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要約 

 

小脳は、円滑な運動制御や運動学習だけではなく、不安・恐怖などの情動や、認知と

いった高次脳機能にも関与していることが注目されている。しかしながら、小脳神経回

路が実際どのような役割を演じているか、詳細な理解には至っていない。それは、マウ

スなどの哺乳類を用いた研究では、無傷で脳内部を観察することができない上、構造が

複雑でニューロンの数が多く、解析が困難という要因が挙げられる。そこで私は、脊椎

動物モデルとして優れた特性を持つゼブラフィッシュを用いて研究を行った。ゼブラフ

ィッシュ小脳は哺乳類と比較すると、基本的な構造や神経回路は非常によく保存されて

いる。また、身体が透明な casper 系統を用いることで、無傷で脳の観察が可能であり、

近年では全脳の活動イメージングが可能となっている。そこで私は、ゼブラフィッシュ

仔魚を用い、恐怖条件付け学習における小脳の役割の解析を行った。 

まず、Tol2 トランスポゾンを用いたジーン/エンハンサートラップ法により、小脳神

経回路の構成要素である顆粒細胞、プルキンエ細胞、投射神経(eurydendroid 細胞)、下

オリーブ核ニューロン、バーグマングリアに改変型 Gal4-VP16(GFF)を発現するトラン

スジェニックゼブラフィッシュ系統を単離した。顆粒細胞特異的に GFF を発現する系

統と神経軸索トレーサーWGA(小麦胚芽レクチン )を UAS(upstream activating 

sequence: 上流活性化配列)下流で発現するレポーター系統を交配し解析した結果、顆

粒細胞とプルキンエ細胞、eurydendroid 細胞、下オリーブ核との神経結合が確認された。

この結果は、樹立した Gal4 ゼブラフィッシュ系統が小脳神経回路の機能解析に有用で

あることを示している。 

次に、ゼブラフィッシュ仔魚における古典的恐怖条件付け学習の確立を行った。LED

照明の消灯を条件刺激、電気ショックを無条件刺激として用い、顕微鏡ステージ上で学

習させ、条件刺激により恐怖応答反応(心拍数の減少: 徐脈)を誘導する学習システムを

確立した。条件刺激と無条件刺激を組み合わせて繰り返し提示すると、約 40%のゼブ

ラフィッシュ仔魚で条件刺激提示に誘発された徐脈反応を示した。 

恐怖条件付け学習における小脳の役割の解析を行うため、顆粒細胞特異的に GFF を

発現する系統と神経伝達物質放出阻害を起こすボツリヌス毒素を UAS 下流で発現する

レポーター系統を交配し、恐怖条件付け学習を行った。その結果、顆粒細胞でボツリヌ

ス毒素を発現させた系統・発現していない対照群いずれも、学習後の条件刺激に対する

徐脈反応は起きた。しかしながら、顆粒細胞でボツリヌス毒素を発現させた系統におい
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て、徐脈からの回復が遅くなることが分かった。 

最後に、全てのニューロンで Ca2+インジケーターGCaMP7a を発現させた系統を用

いて、恐怖条件付け学習中の小脳ニューロンリアルタイムイメージングを行った。その

結果、小脳内の特定の領域内に限局した条件付け依存的な活動が観察された。これらの

ニューロンの活動は、条件付けの間次第に上昇し、その後条件刺激のみの提示を繰り返

すと徐々に下降した。興味深い事に、条件刺激提示に対して即座に活動するニューロン

と遅れて活動するニューロンの 2 種類が存在することが分かった。さらに、顆粒細胞や

プルキンエ細胞のマーカーを用いた免疫染色の結果、条件付け依存的に活動しているニ

ューロンは顆粒細胞であることが示唆された。本研究により、小脳内の限局した領域内

の顆粒細胞が、恐怖条件付け学習における条件反応に重要な役割を果たしていることが

示唆された。 
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第 1 章. 序論 

 

脳が司る記憶や学習メカニズムは未だに多くの謎に包まれている。小脳は運動調節や

運動学習において重要な役割を演じている[1-4]が、近年では認知や恐怖などの情動とい

った高次脳機能にも関与していることが示されている。小脳機能の異常は運動失調だけ

でなく、自閉症などの精神疾患にも繋がることが報告されており[5, 6]、小脳神経回路を

理解することは高次脳機能のメカニズムの解明に繋がる可能性がある。しかしながら、

情動において小脳神経回路がどういった役割を果たしているか詳細な理解に至ってい

るとは言い難い。それは、マウスなどの哺乳類を用いた従来の研究では、脳神経細胞が

多く構造が複雑で、無傷で内部を観察できないことに起因する。近年ではこの問題を解

決するため、モデル生物であるゼブラフィッシュが注目されている。脊椎動物であるゼ

ブラフィッシュの小脳構造は比較的単純にも関わらず、我々ヒトを含む哺乳類と非常に

良く似ている[7]。現在までに、小脳の発生様式や神経回路に至るまで、脊椎動物間でよ

く保存されていることが分かっている[8-10]。そこで私はゼブラフィッシュを用い、恐

怖条件付け学習における小脳の役割について研究を行った。 

 

哺乳類と真骨魚類の小脳神経回路 

小脳は表層から分子層、プルキンエ細胞層、顆粒細胞層の 3 層構造から成り、いくつ

かの主要なニューロンで構成されている(図 1)。哺乳類・真骨魚類いずれの場合も、グ

ルタミン酸を伝達物質とした興奮性のニューロンである顆粒細胞、γ-aminobutric 

acid(GABA)を伝達物質とした抑制性のニューロンであるプルキンエ細胞を有する。プ

ルキンエ細胞は、2 種類の興奮性入力を受けている。一つは、様々な脳領域に位置する

小脳前核からの軸索を含む苔状線維(mossy fibers: MFs)から情報を受け取った顆粒細胞

が、平行線維(parallel fibers: PFs)と呼ばれる軸索を介してプルキンエ細胞へ入力する経

路である。もう一つの経路は、後脳の腹側後方に位置する下オリーブ核(inferior olive 

nuclei: IOs)を起始核とした登上線維(climbing fibers: CFs)からの入力である。プルキン

エ細胞はこれらの情報を統合し、投射神経により小脳外へと出力される。この投射神経

は哺乳類において深部小脳核(deep cerebellar nuclei: DCNs)である。一方、真骨魚類は

小脳深部核を持たない代わりに、プルキンエ細胞の近傍に eurydendroid 細胞と呼ばれ

る投射神経を有し、プルキンエ細胞と平行線維の軸索投射を受けていることが知られて

いる[11, 12]。また、放射状グリアの 1 種であるバーグマングリアはプルキンエ細胞の
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細胞体周辺に位置し、小脳の発生と機能に関与している[13]。 

ゼブラフィッシュ小脳は 4 つの主要な領域に分けることができる(図 2)。小脳弁

(valvula cerebelli: Va)・小脳体(corpus cerebelli: CCe)・顆粒隆起(eminentia granularis: 

EG)・小脳尾葉(lobus caudalis cerebelli: LCa)である[8]。小脳弁と小脳体は 3 層構造か

ら成るが、顆粒隆起と小脳尾葉は顆粒細胞層のみを有する。小脳弁と小脳体に存在する

顆粒細胞は分子層のプルキンエ細胞樹状突起に軸索投射している。一方、顆粒隆起と小

脳尾葉に位置する顆粒細胞は、小脳内のプルキンエ細胞樹状突起と、背側後脳の小脳陵

(crista cerebellaris: CC)において crest 細胞樹状突起に軸索投射している[14, 15]。crest

細胞の細胞体は内側聴側線系核(medial octavolateralis nucleus: MON)に存在し、側線器

官と小脳様神経回路を構成している[16]。 

 

小脳と運動学習 

小脳は、円滑な運動調節や無意識の運動学習に重要な役割を果たしている。平行線維

と登上線維を同時に刺激すると、平行線維からプルキンエ細胞への入力が長期間低下す

る長期抑圧(Long-term depression: LTD)と呼ばれる現象が起こる[17, 18]。この長期抑圧

が、小脳における運動学習に必要であると提唱されている[1]。小脳の運動学習における

機能を明らかにするため、古典的条件付けに分類される瞬目反射条件付けが用いられて

きた[19]。これは、光や音の条件刺激(conditioned stimulus: CS)と、角膜へ空気のふきつ

けや上瞼への電気刺激といった無条件刺激(unconditioned stimulus: US)が結びつく連合

学習であり、条件刺激と無条件刺激を組み合わせて何度も繰り返し提示すると、無条件

刺激に先行してまばたきや瞬膜の伸張が起こるようになる(conditioned response: CR)。

小脳皮質を損傷したウサギや、小脳核に GABAA受容体アゴニストであるムシモルの投

与を行ったウサギは瞬目反射条件付けの獲得と保持に障害が起きることが報告されて

いる[20, 21]。また、長期抑圧が生じない代謝型グルタミン酸受容体 1(mGluR1)欠損マ

ウスやデルタ 2 型グルタミン酸受容体(GluD2)欠損マウスでは、瞬目反射条件付けの獲

得に障害が認められることが示されている[22, 23]。また、顆粒細胞からプルキンエ細

胞への入力を時期特異的に遮断したマウスを用いた研究から、記憶の獲得と表出には小

脳皮質が、貯蔵には小脳核が関与していることが示唆されている[24]。これらの一連の

研究から、小脳皮質と小脳核、さらには平行線維とプルキンエ細胞間の長期抑圧が瞬目

反射条件付けにおいて重要な役割を果たしていることを示している。  
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図 1. ゼブラフィッシュにおける小脳神経回路 

ゼブラフィッシュの小脳は、小脳前核と下オリーブ核の 2 種類の入力を受け取ってい

る。これらの情報はプルキンエ細胞により統合され、eurydendroid 細胞と呼ばれる投射

神経を介して小脳外へと情報が出力される。 
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図 2. ゼブラフィッシュ小脳領域模式図 

(A) 受精後 5 日目(5 days post-fertilization: 5 dpf)の背側像模式図。 (B) 成魚の矢状切片

模式図。小脳は分子層・プルキンエ細胞層・顆粒細胞の 3 層構造を有している。ゼブラ

フィッシュを含む真骨魚類は背側に隆起した小脳体と、中脳視蓋の脳室に潜りこむ小脳

弁と呼ばれる構造を持っている。  
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小脳と恐怖条件付け学習 

恐怖条件付け学習は古典的条件付けの一種であり、光や音などのそれ自体では恐怖反

応を示さない条件刺激と、電気刺激などの嫌悪刺激(無条件刺激)を組み合わせて繰り返

し提示すると、条件刺激提示のみで恐怖反応を示す様になる。無拘束下の動物の場合、

学習後の条件刺激は逃避行動を誘発する。しかしながら、動物を拘束した場合において

は、条件刺激は自律神経系の反応である心拍数の減少(恐怖条件付け徐脈)といったフリ

ージング反応を引き起こす。哺乳類において、恐怖条件付けには扁桃体が関与している

ことが知られている[25, 26]。ゼブラフィッシュでは、腹側と背側の手綱核が恐怖条件

下での行動の選択に重要な役割を果たしていることが報告されている[27, 28]。しかし

ながら、近年の研究成果により、小脳もまた恐怖条件付けに重要な役割を果たしている

ことが分かってきた。哺乳類において、小脳虫部や登上線維の起点である下オリーブ核

を破壊すると、恐怖条件付け徐脈反応の獲得が阻害される[29-31]。また、ラット小脳虫

部へテトロドトキシンを注入すると、恐怖記憶の固定が阻害される[32]。PET を用いた

ヒトの機能的脳撮影により、恐怖の経験を思い出している時に、小脳正中線の領域が活

動していることが明らかとなっている[33]。金魚においても、小脳への薬物投与や破壊

実験の結果、条件付け徐脈が減弱されることが示されている[34, 35]。これらの報告は、

哺乳類・真骨魚類いずれにおいても、小脳は自律神経制御を含む古典的恐怖条件付けに

重要な役割を果たしていることを示している。しかしながら、これらの研究は小脳の破

壊や薬物投与といった侵害的な研究に留まり、個々の小脳神経回路素子がどのように恐

怖条件付け徐脈に関与し制御しているか、その詳細は明らかとなっていない。 

 

ゼブラフィッシュにおける小脳の役割 

小脳神経回路は、ゼブラフィッシュと哺乳類の間で非常によく保存されている。ゼブ

ラフィッシュにおいては、受精後 5 日(5 days post-fertilization: 5 dpf)までに、顆粒細胞

とプルキンエ細胞を含む単純な小脳神経回路が形成される[8, 36]。電気生理学的研究に

より、5 dpf に達するとプルキンエ細胞は苔状線維-平行線維の入力で単純スパイクを、

登上線維の入力で複雑スパイクを生じることが知られている[37-39]。これらの観察と同

様に、動く視覚刺激を提示して遊泳行動を誘発させる視運動反応(optomotor resopnce: 

OMR)への順応中に、小脳神経回路が活動していることが報告されている[38]。また、ゼ

ブラフィッシュ仔魚において、登上線維を除去すると運動順応に障害を起こし[40]、プ

ルキンエ細胞の活動を操作することで遊泳行動に影響が出ることが示されている[41]。
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これらの報告は、初期の仔魚の段階において小脳は運動順応を制御していることを意味

している。また、ゼブラフィッシュ仔魚(6~8 dpf)は古典的条件付けを獲得することがで

きるという報告がある。条件刺激(光)と無条件刺激(尾部への侵害刺激)を組み合わせて

学習させると、条件刺激依存的な尾の動きが増加し、小脳ニューロンをレーザーで破壊

するとこのような条件反応が阻害される[42]。しかしながら、ゼブラフィッシュは受精

後 3 週間以降であれば、古典的条件付けが可能となるという報告もある[43]。従って、

ゼブラフィッシュの成長過程において、どの時期から古典的恐怖条件付けが可能である

かは依然として明白ではない。 

 

本研究の構成 

小脳は、円滑な運動制御や運動学習だけではなく、恐怖条件付け学習に関与している

ことは明白である。しかしながら、恐怖条件付け学習における小脳神経回路の役割につ

いて詳細な解析は未だになされていない。本研究では、ゼブラフィッシュを用いて、恐

怖条件付け学習における小脳の役割について解明を行った。本研究は以下の 3 章から構

成される。第 2 章においては、ゼブラフィッシュ小脳神経回路を自由に操作可能な Gal4

トランスジェニックゼブラフィッシュ系統の樹立について記載した。第 3 章には、光と

電気刺激を組み合わせたゼブラフィッシュ仔魚における古典的恐怖条件付け学習の確

立について記載した。第 4 章においては、樹立した Gal4 トランスジェニックゼブラフ

ィッシュを用い、顆粒細胞特異的にボツリヌス毒素を発現させた際の恐怖条件付け学習

への影響について記載した。さらに、全てのニューロンで Ca2+インジケーター

GCaMP7a を発現させた系統を用いた、恐怖条件付け学習中の小脳ニューロン活動のリ

アルタイムイメージングについて記載した。 
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第 2 章. 小脳神経回路の発生過程・機能解析が可能な Gal4 ゼブラフィッシュト

