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【要旨】 

 陸上を移動する多くの四足脊椎動物は、歩行を行う為に左右の四肢を協調させて動かし

ている。そして四肢は歩行に必要な運動を適切に行う為に、多数の屈筋と伸筋を協調させて

動いている。この歩行運動は生存に必須で基本的な運動であり、100 年以上研究されている。

これまでの研究により歩行に必要な屈筋-伸筋の協調や、左右の四肢の協調は脊髄内の神経

回路によってつくられることが明らかにされた。しかしながら、歩行に必要なこれらの協調

を制御する神経回路メカニズムは非常に複雑であり、未だに完全には解明できていない。 

私は進化的に前肢の相同器官であるゼブラフィッシュの胸びれに着目して、付属肢（脚、

翼、ひれ等）の協調を制御する神経回路メカニズムの解明を目指した。ゼブラフィッシュ稚

魚の胸びれは外転筋と内転筋の 2 種類の筋肉だけで構成され、左右交互の開閉運動を行う。

胸びれの運動はこのように非常に単純でありながら、外転筋-内転筋の協調（屈筋-伸筋の協

調に相当する）や、左右の協調を示す。以上のことから、ゼブラフィッシュ稚魚の胸びれは、

四足動物と共通する基本的な付属肢の制御メカニズムを解明するための理想的なモデルと

なる可能性がある。 

 本研究では多様な遺伝子組換えゼブラフィッシュを利用して、胸びれリズム運動を制御

する神経回路メカニズムを詳細に調べた。まず、外転筋運動神経細胞（外転筋 MN）と内転

筋運動神経細胞（内転筋 MN）が交互に発火していることを示した。次に、どちらの MN も

発火するタイミングで興奮性入力を受け、発火しないタイミングで抑制性入力を受けてい

ることを明らかにした。続いて、これらの入力を行う脊髄内の上流介在ニューロンを探した。

私は dmrt3a という遺伝子が発現するニューロン（dmrt3a ニューロン）が反対側の外転筋

MN に選択的に抑制性シナプス結合を持つことを示した。さらに胸びれ周辺の dmrt3a ニュ

ーロンを破壊することで、外転筋 MN の発火タイミングが変化することや、外転筋 MN が

受ける抑制性入力が変化することを示した。これらの結果は、dmrt3a ニューロンが外転筋

MN の発火タイミングの決定に重要な役割を果たしていることを強く示唆している。 

 本研究では非常に単純なモデルであるゼブラフィッシュ稚魚の胸びれを用いて、MN の発

火タイミングと MN が受けるシナプス入力を明らかにした。さらに、上流の介在ニューロ

ンの一つを同定し、その機能を明らかにした。脊髄内で発現する転写因子群は脊椎動物間で

広く保存されており、哺乳類の脊髄内では dmrt3a の相同遺伝子である dmrt3 が発現するニ
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ューロンが存在している。哺乳類の dmrt3 ニューロンはゼブラフィッシュの dmrt3a ニュー

ロンと同様に、交差性、抑制性のニューロンで、四肢の制御に関与することが知られている。

しかしながら神経回路内で果たす具体的な役割は明らかになっていない。単純でありなが

ら四足動物と多くの共通点を持つゼブラフィッシュ稚魚の胸びれを研究することで、今ま

で解明できなかった付属肢を制御する神経回路メカニズムの解明が進むと期待できる。 
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【序論】 

陸上を歩行する脊椎動物の多くは、屈筋と伸筋を協調させ、左右の四肢を交互に動かす運

動を行い、移動している（Grillner, 1975）。魚類の胸びれと腹びれは四足動物の前肢と後肢

の相同器官であり、四肢の原型と考えられる。四肢やひれの交互運動の存在は進化的に、軟

骨魚類までさかのぼることができる。ある種のエイは腹びれを左右交互に動かして海底を

歩くような運動を示す（Jung et al., 2018）。また、四足哺乳動物以外にも多くの脊椎動物が

付属肢を協調させた運動を示す。ハイギョの 1 種である Protopterus annectens は棒状の胸

びれ、腹びれを組み合わせて歩行様の運動を示し（King et al.,2011）、イモリも四肢を組み

合わせて歩行する（Delvolvé et al., 1997）。このように四足動物以外の動物も含めて、多く

の脊椎動物は付属肢を協調させ、周期的に動かすリズム運動を行っている。 

歩行を制御する神経回路は 100 年以上研究されている。高次の中枢神経系から入力をな

くすために除脳したネコにおいて、後肢の拮抗筋(前脛骨筋と腓腹筋)の収縮が協調する

という研究がある（Brown, 1911）。この研究をはじめとする多くの研究で筋肉を適切なタ

イミングで収縮させ、協調させる基本的な仕組みは、Central Pattern Generators（CPG、

Grillner, 2003、Kiehn, 2006）と呼ばれる脊髄内の神経回路であると示されている。また、

分子遺伝学の発達により、特定の性質を持つニューロン群について可視化や、破壊、活動制

御をすることが可能になった。これらの技術の発達に従ってマウスを中心に CPG を構成す

る様々なニューロン群について研究が進んだ（Goulding and Pfaff, 2005、Goulding, 2009、

Arber, 2012、Kiehn, 2016）。しかしながら哺乳類の脊髄内 CPG の神経回路の詳細な構造や

活動パターンは完全には解明できていない。 

哺乳類の脊髄内 CPG の解明が難航している理由は主に 3 つある。1 つは哺乳類の四肢の

複雑な構造である。哺乳類の四肢は多数の関節と多くの筋肉で構成されており（図 1A）、四

肢を滑らかに動かす為にそれぞれの筋肉が少しずつ異なるタイミングで収縮する（Markin 

et al., 2011）。その為、それらの筋肉を制御する神経回路は非常に複雑であると考えられる。

2 つ目の理由は哺乳類が示す運動が複雑な点である。哺乳類は様々な感覚系からのフィード

バックを受け運動を調整する（Rossignol et al., 2006）、単純で自発的な運動以外の運動も

行う、という性質があるため解析が困難である。最後は哺乳類の脊髄の大きさが非常に大き

い点である。これにより脊髄内のニューロン数が多いことに加え、脊髄内回路を保った状態
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で特定の細胞群を狙って電気生理実験やカルシウムイメージングを行うことが難しい。こ

れらの要因によって哺乳類の脊髄内CPGを構成するニューロン間のシナプス接続や運動中

の活動パターンを正確に知ることは難しい。 

ゼブラフィッシュ稚魚の胸びれはより単純な構造をしており、哺乳類の付属肢と共通す

る性質を示すので、脊髄内 CPG を研究するうえでのより良いモデルになる可能性があると

考えた。稚魚の胸びれは、外転筋と内転筋の 2 種類の筋肉だけで構成されており、非常に単

純な構造をしている（Thorsen and Hale, 2005）。また、3dpf のゼブラフィッシュ稚魚の

胸びれは、基本的には体幹の運動に合わせた単純な開閉運動だけを行う（図 1B）。さらに体

や脊髄の大きさが小さく、ニューロン数も少ないことにより、脊髄内回路をほぼ無傷の状態

で、仮想遊泳中（神経-筋の伝達を阻害して不動化した状態で起きる遊泳のための神経活動）

に、胸びれ MN をはじめとする脊髄内ニューロンの生理学的記録を取ることができる

（Green and Hale, 2012）。このような単純な構造、運動にもかかわらず、稚魚の胸びれと

哺乳類の四肢は、2 つの基本的な性質を共有している。1 つは外転筋-内転筋の協調（哺乳類

の四肢における屈筋-伸筋の関係に相当する）、もう一つは左右の付属肢の協調である。以上

の理由からゼブラフィッシュ稚魚の胸びれは脊椎動物の付属肢制御に普遍的な協調のメカ

ニズムを研究するうえで理想的なモデルとなりうる。 

さらなる利点として、脊髄内の転写因子の発現パターンが脊椎動物間で広く保存されて

いる点がある。脊髄内の神経前駆細胞は様々な転写因子の発現に従って異なる性質を持つ

ニューロンに分化していく。この時、神経前駆細胞は背腹軸に従っていくつかの領域に分か

れ、その領域ごとに異なる転写因子が発現することで、細かく分化してゆく（図 1C）（Lai 

et al., 2016、Goulding, 2009）。これらの転写因子群はゼブラフィッシュにおいても同様の

発現パターンが見られ、相同な転写因子が発現するニューロンの伝達物質や軸索走行、シナ

プス形成などの性質は魚類から哺乳類で共通している（chx10について、Kimura et al., 2006、

Lundlfald et al., 2007、en1 について、Saueressig et al., 1999、Higashijima et al., 2004、

dmrt3a について、Andersson et al., 2012、Satou et al., 2020 等）。このことから脊髄内ニュ

ーロンの分化メカニズムは脊椎動物内で広く保存されていると考えられる。 

多様な実験が可能で、単純なモデルであるゼブラフィッシュを用いることで、他の脊椎動

物では解明しきることができなかった、CPG を構成する様々なニューロン群の形態や運動

中の神経活動などを高い精度で研究することができる（Kimura and Higashijima, 2019、



5 

 

Satou et al., 2020）。そしてそれらのニューロン群の性質は哺乳類でも共通する可能性が高

く、魚類で解明した性質を手掛かりにして哺乳類におけて解明できていない性質を見出す

手掛かりになると期待できる。また、魚類の胸びれのリズム運動を制御している脊髄内 CPG

を解析して哺乳類のものと比較することで、付属肢のリズム運動を制御する神経回路メカ

ニズムへの進化的な理解を深めることができると期待できる（Jung et al., 2018）。 

私はゼブラフィッシュ稚魚の胸びれのリズム運動を制御する脊髄神経回路を対象に研究

を進めた。はじめに外転筋 MN と内転筋 MN の発火タイミング調べ、MN が受ける興奮性入

力と抑制性入力のタイミングを比較した。その結果、外転筋 MN と内転筋 MN は特定のタ

イミングで重ならないように交互に発火しており、どちらの MN も発火するタイミングで

興奮性入力を受け、発火しないタイミングで抑制性入力を受けていることが分かった。この

結果から胸びれ MN の発火は興奮性入力と抑制性入力の組み合わせによって特定のタイミ

ングに限定されると考えられる。このような興奮性入力と抑制性入力による push-pull 制御

はひっかき運動を行うカメや（Robertson and Stein, 1988）、歩行中の哺乳類にみられる

（Shefchyk and Jordan, 1985、 Cazalets et al.,1996、Hochman and Schmid, 1998、Endo 

and Kiehn, 2008）。さらに胸びれ MN にシナプス入力を行っている上流の介在ニューロンを

探索し、dmrt3a（哺乳類の dmrt3 と相同）という遺伝子が発現するニューロン（dmrt3a ニ

ューロン）が上流の介在ニューロンの可能性が高まった。哺乳類の dmrt3 ニューロンは四

肢の MN とシナプスを持ち、交差性の抑制性入力を行うと考えられている（Andersson et 

al., 2012、Perry et al., 2019）。本研究によって dmrt3a ニューロンが交差性、抑制性ニュー

ロンであり、外転筋 MN へ選択的に抑制性入力を行っていることが分かった。さらに dmrt3a

ニューロンの発火パターンや、破壊したときの表現型を解析することで、dmrt3a 発現ニュ

ーロンは外転筋の発火タイミングを制御するうえで重要な介在ニューロンであると強く示

唆する結果を得ることができた。本研究は胸びれのリズム運動を制御する神経回路の一部

だけしか解明できていないが、さらなる研究が期待される。 
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【研究方法と手法】 

