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研究成果の概要（和文）：動物は自らの意思で自発的に行動するがその脳内機構はよく分かっていない。本研究
は線虫の脳活動と行動を定量的に解析するための実験基盤の開発と自発行動の神経回路を明らかにすることを目
的とした。自動追尾装置と高速スキャンレーザー顕微鏡を統合したイメージングシステムICaSTを開発した。
ICaSTにより自由行動下の線虫のカルシウムイメージングを行い、自発後退運動に先行、随伴する神経活動を見
出した。神経活動と行動の関連を解析するため光遺伝学操作とイメージングの同時計測システムを開発した。こ
れらのシステムは線虫だけではなく他の動物の自発行動の神経回路とシナプス機構の研究にも有用であると考え
られる。

研究成果の概要（英文）：Animals exhibit voluntary behaviors, but their neural mechanisms are not 
well understood. In this study, we developed a new imaging system, ICaST, which combines an 
automatic tracking system and a fast-scanning laser confocal microscope, to image neurons of 
interest in freely behaving C. elegans. Using ICaST in conjunction with an improved G-CaMP7, we 
conducted Ca2+ imaging of a freely moving animal at high magnification while automatically tracking 
the target in the microscope's field of view. We identified several neurons in the head ganglia that
 act before or during spontaneous backward locomotion. We also developed a system for optogenetic 
stimulation and simultaneous imaging by concurrent use of G-CaMP and ChR2. Our new approach will 
provide a powerful platform for studying the neural circuit mechanisms of C. elegans behaviors and 
has potential for use in other animals.

研究分野： 神経生理学

キーワード： イメージング　線虫　神経回路
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  
動物は自らの意思で自発的に行動するがそ
の神経メカニズムはよく分かっていない。意
欲の低下や随意運動の障害はうつやパーキ
ンソン病などの疾患にも深く関連している
ため、自発性行動の中枢機構の解明は脳科
学・医学の両面で重要な課題である。これま
で線虫、昆虫、甲殻類などの無脊椎動物を対
象として誘発刺激に対する応答行動に関す
る多くの研究が行われてきたがこれらの動
物も誘発刺激に依存しないさまざまな自発
性行動を示すことが知られている。我々は線
虫をモデルに用いて行動の開始に先行する
ドーパミンニューロンの神経活動を見出し
た。甲殻類においても自発性行動の開始に先
行する脳内の準備活動が報告されている。こ
れらの知見は無脊椎動物の意思に相当する
神経機構の存在を示唆するものであり、無脊
椎動物モデルが自発行動の研究対象として
も有用であることを示している。 
 蛍光カルシウムイメージング法は時空間
分解能の高い機能イメージングとして生体
に広く使われている。我々は以前より蛍光カ
ルシウムセンサーG-CaMP の開発を行うとと
もに線虫トラッキング顕微鏡システムの開
発を行ってきた（東北大・橋本教授との共同
研究）。行動中の動物の多神経活動を細胞レ
ベルで動的に可視化し解析するシステムは
重要な基盤技術であり、本研究ではトラッキ
ング顕微鏡を用いた実験システムの開発と
線虫の自発性行動の神経生理学的解析を行
った。 
 
２．研究の目的 
  
自由行動下の動物の神経活動をリアルタイ
ムで可視化し、さらに神経活動と行動の因果
関係を明らかにすることは行動の神経メカ
ニズムの解明に重要である。本研究は線虫を
モデルに用いて、(1)動く動物の神経活動と
行動をリアルタイムに同時記録し定量的に
解析するためのイメージングシステムの開
発、(2)光遺伝学による神経活動の制御技術
とイメージング技術を組み合わせたシステ
ムの開発、(3)これらのシステムを用いて自
発行動発現に関わる神経回路を明らかにす
ることを目的としている。本研究により自発
行動発現の神経回路とシナプス機構の詳細
な解析のための新たな実験基盤が開発され、
自発行動の脳内機構の解明につながること
が期待される。 