ランスジェニック系統の樹立 

 

Gal4/UAS システムは遺伝子発現を時空間特異的に制御可能なシステムであり、無脊

椎動物・脊椎動物において発生生物学や神経科学の研究に広く使われている[44-49]。こ

れまでに、Tol2 トランスポゾンシステムを用いたジーン/エンハンサートラップ法と

Gal4/UAS システムを組み合わせることで、様々なニューロン特異的に遺伝子を発現す

るトランスジェニックゼブラフィッシュ系統が確立されている[50-52]。Gal4 系統は蛍

光タンパク質だけではなく、様々なレポーターあるいはエフェクター系統と組み合わせ

ることで、ゼブラフィッシュの神経回路構造や機能解析が可能となった[45, 49, 53]。本

研究において、顆粒細胞、プルキンエ細胞、eurydendroid 細胞、下オリーブ核ニューロ

ン、バーグマングリアに改変型 Gal4-VP16(GFF)を発現する Gal4 ドライバー系統を単

離した。これらの Gal4 系統と、蛍光タンパク質[53, 54]や経シナプストレーサーWGA(小

麦胚芽レクチン) [55, 56]を発現可能な UAS レポーター系統と交配させることで、ゼブ

ラフィッシュ小脳神経回路の解剖学的な知見が得られた。 

 

実験材料と方法 

 

実験動物 

本実験は、「名古屋大学における動物実験等に関する取扱規定」に基づいて行われた。

野生型ゼブラフィッシュ(Danio rerio)として、遺伝的背景 Oregon AB 系統を用いた。幾

つかのトランスジェニック(transgenic: Tg)系統は、神経堤細胞由来の色素細胞を欠く変

異体 casper (mitfaw2; roya9)と交配させた[57]。GFF(Gal4 の DNA 結合ドメインと VP16

の最小転写活性化ドメインを 2 つ繋いだ融合タンパク質)を発現するジーン/エンハンサ

ートラップ系統は Tol2 トランスポゾンを介した遺伝子組換えにより樹立された[50, 58]。

hspGFFDMC と hspzGFFgDMC は、GFF と hsp70l プロモーターを持つエンハンサー

トラップコンストラクトである。gSAG は GFP と gata6 のスプライスアクセプターを

持つジーントラップコンストラクトである。gSAIGFF、 gSAIzGFFM、gSA2AzGFF は

GFFと gata6のスプライスアクセプターを持つジーントラップコンストラクトであり、

加えて脳心筋炎ウイルス(encephalomyocarditis virus: EMCV)由来の内部リボソーム導

入部位(internal ribosome entry site: IRES)(gSAIGFF と gSAIzGFFM)、あるいは豚テシ
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オウイルス(porcine teschovirus-1: PTV-1)由来の 2A ペプチド(gSA2AzGFF)を導入して

いる。これらのコンストラクトを遺伝子導入したジーン/エンハンサートラップ系統は

国立遺伝学研究所の川上浩一教授らにより作製され、私の所属研究室との共同研究によ

りスクリーニングが行われた。GFFを可視化するため、これらの系統と Tg(UAS:GFP)、

Tg(UAS:RFP)、あるいは Tg(UAS:Kaede)を交配させた(nkuasgfp1aTg, nkuasrfp1aTg, 

and rk8Tg in ZFIN: http://zfin.org/)[50, 54]。小脳神経回路で GFP を発現しているトラン

スジェニック系統を選択するためには Leica 実体蛍光顕微鏡 MZ16FA を用いた。プル

キンエ細胞特異的な系統の解析に用いた Tg(aldoca:gap43-Venus)の樹立については、

本研究室により既に報告されている[59]。Tg(aldoca:GFF)の樹立には Tol2 ベクターであ

る T2KXIG を改変した Gateway ベクター[58]を使用し、GFF の cDNA とポリアデニル

化シグナル SV40 polyA を約 5 Kbp の aldoca プロモーター[59]下に挿入した。

Tg(UAS:AcGFP-P2A-WGA)は、理化学研究所脳科学総合研究センターの吉原良浩教授

らにより作製された。オワンクラゲ Aequorea coerulescens GFP(AcGFP)と WGA の

cDNAが 2Aを介してインフレーム融合となるような UAS:AcGFP-2A WGA プラスミド

を作製する為に、AcGFP-2A WGA カセットを pGEM-T Easy-AcGFP1-P2A-tWGA[60]

から切断し、pT2MUASMCS[50]の EcoRI と EcoRV サイトに挿入されている。トラン

スジェニック系統を作製するため、25 pg の Tol2 ドナープラスミド DNA と 25 pg の

Tol2 トランスポゼース mRNA を 1 細胞期胚に注入した。Tg(olig2:EGFP)vu12 系統につ

いては既に報告されている[61]。 

ゼブラフィッシュは、名古屋大学生物機能開発利用研究センター内の小型魚類飼育装

置(名東水園)を使用し、28.5℃、14 時間明期/10 時間暗期の条件で飼育した。5 dpf の仔

魚における免疫組織化学実験のため、受精後 12 時間(12 hours post-fertilization: 12 hpf)

から黒色素胞の着色阻害が可能である 0.005 %のフィニルチオ尿素(PTU)で処理を行っ

た。発生ステージは ZFIN に従い決定した。第 2 章においては 5 dpf の仔魚、少なくと

も 90 日以上経過した成魚を実験に用いた。 

 

免疫染色 

免役染色には、anti-GFP (1/1000, ラット, Nacalai)、 anti-parvalbumin 7 (1/1000, 

マウスモノクローナル, 腹水) [8]、 anti-Vglut1 (1/1000, ラビットモノクローナル, ア

フィニティー精製済み) [8]、anti-Neurod1 (1/500, マウス, 腹水) [36]、anti-DsRed 

(1/1000, ラビットモノクローナル, Takara-Clontech)、anti-Fabp7a (1/1000, マウスモ
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ノクローナル, 腹水) [8]、and anti-WGA (1/10000, ラビットモノクローナル, Sigma)を

1 次抗体として用いた。in situ hybridization後に免役染色を行う場合は、GFP の対す

る抗体として anti-GFP (1/1000, ラビットポリクローナル, MBL)を用いた。2 次抗体に

は Alexa Fluor 405 goat anti-rabbit、Alexa Fluor 488 goat anti-rat、Alexa Fluor 568 

goat anti-mouse、anti-rabbit IgG (1/400, H+L, Molecular Probes, Life Technologies)を

使用した。 

ゼブラフィッシュ仔魚のホールマウント免役染色では、4 % paraformaldehyde in 

phosphate-buffered saline (PBS)で 4℃、1 時間固定した。固定後は PBST (PBS, 0.1% 

Triton X-100)で 3 回洗浄し、−20℃で 12 分間 acetone を浸透させた。PBST で 3 回、

PBS-DT (PBS, 1% BSA, 1% DMSO, 1% Triton X-100)で 2 回洗浄後、5% goat serum 

(Vector) in PBS-DT に置換し、室温で 1 時間ブロッキングを行った。上述の希釈倍率

になるよう 5% goat serum in PBS-DT に 1 次抗体を加え、4℃で一晩浸透した。PBS-

DT で 15 分間の洗浄を 6 回行い、上述の希釈倍率になるよう 5% goat serum in PBS-

DT に 2 次抗体を加え、遮光して 4℃で 8 時間から 10 時間浸透した。PBS-DT で 15 分

間の洗浄を 6 回行った後は遮光して保存し、場合によっては SeeDB[62, 63]を用いて

組織透明化を行った。標本をペトリデッシュ(35 × 10 mm, FALCON)に移し 20 % 

(wt/vol) fructose (0.1% PBS, 0.5% α-thioglycerol)を加え、室温で 4 時間浸透した。

40 % (wt/vol) fructose (0.1% PBS, 0.5% α-thioglycerol)に置換し室温で 4 時間、60 % 

(wt/vol) fructose (0.1% PBS, 0.5% α-thioglycerol)に置換し室温で 4 時間、80 % (wt/vol) 

fructose (0.1% PBS, 0.5% α-thioglycerol)に置換し室温で 12 時間、100 % (wt/vol) 

fructose (0.1% PBS, 0.5% α-thioglycerol)に置換し室温で 12 時間浸透した。最後に

SeeDB (80.2% wt/wt fructose, 0.1% PBS, 0.5% α-thioglycerol)に置換し、室温で 24 時

間浸透した。 

ゼブラフィッシュ成魚の脳切片免役染色では、剃刀を用いて切断した脳を含む頭部

を 4% paraformaldehyde in PBS で 4℃、一晩固定した。固定した脳を慎重に頭部から

取り出し、PBS で 3 回洗浄した。5 % sucrose in PBST に 4℃で 1 時間、10 % 

sucrose in PBST に 4℃で 1 時間、15 % sucrose in PBST に 4℃で 1 時間、20 % 

sucrose in PBST に 4℃で一晩浸透した。20 % sucrose in PBST と OCT compound 

(Sakura Finetechnical)が 1:1 の割合となるように置換し、室温で 1 時間浸透した。サ

ンプルを包埋容器に移し、OCT compound を充填した後、−80℃で急速に凍結した。3

時間程度凍結させた後、クリオスタットを用いて 12~14μm の厚さで薄切し、スライ
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ドガラスに貼り付けた。1 時間以上風乾し、PBST で 3 回、PBS-DT で 2 回洗浄後、

5% goat serum in PBS-DT に置換し、室温で 1 時間ブロッキングを行った。上述の希

釈倍率になるよう 5% goat serum in PBS-DT に 1 次抗体を加え、パラフィルムでカバ

ーし 4℃で一晩浸透した。PBS-DT で 15 分間の洗浄を 6 回行い、上述の希釈倍率にな

るよう 5% goat serum in PBS-DT に 2 次抗体を加え、パラフィルムでカバーし、遮光

して 4℃で 8 時間から 10 時間浸透した。PBS-DT で 15 分間の洗浄を 6 回行った後、

退色防止剤入り水溶性封入剤(PermaFluor Aqueous Mounting Medium, Thermo Fisher 

Scientific)を用いてカバーガラスで封入した。 

 

画像取得・画像処理 

蛍光画像は、共焦点レーザー顕微鏡(LSM700, Zeiss)あるいは AxioCam CCD カメラ

を搭載した正立顕微鏡(AxioPlan-2, Zeiss)で取得した。SeeDB による透明化サンプル

の場合は、SeeDB(あるいは 100% fructose)に浸けた状態で撮影する必要がある。3 枚

重ねたビニールテープにサンプルサイズに応じた長方形の窓を作り、スライドガラス

に貼り付けた。サンプルと SeeDB を充填し位置調整を行った後、カバーガラスで封

入し撮影を行った。撮影した Z-スタック画像は、画像処理ソフトウェア(Zen, Zeiss)や

Imaris(Bitplane)を用いて 3 次元画像に再構築した。図の作成には、Adobe Photoshop

や Adobe Illustrator を利用した。 

 

光変換型蛍光タンパク質 Kaede 

Kaedeタンパク質の色を緑から赤に変換する為、共焦点顕微鏡のブリーチング機能

を用いて局所的に紫外光照射(405 nm)を行った。照射して 7~10 時間後に観察を行っ

た。 

 

in situ hybridization 

上述の方法により脳切片を作製し、風乾させた。Tris-buffered saline (TBS)/DEPC 

treated water (DEPC)で 3回洗浄し、0.2 M HCl/DEPCで 10分処理した。TBS/DEPC で

3 回洗浄し、acetylation buffer (0.1M Tris-HCl (pH 8.0), 0.25% acetic anhydride in DEPC)

で10分間処理した。再びTBS/DEPCで3回洗浄し、hybridization buffer (50% formamide, 

5× standard saline citrate [SSC], 50 μg/ml heparin, 0.1% Tween20, 5 mg/ml torula RNA)

を添加し、パラフィルムでカバーし 65℃で 1時間恒温放置した。45分程度経過したら、
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hybridization buffer に加えた digoxigenin (DIG)標識 RNA プローブに対し、85℃で 15

分間熱変性を行った。なお、本研究で用いた vglut2a プローブは以前の報告を参考にし

て作製した[64, 65]。熱変性処理した DIG 標識 RNA プローブ in hybridization buffer を

添加しパラフィルムでカバーし、65℃で一晩恒温放置した。50% formamide/2× SSC、

50% formamide/1× SSC、20% formamide/0.5× SSCで各々65℃、30分毎に洗浄した。

TBS/DEPC で 3 回洗浄し、blocking solution (1× Roche blocking reagent, 5% heat-

inactivated fetal bovine serum, TBS)を添加し、室温で 30 分間ブロッキングを行った。

blocking solution に POD標識抗 DIG 抗体(1/500, Roche)を加えパラフィルムでカバー

し、4℃で一晩恒温放置した。TBST (TBS, 0.1% Tween 20)で 30 分間の洗浄を 3 回行

い、tyramide signal amplification (TSA) kit (Invitrogen)による発色を行った。amplification 

buffer (Alexa Fluor 555 [1/100, Molecular Probe, Life Technology], 0.15% H2O2)を添加

し、室温で約 2 時間恒温放置した。  
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結果 

 

ジーン/エンハンサートラップ系統スクリーニング 

ゼブラフィッシュにおける小脳神経回路の機能を調べるため、Tol2 トランスポゾンシ

ステムを用いて小脳ニューロンや入力細胞に GFF や GFP を発現するトランスジェニ

ック系統の樹立を行った。これまでに、国立遺伝学研究所の川上浩一教授らにより、大

規模ジーン/エンハンサートラップスクリーニングが行われている[50, 66]。系統スクリ

ーニングは、GFF トラップ系統と Tg(UAS:GFP)を交配させ、5 dpf の仔魚を顕微鏡下

で観察することで行った。既に私の所属研究室との共同研究により、小脳神経回路で

GFP 蛍光が観察される系統が多数単離されていた。本研究ではこれらの系統において、

小脳ニューロンの様々な抗体マーカーを用いて免疫組織学的解析を行った。

Vglut1(vesicular Glutamate Transporter 1)は分子層と小脳陵における顆粒細胞の軸索を

標識する。Neurod1(neurogenic differentiation 1)は顆粒細胞の発生に重要な役割を果た

していると考えられており[67-69]、分子層内の未成熟な顆粒細胞の核及び、顆粒細胞層、

顆粒隆起、小脳尾葉内の成熟した顆粒細胞の核を標識する。Pvalb7(parvalbumin 7)はプ

ルキンエ細胞のマーカーであり、神経突起(軸索と樹状突起)、細胞体のいずれも標識す

る。Fabp7a(fatty acid binding protein 7)は Blbp(brain lipid binding protein)としても知ら

れ、バーグマングリアのマーカーである。これらのマーカーを用い、顆粒細胞で GFF あ

るいは GFP を発現する 8 系統、eurydendroid 細胞で GFF を発現する系統、下オリー

ブ核ニューロンで GFF を発現する系統、バーグマングリアで GFF を発現する 2 系統

を同定した(表 1)。 
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表 1. 小脳神経回路を標識可能な遺伝子組み換えゼブラフィッシュ系統 