実験動物 

実験には遺伝子組み換えゼブラフィッシュの成魚を交配し、得られた受精卵を 28.5℃の

インキュベーター内で育成した稚魚を用いた。成魚は室温 28.5℃で蛍光灯によって 14 時間

点灯－10 時間消灯の昼夜サイクルを設定した。ゼブラフィッシュは光照射が始まると産卵

行動を行い、多くが 1 時間以内に受精を終える。受精卵を得られた日を受精後 0 日として、

基本的にすべての実験は受精後 3 日目(3 days post fertilization, 3dpf)の魚を用いた。本研究

の実験はすべて室温下(25～28℃)で行った。 

 使用した既存の遺伝子組換えゼブラフィッシュを以下に羅列する。Tg[zCREST2-

hsp70:GFP] (Uemura et al., 2005)、Tg[UAS:Kaede]、Tg[UAS:GFP] (Kimura et al., 2013)、

Tg[UAS:RFP] (Asakawa et al., 2008)、Tg [hspzGFFgDMC26A] (川上研のエンハンサート

ラップラインからスクリーニングして得られた系統; Asakawa et al., 2008)、

Tg[dmrt3a:GFP]、Tg[dmrt3a:loxP-DsRed-loxP-DTA]、Tg[glyt2:loxP-DsRed-loxP-GFP] 

(Satou et al., 2020)、Tg[zCREST2-hsp70:Gal4]、Tg[hoxa4a:Cre]、Tg[drmt3a:tTA]、

Tg[tetO:Dendra2]、Tg[tetO:ChR]、Tg[drmt3a:tTA]、 Tg [tetO:ChR] (Natsubori et al., 

2017)、Tg[lhx1a:GFP]、Tg[lmx1bb:GFP]、Tg[evx2:GFP]（本研究で作成）、

Tg[chx10:GFP]（Kimura et al., 2006）、Tg[en1b:GFP]（Kimura and Higashijima, 

2019）。Tg[zCREST2-hsp70:Gal4]は、zCREST2-hsp70:GFP (Uemura et al., 2005)のコン

ストラクトのGFPをGal4FF (Asakawa et al., 2008)に置き換えて作成した。

Tg[hoxa4a:Cre]はhoxa4a gene (Kimura and Higashijima, 2019)とhsp70 promoter、Cre-

mCherry-NLS (Satou et al., 2012)を用いて作成した。Tg[tetO:ChR]のチャネルロドプシン

(ChR)はChR-WideReceiver (Wang et al., 2009)を利用している。Tg[zCREST2-

hsp70:Gal4]、Tg[hoxa4a:Cre]、Tg[tetO:Dendra2]、Tg[tetO:ChR]はTol2システムを利用し

て作成した(Urasaki et al., 2006)。Tg[dmrt3a:tTA]とTg[lhx1a:GFP]、Tg[lmx1bb:GFP]は

CRISPR/Cas9を利用して作成した(Kimura et al., 2014)。 
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行動実験 

 3.1～3.5 dpf のゼブラフィッシュ稚魚を実験に用いた。ハイスピードカメラ(FASTCAM-

ultima 1024)を用いて魚の自発的な遊泳を上から 1000 fps で撮影した。直径 35mm のグラ

スボトムディッシュに 2％アガロース溶液を注ぎ、固まったら 1 辺が 10mm 程度の正方形

に切り抜いて、その中に魚を入れて撮影した。画像は 1024×1024 の画素数で、画像解析の

ために魚の全長が 380 ピクセル程度の大きさに映るように撮影した。 

 魚の遊泳周期は片側の胸びれの開き始めたタイミングを起点として、次にその胸びれが

開き始める直前までの一連の運動を 1 周期として計算し、遊泳の周波数（Hz）を算出した。

安定した遊泳時の体幹と胸びれの協調を記録するために、28～34Hz (遊泳の 75%程度が含

まれる) で行われた遊泳のみを解析の対象とした。遊泳開始時の周波数の高い遊泳や、遊泳

が終わる直前の周波数の低い遊泳は除外した。画像解析では、魚の輪郭を定義するために左

右の眼で中心を検出し、2 点を結んだ線に直行する直線を魚の頭部の中心線とした。この中

心線に沿って 8 ピクセル間隔で円弧上にピクセルの明度を計算し、明度の変化が大きい部

分を体と水の境界線と定義し、その中央を体の正中とした。この操作を頭部から尾部に向け

て 1 ピクセルずつずらして行い、それらの点に平滑化スプライン法を適用して体幹の滑ら

かな正中線を得た。得られた正中線の頭部側 1/3 程度の範囲を直線にフィットさせ（線形回

帰）、体の前半部の向きの指標とした。この直線と全長の後半部 1/2 の範囲の正中線との距

離を測定し、最も距離があるピクセルを決めた。頭部先端を 0、尾部先端を 1 として最も距

離がある点を数値化して同一個体の試行間、複数個体間で比較した。 

 

共焦点顕微鏡による撮影 

 GFP、RFP、Kaede、Dendra2 が発現しているゼブラフィッシュ稚魚を生きている状態

で共焦点画像を撮影した。ゼブラフィッシュ稚魚はグラスボトムのディッシュの底に 2％

アガロース溶液を用いて固定して、倒立型の SP8, Leica もしくは FV 1200, Olympus を使

って下から撮影した。Kaede の構造変化には 405nm のレーザーを利用した。Dendra2 の

構造変化には 488nm と 635nm のレーザーを使った（Taniguchi et al., 2017）。レーザー照

射後、細胞体の蛍光タンパク質が十分に構造変化して蛍光が変化したことを確認した。そ

の後、2 時間以上静置して構造変化した Kaede や Dendra2 が軸索に十分に拡散する時間

を確保してから撮影を行った。 
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Dendra2 による dmrt3 ニューロンの形態解析（図 7A、B）では CoLo と呼ばれる、逃避

に関わり形態的特徴があるニューロンを除外している（Satou et al., 2009）。このニューロ

ンは球状の細胞体と太く短い軸索を持つことにより判別できる。 

 

電気生理学による発火タイミングの記録 

以降の電気生理の記録は全て、増幅器として MultiClamp 700B、デジタルデータ変換に

Degidata 1440A を用いて記録した。データは 20,000Hz で記録した。 

ゼブラフィッシュ稚魚をシリコンディッシュ上にのせて、細胞外液 (in mM: NaCl 134, 

KCl 2.9, MgCl₂ 1.2, HEPES 10, glucose 10, CaCl₂ 2.1, pH7.8 adjusted with NaOH)に D-

tubocurarin が 0.25mg/mL となるように加え、尾の先端を傷つけ 15 分程度静置して不動化

した。稚魚を側面が上となるように動かし、前脳と、第 6 筋節、第 17 筋節周辺の脊索を、

先端をとがらせたタングステン針で刺して固定した。鋭く研磨したピンセットでゼブラフ

ィッシュの第 3 筋節から第 11 筋節までの表皮を剥ぎ、第 4 筋節の筋肉を取り除いて脊髄を

露出させた。シリコンディッシュに細胞外液を2mlほど加え、正立顕微鏡（BX51WI, Olympus）

にのせた。 

実験は体幹の MN 軸索束（VR）の活動と特定のニューロンの発火を同時に記録した（図

3A、模式図）。VR の記録は、ガラス電極 (直径 1.5 ㎜のガラス管を熱伸展した)の先端を斜

め 30°程度、長径 20-50μm 程度の楕円系に切断し、断面に熱を加え滑らかにしたものを

用いた。VR 用のガラス電極に細胞外液を入れ、ゼブラフィッシュの第 9 筋節と第 10 筋節

の間に軽く押し当て、1-2mmHG 程の陰圧をかけて VR の活動を記録した。ニューロンの発

火の記録はゼブラフィッシュの第 4 筋節で、ホールセル記録、若しくはルースパッチ記録

で行った。ホールセル記録は以下の方法で記録した。ガラス電極（直径 1.5mm のガラス管

を熱伸展させ、抵抗を 11～15MΩにした）を細胞内液 (in mM: 119 K-gluconate, 6 KCl, 2 

MgCl2, 10 HEPES, 10 EGTA, and 4 Na2 ATP adjusted to pH 7.2 with KOH) で満たし、狙

った細胞に接触させる。電極と細胞膜と密着してギガオームシールが形成されたら、短時間

の強い陰圧をかけて細胞膜を破り、電流固定法で膜電位を記録した。ルースパッチ記録では

ガラス電極（直径 1.5mm のガラス管を熱伸展させ、抵抗を 9～12MΩにした）を細胞外液

で満たし、狙った細胞に接触させて、細胞外から活動電位を記録した。 
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外転筋 MN および内転筋 MN へのシナプス入力の記録 

MN へのシナプス入力は VR と同時に記録した。事前にルースパッチで発火タイミングを

記録し、その後、ガラス電極に陽圧をかけてガラス電極から細胞を離す。その後、ホールセ

ル用のガラス電極（抵抗 11～15MΩ）に電位固定法用の細胞内液 （in mM: 140 CsMeSO4, 

1 QX314-Cl, 1 TEA-Cl, 3 MgCl2, 10 HEPES, 1 EGTA, and 4 Na2-ATP, adjusted to pH 7.2 

with CsOH）を入れて、同一の細胞に対してホールセル記録を取った。興奮性入力を記録す

る際は電位固定法で-74mV に固定することで、Cl⁻の流出入による影響を非常に小さくして

興奮性入力を個別に記録した。抑制性入力を記録するときは+10mV に固定することで、陽

イオンの流出入による影響を小さくして抑制性入力を個別に記録した。ニューロンの膜電

位を+10mV で固定してもニューロンに致命的な影響が出ないように、電位固定法用に用い

た細胞内液は電位依存性チャネルのブロッカーやイオン径の大きいセシウムを含む組成と

なっている。 

 

