぶ）。MDL 細胞の活動は一過
性であるのに対し、MD 細胞は、MDL 細胞より
も遅れて活性化され、その活動は持続的であ
った。 
 グルタミントランスポーターvglut2a の
Bacterial Artificial Chromosome(BAC)を用
いて、Gal4 系統を樹立し、少数のグルタミン
酸作動性ニューロンが Gal4 によってラベル
される系統 Tg[vglut2a:Gal4]を樹立した。
Tg[vglut2a:Gal4]胚に、UAS:GFP プラスミド
微量注入することにより単一のMDL細胞の細
胞形態を解析した。MDL 細胞は、脊髄に投射
する軸索を保持していることが分かった。以
上の結果から、MDL 細胞が、頭部の触覚刺激
依存的に大きな体幹の反りを生み出す機能
を担っている可能性を示唆された。 
 MDL 細胞は、頭部への触覚刺激によって活
性化され、尾部への刺激によって活性化され
ない細胞として一過的に同定されるため、
MDL 細胞の大部分を安定かつ再現的にラベル
する簡便な遺伝学的手法が存在しなかった。
そこでMDL細胞の機能を解明する為に、まず、
稚魚をアガロースに包埋した上で、MDL 細胞
を二光子顕微鏡を用いた触覚刺激アッセイ
によって同定し、直後に、二光子レーザーの
照射によってアブレーションするという実
験法の検討を行なった。このプロトコルによ
って得た阻害稚魚においては、触覚刺激によ
る逃避行動の発生頻度が著しく減少すると
いう結果を得た。このアブレーション実験に



おいては、稚魚をアガロースに包埋し、MLD
細胞のアブレーションを行なって、逃避行動
のアッセイが完了する為に、一時間以上を要
した。今後は、MLD 細胞の阻害効果を正確に
評価する為には、今後のアッセイ法の洗練と、
他の独立なMLD細胞の機能評価法の開発が必
要であると考えられた。 
 以上より、頭部刺激特異的に反応し、なお
かつ脊髄に軸索を投射する MDL 細胞は、触覚
刺激に位置に対応した、体幹の反り運動の角
度、すなわち、逃避方向の制御に関与してい
ると予想された。 
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