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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は哺乳類の終脳に相当し、簡単な脳構造を持つゼブラフィッシュ成魚の
意思決定機構を明らかにすることである。そのため能動的、受動的回避行動をトレーニング中の魚の終脳の神経
活動を観察することが可能な仮想空間-2光子イメージングシステムを確立した。解析の結果、魚が見るもの、つ
まり周囲の壁の色（青、赤など）、または見るものの状態（景色が動いているか静止しているか）にルール（安
全または危険）を付加する複数の神経アンサンブルが生成されることが明らかになった。さらにアンサンブルの
組み合わせによって、同じ目標（安全な領域に逃げる）を達成するにもかかわらず魚毎に多様な行動戦略を取る
ことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was the elucidation of the neural mechanisms of 
decision making using adult zebrafish. For this, we established the closed-loop virtual reality 
system to observe the neural activity of the broad area of the dorsal pallium in adult zebrafish 
during training for active and passive avoidance. Observation of neural activity revealed that 
training generates multiple neural ensembles that attach rules/values (safe or danger) to what fish 
see, i.e. the colors of the surrounding walls (blue, red, etc.), or to the states of what they see, 
i.e. whether the scenery is moving or stationary. Variation in the combination of these ensembles 
generated in each fish during trials highly correlated with the diverse approaches the fish took to 
achieve the same goal (i.e. escaping to the safe area), indicating that individual difference in the
 behavioral strategies was caused by diversity in the methods of cognitive value assignments that 
each fish acquired during training.

研究分野： 神経科学

キーワード： 意思決定　仮想空間　ゼブラフィッシュ　神経アンサンブル　能動的回避行動
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により学習によって生物が知覚した複数の環境情報（色や景色の動きの状態）に対しそれぞれルールを付
加することが明らかになった。さらにルールが付加される知覚情報は魚毎に異なり、その違いが行動の多様性を
生み出している可能性が示唆された。以上のことは価値を付加された複数の知覚情報も行動選択の基準となる可
能性を示唆している。さらにはその組み合わせにより行動に多様性が生じる可能性も示唆しており、生物の行動
選択機構における行動の多様性という新たな機構を見出した。将来的にはAIのアルゴリズムに対して多様性を持
たせ発展させる時に役立つ可能性を含んでいる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生物にとって状況に応じた適切な行動を選択する、いわゆる意思決定は生存において重要な機
能である。これまでの研究から意思決定において皮質—基底核回路および扁桃体、海馬が重要な
役割を果たしていることが示唆されている。それぞれの領域での情報は特定の神経細胞群（神
経アンサンブル）の活動によって表現されることで状況に応じた行動に寄与すると考えられて
いる。しかしながら実際にそれぞれの情報をコードする神経アンサンブルがどのような動態に
よって意思決定に寄与しているのかは依然として不明である。ゼブラフィッシュ成魚は比較的
単純な神経回路であるが、ほ乳類の皮質−基底核回路・海馬・扁桃体に相当する領域、機能を終
脳に有し、行動学習をすることが出来る。また、哺乳類では脳の深い領域にある海馬・扁桃体
相当部位が表層にあること、脳が小さいことから複数の脳領域を同時にイメージングする事が
出来ること、さらには色素欠損の突然変異体が存在しており頭蓋骨を開かずにイメージングが
可能である。仮想空間（VR）は現実空間のエッセンスのみを反映した空間であり、対象に必要
最小限の情報かつばらつきのない視覚情報を提示することが出来る。さらには顕微鏡観察と組
み合わせることで対象動物の状態と神経活動を同時計測することが可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は行動学習過程において形成される終脳の神経アンサンブルがどのような演算を
行うことで意思決定がなされるのかを明らかにすることである。具体的には VR内において課題
を行っているゼブラフィッシュ成魚の終脳神経細胞の活動をカルシウムイメージングし、観察
された神経アンサンブルがそれぞれどのような役割を果たしているのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）行動選択課題遂行中において刻一刻と変化する神経アンサンブル活動と魚の行動を同時
に観察できる実験系として VR–２光子カルシウムイメージングシステムを構築した。 
（２）神経アンサンブルの動態を明らかにし、それぞれのアンサンブルがコードしている情報
を同定するため、得られた神経細胞活動データに非負値行列因子分解（Nonnegative Matrix 
Factorization, NMF）（研究協力者：沖縄科学技術大学院大学 Fung Alan Chi Chung 博士、深
井朋樹博士）を行い、魚の行動と環境との関連を検証した。 
（３）得られた神経アンサンブルの結果と行動データの比較から示唆される神経回路機構を推
定し、推定されたモデル作成とシミュレーションを行い、実験データとの一致を検証した。（研
究協力者：理研 CBS 磯村拓哉）。 
 
