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研究成果の概要（和文）：線虫の温度に対する学習行動をモデル実験系とし、新しい光遺伝学ツールの導入と評価を行
うことで、これまで解析が難しかった、行動中の神経回路における活動動態とそれによる行動制御メカニズムの一端を
明らかにした。特に、線虫の特性を活かして厳密な行動実験を実現する実験系を構築し、神経活動や行動を同時計測し
ている最中に光遺伝学の利点を活用することで、神経活動を制御した。これらの解析により、AFD感覚神経細胞におけ
る感覚シグナルと行動の関係や、AIYおよびRIA介在神経細胞で観測される確率的な神経活動の機能解明を進めた。

研究成果の概要（英文）：Using thermotaxis behavior of C. elegans as a model system, we analyzed the 
relationship between behavioral regulation and neural activities in the neural circuit responsible for 
thermotaxis. We introduced and evaluated newly developed optogenetic tools to elucidate the mechanism 
through which a behavior is regulated in the circuit. We constructed reliable assay systems that enable 
to monitor neural activity and behavior. Our results show the relationship between AFD thermosensory 
neural activity and behavior, and shed light onto the function of stochastic activity of interneurons AIY 
and RIA.

研究分野： 分子遺伝学、神経科学

キーワード： 感覚神経細胞　記憶・学習　温度走性　Cエレガンス　神経回路

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
線虫 C. elegans を餌（大腸菌）の存在下で飼
育した後に、温度勾配上に置くと、餌のあっ
た飼育温度に移動する。一方、線虫に飢餓を
体験させると飢餓体験温度を忌避する。この
行動は、温度走性と呼ばれ（Hedgecock and 
Russell, 1975; Mohri et al., 2005）、線虫は生
存するために、環境温度を重要な手掛かりに
していることが示唆される。本研究者らは、
レーザー照射による細胞殺傷実験により、温
度走性に関与する主要な神経回路を同定し
（Mori and Ohshima, 1995）、AFD は主要
な温度受容ニューロンであり、介在ニューロ
ンAIY とAIZ による拮抗的な神経制御およ
び両ニューロンからの情報を統合する RIA 
ニューロンの機能が温度走性の成立に重要
であることが示唆された（Mori et al., 2007）。
最近、我々は多点同時イメージングシステム
の開発に成功し、カルシウムイメージング法
を用いて、嗅覚ニューロンとして知られてい
た AWC が温度受容ニューロンとしても機
能すること（Kuhara, Okumura, et al., 
2008）、AFD が温度を受容するのみならず、
受容した温度を記憶することを見いだした
（Kimura et al., 2004）。 
 
神経回路の新たな機能の解明には、特定のニ
ューロンの活動を、意図した強さで、瞬間的
に活性化や不活性化させる技術が有用であ
る。近年、特定波長の励起光により開口する
陽イオンチャネルであるチャネルロドプシ
ン(ChR2)と Cl-ポンプであるハロロドプシン
(HR)を利用した神経活動の人工操作が可能
となった。本研究者らは、ChR2 と HR の励
起光を、温度勾配上で温度走性行動を行って
いる線虫にピンポイント照射する装置を開
発し、温度走性行動中の神経回路活動の操作
を試みた。温度受容ニューロン AFD に HR 
を発現させ、HR の励起光 (20Hz, 5ms, 
20mW/mm2)を照射したところ、飼育温度よ
り高温に移動する好熱性異常が観察された。
同様の異常が、AFD のグルタミン酸シナプ
ス伝達の変異体においても観察された。これ
らの好熱性異常は、予想外にも、AFD の機能
が欠損した変異体が示す好冷性異常や温度
無走性異常とは相反するものであった。つま
り、AFD は膜電位の変化率に応じて、下流
の神経回路の活動を「逆転」させている可能
性が考えられた。 
そこで、開発した光遺伝学手法を、カルシウ
ムイメージングと従来の分子遺伝学と組み
合わせて詳細な解析を行なったところ、AFD 
温度受容ニューロンが AIY 介在ニューロン
に対して、興奮性と抑制性の両方の神経伝達
を行なっていることが明らかとなった。この
結果は、単一の感覚ニューロンが、単一の介
在ニューロンに対して、興奮性と抑制性の制
御を行なう例を提示し、新概念を創出した
(Kuhara et al., 2011)。 
 

