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研究成果の概要（和文）：シナプス結合選択性の分子機序の解明は、脳の理解や医療を見据えた基礎研究として重要だ
が、中枢神経系では不十分である。申請者は、全シナプス結合が既知の唯一のモデル生物 線虫を対象に、重要行動の
逃避のシナプス形成機構を解析した。まず、神経系に発現する転写因子217 種類を解析し、逃避に関わる18 種類の候
補を得た。中でも、lin-32（atonalホモログ）について、選択的な電気シナプス形成異常を見出した。哺乳動物では、
atonalホモログと電気シナプスが聴神経機能に関わり、関連が示唆される。本研究は、今後、普遍的な分子機序を明ら
かにできると期待される。

研究成果の概要（英文）：Animals alter their behavior in response to stimulus strength. Meanwhile, 
detailed analysis of neural circuit is complicated circuits. So to clarify the neural mechanism of the 
behavioral switch for danger, we choose C. elegans as a model system, because of advantage for analysis 
in molecular, circuit, and behavior level. We had screened for genes required for such behavior using 
optogenetics and RNAi screening, and showed that a transcription factor lin-32, Drosophila atonal 
homolog, is required for U-turn. Especially, the lin-32 mutants fail to express a gap junction channel 
inx-1, showing electrical synapse defects. Our finding will clarify the atonal regulation of gap junction 
formation.

研究分野： 神経行動学
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１．研究開始当初の背景 
 侵害刺激からの逃避は生物間で保存される
基本行動の１つである。生命維持に重要ゆえ
に、複数の独立した神経回路が存在し、損傷
時には補償し合う安全機構が働く。これまで、
線虫と小型魚類を解析モデルに、細胞レベル
での回路の同定や、細胞破壊や電気生理学、
Ca2+イメージングによる機能解析が行われ
た (Piggott, et al., 2011; Kohashi and Oda, 
2008)。しかし、逃避回路の細胞レベルでの
発生の分子機序や、補償回路の構築機序は不
明だった。 
 
 そこで申請者は、「逃避行動を規定する神経
回路発生の分子機序の解明」を目的とし、
2010 年から独自の遺伝子解析系を確立して
きた。方法は、線虫に RNAi法を行い、チャ
ネルロドプシン２ (ChR2) による光刺激誘
発逃避行動の異常を指標とする（図１）。 
 

  
 この系の特色は以下の３点にある。 
 
	 (1) シンプルなモデル生物、線虫 C. 
elegans 
	 全神経の細胞系譜とシナプス結合が明確
な唯一のモデル生物である。申請者の所属研
究室はナショナルバイオリソースプロジェ
クト「線虫」の拠点であり、5000 種類以上
の変異体が利用できる。 
 
	 (2) ChR2を利用した単純な回路 
	 線虫も複数の逃避回路を持つ。そこで申請
者は、ChR2 を１種類（２細胞）の主要な侵
害刺激受容神経だけに発現させることで、主
要な２回路（図２）に絞って解析している。
本回路は僅か 4種類（8個）の介在神経から
なり、異常細胞の同定も容易である。 
	  
	 (3) 行動を指標にする機能解析 
 本研究は、まず行動異常を押さえ、生物学
的意義を明確にする。従来、神経発生異常の
検出法として利用されてきた分化マーカー
の発現解析法では、回路や分子の補償作用に

よって行動異常と直接結びつかない場合が
あったためである。 

 
  申請者は、神経系に選択的な転写因子 217
種類を解析し、逃避行動異常を起こす 18 種
類の候補を得た。中には、回路１の介在神経
（AVA） の分化に必要な fax-1（ヒト NR2E3
ホモログ）(Wightman et al., 2005) が含まれ、
逃避行動への関与を本研究で初めて示した。
さらに、lin-32 （ヒト MATH1 ホモログ）
が、回路２の介在神経（AIB）の細胞系譜ま
たは分化に必須であることを見出した。
lin-32の逃避行動、回路における関与は初め
ての知見であった。 
 
２．研究の目的 
 fax-1 と lin-32 の変異体を利用することで、
回路間の補償作用を無くし、神経機能を検出
しやすくする。この系を用い、fax-1、lin-32
の逃避回路発生の分子機序の同定と、各回路
に及ぼす機能解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
	 本研究は、(1)	 fax-1、lin-32の回路発生の
分子機序の同定と、(2)	 各逃避回路に及ぼす
機能を明らかにする。	 
	 
	 (1)	 について：fax-1 または lin-32 変異体
で、細胞系譜の異常か分化異常かを同定した。
分化異常の場合は下流候補の機能分子の発
現を解析した。機能分子の逃避行動における
関与の有無を、fax-1または lin-32変異体を
用いて補償回路を潰した状態で解析した。	 
	 
	 (2)	 について：	 fax-1または lin-32変異体
で、各逃避回路の最下流の介在神経	 (AVA ま
たは RIM)	 (図２)の Ca2+濃度変化を観察した。
分化異常の場合は、異常神経でも観察し、神
経機能に及ぼす影響を解析した。	 
	 
