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研究成果の概要（和文）：脊髄内d6交差型抑制性介在ニューロンの機能解析を中心に研究を進めた。まず、電気
生理学的解析を行ったところ、当該ニューロン群が、(1) 遊泳運動中に同側の運動ニューロンと同期して発火す
ること、また、(2) 反対側の運動ニューロンと直接抑制性のシナプス結合していることを見いだした。さらに、
当該ニューロン群を遺伝学的に除去した魚の表現型を調べた。その結果、遊泳運動の際に、左右の運動ニューロ
ンが同時に発火してしまうという表現型がしばしば現れることが分かった。これらの研究結果より、d6交差型抑
制性介在ニューロンが遊泳運動の際に、左右の相反抑制にきわめて重要な役割を果たしていることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：We performed functional analysis of dI6 commissural inhibitory neurons 
during swimming in zebrafish. Electrophysiological analyses have revealed that (1) these neurons 
fired in phase with motoneurons located nearby during swimming, and that (2) these neurons made 
monosynaptic inhibitory connections onto motoneurons on the contralateral side. We further 
investigated functional roles of these neurons by genetically ablating the neurons. Larval fish in 
which dI6 commissural inhibitory neurons were absent frequently exhibited bilateral (not 
alternating) activities during swimming. These results indicate that dI6 commissural inhibitory 
neurons play a critical role during swimming by providing crossed inhibition to neurons on the  
contralateral side.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の運動は、左右、様々な筋肉の協
調的な収縮弛緩により作り出されている。哺
乳類においては、左と右の前脚、左と右の後
ろ脚、および、左の前脚と右の後ろ脚など、
様々な種類の左右の協調が必要とされる。こ
れらの左右協調運動の生成には、共通して、
脊髄内交差型介在ニューロン（脊髄内で軸索
を細胞体とは反対側へ投射するニューロン）
が非常に重要な役割を果たすと考えられて
いるが、これらの交差型神経細胞が作り出す
回路の詳細はよくわかっていない。研究にお
ける最大の障害は、哺乳動物脊髄内神経回路
がきわめて複雑であることである。一方で、
四肢を持たない魚類においても、哺乳類同様、
左右の筋肉の協調的な収縮弛緩によって、遊
泳行動が作り出されており、哺乳類同様、交
差型神経細胞が重要な役割を果たしている
と考えられている。魚類は、脊椎動物であり
ながらも、哺乳類より単純な神経回路を有し、
神経細胞数も格段に少ないため、その回路を
明らかにすることは哺乳類に比べ比較的容
易である。 
 魚類のうち、ゼブラフィッシュ幼魚は非常
に優れた研究素材である。ゼブラフィッシュ
を用いることにより、爆発的に進歩してきた
分子生物学の知識・手法を取り込むことがで
きる。特に、以下の２つの点が重要である。
（１） ゼブラフィッシュにおいては、脊髄
神経回路研究を、脊髄神経発生の基本スキー
ムの中に位置づけることができる。発生期に
は、背腹軸に沿ってドメイン状に進化的に保
存された転写因子が発現し、各ドメインから
は異なる、しかし、種間で共通の様式を持つ
神経細胞が誕生することが知られている。つ
まり、ゼブラフィッシュで得られた研究成果
は、魚類のみならず、哺乳類の回路中の機能
を推測する上で重要な指針を与えるものと
なると期待される。事実、我々が過去に明ら
かにした V1,V2 神経細胞の役割は、哺乳類の
回路網の研究に大きな指針を与えてきた。 
（２）近年、チャネルロドプシンやハロロド
プシンといった光遺伝学的ツール、あるいは、
ジフテリア毒素による神経細胞除去など、特
定のクラスの神経細胞の活動を人為的に操
作することが可能になってきた。これにより、
特定の神経細胞群の運動における機能を推
測するだけでなく検証していくという、神経
科学者が夢見てきた研究が可能になってき
た。 
 我々は、各ドメインから誕生する神経細胞
を可視化するトランスジェニックフィッシ
ュを作製し、各ドメインから生じる神経細胞
を体系的に明らかにしてきた (Sstou et al, 
Development 2013)。その結果、d6 ドメインか
らは運動に関与する抑制性交差型神経細胞
が、V0 ドメインからは運動に関与する抑制
性、興奮性双方の交差型神経細胞が誕生する
ことをすでに明らかにしていた。 
 