 
３．研究の方法 
 
(1)イメージングシステムの開発：高速スキ
ャンレーザー顕微鏡（ニコン A1R)に自動追尾
装置を装着した。光学フィルターを内蔵した
装置と近赤外（IR）光源を内蔵した装置を作
成し、レーザー顕微鏡の光路に導入した。追
跡対象を常に観察視野の中心に保持するた
め線虫の IR画像をハイスピード cMOS カメラ
で高速撮影（200Hz）し、パターン認識アル
ゴリズムでリアルタイム処理を行い精密 XYZ
自動ステージ装置を自動制御した。 
(2)光遺伝学とイメージング：チャネルロド
プシン2 (ChR2)とカルシウムセンサーを共発
現するトランスジェニック体を樹立しイメ
ージングと光刺激の条件等を厳密に検討し
た。線虫は ChR2 の cofactor であるレチナー
ル(ATR)を欠くため ATR 存在下で培養したも
のを用いた。ATR 非存在下で培養した個体を
対照として用いた。 
(3)線虫のイメージング解析：線虫神経系に
改良型 G-CaMP を導入したトランスジェニッ
ク体を樹立した。カルシウムによって蛍光が
変化しない赤色蛍光タンパク質を共発現し、
センサーとの蛍光強度比を解析することに
より動物の動きによる影響を抑えた。線虫を
ソフトアガーの上にのせ、カバーガラスでマ
ウントしイメージング実験に用いた。対物レ
ンズは 20 倍あるいは 40 倍を用い、レーザー
顕微鏡で 2 色の蛍光像と透過像（512x512 画
素)を 7-30Hz で同時取得した。蛍光画像の解
析は NIS-element ソフトウエア（ニコン）を

図１:開発したICaSTシステムの概略図 



用いた。 
 
４．研究成果 
  
(1)パターン認識による自動追尾と高速スキ
ャンレーザー顕微鏡を統合したイメージン
グシステム ICaST (Integrated platform for 
Ca2+ imaging, Stimulation, and Tracking)
を開発した。システムの概略図を図１に示す。 
ICaST を用いて自由運動中の線虫の自動追尾
を行った例を示す（図２）。新たに開発した
ソフトウエアを用いて自動ステージの xy 変
位情報を解析し、軌跡、スピード、加速度等
の行動の情報を取得した。線虫の動きはソフ
トアガー上にマウントした状態でスピード
が遅くなるものの前進・後退運動や逃避行動
が確認された。トラッキングは線虫の頭部、
陰門部、尾部等の任意の領域でテストし、い
ずれも顕微鏡視野内に長時間（～60 分間）保
持することができた。 
 次に後退運動の制御に働くことが知られ
ているAVA介在ニューロンのイメージングを
行いシステムを評価した。G-CaMP を発現する
遺伝子組み換え動物を用いて自由行動中の
線虫の頭部を自動追尾しながら同時にカル
シウムイメージングを試みた。高倍率で最長
30 分間のイメージングデータと行動のデー
タを取得することができた。イメージングの
空間分解能は～１µm の高解像度であり、神経
細胞を同定して神経活動を解析することが
可能であった。AVA 神経活動と後退行動が良
く対応しているのがわかる（図３）。 
 
(2)ChR2 と G-CaMP はそれぞれ光遺伝学、機能
イメージングによく用いられるが、励起波長
が近いため併用は困難である。最近我々は
ChR2 と励起波長域の異なる R-CaMP を用いて
神経活動の操作と同時計測を行ったが
（Inoue et al, Nature methods,2015)、さ
まざまな改良型が開発されている G-CaMP と
の併用ができればさらに応用範囲が広がる
と考えられる。そこで今回 ChR2 と改良型
G-CaMP の波長特性、励起光の波長および光強
度等の条件を厳密に検討し、ChR2 変異体と
G-CaMP7 を用いて光によるニューロンの制御
と 神 経 活 動 の 同 時 計 測 に 成 功 し た
（Gengyo-Ando et al, 2017)。 
 
(3)線虫は主に前進運動で餌を探索するが、
時折自発的に後退運動あるいは深い屈曲（オ
メガターン）運動を行い進行方向を変えるこ
とが知られている。ICaST システムを用いて

外部からの刺激を与えない条件で前進運動
から自発的な後退運動へのスイッチングに 

 
着目して脳活動の体系的なイメージング解
析を行った。アセチルコリン、GABA、モノア
ミン含有ニューロン等の神経系にセンサー
を発現するトランスジェニック体を作成し、
神経活動と行動の解析を行った。それにより、
自発後退運動へのスイッチングに先行ある
いは随伴するカルシウム変動を示すニュー
ロンを見出した。さらに活動制御の神経基盤
を明らかにするため各種神経伝達物質の変
異体を用いて体系的なイメージング解析を
行い神経活動の制御にモノアミンの作用が
関与することを見出した。現在、行動と神経
活動の因果関係を明らかにするため、
IR-LEGO による単一ニューロンでのチャネル
ロドプシンの発現制御と光遺伝学的解析を
進めている。 
 本研究で開発したシステムは、線虫だけで

図２：自由運動中の線虫の自動追尾 
（上）線虫の IR 画像。頭部の任意部位（□）
が自動追尾によって顕微鏡視野内に維持
されている。(下）線虫の動いた軌跡。各
時間は上の写真と対応している。左上は
cMOS カメラの視野を示す(Gengyo-Ando et 
al, 2017 から引用） 



はなく他のモデル動物を用いた行動の神経
生理学的研究にも有用であると考えられる。 
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