系統名 発現するタンパク質 細胞の種類 

gSA2AzGFF152B GFF 顆粒細胞 

gSAIzGFFM765B GFF 顆粒細胞 

gSAIG23C GFF 顆粒細胞(小脳隆起・小脳尾葉) 

gSAG6A GFP 顆粒細胞(小脳隆起・小脳尾葉) 

SAGFF(LF)128A GFF 顆粒細胞 

SAGFF(LF)157B GFF 顆粒細胞 

hspGFF57A GFF 顆粒細胞 

hspGFFDMC90A GFF 顆粒細胞 
   

hspzGFFgDMC156A GFF eurydendroid 細胞 
   

hspGFFDMC28C GFF 下オリーブ核・登上線維 
   

SAGFF(LF)251A GFF バーグマングリア 

SAGFF(LF)226B GFF バーグマングリア 
   

aldoca:GFF GFF プルキンエ細胞 

aldoca:gap43-venus Venus プルキンエ細胞 

aldoca:gap43-mCherry mCherry プルキンエ細胞 
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顆粒細胞特異的 GFF 系統の解析 

ゼブラフィッシュ小脳において、成熟した顆粒細胞は小脳弁/小脳体の顆粒細胞層、顆

粒隆起/小脳尾葉の顆粒細胞層の 2 つの領域に位置する。そして、各々異なった神経回

路接続や発生過程を示す[15, 36]。本研究により、仔魚や成魚の小脳において、小脳弁/

小脳体や顆粒隆起/小脳尾葉の顆粒細胞でGFFを発現する様々な系統が得られた(表 1)。

gSA2AzGFF152B は小脳弁/小脳体の大部分の顆粒細胞に発現し、顆粒隆起/小脳尾葉で

はわずかな顆粒細胞に発現していた(図3)。GFP発現は成魚でも維持されており(図3D)、

GFP 陽性細胞と顆粒細胞の核内 Neurod1 の発現が重なっている(図 3E-H)ことからも、

これらの GFP 陽性細胞は顆粒細胞であることが示唆された。この系統における GFP 発

現は小脳に限定して観察されることから、小脳顆粒細胞特異的に GFF を発現しており、

解剖学・機能解析実験に利用可能であることが示唆された。 

 

プルキンエ細胞特異的系統の解析 

本研究室により、zebrin II[70]をコードしている aldolase Ca (aldoca)遺伝子の翻訳開

始点上流約 5 Kb の領域はプルキンエ細胞特異的に蛍光タンパク質を誘導できることが

報告されており、Tg(aldoca:gap43-Venus)が既に樹立されている[59]。3 dpf から仔魚に

おいて gap43-Venus は、Pvalb7 陽性プルキンエ細胞の軸索、樹状突起、細胞体で発現

していることは分かっていた。本研究により、成魚においても gap43-Venus の発現は

Pvalb7 陽性プルキンエ細胞で観察され、特に細胞膜での蛍光が強いことが分かった (図

4A-D)｡さらに、aldoca プロモーターを用い、プルキンエ細胞で GFF を発現する

Tg(aldoca:GFF)を樹立した。Tg(UAS:EGFP)と交配させ、Pvalb7 と共染色を行った結

果、GFP 陽性細胞は Pvalb7 陽性プルキンエ細胞であることが分かった(図 4E-L)。しか

しながら、GFP はモザイクに発現しており、仔魚から成魚において正中線付近と側方

のプルキンエ細胞でのみ発現が観察された。これらの結果から、aldoca プロモーターは

全てのプルキンエ細胞で遺伝子発現を誘導可能ではあるが、全てのレポーターが同様に

発現できる訳ではないことが示唆された。 
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図 3. 顆粒細胞特異的 GFF 系統 

gSA2AzGFF152B; Tg(UAS:GFP)の 5 dpf(A-C)及び成魚脳(D-H)を用いて、蛍光観察を行

った。 (A) 5 dpf における背側像(左：前方)。 (B) A の破線枠内拡大図。矢印は平行線

維を示している。 (C) 5 dpf における側方像。破線矢印は小脳外背側後脳の小脳陵への

軸索投射の様子を示している。 (D) 成魚脳矢状断切片。小脳弁・小脳体で GFP 蛍光が

観察される。 (E) 成魚脳切片において、抗 GFP 抗体と抗 Neurod1 抗体による二重免

疫染色を行った。小脳体の顆粒細胞層及び分子層を示している。 (F-H) E の破線枠内拡

大図。顆粒細胞層内の GFP 陽性細胞は顆粒細胞の核内に発現する Neurod1 と共局在し

ていることが観察できる。Scale bars: (A) 100 μm, (B) 20 μm, (C) 50 μm, (D) 200 μm, 

(E) 100 μm, (F-H) 50 μm 
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図 4. プルキンエ細胞特異的系統 

Tg(aldoca:gap43-Venus)の成魚脳(A-D)及び、Tg(aldoca:GFF); Tg(UAS:GFP)の 5 dpf(E-

H)・成魚脳(I-L)を用いて、抗 GFP 抗体と抗 Pvalb7 抗体による二重免疫染色を行った。 

(A) Tg(aldoca:gap43-Venus)成魚脳切片において、プルキンエ細胞層及び分子層に

gap43-Venus の発現が観察される。 (B-D) A の破線枠内拡大図。プルキンエ細胞層内

の膜局在 gap43-Venus 陽性細胞は、プルキンエ細胞の軸索・樹状突起・細胞体に発現

している Pvalb7 と共局在していることが観察できる。  (E) Tg(aldoca:GFF); 

Tg(UAS:GFP)の 5 dpf における背側像(左：前方)。 (F-H) E の破線枠内拡大図。GFP 陽

性細胞は Pvalb7 と共局在しているが、モザイクに発現している。 (I) Tg(aldoca:GFF); 

Tg(UAS:GFP)成魚脳矢状断切片。 (J-L) I の破線枠内拡大図。正中線付近と側方の

Pvalb7 陽性プルキンエ細胞でのみ、GFP が発現している。Scale bars: (A) 200 μm, (B-

D) 20 μm, (E) 100 μm, (F-H) 20 μm, (I) 200 μm, (J-L) 50 μm 
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eurydendroid 細胞特異的 GFF 系統の解析 

eurydendroid 細胞の細胞体はプルキンエ細胞層付近に位置し、プルキンエ細胞や顆粒

細胞から軸索投射を受けており、小脳外の標的へ軸索を伸ばしている [11, 12, 71]。

hspzGFFDMC156A; Tg(UAS:GFP)の仔魚及び成魚において、GFP 蛍光は Pvalb7 陽性

プルキンエ細胞の細胞体や樹状突起に近接した細胞体で観察された(図5D, L-P)。また、

脳深部まで観察を行うため、透明化試薬 SeeDB を用いて処理した[62, 63]。その結果、

GFP 陽性細胞は小脳から吻側に軸索を伸ばしていることが分かった(図 5A, C, E-G)。ま

た、成魚の小脳体において 75%以上の GFP 陽性細胞の細胞体が Pvalb7 陽性プルキン

エ細胞からの軸索投射を受け取っていることが分かった(図 5N-P, 表 2)。これらの結果

から、この系統における GFP 陽性細胞は eurydendroid 細胞であることを示している。

しかしながら、幾つかの GFP 陽性細胞はプルキンエ細胞からの軸索投射を受けておら

ず(表 2)、これらの eurydendroid 細胞集団は、プルキンエ細胞ではなく顆粒細胞から軸

索投射を受けている可能性が考えられる。 

これまでの研究により、一部の eurydendroid 細胞はプロニューラル遺伝子である

olig2 を発現しており、Tg(olig2:EGFP)において、プルキンエ細胞層近傍に存在する

Olig2:GFP 陽性細胞は eurydendroid 細胞であることが示されている[8, 36, 72]。この系

統でも同様の結果が得られるかどうか、 Tg(olig2:EGFP)と hspzGFFDMC156A; 

Tg(UAS:RFP)を交配させて検証した。その結果、仔魚においても成魚においても olig2

陽性細胞・olig2陰性細胞いずれもRFPを発現していることが観察され(図 5H-K, Q-S)、

ゼブラフィッシュにおいては olig2 陽性・olig2 陰性の eurydendroid 細胞が存在するこ

とを示している以前の報告と一致する[8]。さらに、GFP 陽性の軸索は小脳の吻側腹側

で交差して反対側の被蓋領域に投射していることから(図 5E-G)、一部の eurydendroid

細胞は直接この脳領域に情報を出力していることが示唆された。 
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図 5. eurydendroid 細胞特異的 GFF 系統 

(A-G, L-P) hspzGFFDMC156A; Tg(UAS:GFP)の 5 dpf(A-G)及び成魚脳(L-P)を用いて、

抗 GFP 抗体と抗 Pvalb7 抗体による二重免疫染色を行った。 (A-C) 5 dpf における背側

像(左：前方)。 (D) C の破線枠内における横断面図。Pvalb7 陽性プルキンエ細胞近傍

に、GFP 陽性 eurydendroid 細胞が位置していることが分かる。  (E) GFP 陽性

eurydendroid 細胞の深部形態観察。 (F,G) GFP 陽性 eurydendroid 細胞の背側像(F)、側

方像(G)を示している(左：前方)。E と F における破線は正中線を示しており、GFP 陽

性 eurydendroid 細胞の軸索は F と G における破線矢印で示している。  (L-M) 

hspzGFFDMC156A;  Tg(UAS:GFP)成魚脳における GFP 及び Pvalb7 の発現を示して

いる。GFP 陽性 eurydendroid 細胞の細胞体はプルキンエ細胞層近傍に位置しているこ

とが分かる。 (N-P) M の破線枠内拡大図。星印は、GFP 陽性 eurydendroid 細胞が Pvalb7

陽性プルキンエ細胞の軸索投射を受けている様子を示している。 (H-K, Q-S) 

hspzGFFDMC156A; Tg(UAS:RFP); Tg(olig2:EGFP)の 5 dpf(H-K)及び成魚脳(Q-S)にお

ける EGFP、RFP 共発現観察。 (H) 5 dpf における側方像。 (I-K) H の破線枠内拡大図。 

(Q-S) 成魚脳矢状断切片。I-K 及び Q-S で示している矢印は、RFP 陽性 eurydendroid

細胞のうち Olig2(EGFP)を発現している細胞を示している。Scale bars: (A-C) 100 μm, 

(D) 20 μm, (F) 50 μm, (G) 50 μm, (H) 20 μm, (I-K) 20 μm, (L, M) 200 μm, (N-P) 50 μm, 

(Q-S) 50 μm 
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表 2. hspzGFFDMC156A; Tg(UAS:GFP)における GFP 陽性細胞の特徴 

  領域 GFP 陽性細胞 
プルキンエ細胞の軸索投射 

を受ける GFP 陽性細胞 
比率 (%) 

標本 1 
小脳弁 23 8 34.8 

小脳体 90 79 87.8 

標本 2 
小脳弁 30 5 16.7 

小脳体 41 33 80.5 

標本 3 
小脳弁 32 2 6.3 

小脳体 118 92 78.0 

3 個体の hspzGFFDMC156A; Tg(UAS:GFP)の成魚脳矢状断切片(14 μm)を作製し、各々

7 切片を解析に用いた。小脳弁と小脳体において、GFP 陽性細胞及び Pvalb7 陽性プル

キンエ細胞の軸索投射を受ける GFP 陽性細胞の数を計測した。GFP 陽性細胞の総数

に対する、プルキンエ細胞の軸索投射を受ける GFP 陽性細胞の比率を示している。 
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下オリーブ核ニューロン特異的 GFF 系統の解析 

hspGFFDMC28C; Tg(UAS:GFP)において、GFP 蛍光は後脳の後腹側に位置する細胞

体で観察された(図 6)。これらの GFP 陽性細胞の軸索は 5 dpf までにプルキンエ細胞に

達していることから(図 6A-H)、GFP 陽性細胞は下オリーブ核ニューロンであり、小脳

プルキンエ細胞へ登上線維を伸ばしていることが考えられる。GFP 陽性細胞の軸索の

少なくとも一部は、左右の下オリーブ核間の正中線を交差(図 6D)した後、吻側に曲が

る。成魚になると GFP の発現は下オリーブ核ニューロンに限局して発現し、正中線を

交差する GFP 陽性登上線維は多く観察された(図 6K)。興味深いことに、GFP 陽性登上

線維は小脳へ異なった経路で達していた(図 6I, Jb)。幾つかの登上線維は吻側方向に垂

直に曲がり、他の登上線維は吻側方向に緩やかに曲がっていた。そして、GFP 陽性の軸

索末端はプルキンエ細胞の細胞体、あるいは近位に投射していることが観察された(図

6H, M)。さらに、後脳の後腹側に位置する GFP 陽性細胞は vglut2a 陽性であることも

確認された(図 7)。これは、下オリーブ核ニューロンが vglut2a 陽性グルタミン酸作動

性ニューロンであるという知見と一致する[8, 73, 74]。次に、hspGFFDMC28C と光変

換型蛍光タンパク質 Kaede[54]を UAS の下流に持ったレポーター系統を交配させ登上

線維の投射についてさらなる解析を行った(図 8)。軸索に発現している光変換型赤色蛍

光タンパク質 Kaede は逆行性に細胞体に輸送される[75]。仔魚において、片側の小脳へ

投射している登上線維の軸索末端へUV照射を行い、7時間後に観察した結果(図 8F-I)、

赤色蛍光タンパク質 Kaede が主に反対側の下オリーブ核ニューロンの細胞体で検出さ

れた(図 8L, M)。これらの結果から、哺乳類同様にゼブラフィッシュにおいても登上線

維は主に対側に投射していることが確認された(図 8N)。 
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図 6. 下オリーブ核ニューロン特異的 GFF 系統 

hspGFFDMC28C; Tg(UAS:GFP)の 5 dpf(A-H)及び成魚脳(I-M)を用いて、抗 GFP 抗体と

抗 Pvalb7 抗体による二重免疫染色を行った。 (A-C) 5 dpf における背側像(左：前方)。 

(D) A の破線枠内拡大図。矢印は、正中線を交差する登上線維を示している。 (E) 5 dpf

における側方像(左：前方)。 (F-H) E の破線枠内拡大図。GFP 陽性下オリーブ核を起始

核とした登上線維が、Pvalb7 陽性プルキンエ細胞へと軸索投射している様子を示して

いる(破線矢印)。 (I) 全脳免疫染色後に透明化を行った成魚脳側方像(左：前方)。 (Ja, 

Jb) I の破線枠内拡大図。 (K) 下オリーブ核領域の腹側像。Jb と K における点線矢印

は登上線維の方向を示している。 (L) 成魚脳矢状断切片(左：前方)。 (M) L の破線枠内

拡大図。矢印は、GFP 陽性登上線維軸索終末が Pvalb7 陽性プルキンエ細胞の細胞体に

達している様子を示している。Scale bars: (A-C) 100 μm, (D) 20 μm, (E) 100 μm, (F-H) 