線虫は、餌の有無により温度への嗜好性を可
塑的に変化させる。つまり、線虫は餌が存在
していた温度に対して正の嗜好性を示すが、
飢餓を体験すると逆転現象がおき、その温度
を忌避する（Mohri et al., 2005）。餌と温度
の連合学習に異常を示す変異体の探索およ
び解析が当研究室で行われ TAX-6/カルシニ
ューリンが AIZ および RIA 介在ニューロン
で必要であること、INS-1/インシュリンが神
経内分泌物質として AIY、AIZ、RIA のいず
れの介在ニューロンにも作用しうることが
示された（Kuhara and Mori, 2006; Kodama 
et al., 2006）。AFD の温度応答性および温度
記憶能は餌の有無によっては変化しないこ
とが、カルシウムイメージングおよび行動学
的知見により示唆されており、餌と温度の連
合学習は AIY、AIZ、RIA 介在ニューロンか
らなる神経回路で行われている可能性が極
めて高いことがわかった。 
 
２．研究の目的 
現在の脳神経科学における最重要課題の一つ
は、感覚、記憶、学習の成立や制御機構の解
明であり、この最重要課題を解明するために
は、神経回路における情報の流れをとらえる
ことが必須である。本研究者らは、分子レベ
ルから個体レベルにおいて多面的な解析がし
やすく、遺伝学解析に適する線虫C. elegansを
モデル動物として用い、記憶や学習が関与す
る行動である温度走性をモデル系として、温
度走性の神経回路動態に関する分子遺伝学的
研究を行って来たが、最近、世界に先駆けて
光遺伝学による解析を開始し画期的な成果を
得た。本研究では、これらの実績をふまえ、
最先端の光遺伝学的手法を駆使して、温度走
性行動を制御する神経回路の情報処理機構を
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究者らは、温度勾配上で温度走性行動を
行っている線虫に対して、ハロロドプシン
（HR）とチャネルロドプシン（ChR2）の励
起光を、任意の強さで、パルスとして照射す
る装置を開発した。この装置を使って、温度
受容ニューロンAFDにHRを発現させた個体
へ、HRの励起光(20Hz, 5ms, 20mW/mm2)を照
射したところ、飼育温度より高温に移動する
好熱性異常が観察された。さらに開発した光
遺伝学手法を、カルシウムイメージングと従
来の分子遺伝学と組み合わせて詳細な解析を
行なったところ、AFD温度受容ニューロンが
AIY介在ニューロンに対して興奮性と抑制性
の両方の神経伝達を行なっていることが明ら
かとなった。 
 
本研究では、これらの方法・実績を踏まえ、
温度と餌の情報がどのように神経回路におい
て処理されているかについて解析を進める。 
さらに光遺伝学を使った、神経活動の遠隔操
作による神経回路や行動の解析は、現在世界



的に競争が激しい分野であり、ショウジョウ
バエやマウスなど、生物種を問わず試みられ
ているところで、まだ技術開発の段階にある
といえる。そのため性質や機能の異なる光遺
伝学解析のためのタンパク質が競って開発さ
れ、評価実験が行われている状況であり、こ
れらのタンパク質や新規ツールを積極的に利
用し、評価実験を含めて研究を進めることで、
従来の光遺伝学では不可能だった実験方法の
検討を進める共に効果的に研究へ利用する。 
具体的には以下の項目について焦点を絞っ
て研究を進める。 
 
（１） 温度記憶中における A F D ニューロ
ンの光遺伝学解析 
温度走性行動を行っている線虫の温度受
容・記憶ニューロン AFD についての解析は行
ったので（Kuhara et al., 2011）、本研究で
は特に、飼育温度を記憶中の線虫に注目し、
記憶中の AFD の活動を光遺伝学によって操
作することを試み、神経回路への影響を解析
する。ハロロドプシン(HR)やチャネルロドプ
シン（ChR2）の改良型も多数開発されている
ため、それらを用いて、従来型の HR や ChR2 
では不可能だった実験を行う。 
 