	 また、本研究では、逃避行動に関わる lin-32
の下流制御遺伝子を同定した。さらに、神経

 
図１ ChR2 誘発逃避行動。野生株
は光刺激で逃避するが(上段黒矢印)、
候補転写因子の１つ lin-32変異体は
前進を続ける（下段白矢印）。 
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図２  逃避回路と候補転写因
子。補償し合う２回路からなる。 



回路と行動の中間段階である筋の Ca2+濃度
変化も解析し、fax-1や lin-32変異体で見ら
れる神経回路異常が、アウトプットである筋
と行動に及ぼす影響を包括的に解析した。	 
	 
４．研究成果	 
	 	 	 
(1) fax-1、lin-32の回路発生の分子機序の
同定	 
	 

	 両因子の回路発生における分子機序の
解明を研究目標とし、まずは lin-32 変異
体における逃避回路の中心的な介在神経
AIBの詳細な遺伝子発現解析と形態観察を
行った。AIB 神経の分化マーカーとして、
イネキシン 1	 (inx-1)、グルタミン酸受容
体(glr-1)、嗅覚受容体(odr-2)を用いた。
その結果、９割の個体で発現が消失してい
たが、発現が観察される個体も存在するこ
とがわかった（図３）。しかし、その形態
は、異常な感覚神経様に変容していた（図

３）。lin-32は、AIB	 神経の介在神経とし
ての分化に必須の因子であることを示唆
する。なお、逃避行動に関わる他の神経
（AVA/AIA 介在神経、DA/VA 運動神経、RIM
介在/運動神経）や、AIB 神経の細胞系譜
の姉妹細胞等には分化異常は観察されな
かった。	 
	 一方で、fax-1変異体は、先行研究で AVA
介在神経の分化異常が知られていたが
（Wightman	 et	 al.,	 2005）、他の神経の異
常の有無が未解析だった。そこで、fax-1
変異体でも上記神経群の分化異常の有無
を解析し、全て正常であることを確認した。
これらの結果は、lin-32 と fax-1 が逃避
の２つの異なる回路で特異的に働き、回路
の補償性を担っていることが明らかにな
った。	 
	 	 

(2) 各逃避回路に及ぼす機能	 
	 
	 AIB 神経の分化異常が逃避回路に及ぼ
す影響を知る目的で、lin-32 変異体の分
化異常をきたした AIB 神経と、その直下
の RIM 介在/運動神経、確認のための ASH
侵害刺激受容神経の侵害刺激に対する神

経応答をカルシウムイメージング法によ
り解析した。その結果、予想に反し、い
ずれも正常な反応が観察された。この結
果は、lin-32 変異体ではいずれの神経も
応答に大きな異常は観察されなかった。
この結果は、AIB 神経は、感覚神経との間
のシナプスや、細胞内カルシウム応答系
は正常であり、下流の介在/運動神経間シ
ナプスの機能異常であることが示唆され
る。	 
	 そこで我々は、lin-32 変異体の AIB 神
経でのギャップ結合構成因子 inx-1 の発
現低下に着目し、AIB と下流神経との間の
ギャップ結合不全が逃避異常の原因では
ないかと推測した。そこで、inx-1変異体
を作成し、逃避行動を詳細に解析した。
まず、lin-32 変異体では、強い侵害刺激
に対する逃避行動の一種である U ターン
の低下と、軽い刺激に対する逃避行動で
ある近距離の後退の上昇が観察され、
lin-32 変異体は自閉症スペクトラム等で
好発する感覚鈍麻が生じていることを明
らかにした。次に、inx-1変異体でも同様
の表現型になることを確認した。一方で、
AIB のカスパーゼを用いた遺伝学的細胞
除去では表現型が異なり、Uターンの低下
はあるが近距離の後退頻度の増加は観察
されなかった。これらの結果から、lin-32
の転写制御因子の標的の１つは inx-1 で
あり、AIB でのギャップ結合不全が逃避行
動異常の要因であることが示された。	 

	 
	 	 fax-1と lin-32のほ乳類ホモログは、胚の
中枢性侵害受容路（前頭前野、帯状回皮質、
側頭皮質）で発現している	 (Ben-Arie	 et	 al.,	 
2004)。しかし、null 変異マウスは致死であ
り、中枢性侵害受容路のコンディショナルノ
ックアウトマウスや、下流遺伝子の探索報告
は無い。本研究は、atonalホモログの逃避行
動への機能を示す初の報告であり、lin-32の
新たな生物学的重要性を提唱する。	 
	 また、本研究は lin-32 によるギャップ結
合制御を初めて明らかにした。哺乳動物では、
atoh1 とギャップ結合因子（Cx26,	 30,	 31）
がいずれも聴神経機能に関わり、聾の原因遺
伝子でもあることから、重要な関連性が示唆
される。本申請では、lin-32が制御する、普
遍的な分子機序を明らかにできると期待さ
れる。	 
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