チャネルロドプシン（ChR）による MN と dmrt3a ニューロン間のシナプス結合を調べ

る実験 

 Tg[dmrt3a:tTA]; Tg[tetO:ChR]の魚を使うことで dmrt3a ニューロンに ChR を発現させた。

その魚に Tg[zCREST2-hsp70:GFP]（外転筋 MN で GFP が発現する）もしくは

Tg[hspzGFFgDMC26A]; Tg[UAS:GFP]（内転筋 MN で GFP が発現する）を掛け合わせた。

ChR による実験は、まず MN へのシナプス入力の実験と同様の手順で MN へのシナプス入

力を記録する段階まで進める。続いで、外転筋 MN もしくは内転筋 MN のホールセル記録

中に、第 4 筋節を中心に 2 節分（3.5～5.5 筋節）の範囲で青色光を 20ms 照射し、MN への

シナプス入力を記録した。MN のホールセル記録は電位固定法で膜電位を+10mV に固定し、

抑制性のシナプス入力が記録される条件で記録を行った。実験では照射開始時点から 40ms

以内に記録される抑制性シナプス入力の有無とその振幅を記録した。1 つの細胞につき 10

回以上青色光を照射して記録を取った。Probability は全試行中にシナプス入力が記録された

割合を示し、amplitude は照射開始後 40ms 以内で入力の平均値を算出し、その期間中の最

大値を示す。 
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データ解析について 

電気生理のデータは Data view（イギリス、セントアンドルーズ大学の William Heitler が

開発したソフトウェア）と Execl（Microsoft）を用いた。 

VR の記録は整流化し、120 サンプルで単純移動平均を 3 回取ることで平滑化した。仮想

遊泳中は VR の振幅が増減を繰り返すので、平滑化を行うと VR の振幅の増減に合わせて波

状の波形が得られる。波形の 1 周期中での最小値から最大値に移行する際の中点を VR 活

動の開始点とし、最大値から最小値に移行する際の中点を VR 活動の終了点とした。その

VR 活動の開始点と終了点の中点を VR 活動の中心と定義し、仮想遊泳中の遊泳周波数の算

出や、ニューロンの発火や MN へのシナプス入力の周期解析を行う時の基準とした。周期

解析では、ある VR 活動の中心を 0、次の VR 活動の中点を 1 とし、0～1 を遊泳の 1 周期

として定義した。 

胸びれ MN や dmrt3a ニューロンについては未成熟のニューロンを除外するために、VR

の活動に対して 60％以上の割合で発火していたニューロンを解析対象にした。また、安定

した遊泳時の活動を記録するために、解析は VR の周波数が 28～34Hz の場合に限定した。

dmrt3a ニューロンを破壊した魚では遊泳周期がやや早くなるため、解析は VR の周波数が

29～35Hz の場合に限定した。 

VR と、MN や dmrt3a ニューロン等の発火の関係を示す円状グラフでは、マウスの VR 記

録を解析した先行研究を参考として、同様の解析を行った（Kjaerulff and Kiehn, 1996）。発

火タイミングの解析では、解析対象の周波数で遊泳しているときのニューロンの発火を一

つの細胞で 30 個無作為に選出し、30 個の発火タイミングについて半径を 1 とする円周上

に配置する。円周上の 30個の座標を平均し、そのニューロンの平均発火タイミングとした。

このグラフでは原点から平均発火タイミングの座標への向きが発火タイミングの平均値を

示し、原点から平均発火タイミングまで距離は発火タイミングの集中度を示す（原点からの

距離が長いほど発火が集中していることを示す）。 

MN へのシナプス入力の記録は各細胞で 20 周期分を採用した。VR の 1 周期に合わせて、

MN へのシナプス入力の記録を切り抜いた。MN へのシナプス入力の記録は 1 周期あたり

580～720 個のサンプル数になる（解析する VR が 28～34Hz、記録は 20000Hz）。そこで

Excel を用いて、1 周期のデータ数を 200 個に計算しなおして比較した。 

dmrt3a ニューロンから下流のニューロンへの抑制性入力の伝達遅延は以下の理由で
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1.5ms と想定した。まず、dmrt3a ニューロンの軸索は約 200μm（反対側に伸ばすために

100μm、その他の軸索の長さが 100μm）として、軸索を活動電位が伝達する時間を 0.2m/s

（Menelaou and McLean, 2019）で計算すると、1ms の遅延が生じる。また、シナプス伝達

には 0.5ms 程度の遅延が生じる。この 1.5ms の遅延は VR の周期（0～1）の 0.05 に相当す

る。 
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【結果】 

1、ゼブラフィッシュ稚魚（3dpf）の自由遊泳時の胸びれと体幹のリズム運動の解析 

 5dpf のゼブラフィッシュ稚魚では胸びれが左右交互に周期的に開閉しており、外転筋 MN

と内転筋 MN が交互に活動することが示されている。さらに、胸びれ MN の活動は体幹の

MNの活動と協調していることが示されている（Thorsen et al., 2004; Green and Hale, 2012）。

本研究では安定した遊泳に着目するために、5dpf の魚より比較的長時間ゆっくりと遊泳す

る（30Hz 程度の遊泳を 1 秒程度）3dpf のゼブラフィッシュ稚魚を対象とした。初めに 3dpf

のゼブラフィッシュ稚魚について、胸びれ運動と体幹運動の関係性を解析した。図 2A に示

すように、稚魚は波を後ろに伝えるように体をくねらせて遊泳し、同時に左右の胸びれを交

互に開閉させる。最初に右の胸びれが最も開いている時点（0ms）と次に右の胸びれが最も

開いている時点（32ms）を比較すると、体幹の形が似ており、5dpf の時と同様に体幹の運

動と胸びれの運動は強く相関していると思われた。図 2B に示したように 3dpf のゼブラフ

ィッシュ稚魚は 24Hz～40Hz 程度で遊泳し、30Hz 前後の遊泳が最も多い（平均 31.1 ± 

2.5Hz）。ゼブラフィッシュ稚魚は、遊泳の開始時は周波数が 35～40Hz 程度のやや早い遊

泳を行い、その後それよりも遅い 30Hz 前後で安定した遊泳を続け、遊泳を終了する直前は

さらに周波数の低い 25Hz 程度の遊泳を示してから停止する。そこで最も安定していると考

えられる 31±3Hz（28～34Hz）の遊泳を対象に、遊泳中の体幹と胸びれの状態を比較した。

図 2C ではハイスピードカメラによって得られた画像をどのように解析したかを示してい

る。胸びれが開き始めた時点（図 2C では右胸びれ）を解析の対象として、体幹の正中線（白

い曲線）の中で、魚の向き（ピンクの直線）で最も離れている点（屈曲点と表記する）を測

定した。図 2D は同一個体において、異なる試行での遊泳している時の正中線と屈曲点だけ

を抽出して並べた図である。同一個体において胸びれが開き始めた時点での体幹の屈曲位

置は概ね同じであるように見える。図 2E では同一個体の 15 周期分の遊泳について、正中

線の頭部先端を 0、尾部先端を 1 として屈曲点の位置を数値化した。同一個体の胸びれが開

き始めた時点での体幹の状態は非常に似ていることが分かった（0.81±0.016）。さらに複数

個体間で屈曲点の平均値を比較した場合においても非常に差が小さかった（図 1F、0.82±

0.010）。以上の結果から 3dpf のゼブラフィッシュ稚魚における胸びれと体幹の運動は強く

相関しており、その相関関係は全ての個体で共通している事が分かった。 
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2、外転筋 MN と内転筋 MN の可視化 

 本研究を進めるうえで外転筋 MN と内転筋 MN を選択的に可視化することは非常に重要

である。外転筋 MN を可視化するために、先行研究で知られている Tg [zCREST2-

hsp70:GFP]を利用した（Uemura et al., 2005; Green and Hale, 2012）。図 3A1（側面から脊

髄を撮影した画像）では細胞体が脊髄の第 2 筋節から第 5 筋節の腹側に集中しており、束

になって脊髄内から胸びれに伸びていく軸索（白い三角）が見える。図 3A2（背側から胸び

れを撮影した画像）では胸びれの外側に軸索が投射している様子が見える。一方、内転筋 MN

可視化するために、エンハンサートラップラインの一つである Tg [hspzGFFgDMC26A]; 

[UAS:GFP]を利用した（Asakawa et al,. 2008）。図 3B1 では内転筋 MN の細胞体が第 3 筋

節から第 5 筋節の腹側にあり、外転筋 MN と同様に束になって胸びれに伸びてゆく軸索（白

い三角）が見える。図 3B2 では胸びれの内側に軸索が投射している様子が見える。以上の

結果から Tg [zCREST2-hsp70:GFP]と Tg [hspzGFFgDMC26A]; [UAS:GFP]を利用すること

で、外転筋 MN と内転筋 MN を同定することができた。 

先行研究において 5dpf では外転筋 MN と内転筋 MN の細胞体は脊髄内で混在していると

示唆されていた（Thorsen and Hale, 2007）。そこで私は 3dpf の魚において外転筋 MN と内

転筋 MN の細胞体が脊髄内でどのように分布しているのかを調べた。外転筋 MN と内転筋

MN を同時に可視化するために、3 種類の組換え遺伝子を持つゼブラフィッシュを掛け合わ

せ、外転筋 MN に GFP が、内転筋 MN に RFP が同時に発現するゼブラフィッシュ（Tg 

[zCREST2-hsp70:GFP]; [hspzGFFgDMC26A]; [UAS:RFP]）を作成した。そのゼブラフィッ

シュの脊髄の側面から画像（図 3C1）と脊髄の背側からの画像（図 3C2）を観察すると、先

行研究と同様に外転筋 MN（GFP）と内転筋 MN（RFP）の細胞体はきれいに別れて分布し

ているわけではないことが分かった。しかし、頭部に近い脊髄（図 3C2 の白い矢印）では

外転筋 MN がより多く分布しており、外転筋 MN と内転筋 MN で少し分布が異なることも

明らかになった。 

 さらに先行研究では脊髄内の細胞体の位置と軸索の投射パターンに関係性があることが

示唆されていたため、脊髄内の細胞体の位置と軸索の投射パターンの相関性について調べ

た（Thorsen and Hale, 2007）。外転筋 MN もしくは内転筋 MN に、特定の波長を当てると

蛍光が変化する蛍光タンパク質の Kaede を発現させた（Tg [zCREST2-hsp:Gal4]; [UAS: 