２．研究の目的 
 上記の背景の元、本研究では、ゼブラフィ
ッシュの d6 交差型抑制性介在ニューロン、
および V0 交差型抑制性介在ニューロンの作
動様式を電気生理学、神経細胞除去手法を駆
使して明らかにすることを目的として研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) d6 交差型抑制性介在ニューロン、および
V0 交差型抑制性介在ニューロンの解剖学的
解析 
 Cre-loxP システムと DNA インジェクショ
ンを組み合わせた単一細胞ラベル法を用い
て、d6 交差型抑制性介在ニューロン、および
V0 交差型抑制性介在ニューロンの詳細な解
剖学的解析を行った。 
 
(2) d6 交差型抑制性介在ニューロン、および
V0 交差型抑制性介在ニューロンの電気生理
学的解析 
 パッチクランプ全細胞記録法を用いて、d6
交差型抑制性介在ニューロン、および V0 交
差型抑制性介在ニューロンの、仮想遊泳運動
中の活動パターンを調べた。仮想遊泳の運動
状況は、運動神経軸索束の細胞外記録（VR
記録）を同時に取得することによりモニター
した。 
 
(3) d6 交差型抑制性介在ニューロンの、神経
細胞種除去による解析 
 Cre-loxP システムを用いてジフテリア毒
素 A 鎖を、脊髄 d6 交差型抑制性介在ニュー
ロンに特異的に発現させることにより、その
遊泳運動に与える影響を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) d6 交差型抑制性介在ニューロン、および 
V0 交差型抑制性介在ニューロンの解剖学的
解析 
 単一細胞ラベル法により、それぞれの介在
ニューロンの詳細な解析を行った結果、期待
通り、d6 ニューロン、および V0 介在ニュー
ロンはすべて交差型であることが明らかに
なった。また、V0 交差型抑制性介在ニュー
ロンは、すべてよく似た形態を持つのに対し、
d6 交差型抑制性介在ニューロンには、明確に
形態の異なる 3種類のニューロン群に分けら
れることが明らかとなった。それぞれ、TypeA, 
TypeB, TypeC と名付けて以降の電気生理学
的解析を行った。 
 
(2) d6 交差型抑制性介在ニューロン、および 
V0 交差型抑制性介在ニューロンの電気生理
学的解析 
 電気生理学的解析の結果、d6 交差型抑制性
介在ニューロン、および V0 交差型抑制性介
在ニューロンは、双方ともに、仮想遊泳運動
中に活動することが明らかとなった。両者
（および、d6 交差型抑制性介在ニューロンす
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べてのタイプに）共通する性質として、発火
する際は常に、近傍の運動ニューロンと同期
して発火していた。このことは、これらの交
差型抑制性介在ニューロンが、体の反対側の
神経細胞の活動を抑えている可能性を強く
示唆する。また、活動パターンにはタイプご
とに違いが見られた。d6 交差型抑制性介在ニ
ューロン TypeC は、逃避運動の際にのみ発火
が見られた。V0 交差型抑制性介在ニューロ
ンは、逃避運動や速い遊泳運動の際に発火す
る傾向が見られた。d6 交差型抑制性介在ニュ
ーロン TypeA と TypeB は、どちらも通常の
スピードの遊泳運動で発火が見られたが、
TypeA の方が、より信頼性をもって発火して
いた。逆に、TypeB の方は、発火がまばらに
起こっていた。これらの結果は、それぞれの
タイプの神経細胞が、協調しながらも、少し
ず異なった役割を果たしていることを示唆
している。 
 
