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研究成果の概要（和文）：環境中を移動する動物は、環境や身体の内部から感じ取る感覚情報を

たよりにしながら、適切な移動方向（ロコモーションの方向）を選択している。本研究は、モ

デル脊椎動物であるゼブラフィッシュが触覚刺激の位置に応じて体軸の旋回角度を変化させ、

刺激から遠ざかる方向に逃避する行動をモデルに用いて、感覚刺激の位置情報を、ロコモーシ

ョンの方向性に変換する神経回路の構造を理解することを目指した。後脳の転写因子 mafb 発
現領域に、破傷風神経毒素軽鎖遺伝子を発現させて神経機能を阻害すると、逃避行動における

体幹の旋回角度が増大することを見いだした。この結果は、後脳の mafb 陽性領域に含まれる
神経細胞の働きによって逃避方向が決定されることを示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）：An	
 animal	
 moving	
 through	
 the	
 environment	
 maintains	
 or	
 changes	
 its	
 
direction	
 of	
 progression	
 based	
 on	
 internal	
 and/or	
 external	
 sensory	
 information.	
 Such	
 
directional	
 control	
 of	
 locomotion	
 must	
 be	
 precisely	
 regulated	
 in	
 escape	
 behaviors,	
 which	
 
determine	
 whether	
 an	
 animal	
 can	
 survive	
 a	
 predatory	
 attack.	
 Here,	
 we	
 studied	
 the	
 neural	
 
mechanisms	
 underlying	
 the	
 directional	
 control	
 of	
 escape	
 locomotion	
 against	
 tactile	
 
stimulus	
 in	
 zebrafish.	
 We	
 found	
 that,	
 when	
 the	
 tetanus	
 neurotoxin	
 light	
 chain	
 was	
 induced	
 
in	
 a	
 hindbrain	
 domain	
 that	
 expressed	
 the	
 mafb-transcription	
 factor	
 gene,	
 embryos	
 
displayed	
 a	
 lateral	
 escape	
 turn	
 with	
 a	
 larger	
 angle,	
 thereby	
 escaping	
 in	
 an	
 abnormal	
 
direction.	
 The	
 increase	
 in	
 the	
 lateral	
 turn	
 angle	
 was	
 observed	
 when	
 the	
 touch	
 was	
 applied	
 
to	
 the	
 head,	
 as	
 well	
 as	
 tail	
 region.	
 These	
 observations	
 suggest	
 that	
 the	
 mafb-positive	
 
domain	
 in	
 the	
 hindbrain	
 can	
 discriminate	
 the	
 position	
 of	
 the	
 tactile	
 sensory	
 stimulus	
 
and	
 determine	
 accordingly	
 an	
 angle	
 of	
 lateral	
 turn	
 to	
 select	
 a	
 proper	
 direction	
 of	
 escape	
 
locomotion.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 脊椎動物の後脳は、感覚受容細胞からの入
力を受け取って適切な運動出力を指令する
運動の制御中心として機能している。このよ
うな感覚運動変換制御に必要な神経回路が
整然と構築され、機能を獲得するメカニズム
の多くは未知である。発生初期のゼブラフィ
ッシュは、脊随への出力細胞である後脳網様
体脊髄路ニューロンの数が２００−３００個
と見積もられており、脳脊髄間に数百万個も
の神経繊維が走行すると言われている哺乳
類に比べて著しく数が少ないことから、私は、
後脳による運動制御のメカニズムを細胞レ
ベルで理解する為のモデルとしてゼブラフ
ィッシュを選んだ。	
 
	
 本研究が開始される以前には、主に、後脳
領域の一部あるいは全てを外科的にアブレ
ーションし、胴体を含む部分の運動を解析す
るという手法によって後脳の機能が議論さ
れてきた。このような実験においては、アブ
レーションによる物理的なダメージが運動
に与える影響を考慮に入れる必要があり、解
析結果の明確な解釈が困難であった。この困
難を克服すべく、私は、新規の神経機能解析
法の開発に取り組み、脊椎動物において世界
で初めて Gal4 トラップ法の構築に成功した。
この手法を用いることで、特異的な神経細胞
集団に酵母転写因子 Gal4 を発現するトラン
スジェニック系統を効率よく作製できるよ
うになった。さらに、Gal4 発現細胞に破傷風
神経毒素軽鎖遺伝子 TeTxLC を発現させる為
の系統を樹立した（UAS-TeTxLC 系統。	
 UAS
は Gal4 転写因子の認識配列を意味する）。私
は、Gal4 トラップ法を用いて、後脳の分節領
域ロンボメア２からロンボメア６の cyp26c1
遺伝子陽性細胞に Gal4 を発現する系統を樹
立した（cyp26c1-Gal4 系統）。cyp26c1-Gal4
系 統 と UAS-TeTxLC 系 統 を 交 配 し て
cyp26c1-Gal4;	
 UAS-TeTxLC二重トランスジェ
ニック胚を取得し、行動解析を実施した。野
生型ゼブラフィッシュの初期胚は触覚刺激
を感知すると、刺激源とは反対方向に頭部を
旋回させて体幹を反らせる運動を示し（C ベ
ンド）、刺激源から遠ざかる方向へ泳いで逃
避する。ところが、cyp26c1-Gal4;	
 UAS-TeTxLC
胚に触覚刺激を与えると、頭部を刺激源に近
づく方向に旋回させ、誤った逃避方向を選択
した。この結果から、後脳のロンボメア２か
ら６にかけて存在する cyp26c1 遺伝子陽性細
胞の働きによって、C ベンドの方向性が決定
されていると予想された。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
本研究においては、以下の２点を明らかにす
ることで、後脳を介した機能的神経回路の構
造を解明することを目指した。①ロンボメア