Kaede]、もしくは Tg [hspzGFFgDMC26A]; [UAS:Kaede]）。脊髄の特定の 1 筋節に紫外光
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を照射し、その筋節に細胞体が存在する MN で発現する蛍光タンパクの蛍光を変化させ、

その MN が胸びれのどの部位に投射するかを観察した（図 3D）。図 3D から細胞体の位置と

軸索の投射パターンには強い相関があり、外転筋 MN および内転筋 MN において、脊髄の

頭部側にある細胞は胸びれの背側に投射し、尾部側にある細胞は胸びれの腹側に投射する

傾向があると分かった。この実験により外転筋 MN と内転筋 MN の細胞体の位置と軸索の

投射パターンの関係性を今までの研究より詳細に明らかにできた。 

 

3、仮想遊泳中の外転筋 MN と内転筋 MN の発火タイミング 

 外転筋 MN と内転筋 MN を同定することができたので、遊泳中の外転筋 MN と内転筋 MN

の発火タイミングを調べた。図 4A のように MN の発火と VR の活動を同時に記録する実験

を行った。実験 1 で遊泳中の体幹と胸びれの運動に強い相関があることを明らかにできた

ので、VR の活動を周期解析のタイミングの基準として利用した。 

魚を不動化して横向きに固定した実験条件において VR の記録を取ると、体幹の MN 軸

索束の活動電位が振幅となって記録される（図 4C 左、上の VR の波形）。この VR の活動

周期は 30Hz 前後に集中していた（30.8±7.8 Hz; 図 4B）。この仮想遊泳で記録された周波

数は実験 1 で観察した実際の遊泳（31.1±2.5 Hz）の周波数とおおむね似た値を示してお

り、実際の遊泳を再現できていると考えた。 

 図 4C 左の図は外転筋 MN のホールセル記録を示している。上の波形が VR の記録であ

り、下の波形が外転筋 MN のホールセル記録である。外転筋 MN は VR の活動の周期に合

わせて発火していた。そこで VR の活動を基準に外転筋 MN の発火タイミングを解析した。

ある VR の活動の中心を 0、次の活動の中心を 1 として、その間にある発火を数値化した

（図 4C、D 中央の図）。この数値を 1 細胞につき無作為に 30 個選出し、半径を 1 とする円

上にプロットし（図 4C 右、円上の黒い点）、それらの座標を平均してその細胞の平均発火

タイミングとする（図 4C 右、円中の赤い点）。この時、中心から赤い点の向きは平均発火

タイミングを示し、中心からの距離が長いほど発火タイミングが集中している事を示す。こ

の外転筋 MN は 0.6 周辺で発火が集中していた。 

外転筋 MN と同様に、内転筋 MN も VR に合わせて発火が見られた（図 4D 左）。そこで

内転筋 MN に対して同様の周期解析を行ったところ、この内転筋 MN は 0．07 周辺に発火

が集中していた（図 4D 中央、右）。 
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図 4E、F では複数の外転筋 MN と内転筋 MN の平均発火タイミングをそれぞれ一つのグ

ラフにまとめた。赤い点が 1 細胞のデータを示している。外転筋 MN の平均発火タイミン

グは 0.5～0.75 であり（0.63±0.06）、内転筋 MN の平均発火タイミングは 0～0.35 だった

（平 0.14±0.11）。この結果から外転筋 MN と内転筋 MN は互いが全く重ならないタイミン

グで発火していることが明らかになった。また外転筋 MN と内転筋 MN の平均発火タイミ

ングの分布を比較すると、内転筋 MN の方がより広い分布をしていた。一方、中心からの距

離（中心が 0、円周上が 1）は外転筋 MN が 0.79±0.08、内転筋 MN が 0.79±0.09 で大き

な差は見られなかった（p=0.72、t test）。外転筋 MN と内転筋 MN の平均発火タイミングの

分布傾向は少し異なっているが、基本的には交互に重ならないように発火している。 

 

4、外転筋 MN へのシナプス入力の記録 

結果 3 から、外転筋 MN と内転筋 MN は互いに重ならないように特定のタイミングで発

火することが分かった。そこで、MN の発火タイミングを決定していると考えられる、上流

の介在ニューロンからのシナプス入力を記録した。シナプス入力の記録では事前に MN の

発火をルースパッチによって記録し、その後同一の MN をホールセルで記録した。シナプ

ス入力の記録は電位固定法で記録し、興奮性入力を記録するときは膜電位を-74mV に固定

し、抑制性入力を記録するときは膜電位を+10mV に固定することで、興奮性入力と抑制性

入力を分離して記録した。 

 図 5A は全て同一の外転筋 MN からの記録で、図 5A1 はルースパッチの記録、図 5A2 は

ホールセル電位固定法で膜電位を-74mV に固定した記録、図 5A3 はホールセル電位固定法

で+膜電位を 10mV に固定した記録である。膜電位を-74mV に固定した時、興奮性入力は負

（下向き）に記録される。膜電位を+10mV に固定した時、抑制性入力は正（上向き）に記

録される。興奮性入力と抑制性入力は VR の周期に合わせて周期的に変動していた（図 5A2、

A3）。さらに外転筋 MN への興奮性入力（図 5A2）に注目すると、遊泳中は常に一定の興奮

性入力が入っており、さらに VR の活動の周期に合わせた周期的な興奮性入力が見られた。

このことから仮想遊泳中の外転筋 MN に入る興奮性入力は、持続的に入る要素と周期的に

入る要素が組み合わさっていると考えられる。一方外転筋 MN への抑制性入力について注

目すると、遊泳中に一定の抑制性入力は見られず、周期的な要素のみで構成されていると考

えられる。 
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 続いて外転筋 MN への興奮性入力と抑制性入力について詳細な周期解析を行った。VR の

活動周期に合わせて興奮性入力の記録と抑制性入力の記録を 20周期分切り抜いて重ね合わ

せ、平均値を算出した（図 5B1、B2）灰色の波形が 20 周期のトレースを示し、B1 の赤の

波形は興奮性入力の平均、B2 の青い波形は抑制性入力の平均を示している。ホールセル記

録の前に取った発火タイミングの記録 30 個を図 5B1、B2 のグラフ上部の赤い点で示して

おり、その平均発火タイミングを縦の点線で示している。外転筋 MN への興奮性入力は遊

泳中一定の強さで入り続けているが、平均発火タイミングに近いタイミングで最も強くな

っていた（図 5B1、Max）。一方、外転筋 MN への抑制性入力は平均発火タイミング周辺で

は強く入っておらず、MN がほとんど発火していないタイミングで強く入っていた（図 5B2）。

図 5C は複数の外転筋 MN への平均の興奮性入力と平均の抑制性入力の記録を、VR の活動

の周期に合わせてまとめた図である（n=8）。どちらの入力も Min と Max で標準化している

（Normalized input）。各ニューロンの平均発火タイミングは図上部の赤い点で示している。

図 5B1、2 で見られたように、複数の外転筋 MN についても、平均発火タイミングの周辺で

興奮性入力が強くなり、抑制性入力が弱い。また、外転筋 MN が発火していないタイミング

では興奮性入力が弱く、抑制性入力が強い。図 5D は個々の外転筋 MN の平均発火タイミン

グを中心として、平均の興奮性入力と平均の抑制性入力を並べなおした図である。図 5D か

ら平均発火タイミング前後で興奮性入力と抑制性入力がきれいに組み合わさっていること

が分かる。これらの結果から、外転筋 MN の発火タイミングは周期的に入る興奮性入力と

抑制性入力の組み合わせによって決定されると考えられる。 

 

5、内転筋 MN へのシナプス入力の記録 

 図 6A は同一の内転筋 MN からの記録で、図 5A と同様に、図 6A1 がルースパッチ、図

6A2 がホールセルで膜電位を-74mV に固定、図 6A3 がホールセルで膜電位を+10mV に固

定した記録である。いずれの記録も VR の周期に合わせ変動していた。内転筋 MN も外転筋

MN と同様に、遊泳中に一定の強さで入り続けている持続的な興奮性入力と VR の活動の周

期に合わせて変動する周期的な興奮性入力を受けていた（図 6A2）。抑制性入力は周期的な

入力のみで構成されていた（図 6A3）。 

 図 6B1、B2 では図 5B1、B2 と同じ解析を内転筋 MN について行った。内転筋 MN への

興奮性入力は平均発火タイミング周辺で強まり、抑制性入力は弱くなっている。内転筋 MN
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が発火しないタイミングでは興奮性入力が弱くなり、抑制性入力が強く入っていた。図 6C

は図 5C と同様に、複数の内転筋 MN の記録をまとめたものである（n=7）。内転筋 MN も

外転筋 MN の記録と同様に興奮性入力と抑制性入力が組み合わさって入っていた。しかし、

外転筋 MN へのシナプス入力と比較すると、内転筋 MN へのシナプス入力はニューロン間

での差が大きく、各ニューロンが少し異なるタイミングでシナプス入力を受けていると分

かった。一方での個々の内転筋 MN について平均発火タイミングを基準にシナプス入力の

波形を並べなおしたところと、ニューロン間での入力のタイミングのずれが小さくなった

（図 6D）。以上から、内転筋 MN に対するシナプス入力は、外転筋 MN へのシナプス入力

と比較するとニューロン間でタイミングに差が見られるが、個々の内転筋 MN に着目すれ

ば興奮性入力と抑制性入力がしっかりと組み合わさり、発火タイミングが決定されている

と分かった。図 4E、F で見られた外転筋 MN と内転筋 MN の平均発火タイミングの分布の

差は、個々の内転筋 MN が受けるシナプス入力のタイミングが少しずつ異なることによっ

て起きていると考えられる。 

 以上の実験から、外転筋 MN と内転筋 MN の両方が、周期的に変動する興奮性入力と抑

制性入力が組み合わさり、発火タイミングが決定されていることが分かった。この MN の

発火制御は興奮性入力と抑制性入力の push-pull 制御とみることができる（Endo and Kiehn, 

2008; Johnson et al., 2012）。 

 

6、外転筋 MN の上流介在ニューロン候補の dmrt3 ニューロンについての実験 

 結果 4、5 で明らかになった MN への入力は、上流の介在ニューロンからのシナプス入力

である。そこで、MN への入力を行っている上流の介在ニューロンを探した。平均発火タイ

ミングがやや幅広い分布をする内転筋 MN や、仮想遊泳中に一定の入力が見られた興奮性

入力は解析が難しため、特に外転筋 MN への抑制性入力について注目して、上流候補の介

在ニューロン群を探した。脊髄内で発現する転写因子を利用して、上流候補となる介在ニュ

ーロン群を同定し、電気生理実験を行った。MN が受けるシナプス入力と、介在ニューロン

群の伝達物質や、軸索の投射パターン、発火タイミングを手掛かりにして、MN への入力を

している介在ニューロン候補を絞りこんだ。その結果、転写因子の一つである dmrt3a を発

現するニューロン（dmrt3a ニューロン）が外転筋 MN への抑制性入力を行っている可能性

があると分かった。 
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 ゼブラフィッシュの体中央部の dmrt3a ニューロンは先行研究により、形態や性質、機能

