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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエ幼虫のぜん動運動は体の前後に沿って後から前へと筋肉が順番に収
縮することで起こる。本研究で私達はコネクトミクスと光遺伝学を用い、この系ではたらく興奮性の前運動介在
神経細胞群、CLIsを同定した。このニューロンは各神経節に存在し、ぜん動運動が起こる際に、後方から前方へ
と順番に活動する。CLIsはコリン作動性ニューロンのマーカーであるChATを発現し、運動神経が発火する直前に
活動していた。さらに、CLIsを局所的に活性化すると対応する筋肉の収縮が誘導された。これらの結果はCLIsが
幼虫の移動運動において体の前後に沿って運動神経細胞を直接活性化していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Drosophila larval peristalsis is generated by sequential contractions of 
body-wall muscles from the posterior to anterior segments. In this study, we used connectomics and 
optogenetics to identify excitatory premotor interneurons in this system, termed CLIs. These neurons
 were segmentally arrayed and activated sequentially from the posterior to anterior segments during 
peristalsis. The CLIs express ChAT, a marker for cholinergic neurons and were active just prior to 
motoneuronal firing in each segment. Moreover, local activation of CLI1s induced contraction of 
muscles in the corresponding body segments. Our results suggest that the CLIs directly activate 
motoneurons sequentially along the segments during larval locomotion.

研究分野： 脳神経科学・神経科学一般
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１．研究開始当初の背景 

能動的に移動できることは動物の最大の特
徴であり、各動物種はそれぞれの生存環境に
適した多様な運動形式を進化の過程で獲得
している。ヒトの歩行や魚の遊泳など、多種
多様な移動運動が自然界には存在するが、多
数の筋肉を順序正しく収縮させ、さらにこれ
をリズミックに行うという点で共通してい
る。従って、これを実現する神経回路の制御
機構を明らかにすることは神経科学の大き
な目標のひとつである。これまで歩行や遊泳
といった移動運動をモデルに多くの研究が
なされているが、神経回路がどのようにして
様々な運動パターンを生み出すのかについ
ての我々の理解は限られている。 

 

２．研究の目的 

中枢回路研究のプラットフォームとしての
整備が急速に進みつつあるショウジョウバ
エの幼虫において、オプトジェネティクスに
よる局所活動操作やコネクトミクス（電子顕
微鏡画像３次元再構築）解析等の革新的技術
を駆使することにより、定型運動の制御機構
を理解することを目的とした。具体的には、
運動神経細胞の上流の介在神経細胞を同定
し、その機能、配線、活動ダイナミクスを解
析することで、運動パターンを創出する神経
回路の作動様式を探った。特にこれまで明ら
かにされてこなかった興奮性の前運動介在
神経細胞を同定することを目指した。 

 

３．研究の方法 

コネクトミクス解析はインターネットを介
して連続電子顕微鏡(EM)画像の再構築が行
える CATMAIDと呼ばれるシステムを用い、そ
れを開発した米国 Janelia Farm 研究所の
Albert Cardona 博士らとの共同で行った。 
神 経 活 動 の 操 作 に は 光 遺 伝 学
(optogenetics)を用いた。具体的には、
Gal4-UAS システムを用い青色光感受性陽イ
オンチャネルであるチャネルロドプシン
2(ChR2)を着目する細胞に発現させた。また
神経活動阻害にはテタナス毒素を用いた。神
経活動の測定には、Ca2+濃度依存性蛍光蛋白
質 GCaM6f を利用したカルシウムイメージン
グを用いた。標本としては単離した脳神経系
（脳および腹部神経節）を用い、自発的に起
こるぜん動運動時(fictive movement)の神経
活動を記録した。 
 
４．研究成果 
（１）興奮性前運動介在神経細胞 CLIs の同
定と機能解析 
幼虫のぜん動運動は前後体節間を一方向に
伝わる筋収縮の波である（図１）。以前の研
究により私達はカルシウムイメージングを
用いて、前運動介在神経細胞 (運動神経細胞
のシナプス前細胞 ) PMSI（ per-positive 
median segmental interneurons）を同定し、
このニューロンが抑制を介して運動神経細 

 

 

 
図１：ショウジョウバエ幼虫のぜん動運動 
（左）ぜん動運動の模式図、（右）解剖した
ショウジョウバエ幼虫の中枢神経系と筋肉
細胞。運動パターンは中枢神経系（脳および
腹部神経節）内で生成される。実線矢印は運
動神経の末梢投射。 
 