(3) d6 交差型抑制性介在ニューロンの、神経
細胞種除去による解析 
 前項の解析により、通常のスピードの遊泳
運動においては、d6 交差型抑制性介在ニュー
ロンが交差型抑制に対して主要な役割を果
たしていることが示唆された。このことを遺
伝学的に検証するため、Cre-loxP システムを
用いてジフテリア毒素 A 鎖を、脊髄 d6 交差
型抑制性介在ニューロンに特異的に発現さ
せ、その幼魚の仮想遊泳運動を電気生理学的
手法により調べた。その結果、遊泳運動にお
いて、しばしば、片側の運動ニューロンの活
動がバースト状に起こって、それが 100ms
以上続く、という表現型が得られた。このこ
とは、脊髄 d6 交差型抑制性介在ニューロン
遊泳運動においてリズミックに活動し、その
活動が反対側の活動を抑制してリズムを形
成に寄与している、ということを強く示唆す
る。 
 
（4）CRISPR/Cas9 法を用いたノックインフィ
ッシュ作成法の確立 
本研究の本筋とは直接関係しないが、本研

究を含めて、さまざまな研究を進めるにあた
って、トランスジェニックフィッシュの作製
ステップが律速段階となっていた。これを克
服するため、新たなトランスジェニックフィ
ッシュの作成方法を開発した。従来、トラン
スジェニックフィッシュの作製には、標的遺
伝子の制御配列を含むBACに相同組み換え法
によりレポーター遺伝子を組み込み、その
BAC をランダムにゲノムに挿入する方法が使
われていた。しかし、この方法は時間と手間
を要する上、適切な制御配列を含む BAC が存
在しない場合に、トランスジェニックフィッ
シュが作成できないという欠点があった。そ
こで、本研究では、新しいゲノム編集技術で
ある CRISPR/Cas9 を応用して、ノックインフ
ィッシュを効率よく作製する方法を確立し
た（図）。レポーター遺伝子の前にミニマル

プロモーターとして、熱ショックプロモータ
ーを加えることで、効率の良いノックインを
実現している。 
この方法を用いることで、従来に比べはる

かに簡便で効率よくトランスジェニックフ
ィッシュを作製でき、BAC ライブラリーの有
無に関わらず、トランスジェニックフィッシ
ュを作製することが可能になった。この方法
について、Scientific reports 誌に論文発表
を行った。 
CRISPR/Cas9 によるノックインフィッシュ

の作製法の確立は本研究の計画当初には予
期しなかった成果であり、CRISPR/Cas9 とい
う新しい技術の登場によってもたらされた。
主要目的からは少し外れた成果であるが、こ
の方法は論文発表後、国内外の研究者から大
きな反響があり、今後のトランスジェニック
動物作製方法の標準方法として多くの研究
者によって使われることを期待している。自
らの研究だけではなく、トランスジェニック
動物を用いる数多くの研究の進展を加速さ
せることが期待される重要な成果である。 

 
（5）研究成果のまとめ 
本研究では、d6 交差型抑制性介在ニューロ

ン、および V0 交差型抑制性介在ニューロン
の双方が、協調して、左右交互の遊泳運動を
作り上げていることを示唆するデーターを
得た。また、d6 交差型抑制性介在ニューロン
の欠失により、左右交互の遊泳運動が大きく
損なわれることを見いだした。これらの成果
により、d6 交差型抑制性介在ニューロンの左
右交互運動における機能解析は大きく進ん
だ。哺乳類の対応する細胞の機能を考える上
で、非常に重要な研究成果であると考えられ
る。 
上記の結果に加え、高効率な新たなトラン

スジェニック動物の作製方法を開発するこ
とができたことも大きな成果である。今後の
研究が大きく加速していくことが期待され
る。 
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