がある程度知られている。dmrt3a ニューロンは交差性の抑制性ニューロンであり、反対側

の体幹 MN 抑制性入力を行い、発火するタイミングと真逆のタイミングで MH が発火しな

いように抑制し、左右の筋肉が同時に収縮することを防いでいる（Satou et al., 2020）。ま

た、dmrt3a 変異体のゼブラフィッシュ稚魚は遊泳の速度と加速度が減少した（Def pozo et 

al., 2020）。このように体の中央部の dmrt3a ニューロンは体幹の運動で MN の制御に関わ

っていると考えられている。 

一方で胸びれ周辺である第 4 筋節の脊髄内にある dmrt3a ニューロンについては知見が全

くない。そこで第 4 筋節の脊髄内にある dmrt3a ニューロンについて詳しく調べた。特定の

光を照射することで蛍光波長が変化する dendra2 を使い、単一の dmrt3a ニューロンの

dendra2 のみを変化させて 1 細胞レベルで形態を観察した。観察された第 4 筋節の dmrt3a

ニューロンはすべて交差性であったが、軸索の長さにはニューロン間で大きな差があった。

図 7A1、B2 に軸索が短いニューロンと軸索が長いニューロンの代表例を示した。図 7B で

は複数の細胞の軸索の長さに表にまとめた。第 4 筋節の dmrt3a ニューロンの軸索の長さは

5.9±1.7 筋節で、体の中央部（第 12～14 筋節周辺）の dmrt3a ニューロン（8.1±3.2 筋節）

（Satou et al., 2020）よりも有意に短かった（p=0.011、t テスト）。また、ほぼすべての第

4 筋節の dmrt3a ニューロンは抑制性ニューロンのマーカーである glyt2 を発現しており、

体の中央部と同様に抑制性ニューロンだと考えられる（図 7C）。 

 続いて仮想遊泳中の第 4 筋節の dmrt3a ニューロンの発火タイミングを電気生理で調べ

た。図 7D は仮想遊泳中の VR と第 4 筋節の dmrt3a ニューロンのルースパッチの記録であ

り、dmrt3a ニューロンは VR の活動の周期に合わせて周期的な発火をしていた。MN と同

様の方法で発火タイミングを解析すると、dmrt3a ニューロンは 0.67～0.90 の範囲で発火し

ていた（図 7F）。dmrt3a ニューロンは交差性のニューロンであることから、シナプス入力

を記録した MN へ入力を送る可能性がある dmrt3a ニューロンは、反対側の脊髄に存在する

と考えられる（図 7E）。反対側の dmrt3a ニューロンの発火は真逆の位相で起きていると考

えられるので、反対側の dmrt3a ニューロンの発火タイミングは 0.17～0.40 であると考え

られる（図 7F、緑の弧）。さらに dmrt3a ニューロンの発火から下流ニューロンへの入力の

遅延が 1.5ms（1ms が活動電位の伝達時間、0.5ms がシナプス伝達の時間）とすると、下流

へのニューロンへの入力は 0.22～0.45 のタイミングに起こると考えられる（図 7F の青い
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弧）。このタイミングは外転筋 MN への抑制性入力の後半部と概ね一致している（図 7G）。

以上から dmrt3a ニューロンが外転筋 MN への抑制性入力の一部を担っている可能性が高ま

った。 

 

7、dmrt3a ニューロンと外転筋 MN のシナプス結合について 

 私は dmrt3a ニューロンが外転筋 MN にシナプス結合を持つと予測した。これを確かめる

ために、以下の実験を行った。tet システムを用いて dmrt3a ニューロンに ChR を発現させ、

外転筋 MN や内転筋 MN からホールセル記録を取る。この時 MN の記録は電位固定法で記

録し、膜電位は+10mV に固定した。この状態で第 4 筋節を中心に 2 筋節分（3.5～5.5 筋節）

の dmrt3a ニューロンに青色光を当てた時に、外転筋 MN や内転筋 MN に抑制性入力が入る

かどうかを確かめた（図 8A）。12 個の外転筋 MN と 6 個の内転筋 MN について、青色光を

照射したときに抑制性入力が記録されるかを実験した。外転筋 MN は多くの場合で、図 8B

のように青色光照射時に大きい振幅の抑制性入力が記録された。一方内転筋 MN では、青

色光を照射しても抑制性入力が見られない場合や、抑制性入力が見られたとしても頻度や

振幅が非常に小さい場合（図 8C）がほとんどだった。図 8D では 10 回以上青色光を照射し

たときに抑制性入力が観察された試行の割合をまとめ、図8Eでは振幅の大きさをまとめた。

どちらの比較においても dmrt3a ニューロンからの抑制性入力は外転筋 MN に強く入ってい

ることが分かった（Probability p=0.013 Mann-whitney U test、Amplitude p=0.0017 Mann-

whitney U test）。以上から dmrt3a ニューロンは外転筋 MN と強いシナプス結合を選択的に

つくっているということが分かった（図 8F）。 

 

8、dmrt3a ニューロンの遺伝的破壊実験 

 dmrt3a ニューロンについてのこれまでの実験により、dmrt3a ニューロンが反対側の外転

筋 MN への抑制性入力を送っているという仮説とは矛盾しない結果が得られた。この仮説

では dmrt3a ニューロンが外転筋 MN への抑制性入力の後半部分に貢献していると考えられ

る（図 7G 青い網掛け）。もし dmrt3a ニューロンによる抑制性入力が無くなるならば、外転

筋 MN が受ける抑制性入力の後半部が減少し、より早いタイミングでも発火が起きてしま

うと推測される。私は Tg[dmrt3a:loxP-DsRed-loxP-DTA (lRl-DTA)] (DTA、ジフテリア毒素) 

と前方の脊髄で Cre を発現する Tg[hoxa4a:Cre]を掛け合わせ、第 4 筋節周辺の脊髄内で
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dmrt3a ニューロンを破壊することで、胸びれ運動における第 4 筋節周辺の dmrt3a ニュー

ロンの機能の解明を目指した。 

第 4 筋節周辺の dmrt3a ニューロンの破壊が狙い通りに起きているかを確かめるために、

Tg[dmrt3a:loxP-DsRed-loxP-DTA (lRl-DTA)]、Tg[hoxa4a:Cre]、Tg[dmrt3a:GFP]を使い、GFP

発現細胞を数えた。図 9A1 は[hoxa4a:Cre]を持たず、ジフテリア毒素が発現していない個体

（野生型）、図 9A2 はジフテリア毒素が発現している個体（dmrt3a-DTA）の画像を示して

いる。図 9B は筋節ごとに GFP 発現ニューロン数を記録したグラフである。dmrt3a-DTA で

は第 2 筋節から第 7 筋節までは GFP 発現ニューロンが大きく減少しており、第 8 筋節から

第 12 筋節までは減少が続き、第 12 筋節以降は野生型と変わらなかった。このことから第

4 筋節周辺の脊髄に dmrt3a ニューロンをある程度選択的に破壊できていることが確かめら

れた。 

以前の研究では脊髄内の全ての dmrt3a ニューロンを破壊すると仮想遊泳中の VR の活動

が乱れることがあると報告されている（Satou et al., 2020）。しかし、この実験では脊髄の

前方の dmrt3a ニューロンに限定して破壊しており、dmrt3a-DTA の VR は基本的には周期

的な活動を示し（図 9C 下）、VR の活動が乱れる頻度は大きく減少した。図 9D で Dmrt3a-

DTA の VR の周波数解析を行った。dmrt3a-DTA は野生型と比較すると、仮想遊泳中の VR

の活動周波数が少し高くなった（野生型 30.8±7.8 Hz、dmrt3a-DTA 32.0±8.1 Hz）。 

 

 

9、dmrt3a-DTA における MN の発火タイミングと MN へのシナプス入力の記録 

結果 8より胸びれ周辺の脊髄内で dmrt3a ニューロンを選択的に破壊することができたの

で、dmrt3a-DTA での外転筋 MN と内転筋 MN の発火タイミングと、外転筋 MN へのシナプ

ス入力を記録した。図 10A、B はそれぞれ dmrt3a-DTA での外転筋 MN と内転筋 MN の発火

の記録である。図 10C1、D1 は複数の dmrt3a-DTA の外転筋 MN と内転筋 MN の平均発火

タイミングをまとめた円状のグラフを示している。dmrt3a-DTA の解析はより安定した遊泳

を対象にするために 29～35 Hz の遊泳周期を解析対象とした（図 10C1、D1）。野生型の発

火タイミング解析は、図 4E、F で行った最も安定している周期である 28～34 Hz を対象に

した解析（図 10C2 左、D2 左）と、dmrt3a-DTA と同じ周期である 29～35 Hz を対象にし

た解析（図 10C2 右、D2 右）を行った。これにより解析の対象にする遊泳周期の差によっ
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て発火タイミングが変化してしまうかを確かめた。その結果、野生型において外転筋 MN と