 
胞の発火時間を調節することでぜん動運動
の速度を制御していることを見いだした
(Kohsaka et al., Curr. Biol., 2014)。し
かし、興奮性の前運動介在神経細胞は見つか
っていなかった。そこで、本研究では、幼虫
の全中枢神経系を含む電子顕微鏡画像 3D 空
間において前運動介在神経細胞の再構築を
行い、その形態と投射パターンを解析するこ
とで候補となる細胞を探した。具体的には運
動神経細胞上のポストシナプス終末から逆
行的に軸索をトレースし、最終的に前運動神
経 細 胞 を 同 定 し 、 こ の な か に
CLI(cholinergic lateral interneuron)と名
付けた一群の介在神経細胞を同定した。 
CLI は各体節に存在し同じ体節（もしくは近
接する体節）の運動神経細胞をシナプス支配
する局所介在神経細胞であった。その機能を
調べるために、まず当該細胞において特異的
に発現する Gal4系統を Janelia研究所の Jim 
Truman 博士との共同研究で探索し該当する
ものを見出した。次に、得られた Gal4 系統
を用いて、光依存性活性化チャネルチャネル
ロドプシン 2(ChR2)を CLI 細胞において特異
的に発現させ、光により一過的にこの神経細
胞を興奮させたときの幼虫の行動への影響
を調べた。その結果、筋肉の収縮が見られた
ことから、CLI 細胞は運動神経細胞に対し興
奮性の入力を与えていると示唆された。 
より詳細に CLI の機能を調べるために、解剖
した幼虫において集光したレーザー光を各
神経節に照射し筋収縮への影響を調べた。そ
の結果、局所的な筋収縮が観察されたことか
ら CLIは局所的に運動神経細胞を興奮させる
ことが分かった（図２）。また、免疫組織化
学法によっても CLIが興奮性のアセチルコリ
ン作動性マーカーを発現することを確認し
た。 
次にカルシウムイメージングによる活動パ
ターンの解析を行った。GCaMP6f をレポータ
ーとしカルシウムイメージングを行い、ぜん
動運動における活動パターンを解析した。 



 

図 3：CLI ニューロンの機能解析 
光操作で CLI ニューロンを活性化したとき
（下）と対照群（上）における筋収縮の時間
経過（写真）と各体節の長さ（色分けして示
す）の定量解析（グラフ）。 

その結果、CLI の活動はぜん動運動に伴い波
状の活動を示し、その活動は各神経節におい
て運動神経細胞細胞の直前に起こることが
分かった（図３）。以上の結果は CLI がぜん
動運動時に各体節において運動神経細胞細
胞を活性化していることを示唆するもので
ある。 
 

 

図 2：CLI ニューロンの活動様式 
カルシウムイメージングにより測定した
CLI1, CLI2 と運動神経細胞 aCCの活動のプロ
ット図。CLI1 は前進ぜん動運動時に、CLI2
は前進・後進ぜん動運動時に aCCの直前に活
動していることが分かる。 
 
 
（２）興奮性前々運動 CDLI 介在神経細胞の
同定と機能解析 
CDLI(cholinergic dorso-lateral 
interneurons)は各体節に存在する介在神経
細胞である。ぜん動運動の制御にどのように
関わっているのかを探るため、カルシウムイ
メージングを行い、ぜん動運動における活動
パターンを解析した。その結果、ぜん動運動
の開始と同じタイミングで、体の中程の数体
節において同時に活動が起こることが分か
った。 
次に CDLI がどのような下流回路を介して運
動制御に関わるのかを探るため、CDLIを起点
としてコネクトミクス解析を行った。その結
果、CDLIの主な下流ニューロンとして、体壁
を縦に走る筋肉群（transvers muscles, TMs）
を支配する運動神経細胞を阻害すると考え
られる GABA 作動性ニューロンを同定した。 
テタナス毒素を用いて CDLI ニューロンを阻
害すると、ぜん動運動の頻度と速度が減少す
ることが分かった。以上の結果を合わせると、
CDLI ニューロンはぜん動運動の開始時に筋
肉群 TMs を弛緩させることで、正常な運動を
制御していることが示唆された。 
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