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概要 

脳の活動はニューロン自身と回路の特性によって制御されている。脊椎動物では大多数

のニューロンは活動電位を発生させて（発火と呼ぶ）、次のニューロンに信号を伝達する。し

たがって、ニューロン回路を構成する個々のニューロンの発火特性は脳の活動を左右する重

要な役割を果たす。さらに、ニューロンがシナプスという部位で結合したニューロン回路が、

システムとしての機能を発揮する。 

私は本学理学研究科博士課程において、脳のこの 2 つの重要な側面について、サカナの

逃避運動を駆動する回路を対象にして研究してきた。具体的には、モデル脊椎動物として注

目されるゼブラフィッシュが侵害刺激から素早く逃げる逃避運動を制御する逃避回路を対象

にして、その中心的な役割を果たす「マウスナー細胞」と呼ばれる網様体脊髄路ニューロン

の発火特性と抑制性回路を、分子生物学的、神経生理学的および行動学的手法によって解析

した。マウスナー細胞を中心とするサカナの逃避運動回路は感覚入力から運動出力までの基

本回路が細胞レベルで同定されている。マウスナー細胞はサカナの後脳の左右に一対存在し、

聴覚・視覚・触覚・側線感覚を受け、脊髄の運動ニューロンと介在ニューロンに出力を送っ

ている。侵害刺激を受けると左右 1 対のマウスナー細胞の片方が活動電位を発生し、逃避運

動の最初におこる胴の素早い屈曲をトリガーすることが知られている。したがって、マウス

ナー細胞を中心とする逃避運動回路は 1 つの中枢ニューロンの活動が運動に直接反映される

独特の系であり、ニューロン自身の興奮性やニューロン回路の特性が運動に直接結びついて

理解できる特長がある。 

マウスナー細胞は後脳分節に繰り返し配置されている網様体脊髄路ニューロン群の一つ

であり、隣接する分節には、マウスナー細胞と共通の形態学的特徴を持ち、同じように聴覚

入力を受ける相同ニューロンが存在する。相同ニューロンは通常のニューロンと同様に入力

量に応じた周波数で活動電位を発生するのに対して、マウスナー細胞は大きな入力に 1 発の

みの活動電位を発生する（単発発火特性）。マウスナー細胞の特殊な発火特性は発達段階で獲

得される。この現象は、「脳のニューロンが発達段階でそれぞれ固有の興奮性を獲得するモデ

ル」になると考え、私はマウスナー細胞が発達段階で特有の単発発火特性を獲得する分子基

盤明らかにすることを第一の研究目的とした。 

また、サカナの迅速な逃避運動は、特に聴覚入力によるものは、左右一対存在するマウ

スナー細胞の一方が活動して、刺激と反対側に逃げると理解されている。一対の片方が活動

するためには、左右のマウスナー細胞間の相互抑制回路（特に相反抑制回路と呼ぶ）が重要

な役割を果たすと考えられてきたが、その回路の詳細は不明のままであり、役割について検

討されないままになっていた。この系は、左右対称に構成された我々の脳が左右非対称に働

く回路モデルを提供すると考え、その回路構成を細胞レベルで明らかにし、相反抑制回路が



逃避運動に果たす役割を調べることを第二の研究目的とした。 

第一の研究目的に対しては、発達段階のゼブラフィッシュを用いて、活動電位の発生パ

ターンの変化をマウスナー細胞と相同ニューロンの間で調べ、M 細胞の単発発火にとって必

要な 2 つの低閾値型カリウムチャネルとその修飾サブユニットをクローニングして、チャネ

ルのキネティックを調べ、それぞれが単発発火に果たす役割を調べた。この研究は渡邉貴樹

氏（現、東京大学）との共同研究で、成果は 2 編の国際誌に発表した（Watanabe et al. 2014, 

2017)。Watanabe et al.(2014)は渡邉貴樹氏の博士学位論文の副論文となっている。 

第二の研究目的に対しては、左右のマウスナー細胞間の相反抑制回路の構成と機能の解

析を私自身が中心になって行い、Shimazaki et al.(2019)に発表した。マウスナー細胞間の相

反抑制回路については、これまで中継する介在ニューロンの具体的な数と場所が不明瞭であ

ったために、行動への寄与が不明であった。本研究では、中継ニューロン候補に緑色蛍光タ

ンパク質を発現するゼブラフィッシュを活用して、相反抑制回路を細胞レベルで明らかにし

た。さらに電気生理学的解析、イメージングおよび行動学的な解析で、この相反抑制回路が

左右非対称運動を生み出す上で重要であること、相反抑制回路は脳と脊髄で多重に存在し高

度に運動制御をしていることを明らかにした。 
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要旨 

脳の活動はニューロン回路の活動で表現される。ニューロン回路の活動は回路の構成と

構成素子であるニューロンの特性およびニューロン間のシナプス伝達特性で決まる。ニュー

ロンは基本的に活動電位を発生させて（発火と呼ぶ）、次のニューロンに信号を伝達する。し

たがって、脳の活動は、さまざまな発火特性を持ったニューロンがシナプスという部位で結

合した、ニューロン回路のシステムとしてのはたらきを示している。脳の活動がどのように

制御されているかを解明するためには、特定のはたらきを担うニューロン回路を構成する

個々のニューロンを同定したうえで、ニューロン活動を制御するメカニズムやニューロン回

路の特性を調べることが重要となる。本研究では、モデル脊椎動物として注目されるゼブラ

フィッシュが侵害刺激から素早く逃げる逃避運動を制御する逃避回路を対象にして、その中

心的な役割を果たす「マウスナー(M)細胞」と呼ばれる巨大な網様体脊髄路ニューロンに着目

した。M 細胞は特異的な発火特性と明快な回路構成をもつ。本研究では、①M 細胞の発火特

性の分子基盤と②M 細胞の活動を制御する抑制回路の構成と抑制回路の行動における役割を、

分子生物学的、形態学的、神経生理学的および行動学的手法によって解析した。 

M 細胞は魚の後脳の左右に一対存在し、聴覚・視覚・触覚・側線感覚などの感覚入力を

受け、脊髄の運動ニューロンと介在ニューロンに出力を送り、それら侵害刺激からの逃避運

動を駆動する。なかでも聴覚入力からの逃避では、原則的にどちらか一方の M細胞が活動し、

脊髄にある運動ニューロンを直接または間接的に興奮させ、反対側の胴筋を収縮させること

で素早い屈曲を駆動し、逃避運動を開始する。このように、M 細胞を中心とするサカナの逃

避運動回路は感覚入力から運動出力までの基本回路が細胞レベルで同定できるため、個々の

ニューロンやニューロン回路の活動がどう行動に結びつくかを調べる上で有用なモデルとな

る。M 細胞は後脳分節に繰り返し配置されている網様体脊髄路ニューロン群の一つであり、

隣接する分節には、M 細胞と共通の形態学的特徴を持ち、同じように聴覚入力を受ける相同

ニューロン(MiD2cm 細胞、MiD3cm 細胞)が存在する。MiD2cm/MiD3cm 細胞は多くのニュー

ロンと同様に入力量に応じた周波数で活動電位を発生するのに対して、M 細胞は大きな入力

の開始時に 1 発のみの活動電位を発生する（単発発火特性）。また、面白いことに、M 細胞の

特殊な発火特性は発達の段階で獲得される。このような性質をもつ M 細胞に着目し、M 細胞

が発達段階で特有の単発発火特性を獲得する分子基盤を明らかにすることを第一の研究目的

とした。 

ゼブラフィッシュを用いて、活動電位の発生パターンの変化を M 細胞と相同ニューロン

の間で調べた。さらに、薬理学的実験もあわせて活動電位の変化を調べたところ、M 細胞の

単発発火特性には 2 つの低閾値型の電位依存性カリウムチャネルが必要であることを見出し

た。そこで 2 つの異なる低閾値型チャネルとその修飾サブユニットを着目して、その発現解
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析、機能解析を行い、それぞれが M 細胞単発発火に果たす役割を調べた。その結果、M 細胞

には 2 種類の低閾値型カリウムチャネル（Kv1.1 チャネルと Kv7.4 チャネル）が発現してい

た。共に低閾値型カリウムチャネルであったが、キネティクスが異なっていた。Kv1.1 チャ

ネルは脱分極直後に全開するような速いキネティクスを示した。さらに、調節因子 Kvβ2 と

共発現すると電流量が増えるだけでなく、更に脱分極側でチャネルの開き方が速くなった。

一方、Kv7.4 チャネルは脱分極してからゆっくり開き始め、その速度は Kv1.1 より 10 倍遅か

った。また、Kv1.1 は M 細胞にも相同ニューロンの MiD2cm/MiD3cm 細胞にもしているが、

調節因子 Kvβ2 は M 細胞が単発発火特性を獲得し始める 3 日齢以降に M 細胞のみに特異的に

発現する。一方、Kv7.4 は発達初期(2 日齢)から M 細胞に発現し、MiD2cm/MiD3cm 細胞には

発現していない。以上の結果より、特性の異なる 2 つの低閾値型カリウムチャネルの発現が

M 細胞で組み合わされることが、M 細胞の特殊な単発発火特性を生み出す上で重要であるこ

とを示した。 

次に、左右の M 細胞の活動を制御する相反抑制回路に着目し、その回路構成を細胞レベ

ルで明らかにし、相反抑制回路が逃避運動に果たす役割を調べることを第二の研究目的とし

た。サカナの迅速な逃避運動は、基本的に左右一対存在する M 細胞の一方が活動して、刺激

と反対側に逃げると理解されている。一対の片方が活動するためには、左右の M 細胞間の相

互抑制回路（特に相反抑制回路と呼ぶ）が重要な役割を果たすと考えられてきたが、これま

で相互抑制回路を中継する介在ニューロンの具体的な数と場所が不明瞭であったために、M

細胞の活動および行動への寄与が不明であった。本研究ではまず、特定の 2 つの中継ニュー

ロン(Ta1 細胞と Ta2 細胞)をラベルするトランスジェニックラインを見つけ出し、Ta1/Ta2 細

胞が相反抑制の主要な経路となることを示した。Ta1 細胞と Ta2 細胞を破壊した仔魚では、

M 細胞で観察される相反抑制の IPSP の大きさが 1/3 以下まで減少した。カルシウムイメー

ジングと電気生理実験より、Ta1/Ta2 破壊個体では音/振動刺激に対して M 細胞の両発火の確

率が大きく増加した。さらに行動実験より、Ta1/Ta2 細胞破壊個体では音/振動刺激によって

誘起される逃避運動時の屈曲が浅くなることが示された。これらの結果は M 細胞の両発火が

起こりやすくなり、逃避運動が損なわれることを示唆している。我々の研究によって左右の

M 細胞間の相反抑制の主要な回路構成と行動における重要性を示した。過去の研究で、左右

の M 細胞が発火しても、サカナの脊髄に存在する相反抑制回路が働き、正常に逃げられるよ

うに補正されることが報告されていた。しかし、逃避運動において、脊髄と脳（左右の M 細

胞間）にそれぞれ相反抑制回路が存在する理由は不明であった。本研究によって、脳と脊髄

で多重に相反抑制回路が働くことで、左右の神経回路の活動が著しく非対称性になり、サカ

ナは一方向に体を屈曲させすばやく逃げられることが明らかになった。
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第 1章 序論：ニューロンの発火特性と回路機能 

 

脳がどのようにして我々の行動を制御しているかを理解することは、神経科学において

重要な課題である。脳は膨大な数のニューロン(神経細胞)によって構成されており、個々のニューロ

ンは活動電位と呼ばれる電気信号を発生して情報をコードする。さらにニューロンが複数組み合わさっ

て神経回路を構成し、脳の情報処理を担う。従って、脳の活動は活動電位を発生するニューロンから構

成されるニューロン回路網の活動としてとらえることができる（もちろん、脳には活動電位を発生せず

に機能するニューロンやニューロンの活動を調節するグリアも存在するが、ここでは活動電位を発生す

るニューロンに焦点を当てて議論を進める）。ニューロンは感覚器や他のニューロンからの入力を受け、

膜電位が閾値以上に達すると活動電位発生する。これを発火と呼ぶ。活動電位は多くの場合、細胞体か

ら軸索が伸び始める軸索起始部で発生し、軸索へと伝わる。軸索を伝播した活動電位は神経末端まで伝

わり、その情報はシナプスと呼ばれる結合部を介して次のニューロンへと伝達され、その結果膜電位が

閾値に達すれば次のニューロンが活動電位を発生する。そのような事象が脳内で起こるニューロン回路

網の活動となり、我々の感覚、運動、思考、感情、意識などの実態となる。 

脳を構成する各ニューロンの活動電位は「全か無か」の法則（全無則という）にしたがって発生す

るために、その形はほぼ定型化しており、神経細胞ごとの違いがあまりない。しかし、活動電位の頻度

と数の違いによって、さまざまな発火パターンを作り出し、多様な情報をコードする。実際に、脳のニ

ューロンは機能に応じて様々な発火パターンを示す。例えば、視床の中継ニューロンは脱分極入力に対

して一定の時間間隔で持続的な発火(tonic firing)パターンを示し、大脳皮質の錐体細胞は次第に発火頻度

が減少する一過的な発火(phasic firing)パターンを示す(Connors and Gutnick, 1990; 図1)。このような

様々な発火特性は感覚情報をコードする上で極めて重要な役割をもつ。哺乳類、鳥類、サカナの聴覚系

には、一般的に持続的に発火するニューロンと一過的に発火するニューロンが存在し(Carr and Soares 

2002; Fukui and Ohmori 2004; Nakayama and Oda, 2004; Yang and Feng 2007; Kalluri et al., 2010)、持

続的に発火するニューロンは音の強度をコードし、一過的に発火するニューロンは音刺激のタイミング

をコードしていると理解されている (Oertel 1999)。 

それでは、脳を構成するニューロンの活動はどのように決まるのだろうか？まず、重要なのが、ニ

ューロン自身が入力を受けた時に、どのように活動電位を発生するかというニューロンの興奮性である。

もう一つは、ニューロンとニューロンの結合によって形成される回路の特性も、各ニューロンの活動を

左右する。ニューロン自身の興奮性は細胞膜に発現する電位依存性のチャネルに大きく依存する。1963

年にノーベル医学生理学賞を受賞したAlan HodgkinとAndrew Huxley は、イカの巨大神経をモデルに

して神経細胞自身の発火特性は基本的に電位依存性のナトリウム(Nav)チャネルと電位依存性のカリウ

ム(Kv)チャネルの2つのチャネルで説明できることを示した(Hodgkin and Huxley, 1952)。 
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活性が速い内向きのナトリウム流によって膜電位が上昇し、それに遅れて活性化する外向きのカリ

ウム流が膜電位を下げると、一般的な活動電位が形成される。その後の膨大な研究で、電位依存性チャ

ネルはNav, Kv,  Cav, CNG, HCN,TRPチャネルファミリーからなる 約140のチャネルから構成される

ことが示された(Moreau et al., 2014, 図2A)。そのなかで、ニューロンのさまざまな興奮性を議論する

上で注目されるのは、Kvチャネルの多様性である。哺乳類ではNa チャネルが1 ファミリーと9 つの

サブファミリーしかないのに対して、Kvチャネルには12ファミリーの40 種以上の巨大なサブファ

ミリーがある(Moreau et al., 2014; Catterall et al., 2005; Gutman et al., 2005; Shieh et al., 

2000)。個々の Kv チャネル遺伝子は α サブユニットと呼ばれる 6 回膜貫通型のタンパクをコ

ードしており、α サブユニットが 4 つ結合してひとつのチャネルを形成する(図 2B)。さらにサ

図 1 脳のニューロンのさまざまな発火パターン 

ラットの脳ニューロンのさまざまな発火パターン。ニューロンに矩形波の

脱分極電流を注入すると、ニューロンごとに特異的な発火パターンを示す。

脱分極刺激の最初だけ高頻度で発火するバースト発火や、脱分極電流を流

している間は持続的に一定の間隔で発火するトーニック発火などがある。

これらはニューロン自身の興奮性で決まる発火特性と呼ばれ、ニューロン

がそれぞれ入力の異なる情報を抽出する。 
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ブユニットのヘテロ結合によって、Kv チャネルのさまざまな電気特性が生まれる(Dodson et 

al., 2002; Gutman et al., 2005; Yuan,2006; Johnston et al., 2010)。チャネルの阻害剤を用いた

実験から、この Kv チャネルの多様性が脳のニューロンの多様な興奮性を生み出すことが示唆

されている(Jonston et al., 2010)。本研究においても、Kv チャネルの発現に着目して、サカ

ナの脳内で特異的な発火パターンを示し、サカナの運動制御に於いて特別の役割を果たすニ

ューロンが、どのように特異的な興奮性を獲得したかを、発達段階を踏まえてその分子基盤

を解明した。 

脳のニューロン活動を決めるもうひとつの要素はニューロン回路の特性である。例えば、我々

が匂いをかぎ分けるとき、複数の異なる匂い分子を受容しても、通常は一番強い匂い(臭い匂いなど)を

検出する。これは、嗅上皮から匂い情報受ける嗅球のニューロンの間で、互いに抑制する機構があるか

らとされている(図 3)。活動量の大きなニューロンから隣のニューロンに大きな抑制が働いて、活動量

の小さいニューロンの発火が抑えられ、その結果、特定の匂いが検出しやすくなる(Yokoi et al., 1995; 

Clelnad and Linster, 2012)。このような、ニューロンが互いに抑制しあう機構を相互抑制あるいは側方

抑制と呼ばれ、視覚や触覚などの感覚系でも重要な役割を果たしている。また、左右の脳の間には脳梁

を介して相互に抑制して、利き手で書字したり、左右で役割の違う動作をするなど手足を左右非対称に

うごかす上で重要であるとされているが、ニューロン回路の実態は不明である。 

A B 

図 2  Kv チャネルの多様性とチャネル機能の調節機構 

A, 電位依存性チャネルの分子系統樹(Moreau et al. 2014)。黒い線で囲まれている部分は

Kv チャネルファミリーである。Kv チャネルは電位依存性チャネルの中で最も大きいフ

ァミリーである。B, Kv7(KCNQ)チャネルの α サブユニットの構造と調節因子の作用箇所

(Brew et al. 2003)。Kv7 の α サブユニットは 6 回膜貫通をもつ。Kv7α サブユニットはア

センブリドメインで他の Kv7α サブユニットと結合し、そして 4 量体になってひとつの

チャネルとして機能する。 
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脳を構成するニューロンの興奮性とニューロン回路の特性を調べている研究は膨大にあ

り、これまでの形態学的研究や電気生理学的・行動学的解析だけでなく、ニューロン活動の

イメージングや光遺伝学などの新しい手法の導入により、更に発展している。しかし、脳の

ニューロンをそれぞれ単一に同定したうえで、そのニューロンの特性を調べ、更に回路に組

み込まれた機能を解明するのは、容易ではない。なぜなら、脳の個々のニューロンを特定す

ることが、通常の脊椎動物では極めてむずかしいからである。我々は、ゼブラフィッシュの

脳の中に左右 1 対しか存在せず、更に逃避運動のみを駆動することが知られている後脳のマ

ウスナー(Mauthner, M)細胞を対象にして、M 細胞の特異的な興奮性と M 細胞回路の行動制御

における役割までを系統的に調べてきた。本学位論文では、M 細胞が発達段階で特異的な単

発発火特性を獲得する分子基盤と、左右の M 細胞が相互に抑制して、一方へ素早く逃避する

回路（相反性抑制回路と呼ぶ）の同定と役割を調べた成果のうち、学位申請者が寄与した研

究についてまとめた。 

 

脊椎動物の脳神経を調べる上で優れたモデル生物であるゼブラフィッシュ 

ゼブラフィッシュは脊椎動物の発生や神経科学のモデル動物として注目されている。発

生初期は体が比較的透明で、ニューロンが同定しやすいこともあり、電気生理(Eaton and 

Farley 1975; Eaton et al., 1977; Kimmel et al., 1981,1979; Myers et al., 1986; Koyama et al., 

2016)、カルシウムイメージング(Fetcho and O'Malley 1995; Kohashi and Oda 2008; O'Malley 

et al., 1996; Takahashi et al., 2002; Dunn et al., 2016)、レーザーによる神経破壊 (Kohashi et 

al., 2012; Liu and Fetcho 1999; Satou et al., 2009)などの様々手法を用いて運動を生み出す神

経回路やその活動に関する研究が行われている。また、遺伝子操作しやすい利点があり、有

用なトランスジェニック系統が確立されている。例えば、特定のニューロンに GFP を発現さ

せてニューロンを可視化したり(Higashijima et al. 2000; Higashijima et al. 1997; Kawakami 

2005; Kimura et al., 2014)、GCaMP、光活性化タンパク質を発現させて、単一細胞レベルで

の神経活動を光遺伝学的に観察、刺激/抑制できる(Ahrens et al. 2013; Arrenberg et al. 2009; 