内転筋 MN どちらの場合でも解析対象とする遊泳周期の違いによる差はほとんど見られな

かった（図 10C2、D2）。 

まず dmrt3a-DTA の外転筋 MN における平均発火タイミングの記録は、野生型の外転筋

MN で見られた平均発火タイミングの記録とは異なっていた（図 10C1、C2）。dmrt3a-DTA

の平均発火タイミングの記録（赤い点）と円の中心の距離は、野生型の記録と比較して有意

に短くなっていた（dmrt3a-DTA 0.62±0.17 と野生型 28～34 Hz 0.79±0.08、p=1.9×10⁻⁵ 

t テスト、dmrt3a-DTA 0.62±0.17 と野生型 29～35 Hz 0.79±0.07、p=1.3×10⁻⁵ t テスト）。

また dmrt3a-DTA では発火タイミングが有意に集中していない外転筋 MN もいくつか観察

された（図 10C1、点線の円の内側の赤い点）。以上の結果から dmrt3a-RDT では、外転筋

MN の発火タイミングの集中度が低下しているもしくは失われていることが分かった。さら

にすべての外転筋 MN の平均発火タイミングを平均すると、dmrt3a-DTA は 0.54±0.11、野

生型 28～34 Hz が 0.63±0.06、野生型 29～35 Hz が 0.60±0.09 となったことから、dmrt3a-

DTA では発火タイミングがより早いタイミングに移動していることが明らかになった。こ

の結果は dmrt3a ニューロンが外転筋 MN への抑制性入力の後半部を担っているという仮説

から予測された結果と一致した。 

一方 dmrt3a-DTA の内転筋 MN の結果は野生型の結果と比べても大きな差は見られなか

った（図 10D1、D2）。また dmrt3a-DTA の内転筋 MN の平均発火タイミングと円の中心の

距離は野生型と比較しても有意な差は見られなかった（dmrt3a-DTA 0.76±0.13 と野生型 

28～34 Hz 0.79±0.09、p=0.46  t テスト、dmrt3a-DTA 0.76±0.13 と野生型 29～35 Hz 0.77

±0.09、p=0.92  t テスト）。さらにすべての内転筋 MN の平均発火タイミングを平均した

が、dmrt3a-DTA と野生型に大きな差は見られなかった（dmrt3a-DTA 0.12±0.08、野生型

28～34 Hz 0.14±0.11、野生型 29～35 Hz 0.15±0.13）。以上の実験から dmrt3a ニューロ

ンの破壊は外転筋 MN の活動には強い影響を与えたが、内転筋 MN への影響は少なかった

と考えられる。 

 さらに dmrt3a-DTA において、外転筋 MN へのシナプス入力を調べた。図 10F は dmrt3a-

DTA の外転筋 MN へのシナプス入力の記録であり（n=7）、図 10E の野生型の記録（図 5C

と同じ図）である。dmrt3a ニューロンが外転筋 MN への抑制性入力の後半部を担っている

という仮説を確かめるために、dmrt3a-DTA と野生型で 0.22～0.45（図 10E、F、青い網掛
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け）のタイミングの外転筋 MN への抑制性入力を比較した。dmrt3a-DTA の外転筋 MN が

0.22～0.45 のタイミングで受ける抑制性入力は、野生型が受ける抑制性入力と比較して有

意に減少していた（p=2.8×10⁻³、t テスト）。このことから dmrt3a ニューロンの破壊によ

って外転筋 MN が 0.22-0.45 のタイミングで受ける抑制性入力が減少していることが確か

められた。一方で、外転筋 MN への興奮性入力については dmrt3a-DTA と野生型で大きな差

は見られなかった。 

 

8、他の上流介在ニューロンの探索 

 胸びれMNにシナプス入力を行う上流の介在ニューロンをさらに探索するために、dmrt3a

ニューロン以外の介在ニューロンの発火タイミングを調べた。対象とした介在ニューロン

は脊髄内での発現パターンが脊椎動物で広く保存されている転写因子群の中からいくつか

選択した（図 1C、chx10、en1、evx2）。各介在ニューロン群の発火タイミングと MN への

シナプス入力のタイミングを比較するために、外転筋 MN と内転筋 MN へのシナプス入力

の記録をそれぞれ図 11A、B に示した。 

 chx10 遺伝子が発現するニューロン（chx10 ニューロン）は魚類や哺乳類の脊髄内に存在

し、どちらの生物においても同側性で興奮性であると知られている（Kimura et al., 2006、

Lundlfald et al., 2007）。Tg[chx10:GFP]を用いて chx10 ニューロンの発火タイミングを記録

した（図 11C1）。chx10 ニューロンは VR の活動に合わせて周期的に発火していた。MN と

同様の手法で発火タイミングを解析して、平均発火タイミングを算出し、円状のグラフにま

とめた（図 11C2）。chx10 ニューロンは同側性、興奮性のニューロンであることから、0．

85～1.0 のタイミングでの MN への興奮性入力と比較すると、一部の内転筋 MN への興奮性

入力と chx10 ニューロンの発火タイミングが重なっていた。 

 en1 遺伝子が発現するニューロン（en1 ニューロン）は、魚類と哺乳類の両方で、同側性

で抑制性であると知られている（Saueressig et al., 1999、Higashijima et al., 2004）。en1 ニ

ューロンを対象に、図 11C1、C2 と同様の実験を行い、図 11D1、D2 にその結果を示した。

en1 ニューロンは同側性、抑制性のニューロンであることから、0～0.2 のタイミングでの

MN への抑制性入力と比較すると外転筋 MN への抑制性入力と en1 ニューロンの発火タイ

ミングが一致していた。 

 evx2 遺伝子が発現するニューロン（evx2 ニューロン）は魚類と哺乳類の両方で交差性、
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興奮性であると知られている（Moran-Rivard et al., 2001、Lai et al., 2016、Juárez-Morales 

JL et al., 2016）。evx2 ニューロンを対象に、図 11A1、A2 と同様の実験を行い、図 10E1、

E2 にその結果を示した。dmrt3a ニューロンと同様に evx2 ニューロンが交差性であること

と evx2 ニューロンは興奮性入力であることを考慮して、0.55 のタイミングでの MN への興

奮性入力と比較すると、外転筋 MN への興奮性入力と evx2 ニューロンの発火タイミングが

重なっていた。 
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【考察】 

 本研究では胸びれの周期的な運動を制御する神経回路について着手した。まず外転筋 MN

と内転筋 MN がどちらも周期的な興奮性入力と抑制性入力を受けることを明らかにした。

MN は興奮性入力と抑制性の組み合わせによる push-pull の法則によって制御されていると

考えられる。また、dmrt3a ニューロンが外転筋 MN の発火タイミングの決定に重要な役割

を果たしていることを強く示唆する証拠を見つけた。dmrt3a ニューロン以外についても、

今後さらなる胸びれのリズム運動を制御する神経回路を解明が期待される。 

 

1、胸びれ MN の細胞体の位置と投射パターンの関係性 

 胸びれ MN に Kaede を発現させて投射パターンを観察した実験により、脊髄内の細胞体

の位置が頭部側の MN ほど胸びれの背側に、尾部側の MN ほど腹側に投射する傾向がある

ことが明らかになった。この投射パターンの違いは成長が進むにしたがってより細かな胸

びれの運動をするために重要である可能性がある。発生初期の 3dpf～5dpf においては、ゼ

ブラフィッシュ稚魚は胸びれを交互に開閉する単純な運動を行う。この運動の役割は体の

周囲の水をかき回すことで皮膚呼吸を補助するためであるという研究がある（Green et al., 

2011）。7dpf まで成長が進むと、遊泳中の胸びれ運動は揚力（体を上方へ移動させる力）を

作り出す（Ehrlich and Schoppik, 2019）。この運動では単純な開閉運動ではなく、胸びれを

ひねるような細やかな動きをして水を押し下げていると考えられる。このような、より洗練

された運動を行うためには、背側（成魚ではリーディングエッジと呼ばれる）と腹側（成魚

ではトレイリングエッジと呼ばれる）を異なるタイミングで活動させる必要がある。さらに

成魚の胸びれは外転筋が 3 種類（表層外転筋、深層外転筋、腹側立筋）と内転筋が 3 種類

（表層内転筋、深層内転筋、背側立筋）で構成されており、より複雑な運動を可能にしてい

ると考えられる（Thorsen and Hale, 2005）。3dpf で観察された胸びれ MN の軸索投射の違

いは、成長するにつれて複雑化する胸びれ運動の制御に貢献している可能性がある。 

 

2、外転筋 MN と内転筋 MN の発火パターンについて 

3dpf のゼブラフィッシュが示す安定した遊泳において、外転筋 MN と内転筋 MN は交互

に活動している。ゼブラフィッシュ稚魚の胸びれは外転筋と内転筋の 2 つの筋肉だけで構



25 

 

成されており非常に単純な構造であるが、この外転筋と内転筋の協調は、歩行中の哺乳類の

四肢や、甲羅を掻くカメの後肢で観察される、屈筋と伸筋の協調と非常に似た性質である

（Kiehn, 2016、Stein, 2010）。 

内転筋 MN の平均発火タイミングは外転筋 MN のものと比較してより幅広いタイミング

に分布していたが、個々の細胞では周期性の強さ（原点から各平均発火タイミングの点の距

離）は内転筋 MN と外転筋 MN に差は見られなかった（図 4E、F）。また、内転筋 MN への

入力の記録を見てみると、各内転筋 MN においては平均発火タイミングの前後で興奮性入

力と抑制性入力が組み合わさっているが（図 6C）、複数の内転筋 MN への興奮性入力と抑

制性入力は外転筋 MN のものと比較すると、ニューロン毎にタイミングに差が見られた（図

6D）。このことから内転筋 MN へのシナプス入力のタイミングはニューロンごとに少しずつ

異なり、その差が図 4F で見られた内転筋 MN の幅広い内筋発火タイミングの分布の要因と

なっていると考えられる。本研究において、MN の発火タイミングや MN へのシナプス入力

の記録は第 4 筋節の MN だけを対象にしている。そのため、内転筋 MN 間の平均発火タイ

ミングの幅広い分布は脊髄内の細胞体の位置による違いに起因するわけではないと考えら

れる。一方、内転筋 MN の細胞体の分布は外転筋 MN の細胞体と比較するとより狭くなっ

ている（図 3C1、C2、第 2 筋節には内転筋 MN の細胞体がほとんどない）。そのため一つの

筋節に含まれる内転筋 MN が多様になり、外転筋 MN よりも発火タイミングが幅広くなっ

ている可能性もある。 

 

3、外転筋 MN と内転筋 MN へのシナプス入力 

 外転筋 MN と内転筋 MN はどちらも、周期的な興奮性入力と抑制性入力を受けていた。

どちらの MN も発火するタイミングで興奮性入力が強く入り、発火していないタイミング

では抑制性入力が強く入っていた（図 5D、6D）。この結果からどちらの MN も、興奮性入

力と抑制性入力が交互に組み合わさり発火タイミングが決まると考えられる（push-pull 制

御、Johnson et al., 2012）。このような胸びれ MN の制御メカニズムは、後肢で甲羅を掻く

動作を行うカメや（Robertson and Stein, 1988）、歩行中の哺乳類（Shefchyk and Jordan, 

1985、Cazalets et al., 1996、Hochman and Schmidt, 1998、Endo and Kiehn, 2008）で見ら

れる MN の制御メカニズムに類似している。 
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4、反対側の外転筋 MN を抑制する抑制性、交差性ニューロンである dmrt3a ニューロ