（２） 温度走性行動中における介在ニュー
ロンの光遺伝学解析 
従来までの研究成果に基づき、光遺伝学を用
いた介在ニューロンにおける連合学習機構
の解析を行う。温度情報と餌情報の連合学習
に必要な３つの介在ニューロン（AIY、AIZ、
RIA）のそれぞれに、HR（あるいは、その改
良型）や ChR2（あるいは、その改良型）を発
現する系統株を構築する。HR や ChR2 を活性
化させた神経細胞の活動はカルシウムイメ
ージングによって解析し、温度走性行動に与
える影響は、本研究者らによって最近開発し
た線虫の自動追尾システムによって解析す
る。カルシウムインディケーターは、主に
GCaMP3 を用い、適宜、YC3.60 も用いる。 
 
I) 介在ニューロン（AIY、AIZ、RIA）におい
て HR（あるいは ChR2）を発現する野生株を
餌を与えて飼育した後、HR（あるいは ChR2）
を活性化し、目的の介在ニューロンにおける
温度変化に対するカルシウムイメージング
を行う。また、HR（あるいは ChR2）を活性化
しながら、温度走性行動を自動追尾システム
により解析する。 
II) I)と同様の野生株に飢餓を体験させた後
に、I)と同様の実験を行い、光遺伝学による
遠隔操作によって、飢餓が誘導する飼育温度
忌避行動、すなわち、温度走性の逆転が起こ
るかどうか検討し、作用機序の場所となる介
在ニューロンを同定する。 
III)飼育時に温度一定で飢餓を体験した個
体は、温度勾配上で、飢餓を体験した温度を
避ける行動を示し、またその行動についての
変異体も得られている。インスリン欠損変異

体である ins-1 変異体は、飢餓体験温度を忌
避しない行動異常を示し、３つの介在ニュー
ロン（AIY、AIZ、RIA）が飢餓シグナルによ
って抑制されないことに起因することが示
唆されている（Kodama et al., 2006）。また、
カルシニューリン欠損変異体である tax-6 
変異体は、AIZ と RIA 介在ニューロンにおい
てカルシニューリンの機能が失われている
ことにより、温度と餌情報の連合学習異常を
示すことがわかっている（Kuhara and Mori, 
2006）。光遺伝学を用いてこの仕組みを検証
し、温度と餌情報の連合学習異常についての
解析を進める。 
 
 (３）A F D - A I Y 間のシナプス結合の光
遺伝学解析 
本研究者らの光遺伝学解析により、AFD 温度
受容ニューロンが AIY 介在ニューロンに対
して、興奮性と抑制性の両方の神経伝達を行
なっていることが明らかとなった（Kuhara et 
al., 2011）。しかし、その分子レベルでの解
明には未だ至っていない。そこで本研究では、
分子基盤の解明に向けて、解析を進める。 
 
I)AFD と AIY は、線虫の脳とよばれる nerve 
ring に神経プロセスを投射し、腹側から背側
にかけて、AFD と AIY は nerve ring 内にお
いて 10 カ所シナプスを形成している。まず、
AFD および AIY のプロセス全体の、温度変化
に対するカルシウムイメージングを行う。 
II)次に AFD および AIY のプロセスを幾つか
の領域に分け、シナプスをグループとして扱
う。グループについて、温度変化に対するカ
ルシウムイメージングを行い、シナプスのグ
ループ間で反応性に差があるか検討する。 
III)HR（あるいは ChR2）を AFD に発現する
野生株に、餌を与えて飼育した後、HR（ある
いは ChR2）を活性化して AFD の活性を変化
させ、AFD および AIY のプロセスの、温度変
化に対するカルシウムイメージングを行う。
例えば、温度に対する AFD の反応性を低下さ
せ、AIY の反応性を上昇させると（Kuhara 
et al.,2011）、AFD および AIY のプロセスの
どの領域が、つまり、どの領域のシナプスが
最も活性化されるか、あるいは不活化される
か検証する。 
IV)AFD-AIY 間のシナプス伝達にはグルタミ
ン酸を介したシグナルとペプチドを介した
シグナルが示唆されている（Ohnishi et al., 
2011; Narayan et al., 2011）。これら２種
類のシグナル伝達に関与する変異体に対し
て、I)から III)の実験を行い、どの分子が
AFD-AIY 間の興奮性および抑制性のシグナ
ルに関与しているか検討する。 
 