Douglass et al. 2008; Kimura et al. 2013; Muto et al. 2011)。さらに、多くのニューロンが個々

図 3 嗅覚回路の相互抑制 

嗅球の相互抑制回路。嗅細胞(olfactory sensory 

neuron)で匂い物質を受容し、それが糸球体

(Gromerulus)を経て僧帽細胞(Mitral cell)へ匂

い情報が伝達される。複数のにおい物質を受け

取ったときに、隣り合う糸球体間で抑制が起こ

る。この抑制は特定の匂い情報を抽出したり、

ダイナミックレンジをあげるために重要であ

ると考えられている(Yokoi et al., 1995; Cleland 

and Linster, 2012)。 
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に同定されている(名前がつけられる)ので、個々のニューロンの特性や回路結合様式を調べる

ことのできるモデル脊椎動物として知られている。また、ゼブラフィッシュなどの硬骨魚類

の逃避行動の初期位相は必ず体を屈曲させる再現性のある運動を示すため、行動を解析しや

すい。さらに、逃避運動を駆動するニューロンや運動を制御するニューロンの多くは同定可

能である。本研究ではゼブラフィッシュの逃避運動とその運動を駆動するニューロンに着目

し、そのニューロンの活動を制御する“分子基盤”と“回路構成”の解明を目指した。 

 

素早い逃避運動を駆動するマウスナー(M)細胞は刺激入力時にただ 1 回のみ発火

する 

硬骨魚類の素早い逃避運動は後脳の第 4 分節に左右一対ある巨大な網様体脊髄路ニュー

ロンであるマウスナー(M)細胞が音・振動刺激に応じて発火することで駆動される(Zottoli, 

1977; Eaton et al., 1981; Burgess and Granato, 2007; Kohashi and Oda, 2008)。この時、刺

激時にただ1回発火するという極めて特徴的な発火特性を示す(単発発火特性、図4)。これは、

刺激の来たタイミングをコードしていると考えられている。一方、M 細胞に隣接する第 5、6

分節にある RS ニューロンはそれぞれ MiD2cm 細胞と MiD3cm 細胞と呼ばれ、M 細胞と形態

学的に相同な構造をもつが、その発火特性は M 細胞とは大きく異なり、刺激の大きさに応じ

て連続発火することが知られている(Nakayama and Oda, 2004 図 4)。これは刺激の大きさ

をコードしていると考えられる(Watanabe et al., 2014)。面白いことに M 細胞は発達初期では

MiD3cm 

MiD2cm 

M 細胞 

マウスナー細胞 

(M 細胞) 

Nakayama and Oda, 2004 

図 4  硬骨骨魚類の後脳にある M 細胞と相同ニューロンの異なる発火特性 

A, 硬骨魚類の後脳網様体脊髄路(RS)ニューロン群。硬骨骨魚の後脳は前後軸方向に 7 つの

分節を形成する(r1～r7)。第 4 分節(r4)には左右一対の巨大な RS ニューロンであるマウスナ

ー(M)細胞が配置されている。B, 後脳には軸索走行や樹状突起の形態学的特長がよく似た相

同 RS ニューロンが隣接する分節に存在する。第 4 分節の M 細胞と第 5 分節の MiD2cm と

第 6 分節の MiD3cm は共通の形態学的特徴を持ち、共通の感覚入力を受る。しかし、その

発火特性は大きく異なる。M 細胞は刺激入力時にただ 1 回のみ発火する(単発発火特性)。一

方、MiD2/3cm は刺激入力の大きさに依存して連続発火する(B の右側)。 
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連続発火し、発達に伴って単発発火特性を獲得することが知られている。このように M 細胞

と相同ニューロンは形態学的に似ており、発達初期ではともに連続的に発火するが、発達に

伴って M 細胞のみが単発発火特性という個性的な発火を獲得する点で、この系は脳ニューロ

ンの機能分化や異なる発火特性を生み出す分子基盤を調べる上で良いモデルである。 

 

硬骨魚類の逃避運動に見られる典型的な非対称運動とそれを実現する回路 

ゼブラフィッシュ やキンギョがもつ M 細胞が活動すると逃避運動が駆動され、運動の

初期位相では胴体を“C”の字に屈曲(C-bend)する典型的な左右非対称運動が観察される。こ

の運動は左右対称な構造を持った脳が左右非対称な活動を生み出す回路構成や相反性抑制の

機能を調べる上で有用なモデルである(Faber et al., 1989; Korn and Faber, 2005)。なぜなら、

感覚入力を受けて運動出力するまでの基本的な回路がシンプルで同定が容易であり、そして、

キーとなるニューロンが行動にどれほど寄与するかを調べやすいからである。この逃避運動

は突発的な音刺激を受けて、左右一対ある M 細胞のうち、原則的にどちらか一方の M 細胞が

発火し、脊髄にある運動ニューロンを直接または間接的に興奮させ、反対側の胴筋を収縮さ

せることで引き起こされる(Yasargil and Diamond, 1968)。水中で高速で伝わる音/振動刺激は

左右の耳や浮き袋を通じて左右の M 細胞を同時に活動させうるのだが、不思議なことに、サ

カナは確実にどちらか一方向に向かって C-bend を起こす。これは硬骨魚類の後脳と脊髄に

ある 2 種類の相反性抑制が働くことで、片側の体幹のみが収縮できるようになっていると考

えられている(Diamond, 1971)。脊髄では、相反性抑制を構成する交差性抑制介在ニューロン

がキンギョ(Fetcho and Faber, 1988)、テンチ(Yasargi and Sandri, 1990)、そしてゼブラフィ

ッシュの仔魚 (Satou et al., 2009) で見つかっている。ゼブラフィッシュにおいて、相反性抑

制を構成する交差性抑制介在ニューロンは CoLo という名前で知られており、たとえ一方の

M 細胞が発火した後に反対側の M 細胞が発火しても、このニューロンは M 細胞から直接入力

を受けて反対側の脊髄運動ニューロンを抑制する。その結果、ゼブラフィッシュは体を左右

どちらか一方に屈曲でき、正常な逃避運動が実現される(Satou et al., 2009 図 10)。 

一方、後脳では、両側の M 細胞間に相反性抑制と呼ばれる抑制機構があることが、古く

からあることが知られていた(Furukawa and Furshpan, 1963)。これは M 細胞からの入力を受

けて活動する中継ニューロンが、反対側の M 細胞に接続しているグリシン作動性の介在ニュ

ーロンを興奮させることでおこる抑制である。後脳にある相反性抑制回路は先に発火した M

細胞が反対側のM細胞の活動を抑え、M細胞の片側発火を保障すると考えられていた(図 10)。

しかし、相反性抑制回路がどれほど両側の M 細胞の同時発火を抑えるのかや、逃避運動にど

のような役割を果たすのかについて、直接解析した例はなかった。その原因の一つは中継ニ

ューロンの同定である。これまでに、Cranial Relay Neurons (CRNs)と呼ばれるニューロンが、

M 細胞の相反性抑制回路を中継するニューロンの少なくとも一つであると理解されているが
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(Hackett and Faber, 1983b; Auerbach and Bennett, 1969; Kimmel et al., 1985; Koyama et al., 

2011)、中継ニューロンが全体としてどこにどれだけあるかは不明であったからである。本研

究では、この中継ニューロン候補に緑色蛍光タンパク(GFP)を発現するトランスジェニックゼ

ブラフィッシュを活用して、M 細胞の相反性抑制回路を同定し、両側の M 細胞の活動や逃避

運動の制御に果たす役割を調べた。 
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第２章 マウスナー細胞の単発発火特性を担う低閾値型カリウムチ

ャネル 

背景と目的 

ニューロンは膜電位が脱分極し閾値を超えると活動電位を発生する（発火と呼ぶ）。発火

の時間経過は大きく分けて、脱分極が続く間持続的に発火する連続発火(tonic firing)と一時的

に発火する一過性発火(phasic firing)に分かれる。連続発火する場合は、通常、脱分極の大き

さに依存した周波数で活動電位を発生するので、入力の量をコードしていると理解されてい

る。一過性発火の場合は、入力の時間微分に従って活動電位を発生することが多い。その中

でも特殊な例は、入力の開始時に単発あるいは数発の活動電位を発生するニューロンで、入

力の開始点をコードすると考えられている。哺乳類や鳥類の聴覚系では、音のタイミングと

いう時間情報をコードする単発発火特性を持つニューロンが見いだされている。それら単発

発火特性もつニューロンの一群は低閾値型カリウムチャネルの一つである Kv1 チャネルの

Kv1.1 サブユニットの特異的阻害剤(DTX-K)を投与すると連続発火するようになることから、

DTX感受性のKv1チャネルが単発発火特性の形成に必要であることが電気生理学や免疫染色

などの研究で示されている(Dotson et al., 2002; Fukui and Ohmori, 2004; Brew and Forsythe 

1995)。単発発火特性という、極めて特殊なニューロンは、この Kv1 チャネルを特異的に発

現して、連続発火するニューロンから機能的に分化したと考えられる。 

では、どのような過程を経てこの分化が起こったのであろうか？ 我々が研究対象とし

てきた硬骨魚の M 細胞も聴覚入力を主な入力として単発の活動電位を発生する。興味深いこ

とに、M 細胞と形態学的に相同なニューロン（MiD2cm 細胞と MiD3cm 細胞）が隣接する後

脳分節に繰り返されていて、それらも同じように聴覚入力を受けるが、M 細胞とは異なり、

連続発火する。成魚のキンギョでは、M 細胞は哺乳類や鳥類の聴覚系のニューロンと同様に、

DTX-I を投与すると単発からバースト発火へと発火パターンが変化することから、キンギョ

の M 細胞にも Kv1 チャネルが発現することが示唆されていた(Nakayama and Oda, 2004)。 

渡邉と私はゼブラフィッシュでも Kv1 チャネルが発現していると考え、さらに発達過程

をおって M 細胞の発火特性を調べて、M 細胞の単発発火特性の獲得過程および分子基盤を探

ろうとした。ゼブラフィッシュの胚から仔魚の M 細胞からパッチ記録を行い、脱分極入力に

対する発火パターンを解析し、更に DTX-I の効果から Kv1 チャネルの存在を推定したうえで、

Kv1 チャネルのサブユニットおよび調節因子をクローニングした。最終的に、クローニング

したサブユニット Kv1.1 とその調節因子 Kvβ2 をアフリカツメガエル卵母細胞に発現させて、

チャネルのキネティクスを電気生理学的に解明した。主な結果は以下の通りである。 
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(1) ゼブラフィッシュの M 細胞は発達初期(受精後 1～3 日、1～3 日齢)では連続して

発火し、発達と共に発火頻度が減少し、4 日齢で単発発火特性を獲得する. 

(2) Kv1.1 チャネルは M 細胞とその相同ニューロンである MiD2cm および MiD3cm

に発達初期から発現するが、調節因子 Kvβ2 は 4 日齢以降の M 細胞にしか発現

しない。 

(3) Kv1.1 サブユニットは、－65 mV よりも脱分極側で開く低閾値型カリウムチャネ

ルを形成する。 

(4) Kv1.1サブユニットは調節因子Kvβ2とともに発現すると、電流量が大きくなる。 

これらの結果から、M 細胞の単発発火特性の獲得には、Kv1 のサブファミリーである

Kv1.1 の発現に加えて、その調節因子である Kvβ2 が共発現して、Kv1.1 チャネル電流が大き

くなること重要だと結論した(Watanabe et al., 2014)。 

しかし、Kv1.1 の電流量の増加だけでは M 細胞の単発発火特性の獲得が説明できない部

分があることがわかった。単発発火を示す M 細胞に Kv1.1 電流を薬剤で阻害しても、発達初

期の M 細胞が示す長く持続する連続発火にならない。このことから、他の低閾値型のカリウ

ムチャネルが M 細胞の単発発火に寄与する可能性がでてきた。そこで単発発火に寄与するチ

ャネルとして Kv1 とは別の低閾値型カリウムチャネルである Kv7(KCNQ) チャネルに注目し

た。哺乳類や鳥類において、単発発火特性を示すニューロンには Kv1 チャネル他に低閾値型

の電位依存性KチャネルであるKv7(KCNQ)が重要だと報告されている(Johnston et al., 2010; 

Kalluri et al., 2010)。Kv7(KCNQ)チャネルには Kv7.1-Kv7.5 の 5 つのサブファミリーが存在す

る。サブユニットは 6 つの膜貫通ドメイン(S1-S6)を持ち、そのうちの S4 ドメインがカリウ

ム選択性のあるpore領域および電位センサーとして働く点でKv1チャネルと類似した分子構

造をもっている(Robbins, 2001; Schroeder et al,1998; Jentsch, 2000,  図 4) 。Kv7 チャネル

は Kv1 チャネルと同様に静止膜電位付近で活性化するが、Kv1 チャネルと比べて活性化の速

度が非常に遅いことから、ニューロンが長時間持続的に発火しないよう寄与していると示唆

されている (Solanki et al., 1999)。Kv7 と Kv1 チャネルが単発発火特性に必要だとそれぞれ

示されているものの、電気特性が大きく異なる 2 つのチャネルが同一のニューロンに発現し

た場合、単発発火特性への寄与がどのように違うかは不明瞭であった。 

本章では、M細胞が単発発火特性を獲得する分子基盤にKv7が最候補になると予想し、

それを確かめるべく実験を行った。まず、Kv7 チャネルの阻害剤を投与して、M 細胞の単発

発火特性に影響があるかを観察した。次に、ゼブラフィッシュの Kv7 チャネルのサブユニッ

トをクローニングし、in situ hybridization法を用いて、各発達段階でM細胞に発現するKv7 サ

ブファミリーを特定した。最後に、M 細胞に発現する Kv7 サブファミリーをアフリカツメガ

エルの卵母細胞に発現させて、その電気特性を調べた。M 細胞に発現していた Kv7.4mRNA

が、実際にタンパクとして、チャネルとして機能する保障はない。それを検証するためにア
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フリカツメガエルの卵母細胞を用いた再構成実験をおこなった。培養細胞とは異なり、アフ

リカツメガエルの卵母細胞は翻訳因子が豊富に蓄えられているので、チャネルの mRNA をイ

ンジェクションすれば、効率よく翻訳・発現できる。また、内在性のチャネルが極端に少な

いので、ほぼ純粋に強制発現させたチャネルの電気特性を記録することができる。そこで、

ゼブラフィッシュの Kv7.4/KCNQ4mRNA をアフリカツメガエルの卵母細胞にインジェクシ

ョンして、チャネルが構成されるかを調べた。また、電気特性を調べる上で、過去の研究で

調べられたゼブラフィッシュの Kv1.1 チャネルの電気特性と比較した。 

 

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などに関する取り扱い規定」 と「自然科学研

究機構の動物実験に関する取り扱い規定」に基づいて行われた。ゼブラフィッシュの成魚、

仔魚は共に水温 28.5℃で飼育した。水槽は岡崎統合バイオセンターの小型魚類飼育装置を使

用した。実験時の室温は 23～28℃で行った。サカナの発生ステージは受精後時間(dpf (day 

post fertilization))と記した。 

M 細胞に GFP を発現する Tol-026 と Tol-056 エンハンサートラップライン (Kohashi et 

al., 2012; Tanimoto et al., 2009; Satou et al., 2009)を用いた。Tol-026 は M 細胞以外の網様体

脊髄路ニューロンもいくつか GFP ラベルされるので MiD2cm、MiD3cm の活動電位を記録す

る際に活用した。 

アフリカツメガエルの卵母細胞は名古屋大学 理学部 生命理学科の卵細胞生物学

教室教授 大隈圭太先生からいただいた。卵母細胞は 18℃のインキュベーターで維持し、

実験はエアーコンディショナーを 20℃に設定して行った。 

 

M 細胞のホールセル記録 

Tol-026 は受精後 1-2 日齢(1-2 dpf)に M 細胞で GFP が発現し、2 dpf 以降は徐々に GFP

の発現が弱くなるトランスジェニックラインである。一方、Tol-056 は受精後 2 dpf 以降で M

細胞に GFP が発現し始めるラインである。M 細胞が発火特性をそれぞれの発生ステージで記

録するために、Tol-026 は 1-2 dpf の M 細胞のホールセル記録に使い、2 dpf 以降の M 細胞の

活動電位は Tol-560 のラインを用いてホールセル記録を行った。M 細胞のホールセル記録は

基本的には Watanabe et al. 2013 と同様に行った。1～7dpf のゼブラフィッシュを MS-222

で麻酔した後に、15 分間ほど 1 mM の d-ツボクラリン(アセチルコリン受容体のブロッカー、

sigma-Aldrich)で麻痺させた。シリコンディッシュの上にタングステンピンで固定した。ディ

ッシュは細胞外液(134 NaCl, 2.9 KCl, 2.1CaCl2, 1.2 MgCl2, 10 HEPES, 10 glucose, 浸透圧
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は 290 mOsm に調整, pH は 7.8 になるように NaOH で調整)で満たした。M 細胞にアクセ

スできるようにするために、頭部の皮をはがし、後脳の上にある薄い層をガラス電極(10 μm

以上)で吸引した。MultiClamp 700B amplifier (Molecular Devices)で、M 細胞の細胞記録を所

得し、diditizer (Digidata 1440A, Molecular Devices)を用いて A/D 変換し、PC 上で最終的にデ

ータを収集した。パッチ記録で使用した電極はガラスキャピラリー (GD-1.5; Narishige)をプ

ラー(P-97; SUTTER)用いた。電極抵抗は M 細胞を記録するときは 4-6 MΩに、Ta1/Ta2 を記

録するときは 9-10 MΩのガラス電極を使用した。電極には細胞内液 (119 K-gluconate, 6 KCl, 

2 MgCl2, 10 HEPES, 10 EGTA, and 4 Na2 ATP  浸透圧は 290 mOsm に調整、  pH は 7.2 

になるように KOH で調整)を入れて用いた。液間電位は 15 mV であり膜電位はそれを補正

して表示している。電流を注入して M 細胞で活動電位を発生させる時は、電流の強さは閾値

付近になるように注入電流を調整した。M 細胞の単発発火特性を担う Kv チャネルを探索する

ために、DXT(Kv1チャネルの阻害剤、Peptide Institute)とXE991(Kv7チャネルの阻害剤, Tocris 

Bioscience)をそれぞれ最終濃度が 10 μM と 100 nM になるように用いた。 

 

Kv7 ファミリー遺伝子のクローニング 

ゼブラフィッシュのゲノムデータベース(Zv9)を用いて、blast による相同性検索を行い、

ゼブラフィッシュの Kv7/KCNQ (Kv7.1/KCNQ1, Kv7.2/KCNQ2, Kv7.3/KCNQ3, 

Kv7.4/KCNQ4, Kv7.5/KCNQ5）チャネルを同定した。目的の遺伝子をクローニングするため

に、2 日齢(2 days postfertilization, 2 dpf)の仔魚から RNA を抽出して cDNA を作製した後、

RT-PCR で遺伝子を増幅した。クローニングでは以下のプローブを用いた。  

Kv7.1a/kcnq1a, 
(+)5=-GCTCGAGAGTATTCCTCATTGTGCTTTCCTGC,  
(-)5=-GTAGCCAATAGTGGTTACTGTTACC 
Kv7.1b/kcnq1b, 
(+)5=-GCTCGAGGTGCTTCCTGTATCACTTCCTC,  
(-)5=-CTGCCGATGGATAAAAACCACTG  
Kv7.2a/kcnq2a,  
(+)5=-GCTCGAGATGGTGAAGAAATCCGCCAACG,  
(-)5=-GAGAAACCTCAGACTCCTTATGG;  
Kv7.2b/kcnq2b,5=-GCTCGAGATCACTCTGACCACCATCGG, 
(+) 5= - GCACTTTAGATGGACTGTCTTCAATG;  
Kv7.3/kcnq3, 
(+)5=-GCTCGAGGTTTTGGGATGTCTGATTCTGTCG,  
(-)5=-CGTCTGCATAGGTGTCAAAGTC;  
Kv7.4/kcnq4,  
(+)5=-GCTCGAGATGCTGGGTAGTCCTTCCAATAAC,  
(-)5=- GGAATTCTCACTCCATGTTACCGCTGTC; 
Kv7.5a/kcnq5a, 
(+)5=-GCTCGAGAGTCACGCACAACGACTGAAG, 
(-)5=-GAACGAGACACTCCACTACC;  
Kv7.5b/kcnq5b, 
(+)5=- GCTCGAGGAAGGTGAGGCTAACGTTACTG,  
(-)5=- GGAGTTGTTCTGGTTGAGGTTC. 
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RT-PCR 得られた cDNA は pCR4Blunt-TOPO ベクター(Life Technologies)に挿入した。得ら