２から６にわたる cyp26c1 遺伝子発現領域を
さらに機能的に分解し、逃避方向を決定する
特異的な後脳分節領域、ひいては後脳神経細
胞を同定する。②触覚刺激を処理する為の脊
髄—後脳神経経路を同定する。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
⑴	
 Gal4-UAS 法と Cre-lox 組換え法を組み合
わせた新しい手法を構築し、cyp26c1 遺伝子
発現領域内の限られた細胞集団に、TeTxLC 発
現を限局させることで、より精細な後脳の機
能解析を実施する。	
 
⑵	
 触覚受容細胞の単一細胞ラベリングを実
施し、逃避方向を決定する後脳神経細胞と、
触覚受容細胞の相互作用を形態学的に検証
する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
⑴	
 C ベンドの方向制御に必要な後脳領域を
同定する為に、Gal4 トラップ法を用いて、後
脳に Gal4 を発現する系統を探索した。その
結果、ロンボメア４から６、及び脊髄ニュー
ロンに Gal4 を発現する系統を単離した。こ
の系統においては、転写因子遺伝子 mafb 座
位の活性に依存して Gal4 が発現していたこ
とから、 mafb-Gal4 系 統と名付けた。
mafb-Gal4系統とUAS-TeTxLC系統を掛け合わ
せて、mafb 陽性細胞に TeTxLC を発現させる
と、C ベンドの角度が野生型より増大するこ
とを見いだした（図１）。阻害胚においては、
頭部への刺激、尾部への刺激のいずれに対し
ても Cベンドの角度が増大することから、体
表に与えられた触覚刺激は mafb 陽性領域に
伝達され、C ベンドの角度が決定されると考
えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１	
 mafb-GAL4;UAS-TeTxLC 胚（オレンジ
色）においては、Cベンドの角度が増大する。	
 
	
 
	
 特に、C ベンドの角度が増大する表現型は
興味深く、C ベンドをある一定の角度で停止
させることで、逃避方向を制御している可能
性が示唆された。	
 
⑵	
 mafb-Gal4 系統は、後脳のロンボメア４か



ら６の領域にかけての領域に強い Gal4 発現
を示したが、脊髄ニューロンにおいても弱い
Gal4 発現が観察された。mafB-Gal4;UAS-TeTx	
 
LC 胚の C ベンドの角度が増大する表現型が、
後脳における mafb 細胞の阻害の影響である
か否かを検証する為に、Gal4-UAS 法と
Cre-lox 組換え法を組み合わせて、後脳の
mafb 陽性細胞に TeTxLC 発現を限局させよう
と試みた。まず、後脳領域のみに Cre 遺伝子
を発現させる為に、cyp26c1 遺伝子座位を含
む Bacterial	
 artificial	
 chromosome	
 (BAC)
を改変し、cyp26c1 プロモーター／エンハン
サーを利用して後脳に Cre を発現させた。次
に、Gal4 と Cre の両方に依存して TeTxLC を
発現する UAS-lox-TeTxLC 系統を作製した。
mafb-Gal4;cyp26c1-Cre;UAS-lox-TeTxLC 三
重トランスジェニック胚においては、後脳の
mafb 陽性領域にのみ TeTxLC が誘導され、C
ベンドの角度の増大が観察された。このこと
から、後脳の mafb 陽性細胞に依存して、Cベ
ンドの角度が決定されていることが示唆さ
れた。	
 
	
 逃避行動において、C ベンドの角度に影響
を与える細胞は未知であるため、mafb 陽性領
域にそのような細胞が存在することを示唆
する本研究の結果は重要である。後脳の mafb
陽性領域には分化した神経細胞がおよそ４
００−５００個程度存在すると見積もられて
いる。今後は、これらのうち、触覚刺激によ
って活性化される細胞群をカルシウムイメ
ージングによって同定し、同定された細胞群
の機能を組織へのダメージが少ない２光子
レーザーを利用したアブレーションによっ
て検証することで、C-bend の角度に影響を与
える細胞を同定する必要がある。	
 
⑶	
 他グループの先行研究によって既に確立
されていた、頭部への触覚刺激を感知する
Trigeminal	
 ganglion 細胞（以下 TG 細胞）と、
体幹部および尾部への触覚刺激を感知する
Rohon-Beard 細胞（以下、RB 細胞）の単一細
胞染色法を用いて、本研究で主に着目してい
る受精後４８時間後における、TG 細胞、及び
RB 細胞の形態解析を実施した。受精後４８時
間における TG 細胞と RB 細胞の中心軸索の形
態を克明に捉えることに成功した。一方、逃
避方向を決定する後脳の同定に至らなかっ
たので、TG 細胞、及び RB 細胞の中心軸索と
の相互作用の解析は実施できなかった。C ベ
ンドの角度を制御する後脳細胞が同定され
た後、再検討すべき課題である。	
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