20 μm, (I) 400 μm, (Ja, Jb, K) 200 μm, (L) 400 μm, (M) 20 μm  



26 

 

 

 

図 7. hspGFFDMC28C における GFP 陽性細胞はグルタミン酸作動性である 

hspGFFDMC28C; Tg(UAS:GFP)の成魚脳を用いて、抗 GFP 抗体と vglut2a プローブに

よる二重染色を行った。 (A) 後脳後方の低倍率側方像。 (B-D) A の破線枠内拡大図。

星印は、多くの GFP 陽性下オリーブ核で vglut2a が発現している様子を示している。

Scale bars: (A) 100 μm, (B-D) 20 μm 
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図 8. Kaede による登上線維の投射方向解析 

hspGFFDMC28C と Tg(UAS:Kaede)を交配して得られる 5 dpf 仔魚の左側登上線維に

UV 照射を行い、Kaede と光変換された Kaede の発現解析を行った。小脳体(A, B-I)と

下オリーブ核(J-M)における照射前・照射後の観察を行った。 (A) 小脳体の背側像(左：

前方)。 (B-E) A の破線枠内(右側)を示している。 (F-I) A の破線枠内(左側)を示してい

る。F の破線枠で示した領域に UV 照射を行った。 (J-M) 下オリーブ核領域の背側像。

UV 照射の 7 時間後、照射した左側の登上線維(I)及び右側の多くの下オリーブ核(M,矢

印)で光変換された Kaede が検出された。 (N) 模式図。登上線維は主に反対側の小脳へ

投射している。Scale bars: (A) 50 μm, (B, C, F, G) 50 μm, (D, E, H, I) 50 μm, (J-M) 40 

μm  
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バーグマングリア特異的 GFF 系統の解析 

SAGFF(LF)251A; Tg(UAS:GFP)において、バーグマングリアのマーカーである

Fabp7a と GFP の蛍光が重なることが分かった(図 9A-C, F-H)。小脳外の Fabp7a 陽性

放射状グリアには発現が観察されないことから(図 9D, E, I-K)、この系統はバーグマン

グリア特異的に GFF を発現していることが示唆された。 

 

Gal4/UAS システムを利用した WGA追跡による多シナプス性結合の検出 

樹立した GFF 系統がゼブラフィッシュ小脳神経回路研究に有効であるか調べる為、

顆粒細胞特異的 GFF 系統 gSA2AzGFF152B; Tg(UAS:GFP)と Tg(UAS:AcGFP-P2A-

WGA)を交配させ、Anti-WGA 抗体を用いてゼブラフィッシュ成魚における WGA の局

在を観察した(図 10)。WGA は小麦胚芽由来のレクチンの一種であり、特定の糖鎖を認

識して結合する。特定のニューロンに発現させた WGA は軸索輸送され、シナプス間隙

に放出される。そして、次のニューロンの糖鎖に結合し、取り込まれることが知られて

いる。成魚において、GFP の蛍光は小脳神経回路において顆粒細胞でのみ検出され(図

10A, J, S)、プルキンエ細胞、eurydendroid 細胞、下オリーブ核ニューロンでは観察さ

れない。WGA は顆粒細胞層の GFP 陽性顆粒細胞の細胞体及び、分子層の軸索におい

て検出された(図 10C, L)。また、WGA は Pvalb7 陽性プルキンエ細胞(図 10B-D, F-H)

や、eurydendroid 細胞(Pbalb7 は発現していないがプルキンエ細胞の軸索投射を受けて

いる細胞)の細胞体(図 10K-M, O-Q)で局在が見られた。さらに、下オリーブ核ニューロ

ンの細胞体にまで WGA が検出され(図 10T, V)、プルキンエ細胞あるいは eurydendroid

細胞から輸送されたと考えられる。このように、Gal4/UAS システムを利用した WGA

追跡によって、ゼブラフィッシュ小脳における顆粒細胞とプルキンエ細胞・

eurydendroid 細胞・下オリーブ核ニューロンが、直接的または間接的に結合しているこ

とが示された。 
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図 9. バーグマングリア特異的 GFF 系統の解析 

SAGFF(LF)251A; Tg(UAS:GFP)の 5 dpf(A-C)及び成魚脳(G-K)を用いて、抗 GFP 抗体

と抗 Fabp7a 抗体による二重免疫染色を行った。 (A-C) 5 dpf における背側像(左：前

方)。 (D,E) 成魚脳における GFP 及び Fabp7a の発現を示している。 (F-K) E の破線枠

a 及び b 内の拡大図。小脳内(a, F-H)と小脳外(b, I-K)の GFP 発現及び Fabp7a 発現を示

している。小脳内の GFP は Fabp7a 陽性放射状グリアと共局在しているが、小脳外の

Fabp7a陽性放射状グリアにおいてGFPが観察されなかった。従って、SAGFF(LF)251A; 

Tg(UAS:GFP)において標識されるGFP陽性細胞は小脳内放射状グリアであるバーグマ

ングリアである。Scale bars: (A-C) 50 μm, (D, E) 200 μm, (F-H) 50 μm, (I-K) 50 μm  
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図 10. WGA追跡による小脳神経回路の標識 

gSA2AzGFF152B; Tg(UAS:GFP); Tg(UAS:AcGFP-P2A-WGA)の成魚脳を用いて、抗

GFP 抗体・抗 Pvalb7 抗体・抗 WGA 抗体による免疫染色を行った。 (A-D)及び(J-M)は

小脳分子層/顆粒細胞層の異なる 2 つの領域を示している。 (E-I) D の破線枠内拡大図。

1 平面の像を示している。Pvalb7 陽性プルキンエ細胞の細胞体内に WGA が局在してい

ることが分かる(B-D, F-I：矢印)。 (N-R) M の破線枠内拡大図。1 平面の像を示してい

る。Pvalb7 陽性の軸索投射を受け、その細胞体が Pvalb7 陰性である eurydendroid 細

胞の細胞体内にWGA が局在していることが分かる(K-M, O-R：矢印)。プルキンエ細胞・

eurydendroid 細胞いずれにおいても GFP は発現していない。 (S,T) 後脳後方の低倍率

矢状断切片(左：前方)。 (U,V) T の破線枠内拡大図。下オリーブ核においても WGA が

局在している。これらのことから、顆粒細胞特異的に発現させたWGA はプルキンエ細

胞・eurydendroid 細胞・下オリーブ核にまで輸送されることが分かった。Scale bars: (A-

D) 20 μm, (E-I) 20 μm, (J-M) 20 μm, (N-R) 20 μm, (S, T) 200 μm, (U, V) 50 μm 
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考察 

 

現在までに、小脳神経回路発生の研究のため様々なトランスジェニック系統が作製さ

れてきた。例えば、顆粒細胞で GFP を発現する Tg(gata1a:GFP) [76, 77]・

Tg(neurod1:EGFP) [78]、eurydendroid 細胞で EGFP を発現する Tg(olig2:EGFP) [36, 

72]、下オリーブ核ニューロンで EGFP を発現する Tg(pou4f1-hsp70l:EGFP) [36]などで

ある。しかしながら、Tg(olig2:EGFP)はほんの一部の eurydendroid 細胞しか標識でき

ず、Tg(pou4f1-hsp70l:EGFP)においては下オリーブ核ニューロン以外の他のニューロ

ンも標識される。本研究により得られた hspzGFFDMC156A では主要な eurydendroid

細胞を標識しており(図 5, 表 2)、hspGFFDMC28C では下オリーブ核ニューロン特異的

に目的遺伝子を発現できることが分かった (図 6)。また、Tg(gata1a:GFP)や

Tg(neurod1:EGFP)では全ての顆粒細胞で蛍光タンパク質を発現するが、本研究で得ら

れた gSA2AzGFF152B では小脳弁/小脳体に限局して目的遺伝子を誘導可能である(図

3)。さらに、顆粒隆起/小脳尾葉の顆粒細胞特異的なトランスジェニック系統も得られた

ことから(表 1)、顆粒細胞の領域特異的な発生・機能解析を行うことが可能になったと

言える。 

 

顆粒細胞の分布 

ゼブラフィッシュにおける顆粒細胞は 2 つの主要な領域に位置する。小脳弁/小脳体

と、顆粒隆起/小脳尾葉である。顆粒隆起/小脳尾葉は前庭小脳神経回路を構成している

と報告されているが[8, 15]、小脳弁/小脳体と顆粒隆起/小脳尾葉の顆粒細胞が各々どの

ような機能を担っているか詳しいことは分かっていない。本研究により得られたトラン

スジェニック系統を用いることで、2 つの主要な領域に位置する顆粒細胞集団がどのよ

うな発生過程を経るか、そしてどのような機能を果たしているか研究することが可能と

なった。後半の章において、小脳弁/小脳体の顆粒細胞の機能に迫る。 

 

プルキンエ細胞 

Tg(aldoca:gap43-Venus)の解析により、他の脊椎動物同様に[79-81]、プルキンエ細胞

は近傍の eurydendroid 細胞に軸索を投射しているだけではなく、後脳の前庭神経核に

も直接投射していることが分かっている。一方で、マウスにおいて Aldoca は縞状の発

現を示すが[70, 81-85]、Tg(aldoca:gap43-Venus)ではそのような発現の違いは見られな
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かったことから(図 4A-D)、ゼブラフィッシュ小脳神経回路の方がより単純な回路を形

成している可能性が示唆された。また、Tg(aldoca:GFF); Tg(UAS:EGFP)における EGFP

の発現は縞状の様相を呈していたが(図 4E-L)、これは UAS における CpG 配列のメチ

ル化による、遺伝子抑制の影響が考えられる[86]。 

 

eurydendroid 細胞 

真骨魚類の小脳における eurydendroid 細胞には、幾つかの特徴がある。分子層に樹

状突起を伸ばし、細胞体はプルキンエ細胞層近傍に位置し、小脳外の標的に軸索を投射

している[11, 71, 87, 88]。また、一部の eurydendroid 細胞集団は olig2 を発現している

[8, 36, 72]。本研究における hspzGFFDMC156A はこれらの特徴を満たしており(図 5)、

eurydendroid 細胞特異的なトランスジェニック系統であると言える。現在まで

eurydendroid 細胞特異的な分子マーカーについて報告がない。従って、これまでの研究

は小脳遠心性線維の逆行性あるいは順行性標識による特定、あるいはプルキンエ細胞の

軸索投射を受けている細胞を eurydendroid 細胞と見なしていた[12]。本研究で得られた

系統を用いることで、eurydendroid 細胞のより詳細な機能や形態を知ることが可能とな

った。一方で、この系統においては小脳体に位置する細胞はプルキンエ細胞の軸索投射

を受けているが、小脳弁の細胞は受けていないようであった(表 2)。これは、小脳弁の

eurydendroid 細胞は顆粒細胞の軸索から投射を受けている可能性があるが、より詳細な

組織学的解析及び、電気生理学解析により明らかにできると考えられる。 

様々な真骨魚類において神経トレーサーによる順行性標識が行われ、小脳からの出力

線維は間脳から延髄に分布が認められるという報告がある[11, 12, 89-94]。また、逆行

性標識により、eurydendroid 細胞の小脳外の標的は視床腹内側核、赤核、動眼神経核、

網様体、小脳弁外側核が考えられている[95, 96]。トレーサー実験は小脳からの軸索投

射を反映しているのは確かであるが、これら全てが eurydendroid 細胞からの投射であ

るという直接的な証拠はまだ報告されていない。本研究における hspzGFFDMC156Aに

おいては、主な eurydendroid 細胞の軸索は小脳下の正中線を横切り、赤核、動眼神経

核、網様体が存在する反対側の被蓋及び後脳吻側の広い範囲に軸索を伸ばしていること

が示された(図 5)。また、哺乳類の投射ニューロンである深部小脳核とは大きく違う特

徴を持つものの、反対側への小脳外軸索投射は共通の特徴であることが示唆された。

eurydendroid 細胞は視蓋や視床にも軸索を伸ばしているという報告があるが[95-97]、

本研究における系統からは観察することができなかった。これは、hspzGFFDMC156A
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が主要な eurydendroid 細胞を標識してはいるが、視蓋や視床への投射には他の

eurydendroid 細胞が行っている可能性が考えられる。 

 

下オリーブ核ニューロン 

これまでの Tg(pou4f1-hsp70l:GFP)を用いた研究により、登上線維は 5 dpf までに形

成されることが報告されていた[8]。また、逆行性標識及び、仔魚(6~7 dpf)における下オ

リーブ核破壊実験により、登上線維は運動調節に関与していることが示唆されている

[40]。これらの知見と本研究における hspGFFDMC28C の観察から、下オリーブ核から

の軸索投射は 5 dpf までにプルキンエ細胞に達することが分かった(図 6)。また、様々

な真骨魚類を用いたトレーサー実験により、登上線維の反対側の投射が示唆されていた

[90, 92-94, 98]。本研究により、ゼブラフィッシュにおいても正中線を横切る登上線維

は仔魚から成魚において観察され、光変換型蛍光タンパク質 Kaede を用いた実験から

も下オリーブ核ニューロンは反対側のプルキンエ細胞へ軸索を伸ばしていることが明

らかとなった(図 6, 8)。この結果は、哺乳類の知見と一致する。 

哺乳類における登上線維のトポグラフィックマップについては既に明らかにされて

おり、特定の領域の下オリーブ核ニューロンは、特定の領域のプルキンエ細胞に軸索投

射をしている。これは、小脳内プルキンエ細胞の区画化と zebrin II の発現パターンに相

関がある[99-104]。ゼブラフィッシュにおいても、小脳への登上線維の経路が幾つか存

在することが明らかとなった(図 6)。5 dpf の時点では登上線維の経路に大きな差は見ら

れなかったが、成魚においては多数の経路が存在することが分かった(図 6E, I)。ただし、

本研究で得られた系統では大部分の下オリーブ核ニューロンでレポーター遺伝子が発

現するため、個々の登上線維の走行パターンを理解することは困難であった。

Brainbow/Zebrabow といった単一細胞標識技術[105, 106]や、モザイク状に発現させる

ことで[107-109]、ゼブラフィッシュにおける登上線維のトポグラフィックマップを作

成することができると考えられる。 

 