れたプラスミドの配列のチェックを行った後、分子系統樹を GENETYX software で作成した。 

 

In situ hybridization による発現解析 

Watanabe et al., 2014 の Kv1 チャネルの研究と同様に、2 dpf のゼブラフィッシュ仔魚は

whole mount in situ hybridization を行い、 5 dpf の仔魚はあらかじめ Alexa Fluor 568 (Alexa 

Fluor 568-fixable dextran、10,000M; Life Technologies)で M 細胞を逆行性ラベルし、M 細胞

を含む切片を作成した後に、in situ hybridization を行って、Kv7/KCNQ チャネルの発現解析

をした。クローニングで得られたプラスミドを鋳型にして、ジゴケシキニン(DiG) ラベルし

たアンチセンスプローブを作成し、in situ hybridizationを行った。事前に2 dpf または5 dpf の

仔魚を MS-222 で麻酔し、2 ml のチューブに回収し十分水分を除いた後に 2 ml の 4% 

PFA/PBS(paraformaldehyde; Nacalai #26123-55)を加えて 28.5℃で 2 dpf の仔魚は 48－54

時間、5dpf の仔魚 120-125 時間インキュベートして固定した。それを PBS で希釈した

25%MtOH 、50%MtOH、 75%MtOH 、100%MtOH×3 の順にそれぞれ室温 5 分間で置換し

て、脱水させた後－20℃で保存した。脱水後 100%MtOH で 2 時間 -20℃で保存した。脱水

処理後、Whole mount in situ hybridization の場合、固定した 2 dpf の仔魚を Proteinase K(10 

μg/ml、Roche)で 40-60 分間室温で処理したのち、アンチセンスプローブで 65℃12－16 時間

ハイブリダイゼーションをおこなった。その後、プローブを洗い流し、アルカリフォスファ

ターゼ標識抗 DIG 抗体と 3A10 抗体で抗体反応をおこなった。抗体反応後、抗体を PBST で

洗い流し、TSA Kits (TSA Kits with Alexa Fluor 488; Life Technologies)を用いて発色反応を行

った。その後、M 細胞を染色するために、Alexa Fluor 568 標識マウス IgG 抗体を用いて二次

抗体反応を行った。5 dpf の仔魚はそのままだとアンチセンスプローブが後脳ニューロンまで

入り込まないので、まず切片を作成してから in situ hybridization を行った。脱水処理を行っ

た仔魚を 30%のスクロース液で一時間インキュベートした後、OCT コンパウンド(Sakura)

で包埋し、クライオスタット(Leica CM1850)で厚さ 20 μm 前後の切片を作成した。切片を 15

分間 Proteinase K(5 μg/ml、Roche)で処理して、再度 PFA で 20 分間固定した後に、2 dpf の

仔魚と同様に in situ hybridization を行った。  

 

アフリカツメガエルの卵母細胞を用いた再構成実験 

M 細胞や相同ニューロンに発現するイオンチャネルの電気特性や補助サブユニットの機

能を調べるために、アフリカツメガエルの卵母細胞にチャネルを発現させ、チャネルの電気

特性を調べた。アフリカツメガエルの卵母細胞にインジェクションする mRNA を作成するた

めに、クローニングで得られた Kv チャネル DNA が組み込まれている pCR4blunt-TOPO (Life 

Technologies)を制限酵素で直鎖化 (linearize)し、それを鋳型にして MESSAGE mMAchine Kit 
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(Life Technologies)を用いて、Kv1.1, Kvβ2, Kv7.4 の cRNA を作成した。250 ng/μl の cRNA

を Drummond microinjector で 46 nl インジェクションした。Kv1.1 と Kvβ2 は 1:5 の割合でイ

ンジェクションした。インジェクション後、チャネルが十分発現するまで18℃で一晩おいた。

チャネルの電気特性は、二電極電位固定法（Two-electrode voltage clamp）で全細胞電流量を

調べた。電位記録電極と 電流注入電極内には 3 M の KCl で満たし、電極抵抗は 0.5-1.2 MΩ

になるように調整した。電気生理は室温 20℃下で行った。卵母細胞をチャンバーに置き、実

験中は ND96(NaMeSO4)（組成(mM)：96 mM NaMeSO4, 2 mM KCl, 1 mM  CaCl2, 1 mM 

MgCl2, 5 mM  HEPES, pH7.6 with NaOH オートクレープ後550mg/l sodium pyruvateを加え、

かん流時に nifulmic acid 300 μM になるように調整する）でかん流しながら測定をおこなっ

た。電位固定モードで以下のように計測した。Activation:-80 mV に電位固定し、200 ミリ秒

の test pulse(-80～+ 50 mV)を与えるサイクルを 14 回繰り返した。Test pulse は 1 サイクル

ごとに+10 mV ずつ上げた。Test pulse を与えたときの 150--200 ミリ秒の 50 ミリ秒間の電流

量の平均値(縦軸)を test pulse の電位(横軸)に対してプロットした。また、そのグラフからコ

ンダクタンス(縦軸)を求めて、testpulse の電位(横軸)に対してプロットした。最大電流量が

1.5 μA に達しない xenopus oocyte は解析から除外した。 

解析にはソフトウェア(clampex 10.2, Axon Instrument)を用い、グラフの作成には

Excel2003(Microsoft)を使用した。 

 

統計解析 

結果は全て平均±SEM で表記した。統計的有意性は Mann-Whitney U test, Wilcoxon で

確認した。連続発火した時の発火時間間隔(interspike interval, ISI)の有意差の多重比較検定は

Two-way repeated measures ANOVA で行った。アフリカツメガエルの卵母細胞で記録した

Kruskal-Wallis test で有意差検定を行った後、Bonferroni 補正後に Mann-Whitney U test で 2

群間の有意差検定を行った。 
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結果 

M 細胞の単発発火特性に寄与する Kv7/KCNQ チャネルと Kv1 チャネル 

M 細胞の特異的な単発発火特性が発達段階でどのように獲得され、またそれぞれの発火

特性に必要なイオンチャネルを同定するために、各発達段階の M 細胞からホールセル記録を

行って脱分極入力に対する発火パターンを調べ、イオンチャネルの阻害剤を投与して影響を

図 5  M 細胞の発火パターンに対する Kv1 チャネルと Kv7 チャネルの阻害剤の効果 

A, 4-7 日齢の M 細胞の発火パターン。矩形波脱分極電流（強さを 1T, 1.5T, 2T で表す。1T は

発火の閾値電流値）で誘発される。コントロールの M 細胞は脱分極電流を大きくしても、1,2

回しか発火しない(単発発火特性)。Kv1 チャネルの阻害剤 DTX(10nM)や Kv7 チャネルの阻害

剤 XE991(10μM)を投与すると一過性にバースト発火し、両阻害剤を与えると連続発火する。

B, DTX と XE991 を投与した M 細胞（5 日齢）連続発火パターンは、阻害剤無しの MiD3cm

細胞（4 日齢）や MiD2cm 細胞（4 日齢）と連続発火と同様である。C, 脱分極電流(100ms)

の大きさ(xT、横軸)で誘発される活動電位の回数（縦軸）のプロット。DTX と XE991 の両方

を投与すると、M 細胞の活動電位の数が著しく上昇する。D, 連続発火の活動電位の順番（横

軸）と時間間隔（縦軸）の関係。DTX と XE991 を投与した M 細胞の発火パターンは MiD2cm

と MiD3cm の発火の発火パターンに有意差なし。E, F,  M 細胞の閾値電流値 (E)と発火まで

の潜時(F)に対する DTX や XE991 投与の効果。M 細胞の閾値電流は DTX 投与で有意に小さく

なるが、XE991 投与では有意差はみられない(E)。発火までの潜時は DTX 投与で有意に長く

なるが、XE991 投与では有意な差はみられない(F)。*p<0.05, **p<0.01, Mann-Whitney U test 

(control, n=14; +DTX, n= 8; +XE991, n=7; +DTX +XE991, n=6)。 ISI の多重比較検定は

Two-way repeated measures ANOVA で行った(MiD2cm, n=8; MiD3cm, n=7)。 
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みた。4～7 日齢の M 細胞は、すでにキンギョ成魚(Nakayama and Oda, 2004)と同じように

脱分極の開始時にのみ発火し、M 細胞は注入電流量を増やしても 1-2 回しか発火しない単発

発火特性を示した(図 5A, 7 日齢; Nakayama and Oda, 2004)。一方、M 細胞と形態学的に相

同な MiD2cm 細胞と MiD3cm 細胞は注入電流量に応じた周波数で連続発火した(図 5B, M 細

胞：5 日齢、MiD2cm/3cm: 4 日齢)。M 細胞と MiD2/3cm 細胞の発火特性の違いを生み出して

いるチャネルを見つけるために、チャネルの阻害剤を投与して効果を調べた。まず、最初に

これまでの研究でゼブラフィッシュの M 細胞の単発発火特性に必要な Kv1.1 チャネル

(Watanabe et al., 2014)を阻害する DTX を投与すると、確かに M 細胞の単発発火特性が失わ

れた(図 5A +DTX)。しかし、この時の発火パターンは、相同ニューロン MiD2/3cm 細胞のよ

うに脱分極の間持続的に発火する連続発火(図 5B)とは異なり、脱分極の開始時に数十ミリ秒

間複数回発火する一過性のバースト発火であった。したがって、本来の M 細胞では DTX で

は阻害されない別の Kv チャネルが存在し、バースト発火を抑えていると考えた。 

そこで、別の Kv チャネルの阻害剤を用いて、M 細胞の単発発火特性に寄与する Kv チャ

ネルの探索を行った。その結果、Kv7 チャネルを阻害する XE991 を投与すると M 細胞の単

発発火特性が失われることが見出された(図 5A +XE991)。しかし、この場合も M 細胞は連続

発火にはならず一過性のバース発火を示すのみであった。だが驚くことに、XE991 に加えて

DTXも投与するとM細胞は相同ニューロンのように脱分極の間持続的に活動電位を発生する

連続発火パターンを示した(図 5A, B +DTX+XE991 )。すなわち、DTX と XE991 がそれぞれ阻

害する Kv1 チャネルと Kv7 チャネルが M 細胞の特異的な発火特性に必要でしかも大きな寄

与を示していることが明らかになった。 

それぞれの Kv チャネル阻害剤の効果、すなわち阻害される Kv チャネルが M 細胞の興奮

性に果たす役割、をさらに評価するために、脱分極入力に対して発生した活動電位数（発火

数、複数発火の時間間隔(Interspike interval, ISI)、発火の閾値、脱分極から発火までの時間（潜

時）を計測した(図 5 C-F)。DTX と XE991 を両方投与すると、M 細胞の発火数が劇的に上昇

し、連続発火の発火時間間隔は MiD2/3cm 細胞と違いがみられなくなった。すなわち、M 細

胞が相同ニューロンとは異なる発火特性を獲得するための重要なステップとして二つの異な

る Kv チャネルの発現が上げられる。一方で、Kv1 チャネルと Kv7 チャネルの興奮性に対し

て異なる役割があることも示唆された。DTX 投与によって M 細胞の閾値は有意に下がり、閾

値電流を与えた時の潜時は遅くなった。他方、XE991 投与しても閾値と潜時に影響はみられ

ない。しかし、DTX と XE991 両方を投与すると DTX 単体投与した時と比べ、潜時は顕著に

遅くなった。 
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発達初期の M 細胞の発火特性を担う Kv7/KCNQ チャネル 

Kv7 チャネルは単発発火特性を示す成熟した M 細胞の単発発火特性に寄与することが先

の実験で示された。では、発達初期の M 細胞ではどうであろうか？2 日齢の未成熟な M 細胞

は脱分極の開始時に高頻度バースト発火する(図 6；Watanabe et al., 2014)。しかし、発火頻

度は時間とともに低くなる (図 6A)。一方、相同ニューロンは時期によらず脱分極中に一定の

時間間隔で発火する(図 5B, D)。したがって、2 日齢の M 細胞が相同ニューロンのように持続

的に発火しない原因があり、Kv チャネルの寄与が期待される。そこで、2 日齢の M 細胞に 2

種類のKvチャネル阻害剤(DTXやXE991)を投与して、発火パターンへの影響を調べた(図6)。

過去の報告(Watanabe et al., 2014)と同様に、2 日齢の M 細胞 DTX を投与して Kv1 チャネル

を阻害しても、 M 細胞の発火特性に大きな影響はみられない(図 6A +DTX)。一方、Kv7 チャ

ネルを XE991 で阻害すると、興奮性が有意に上昇した(図 6A +XE991)。特に、脱分極電流の

注入時の後半での発火頻度の低下がなくなり、持続的で一定のスパイク間隔をもつ発火が誘

発されるようになった(図 6A)。 このとき観察された M 細胞の発火パターンは Kv チャネル阻

害剤を投与していない MiD2/3cm 細胞でもみられる発火パターンに酷似していた。XE991 の

効果を評価するために、ニューロンの活動電位の数(発火数)、発火時間間隔(ISI)、閾値、潜時

を調べた(図 6B-E)。脱分極電流によって誘発される発火数は、XE991を投与すると上昇した。

また、コントロールの M 細胞では時間と共に発火頻度が減少する現象(順応)が見られるが、

XE991の投与によってそれが消失し、持続的に一定の間隔で発火するようになった (図6C)。

さらに XE991 を投与することで、発火の潜時が遅くなった。これらの結果は、XE991 感受性

のカリウムチャネルが未成熟な M 細胞が示す一過的なバースト発火に寄与していることを示

している。一方、DTX 単体投与した場合は、発火のスパイク数、閾値、潜時に大きな影響は

見られなかったが、XE991 とともに投与すると、閾値、潜時に大きな変化がみられたことか

ら、DTX 感受性カリウムチャネルも 2 日齢の M 細胞の発火特性に寄与することが示唆された

(図 6D,E)。 

 

 

 

 



19 
 

図 6 未発達な M 細胞の発火特性と Kv チャネルの阻害剤による影響 

A,  2 日齢 の M 細胞の発火特性と Kv チャネル阻害剤の効果。コントロールの M 細胞（2

日齢）は脱分極電流を注入すると一過的な発火(phasic burst)を示す。XE991 投与で持続的な

発火(tonic firing)を示すようになるが、DTX 投与では発火の潜時がわずかに遅くなるものの、

それ以外の大きな変化は見られない。B, 脱分極電流(100ms, xT, 横軸)で誘発された活動電位

数（縦軸）。XE991 投与で活動電位数が劇的に多くなる。C,脱分極電流(2T)連続発火する活

動電位の順番（横軸）と間隔(Interspike interval, ISI、縦軸)の関係。コントロールではスパイ

ク順応が起きて ISI が徐々に大きくなるが、DTX 投与で等間隔に規則的に発火する。D, DTX

と XE991 両方を投与すると発火の閾値が有意に小さくなる。DTX または XE991 のみ投与し

た時は発火の閾値に優位な変化はみられない。E, 発火の潜時は XE991 投与で顕著に長くな

る。*p<0.05, **p<0.01, Mann-Whitney U test (control, n=6; +DTX, n= 6; +XE991, n=10; +DTX 

+XE991, n=7)。 ISI の多重比較検定は Two-way repeated measures ANOVA で行った。 
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M 細胞に特異的に発現する Kv7/KCNQ チャネル 

次に、XE991の阻害効果から、M細胞の単発発火特性に寄与すると示唆されたKv7/KCNQ

が、ゼブラフィッシュの M 細胞に発現しているかどうかを調べた。まず、ゼブラフィッシュ

のゲノムデータベースをもとに、Kv7 チャネルの Kv7.1a, Kv7.1b, Kv7.2a, Kv7.2b, Kv7.3, 

Kv7.4, Kv7.5a, Kv7.5b の 7 つのサブユニットの遺伝子をクローニングした(図 7A)。ゼブラフ

ィッシュの Kv7.4 遺伝子については 2 つ存在することが示唆されていたが(Wu et al., 2014)、

ゼブラフィッシュのゲノム配列が完全には明らかにされていないこともあり、ひとつのKv7.4

しかクローニングできなかった。全長クローニングした cDNA を含んだプラスミドを鋳型に

してアンチセンスプローブを作成して、in situ hybridization を行った。その結果、5 日齢の M

細胞では Kv7.4 mRNA のみ発現がみられた(図 7B)。一方、MiD2/3cm 細胞では他の Kv7 も含

めて発現がみられなかった(図 7B)。したがって、M 細胞とその相同ニューロンの間では、特

異的に M 細胞のみに Kv7.4 が発現していることになる。また、Kv7.4 mRNA は M 細胞の側方

にある聴覚系の前庭神経核にも発現が認められた(図 7B)。同様の発現パターンは 2 日齢の M

細胞でも観察された(図 7B)。なお、in situ hybridization の解析の結果、M 細胞に発現する Kv1.1 

αサブユニットはKv1.1aのみであり、Kvβ2サブユニットについてはKvβ2bのみであるため、

これ以降はそれぞれを Kv1.1 α と Kvβ2b と表記する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 7   2 日齢と 5 日齢の M 細胞における Kv7.4/kcnq4 mRNA の発現 

A, XE991 感受性の Kv7 チャネルの α サブユニットの分子系統樹。ゼブラフィッシュ(z) 、

マウス(m)、アフリカツメガエル(x)、ヒト(h)の間で比較を行った。zKv7.4 は本研究でクロ

ーニングしたゼブラフィッシュの Kv7.4。 B, 後脳の第 4～6 セグメント(r4～r6)の網様体

脊髄路ニューロン群の中では M 細胞のみに zKv7.4 が発現。zKv7.4 mRNA の発現を in situ 

hybridization 法で調べた。2 日齢(2 dpf, 図 7B 上)では Whole-mount in situ hybridization を

行った。M 細胞は 3A10 抗体でラベルされている。5 日齢(5dpf, 図 7B 下)では切片作成後

に in situ hybridization を行った。 M 細胞と MiD2cm, MiD3cm はあらかじめ逆行性ラベル

されている (マゼンタ)。 
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ゼブラフィッシュ Kv7.4 α subunit が構成する低閾値型カリウムチャネル   

M 細胞に特異的に発現している Kv7.4 αサブユニットは、実際に電位依存性のチャネル

を構成するのだろうか？ Kv1.1 と比較して電気的な特性が異なるのか？それらを確かめるた

めに、アフリカツメガエルの卵母細胞をもちいた再構成実験を行った。アフリカツメガエル

の卵母細胞は翻訳因子が豊富なためにチャネルをコードしたmRNAを注入すると効率よく発

現する。また、この卵母細胞は内在性のチャネルが少ないのでチャネルの解析には最適な系

として知られている。Kv7.4 α サブユニット、Kv1.1 α サブユニット、Kv1.1 α サブユニット と

図 8  M 細胞に発現する 2 種類の低閾値型 Kv チャネルの動特性 

A,  Kv7.4 (上)、Kv1.1 (中央)、Kv1.1a+ Kvβ2(下)を発現させたアフリカツ

メガエルの卵母細胞で記録される外向き電流。コマンド電位（200ms）：

-80mV から 10mV ごとに+10mV まで。B, コマンド電位とチャネル・コンダ

クスタンスの関係。青：Kv7.4, オレンジ：Kv1.1a のみ、緑：Kv1.1a に Kvβ2b

を加えて発現。C, チャネルの開確率：-60mV のコンダクスタンス(Gmax)に

たいするコマンド電位のコンダクタンスで示す。D,E,  チャネルの開時

間：コマンド電位を与えてから電流が最大値の半分に達するまでの時間(rise 

time)。-60mV より脱分極側で、Kvβ2b と共発現させた Kv1.1a の rise time

は、Kv1.1a 単独よりも短くなった（p＜0.01）。**p < 0.01, 検定は Bonferroni 

correction を行った後に Kruskal-Wallis test した(Kv7.4, n=20; Kv1.1a, n=32; 

Kv1.1a, Kvβ2b, n=26)。 

表 1 
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Kvβ2 サブユニットを共発現させたアフリカツメガエルの卵母細胞を用いて、チャネルの開

閉特性を二電極電位固定で調べた(図 8)。コマンド電位を静止膜電位－80 mV から徐々に膜電

位を上げると－60 mV 以上の膜電位で、Kv1.1 チャネルと Kv7.4 チャネルがともに開き、持

続性の外向き電流が観察された(図 8A)。両者の閾値に大きな差は見られない(図 8B,C; 

G/Gmax at =60 mV, p = 0.357, Mann–Whitney U test; Kv7.4, n = 20; Kv1.1a, n = 32)。しかし、