４．研究成果 
本研究者が光遺伝学の応用に実績があり、温
度走性行動において重要な役割を担ってい
ることが分かっている温度受容神経細胞 AFD
に、新規のオプシンを利用することで新しい



実験系を構築した。 
線虫は体が透明なためオプトジェネティク
スを適用し易い実験系であるが、青色光が行
動に影響を与えることが知られているため、
channelrhodopsin2 を用いた行動実験は制限
がある。これを解決するために、動作波長が
長い、もしくは行動に影響を与えない新規の
オプシンを探索し、行動制御を司る神経回路
の研究を進めた。 
新規オプシンとしては、緑色光で動作する
channelrhodopsin green receiver (ChRGR)
と ChR2(C1V1)、さらに短時間の青色光照射で
作動する ChR2(C128S)を導入し、それらを温
度受容神経細胞であるAFDへ発現させること
に成功し、動作の評価を行った。 
これらのチャネルロドプシンの動作を神経
活動レベルで確かめるために、遺伝的にコー
ドされたカルシウムセンサーである GCaMP3
も同時に AFD へ発現させ、カルシウムイメー
ジングを行いながら神経活動の制御を試み
た。ChRGR と ChR2(C1V1)は有意な神経活動の
上昇が見られなかったが、ChR2(C128S)は光
刺激により有意な活動上昇が見られた。
ChR2(C128S)は青色光で ON、黄色光で OFF に
なるオプシンで、ON の状態は数時間以上続く
ことが論文で報告されている。しかしながら、
カルシウムイメージングで神経活動の状態
を測定すると、ChR2(C128S)は AFD 神経細胞
で発現させた場合、1 秒程度の青色刺激に対
して ON の状態が続く時間は数分(5, 6 分)程
度であることが確認された。これらのことか
ら ChR2(C128S)は AFD 神経細胞において、短
い青色励起光により ON 状態に数分間保つこ
とができ、これにより ON にした後は青色光
の影響を与えずに行動実験を行えることが
確認された。 
また、温度条件付け（学習中）の神経活動制
御を試みるため、インキュベーター内で光刺
激を行う装置を開発・改良した。これを使い、
一定温度でえさを十分与えて学習している
際に温度受容神経活動が阻害された場合の
影響を調べた。オプシンを働かせるのに十分
な 1mW/mm^2 程度の光刺激をインキュベータ
ー内で実現する装置を開発し、さらに光刺激
による温度上昇の影響を抑えるために温度
を制御して条件付けを行った。しかしながら、
AFD で神経活動を低下させるハロロドプシン
を発現させた個体は、温度走性テストにお
いて、野生型やネガティブコントロールと
して ATR を与えずに条件付けした個体と
有意差がなく、長期間の神経活動制御が持
続的な光刺激のみでは実現できていない可
能性を示唆した。 
ChR2(C128S)を用いて、線虫が青色光によっ
て忌避行動を引き起こす影響を避けた実験
系では ChR2(C128S)が AFD 神経細胞で少なく
とも5分程度は活性化することを確認してい
るので、1秒程度の短い青色光を照射した後、
刺激を与えない状態で5分程度の行動を観測
することで、光による忌避行動の影響がほと

んどない状態でAFDの活動による行動変化の
計測を進めた。青色光の影響を受けない状態
でも、ChR2(C128S)を用いた AFD 神経細胞の
活動上昇は方向転換を引き起こす傾向が見
られ、温度受容から行動制御への経路が示唆
された。この傾向は、自由行動中に個体を追
尾するシステムを用いてAFDの神経活動を計
測しながら行動を計測する実験でも、一致す
る結果が得られた。 
 