Gal4 系統を利用した小脳神経回路研究 

本研究において樹立した系統が、ゼブラフィッシュにおける小脳神経回路の研究に有

用かどうか、神経軸索トレーサーWGA を用いて解析を行った。その結果、顆粒細胞と

プルキンエ細胞/eurydendroid 細胞間の接続が明らかとなった(図 10)。eurydendroid 細

胞は顆粒細胞とプルキンエ細胞から入力を受けているため、eurydendroid 細胞で見られ
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た WGA の局在は顆粒細胞から直接受け取ったか、あるいは間接的にプルキンエ細胞か

ら運ばれた可能性がある。また、本研究において、下オリーブ核においても WGA の局

在が見られた(図 10)。マウスやゼブラフィッシュにおいて、プルキンエ細胞に WGA を

発現させると、下オリーブ核にWGA が取り込まれることは既に報告されている[41, 56]。

これまでの報告から、プルキンエ細胞は下オリーブ核ニューロンに情報の出力を行って

いないこと[8]、eurydendroid 細胞は登上線維から入力を受けていないこと[12, 80]が示

唆されており、本研究では 2 つの可能性が考えられる。一つは、WGA が eurydendroid

細胞の軸索を介して下オリーブ核ニューロンの細胞体へ運ばれた可能性である。もう一

つは WGA がプルキンエ細胞から登上線維へ逆行的に移送され、下オリーブ核ニューロ

ンの細胞体へと運ばれた可能性である。WGA は順行性に運ばれることが知られている

が、一方で逆行的な輸送についても報告されている[56, 110]。これは、順行性あるいは

逆行性特異的なトレーサーを用いることで、明らかにすることが可能であると考えられ

る。いずれにしても、WGA を用いることで単シナプス性あるいは多シナプス性の神経

接続の検出が可能であることが示唆された。 

これまでに、様々なレポーター/エフェクター遺伝子を発現可能な UAS 系統が作製さ

れてきた。例えば、神経活動を可視化できる Ca2+インジケーター[111, 112]、神経伝達

阻害が可能なテタヌス毒素やボツリヌス毒素[50, 113, 114]、チャネルロドプシンやハロ

ロドプシンといった神経活動の操作ができる光遺伝学ツール[75, 115-117]である。後半

の章では、樹立した Gal4 系統とこれらの UAS 系統を用いて、恐怖条件付け学習にお

ける小脳の役割について研究を行った。  
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第 3 章. ゼブラフィッシュ仔魚における古典的恐怖条件付け学習の確立 

 

恐怖条件付け学習における小脳の役割について解析を行うため、ゼブラフィッシュ仔

魚における条件刺激(光)と無条件刺激(電気刺激)を組み合わせたパブロフ型条件付けの

確立を行った。ゼブラフィッシュにおいて、5 dpf の時点で単純な小脳神経回路は形成

されることが報告されている[8, 36]。また、5 dpf では単一のプルキンエ細胞に複数回

の異なる時間軸で複雑スパイクが起きるが、7~8 dpf では単一のプルキンエ細胞に対し

て単発の複雑スパイクが起きることから[37-39]、受精後約 1 週間までにプルキンエ細

胞–登上線維間のシナプス刈り込みが起きている可能性が示唆される。従って、比較的

早いステージで、小脳は機能的な役割を果たすことができると考えられる。さらに、6~8 

dpf の仔魚は条件刺激(光)と無条件刺激(尾部への侵害刺激)の連合学習が可能であると

報告がある[42]。一方で、受精後 3 週間(21 dpf)の仔魚から、恐怖条件付け学習が可能と

なるという報告もあるため[43]、ゼブラフィッシュの仔魚における恐怖条件付けが、ど

の段階で可能になるか明白ではない。 

本研究において予備的な研究により、早期のステージでは学習効率が低いことが示唆

された(n = 0/10 for 5~9 dpf; n = 3/12 for 10~16 dpf)。また、受精後 30 日以降の魚ではア

ガロースによる固定が困難な上、鰓呼吸を行うための酸素を持続的に供給しなければな

らないことから、技術的に難解であることが分かった。そこで、小脳神経回路が十分に

完成され、且つ比較的容易に実験が可能な 17~25 dpf の仔魚を用いて条件付けを行っ

た。以降、約 20 dpf の仔魚と表記する。 

 

実験材料と方法 

実験動物 

野生型ゼブラフィッシュ(Danio rerio)として、遺伝的背景 Oregon AB 系統を用いた。

ゼブラフィッシュは名古屋大学生物機能開発利用研究センター内の小型魚類飼育装置

(名東水園)を使用し、28.5℃、14 時間明期/10 時間暗期の条件で飼育した。古典的恐怖

条件付け学習は全て明期の間に行った。 

 

実験装置 

まず、約 20 dpf の仔魚を水槽室から学習実験室へ移動させ、1000 mL の水槽で 27℃、

1 時間以上馴化させた。0.02% tricaine methanesulfonate で素早く麻酔をかけ、4% 
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agarose (low gelling temperature Type VII-A, Sigma-Aldrich) with 1/10 Evans solution 

(134 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 2.1 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, and 10 mM Hepes pH 7.8)で

固定し、実験装置(図 11B)に移した。実験装置は細胞培養用 90 mm シャーレの底に、穴

を開けた厚さ 1.0 mm のアクリル板を貼り付けたものを用意した。穴を開けたアクリル

板の上にアガロースで拘束された仔魚を配置し、アガロースが浮いてこないよう針金と

磁石で作成した固定具で位置の調整を行った。先端を研磨した厚さ 0.5 mm のステンレ

ス板から成る電極を、仔魚の尾側方に設置し、90 mm シャーレに飼育水を注水した。

シャーレ底とアガロースの間にできた空間に、注射針 27G 付きシリンジ(TERUMO, 

Japan）を用いて 0.1 ml の酸素(99 %, UNICOM)を注入した。アガロースに固定された

仔魚の直下に酸素を注入することで、実験終了まで問題なく呼吸補助が可能となる。麻

酔からの覚醒、及び条件付け学習環境に馴化させるため、正立顕微鏡(Olympus BX51; 

Olympus, Japan)のステージ上で 1 時間以上放置した。ステージ下には心拍計測用に高

速度 CCD カメラ(GZL-CL-41C6M-C, Point Grey, Canada)を配置した。ステージ上には

赤外発光ダイオード(LED, LDL2-33 × 8IR850; CCS Inc., Japan)を置くことで得られる

心臓領域の赤外光動画[118]を、ソフトウェア(StreamPix6 software; Norpix, Canada)を

用いてフレームレート 90 frames per second (fps)で取得した。条件刺激に用いた白色

LED は、パワーサプライ(E3631A; Agilent Technologies, USA)から DC 8.8~9.0 V 出力

で電源供給した。無条件刺激である電気刺激は、電気刺激装置(MASTER-9; A.M.P.I., 

Israel)とアイソレーター(ISO-Flex; A.M.P.I.)を組み合わせ、80 V/cm 矩形波パルス出力

を用いた。条件刺激と無条件刺激のタイミングは、USB DAQ デバイス(USB-6008; 

National Instruments Co., USA)と LabVIEW (National Instruments Co.)で作成したプロ

グラムで制御した。条件付け実験終了後に仔魚をアガロースから解放すると正常に泳ぎ、

その後の成長に影響がないことから、アガロースによる固定や無条件刺激は仔魚に損傷

を与えないと判断した。 

 

心拍記録方法 

仔魚の心拍は、赤外光照射とステージ下の高速度 CCD カメラで記録した。撮影動画

は StreamPix6 により連続した JPEG 画像に変換され、LabVIEW で解析を行った。心

拍に対応した明確な明度変化が観察される心臓付近に ROI (Region of Interest)を設定

し、明度変化を数値データに変換した。ソフトウェア (LabChart software, AD 

Instruments)を用いて、データ処理を行い、Microsoft Excel を用いて解析を行った。相
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対心拍頻度は、条件刺激提示 2 秒前の平均心拍数を元に算出した。 

 

統計解析 

学習判定には、学習付け前と学習付け後の相対心拍頻度の平均値を比較し、統計解析

ソフトウェア R (3.2.3) (https://www.r-project.org/)を用いて Welch’s t 検定を行った。  
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結果 

 

約 20 dpf のゼブラフィッシュ仔魚における古典的恐怖条件付け 

哺乳類・真骨魚類において、条件刺激と嫌悪刺激(無条件刺激)を組み合わせて呈示す

ると、条件刺激に対して徐脈や逃避行動を示す。恐怖条件付けにおける小脳神経回路の

役割を解明するため、遅延型の恐怖条件付け学習を用いた(図 11)。遅延型の条件付けで

は、条件刺激が無条件刺激に先行して呈示され、両刺激が同時に終了する。遅延型の恐

怖条件付け学習は、金魚を含む動物の恐怖学習における小脳の役割を研究するための一

般的な方法である[32, 34, 35]。本研究では、白色 LED の消灯を条件刺激として、電気

刺激を無条件刺激として利用した(図 11B, D)。古典的条件付けは habituation session、

acquisition session、probe session の 3 つの手順から成る。Habituation session では

10~15 回、5 秒間条件刺激を呈示した。Acquisition session では、条件刺激が呈示され

てから 4 秒後に 1 ミリ秒の無条件刺激を与える試験を 20 回行った。Probe session で

は 10 回、条件刺激のみ呈示した。なお、コントロール実験(逆行条件付け)では条件刺

激呈示の 2 秒前に無条件刺激を与えた。試行間の間隔時間は 50 秒に設定した。ゼブラ

フィッシュ仔魚の心拍を記録し、条件付け反応を評価した。Habituation session におい

て、約 20 dpf ゼブラフィッシュ仔魚は、最初の 1~2 試行において条件刺激に対し反応

を示したが、その後は条件刺激による心拍への影響は受けなくなった(図 12A, 左)。

Acquisition session において、試行の前半においては無条件刺激に対してのみ徐脈が誘

発された。約 10~15 試行後、条件刺激呈示後に徐脈が観察されるようになった(図 12A, 

中)。Probe session において、条件刺激のみで徐脈が観察されるようになった(図 12A, 

右)。Habituation session の後半 10 試行と probe session 10 試行の心拍数を定量化し、

比較した(図 12B)。本研究において、habituation session 後半 10 試行では条件刺激に対

して変化が見られなかった相対平均心拍数が probe session 10 試行では有意に減少し

た場合、学習が成立したと定義した (Welch’s t-test, P < 0.05) 。その結果、

37.5 %(n = 15/40)の約 20 dpf の野生型ゼブラフィッシュ仔魚において、学習が成立し

た(図 12C)。これらの条件付け徐脈は、probe session の間では消失、あるいは徐々に回

復することはなかった(図 13)。また、逆行条件付けでは学習が成立しなかった(n = 0/10, 

図 12C, 図 14)。 
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図 11. ゼブラフィッシュにおける古典的恐怖条件付け 

(A,B) 約 20 dpf ゼブラフィッシュ仔魚における古典的恐怖条件付けのための実験環境

(A)及び実験装置(B)の模式図。ゼブラフィッシュ仔魚はアガロースで拘束し、呼吸補助

のため腹側の空間へ O2を注入した。白色 LED 及び赤色 LED の消灯を条件刺激として

呈示し、電気刺激を無条件刺激として与えた。 (C) 冷却 CCD カメラとステージ下の高

速度 CCD カメラを用い、神経活動 Ca2+イメージング(左)と心拍の計測(右)の同時計測

が可能である。 (D) 遅延型古典的恐怖条件付けの実験パラダイム。Habituation session

において、条件刺激(CS)のみ 5 秒間呈示する。試行数は 10~15 回である。Acquisition 

session において、条件刺激が呈示されてから 4 秒後に 1 ミリ秒の無条件刺激(US)が与

えられる。試行数は 20 回である。Probe session において、条件刺激のみ 5 秒間呈示

する。試行数は 10 回である。コントロール実験(逆行条件付け)は、acquisition session

において条件刺激呈示の 2 秒前に 1 ミリ秒の無条件刺激を与える。試行間には 50 秒の

間隔時間を設けた。 
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図 12. 約 20 dpf のゼブラフィッシュ仔魚は恐怖条件付け反応の獲得が可能である 

(A) 古典的恐怖条件付けにおけるゼブラフィッシュ仔魚の心拍変化の典型例。単一の個

体から得られた habituation session の 15 試行目、acquisition session の 16 試行目、

probe session の 8 試行目の心拍変化を示している。灰色の領域は条件刺激呈示を、黄

線は無条件刺激を示している。x 軸は時間(秒)を、y 軸は赤外ビデオ撮影によって得られ

る心臓近傍の適切な領域内輝度変化で計測される心拍を示している。太線は、

acquisition session の後半や probe session において観察される、条件刺激呈示後の条

件付け恐怖反応(徐脈)を示している。 (B) Habituation 及び probe session における相対

心拍頻度。各々10 試行分(habituation:後半の 10 試行、probe:10 試行)の心拍頻度を平均

し、条件刺激呈示前の 2 秒間の平均心拍頻度で割った値を相対心拍頻度(y 軸)とした。

各々薄い色で示される領域は標準偏差(SD)であり、単一の個体から得られた代表的なデ

ータを示している。Habituation と probe session の相対心拍頻度を比較し、条件刺激呈

示後 2 秒間の相対心拍頻度が有意に減少した場合、学習個体であると定義した。 (C) 遅

延・逆行条件付けにおける学習した野生型仔魚の割合。遅延条件付けにおいて、40 匹

中 15 匹(37.5 %)が学習した。一方、逆行条件付けでは学習が成立しなかった(n = 0/10)。  
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図 13. 条件付け徐脈は probe session 10 試行では消失しない 