2 つのチャネルの電流の立ち上がり、すなわちチャネルの開確率の時間経過は大きく異なっ

た。Kv1.1 は脱分極直後に電流量の上昇し、すぐに頭打ちになる。一方、Kv7.4 の電流流量は

ゆっくりと上昇した。これを、rise time(最大電流量の半分に達するまでの時間)で比較したと

ころ、約 10 倍差があった(図 8D,E)。 すなわち、Kv1.1 α サブユニットと Kv7.4 α サブユニ

ットはどちらもチャネルを形成し、そのチャネルは静止膜電位(－80mV)からわずかに脱分極

(－60 mV)したところで開くが、Kv1.1 チャネルは脱分極の直後にほぼすべてのチャネルが開

状態になるのに対して、Kv7.4 はゆっくりと開き始めることが明らかになった。さらに、

Watanabe et al (2014)で示されたように、Kv1.1 と Kvβ2 を共発現させたときの外向き電流は

Kv1.1 を単独で発現させた時と比べて電流値が大きくなり、Kv1.1 チャネルの膜表出が増える

ことを示唆する。加えて共発現によって－40 mV 以上のコマンド電位では、さらに 2 ミリ秒

近く rise time が短くなり、チャネルの開放が一層速まることを示した(図 8B; Watanabe et al., 

2014)。 これらのチャネルの電気特性の違いは他にもみられた。コンダクスタンス(G/Gmax)

が Gmax の半分に達する時の電位を示す V(1/2)は 活性化曲線の傾き(slope k parameter)も

異なっていた。Kv7.4 の V(1/2)が最も大きく、slope k が最も小さかった(表 1)。 

 

結論 

ゼブラフィッシュの M 細胞には 2 種類の低閾値型カリウムチャネル（Kv1.1 チャネルと

Kv7.4 チャネル）が発現して、単発発火抑制を生み出している。2 つのチャネルはともに静止

膜電位からわずかに脱分極すると（－60mV）チャネルを開くが、キネティクスが異なってい

る。Kv1.1 チャネルは脱分極直後に全開するような速いキネティクスを示す。さらに、調節

因子 Kvβ2 と共発現すると電流量（コンダクタンス）が増えるだけでなく、更に脱分極側で

チャネルの開き方が速くなる。一方、Kv7.4 チャネルは脱分極してからゆっくり開き始め、

その速度は Kv1.1 より 10 倍遅い。また、Kv1.1 は M 細胞にも相同ニューロンの

MiD2cm/MiD3cm 細胞にも発現しているが、調節因子 Kvβ2 は M 細胞が単発発火特性を獲得

し始める 3 日齢以降に M 細胞のみに特異的に発現する。一方、Kv7.4 は発達初期(2 日齢)から

M 細胞に発現し、相同ニューロンには発現していない。このように特性の異なる 2 つの低閾

値型カリウムチャネルの発現が M 細胞で組み合わされることが、M 細胞の特殊な単発発火特

性を生み出す。 
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考察  

Kv7.4 チャネルの M 細胞の発火特性に対する寄与 

本研究の DTX と XE991 の薬剤阻害を用いた実験より、Kv7 チャネルは未成熟な M 細胞

が示す一過的なバースト発火に寄与していることが示された(図 6A,B,C)。一方、DTX 単体投

与した場合は、発火のスパイク数、閾値、潜時に大きな影響は見られなかったが、XE991 と

ともに投与すると、閾値、潜時に大きな変化がみられたことから、DTX 感受性カリウムチャ

ネルも 2 日齢の M 細胞の発火特性に寄与することが示唆された(図 6D,E)。これらの結果を考

慮すると単発発火特性を示す M 細胞に DTX を投与すると未成熟な M 細胞のような持続的に

発火を示すと期待できる。しかし、実際は DTX を投与しても成熟した M 細胞は未成熟の M

細胞のほど長くは発火し続けない(図 5A+DTX,B+DTXと図 6Acontrol,Bcontrol)。これはWatanabe 

et al., 2017 のシミュレーションを用いた研究より、Kv7.4 電流が発達に伴って増加によるも

のだと示唆されている。すなわち、単発発火特性を示す M 細胞の Kv7.4 の寄与が未成熟の M

細胞と比べて大きくなっているので、DXT を投与されても、未成熟な M 細胞ほど長く連続し

て発火しない。もし、これが正しいのであれば、どのようなメカニズムで Kv7.4 の寄与は大

きくなっているのだろう？ Kv7.4 は Kv1 チャネルのように KCNE と呼ばれるβサブユニッ

トや Protein kinase C (PKC)によって電気特性が変化することが報告されている

(Strutz-Seebohm et al., 2006; Pongs and Schwarz. 2010; Hoshi et al., 2003; Nakajo and Kubo, 

2005)。M 細胞が単発発火を獲得する過程で、これらの因子が Kv7.4 に機能するかどうかは、

in situ hybridization による発現解析、PKC の機能阻害剤による発火特性の変化などを調べる

必要がある。 

 

図 9 発達期の M 細胞における 2 つの低閾値型 Kv チャネルの発現過程 

Kv7 が初期から発現している。発達後期になって Kvβ2 の発現により Kv1 は

膜表出する。 
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M 細胞の単発発火特性の発達に伴って獲得する分子基盤 

Watanabe et al., 2014 より、Kv1.1 は連続発火する相同ニューロンや発達初期の M 細胞

で発現しているが、発達に伴って Kvβ2 が発現し、Kv1.1 の膜表出の促進が単発発火特性に寄

与することが示されている。一方、本研究より Kv7.4 は連続発火する発達初期の M 細胞でも

機能することが示された(図 9)。一方、Kv1.1 とは異なり Kv7.4 の場合は、相同ニューロンで

発現せず M 細胞のみで発現することが、単発発火特性の獲得には重要であると示唆される。 



25 
 

 

第３章 マウスナー細胞の相反性抑制回路 

3－1 マウスナー細胞の相反性抑制回路の同定 

 

背景と目的 

左右非対称運動を生み出す相反性抑制回路 

ヒトデやイソギンチャクなどの放射相称動物、海綿動物のような不定形動物、および単

細胞生物を除いて、現在みられるほとんどの脊椎・無脊椎動物の体は左右対称な体構造をも

っている(Finnerty, 2004, 2005)。このような形態をもつ生物は左右相称動物と呼ばれ、頭と尾

を結ぶ軸に関してのみ左右対称な構造をもち、また、中枢神経系も同様に左右相称な構造が

見られる(Li et al ., 2017; Holland et al., 2013; Finnerty, 2005)。このような左右相称な体や中

枢神経の構造は移動運動する上で重要であると考えられている（Finnerty, 2005)。例えば、左

右相称動物の中で、原始的な脊索動物であるホヤの幼生は左右の筋肉の収縮と弛緩を繰り返

して、遊泳運動を行う(Mast, 1921; Mchenry, 2005; Nishino et al., 2010)。同様な運動はヤツ

メウナギや魚類でも観察される(Grillner and Matsushima, 1991; Mclean et al., 2007; Gabriel 

et al., 2007)。一部の脊椎動物は中枢神経系の活動を左右で同期させて、ホッピング(hopping)

やギャロップ(gallop)のような左右の足を同時に動かす運動を生み出す(Bellardita and Kiehn, 

2015; Kiehn, 2016)が、大半の脊椎動物は肢や体を左右非対称に活動させて泳ぐ、歩く、走る

などの左右非対称な移動運動を実現している(Grillner and Matsushima, 1991; Talpalar et al., 

2013; Dunn et al., 2016; Koyama and Pujala, 2018)。また、利き手でボールを投げたり字を書

いたり、または利き手を非利き手で役割の違う動作をする場合も左右非対称な運動となる。

このような左右非対称な筋運動を生み出すには、相反性抑制回路が非常に重要であると信じ

られている(Beaule et al., 2012; Palmer et al., 2012)。 

ヒトでは脳梁とよばれる太い神経束が左右の脳を結んでおり、脳梁を介して左右の脳が

互いに抑制することで、左右非対称な運動を実現していることが、外部から運動野を磁気刺

激した研究や fMRI による脳活動の記録から示唆されている(Grefkes et al., 2008; Meyer et al., 

1995; Reis et al., 2008)。実際に、左右の半球間を結ぶ脳梁が未発達な幼児や事故や病気で脳

梁が損傷した患者では、片方の手を動かすと、もう片方の手が付随して動く鏡像運動が観察

される(Koerte et al., 2010; Gallea et al., 2013; Welniarz et al., 2015)。このような左右対称な

中枢神経系から左右非対称な運動が生み出されるメカニズムを理解することは、中枢神経系

の基本的な回路構成と機能の理解につながるであろう。しかし、ヒト・マウスなどの複雑な

脳神経系では、行動を出力するまでに複数の神経回路を介するために、どの神経回路・どの
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ニューロンが行動に寄与するかを結びつけることは極めて難しく、単一ニューロンレベルで

同定可能な神経回路で、個々のニューロンが相反性抑制にどう寄与するかを調べることは困

難である(Moult et al., 2013; Roberts et al., 2014)。 

一方、脊髄では相反性抑制が解明されつつある。サカナの遊泳や哺乳動物の歩行では、

脊髄の左右間を結び相互に抑制する回路が提唱されているし、一部の細胞は同定されている。

それでもいまだに数は少なく、単一細胞レベルで同定されているものとしては、硬骨魚類の

脊髄にある CoLo 細胞と呼ばれるニューロンは体の左右間で相反性抑制回路を構成し、ゼブ

ラフィッシュが逃避時に体を左右いずれか一方にのみ体を曲げるときに重要な役割を果たす

ことが示されていて、その回路が欠損すると両側の胴筋が収縮してサカナが硬直してしまう

M細胞 

相反抑制 反回性抑制 

CoLo 抑制 

脊髄 

後脳 

図 10  ゼブラフィッシュの逃避回路に構成された抑制回路 

硬骨魚類の逃避回路の概念図（背面図。上：吻側、下：尾側）。後脳の M 細胞から

始まる逃避運動回路には、後脳と脊髄に 3 種類の主要な抑制回路が存在する。後

脳の左右に一対あるM細胞の出力は化学シナプスを介してCRNと呼ばれる脳神経

中継ニューロンに伝わり、左右の CRN を活動させる(赤丸)。図は左の M 細胞が発

火している状況を示している。左の CRN は右の抑制ニューロン(右の黒丸)を介し

て、右の M 細胞を抑制する（相反抑制）。一方、右の CRN は左の抑制ニューロン(左

の黒丸)を介して、発火した左の M 細胞自身を抑制する（反回性抑制）。さらに、

左の M 細胞で発生した活動電位は、軸索を伝播して右側の脊髄全長に配置される

運動ニューロンと介在ニューロンを活動させ（赤）、右の胴筋が収縮する。この時、

左側には運動出力は発生しない（青）。加えて、ゼブラフィッシュ仔魚では脊髄に

CoLo と呼ばれる交差性の抑制ニューロン（黒）があり、M 細胞から電気シナプス

を介して入力を受けて素早く活動する。活動した CoLo は反対側の CoLo および、

運動ニューロンを抑制（CoLo 抑制）し、反対側の体幹筋の活動を抑える。 
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ことが示されている(Satou et al., 2009)。しかし、脳に関しては相反性抑制回路の存在が示唆

されていても、神経回路の実態が細胞レベルで明らかにされた例はなく、相反性抑制回路が

脳の機能に果たす役割や行動へ寄与は不明である。 

本研究では、ゼブラフィッシュの後脳に左右一対存在する M 細胞の相反性抑制回路を対

象にして、まず相反性抑制回路を単一細胞レベルで明らかにし、相反性抑制回路が左右の M

細胞の活動および行動にどう寄与しているかを明らかにしようとした。ここではまず、M 細

胞の相反性抑制回路を同定することを目的とした。そのために、相反性抑制回路の鍵となる

中継ニューロンに着目した。中継ニューロンが同定されれば、それを除外して相反性抑制を

阻害し、M 細胞の活動や M 細胞の活動で引き起こされる逃避運動への影響から、左右非対称

運動に果たす役割を調べられる。しかし、この中継ニューロンの存在は報告されているもの

の、それがどこにいくつあるのかは不明瞭であったため、M 細胞間の相反性抑制 が M 細胞

の活動や逃避運動にどのような寄与をしているかは不明であった。 

 

M 細胞間の相反性抑制回路を構成するニューロン 

これまで M 細胞の相反性抑制と反回性抑制の基本構成は、図 10 のように理解されてい

た。M 細胞の軸索から直接興奮性入力を受ける Cranial Relay Neuron (CRN,脳神経中継ニュ

ーロン)が、M 細胞に抑制性入力を与える抑制性介在ニューロンに結合し、反対側の M 細胞に

3 シナプス性の抑制回路を形成する。しかし、そのような CRN が存在することはこれまでに

キンギョ、ハチェットフィッシュ、ゼブラフィッシュなどで明らかにされていたが（Hackett 

T1 

Kimmel et al., 1985 一部改変 

図 11  T 型網様体脊髄路ニューロン群の配置と形態 

ゼブラフィッシュ(5 日齢)の T 型網様体脊髄路ニューロン群(背面図。Kimmel et al., 

1985 一部改変)。吻尾軸方向に繰り返される T 型網様体脊髄路ニューロン群(黒色)

うち、最も吻側のニューロン(T1)のみ、軸索走行を表示。吻側に伸ばした軸索は複

数の分枝を出して、後脳にある網様体脊髄路ニューロン群(灰色の細胞体)に投射。

r1～r7 は後脳の分節位置。 
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and Faber, 1983b; Auerbach and Bennett, 1969; Kimmel et al., 1985; Koyama et al., 2011）、

CRN がどこにどれだけ存在するかなどはわかっていなかった。なぜなら、これまでの実験で

は、CRN の軸索が M 細胞の軸索と平行して走ること、この中継ニューロンが M 細胞の軸索

から入力を受けるという知見を頼りにして、M 細胞の軸索に対して平行に軸索を伸ばしてい

る後脳のニューロン群を微小電極で刺して、たまたま見つけた CRN を解析するしかなく、再

現性にとぼしかったからである。そこで、相反性抑制回路を同定して回路の機能を調べるた

めに、まず中継ニューロン候補である CRN を GFP ラベルするトランスジェニックラインを

見つけるところから出発し、候補ニューロンが M 細胞の相反性抑制回路の中継ニューロンで

あるかどうかを形態学的および電気生理学的に調べた。 

ゼブラフィッシュの CRN は過去の解剖学的・形態学的な研究(Kimmel et al., 1985)から、

後脳の尾側に存在するT型網様体ニューロン(T型網様体ニューロン)と呼ばれるニューロン群

の一部（もしくはすべて）に含まれるとされていた(図 11)。T 型網様体ニューロンは後脳の

第 7 分節以降に左右に約 8 対存在し、吻尾軸方向に等間隔で繰り返し配置されている。これ

図 12  T 型網様体脊髄路ニューロン群の分類 

逆行性ラベルでラベルされた T 型網様体脊髄路ニューロン群 。吻尾軸での細胞体

の位置に寄り T1～T5 にクラス分けした。さらに、そのクラス内で軸索分枝や軸索

末端の形態学的な違いに応じて a から o まで分類した。横線は T2 細胞の軸索が二

股に分かれる位置を示す。 

Kimmel et al., 1985 
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らのニューロンは細胞体と正中線と交差する位置から 5 つのクラスに分けられる(図 12)。い

ずれのニューロンも正中線に向かって軸索を伸ばし、同側の M 細胞の軸索をまたいで正中線

を越えた後、二股(T 字)に分岐して、吻尾軸方向に軸索を伸ばす。T 型網様体ニューロンの中

で、細胞体が比較的吻側に位置する T1～T3 クラスのニューロンは軸索を後脳と中脳の境界

付近まで伸ばす。その軸索は複数の分枝を出し、後脳分節に伸びている。さらに、M 細胞の

軸索とはシナプスをつくっていることが形態学的に推察され、実際に一部の T 型網様体ニュ

ーロンは M 細胞から入力を受けることが示されている(Koyama et al., 2010)。これらの CRN

の知見をもとに、本章では M 細胞の相反性抑制回路を中継する介在ニューロン候補に GFP

を発現しているトランスジェニックゼブラフィッシュを用いて、これらの GFP 発現細胞が(1) 

T 型網様体ニューロン群に含まれるか (2) 形態学的特徴がこれまでに報告されている CRN

と一致するか、(3) M 細胞および相反性抑制回路の抑制性介在ニューロンとの結合が示唆され

るかを調べた。 

 

 

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などに関する取り扱い規定」 と「自然科学研

究機構の動物実験に関する取り扱い規定」に基づいて行われた。ゼブラフィッシュの成魚、

仔魚は共に水温 28.5℃で飼育した。水槽は岡崎統合バイオセンターの小型魚類飼育装置を使

用した。実験時の室温は 23～28℃で行った。サカナの発生ステージは受精後時間(dpf (day 

post fertilization))と記した。 

M 細胞やいくつかの交差性の介在ニューロンをラベルすることで知られている Tol-056 

エンハンサートラップライン (Tanimoto et al., 2009; Satou et al., 2009)を用いた。このライ

ンは 吻側の 2 つの T 型網様体ニューロン (Ta1, Ta2)を 同定するために用いた。 また、後脳

や脊髄のニューロンをラベルする gSA1zGFF765B(国立遺伝学研究所、川上研究室)を Tol-056

と同様に T 型網様体ニューロンをラベルするラインの候補として使用した。これらのライン

を黒の色素細胞を欠損した nacre mutant を使って、より早い時期に T 型網様体ニューロンを

同定できるようにした。電気生理実験のために、骨格筋収縮ができないために体を動かすこ

とができない変異体、relaxed mutant (relaxedmi90; Zhou et al., 2006)を用いた。 

  

T 型網様体ニューロンの逆行性ラベル 

CRN の候補である T 型網様体ニューロン が Tol-056 でラベルされるニューロンの中に

見出されるかどうかを調べるために、赤色蛍光色素を用いて T 型網様体ニューロンの逆行性

ラベルを行った。逆行性ラベル後、GFP と赤色が重なったニューロンが T 型網様体ニューロ
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ンだと期待できる。実験は以下のように行った。受精後 4 日齢（4 dpf）の Tol-506 仔魚を 0.02%

の MS-222(Sigma-Aldrich)で麻酔し、アガロースにマウントした。そして、 10%の

tetramethyl-rhodamine-dextran (10,000 MW; Thermo Fisher Scientific)を脊髄もしくは中脳と

後脳の境界付近に注入してラベルした(Kimmel et al., 1995)。ラベル液を注入後、10% Hanks 

solution にいれて 4 時間以上静置した。5 dpf になった仔魚を 35 mm のバラスボトムディッ

シュプラスにいれて、低融点のアガロースゲル(1.5%; Thermo Fisher Scientific)で動かないよ

うに固定した。ゲルで固定後、共焦点レーザー顕微鏡で撮影した(TCS SP8; Leica)。 

 

エレクトロポレーション(Electroporation, 電気穿孔)法による単一細胞ラベル 

T 型網様体ニューロン (Ta1 もしくは Ta2)の形態を詳細に観察するために、エレクトロ

ポレーション法 (Bhatt et al. 2004; Kimura et al., 2006)で、 1 細胞だけラベルした。ラベルに

は tetramethyl-rhodamine-dextran を用いた。ラベルの際、ゼブラフィッシュを頭部の一部除

去した(方法は次の電気生理の手法と同様)。ラベルしたニューロンは共焦点レーザー顕微鏡で

撮影した(TCS SP8; Leica)。 

 

M 細胞と Ta1/Ta2 細胞間のシナプス結合の電気生理学的解析 

Tol-056 で GFP ラベルされた Ta1/Ta2 細胞が M 細胞の相反性抑制回路の中継ニューロン

としての機能するのか、そして、M 細胞の抑制システム(相反/反回性抑制)にどのくらい寄与

するのかを調べるために、M 細胞と Ta1/Ta2 細胞の活動を電気生理学的に記録した。基本的

には Watanabe et al. 2013; 2017 と同様にホールセル記録を行った。ゼブラフィッシュの電気

生理実験ではサカナの麻痺させるためにツボクラリンがよく使われるが、ツボクラリンはア

セチルコリン受容体をブロックする形で筋収縮を阻害するために、コリン作動性である M 細

胞 (Koyama et al., 2011)はシナプス伝達が阻害され相反性抑制や反回性抑制が消失してしま

う。そこで、本研究では体が全く動かない変異体である relaxed mutant を用いた。relaxed 

mutant は骨格筋の T 管に発現するジヒドロピリジン受容体のサブユニットのひとつである 

cacnb1 遺伝子がナンセンス変異した個体である(Zhou et al., 2006)。通常の筋細胞はアセチ

ルコリンの放出を受けて、T 管に発現しているジヒドロピリジン受容体が活動して、筋小胞

体からカルシウムが放出されて筋収縮が起こるが、relaxed mutant ではジヒドロピリジン受

容体が T 管に発現しないため、アセチルコリンがあっても筋収縮が起こらない。relaxed 

mutant は自力で卵膜を破れず、卵膜内で体が屈曲したまま発生が進んでしまうので、2 dpf

で卵膜をピンセットで破いて 5 dpf で使用した。5 dpf のゼブラフィッシュを MS-222 で麻酔

し、シリコンディッシュの上にタングステンピンで固定した。ディッシュは細胞外液(134 mM 

NaCl, 2.9 mM KCl, 2.1 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glucose, 浸透圧は