ンについて 

 抑制性、交差性である dmrt3a ニューロンの発火タイミングは外転筋 MN が受ける抑制性

入力の後半部と一致しており（図 7G、青い網掛）、dmrt3a ニューロンと外転筋 MN の間に

は選択的な抑制性シナプスが見られた（図 8D、E）。さらに、ジフテリア毒素によって胸び

れ周辺の脊髄内で dmrt3a ニューロンを破壊した実験では、外転筋 MN の発火がより早いタ

イミングでも起きてしまっていた（図 10C1）。加えて、dmrt3a ニューロンを破壊したゼブ

ラフィッシュで外転筋 MN へのシナプス入力を記録したところ、dmrt3a ニューロンに担わ

れていると考えられるタイミングでの外転筋MNへの抑制性入力が減少していた（図 10G）。

これらの結果は dmrt3a ニューロンが 0.22～0.45 のタイミングで外転筋 MN に抑制性入力

を送っているという仮説を非常に強く支持している。 

 伝統的な脊髄内 CPG のモデルでは、屈筋系と伸筋系の相互抑制が四肢における屈筋-伸

筋の協調に中心的な役割を果たしていると考えられている（Brown, 1911）。このモデルで

は、屈筋の MN と伸筋の MN の発火制御を行う介在ニューロンが同側の脊髄内で完結して

いると考えても妥当ではある。しかしながら、カメの片足だけで行う引っ掻き運動を適切に

完了するためには反対側の神経回路が必要であることが示されている（Stein et al., 1995）。

この研究によって片側だけで行われる屈筋と伸筋の正確な制御には反対側の神経回路も必

要であると示唆された。本研究の結果もこの結論と矛盾しない。さらに本研究では、ゼブラ

フィッシュの胸びれ MN 制御において、CPG の最も下層の介在ニューロン（MN に直接出

力する介在ニューロン）が反対側から外転筋 MN を直接抑制していることを明らかにした。

このような反対側の介在ニューロンによる MN の発火制御の仕組みは哺乳類を含む脊椎動

物の四肢の制御にも存在していると期待できる。 

 

5、dmrt3a ニューロンの胸びれと体幹での役割 

 先行研究により、遊泳中の体幹の dmrt3a ニューロンは反対側の体幹 MN に発火とは逆の

タイミングで抑制性入力を送っていると示された（Satou et al., 2020）。脊髄全体の dmrt3a

ニューロンを破壊すると、左右の体幹 MN が同時に発火し、両側で筋収縮が起きてしまい、

通常の遊泳パターンができなくなってしまうことがある。実験 7 で行った dmrt3a ニューロ

ンの破壊実験はこの問題を軽減するために、dmrt3a ニューロンの破壊を胸びれ周辺の脊髄
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内に限定した。これにより遊泳パターンが乱れることがほとんどなくなった。 

 今のところ胸びれ周辺の脊髄内にある dmrt3a ニューロンの中に外転筋 MN の活動を制御

するニューロンが含まれていることは明らかになった。しかし胸びれ周辺の脊髄内にある

dmrt3a ニューロンが体幹の MN の制御に関わっているかどうかは明らかになってはいない。

しかし、dmrt3-DTA では仮想遊泳の周期が野生型より少し早くなっていた（野生型 図 4B、

dmrt3-DTA 図 9D）。これは胸びれ周辺の dmrt3a ニューロンの中に体幹の MN の制御に関

わるものが含まれていることに起因すると考えられる。dmrt3a ニューロンの 1 細胞レベル

での形態観察では、胸びれ周辺の dmrt3a ニューロンの平均の軸索長は体の中央部にある

dmrt3a ニューロンよりも短かった（図 7B、Satou et al., 2020）。その理由は dmrt3a ニュー

ロンの中に非常に短い軸索を持つものがあったからである（図 7A1）。このことから、短い

軸索を持つ dmrt3a ニューロンが胸びれ MN の制御のために使われ、長い軸索を持つ dmrt3a

ニューロンは体幹 MN の制御に使われるなどの使い分けをしている可能性がある。 

 

6、進化的な考察 

 本研究により dmrt3a ニューロンが外転筋 MN に強い抑制性シナプスを持つことが示され

た。dmrt3a は哺乳類の dmrt3 と相同な遺伝子である。そして魚類の dmrt3a ニューロンと

哺乳類の dmrt3 が発現するニューロン（dmrt3 ニューロン）の基本的な性質は保存されてい

る。哺乳類の dmrt3 ニューロンは抑制性で、主に交差性であり、反対側の CPG 回路や MN

を抑制することで左右の協調に関わっていると考えられている（Andersson et al., 2012、

Vallstedt and Kullander, 2013、Perry et al., 2019）。しかしながら実際の運動中にどのよう

な機能を果たしているかを解明できてはいない。 

 筋肉や MN での遺伝子の発現パターンによると、外転筋は腹側の筋前駆体から分化する

筋肉と対応し、内転筋は背側の筋前駆体から分化する筋肉と対応している。例えば lhx1 は

ゼブラフィッシュの内転筋 MN で発現しているが（図 3E）、この遺伝子は哺乳類の背側か

ら分化した筋肉に投射する MN に発現している。また lmx1bb という遺伝子はゼブラフィッ

シュ稚魚胸びれの内転筋で発現している（図 3F）。脊椎動物の四肢の背側ではゼブラフィッ

シュと相同な遺伝子が発現している（vogel et al., 1995）。このことから外転筋は哺乳類の

前肢の腹側の筋肉に相当し、内転筋は前肢の背側に筋肉に相当すると考えられる。本研究で

は dmrt3a ニューロンが外転筋 MN への抑制性入力を行っており、外転筋 MN の発火タイミ
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ングの決定に重要な役割を果たしていることを示した。脊椎動物の脊髄内における遺伝子

発現パターンの一貫性を考慮すると、哺乳類の dmrt3 ニューロンが前肢の屈筋 MN への抑

制性入力を行い発火制御に関わっている可能性がある。 

 

7、dmrt3a ニューロン以外の上流介在ニューロンの探索と今後の展望 

 脊椎動物において脊髄内の転写因子発現パターンは保存されており、魚類から哺乳類ま

で相同な転写因子が発現するニューロンは同じような性質を持つ（図 1C、chx10 について、

Kimura et al., 2006、Lundlfald et al., 2007、en1 について、Saueressig et al., 1999、Higashijima 

et al., 2004 等）。本研究では dmrt3a ニューロン以外に、3 種類の転写因子を発現するニュ

ーロンについて発火タイミングを調べた。 

chx10 ニューロンの発火タイミングは一部の内転筋 MN への興奮性入力のタイミングと

一致しているため、この入力は chx10 ニューロンに担われている可能性がある。一方で

chx10 ニューロンの発火タイミングに興奮性入力を受けていない内転筋 MN も存在してい

た。このことから内転筋 MN はニューロン毎にシナプス結合を持つ介在ニューロンが異な

ることにより、内転筋 MN がニューロン間で少し異なる発火タイミング示している可能性

がある。 

 en1 ニューロンの発火タイミングは外転筋 MN への抑制性入力のタイミングと一致して

いた。本研究において外転筋 MN への抑制性入力の後半部は dmrt3a ニューロンによって担

われていることが明らかになったが、en1 ニューロンが抑制性入力の前半部を担う可能性や

後半部をさらに抑制する介在ニューロンである可能性がある。en1 ニューロンはマウスの後

肢において、背側の伸筋に投射する MN より腹側の屈筋に投射する MN にシナプスを多く

持つと報告されている（Britz et al., 2015）。en1 ニューロンが腹側から分化する外転筋に投

射する MN に抑制性シナプスを作っている場合、哺乳類での報告と矛盾しない。 

 evx2 ニューロンの発火タイミングは外転筋 MN への興奮性入力のタイミングと一致して

いた。evx2 は脊髄内の V0 と呼ばれる領域から分化する興奮性ニューロンで発現しており、

マウスでそのニューロン群を破壊すると、低速歩行時に後肢の左右の協調が乱れると報告

されている（Talpalar et al., 2013）。外転筋 MN の制御と evx2 ニューロンの関係を解明でき

れば、哺乳類で観察された表現型をより正確に解釈できると期待できる。 

 以上の 3種の介在ニューロン群はゼブラフィッシュやマウスの研究により脊髄内CPGに
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深くかかわるとされる介在ニューロン群ではある。しかしながら、本研究では介在ニューロ

ン群の発火タイミングと胸びれ MN へのシナプス入力のタイミングの比較しか行っていな

い。今後これらの介在ニューロンを対象として、dmrt3a ニューロンで行った実験を含む様々

な追加実験を行うことにより、胸びれ MN の制御に関わる介在ニューロンを発見できると

期待できる。また、この 3 種類の介在ニューロン群以外にも胸びれ MN の上流となりうる

介在ニューロン群が存在する。それらのニューロン群に対しても研究が進むことを期待す

る。 
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【図と図の説明】 
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図 1 哺乳類と魚類の付属肢の構造と脊髄内の発生 

 

A 猫の後肢の模式図。主要な筋肉を赤い点線で示した。関節が多く、多数の筋肉で運動制

御される。 

 

B ゼブラフィッシュの胸びれの模式図。外転筋（緑）と内転筋（黄色）で構成されている。

図では左胸びれは内転しており、右胸びれは外転している様子を示している。3dpf で

は単純な左右交互の開閉運動を示す。 

 

C 脊椎動物の脊髄内における遺伝子の発現パターンを示した模式図。脊髄の断面図であり、

上が背側、下が腹側である。背腹軸に従っていくつかの領域に分かれて、異なる転写因

子が発現する。 
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図 2 3dpf のゼブラフィッシュ稚魚の胸びれリズム運動 

 

A 3dpf のゼブラフィッシュ稚魚の安定した遊泳のタイムラプス画像。胸びれ交互運動と体

幹の波状の運動を組み合わせることで泳ぐ。 

 

B 自由遊泳時の遊泳周期の分布（11 個体、143 周期） 

 

C 右の胸びれを開き始めた時の画像。赤い線が魚の前半部の回帰線分を示す。白い曲線は

魚の正中線を示す。赤い丸は体の正中線上で回帰線分から最も離れている点（屈曲点）

を示す。 

 

D 同一個体の遊泳において C で示した正中線（白い曲線）と屈曲点を抽出し、6 周期分並

べた図。 

 

E 同一個体の遊泳について、頭の先端を 0、尾の先端を 1 として、右の胸びれを開き始め

た時の屈曲点を数値化し、グラフにまとめた（n=15）。 

 

F 個体毎の屈曲点の平均をグラフにまとめた（n=7） 
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図 3 外転筋 MN、内転筋 MN の可視化と内転筋の可視化 

 

A 外転筋 MN のマーカーとして用いた Tg[zCREST2-hsp70:GFP]の共焦点画像のスタック。

A1 は脊髄を側面から撮影した画像、A2 は胸びれを背側から撮影した図。 

 