Probe session の前半(1~5 試行)と後半(6~10 試行)における相対心拍頻度。図は、野生

型(n = 15, 灰色)、顆粒細胞阻害仔魚(gSA2AzGFF152B; Tg(UAS:BoTxBLC-GFP) )(n = 

16, 赤色)、対照群(n = 20, 黒色)から得られた相対心拍頻度の平均値±標準誤差(SEM)

を示す。いずれの個体でも、前半(点線)と後半(実線)を比較しても獲得した条件付け徐

脈に有意な差はなく、probe session 10 試行では消失あるいは減退しなかった(野生型: 

group effect P = 0.952; 対照群: group effect P = 0.193; 顆粒細胞阻害仔魚: group effect 

P = 0.325, two-way repeated measures ANOVA)。 

  



44 

 

 

図 14. 逆行条件付けでは条件付け徐脈は獲得しない 

(A) 逆行条件付けにおけるゼブラフィッシュ仔魚の心拍変化の典型例。単一の個体から

得られた habituation session、acquisition session、probe session の心拍変化を示して

いる。灰色の領域は条件刺激呈示を、黄線は無条件刺激を示している。x 軸は時間(秒)

を、y 軸は赤外ビデオ撮影によって得られる心臓近傍の適切な領域内輝度変化で計測さ

れる心拍を示している。Probe session において、条件刺激呈示後の徐脈は起こらなか

った。 (B) Habituation 及び probe session における相対心拍頻度。各々10 試行分

(habituation:後半の 10 試行、probe:10 試行)の心拍頻度を平均し、条件刺激呈示前の 2

秒間の平均心拍頻度で割った値を相対心拍頻度(y 軸)とした。各々薄い色で示される領

域は標準偏差(SD)であり、単一の個体から得られた代表的なデータを示している。 
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考察 

 

本研究により、約 20 dpf の仔魚において約 40%の学習効率が得られた。早期の段階

(6~7 dpf)でも、条件刺激(光)と無条件刺激(尾部への侵害刺激)により十分条件付け反応

が獲得されるという報告があるが[42]、本研究においては早期の仔魚では学習効率は非

常に低かった(n = 0/10 for 5~9 dpf; n = 3/12 for 10~16 dpf)。一方、21 dpf 以降の仔魚で

あれば、恐怖条件付け学習が可能となるという報告もある[43]。これらは学習条件が異

なるため、ゼブラフィッシュにおいて強固な恐怖条件付けがいつ起きるか判断すること

は難しい。例えば、成魚を用いた自由行動下の恐怖条件付け学習を行うことで、学習効

率を上げることが可能になるかもしれない。しかしながら、成魚の場合は遊泳速度や筋

肉の発達により、固定したまま学習中の脳内変化を継時的に観察することは非常に難し

い。従って、本研究においては十分な学習効率を得られ、かつ実験的制約が最小で済む

約 20 dpf の仔魚が最適であると結論した。 
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第 4 章. 恐怖条件付け学習における小脳の役割 

 

第 2 章で、小脳ニューロン特異的に遺伝子操作が可能なトランスジェニック系統の樹

立を行った。第 3 章では、ゼブラフィッシュ仔魚における恐怖条件付け学習の確立を行

った。本章では、樹立した Gal4 系統を用いて恐怖条件付け学習における小脳の役割に

ついて調べた。多くの Gal4 系統は、非特異的な遺伝子発現が見られ、個々の小脳ニュ

ーロンの機能を阻害する実験には注意が必要であった。その中で gSA2AzGFF152B は

小脳弁/小脳体の顆粒細胞にのみ限局して目的遺伝子を誘導できることが分かったため、

この系統を用いて機能阻害実験を行った。また、第 3 章で確立した方法ではゼブラフィ

ッシュ仔魚はアガロース内で拘束しているため、リアルタイムでの脳内イメージングが

可能である。そこで、全てのニューロンで発現を誘導できる HuC(elavl3)プロモーター

下で Gal4 を発現する系統と、UAS プロモーター下で Ca2+インジケーターGCaMP7a を

発現する系統を交配させて得られる系統を用いて、恐怖条件付け学習における小脳内ニ

ューロンのリアルタイム Ca2+イメージングを行った。 

 

実験材料と方法 

実験動物 

小脳顆粒細胞の機能阻害には gSA2AzGFF152B; Tg(UAS:BoTxBLC-GFP)icm21[114]を

使用した。恐怖条件付け学習における脳内リアルタイム Ca2+イメージングには

Tg(elavl3:GAL4-VP16)nns6[75]、Tg(UAS:GCaMP7a)zf415[119]を使用し、遺伝的背景

casper (mitfaw2; roya9)を用いることで無傷でイメージングが可能となった。ゼブラフィ

ッシュは名古屋大学生物機能開発利用研究センター内の小型魚類飼育装置(名東水園)

を使用し、28.5℃、14 時間明期/10 時間暗期の条件で飼育した。古典的恐怖条件付け学

習は全て明期の間に行った。 

 

心拍記録方法 

第 3 章に明記した方法により心拍解析を行った。野生型、顆粒細胞阻害仔魚、対照

群、Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)の標準心拍頻度(habituation session に

おける条件刺激呈示 2 秒前の平均心拍頻度)は各々3.37 ± 0.54 Hz (mean ± SD, n = 15)、

2.89 ± 0.61 Hz (n = 16)、2.92 ± 0.56 Hz (n = 20)、3.23 ± 1.12 Hz (n = 5)であり、群間の

心拍頻度に有意な差は観察されなかった(P = 0.1194, one-way ANOVA)。 
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遊泳行動解析 

10 mL の飼育水が満たされた秤量皿(100 mm × 70 mm × 13 mm)に、約 20 dpf の仔魚

を移した。光源として、秤量皿の下に白色 LED を配置した。10 分間馴化させた後、ゼ

ブラフィッシュ仔魚の 1 分間の遊泳行動を、ビデオカメラ(15 fps)を用いて記録した。

各々の仔魚の頭部の位置は、映像解析ソフトウェア Tracker (http://physlets.org/tracker/)

を用いて追跡した。連続した 2 フレーム間の頭部の距離と向きは、Excel と R(3.2.3) 

(https://www.r-project.org/)を用いて計算した。連続した 2 つの動きの方向変化が 90 度

を超えた場合、旋回として計数した。平均遊泳速度及び、平均旋回数は Microsoft Excel

と R を用いて計算した。 

 

Ca2+イメージング 

正立顕微鏡 (Olympus BX51; Olympus, Japan)に取り付けた水浸対物レンズ

(UMPlanFL 20 ×, NA 0.50, Olympus)により、4 %アガロースで拘束した Tg(elavl3:GAL4-

VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)仔魚の小脳の観察を行った。撮影には、冷却 CCD カメラ

(ORCA-R2, Hamamatsu Photonics, Japan)を使用した。蛍光観察用照明には、高輝度

130W の光源装置(U-HGLGPS, Olympus, Japan)を使用した。実験装置に拘束した仔魚

は、顕微鏡ステージ上で 1 時間以上馴化させ、habituation session 前に照射光に馴化さ

せるため、開始 5 分前から青色照射を行った。StreamPix6 を用い、1344×1023 px の

蛍光画像を単一焦点面で 4 fps (露光時間 250 ミリ秒)で取得した。取得した画像は、

LabVIEW を用いて解析を行った。個々の仔魚において、約 5 つのニューロンで目視に

より判定が可能な蛍光強度変化が観察された。これらのニューロンに対して ROIs を設

定し、LabVIEW を用いて ROIs 内の蛍光強度を数値データに変換した。条件付け学習

中において、同一のニューロンの蛍光強度変化を継時的に計測するため、 ImageJ 

(http://imagej.nih.gov/ij/)の TurboReg Plugin を用いて脳位置の修正を行った。蛍光強度

変化 ΔF/F は、各々の時点での蛍光強度を条件刺激開始 2 秒前の平均蛍光変化で割るこ

とで求めた。典型的な反応ニューロンにおいて、条件刺激誘発による ΔF/F は 20 %ま

で増加した。Probe session 前半試行(1st~5th)における条件刺激中の平均 ΔF/F が 3 %以

上であったニューロンを、条件付け関連ニューロンと定義した。 

 

 

http://physlets.org/tracker/)
http://physlets.org/tracker/)
https://www.r-project.org/
http://imagej.nih.gov/ij/
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免疫染色 

BoTxBLC-GFP に対する 1 次抗体には anti-GFP (1/1000, ラットモノクローナル, 

Nacalai)、GCaMP7a に対する 1 次抗体には、anti-GFP (1/1000, ラビットポリクリー

ナル, MBL)を用いた。顆粒細胞とプルキンエ細胞に対する抗体として、それぞれ anti-

Neurod1 (1/500, マウス, 腹水)[36]、anti-parvalbumin 7 (1/1000, マウスモノクローナ

ル, 腹水)[8]を用いた。仔魚におけるホールマウント及び脳切片免役染色は、第 2 章で

示した方法で行った。2 次抗体には、Alexa Fluor 488 goat anti-rat (H + L, Molecular 

Probes, Thermo Fisher Scientific, USA)、anti-rabbit (H + L, Biotium Inc., USA)、Alexa 

Fluor 568 goat anti-mouse IgG (H + L, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, 

USA)を使用した。また、幾つかのホールマウント仔魚に対しては透明化試薬 SeeDB 

[62, 63]を用いて処理した。 

 

統計解析 

Fisher’s exact test、one-way ANOVA、 two-way repeated measures ANOVA with 

Bonferroni’s post-hoc test は、R を用いて行った。 
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結果 

 

小脳体顆粒細胞を阻害したトランスジェニック系統の作製 

恐怖条件付け学習における小脳の役割を解明するため、顆粒細胞の機能阻害実験を

行った。この目的のため、2 章で樹立した顆粒細胞特異的 Gal4 系統である

gSA2AzGFF152B と、蛍光タンパク質 GFP とボツリヌス毒素 type B の軽鎖の融合タ

ンパク質を発現する Tg(UAS:BoTxBLC-GFP)[114]を交配させた。ボツリヌス毒素は神

経毒素であり、シナプス小胞がシナプス前膜へ結合するために必要な SNARE 蛋白質

を切断することで、神経伝達物質の放出を阻害する。本研究においては、Gal4 依存的

に顆粒細胞からの神経伝達を阻害した(図 15A)。顆粒細胞で BoTxBLC-GFP を発現し

ている仔魚(顆粒細胞阻害仔魚)を 5 dpf で選り分け、同数の顆粒細胞阻害仔魚と対照群

を約 20 dpf まで同じ水槽で飼育した。約 20 dpf の仔魚において、BoTxBLC-GFP は小

脳に限局した発現が観察された(図 15B-D, 図 16A-C)。顆粒細胞のマーカーである

Neurod1 を用いて免疫染色を行った結果、顆粒細胞阻害仔魚において小脳体の顆粒細

胞層で約半分(約 48%)の顆粒細胞が BoTxBLC-GFP を発現していた(図 15E-H, 表 3)。

一方で、顆粒隆起/小脳尾葉においてはわずかな顆粒細胞(約 1.5 %)で BoTxBLC-GFP

を発現していた(図 16D-K, 表 3)。 

次に、顆粒細胞を阻害することで、行動に影響を与える可能性を考慮し、1 分間の

遊泳行動解析を行った。その結果、顆粒細胞阻害仔魚と対照群間で遊泳速度と旋回数

に差は見られなかった (図 17)。 

 

小脳顆粒細胞は条件付け徐脈からの回復に関与している 

古典的恐怖条件付け学習後、顆粒細胞阻害仔魚、対照群いずれも probe session に

おいて条件刺激誘発徐脈をした(図 15I, J)。野生型、顆粒細胞阻害仔魚、対照群間で学

習効率に有意な差は見られなかった(P = 0.8615, Fisher’s exact test, 図 15I)。また、

habituation session における条件刺激呈示中の平均相対心拍頻度においても、顆粒細

胞阻害仔魚、対照群間で差は見られなかった(図 15J)。しかしながら、probe session

における条件刺激誘発徐脈反応において、顆粒細胞阻害仔魚と対照群の 2 つの群間で

有意な違いが見られた。対照群においては条件刺激誘発徐脈反応は迅速に回復し、条

件刺激の間に正常値に近づく。一方で顆粒細胞阻害仔魚においては、条件刺激誘発徐

脈反応はあまり回復せず、条件刺激の間中低い値を維持していた(two-way repeated 
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measures ANOVA: group effect P = 0.0463, group x time interaction P = 0.00769; 図

15J)。これらの結果は、小脳体の顆粒細胞の伝達抑制を行うと徐脈反応からの回復が

阻害されることを示しており、顆粒細胞は徐脈反応からの回復に関与していることが

示唆された。  
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図 15. 顆粒細胞阻害によって起こる恐怖条件付け徐脈の延長 

(A) 顆粒細胞阻害の模式図。顆粒細胞特異的 Gal4 系統である gSA2AzGFF152B と、

蛍光タンパク質 GFP とボツリヌス毒素 type B の軽鎖の融合タンパク質を発現する

Tg(UAS:BoTxBLC-GFP)を交配させて得られる仔魚は、Gal4 依存的に顆粒細胞の活動

を阻害する(顆粒細胞阻害仔魚)。 (B-H) 顆粒細胞阻害仔魚(20 dpf)における BoTxBLC-

GFP の発現。全脳(B-D, 背側像(左：前方))及び矢状断切片(E-H)を用いて、抗 GFP 抗

体と抗 Neurod1 抗体による二重免疫染色を行った。いずれも小脳領域を示している。 

(F-H) E の破線枠内拡大図。Neurod1 は顆粒細胞の核に発現する。顆粒細胞阻害仔魚に

おいて、小脳体内の約半数の成熟した顆粒細胞で BoTxBLC-GFP が発現していた。詳

細な解析は図 16 及び表 4 に示す。 (I) 条件付け依存的徐脈を示した仔魚(学習した仔

魚)の割合。野生型は 40 匹中 15 匹、顆粒細胞阻害仔魚は 50 匹中 16 匹、対照群は 58

匹中 20 匹が学習した。これらのグループ間で、学習効率に有意な差は見られなかった

(P = 0.8615, Fisher’s exact test, ns: no significance)。 (J) 野生型、顆粒細胞阻害仔

魚、対照群における条件刺激により誘発される徐脈反応。5 秒間の条件刺激(CS)呈示

中における 1 秒間毎の平均相対心拍頻度を示している。図は habituation 及び probe 

session の 10 試行の平均値±標準誤差(SEM)を示す。それぞれ灰色の点線は野生型(n 

= 15)、赤色の実線は顆粒細胞阻害仔魚(n = 16)、黒色の実線は対照群(n = 20)を示して

いる。Probe session における条件刺激誘発徐脈に、顆粒細胞阻害仔魚と対照群間で違

いが見られた(** represents P < 0.01 and * represents P < 0.05, two-way repeated 

measures ANOVA with Bonferroni’s post-hoc test)。顆粒細胞阻害仔魚と対照群はいず

れも、probe session の間に条件刺激に対して徐脈反応を示したが、顆粒細胞阻害仔魚

においては徐脈反応の延長が観察された。Scale bars: (B-D) 100 μm, (E) 100 μm, (F-

H) 20 μm 
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図 16. BoTxBLC-GFP は小脳顆粒細胞に限局して発現する 