290 mOsm に調整, pH は 7.8 になるように NaOH で調整)で満たした。M 細胞と Ta1/Ta2 に
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アクセスできるようにするために、頭部の皮を破り、後脳の上にある薄い層をガラス電極(10

μm以上)で吸引した。MultiClamp 700B amplifier (Molecular Devices)で、M細胞またはTa1/Ta2

細胞の電気信号を増幅し、diditizer (Digidata 1440A, Molecular Devices)を用いてA/D変換し、

PC 上で最終的にデータを収集した。パッチ記録で使用した電極はガラスキャピラリー 

(GD-1.5; Narishige)をプラー(P-97; SUTTER)にセットして作成した。電極抵抗は M 細胞を記

録するときは 4-6 MΩ に、Ta1/Ta2 を記録するときは 9-10MΩ のガラス電極を使用した。電

極には細胞内液 (119 mM K-gluconate, 6 mM KCl, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM 

EGTA, and 4 mM Na2 ATP  浸透圧は 290 mOsm に調整、  pH は 7.2 になるように KOH

で調整)を入れて用いた。液間電位は 15 mV であり膜電位はそれを補正して表示している。

電流を注入して M 細胞や Ta1/Ta2 細胞で活動電位を発生させる時は、電流の強さは閾値付近

になるように注入電流を調整した。 

 

統計解析 

結果は全て平均±SEM で表記した。統計的有意性は Mann-Whitney U test, Wilcoxon 

signed-rank test, t-test のいずれかで確認した。 t-test を行う前に、母集団の正規性を

Shapiro-Wilk test (p>0.05)で、等分散であるどうかを F 検定で確認した。 

 

 

結果 

T 型網様体ニューロンをラベルするトランスジェニックラインの探索 

いくつかのエンハンサートラップラインの候補のなかから、Tol056 が有力候補として浮

かび上がった。Tol056 は M 細胞と脊髄にある CoLo と呼ばれる抑制ニューロン群に GFP を

発現することが知られている(Tanimoto et al., 2009; Satou et al., 2009)。このラインでは後脳

尾側において顕著に大きな2対の細胞(直径12-13 μm)がGFPラベルされていた(arrowheads , 

図 13A)。このニューロンの軸索はどちらも細胞体から交差性の軸索を伸ばしていた(arrows, 

図 13A)。これらの形態学的特徴は、これまでに報告されていた T 型網様体ニューロン

（T-reticular neurons. Kimmel et al., 1985)に似ていることから、この Tol-056 は一部の T 型網

様体ニューロンをラベルすると期待できた。 

 

Tol-056 エンハンサートラップラインがラベルする 2 つの T 型網様体ニューロン  

Tol-056 ゼブラフィッシュの後脳尾側で GFPを発現する 2組のニューロンが T 型網様体

ニューロンであるかどうかを確認するために、ローダミン・デキストランを用いてこれらの

ニューロンを逆行性ラベルした。T 型網様体ニューロンは、細胞体から反対側に軸索を伸ば
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したのち、吻尾軸方向に分枝し、内側縦束(medial longitudinal fasciculus, mlf)内を上行および

下行する。上行枝は中脳まで達し、下行枝は脊髄まで達する。そのために特長的な長い T 字

型の軸索を持つ。T 型網様体ニューロンは左右に対となって存在し、およそ 8～10 対が吻尾

軸方向にほぼ等間隔に配列されている(Kimmel et al., 1985)。Tol-056 でラベルされたニューロ

ンが T 型網様体ニューロンであるか、さらに T 型網様体ニューロン群のうちどれに相当する

かを調べた。 

もし、Tol-056 が T 型網様体ニューロンにおいて GFP を発現しているのであれば、T 字

型に軸索を伸ばしているので、吻側（中脳尾側） と尾側（脊髄吻側）のどちらからでも逆行

性ラベルができるはずである。実際に、どちら側から逆行性ラベルを行っても、最も吻側に

ある 2 つのニューロンが Tol-056 に於いて GFP でラベルされるニューロンと重なった(図

13B,C; n=2 吻側に注入; n=3 尾側に注入)。これらの 2 つのニューロンのうち吻側にあるもの

を Ta1 細胞と尾側にあるものを Ta2 細胞と命名した。また、Kimmel et al. (1985)と同様に、

図 13  ゼブラフィッシュ Tol-056 は 2 つの T 型網様体ニューロンをラベル 

A, 5 日齢のゼブラフィッシュ Tol-056 の共焦点顕微鏡像。後脳では両方の M

細胞に、後脳尾側では細胞体が大きい 2 対のニューロン（矢頭)に GFP が発現。

2 対のニューロンは正中線に向かって、軸索を伸ばす(矢印)。B, T 型網様体ニ

ューロン群をローダミンで逆行性ラベル。C1 と C2, Tol-056 での逆行性ラベ

ル。C1 は吻側から、C2 は尾側からラベル。吻側と尾側、どちらから逆行性ラ

ベルしても GFP を発現している 2 つのニューロンと重なった。これらは T 型

網様体ニューロン群の中でもっとも吻側に存在。D, Ta1(左)と Ta2(右)の形態。

エレクトロポレーション法で、Ta1 または Ta2 をローダミン・ラベル。M 細胞

体は破線の囲む部分。破線は中脳と後脳の境界線と正中線を示す。スケール：

20 μm。 
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Ta2 細胞より尾側には約 5 対の T 型網様体ニューロンが観察された。我々はそれをまとめて

Tp 細胞群と命名した。逆行性ラベルによってラベルされた Ta1 細胞, Ta2 細胞, Tp 細胞群を

撮影した画像を重ね合わせ、それらの画像を用いてニューロンの面積を計測したところ、Ta1

細胞と Ta2 細胞の面積は Tp 細胞より有意に大きかった( Ta1 (108.5 ± .9 μm2, 95.1-120.6, 

n=5),  Ta2 (111.7 ± 9.0 μm2, 86.6-132.6, n=5) 、Tp (62.2 ± 3.8 μm2, 37.9-92.5, n=19)、 (p = 

0.00000623 and 0.00000915, t-test)。 

次に、Ta1 細胞と Ta2 細胞の形態を詳細に調べるために、ローダミンをエレクトロポレ

ーション法（電気穿孔法、electroporation）で細胞に取り込ませラベルした（Ta1 および Ta2 

各 3 例）。図 13D はラベルされた Ta1 細胞（左）と Ta2 細胞（右）の例である。Ta1 細胞と

Ta2 細胞はともに、細胞体から正中線に向けて交差性の主幹軸索を伸ばし、正中線を交差後

は内側縦束内の手前で二股に分かれて吻尾軸方向に投射していた。吻軸方向に伸ばした分枝

は反対側の中脳まで達していた。また、下行枝は脊髄上部まで伸びていた。これらの形態学

的特徴は過去の電気生理学的研究で報告された CRN の形態学的特徴と一致していた(Hacket 

and Faber, 1983a; Koyama et al., 2011)。ただし、Ta1 細胞と Ta2 細胞の軸索下行枝の投射に

は違いがみられ、Ta1 細胞は Ta2 細胞に比べて軸索下行枝が短かった(図 13D)。これらの形態

学的な差異はそれぞれ 3 例の Ta1 細胞と Ta2 細胞で一貫して観察された。 

 

Ta1/Ta2細胞が相反/反回性抑制回路の中継ニューロンであるかを電気生理学的に

解析 

次に Ta1細胞と Ta2細胞がM細胞の相反性抑制あるいは反回抑制の中継ニューロンであ

るかどうかを調べるために、M 細胞と Ta1 細胞あるいは M 細胞と Ta2 細胞から同時にホール

セル記録（全細胞記録）を行い、M 細胞から Ta1 細胞あるいは Ta2 細胞へのシナプス結合お

よび Ta1 細胞あるいは Ta2 細胞から M 細胞へのシナプス結合を電気生理学的に解析した。も

し、Ta1 細胞と Ta2 細胞に期待される結合があれば、M 細胞が活動電位を発生（発火）すれ

ば、Ta1 細胞あるいは Ta2 細胞で興奮性シナプス電位が記録されるはずである（図 10）。ま

た、Ta1 細胞あるいはと Ta2 細胞に活動電位が発生すれば、M 細胞に抑制性シナプス電位

(Inhibitory Postsynaptic Potentials, IPSP)が観察されるはずである（図 10）。 

 

図 14A は M 細胞と反対側の Ta1/Ta2 細胞間の同時ホールセル記録(Paired Whole-Cell 

Recording) の一例である。矩形波状の脱分極電流を与えて M 細胞に発火させると（上のトレ

ース）Ta1 細胞または Ta2 細胞で、振幅が 20  mV を超える急激なスパイク状の応答が記録

された。これはシナプス電位に Ta1/Ta2 細胞の発火部位（M 細胞軸索と Ta1/Ta2 細胞軸索の

結合部位近くと考えられる）から逆行性伝播によって電気緊張的に伝わってきて振幅が小さ

くなった活動電位が重畳しているものと考えられる。これらの記録は Ta1 細胞と Ta2 細胞は
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どちらも 3 例ずつおこない、どれも同様の結果が得られた。また、いずれの記録でも M 細胞

発火から Ta1/Ta2 細胞のシナプス電位までの時間（潜時）は非常に短かった(0.4-0.6 ミリ秒)

ことから、M 細胞から Ta1 細胞および Ta2 細胞に単シナプス性に興奮性の接続をしていると

結論できる。 

図 14B は M 細胞と同側の Ta1/Ta2 細胞間の接続を示した一例である。これらの結果はさ

きほどの反対側の Ta1/Ta2 細胞の結果も同じであった。M細胞を発火させると短い潜時で Ta1

細胞と Ta2 細胞でスパイク状の電位変化が観察された(0.4-0.6 ミリ秒, それぞれ n=3)。した

がって、M 細胞から同側の Ta1/Ta2 細胞へも単シナプス性の興奮結合が存在することが明ら

かになった。 

 

 次に Ta1/Ta2 細胞から M 細胞への結合を同様に調べた。Ta1 細胞あるいは Ta2 細胞に

脱分極電流を通電して発火させた時に、M 細胞にどのような応答が観測されるか同時ホール

セル記録で解析した(図 15A, 左パネル)。 予想されるのは抑制性シナプス電位(IPSP)である。

抑制性シナプス電位は、シナプス前ニューロンから放出された伝達物質（ここではグリシン）

がシナプス後部に存在する塩素イオンチャネルを開くことによって発生するので、平衡電位

は塩素イオンの平衡電位となる。通常、塩素イオンの平衡電位は静止膜電位近くにあるので、

抑制性シナプス電位は観測しにくい。そこで記録電極から塩素イオンを注入して、平衡電位

を脱分極側にシフトさせて見やすくして記録する。本研究でも塩素イオンの平衡電位が-52 

mV になる電極充填液を用いて実験を行った。その条件下で Ta1 細胞あるいは Ta2 細胞（図

15A, 右パネル）を発火させると、M 細胞（静止膜電位は約－70 mV）では脱分極性のシナプ

ス電位が観察された（上トレース, Ta1, n=3; Ta2, n=3）。この脱分極性のシナプス電位が抑制

性シナプス電位かどうかを確かめるために、M 細胞の膜電位を電流注入によって変えた時の

シナプス電位の大きさの変化を観察した（図 15B1）。もし抑制性シナプス電位であれば、膜

図 14 M 細胞から Ta1 細胞および Ta2 細胞への単シナプス性興奮性結合 

A, M 細胞と反対側の Ta1 細胞と Ta2 細胞から同時記録。脱分極電流を与えて M 細胞を活動

させる(上)と反対側の Ta1/Ta2 細胞の膜電位が急激に上昇しスパイク状の電位が発生(下)。B, 

同様に M 細胞を活動させる(上)と、同側の Ta1/Ta2 細胞でもスパイク状の電位が発生(下)。 
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電位に依存して振幅が変化し、平衡電位で極性が反転するはずである。 

M細胞の電位を徐々に高めると脱分極性の応答が小さくなり、塩素イオンの平衡電位付近(-54   

mV)で電位が反転した(図 15B2)。これは M 細胞で記録されたシナプス電位が確かに抑制性シ

ナプス電位であることを示している。抑制性シナプス電位の潜時は 1.2-1.8 ミリ秒 であった。

この結果は抑制性シナプス電位が 3 つの化学シナプス（各シナプスで約 0.5 ミリ秒の遅延）

を介して誘起されるという想定と一致する。 

 

 

結論 

Tol-056ゼブラフィッシュは後脳尾側の T型網様体ニューロン群のうち最も吻側にある 2

つのニューロン(Ta1, Ta2) に GFP を発現する。Ta1 細胞と Ta2 細胞の形態学的解析および電

気生理学的解析より、これらがともに M 細胞の相反性抑制および反回性抑制を中継する主要

なニューロンであると結論づけられた。 

 

 

考察 

Ta1/Ta2 細胞とこれまでに同定された T 型網様体細胞群との比較 

Kimmel et al. 1985 の研究では、細胞体の位置や軸索の形態学的特徴にもとづいて、5 つ

のタイプの T 型網様体ニューロン(T1～T5)を分類した(図 3)。本研究で同定された Ta1/Ta2 

ニューロンはこれらの 5 つのタイプにいずれかにあてはまるだろうか？ 細胞体の位置か 

図 15  Ta1/Ta2 細胞から M 細胞への 2 シナプス性抑制性結合 

A, Ta1 細胞もしくは Ta2 細胞に活動電位を発生させると(下)、反対側の M 細胞で脱分極

性のシナプス電位(PSP)が記録される(上)。B1, Ta1 細胞に活動電位を発生させて時に、

反対側の M 細胞に誘発されるシナプス応答は、M 細胞の膜電位を変えると大きさと向

きが変わる。B2, M 細胞のシナプス応答の大きさと膜電位の関係。応答は塩素イオンの

平衡電位(-54mV)で反転したので、抑制性シナプス電位(IPSP)である。 
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ら Ta1/Ta2 は細胞が吻側にある T1～T3 のいずれかになる。さらに、吻側の軸索 

末端が L 字構造であることから、Ta1 は T1 に Ta2 は T2 クラスに絞られる。さらに軸索分 

枝の構造から、T1 は a,b の二種類 T2 は c～g の 5 種類に分けることができるので、それ 

にあてはめると、Ta1 は T1 の a、Ta2 は T2 の c,d,e のいずれかであると考えられる。 

 

Ta1/Ta2 細胞と尾側の T 型網様体細胞群(Tp)との比較 

Kimmel et al. 1985 の解剖学的研究より、T 型網様体ニューロン群は後脳の尾側に細胞体

があり、互いに形態学的特長が相似で、吻尾軸にそって繰り返して配置されているニューロ

ン群として見出された。このような形態学的に相同な T 型網様体ニューロン群がすべて同じ

機能を有しているかどうかはわかっていなかった。 

形態学的に似たニューロンの繰り返し構造は硬骨魚の後脳の吻側にあるニューロン群(M 

細胞と相同ニューロン）でも観察され、逃避運動の多様性を生み出す上で重要だと考えられ

ている(Neki et al., 2014; Metcalfe et al., 1986)。今回観察された T 型網様体ニューロン群は T

字型の軸索をもつなどの共通点も見られるが、いくつかの点で異なった特徴があることが見

出された。例えば、Ta1 細胞と Ta2 細胞の細胞体が他の T 型網様体脊髄ニューロン群(Posterior 

T-reticular neurons, Tp)と比べて明らかに大きいこと示された。また、Ta2 の尾側に伸ばす軸

索の長さは Ta1 よりも長い傾向がみられた。さらに、Ta1 細胞と Ta2 細胞の軸索分枝の投射

先は少しずつ異なっていた。この事から、Ta1 細胞、Ta2 細胞、Tp 細胞は機能的に共通の部

分もあるが、全く同じではなく、互いに異なる機能を持つことで、逃避運動の多様性を生み

出す上で重要であると考えられる。 

 

 

3－2 相反性抑制回路がマウスナー細胞の発火活動に果たす役割 

背景と目的 

トランスジェニックライン Tol-056 でラベルされる Ta1/Ta2 細胞は、M 細胞の相反性性

抑制回路および反回性抑制回路を中継する主要な介在ニューロンであることが示された。そ

れではこれらの抑制回路は M 細胞の活動の制御にどれほど寄与するのだろうか？ もし、大

きく寄与しているのであれば、Ta1 細胞と Ta2 細胞を破壊すれば M 細胞の活動や逃避行動へ

の影響が現れると期待できる。そこでまず、Ta1 細胞と Ta2 細胞が相反性抑制および反回性

抑制全体への寄与を、相反性抑制および反回性抑制による抑制性シナプス電位を指標にして、

Ta1/Ta2 細胞を破壊した効果から調べた。さらに、Ta1/Ta2 細胞の破壊によって相反性抑制お

よび反回性抑制が損なわれた時、音刺激によって引き起こされる M 細胞の活動にどのような

影響があるかを左右の M細胞の活動をカルシウムイメージングとルースパッチ記録で観察し、
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左右の M 細胞の同時発火に対する効果を調べた。 

 

実験材料と方法 

実験動物 

電気生理学実験では第 1 章と同様に、神経伝達をブロックすることなく電気生理実験を

行うために、生まれつき動くことができない Tol-056×relaxed line を用いた。カルシウムイ

メージングの実験ではWTもしくは relaxが遺伝的背景であるTol-056 lineで行った(詳しくは

カルシウムイメージングの実験方法の項で記述する)。 

 

レーザー照射による細胞破壊 

Ta1/Ta2 細胞は相反/反回性抑制に大きく寄与するのか、そして、Ta1/Ta2 細胞が M 細胞

の活動に寄与するのかを調べるために、Ta1/Ta2 を二光子レーザーで破壊した。Ta1 細胞、Ta2

細胞の破壊は 3 日齢の Tol-056 ゼブラフィッシュで行った。仔魚は麻酔して、1.5%の低融点

アガロースゲル(Thermo Fisher Scientific)にマウントした。このサンプルを多光子顕微鏡下に

おいた(Leica TCS SP8 MP)。そして、二光子レーザー(波長 900nm)で片側の Ta1 と Ta2 はも

しくは両側の Ta1 と Ta2 を破壊した。レーザー照射は蛍光強度が急激に上昇した瞬間に止め

た。この蛍光強度の急上昇は、光子を吸収した水分子によってプラズマが局在するために起

きる現象と考えられている(Orger et al., 2008)。Ta1/Ta2 細胞を破壊後、仔魚は 5 dpf になる

まで維持し、その個体を用いて、電気生理実験を行った。細胞破壊が成功したかどうかは、

細胞の GFP 蛍光が失われていることを、電気生理実験中もしくはカルシウムイメージング後

に観察して判断した。 

 

電気生理(細胞内記録) 

Ta1/Ta2 細胞の破壊による相反/反回性抑制への影響をみるために、細胞内記録を行った。

細胞内記録は第 1 章の電気生理学実験と同様に行った。 

 

カルシウムイメージング 

Ta1/Ta2 細胞の破壊によって相反/反回性抑制が損なわれると左右の M細胞の活動にどの

ような変化がみられるかを調べるためにカルシウムイメージングを行った。M 細胞のカルシ

ウムイメージングは実験に用いたカルシウム蛍光指示薬の種類が違う点を除いて、過去の研

究と同様に行った(Kohashi and Oda, 2008; Satou et al., 2009)。本研究では赤色のカルシウム

蛍光指示薬である Cal-590 dextran (10,000 MW; AAT Bioquest)を Calcium green dextran の

変わりに用いた。これは Tol-056 が M 細胞に発現する緑色蛍光タンパク(GFP)の蛍光と区別



38 
 

してカルシウム濃度を計測するためである。 

Cal-590 dextran を 4-5 dpf の仔魚の脊髄に注入後、10% Hanks solution 下で 6 時間以上

静置した。仔魚は 35mm のガラスボトムディッシュ内で頭が上になるように、低融点のアガ

ロースゲル(1.5-2.0%, Thermo Fisher Scientific)でマウントした。ディッシュは音/振動刺激装

置に固定した(同様のものを行動実験でも使用した)。ディッシュは頭部がスピーカーに向かい

合うように設置した(Satou et al., 2009)。これらを spinning-disk confocal unit(CSU-X1; 