温度走性行動における介在神経細胞の解析
では、カルシウムプローブを用いた神経活動
計測によりこれまで分かっていなかった RIA
介在神経細胞の応答特性が明らかになった。
介在神経細胞は接続関係が複雑であること
が多く、活動のパターンも直感的に分かりに
くいものであることが多いため、本研究によ
る特異的な神経活動制御の有効性が活かせ
る実験系である。オプシンタンパクを用いた
神経活動の光制御と合わせて、RIA に関する
神経回路動態の知見を詳細に調べることで、
これまで手付かずであった介在神経細胞の
機能解明を進めた。 
介在神経細胞の解析でも新規のオプシンを
導入し、ハロロドプシンと比べて抑制効果の
高い、光依存性プロトンポンプである Arch
を利用することで RIA 神経活動を抑制し、そ
の行動への影響を計測する実験を進めた。
Arch による神経活動の抑制を、カルシウムイ
メージングと同時に行うことで、神経活動制
御の評価を行い、さらに自動追尾装置を用い
ることで自由行動中に神経活動制御を行う
ことで、行動への影響を調べた。 
神経活動計測には遺伝的にコードされたカ
ルシウムインディケーターである GCaMP3、さ
らにその改良版である GCaMP6f を用い、RIA
特異的に GCaMP と Arch を発現させた線虫を
用いた。この線虫は光刺激がない場合は確率
的な神経活動を示し、黄色光刺激によりその
活動が抑制された。RIA 介在神経細胞の活動
制御とその計測は世界で初めて実現するこ
とができ、Arch による神経活動の抑制が光刺
激により速やかに実現できることが確認さ
れた。さらに面白いことに、Arch を動作させ
る黄色光刺激は、カルシウムシグナルで計測
される神経突起における神経活動を速やか
に低下させた後、これまでカルシウムシグナ
ルが見られなかった、細胞体においてシグナ
ルをゆるやかに上昇させることが計測され
た。Arch による神経活動制御機構の一端を示
す実験結果となった。 
この線虫系統を用いて、自由行動下で黄色光
刺激によるRIA特異的な神経活動の抑制を行
い、行動の変化を定量的に計測、解析した。
当初の予想と異なり、RIA の長時間の抑制は
温度勾配上で培養温度へと移動する温度走
性行動は抑制せず、常に光刺激のある条件で
も一時間後に培養温度へと移動した。そこで、
より細かな行動の変化を捕らえるため、短時
間の光刺激に対する、方向転換や体の屈折制



御などの細かい行動を解析した。神経活動と
行動の同時計測を実施すると、黄色光刺激に
より神経活動が低下することと、それに伴い
首の屈折に偏りがあることが示唆された。首
部分の微妙な制御による方向の決定は、移動
する際に決定的な影響があるため、この微妙
な制御に RIA 介在神経が関わることで、温度
走性を含む探索・意思決定を制御しているこ
とが考えられる。また、Arch を使った光によ
る神経活動の操作にゆるやかな細胞体での
カルシウムシグナルの上昇を伴うため、この
影響も加味する必要がある。 
飢餓を体験したときの神経細胞の応答は、追
尾システムを用いた自由行動中の神経活動
計測と、応答関数の推定により、AFD 神経細
胞ではほぼ変化がないことがわかり、介在神
経細胞での解析が鍵となることが確かめら
れられた。そのため、AFD と直接接続してい
る AIY 神経細胞に注目し、その活動計測と関
連する分子シグナルを検証した。 
餌を十分に与えられた個体のAIY神経活動は、
緩やかな温度刺激に対して確率的な応答を
示すものの、再現性のある分布を示すことが
実験によって得られた。一方で、飢餓体験時
にはこの応答分布はバラバラになり、応答し
やすい温度刺激系列にも反応を示すことが
少なくなった。さらに、ノルアドレナリンの
カウンターパートであるオクトパミンを投
与すると、餌を十分に与えているにもかかわ
らず飢餓体験条件と同じような応答を示す
ことが分かった。 
これらの実験結果の一部は既に科学論文誌
に報告、もしくは英語、日本語の専門書を執
筆することで公開しており、未発表の結果も
発表準備中である。 
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