(A-C) 全脳(20 dpf, 背側像(左：前方))を用いた、抗 GFP 抗体と抗 Neurod1 抗体によ

る二重免疫染色。小脳において、Neurod1 は顆粒細胞の核に発現する。BoTxBLC-

GFP は小脳に限局して発現している。 (D) C の破線枠内拡大図。 (E-G) D の顆粒隆起

領域における矢状断切片。顆粒隆起内において、わずかな Nurod1 陽性顆粒細胞での

み BoTxBLC-GFP が発現している。 (H) D の小脳体及び小脳尾葉領域における矢状断

切片。 (I-K) H の破線枠内拡大図。小脳尾葉において、わずかな Neurod1 陽性顆粒細

胞でのみ BoTxBLC-GFP が発現している。Scale bars: (A-C) 400 μm, (D) 100 μm, (E-

G) 20 μm, (H) 100 μm, (I-K) 20 μm 
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表 3. BoTx-GFP の発現領域 

3 個体の gSA2AzGFF152B; Tg(UAS:BoTxBLC-GFP) 20 dpf 仔魚の脳矢状断切片(14 

μm)を作製し、抗 GFP 抗体と抗 Neurod1 抗体による二重免疫染色を行った。各個体の

脳において、顆粒隆起領域に相当する外側 2 切片、小脳体及び小脳尾葉領域に相当す

る内側 3 切片を解析に用いた(図 16 を参照)。小脳体・小脳尾葉・顆粒隆起における

BoTxBLC-GFP 陽性細胞と Neurod1 陽性細胞の数を計測した(小脳体においては顆粒細

胞層内の細胞を計測)。Neurod1 陽性細胞に対する、BoTxBLC-GFP 陽性細胞の比率を

示している。 

  

 領域 BoTxBLC-GFP 陽性細胞 Neurod1 陽性細胞 比率 (%) 

標本 1 

小脳体 561 1112 50.45 

小脳尾葉 0 184 0 

顆粒隆起 10 446 2.24 

標本 2 

小脳体 327 768 42.58 

小脳尾葉 0 145 0 

顆粒隆起 4 316 1.27 

標本 3 

小脳体 671 1289 52.06 

小脳尾葉 3 206 1.46 

顆粒隆起 7 547 1.28 
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図 17. 顆粒細胞阻害仔魚において遊泳行動に影響はない 

(A) 約 20 dpf のゼブラフィッシュ仔魚における遊泳行動解析実験の模式図。各仔魚の

頭部位置をビデオカメラ(15 fps)で記録し、その軌道を分析した。 (B) 1 分間の自由遊

泳中における野生型仔魚 4 匹の軌道。野生型、顆粒細胞阻害仔魚、対照群について

各々16 匹ずつ解析を行った。連続する 2 つのフレーム間の、頭部位置の距離及び方向

を計算した。 (C) 平均遊泳速度(mm/秒)±SEM。グループ間で有意な差は見られなか

った(P = 0.2162, one-way ANOVA, ns: no significance)。 (D) 1 分間の平均旋回数±

SEM。90 度以上の方向転換を示した場合、旋回として回数を数えた。グループ間で有

意な差は見られなかった(P = 0.9207, one-way ANOVA, ns: no significance)。Scale 

bars: (B) 20 mm 
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古典的恐怖条件付け学習中のゼブラフィッシュ小脳 Ca2+イメージング 

ゼブラフィッシュ小脳の神経活動を記録するため、全てのニューロンで Gal4 を発現

する Tg(elavl3:GAL4-VP16) [75]と Tg(UAS:GCaMP7a) [119]を交配した。受精後 5 日

目に、脳で蛍光が観察される仔魚を選り分け、約 20 dpf まで飼育した。GCaMP7a の

蛍光を観察するには、実験の間仔魚の脳に青色励起光を照射し続ける必要がある。し

かし、この方法では、条件刺激として用いていた白色 LED のスペクトルと重なってし

まい、学習付けが困難であった。そこで、青色照射光と重ならない赤色 LED の消灯

を、恐怖条件付け学習における条件刺激として利用した。赤色 LED の消灯と電気刺激

を組み合わせた条件付けでも、条件刺激誘発の徐脈反応が起こる(n = 3/10)ため、赤色

LED を用いて恐怖条件付け学習における Ca2+イメージングを行った。 

神経活動を評価するため、GCaMP7a 蛍光強度変化(ΔF/F)を計算した(図 18)。

Habituation session において自発的な活動は観察されるが、条件刺激に対する蛍光強

度の増加はほとんど検出されなかった(図 18E, 左)。一方、probe session において幾

つかの小脳ニューロンで条件刺激に誘発された蛍光強度の増加が観察された(図 18E, 

右)。Probe session 前半の 5 試行における条件刺激呈示中の平均 ΔF/F が 3 %以上であ

ったニューロンを、条件付け関連ニューロンと定義した。小脳内において 4 つ以上の

条件付け関連ニューロンが観察されたのは、36 %(n = 9/25)の仔魚であった。条件付け

関連ニューロンの例を図 18D, E (細胞 1-7)に示した。これらのニューロンは小脳体に

位置しており、顆粒隆起や小脳尾葉においては条件付け依存的に活動するニューロン

は観察されなかった(図 18C-E, 細胞 8, 9)。また、コントロール実験(逆行条件付け)で

は条件付け関連ニューロンは観察されなかった。 

 

条件付け関連ニューロンの経時変化 

次に、これらの条件付け関連ニューロンが恐怖条件付けの間にどのような蛍光強度

変化を示すか、解析を行った(図 19)。Ca2+イメージング後に、probe session において

条件刺激誘発の活動(ΔF/F)が観察されたものを条件付け関連ニューロンと特定した。

これらのニューロンを遡及的に同定し、acquisition session の間の活動を調べた。3 つ

の条件付け関連ニューロンの ΔF/F を、図 19A, B に示した。Acquisition session の 2

試行目においては、無条件刺激が蛍光強度の増加を誘発したものの、条件刺激に対し

てはほとんど増加が見られなかった。8 試行目では、2 つの条件付け関連ニューロンで

条件刺激により誘発されたわずかな蛍光強度の増加が観察された。18 試行目には、全
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ての条件付け関連ニューロンにおいて蛍光強度が顕著に増加した。その他の条件付け

関連ニューロンにおいても同様の変化を示すかどうか調べるため、学習後に条件付け

関連ニューロンを有した 5 匹の仔魚において各々5 つの条件付け関連ニューロンから

平均 ΔF/F を算出し、解析を行った。無条件刺激により全ての小脳ニューロンで蛍光

強度の増加が検出されるため(図 19A, B)、条件刺激誘発の活動解析には無条件刺激前

の条件刺激 4 秒間における ΔF/FCS0-4の値を用いた。その結果、条件付け関連ニューロ

ンにおける条件刺激誘発蛍光強度の上昇は、5 匹とも acquisition session の間に徐々

に増加していくことが分かった(図 19C)。さらに、probe session 10 試行中の ΔF/F 解

析を行ったところ、probe session の間に条件付け関連ニューロンの条件刺激誘発

ΔF/F は徐々に減少することが分かった(図 19D, E)。これらのデータにより、記憶(条

件付け関連活動)は 2 種類の刺激の組み合わせ(連合)の間に漸進的に形成され、条件刺

激呈示のみを繰り返すことで徐々に消えていくことが示唆された。 

また、ΔF/F と心拍数の同時計測により、4 つ以上の条件付け関連ニューロンを有す

る 9 匹のうち 4 匹の仔魚において、probe session の複数の試行で徐脈反応を示した。

これらの仔魚において、acquisition 及び probe session で条件付け関連ニューロンの

活動が観察される時期に、徐脈反応が見られるようになった(典型的な例を図 20, 図

21, 図 22 で示した)。条件付け関連ニューロンが観察されなかった仔魚では、条件付

け徐脈反応も見られなかった。 

 

2 種類の条件付け関連ニューロン 

条件付け関連ニューロンには、活動時期の違いで 2 種類存在することが分かった。

Type I ニューロンは条件刺激呈示に伴い即座に活動し、type II ニューロンは遅れて活

動した(図 23A)。Type I ニューロンの活動(ΔF/F)は条件刺激呈示時に増加し始め、条件

刺激後期に至る間に最大となり、条件刺激終了後直ちに減少した。Type II ニューロン

の活動は条件刺激呈示に対しわずかに上昇したが、条件刺激終了後に強く活動を起こ

した。また、type I と type II のニューロンは小脳体内で各々近接して位置していた(図

23B)。 

次に、Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)における GCaMP7a の発現と、顆

粒細胞あるいはプルキンエ細胞のマーカー(各々Neurod1、Pvalb7)を比較することで、

これらの条件付け関連ニューロンの種類の特定を試みた(図 23C-J)。ほとんどの

GCaMP7a 陽性の細胞体は Neurod1 を共発現していたが(図 23F)、Pvalb7 は共発現し
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ていなかった(図 23J)。この結果と小脳体内の条件付け関連ニューロンの位置を考慮す

ると、Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)で観察された条件付け関連ニューロ

ンは顆粒細胞であることが示唆された。これは、真骨魚類において HuC としても知ら

れる elavl3 プロモーターは未成熟あるいは新生ニューロンで活性があり[120]、成熟し

たプルキンエ細胞では発現していない可能性が高いこと、顆粒細胞は仔魚において連

続的に発生するという報告[36, 121]からも考えられる。従って、恐怖条件付け学習に

は活動時期の異なる 2 種類の条件付け関連顆粒細胞が存在することが示唆された。  
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図 18. 古典的恐怖条件付け学習中に小脳ニューロンは活動する 

(A,B) Probe session の 9 試行目における Ca2+イメージング。条件刺激(CS)呈示前(A)

及び条件刺激呈示中(B)の、Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)仔魚における

GCaMP7a の蛍光強度を示している。画像は条件刺激開始の 2 秒前と、2.5 秒後に撮影

されたものを示している。 (C) 条件刺激呈中から条件刺激呈示前の画像を減算して得

られた図を示している。条件刺激により誘発された蛍光強度の増加は、小脳体に限局

して観察された。 (D,E) 小脳神経活動の時間経過。単一の仔魚における 9 つの小脳ニ

ューロンについて、habituation(11~15 試行目)及び probe(1~5 試行目)中の蛍光強度変

化を示している。E で示される ΔF/F は、各々の時点での蛍光強度を条件刺激呈示前 2

秒間の平均蛍光強度で除算した。灰色の領域は条件刺激呈示を示している。各々のニ

ューロンの位置は D に示している。Probe session 中、小脳体内の 7 つのニューロン

(細胞 1-7)で条件刺激により誘発された蛍光強度の増加が見られた。一方、顆粒隆起

(細胞 8)及び小脳尾葉(細胞 9)のニューロンにおいては、habituation と probe session

間で蛍光強度変化は見られなかった。 
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図 19. 学習中における条件付け関連ニューロンの経時変化 

(A) 単一の仔魚から得られた 3 つの条件付け関連ニューロンの、acquisition session 中

の神経活動(ΔF/F)。灰色の領域及び赤色の実線は各々、条件刺激と無条件刺激を示し

ている。 (B) A の枠内拡大図。Acquisition session の 2 試行目、8 試行目、18 試行目

を示している。条件刺激(CS)により誘発される神経活動(矢印)は、acquisition session

の間に徐々に増加していくことが分かった。また、蛍光強度は無条件刺激(US)により

強く上昇する。 (C) 図は acquisition session における 5 匹の仔魚について、各々5 つ

の条件付け関連ニューロンの平均蛍光強度変化±SEM を示している。条件刺激後 4 秒

間の ΔF/FCS0-4の値を用いた。 (D) 単一の仔魚から得られた 3 つの条件付け関連ニュ

ーロンの、probe session 中の神経活動(ΔF/F)。 (E) Probe session の間に、条件付け

関連ニューロンの活動は減少する。図は probe session における 5 匹の仔魚につい

て、各々5 つの条件付け関連ニューロンの平均蛍光強度変化±SEM を示している。  
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図 20. Habituation session における学習仔魚の心拍と神経活動同時計測 

Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)仔魚 25 匹について、心拍と GCaMP7a 蛍

光強度変化を同時に計測した。そのうち 1 匹が学習個体であると同定された。図は、

habituation session における学習仔魚の心拍(赤線)と条件付け関連ニューロンの蛍光強

度変化(ΔF/F, 緑線)を示している。これらの acquisition 及び probe session については

各々図 21、図 22 で示している。x 軸は時間(秒)を、y 軸は輝度変化で計測される心拍

と ΔF/F を示している。灰色の領域は条件刺激を示している。 
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図 21. Acquisition session における学習仔魚の心拍と神経活動同時計測 

図は、acquisition session における学習仔魚の心拍(赤線)と条件付け関連ニューロンの

蛍光強度変化(ΔF/F, 緑線)を示している。x 軸は時間(秒)を、y 軸は輝度変化で計測さ

れる心拍と ΔF/F を示している。灰色の領域は条件刺激を示している。x 軸は時間(秒)

を、y 軸は輝度変化で計測される心拍と ΔF/F を示している。灰色の領域及び黄線は

各々、条件刺激と無条件刺激を示している。矢印は条件付け徐脈を示している。条件

刺激に対する ΔF/F の増加が明らかに観察され始める 13 試行目において、条件付け徐

脈も観察される。 
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図 22. Probe session における学習仔魚の心拍と神経活動同時計測 

図は、probe session における学習仔魚の心拍(赤線)と条件付け関連ニューロンの蛍光

強度変化(ΔF/F, 緑線)を示している。x 軸は時間(秒)を、y 軸は輝度変化で計測される

心拍と ΔF/F を示している。灰色の領域は条件刺激を示している。x 軸は時間(秒)を、y

軸は輝度変化で計測される心拍と ΔF/F を示している。灰色の領域は条件刺激を示し

ており、矢印は条件付け徐脈を示している。 
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図 23. 2 種類の条件付け関連ニューロン 

条件刺激により活動する条件付け関連ニューロンには、2 種類存在することが分かっ

た。Type 1 ニューロンは条件刺激に対して迅速に活動し、type 2 ニューロンは遅れて

活動する。 (A) Probe session(1~5 試行目)中の、Tg(elavl3:GAL4-VP16); 