Yokogawa)が備え付けられた正立顕微鏡(Olympus)においた。対物レンズは20x水侵レンズ(開

口度, 1.0)を用いた。蛍光レーザーは 561 nm DPSS レーザー(DPL561; Cobolt)を用いた。画

像所得は、ORCA-Flash4.0 カメラと HCImage software (Hamamatsu Photonics)を用いた。

フレーム数は 200 ms/frame にした。 

本実験では、WT もしくは relax が遺伝的背景である Tol-056 line で行った。実験は半分

ぐらいのデータは relax のゼブラフィッシュで行った(コントロール個体、Ta1/Ta2 細胞を破壊

した個体を両方とも)。野生種（WT）と relax 変異種で大きな違いがみられなかったので、そ

れらのデータをプールした。 

 

電気生理学的記録（ルースパッチ記録） 

Ta1/Ta2 破壊によって相反性抑制が損なわれた時、左右の M 細胞の活動がどのように変

化するかを、音/振動刺激下での左右の M 細胞の活動を電気生理学的に記録した。細胞内記録

は振動によって記録電極が細胞から容易に外れてしまうため、ルースパッチ記録で左右の M

細胞の活動を記録した。ルースパッチ記録は過去の研究に従っておこなった(Kimura et al., 

2013)。M 細胞の活動の記録中はサインウェーブの音刺激(500 Hz, 2 cycle)を function 

generator (DF 1906; NF Corporation)で作ったシグナルをアンプ(R-810M; Onkyo)で増幅した

スピーカー(K36WP, 直径 3.6cm )で発生させた。このスピーカーは顕微鏡ステージの底にデ

ンタルワックスを使って設置した(図 10A)。 

 

統計解析 

結果は全て平均±SEM で表記した。統計的有意性は Mann-Whitney U test, Wilcoxon 

signed-rank test, Kolmogorov-Smirnov test, t-test のいずれかで確認した。t-test を行う前に、

母集団の正規性を Shapiro-Wilk test (p>0.05)で、等分散であるどうかを F 検定で確認した。 
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結果 

Ta1 細胞と Ta2 細胞の除去が M 細胞の相反/反回性抑制に与える影響 

まず、Ta1 細胞と Ta2 細胞が相反/反回性抑制にどれほど貢献しているかを、左右一対の

一方の M 細胞の発火が発火した時に、反対側の M 細胞および自身で記録される抑制性シナプ

ス電位の大きさを指標に調べた。Ta1/Ta2 細胞の両方を二光子レーザーによって破壊し、その

時の相反/反回性の抑制性シナプス電位（IPSP）を記録した。もし、Ta1/Ta2 細胞が IPSP の

大半に寄与しているのであれば、コントロールと比べて、Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体では、

IPSP が大きく減少することが期待できる。 

相反性抑制によって観察される IPSP (相反性抑制性シナプス電位、reciprocal IPSP)を調

べるために、左右の M 細胞を同時にホールセル記録した。コントロールでは片方の M 細胞を

発火させると約 14 mV の脱分極性の抑制性シナプス電位（M 細胞の塩素イオンの平衡電位を

脱分極しているために、抑制性シナプス電位は脱分極応答となる）が M 細胞で観察された(図

16A)。これと同様の実験を Ta1/Ta2 細胞の両方を破壊した個体で行ったところ、抑制性シナ

プス電位の振幅は有意に小さくなった(図 16A, B)。図 16C は A,B のそれぞれの実験データの

まとめである。抑制性シナプス電位の平均振幅は、コントロールでは 13.1 ± 1.2 mV(n=4) で

あり、Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体では 3.8±0.4 mV であった(n=3)。両者には有意な差がみら

れた(p = 0.00188, t-test)。これらの結果はTa1細胞とTa2細胞は相反性抑制に非常に大きく(脱

分極性の IPSP の平均 71%)貢献することを示している。しかし、相反性抑制性シナプス電位

図 16 Ta1 細胞と Ta2 細胞を破壊すると M 細胞間の相反性抑制は大きく減少 

A, 左右の M 細胞から同時記録。片方の M 細胞に脱分極電流を注入して活動電位を

発生させると(下)、反対側の M 細胞では大きな脱分極性抑制性シナプス電位（相反

性 IPSP）が全無則に従って誘発される。B, 片側の Ta1 細胞と Ta2 細胞を破壊する

と、この抑制性シナプス電位が大幅に減少。C, 健常個体と Ta1/Ta2 細胞破壊 個

体の相反性 IPSP の大きさの比較 (健常個体 n=4;Ta1/Ta2 細胞破壊 個体 n=3)。 
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が完全に消失しなかったことから、Ta1 細胞と Ta2 細胞以外にも両側の M 細胞間の相反性抑

制を中継するニューロンの存在も示唆している。 

 

 

次に、Ta1/Ta2 細胞の 反回性抑制性シナプス電位への寄与を調べた。この場合は、M 細

胞を塩素イオンの平衡電位よりも脱分極させて活動電位を発生させるために、その M 細胞で

記録される反回性抑制性シナプス電位は過分極性の応答となる。その振幅は発火してない時

の M 細胞の膜電位トレースを基準にして測定した。コントロールでは M 細胞を発火させると

同じM細胞に約 8 mVの振幅の抑制性シナプス電位が記録された(赤の両矢印の大きさを測定

した。＊部分 図17A)。片側のTa1細胞とTa2細胞をレーザー照射で破壊した個体では(図17B)、

反回性抑制性シナプス電位はコントロールと比べて著しく小さくなった(図 17A, B)。IPSP の

平均はコントロール(n=8)では 8.4±0.2 mV だが、Ta1/Ta2 細胞をともに破壊した個体では、

3.1±0.3 mV（n=7）であった(p < 10-3, Mann-Whitney U test)。これらの結果は、Ta1 細胞と

Ta2 細胞が相反/反回性抑制に大きく(平均 63%)寄与していることを示している(図 17C)。し

かし、この場合も反回性抑制が Ta1/Ta2 細胞を破壊しても完全に消失しなかったことから、

Ta1/Ta2 細胞以外の細胞によっても、反回性抑制が中継されていることが示唆される。 

 

Ta1 と Ta2 を破壊した M 細胞のカルシウムイメージング 

次に、Ta1/Ta2 細胞の破壊によって相反性抑制と反回性抑制が著しく減少したことが、

音刺激を与えた時の M 細胞の活動にどのような影響を与えるかを調べた。まず、M 細胞の活

動を観察するために、カルシウムイメージングを行った(O'Malley et al., 1996; Takahashi et al., 

2002; Kohashi and Oda, 2008; Satou et al., 2009)。M 細胞を赤色蛍光カルシウム指示薬

（Cal-590 dextran）で逆行性ラベルし(図 18A1)、共焦点顕微鏡でイメージングを行った。赤

図 17 反回性抑制も Ta1 細胞と Ta2 細胞を破壊すると大きく減少 

A, M 細胞に矩形波脱分極電流を注入して活動電位を発生させた直後にその細胞で

記録される反回性 IPSP 。B, Ta1 細胞と Ta2 細胞を破壊するとこの反回性 IPSP

の振幅(赤矢印)が大きく減少。C, 健常個体(n=8)と Ta1/Ta2 細胞破壊(n=7)の反回

性 IPSP の振幅。黒線：平均値。***p < 0.001 (Mann-Whitney U test).  
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色蛍光のカルシウム指示薬を用いたのは Tol-056 がすでに GFP を発現しているために、緑色

以外の蛍光を発するカルシウム指示薬が必要だったからである。なお、本実験で用いた音刺

激はゼブラフィッシュが格納されているディッシュ自体に振動を与えるもので、刺激の左右

軸上の方向性はないことが過去の研究で示されている(Satou et al., 2009; 図 18A2)。 

Satou et al. (2009)の実験で報告されているように、音刺激を与えると片側の M 細胞のみ

図 18  左右の M 細胞の同時カルシウムイメージング：Ta1/Ta2 細胞除去の効果 

A, ゼブラフィッシュ仔魚の脊髄にカルシウム蛍光指示薬 (Dextran-conjugated 

Cal-590 indicator)を注入して M 細胞に取り込ませる。A2, 突発的な音/振動刺激をスピ

ーカーから与え、M 細胞の Ca 応答を記録。 B, C, コントロー個体の左右の M 細胞の

Ca 応答。過去の報告(Satou et al., 2009)と同様に、M 細胞の Ca 応答は片方のみで見ら

れる場合と左右で観察される場合がある。 

F,G, コントロール個体(D)と Ta1/Ta2細胞破壊個体(E)での、左右の M細胞の Ca応答（連

続試行結果を列記）。青：M 細胞のみで活動、赤：左右両方の M 細胞で活動、灰色：ど

ちらの M 細胞も活動せず。Ta1/Ta2 細胞を破壊すると左右の M 細胞がともに活動する

確率が増える。Ca応答は一定強度で全無則に従うので M 細胞の活動電位の発生を示す。

H, 左右両方の M 細胞が活動した確率 (コントロール個体 n=8; Ta1 /Ta2 細胞破壊個体

n=7,)。***p < 0.001 (Mann-Whitney U test).  
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にカルシウム応答が見られる時もあれば、両側の M 細胞でカルシウム応答が観察される例も

見られた(図 18C)。この時の応答の振幅は一定で、全無則（all-or-nothing）に従って現れた。

この応答は M 細胞が軸索の電気刺激で起こる単発の活動電位のカルシウム応答と振幅が一致

する(Kohashi and Oda, 2008; Satou et al., 2009)。したがって、音刺激によって片側あるいは

両側の M 細胞で単発の活動電位が発生したことを示している。そこで、両側の M 細胞が発火

する確率が Ta1/Ta2 細胞を破壊すると変化するか調べた(図 18D, E)。 図 18F(コントロール

個体)と図 18G(Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体)は左右の M 細胞のカルシウム応答を連続して記

録した一例である。青のトレースは片側の M 細胞のカルシウム応答が見られたとき、赤のト

レースは両側の M 細胞でカルシウム応答が見られたとき、灰色のトレースはどちらの M 細胞

もカルシウム応答が見られなかった時のトレースを示している。音刺激の強度はおよそ

70-80%の確率でどちらかの M 細胞が発火するように調整した。コントロール (図 18F)では

両側の M 細胞が活動する確率は 36%(11 例中 4 例; 左右の M 細胞が活動していないときは除

いての計算)であった。この確率は過去の Satou et al. (2009)の実験結果とおおむね一致して

いる。一方、Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体では両側の M 細胞が活動する確率は 75%になった

(12 例中 9 例; 左右の M 細胞が活動していないときは除いての計算)。この値は Satou et al. 

(2009)ではみられなかった数値である。平均すると、両側の M 細胞が活動する確率はコント

ロールと比べて Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体では有意に上昇した(コントロール個体 41.8%,  

Ta1/Ta2 細胞破壊個体 75.4%) (p < 10-3, Mann-Whitney U test)。これらの結果は、相反性抑制

が Ta1/Ta2 細胞破壊によって損なわれると、左右の M 細胞がともに活動する確率が上昇する

ことを示している。 

Ta1/Ta2 細胞の破壊によって、相反性抑制だけでなく反回性抑制も減少することが先の

電気生理の実験より示された。これより、Ta1/Ta2 細胞の破壊によって、M 細胞が連続して

発火しやすくなる可能性が考えられる。もし、連続に発火しやすくなれば、Takahashi et al. 

(2002)で観察されたように、連続した M 細胞が発火した時はカルシウム応答の振幅が大きく

なると考えられる。しかし、今回の M細胞のカルシウムイメージングの実験条件では、Ta1/Ta2

細胞を破壊しても、M 細胞のカルシウム応答が大きくなるような例は一度も観察されなかっ

たしたがって、反回性抑制が阻害されても M 細胞の連続発火はおこらなかったと考えられる

(詳細は考察の項)。 

 

Ta1 細胞と Ta2 細胞の除外が M 細胞の活動に及ぼす効果を電気生理学的に記録 

過去の研究より、コントロール個体において、左右の M 細胞の同時発火は時間差が 2 ミ

リ秒以内だと示唆されている(Takahashi et al., 2002; Satou et al., 2009)。この 2 ミリ秒は M

細胞が活動電位を発生してから 3 つのシナプスを介して、相反性抑制が起こるのに必要な時

間に対応する。これを考慮にいれると、Ta1/Ta2 細胞の破壊によって引き起こされた同時発火
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の確率の上昇(図 9)は 2 ミリ秒以上の時間差で左右の M 細胞が発火したと示唆される。とこ

ろが、カルシウムイメージングの時間分解能は低く、ミリ秒レベルの差は検出できない。 

その差を検出するには電気生理学的な手法に頼るしかないが、音/振動刺激をゼブラフィ

ッシュに与えながら、脳内の複数のニューロンから電気生理学的記録をとることは容易では

ない。この困難な問題を乗り越えるために、本研究では左右の M 細胞の活動をルースパッチ 

で記録し、音刺激を与えた時の M 細胞の発火の時間差を観察することを試みた(図 19A)。ル

ースパッチ記録では、ホールセル記録と異なり、ニューロンの膜に穴をあけることなく表面

にパッチ電極を置き、ニューロンの極く近傍に流れる電流を検出する方法で、そのために音/

図 19 音/振動刺激に対する左右の M 細胞の電気活動：同時ルースパッチ記録 

A, 音/振動刺激によって M 細胞に誘発された活動電流を左右の M 細胞から同時ル

ースパッチ記録。B, 左右の M 細胞が活動電流を発生した例。B1, 健常個体では左

右の M 細胞が 0.4 ミリ秒の差で発火。B2, Ta1/Ts2 細胞破壊個体では 3.5 ミリ秒の

差で発火。C, 左右の M 細胞の活動の時間差。青：健常個体(n=3)、赤：Ta1/Ta2 破

壊個体(n=3)。D, C のヒストグラム表示。 
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振動刺激で個体が揺れても、ニューロンに傷をつけずに記録をとることができる。図 19B1

と 19B2 はコントロールのゼブラフィッシュと Ta1/Ta2 細胞を破壊したゼブラフィッシュに、

音刺激を与えながら、左右の M 細胞から同時記録した例である。このような実験をコントロ

ールゼブラフィッシュで 3 匹、総試行数 32 回、Ta1/Ta2 細胞破壊したゼブラフィッシュでは

3 匹、総試行数 33 回行った。細胞破壊していないコントロールでは左右の M 細胞の発火の時

間差はおおむね 2 ミリ秒以内であった(0.11-2.54 ミリ秒, 図 19C)。一方、Ta1/Ta2 細胞を破壊

すると、そのほかに 2 ミリ秒 を超えて両側の M 細胞が発火する場合がしばしば見られた

(0.01-4.03 ミリ秒 図 19C)。図 19D はこれらの実験の全データまとめてヒストグラムで示し

たものである。これらの分布の違いは明らかに異なっていた (p = 0.003, Two-sample 

Kolmogorov-Smirnov test)。また、これらの実験でも、Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体では M 細

胞の同時発火の確率がコントロール個体に比べて上昇していた(細胞破壊していない個体

33.2%; Ta1/Ta2 破壊個体 70.7%)。 

 

結論 

左右の M 細胞間の相反抑制/反回性抑制を中継する Ta1 細胞と Ta2 細胞を破壊した時の

M 細胞の活動を電気生理学とカルシウムイメージングで記録した結果より、Ta1 細胞と Ta2

細胞は相反/反回性抑制の主要な中継ニューロンであることがわかった。以上より、Ta1/Ta2

は 2 ミリ秒以上の時間差で起こる M 細胞の両発火を抑制すると結論づけた。 

 

考察 

Ta1細胞とTa2細胞はM細胞の相反性抑制回路および反回性抑制回路を中継する

主要な興奮性介在ニューロンである 

M 細胞が発火した後に起こる抑制性シナプス電位の解析から、Ta1 細胞と Ta2 細胞は相

反/反回性抑制を中継する主要な興奮性介在ニューロンであることが示された。どちらの抑制

もTa1/Ta2細胞の破壊によって大きく減少した(IPSPの大きさが controlに比べて30-40%; 図

7 と 8)。この評価では、M 細胞が活動電位を発生する初節から電気的に等距離に抑制シナプ

ス入力があると仮定して（電気緊張的に等価）値を算出しているが、もし Ta1 細胞と Ta2 細

胞が M 細胞の細胞体から樹状突起上への抑制シナプスを駆動している場合は、M 細胞の活動

にとってはこの値以上の抑制効果があることも考えられる。また、抑制性シナプス電位の振

幅は平衡電位に近づくと飽和するので、大きな抑制性シナプス電位は真の値よりも小さく記

録される可能性もある。その場合も、Ta1 細胞と Ta2 細胞除去の効果は小さく評価される。

このような背景で実際の効果は、第４章で記述する感覚入力に対する M 細胞の発火で解析し

た。 
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勿論、Ta1/Ta2 細胞だけではすべての相反性抑制回路および反回性抑制回路を中継でき

ていないことは間違いない。すなわち、Ta1/Ta2 細胞以外にも相反/反回性抑制を中継するニ

ューロンが存在することを示す。Ta1/Ta2 細胞以外の中継ニューロンの候補として挙げられる

のは、Ta1/Ta2 細胞より尾側にある他の T 型網様体ニューロンである(図 13C1, C2)。過去の

解剖学的な研究(Kimmel et al., 1985)では、全ての T 型網様体ニューロンが形態学的に類似し

ていており、吻尾軸方向にほぼ等間隔で繰り返し配置されている。これらは重複して構成さ

れると考えられていて、Ta1/Ta2 細胞以外の T 型網様体ニューロンも相反性抑制回路および

反回性抑制回路を中継している可能性は十分ある。それを確認するためには、Ta1/Ta2 細胞以

外の T 型網様体ニューロンを破壊した時の効果を調べることがまず必要であろう。しかし、

これらの候補ニューロンに GFP を発現するトランスジェニックラインはまだ見つかってい

ないために、逆行性ラベル以外でしか候補ニューロンをラベルすることができない。逆行性

ラベルは軸索を切断するので、その効果が細胞の活動やゼブラフィッシュの行動に出る可能

性があり、実験としては成り立たない。他の T 型網様体ニューロンをラベルするトランスジ

ェニックゼブラフィッシュが望まれる。 

一方、Ta1/Ta2 細胞はほかの T 型網様体ニューロン群よりも明らかに細胞体が大きく、

最も吻側に位置している。また Ta1/Ta2 細胞だけが Tol056 ラインで GFP を発現することか

ら、T 型網様体ニューロン群の中でも特異なニューロンである可能性もある。それらは吻尾

軸方向に繰り返されるニューロンの機能的な分化として興味深い。 

 

M 細胞の発火における反回性抑制の役割 

今回の研究より、Ta1/Ta2 を破壊して、反回性抑制が減少した個体でも、同じ M 細胞で

連続して発火するような事象は観察されなかった。実はこれはそれほど驚くべきことではな

い。なぜなら、M 細胞は薬剤などで反回性抑制を妨げられても単発発火特性を保持すること

が M 細胞の膜特性を調べた研究より明らかになっている(Watanabe et al. 2013; 2017)。具体

的には、2 種類の低閾値型カリウムチャネル（Kv1.1 チャネルと K.7.4 チャネル）が M 細胞

で特異的に共発現していることが、M 細胞の単発発火特性を実現する本質的なメカニズムで

あることが示された（第 2 章参照）。これに対して、M 細胞が活動電位を発生した後で自身を

抑制する反回性抑制は、数十ミリ秒持続することから（図 17; Takahashi et al., 2002）恐らく

長い時間スケールで起こる連続発火を防ぐ役割があると考えられる。今回用いている音刺激

は、せいぜい 10 ミリ秒くらいしか持続しないので、低閾値型カリウムチャネルだけで遅い活

動電位の発生は抑えられたが、刺激がもっと長引く場合には、反回性抑制回路が連続した発

火を抑えると考えられる。 



46 
 

 

3－3 マウスナー細胞の相反性抑制回路が逃避運動に果たす役割 

背景と目的 

ここまで、Ta1/Ta2 細胞が M 細胞の相反性抑制に大きく寄与し、Ta1/Ta2 が破壊されると

M 細胞の発火の時間差が 2 ミリ秒 を超えることがしばしば見られた。それでは、このような

M 細胞の両発火が起きたとき、行動にどのような影響がみられるだろうか？それを検証する

ために、Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体を自由遊泳できる状態で音刺激を与えて、その時の逃避

運動を観察した。 

 

実験材料と方法 

実験動物 

WT を遺伝的背景にもつ Tol-056 ゼブラフィッシュを用いた。 

 

レーザー照射による細胞破壊 

M 細胞間でおこる相反性抑制が損なわれた時、逃避運動にどのような影響があるかを調

べるために、Ta1/Ta2 細胞をレーザーで破壊した。また、屈曲の変化と CoLo の活動の関係性

を調べるために、Ta1/Ta2 細胞に加えて CoLo 細胞も破壊する実験を行った。細胞破壊は第 3

章と同様に行った。M 細胞と Ta1/Ta2 の破壊は 3 dpf の Tol-056 で行ったが、CoLo の破壊は

2 dpf の Tol-056 で行った。細胞破壊が成功したかどうかは、行動実験後に確認した。 

 