４．研究成果 
上記の目的を達成するため、図１のような VR-2 光子イメージング系を確
立した。VR 内における移動は尾の振幅周波数に対応して提示画像が動く
ように設計した（灰色矢印）。本固定法によりブレの生じない多面終脳イ
メージングに世界で初めて成功している。この VR 内で終脳の興奮細胞が
カルシウムセンサータンパクである G-CaMP7 を発現しているトランスジ
ェ ニ ッ ク ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 成 魚 （ TgBAC(camk2a:GAL4VP16; 
TgBAC(vglut2a:Gal4); Tg(UAS:G-CaMP7) zebrafish)に対し、GO課題（能
動的回避行動）と NOGO 課題（受動的回避行動）をランダムに提示した（図
２）。GO課題では手前が青、向こう側が赤になり、１０秒以内に赤に逃げ
なければならない。NOGO 課題（能動的回避行動）では手前が赤、向こう
側が青になり、１０秒間赤色に止まらなければならない。この条件を満た
さない場合は電気ショックを受ける（図２）。その結果、課題を経験する
につれ成功率が上がり行動学習が形成された。 
適切な行動学習が形成された魚のイメージングデータに対し NMF を用い
ることで個々の神経細胞のデータを神経アンサンブルレベルでの活動に
変換し、魚の行動と環境（壁の色、景色の動きなど）との関係性を比較
することでそれぞれの神経アンサンブルがコードする情報を同定した。
昨年度までに得られた結果を bioRxiv に報告し、この報告以降に実施し
た実験によりそれぞれのアンサンブルが以下の情報をコードしている
ことを見出した。 
（１）青色をコードするアンサンブル 
このアンサンブルは行動学習に依存せず青色を見ると活動していた。 
（２）青色は危険である、赤色は安全であるというルールをコードする
アンサンブル 
これらのアンサンブルは魚が課題を繰り返すにつれて青、もしくは赤を
見ると活動し始めた。さらに、上記の条件（青、危険；赤、安全）において行動学習を形成し
た魚において、電気ショックと対呈示していた色を青から赤に逆転させた条件（青、安全；赤、
危険）も提示した。逆転条件も学習した魚において元の条件で行動学習後に青に反応して活動
していたアンサンブル、赤に反応して活動していたアンサンブル両方の活動は消失した。さら
に逆転条件も学習した魚において新たに赤に反応して活動し始めるアンサンブルを同定した。

図２.GO/NOGO 課題 

図１.仮想空間–２光子カルシウムイメー
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以上のことはルールの逆転に応じて活動するアンサンブルが変化することを示唆しており、色
に対するルールをコードしているという考えを支持するものである。 
 
（３）青色領域において景色が後ろに動かないことは危険であるというルールをコードするア
ンサンブル 
このアンサンブルは魚が行動学習後、GO 課題成功時には活動しないが GO 課題失敗時活動して
いた。また行動学習後に魚の行動を VR に反映しないオープンループ条件下で GO/NOGO 課題を行
うと、魚が尻尾を振っているにもかかわらず景色が動かない GO課題において活動していた。よ
ってこのアンサンブルは魚の尻尾の動きに関係なく、学習後に青を見ている時に景色が後ろに
動かないときに活動する。よって、このアンサンブルは青色において後ろに景色が動かないこ
とが危険であるというルールをコードしていると解釈した。 
 
（４）元のゴール色（赤）とは異なるゴール色（緑、白）に到達すると活動するアンサンブル 
元来の条件（ゴール色、赤）で行動学習を形成した後、GO 課題において魚がゴールした直後に
ゴール色を赤から緑もしくは白に変える実験も行った。その結果、変更されたゴール色である
緑、白両方を見ている時のみに活動するアンサンブルを観察した。以上よりこのアンサンブル
は赤色以外のゴール色は危険であるというルールをコードしている可能性を示唆している。 
 
（５）ゴールの場所と関連して活動するアンサンブル 
このアンサンブルは失敗した GO課題のうちゴールまでの途中で止まったトライアルと GO 課題
成功時に活動し、前者ではトライアル終了まで高い活動を示し、後者ではゴール付近でピーク
を持つように活動しゴール到達後は活動が下がった。この
ことからこのアンサンブルがゴールの位置をコードしてい
ると解釈した。 
 
（２）のアンサンブルはほぼ全ての魚が持っていたが、（３）
に関しては一部の魚のみにおいて観察された。両方のアン
サンブルを持つ魚と（２）のみを持つ魚の泳ぎの詳細を観
察すると前者は後者より少ない休憩でゴールに到達するこ
とが明らかになった。すなわち前者は後者より効率的にゴ
ールに到達していた。 
以上のことより、魚は学習することによって見ている景色
の色と動きに対し安全か危険かのルールを付与することで
行動を決定していることが明らかになり、ルールを付加さ
れた対象の組み合わせによって行動に多様性が生じること
が明らかになった。 
さらにこれらの組み合わせが異なる行動を引き起こすため
に必要な神経回路機構を推定し、モデルを作成、シミュレ
ーションを試みた（研究協力者：RIKEN CBS、磯村拓哉博士）。
その結果、推定されたモデルからのシミュレーションと実
際の行動データは同様の傾向を示し、この神経回路機構が
寄与している可能性を示唆している。 
 
以上の結果から、ゼブラフィッシュ成魚終脳において神経アンサンブルは知覚した環境情報に
対して価値を付加したルールを表現していること、そのルールが付加される知覚環境情報は複
数あること、そのアンサンブルの組み合わせによって行動に多様性が生じることを見出した。 
 
一方で、これらのアンサンブルが行動に対し因果性を持っているのかは依然として不明である。
この点を明らかにするため、機能消失実験であるレーザー用いた細胞破壊システムも立案し、
構築を進めた。 
 
 
 
 
 
 

 
図３.本研究のまとめ 
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