Tg(UAS:GCaMP7a)仔魚における type 1 及び type 2 ニューロンの神経活動(ΔF/F)。5

つの type 1 ニューロンと、2 つの type 2 ニューロンを示している。灰色の領域は条件

刺激を示している。 (B) Type 1 ニューロン(赤点)と type 2 ニューロン(青点)の小脳内

の位置。これらのニューロンは小脳体内で互いに近接して存在している。 (C) 

Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)の約 20 dpf における脳切片を用いて、抗

GFP 抗体と抗 Neurod1 抗体による二重免疫染色を行った。 (D-F) C の破線枠内拡大

図。F 内の挿入図は、F の破線枠内拡大図。Neurod1 は顆粒細胞の核に発現する。

GCaMP7a は、小脳弁・小脳体・小脳尾葉の大部分の顆粒細胞で発現している(F 内挿

入図の星印)。 (G) Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a)の約 20 dpf における脳

切片を用いて、抗 GFP 抗体と抗 Pvalb7 抗体による二重免疫染色を行った。 (H-J) G

の破線枠内拡大図。J 内の挿入図は、J の破線枠内拡大図。Pvalb7 はプルキンエ細胞

の神経突起(軸索と樹状突起)、細胞体のいずれも標識する。GCaMP7a はプルキンエ細

胞では発現していない(F 内挿入図)。Scale bars: (C, G) 50 μm, (D-F, H-J) 20 μm, (F, J

の挿入図) 10 μm  
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表 4. 小脳内ニューロンにおける GCaMP7a の発現 

 GCaMP7a 陽性細胞 GCaMP7a・Neurod1 陽性細胞 比率 (%) 

標本 1 305 281 92.13 

標本 2 311 276 88.75 

標本 3 293 269 91.81 

    

 GCaMP7a 陽性細胞 GCaMP7a・Pvalb7 陽性細胞 比率 (%) 

標本 1 295 0 0 

標本 2 288 0 0 

標本 3 306 0 0 

3 個体の Tg(elavl3:GAL4-VP16); Tg(UAS:GCaMP7a) 20 dpf 仔魚の脳矢状断切片(14 

μm)を作製し、抗 GFP 抗体(GCaMP7a 用)と抗 Neurod1 抗体(上の表、図 23C-F)ある

いは抗 Pvalb7 抗体(下の表、図 23G-J)による二重免疫染色を行った。各個体の脳にお

いて、5 切片を解析に用いた。GCaMP7a 陽性細胞、GCaMP7a・Neurod1 陽性細胞、

GCaMP7a・Pvalb7 陽性細胞の数を計測した。GCaMP7a 陽性細胞に対する

GCaMP7a・Neurod1 陽性細胞の比率及び、GCaMP7a 陽性細胞に対する GCaMP7a・

Pvalb7 陽性細胞の比率を示している。約 90%の GCaMP7a 陽性細胞において顆粒細

胞のマーカーである Neurod1 が共発現しており、一方でプルキンエ細胞のマーカーで

ある Pvalb7 とは共発現していなかった。 
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考察 

 

ゼブラフィッシュにおける古典的恐怖条件付け学習 

哺乳類や金魚において小脳神経回路に依存する条件付け徐脈が観察されることか

ら、条件付け徐脈は脊椎動物間で保存された小脳を介した恐怖反応であることが示唆

される。ゼブラフィッシュにおいては 5 dpf までに単純な小脳神経回路は形成され

[8]、プルキンエ細胞は顆粒細胞からの単純スパイク及び登上線維からの複雑スパイク

を示すことが報告されている[37-39]。これらの知見は、小脳神経回路が初期の段階で

機能的であることを示しているが、早期の仔魚がなぜ効率的に学習しないのかという

疑問が生じる(第 3 章)。これに関して、早期の仔魚における登上線維は視覚や運動と

いった単純な情報は符号化するが、網膜像の動き調節のような運動適応は符号化して

いないことが分かっている[38]。従って、小脳神経回路が恐怖条件付けのような複雑

な行動を制御するためには、十分な成熟時間が必要であると考えられる。 

 

小脳は恐怖条件付け学習に関与している 

小脳体における顆粒細胞の機能阻害を行った結果、恐怖条件付けは抑制されなかっ

たが、条件刺激誘発の徐脈反応を延長させた(図 15)。また、probe session の間条件刺

激によって活性化される条件付け関連ニューロンを小脳体内に特定し、これらのニュ

ーロンが顆粒細胞である可能性が高いことを示した(図 18, 23, 表 4)。顆粒細胞阻害仔

魚では、小脳体内の約半数の成熟した顆粒細胞でボツリヌス毒素が発現していた(図

15F-H, 図 16, 表 3)。本研究の結果から、小脳体内の少なくとも一部の顆粒細胞は条

件付け反応からの回復を制御していることを示している。顆粒細胞阻害仔魚において

条件刺激誘発徐脈の初期は比較的正常であるが、徐脈からの回復が遅れており(図

15J)、顆粒細胞が回復の段階で関与していることを示唆している。 

これまでの研究により、金魚[34, 35]や哺乳類[30-32]において小脳活動を阻害すると

条件付け徐脈反応が消失することが知られている。また、哺乳類において下オリーブ

核[29]や中位核(深部小脳核) [32]を阻害すると恐怖条件付けが消失することも報告され

ている。本研究による発見は、恐怖条件付け反応に小脳神経回路が積極的な役割を果

たしているというこれらの報告とは対照的である。これは、阻害した細胞集団の違い

から起こったと考えられる。これまでの阻害実験においては小脳機能を非特異的に破

壊しているが、小脳神経回路は抑制性プルキンエ細胞、興奮性顆粒細胞、それに伴う
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様々なシナプス可塑性で複雑に構成されており、恐怖条件付け学習における小脳の役

割について詳細な解析は困難であった。本研究では、顆粒細胞を介したシナプス伝達

を選択的に阻害することで(図 15)、以前までの報告では観察できなかった条件付け徐

脈反応からの回復を制御しているという顆粒細胞の役割を明らかにした。発生初期段

階から長期にわたり顆粒細胞の神経伝達阻害を行うと、小脳神経回路の再配線により

表現型が軽減する可能性があった。それにもかかわらず、本研究の成果から、たとえ

小脳神経回路の再配線が起きても、顆粒細胞は条件付け反応の回復に関与しているこ

とが示唆された。 

 

ゼブラフィッシュ小脳における機能領域 

哺乳類の小脳虫部を阻害したこれまでの報告[30-32]により、小脳虫部は古典的恐怖

条件付けにおける自律神経系の反応に関与していることが示唆されている。本研究に

より、ゼブラフィッシュにおいては小脳体の顆粒細胞が条件付け徐脈反応に関与して

いることを発見した(図 15)。小脳体に位置する顆粒細胞は吻側内側(小脳弁/小脳体)の

プルキンエ細胞樹状突起へと軸索を伸ばしており、尾部側方(小脳尾葉/顆粒隆起)の顆

粒細胞は小脳体内の尾部側のプルキンエ細胞樹状突起と後脳背側のクレスト細胞樹状

突起に投射[14, 15]、尾部側のプルキンエ細胞は前庭系へと軸索を伸ばしている[8, 41, 

122]。これらのことから、小脳神経回路は吻側内側と尾部側方で異なることが考えら

れる。また、尾部側のプルキンエ細胞は視運動性反応を制御し、吻側内側のプルキン

エ細胞は遊泳行動を制御していると報告されており[41]、ゼブラフィッシュ小脳内に

も機能領域が存在することが考えられる。本研究の結果、真骨魚類小脳における吻側

内側小脳神経回路が、機能的に哺乳類の小脳虫部に相当しており、条件付け自律神経

系の反応を制御していることが示唆された。 

 

小脳ニューロンの学習機構 

Acquisition session の開始時において、無条件刺激によって小脳体・顆粒隆起・小

脳尾葉の小脳ニューロンを活性化する一方、条件刺激では活性化しなかった(図 18, 

19)。この結果は、条件刺激のみに対して反応する小脳ニューロンはほとんどないこと

を意味しているが、条件刺激に誘発された低活動を見落としている可能性も考えられ

る。小脳神経回路における学習過程は、様々なシナプスの可塑的変化で起こる。平行

線維-プルキンエ細胞間のシナプスにおける長期抑圧(long-term depression: LTD)及び
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長期増強(long-term potentiation: LTP)、苔状線維-中位核(深部小脳核)間のシナプスで

起こる LTP、苔状線維-顆粒細胞間のシナプスにおける LTP が小脳学習に重要な役割

を果たしていると考えられている[18, 24, 123-126]。本研究により、顆粒細胞あるいは

顆粒細胞への入力で、条件刺激と無条件刺激からの情報を統合する学習過程が起こる

ことを示唆している。このメカニズムと他のシナプスにおける LTD/LTP が協調して起

こることで、恐怖条件付け反応を制御している可能性がある。Probe session において

条件刺激のみ繰り返し呈示すると、条件付け関連ニューロンの活動は減少した(図

19E)。顆粒細胞の活性もまた、学習中に生じる条件刺激-無条件刺激間の統合と同じシ

ナプスレベルで減少していると考えられる。 

条件付け関連ニューロンは acquisition session の間に徐々に条件刺激誘発の活動を

獲得していったが(図 19)、仔魚は acquisition session の途中で徐脈反応を示した(図

12)。神経活動と心拍数の同時計測により、条件付け関連ニューロンが活動する際に徐

脈反応が観察された(図 21, 22)。これは、小脳顆粒細胞(条件付け関連ニューロン)を活

性化するための閾値が存在していることを意味している。学習顆粒細胞の活動がこの

閾値を超えたとき、ゼブラフィッシュ仔魚は条件付け徐脈反応を示し始める。そし

て、学習顆粒細胞の活性が閾値以下に達するまで条件付け反応を継続すると考えられ

る(図 13, 少なくとも probe session の 10 試行では起こらなかった)。 

 

顆粒細胞による条件付け徐脈反応の制御 

哺乳類において、恐怖条件付け反応獲得後に平行線維-プルキンエ細胞間に LTP が

生じることが報告されている[125, 127]。一方、瞬目反射条件づけの間にプルキンエ細

胞の単純スパイクが抑制されることも報告されている[128, 129]。また、金魚における

恐怖条件付けにおいて、いくつかのプルキンエ細胞で単純スパイクの増加が観察され

るが、多くのプルキンエ細胞では単純スパイクの減少を示す[130]ことから、真骨魚類

では恐怖条件付けの間にプルキンエ細胞の活動はほとんど抑制されていると考えられ

る。プルキンエ細胞の活動が抑制されることで、投射ニューロンの活動が上昇し、こ

れが恐怖条件付け反応の発現の要因を担っている可能性がある。本研究の結果、顆粒

細胞は条件付け徐脈反応からの回復に関与していることが示唆された。この結果は、

条件付け関連ニューロン(顆粒細胞)の活動が増加することでプルキンエ細胞を活性化

し、それに伴い eurydendroid 細胞と条件付け反応を抑制するという興味深い可能性を
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示した。これについては、恐怖条件付けの間にプルキンエ細胞及び eurydendroid 細胞

のイメージングや活性操作実験により、明らかにすることができると考えられる。 

本研究ではさらに、恐怖条件付けに関与している 2 種類の条件付け関連ニューロン

を発見した(図 23)。これらのニューロンが条件付け徐脈からの回復に関与しているこ

とを考えると、type I と type II ニューロンはそれぞれ回復の初期段階及び後期段階で

役割を果たしていると考えられる。Type I ニューロンは徐脈を誘発するプログラムと

協調的に開始される回復プログラムに関与しており、type II ニューロンは感覚情報あ

るいは徐脈の命令が、2 次的に回復プログラムを活性化するフィードバック機構にお

いて役割を果たしている可能性がある。他の可能性としては、これらのニューロンは

互いに近接して存在しているため(図 23)、同じ苔状線維の入力を共有していることが

考えられる。苔状線維入力に対する type I と type II ニューロンの感受性の違いが、活

動時期の違いの要因担っている可能性がある。Type I と type II ニューロンを選択的に

刺激あるいは抑制可能になれば、恐怖条件付けにおけるこれらのニューロンの詳細な

役割が明らかになるであろう。 

本研究の結果、ゼブラフィッシュは古典的恐怖条件付け学習における小脳神経回路

の役割を研究するための良いモデルであることが示された。今後、小脳神経回路の各

構成要素の機能を解明するために、光遺伝学やゲノム編集技術、変異体を用いること

で、小脳の情動における役割の詳細な理解に繋がると考えられる。  
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第 5 章. 総括 

 

本研究では、これまで明らかにされていなかった古典的恐怖条件付け学習における

小脳神経回路の役割について、ゼブラフィッシュを用いて解析を行った。 

第 2 章では、ゼブラフィッシュ小脳神経回路を自由に操作可能な Gal4 トランスジ

ェニックゼブラフィッシュ系統の樹立を行った。これにより、小脳神経回路素子の

各々の可視化や活動操作、Ca2+イメージングが可能となった。 

第 3 章では、ゼブラフィッシュ仔魚における古典的恐怖条件付け学習方法の確立を

行った。LED 照明の消灯を条件刺激、電気ショックを無条件刺激として用い顕微鏡ス

テージ上で学習させ、条件刺激により恐怖応答反応(心拍数の減少: 徐脈)を誘導する学

習システムを確立した。条件刺激と無条件刺激を組み合わせて繰り返し提示すると、

約 40%のゼブラフィッシュ仔魚で、条件刺激提示に誘発された徐脈反応を示した。 

第 4 章では、小脳神経回路の入力に関わる顆粒細胞特異的にボツリヌス毒素を発現

させ機能阻害した上で、恐怖条件付け学習を行った。その結果、学習後の徐脈反応は

起きるが、徐脈からの回復が遅くなることが分かった。最後に、全てのニューロンで

Ca2+インジケーターGCaMP7a を発現させ、恐怖条件付け学習中の小脳ニューロンの

リアルタイムイメージングを行った。その結果、小脳内の特定の領域内に限局した条

件付け依存的な活動が観察された。さらに、これらの活動のタイミングには 2 種類の

パターンが存在し、これらのニューロンは顆粒細胞であることが免疫染色により考察

された。 

本研究により、小脳内の限局した領域内の顆粒細胞が、恐怖条件付け学習における

条件反応に重要な役割を果たしていることが示唆された。今後は、ゲノム編集により

得られる変異体、個々の小脳ニューロンにおける Ca2+イメージングや光遺伝学的操作

を用いることで、恐怖条件付けにおける小脳の役割のさらなる解明が可能であると考

えられる。  
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