行動実験 

Ta1/Ta2 細胞破壊によって相反性抑制が損なわれると音/振動刺激によって駆動される逃

避運動にどのような影響がみられるかを調べた。音刺激を与えて逃避運動を観察する行動実

験は過去の研究と同様に行った(Satou et al., 2009; Kohashi et al., 2012; Takahashi et al., 

2017)。実験は 5 日齢の仔魚で行った。自作した音/振動刺激装置を用いて、逃避運動を引き

起こした。直径 30 mm のガラスディッシュをデンタルワックスでしっかりと刺激装置の台に

固定した。刺激装置には、スピーカー(FRS8, 7 cm in diameter; Visaton)がアクリルプレート

に取り付けられている。音刺激は第 4 章と同様に、500Hz, 2 周期の刺激にした。サカナを刺

激装置のディッシュに移して 20 分ほど静置させて実験を始めた。実験は 3 つのディッシュに

サカナを 1 匹ずついれて、同時に行動を記録した。高速度カメラ(1000 frame/s, 解像

度:1024x1024pixel, FASTCAM-ultima1024; Photron)を用いて撮影した。逃避行動は潜時が 15

ミリ秒以下のものを選んで解析した(Burgess and Granato, 2007; Satou et al., 2009)。音刺激

が到達する前に動き始めた個体は解析対象から除いた。刺激は 2 分ごとに与えた。逃避時の
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屈曲角度は吻側の正中線(鼻と浮き袋を結んだ線)を基準に測定した。 

 M 細胞が両発火もしくは片方のみ発火した時の尾の屈曲角度との関係を調べるために、

頭部のみをアガロースゲルで固定した状態で、左右の M 細胞のカルシウムイメージングと尾

の屈曲を同時に観察する実験を行った。この実験は過去の研究と基本的に同様に行った

(Kohashi and Oda (2008) と Kimura et al. (2013))。まず、5 dpf の仔魚を低融点のアガロー

スゲルにマウントした(1.5-2.0%, Thermo Fisher Scientific)。尾の周りのゲルを取り除いて、

尾が動けるようにした。ゲルをカットする部分を排出腔から吻側に 3 セグメント上のところ

からカットした。サカナの行動は 2x 対物レンズ(Olympus)を用いて赤外線 LED で照らした状

態でハイスピードカメラを用いて顕微鏡のステージの下側から撮影した。尾の屈曲角度は正

中線上で 2 つの観測点(position 1 と position2)を決めて測定した。Position 1 はゲルの切り口

部分(排出腔から吻側に 3 セグメントの部分)。Position2 をゲルの切り口から尾の待ったまで

の距離の 1/4 のところにした。尾が動き始めて 8 ミリ秒後のそれらの position1,2 を線で結ん

で、動き始める前を基準にして角度を計測した。8 ミリ秒後の position2 は赤外線で光るサカ

ナのキサントフォア（黄色い細胞の色素胞）細胞の分布パターンを参考にして決めた。 

 

統計解析 

結果は全て平均±SEM で表記した。統計的有意性は Mann-Whitney U test, Wilcoxon 

signed-rank test, t-test のいずれかで確認した。 t-test を行う前に、母集団の正規性を

Shapiro-Wilk test (p>0.05)で、等分散であるどうかを F 検定で確認した。 

 

 

 

結果 

Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体の行動実験 

Ta1/Ta2 細胞を破壊し、左右の M 細胞間の相反性抑制が損なわれると、逃避行動にどの

ような影響がでるか、以下のように仮説を立てた。M 細胞の両発火が相反性抑制で抑えられ

るはずのタイミング(Takahashi et al., 2002, M 細胞が最初に発火してから 2～数十ミリ秒後)

で起こってしまうと、遅れて発火した M 細胞によって逃避行動に影響がでると考えられる。

ここで留意すべき点は、細胞破壊していない個体においては 2 ミリ秒以内でおこる M 細胞の

両発火は逃避運動に影響でないことである。これは脊髄にある CoLo が遅れて発火した M 細

胞の興奮をほぼ完全にキャンセルするからである(Satou et al., 2009)。 

そこで、我々は左右に対をなす Ta1/Ta2 細胞のどちらか片側のみを破壊し、逃避行動へ

の影響をみた。図 20A と B は図 19 と同じ音刺激装置を用いた時の、逃避運動の 1 例である。
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それぞれ、右側の Ta1/Ta2 細胞を破壊したゼブラフィッシュ仔魚が音刺激によって右に逃避

した時(図 20A)と左に逃避した時(図 20B)の逃避運動を 2 ミリ秒ごとに並べている。 この個

体では、右の M 細胞から左の M 細胞への抑制が阻害されている。一方、左側の Ta1/Ta2 細胞

は存続しているので、左のM細胞から右のM細胞への抑制は正常と考えられる。したがって、

左の M 細胞が発火して起こる右への逃避は正常で、右の M 細胞による左への逃避に影響が出

ると予想され、同じサカナで左右の逃避の違いを比較することにより、阻害効果を特異的に

検証できる。 

本実験では、M 細胞を効果的に活性化させる突破的な音/振動刺激を与えて逃避運動を誘

起し、最初におこる胴の素早い屈曲（C 字屈曲、C-bend）を計測した。屈曲の最大角度(図

20A と B で＊のマークしたパネル)を各トライアルで測定した。図 20C で示したように、左

側(テスト側、損傷側)に屈曲するときの最大屈曲角は、右側(コントロール側、正常側) に屈

曲する時の最大屈曲角に比べて小さくなくなるという予想どおりの結果が得られた。図 21A

は右側の Ta1/Ta2 細胞を破壊した時の最大屈曲を測定した全データを個体ごとにプロットし

たものである。左側に屈曲した時の最大屈曲角度(ピンク)と右側に屈曲した時の最大屈曲角度

(青)がそれぞれの個体ごとに縦軸にプロットしている。すべての個体において(n=6 匹)、左に

屈曲した(損傷側)時の平均(黒の水平 bar)は右の屈曲した(正常側)時の平均に比べて小さくな

った(p = 0.031, Wilcoxon signed-rank test)。逆に、左側の Ta1/Ta2 細胞のみを破壊したサカ

ナでは、すべての個体において、右に屈曲時(損傷側)の最大屈曲角度の平均は、左に屈曲時(正

常側)の最大屈曲角度の平均より小さくなった(図 21B; n=7 fish) (p = 0.016, Wilcoxon 

signed-rank test)。この実験におけるコントロール側の最大屈曲角度の平均値(132 ± 2.3 度, 

13 匹のゼブラフィッシュ、総試行数 54 回 )は細胞破壊していない健常個体の平均値 (131 ± 

1.4 度, 10 匹のゼブラフィッシュ、総試行数 86 回)の間には有意な差はみられなかったゆえ、

上記の結果は Ta1/Ta2 細胞を破壊して M 細胞間の相反性抑制を阻害した効果を正しく検証し

たと言える。 

図 20 Ta1/Ta2 細胞を破壊したゼブラフィッシュの逃避運動 

A, B, 左側の Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体の音/振動に対する逃避運動。音/振動刺激を与え

てからの時間経過を示す(ミリ秒)。右への逃避は正常と同じく大きな屈曲を示すが(A)、左へ

の逃避は屈曲が小さくなる(B)。C, 両者の最大屈曲。 
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図 21C はすべての個体(n=13)をまとめてヒストグラムとし表示したものである。正常側

への屈曲は青色で示してある(総試行回数 54 回)、一方で、損傷側への屈曲は赤色で示してあ

る(総試行回数 55 回)。これらの分布は明らかに異なっていた(p < 10-3, Mann-Whitney U test)。

正常側では、分布の最大値は約 125-130 度であるのに対して、損傷側では、分布の最大値は

110 度付近であった。この 110 度付近の値は、正常側のヒストグラム分布では最小の部分で

あり、2 例しか見られなかった。損傷側においては、110 度よりもさらに小さい 95-105 度の

値が観察された。このような小さな値は正常側では観察されなかった。 

 

Ta1/Ta2 細胞に加えて反対側の M 細胞を除去したサカナの逃避行動：両側の M 細

胞の発火が C 字屈曲を阻害するか？ 

上記の結果は、以下のように起こったと考えられる。片側の Ta1/Ta2 細胞を破壊すると

片側の相反性抑制が減少し、その結果、M 細胞の両発火がしばしば起こる。特に、最初の M

細胞が活動してから反対側の M 細胞が活動するまでの時間差が 2 ミリ秒を超えるような事象

は、破壊した Ta1/Ta2 細胞の投射先の反対側の M 細胞のみで起こる(図 22A, 中, 右)。この状

況下だと、遅れて発火した M 細胞によって、反対側に曲がろうとする力が働き、逃避の運動

性能は損なわれると考えられる(図 22A)。 

しかし、その他の要因によって逃避時の屈曲角度が浅くなった可能性は否定できない。

例えば、Ta1/Ta2 細胞は脳神経中継ニューロン(CRN)であるので、M 細胞の興奮を頭蓋筋 

(cranial muscle) (i.e., 顎の筋肉; Hackett and Faber, 1983a) や胸びれ筋(Auerbach and 

Bennett, 1969)に伝えることもできる。加えて、Ta1/Ta2 細胞が M 細胞の興奮性を他の網様体

脊髄路ニューロンへと中継する可能性もありうる(Neki et al., 2014)。もしそうであれば、

Ta1/Ta2 細胞が失われた時に、頭蓋筋や胸びれ筋あるいは網様体脊髄路ニューロン の活動に

図 21  Ta1/Ta2 細胞破壊が逃避時の最大屈曲角度に与える影響 

A, 右側の Ta1/Ta2 細胞破壊個体(n=6)の最大屈曲角度。左側への屈曲角度は大きいが(ピンク

色)、右側への屈曲角度(青色)小さくなる。黒線：平均値。B, 左側の Ta1/Ta2 細胞破壊個体(n=7)

の最大屈曲角度。右側への屈曲角度は大きいが(ピンク色)、左側への屈曲角度(青色)小さくな

る。C, ２群(A,B)のまとめ。青：正常側(54 回)、赤：損傷側(55 回)。 
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影響がでて、逃避運動の運動性能が損なわれた可能性がある。そこで、逃避時の屈曲角度の

減少が、本当に M 細胞の両発火の増えたために起こったかを検証するために、Ta1/Ta2 細胞

の破壊に加えて、反対側の M 細胞を破壊した。なぜなら、M 細胞がひとつだけしかないので

あれば、M 細胞の活動による誘導される逃避は一方向にしか起こらず、片側の Ta1/Ta2 細胞

の除去により影響を受ける反対側の M 細胞が存在しないので、その逃避は正常にちかいもの

になると想定される(図 22A, 左)。その仮説が正しければ、Ta1/Ta2 細胞の破壊した個体では

遅れて発火した M 細胞が逃避運動を阻害していると結論づけられる。この仮説を次に検証し

た。 

ただし、この実験では同じ個体で左右の逃避を比較できない。すなわち、異なる個体間

で逃避の角度を計測しなければならない。異なる遺伝的背景(genetic background)による結果

のばらつきを抑えるために、同じペアのオス・メスから生まれた仔魚を用いて実験を行った。

先ほど述べたように、Ta1/Ta2 細胞破壊は損傷側の屈曲が減少している(図 22B,青とピンクの

比較、6 匹、図 21 のデータ)。Ta1/Ta2 細胞の破壊に加えて、反対側の M 細胞を破壊した個

体では、屈曲角度の減少は観察されなかった(図 22B 緑、6 匹)。これらのサカナの最大屈曲角

度はどれも 120 度以上であった。一方、ピンクで示された損傷側の屈曲角度は緑と比較する

と明らかに小さくなった(p < 10-3, Mann-Whitney U test)。これらの応答の半分以上が、屈曲

A B 

図 22 Ta1/Ta2 細胞に加えて反対側の M 細胞を破壊した時の逃避行動 

A, ニューロン破壊実験の概要と屈曲運動への影響(想定)。先の実験(図 21 の実験)より、Ta1/Ta2

細胞を破棄した結果、左右の M 細胞が活動して屈曲を阻害するのであれば、阻害する M 細胞

(contra M)を破壊すれば、屈曲角度は正常と同じようになるはず。B, この仮説の検証結果。緑：

片側の Ta1/Ta2 細胞の破壊に加えて反対側の M 細胞を破壊した個体の最大屈曲角度。左側

Ta1/Ta2 破壊＋右 M 細胞破壊(3 個体)、右側 Ta1/Ta2 破壊+左 M 細胞破壊(3 個体)。逃避は常に M

細胞と反対側のみでおこった。黒線：平均値。青とピンク：図 12 の D,E のデータ。想定通り、

屈曲を阻害する反対側の M 細胞がなければ、大きな屈曲が起こる。***p < 0.001 (Mann-Whitney 

U test)。 
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角度が 120 度を下回っていた。以上の結果は、片側の Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体で逃避の

屈曲を浅くなってしまうのは、M 細胞の両発火によるものだと強く示唆された。 

 

 

M 細胞のカルシウムイメージングと屈曲運動の同時記録 

片側の Ta1/Ta2 を破壊した個体において、M 細胞の両発火によって屈曲角度が浅くなる

という考えをさらに裏付けるために、両側の M 細胞の活動をカルシウムイメージングで計測

すると同時に尾の屈曲運動をハイスピードカメラで撮影し解析した。片側の Ta1/Ta2 細胞を

破壊した個体では両側の M 細胞が発火した時に、尾の屈曲が阻害される確率が増えることが

期待される。 

図 23  左右の M 細胞のカルシウムイメージングと尾の運動を同時計測 

両側の Ta1/Ta2 を破壊した個体の吻側を寒天で固定し、尾側は自由に動ける標本で、左右の

M 細胞のカルシウムと胴の屈曲運動を同時計測。A, 尾の特定の 2 点(1 と 2)を基準に測定し

た。点 1 は寒天の切り口。点 2 は寒天の切り口から尾の先端までの長さ(L)の 1/4 の点。尾が

動き始めてから 8 ミリ秒後の点 2(＊＊)から屈曲角度(θ)を計測。B, 片側の M 細胞のみ発火

した時(上側)と両側の M 細胞が発火した時(下側)の尾の屈曲。音/振動刺激を与えてからの時

間経過(ms ミリ秒)。＊：尾が動き始めたタイミング。＊＊尾が動き始めてから 8 ミリ秒後。

C, 屈曲角度のプロット。青：片側の M 細胞のみ活動。ピンク：両側の M 細胞が活動。3 個

体。D, C のデータをまとめ。 
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この実験では両側の Ta1/Ta 2 細胞を破壊した個体の頭を、寒天にマウントして固定した

状態で逃避を誘起させた。このとき、尾は自由に動けるので、M 細胞の活動をモニターしな

がら、尾の屈曲運動を調べることができ、両側の M 細胞が活動した時と、片側のみが活動し

た時の屈曲運動の違いを比較できる。図 18 のカルシウムイメージングの実験結果と同様に、

M 細胞の両発火の確率は大きかった (73.7%) 。逃避時の屈曲の大きさはおおむね動き始めて

から 8 ミリ秒後の屈曲を測定した (図 23A. 8 ミリ秒 は自由遊泳時に、動き始めてから最大

屈曲に達するまでにかかる時間)。図 23B にある一例のように、屈曲が浅い逃避運動が確率的

に観察され、その場合は両側の M 細胞が活動していた。図 23C はそれぞれの個体(n=3)の結

果である。図 23D は 3 個体から得られた全てのデータをプールしたものである。M 細胞が両

発火した時と片方のみ発火した時の尾の屈曲の分布は明らかに異なっていた(p < 10-3, 

Mann-Whitney U test)。きわめて浅い屈曲(20 度以下)は M 細胞が両発火した時のみ観察され

た。 

これらのカルシウムイメージング と尾の屈曲の同時計測した実験と Ta1/Ta2 細胞に加

えて M 細胞を破壊した行動実験より、片側の Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体が、逃避時に屈曲

角度が浅くなるのは M 細胞の両発火が主な要因であると結論された。 

 

 

脊髄の相反性抑制回路の寄与：CoLo 細胞を破壊した効果 

Ta1/Ta2細胞を破壊した個体において、M細胞が両発火した時に屈曲角度が浅くなるは、

遅れて二番目に発火した M 細胞の電位によって、反対側の胴筋の運動ニューロンが活性化し、

先におこった胴の屈曲を妨げると解釈される。しかし、その原因には、運動ニューロンだけ

ではなく、脊髄の左右間で相互に抑制する相互抑制回路の CoLo 細胞を介して効果が表れて

いる可能性もある (詳細は考察または図 24A-D)。両側の M 細胞が発火した時に、CoLo 細胞

が本来とは異なる活動をして、逃避の屈曲を妨げる事象にかかわっているかどうかを調べる

ために、片側の Ta1/Ta2 細胞の破壊に加えて、さらに同じ側の CoLo 細胞を破壊して、その

時の最大屈曲角度を調べた。この結果を片側の Ta1/Ta2 細胞のみを破壊した時の最大屈曲角

度と比較した。図 24E にみられるように、阻害側の最大屈曲角度(緑)は CoLo 細胞を破壊し

ていない時の最大屈曲角度(赤)とほとんど同じような分布を示した。それぞれの最大屈曲角度

の平均は 118±1.4°と 121±1.6°で有意な差はみられなかった(p = 0.219, t-test)。故に、CoLo

細胞を追加で破壊しても屈曲角度に明確な影響はみられなかった。以上の結果より、片側の

Ta1/Ta 細胞を破壊した個体において、両側の M 細胞が発火した時に屈曲が浅くなるのは、

CoLo 細胞の異常な活動による可能性はあまり大きくないと考えられる(詳細は考察の項)。 
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結論 

先の実験 3-2 の結果をうけ、相反性抑制が損なわれて、2 ミリ秒以上の差で左右の M 細

胞が発火する時に、行動にどのような影響が見られるかを調べた。そのために、左右の M 細

胞間の相反性抑制を主に中継する 2 つの介在ニューロン（Ta1 細胞と Ta2 細胞）を破壊して、

両側の M 細胞の発火や M 細胞で駆動される逃避行動の初期運動（胴の屈曲運動）への影響を

観察した。その結果、Ta1/Ta2 細胞破壊によって、逃避の初期位相の屈曲角度が浅くなった。

図 24  逃避運動における後脳と脊髄の相反性抑制回路の寄与 

A-D, Ta1/Ta2細胞を破壊した個体とCoLo細胞も加えて破壊した個体の屈曲運動の回路

モデル(上)と想定される屈曲運動(下)。A-C,  左側の Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体では

左への屈曲(A)は正常。この時左側の脊髄の CoLo 細胞も後脳の相反抑制に先んじて、

右の脊髄回路の抑制に寄与する。一方、右への屈曲(B)は、遅れて活動する右の M 細胞

によって阻害される。ただし、この B では CoLo 細胞の相反性抑制が終わっている場合

を想定。C, 左側の CoLo 細胞の抑制が時間とともに弱くなった時に、右の M 細胞が活

動すると左の CoLo が活動し初めて、右側の運動出力を抑制する可能性。この場合も屈

曲は小さくなる。D, もし C が起きていれば、破壊した Ta1/Ta2 細胞に加えて同じ側の

CoLo 細胞を破壊すると、屈曲角度が大きくなると期待できる。E, モデル C の可能性

を D の標本で検証。その結果(緑)は CoLo 細胞破壊を伴わない場合(赤)と有意差がなか

った(p >0.1 t-test)。赤：図 23 と同じデータの損傷側の屈曲角度。青：正常側。 
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また、M 細胞を片方壊すと、屈曲角度への影響が消失した。さらに、M 細胞のカルシウムイ

メージングと尾の屈曲の同時計測から、M 細胞が同時に発火すると尾の屈曲が浅くなること

が観察された。これより、M 細胞間の相反性抑制は、片方の M 細胞が発火してから 2 ミリ秒

-数十ミリ秒の間はもう一方の M 細胞が発火することを防ぎ、一方向への十分な屈曲運動を発

現する上で重要であることが明らかになった。 

 

 

考察 

Ta1/Ta2 の破壊によって逃避運動時の屈曲角度が浅くなるメカニズム 

本研究より、Ta1 細胞と Ta2 細胞の破壊によって、左右の M 細胞間でおこる相反性抑制

が損なわれると逃避運動時の屈曲角度が浅くなることが見出された(図 21)。さらに、屈曲角

度の減少は、左右の M 細胞の両発火が主要な要因だと示された (図 22、図 23)。M 細胞が両

発火によって、屈曲角度が浅くなるのはどうしてなのだろうか？ ひとつの可能性として、

M 細胞が両発火によって両側の運動ニューロンが活動した結果、屈曲が阻害されると考えら

れる(図 22A)。本研究では、さらに、CoLo 細胞の寄与も考慮にいれ、屈曲角度が浅くなるメ

カニズムを考えた(図 24A-C)。 

左側の Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体では左への屈曲は正常におこる(図 24A)。この時、左