B 内転筋 MN のマーカーとして用いた Tg[hspzGFFgDMC26A];[UAS:GFP]の共焦点画像の

スタック。B1 は脊髄を側面から撮影した画像、B2 は胸びれを背側から撮影した図。 

 

C  Tg[zCREST2-hsp70:GFP];[hspzGFFgDMC26A];[UAS:RFP]の画像。外転筋MNにGFP、

内転筋 MN に RFP が発現している。C1 は脊髄を側面から撮影した画像。C2 は脊髄を

背側から撮影した画像。頭部方向の脊髄内では外転筋 MN が分布しているが、内転筋

MN がほとんど分布していない部分がある（矢印）。 

 

D 上の列は外転筋 MN で Kaede を発現させた魚の実験。左から、第 2 筋節から第 5 筋節

まで 1 筋節ごとの外転筋 MN の細胞体に紫外線を照射した魚の画像。第 2 筋節から第

6 筋節までの脊髄と胸びれを側面から撮影した。下の列は内転筋 MN で同様の実験を行

った。第 2 筋節内の内転筋 MN は少ないので、内転筋 MN では第 3 筋節から実験を行

った。 

 

E Tg[lhx1a:GFP]を背側から撮影した共焦点画像の重ね合わせ図。胸びれの内転筋に軸索

が投射している。 

 

F Tg[lmx1bb:RFP] を背側から撮影した共焦点画像の重ね合わせ図。内転筋で GFP が発現

している。 
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図 4 外転筋 MN と内転筋 MN の発火タイミング解析 

 

A 発火タイミングの記録を行った実験の模式図。第 4 筋節からルースパッチ、若しくはホ

ールセルで胸びれ MN の発火を記録し、第 9 筋節と第 10 筋節の間から VR の活動を記

録した。 

 

B 仮想遊泳中に記録される VR の活動の周波数をまとめた図（7 個体 2920 周期）。 

 

C ある外転筋 MN のホールセル記録と解析。左の図は仮想遊泳中の記録で、上の波形が VR

の活動、下の波形が外転筋 MN の記録。中央は仮想遊泳の 3 周期程度の波形を拡大し

て表示した図であり、VR の活動を基準に発火タイミングを数値化した。右の図は仮想

遊泳中の外転筋 MN の発火タイミングを表示した円状のグラフ。円周上の点は無作為

に選ばれた 30 個の発火のタイミングを示し、円内の赤い点は平均発火タイミングを示

す。 

 

D C と同じ実験をある内転筋 MN に対して行った図。 

 

E 複数の外転筋 MN の平均発火タイミングの記録（N=30）。 

 

F 複数の内転筋 MN の平均発火タイミングの記録（N=20）。 
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図 5 電位固定法による外転筋 MN へのシナプス入力記録と解析 

 

A A1 はある外転筋 MN のルースパッチ記録。A2、A3 は同一の外転筋 MN のホールセル記

録。A2 では電位固定法で膜電位を-74mV に固定して興奮性入力を記録した。A3 では

電位固定法で膜電位を+10mV に固定して抑制性入力を記録した。 

 

B B1 は A2 で記録した興奮性入力を VR の周期に合わせ、20 周期分重ね合わせたグラフ

（灰色の波形）。興奮性入力の平均は赤い波形で示した。A1 で記録した発火タイミング

をグラフ上部の赤い点（n=30）で示し、平均発火タイミングを点線で示した。B2 は A3

で記録した抑制性入力を基にした図。表示は B1 と同様だが、抑制性入力の平均は青い

波形で示した。 

 

C 複数の外転筋 MN への平均シナプス入力の記録をまとめた図（n=8）。興奮性入力と抑制

性入力はニューロン毎に最大値（Max）と最少値（Min）で相対化した。各ニューロン

の平均発火タイミングはグラフ上部の赤い点で示した。赤い波形は興奮性入力を示し、

青い波形は抑制性入力を示す。 

 

D それぞれのニューロンの平均発火タイミングを 0 として前後の 0.5 周期の平均シナプス

入力を表示した（n=8）。赤い波形は興奮性入力を示し、青い波形は抑制性入力を示す。 
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図 6 電位固定法による内転筋 MN へのシナプス入力の記録と解析 

 

図 6 は内転筋 MN を対象に、図 5 と同様の実験や解析を行った。図 6C、D は n=7 である。 
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図 7 第 4 筋節内に細胞体がある dmrt3a ニューロンの性質 

 

A dmrt3a ニューロンの 1 細胞レベルでの形態観察。A1 は短い軸索を持つ dmrt3a ニュー

ロンの 1 例。A2 は長い軸索を持つ dmrt3a ニューロンの 1 例。 

 

B 複数の dmrt3a ニューロンの軸索形態をまとめた図（n=18）。黒い丸は細胞体を示し、各

ニューロンが軸索を伸ばしている筋節まで黒い線を伸ばした。 

 

C Tg[dmrt3a:GFP];[glyt2:RFP]の共焦点画像のスタック。第 4 筋節周辺の脊髄を側面から

撮影した。 

 

D dmrt3a ニューロンのルースパッチの記録。 

 

E dmrt3a ニューロンの発火記録実験の状況を模式的に示した図。dmrt3a ニューロンの発

火記録と MN の記録は同側で記録した。dmrt3a ニューロン交差性なので、シナプス入

力の記録をおこなった MN とシナプス結合を持つ dmrt3a ニューロンは反対側に存在す

ると考えられる。 

 

F 複数の dmrt3a ニューロンの平均発火タイミングを示した円状のグラフ（n=11）。緑の弧

は反対側の dmrt3a ニューロンが発火していると予想されるタイミング（0.17-0.40）を

示した。青い弧は dmrt3a ニューロンの軸索を活動電位が伝達する遅延やシナプス伝達

を考慮し、下流のニューロンに入力が記録されると予想されるタイミング（0.22-0.45）

を示した。 

 

G 複数の外転筋 MN への抑制性入力を示した図（図 5C の抑制性入力のみの記録）。dmrt3a

ニューロンによる入力があると考えられるタイミング（0.22-0.45）を青い網掛けで示

した。 
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図 8 dmrt3a ニューロンと胸びれ MN とのシナプス結合 

 

A 実験の模式図。dmrt3a ニューロンに ChR を発現させ、胸びれ MN から抑制性入力を記

録した（膜電位を+10mV に固定した）。青色光は第 4 筋節を中心に 2 筋節の範囲（第 3

筋節の後半部から第 5 筋節の前半部）に 20ms 照射し、胸びれ MN への入力の有無を

調べた。 

 

B 青色光照射時の外転筋 MN へのシナプス入力の記録。複数回の青色光照射を行った際の

波形を重ねている。 

 

C 内転筋 MN について B と同様の実験を行った。 

 

D 青色光照射開始から 40ms 以内に MN への抑制性入力が記録された割合をグラフにし

て、外転筋 MN と内転筋 MN で比較した（外転筋 MN n=12、内転筋 MN n=6）。*p<0.05

（Mann-whitney U test, p=0.013）。 

 

E 青色光照射開始から 40ms 以内に記録された平均シナプス入力の最大値をグラフにし

て、外転筋 MN と内転筋 MN で比較した（外転筋 MN n=12、内転筋 MN n=6）。*p<0.005

（Mann-whitney U test, p=0.0017）。 

 

F dmrt3a ニューロンと胸びれ MN とのシナプス結合を模式的に示した図。 
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図 9 dmrt3a ニューロンの遺伝学的破壊と VR の表現型 

 

A  A1 は Tg[dmrt3a:GFP];[dmrt3a:lRl-DTA]の GFP の蛍光画像。A2 は A1 の魚に

Tg[hoxa4a:Cre]を掛け合わせた個体の GFP の蛍光画像。Tg[hoxa4a:Cre]は頭部に近い

脊髄内で Cre が発現し、Cre による組換えが起こるとジフテリア毒素が発現する。A2

では dmrt3a ニューロン（GFP 発現ニューロン）が減少した。 

 

B 野生型と dmrt3a-DTA の、各筋節に存在する GFP 発現ニューロンの数を数えた（n=4）。 

 

C 野生型（上）と dmrt3a-DTA（下）の仮想遊泳時の VR の記録。 

 

D dmrt3a-DTA の仮想遊泳の周期をまとめた図（4 個体、1864 周期） 
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図 10 dmrt3a-DTA の外転筋 MN と内転筋 MN の発火タイミングの記録と外転筋 MN

へのシナプス入力の記録 

 

A  仮想遊泳中の dmrt3a-DTA の外転筋 MN のルースパッチ記録。 

 

B 仮想遊泳中の dmrt3a-DTA の内転筋 MN のルースパッチ記録。 

 

C  C1はdmrt3a-DTAの外転筋MNの平均発火タイミングをまとめた円状のグラフ（n=27）。

C2 左は 28～34Hz の遊泳における野生型の外転筋 MN の平均発火タイミングをまとめ

た円状のグラフ（n=30）。C2 右は 29～35Hz における外転筋 MN の平均発火タイミン

グをまとめた円状のグラフ（n=30）。 

 

D D1 は dmrt3a-DTA の内転筋 MN について C と同様の解析を行った図（n=8）。D2 は野

生型の内転筋 MN について C2 と同じ解析をした図。 

 

E 野生型の外転筋 MN へのシナプス入力を示した。22-0.45 の範囲に青い網掛けをしてい

る。（図 5C で示した図と同じ図） 

 

F  dmrt3a-DTA の外転筋 MN へのシナプス入力を示した。22-0.45 の範囲に青い網掛けを

している（n=7）。 

 

G 0.22-0.45 の範囲における、野生型と dmrt3a-DTA の外転筋 MN への抑制性入力を比較

した。**p<0.01（t test、p=0.0028） 
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図 11 dmrt3a ニューロン以外の介在ニューロン群の発火タイミング 

 

A 複数の外転筋 MN へのシナプス入力の記録をまとめた図。図 5C と同じ。 

  

B 複数の内転筋 MN へのシナプス入力の記録をまとめた図。図 6C と同じ。 

 

C C1 は chx10 ニューロンのルースパッチ記録。C2 は複数の chx10 ニューロンの平均発

火タイミングをまとめた図（n=4）。 

 

D D1 は en1 ニューロンのルースパッチ記録。D2 は複数の en1 ニューロンの平均発火タ

イミングをまとめた図（n=8）。 

 

E E1 は evx2 ニューロンのルースパッチ記録。C2 は複数の evx2 ニューロンの平均発火

タイミングをまとめた図（n=4）。 
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