側の脊髄の CoLo 細胞も後脳の相反性抑制に先んじて、右側の CoLo 細胞や運動ニューロン

を抑制することで屈曲を阻害する運動出力を防いでいる(図 24A: Satou et al., 2009)。先んじ

て機能する CoLo 細胞の抑制の強さは一定ではなく時間依存的に小さくなることから、屈曲

角度が浅くなる 2 つのシナリオが考えられる。ひとつめは、左側の Ta1/Ta2 細胞を破壊した

個体では、遅れて活動する右の M 細胞によって左側の筋収縮がおこり、右側への屈曲が阻害

される可能性があげられる (図 24B)。この時、右側の CoLo による左側の運動出力の抑制が

弱くなっており、左側の運動出力が起こった結果、右側への屈曲が阻害されると考えられる。

もう１つの可能性として、右のM細胞が遅れて活動すると左側のCoLo細胞が誤って活動し、

右側の運動出力を抑制が起こると考えられる(図 24C)。この場合、右側の CoLo による左側の

CoLo への抑制が弱まっているために、左側の CoLo の活動が引き起こされた結果、右側の運

動出力が抑えられると考えられる。 

本研究では、これらの 2 つの可能性を検証するために、破壊した Ta1/Ta2 細胞と同じ側

の CoLo を破壊した個体の屈曲角度を測定した(図 24D)。 もし図 24C が主に起きていれば、

破壊した Ta1/Ta2 細胞に加えて同じ側の CoLo 細胞を破壊すると、屈曲への阻害がなくなる

と期待できる。実験の結果、阻害側の最大屈曲角度(図 24E、緑)は CoLo 細胞を破壊 してい

ない時の最大屈曲角度(図 24E、赤)とほとんど同じような分布を示した。このことから、

Ta1/Ta2 細胞を破壊した個体の屈曲角度が浅くなるのは、図 24C のように CoLo の誤った活
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動による影響は小さいと考えられる。 

 

最大屈曲角度が大きいことの生理学的意義 

本研究では、逃避運動の性能を推し量るために、初期位相の最大屈曲角度を計測した。

最大屈曲角度は逃避運動において、どのような意味があるのだろうか。サカナの逃避運動は

大きく分けて 2 つの段階がある。一つ目は屈曲開始から最大屈曲までの 1 段階目、二つ目は

最大屈曲に達してから逃げる方角を決める 2 段階目である。2 段階目の逃げる方角は 1 段階

目の最大屈曲角度に大きく依存する(Eaton and Emberley, 1991)。例えば、1 段階目の最大屈

曲角度が大きいとその後の 2 段階目の方角を決める段階で、サカナは真後ろに向かって逃避

運動ができる。逆に、1 段階目の最大屈曲角度が小さいと、2 段階目では正面に向かって逃避

運動を行うことになる。したがって、大きく屈曲できるポテンシャルをもつことは、逃避方

向の選択肢を幅広くもつ上で重要だと考えられる。 
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第 4 章 全体の考察 

本研究では、ゼブラフィッシュの逃避運動に着目し、ニューロンの発火特性がどのよう

に制御されるのか、ニューロンの活動がどう運動に結びついているかを分子、神経回路、行

動レベルで解析した。 

  第 1 章では、本研究の背景を理解してもらうために、脳を構成するニューロンの活動が

どのように情報をコードするか説明した。そして、ニューロンの活動がニューロン自身の興

奮性と他のニューロンとの結合によって作られる回路の特性に左右されること、ニューロン

の興奮性を決める分子基盤や回路特性を調べるには個々のニューロンの同定が重要だと説明

した。ニューロンの活動に寄与する分子基盤や回路特性を調べる有用な系として、ゼブラフ

ィッシュの逃避運動を駆動するマウスナー(M)細胞と回路構成を紹介した。 

第 2 章では、M 細胞が相同ニューロンと異なる発火特性を獲得する分子基盤を電気生理

と in situ hybridization による発現解析で調べた。その結果、M 細胞の単発発火特性は Kv1 チ

ャネルと Kv7 チャネルの阻害剤によって失われることがわかった。また、in situ hybridization

により、M 細胞特異的に Kv7 チャネルのサブファミリーである Kv7.4α サブユニットが発現

することを示した。発達初期(2 日齢以前)に Kv7.4 チャネルと Kv1.1 チャネルが発現し、発達

後期(4 日齢以降)に Kv1.1 チャネルの調節因子 Kvβ2 が発現して、相同ニューロンとは全く異

なる M 細胞の単発発火特性が獲得されることを見出した。 

さらに、アフリカツメガエルの卵母細胞を用いた再構性実験により、Kv1.1 サブユニッ

トと Kv7.4α サブユニットは低閾値型の外向き電流を流すカリウムチャネルを構成するが、キ

ネティクスが大きく異なることを示した。 

第 3 章では、M 細胞の相反性抑制または反回性抑制を構成する中継ニューロンを簡易に

そして再現的に実験できるようにするために、中継ニューロン候補をラベルするトランスジ

ェニックラインを探した。その結果、Tol-056 と呼ばれるトランスジェニックラインが、後脳

の T 型網様体ニューロン群のうち吻側の 2 対 (Ta1 細胞と Ta2 細胞)に GFP を発現し、それ

らは M 細胞から単シナプス性に強力は興奮性入力を受けて発火し、出力を M 細胞に結合する

抑制性介在ニューロンに投射して、M 細胞の相反性抑制または反回性抑制を構成することを

明らかにした。 

第 4 章では、Ta1/Ta2 が相反/反回性抑制にどのくらい寄与し、M 細胞の活動にどれほど

制御しているか調べた。Ta1/Ta2 破壊した個体では相反/反回性抑制に大きく減少することを

電気生理学的に示した。また、Ta1/Ta2 を破壊した個体では M 細胞の両発火の確率が上昇す

ることをカルシウムイメージングで示した。さらに、Ta1/Ta2 を破壊によって M 細胞の両発

火の確率が上昇したのは相反性抑制によって防がれるはずの両発火であることを、左右の M

細胞をルースパッチで同時記録した実験より強く裏付けた。 

第 5 章では、相反性抑制が逃避行動に果たす役割を調べるために Ta1/Ta2 を破壊した個
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体で逃避運動を解析した。その結果、Ta1/Ta2 を破壊したことで、屈曲が浅くなる逃避運動が

観察されるようになった。さらに、カルシウムイメージングによる左右の M 細胞の活動とハ

イスピードカメラによる尾の屈曲を同時に記録した実験より、M 細胞が両発火すると確率的

に尾の屈曲が浅くなった。これより、相反性抑制は 2 ミリ秒以上はなれたタイミングでおこ

る左右の M 細胞の両発火を防ぎ、逃避の運動性能を保つ上で重要だと示唆された。 

本研究では、ゼブラフィッシュの逃避運動回路が単一細胞レベルで同定・解析できる利

点を生かすことで、M 細胞の活動を制御する機構を分子から神経回路レベルで解明した。さ

らに、M 細胞の相反性抑制回路が行動へどう寄与を明らかにした。本研究は個々のニューロ

ンを同定した上で、脊椎動物の運動制御メカニズムを分子から行動レベルまで解明できた。 

 

一過的な発火を生み出す分子基盤 

M 細胞の発火特性における Kv7.4 と Kv1.1 チャネルの異なる寄与 

本研究により、M 細胞の発火特性には Kv7.4 と Kv1.1 の発現が必要であることが示され

た。単発発火特性を作り出すために、異なる 2 つのチャネルはそれぞれどう寄与しているの

だろうか？ アフリカツメガエルを使った実験より、ゼブラフィッシュの Kv1.1 と Kv7.4 は

ともに低閾値型のチャネルで外向き電流を流すことがわかった(図 8)。しかし、その電気特性

は大きく異なる(図 8A)。Kv1.1 は閾値以上のコマンド電位で早く活性化する一方で、Kv7.4

は最大電流に達するまでかなり遅い(図 8)。このような Kv7.4 の遅い活性は時間とともに発火

頻度が小さくなるラットの交感神経やマウスのCA1のピラミッド細胞などのニューロンの発

火特性に寄与することが報告されている (Wang et al., 1998; Chung et al., 2006; Soh et a., 

2014)。したがって、Kv7.4 は 2 dpf の M 細胞でみられるような一過的な発火に寄与している

と考えられる。一方、活性の早い Kv1.1 チャネルはニューロンの発火閾値を高めることが、

ラットの前庭神経で知られている(Kalluri et al., 2014)。これらの知見もあわせると、Kv7.4 と

Kv1.1 の活性の速さの違いが、一過的な発火（高閾値、潜時が早い、一回しか活動電位を発

生しない発火特性）を生み出すうえで重要であることを示唆している。 

 

後脳におけるM細胞間の相反性抑制と脊髄におけるCoLo細胞を介する相反性抑

制  

本研究では M細胞間でおこる相反性抑制が逃避運動において重要な役割をもつことを示

した。脊髄の相反性抑制に関する Satou et al. (2009)の研究結果も合わせると、M 細胞間の相

反性抑制と CoLo 細胞を介した脊髄の相反性抑制が協調して働くことが、逃避運動における

最初の胴の屈曲を一方向へ素早く達成するために必要である結論された。 

ここで、2 種類の相反性抑制が働くまでの時間が異なる点に留意しなければならない。

脊髄の CoLo 細胞はグリシン作動性の抑制性ニューロンで、M 細胞から入力を受けると交差
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性の軸索によって単シナプス性に反対側の運動ニューロンや CoLo 細胞を抑制する。M 細胞

から CoLo 細胞への結合は軸索同士のギャップ結合(電気シナプス)を介していて、シナプス遅

延がほとんどないので、この回路の実質的なシナプス遅延は化学シナプス 1 個分である。一

方、後脳の相反性抑制の場合には、M 細胞からアセチルコリン作動性化学シナプスを介して、

交差性興奮性ニューロンの Ta1/Ta2 細胞に興奮が伝わり、Ta1/Ta2 細胞から興奮性化学シナプ

スを介して、抑制介在ニューロンを活性化し、最終的に抑制性介在ニューロンから M 細胞へ

主にグリシン作動シナプスを介して働く。そのために、この抑制回路には化学シナプスが 3

つあり、この相反性抑制が働くまでに 2 ミリ秒以上かかる。 

なぜ、後脳の脊髄で相反性抑制が 2 重に構成されているのであろうか？脊髄の CoLo 細

胞を介する抑制は実質単シナプス結合の回路であるため、M 細胞から 0.5 ミリ秒以内に反対

側の脊髄回路を抑圧できる。Satou et al. (2009)は、キンギョ成魚の知見から、両側の M 細胞

の発火が 0.15-0.2 ミリ秒以上あれば、たとえ両側の M 細胞が発火しても CoLo 細胞の素早く

強力な抑制によって、両側の胴の硬直を回避できると考えた。正常では逃避運動時に胴が硬

直することは見られないが、CoLo 細胞を取り除くと、しばしば(約 30％)両側の体幹筋の同時

収縮し、胴が硬直することが観察され、これは M 細胞がほぼ同時に発火した結果と解釈され

ていた(Satou et al., 2009)。この時、M 細胞の相反性抑制は生きているので、M 細胞の同時発

火は相反性回路が働きだす 2 ミリ秒以内と起きたと考えられる。特に、本研究で用いた音/振

動刺激は左右の内耳間で捉える音/振動刺激のタイミングや強さに差がないために、M 細胞が

同時に働く可能性がある。本研究では、ゼブラフィッシュの頭部および胴の半分を寒天内に

固定しているので、触覚入力なども混入して条件は必ずしも水中とは同じではないが、カル

シウムイメージングで左右の M 細胞がともに活動する場合が約 40%あった。そのような場合

にも CoLo 細胞は M 細胞の両発火が起こる時に重要な役割をもつ(Satou et al., 2009)。そうで

あれば、CoLo 細胞を介する抑制さえあれば、たとえ左右の M 細胞がほぼ同時に活動しても、

遅れて発火する効果を打ち消すので、一方向への逃避には十分と思える。しかし、本研究で

M 細胞間の相反性抑制を大きく損なうと両側の M 細胞が活動する確率が上がり、そのために

十分な屈曲ができなくなることが示された。すなわち、CoLo 細胞を介する抑制は長期間続か

ず、おそらく数ミリ秒で効力を失い、その時に M 細胞間の相反性抑制が左右の M 細胞の発火

を終えることが必要なのであろう。片側の M 細胞が活動してから 2 ミリ秒以降は M 細胞間の

相反性抑制と反回抑制が機能し、反対側の M 細胞が遅れて活動したり、M 細胞が繰り返し発

火することを防ぎ、一方向への素早い運動を確立するのであろう。M 細胞間の相反性抑制と

反回抑制は数十ミリ秒以上続くので(Takahashi et al., 2002)、特に、刺激が長く続く場合に有

効と考える 

CoLo 細胞と呼ばれるグリシン作動性のニューロンは M 細胞から電気シナプスを介して

すばやく活動し(2 ミリ秒以内)、左右両側の体幹筋の同時収縮を防いでいる。2 ミリ秒以降は
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M 細胞間の相反性抑制が機能するので、もう一方の M 細胞の発火が抑えられ、非対称な運動

を維持している。この抑制は数十ミリ秒以上続き、逃避運動中にもう片方の M 細胞が活動を

防いでいると考えられる(Takahashi et al., 2002)。逆に、脊髄で起こる CoLo 細胞による抑制

は数ミリ秒で徐々に弱くなっていくことが本研究より示唆された。したがって、抑制が働く

時間は、部分的にはオーバーラップしている可能性もあるが、後脳と脊髄にある交差性の抑

制システムは異なる時間スケールで協調して左右の中枢神経系間で非対称な活動を生み出し

ている。両者のうちどちらか一方が欠けると非対称な運動が困難になると考えられる。         

本研究では、脳にある交差性の興奮性の中継ニューロンが左右非対称な運動を生み出す

上で重要であることを単一細胞レベルで解析できた。興味深いことに、ヒトを含む哺乳類の

非対称運動の制御に脳内の交差性の興奮性ニューロンの重要な働きがあると提唱されている。

例えば、運動皮質の活動に非対称性を生み出すために、活動した運動皮質が反対側の運動制

御に関わる皮質を抑制することが知られている(Huber et al., 2008)。そして、その抑制は左右

の脳をつなぐ経脳梁を通る交差性興奮性ニューロンが皮質内の錐体細胞を支配する局所的な

抑制ニューロンに接続する回路があると考えられている(Meyer et al., 1995; Reis et al., 2008)。

想定される回路の枠組みは、両側のコマンド様 M 細胞間の相反性抑制に似ており、この意味

で、サカナの逃避回路における相反性抑制は、哺乳類における皮質の活動の非対称性を調べ

る上で優れた細胞モデルとなるであろう。 

 

 

T 型網様体細胞の出力：M 細胞以外への出力 

本研究では T 型網様体細胞群のなかでも、もっとも吻側にあるニューロン Ta1/Ta2 細胞

が、これまで M 細胞の相反性抑制および反回性抑制を中継する CRN と呼ばれてきたニュー

ロンと一致することを示した。 しかし、T 型網様体細胞の形態より、他のニューロン群の

活動にも寄与していることがうかがわれる(図 13D)。実際に CRN (Cranial Relay Neuron, 脳

中継ニューロン)は脳運動ニューロン(Cranial Motor Neuron)に M 細胞の興奮を伝えるという

理由で命名され、ハケットフィッシュの胸鰭の筋肉(Auerbach and Bennett., 1969) に投射す

る運動ニューロンやキンギョの顎の筋肉(Hackett and Buchheim, 1984) に投射する運動ニュ

ーロンに出力している。また、T 型網様体細胞群の軸索分枝の走行から、M 細胞の活動を他

の網様体脊髄路ニューロン(RSN)へと中継するニューロンの可能性があげられている(Neki et 

al., 2014)。片方の M 細胞が活動すると背側にある RSN は M 細胞と同じ側にあるものは抑制

性の入力、反対側には興奮性の入力が入る(Neki et al,. 2014)。これらのことから、M 細胞の

相反性抑制のように、他の RSN の左右間で活動の差を作りだすうえで T 型網様体細胞の重要

な役割があるかも知れない。Ta1/Ta2 細胞自身が M 細胞からほかの RSN 群への入力の中継ニ

ューロンとして働いている可能性もあるが、RSN 群への中継ニューロンとしてはほかの T 型
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網様体細胞が働いている可能性もある。Ta1/Ta2 細胞は Tol056 ゼブラフィッシュの T 型網様

体細胞群のなかで唯一 GFP を発現し、しかもほかの T 型網様体細胞に比べてずっと大きな細

胞体を持っている。したがって、同じような形態をして吻尾軸方向に繰り返し配置されてい

る T 型網様体細胞群の中に、どのような役割分担や機能的な分化があるかは今後の興味深い

課題である。 

 

相反性抑制回路の発達  

左右非対称運動はヒトを含め多くの動物で普遍的に見られる。ヒトでは左右非対称運動

が損なわれると鏡像運動(Mirror Movement)と呼ばれる運動異常が観察される。例えば片方の

手を動かすと、もう片方の手が付随して動いてしまう。鏡像運動は左右間の脳で起こる相反

性抑制が働かないときにおこることが原因のひとつとして考えられている(Koerte et al., 

2010; Gallea et al., 2013)。鏡像運動は 10 歳ぐらいまでの正常な子供でもよく観察され、こ

れは左右の半球間を結ぶ脳梁が未発達なためだと考えられている(Welniarz et al., 2015)。鏡像

運動は成長に伴って見られなくなってくるが、その具体的なメカニズムはよくわかっていな

い。ゼブラフィッシュは脊髄動物の発生を調べる上で有用なモデル生物であり、相反性抑制

の発達を調べるのが可能である。Tol-056 のような M 細胞に GFP を発現するラインを使えば、

未成熟な M 細胞でもホールセル記録が可能である(Tanimoto et al., 2009; Watanabe et al., 

2014)。左右の M 細胞を同時にホールセル記録することで、各発達段階の相反性抑制シナプ

スの変化を記録できる。また、胚が透明なので、Ta1/Ta2 細胞の軸索が観察できるので、発達

段階を追って観察すれば、相反性抑制回路がどのように形成されるかを形態学的に解析でき

る。 

ゼブラフィッシュは発達に伴って遊泳様式が変化する(Drapeau et al., 1999; Kimmel et 

al., 1972; Haffter et al., 1996)。受精後 1 日齢前後では、ゼブラフィッシュの体をゆっくりく

ねらせる運動(Coilling)を示す。そして、卵膜をやぶる 3 日齢ごろになると 80Hz ぐらいの周

波数で尾を数秒間激しくふって泳ぐ(burst swim)。さらに発生がすすむと徐々に尾の振りが落

ち着いて、通常遊泳時は 40Hz ぐらいの周波数で尾をふる。受精後 1 日齢のゼブラフィッシ

ュの尾が速く振れないのは、相反性抑制が機能しておらず、ほぼ左右同時に筋収縮がおこる

からかもしれない。このような遊泳運動の発達と相反性抑制回路の発達には強い相関がある

かもしれない。 
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まざまな視点からみることができました。また、高木新准教授には、脳機能回路構築学グ

ループ在籍中にさまざまなご指導をいただき感謝申し上げます。松谷百合恵、伊藤浩子、

寺澤洋子、竹内芳子さんは実験に使うゼブラフィッシュを飼育と維持をしていただきあり

がとうございました。また、良質なアフリカツメガエルの卵母細胞は本学の卵細胞生物学

グループの大隅圭太教授と岩淵万理講師のご厚意で提供いただきました。ありがとうござ

いました。 

本研研究を立ち上げてから論文の執筆に至るまでの長い間、名古屋大学の脳機能構築

学グループと脳回路構造学グループおよび、生命創成探究センターの神経行動学研究部門

の皆様に数々の助言をいただきました。本研究で使われた実験手法の大半は、脳機能回路

構築学グループにいられた谷本昌志さんと渡邉貴樹さんの丁寧なご指導のおかげで身につ

けることができました。秘書の廣瀬万宝子と廣瀬愛さんのサポートのおかげで、大学院生

の大半は研究に集中することができました。皆様に厚く御礼申し上げます。 

最後に、体調を大きく崩して研究の復帰が危うい時期がありましたが、最後まで見捨

てずに、温かく見守り応援し続けていただいた先生方、両親、先輩、後輩の皆様に心から

感謝いたします。本当にありがとうございました。 


