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１． 研究のねらい 

神経系の機能を理解するためには、個体レベルで神経回路の全体像を明らかにするとともに

神経回路を構成する一つ一つのニューロンの機能を解明することが重要である。しかしながら、

脊椎動物の脳神経系は膨大な数のニューロンから構成されており、神経回路の全体像とその機

能を一つ一つの細胞レベルで解明することは現時点ではほとんど不可能に近い。尾索動物ホヤ

幼生の中枢神経系は脊椎動物の脳神経系の基本構造を備えているが、わずか 100 個程度のニ

ューロンから構成されている。ホヤ幼生を用いれば、脊索動物の中枢神経回路の全体像とその

機能を細胞一つ一つのレベルまで掘り下げて解明することが可能である。本研究課題では、ホヤ

幼生の中枢神経回路のうち、遊泳運動を規定する神経回路に着目し、その発生と動作原理を細

胞レベル、遺伝子レベルでの解明することを目的とした。 

 

 

２． 研究成果 

 

（１）概要 

尾索動物ホヤの幼生はオタマジャクシ型の形態をしており、背側に神経管が位置するなど

脊椎動物の脳神経系の基本設計を備えているが、その中枢神経系はわずか 100 個程度と少

数の細胞から構成されている。本研究課題では、ホヤ幼生の中枢神経回路のうち、遊泳運動

を規定する神経回路に着目し、その発生と動作原理を細胞レベル、遺伝子レベルでの解明す

ることを目的として研究を行った。 

種々のニューロンを可視化したトランスジェニック系統を用いた形態学的な解析から、ホヤ

幼生の遊泳運動神経回路は左右 5 対 10 個のコリン作動性ニューロンと 2 対 4 個の GABA/

グリシン作動性の抑制性介在ニューロンの合計わずか１４個のニューロンから構成されること

が明らかとなっている。本研究課題では、このようなシンプルなホヤ幼生の遊泳運動神経回

路について『神経回路の活動イメージング』、『ニューロンの機能を修飾した個体の遊泳運動

解析』、『特定のニューロンを欠損、または置換させた個体の遊泳運動解析』、『遊泳運動変異

体の神経回路と原因遺伝子の解析』以上 4 つの研究を行い、遊泳運動を規定する神経回路

の発生とその動作原理の解明を試みた。その結果、遊泳運動に必須の役割をしているニュー

ロン、繰り返し運動（リズム形成）に必須の役割をしているニューロンを同定し、ホヤ幼生の遊

泳運動を生み出す神経回路メカニズムの一端を示すことに成功した。また、本研究の過程に

おいて、ホヤにおいて従来よりも高効率で突然変異体を作製する方法を開発することに成功

した。以下にその詳細を記す。 

 



 

（２）詳細 

 (1) 遊泳運動を規定する神経回路の活動イメージング 

 ホヤ幼生の遊泳運動神経回路は左右 5

対 10 個のコリン作動性ニューロンと 2 対 4

個の GABA/グリシン作動性の抑制性介

在ニューロン（ACIN）から構成される（図

1A）。また、コリン作動性ニューロンはそれ

ぞれ発現する転写因子が異なっており、

転写因子のエンハンサーを利用すること

により、コリン作動性ニューロンを 1 対ず

つ区別してラベルすることが可能である

（図 1A）。これらの 5 対 10 個のコリン作動

性ニューロンと 2 対 4 個の抑制性介在ニュ

ーロン（ACIN）において、Ca2+指示蛍光タ

ンパク質 GCaMP8 を個々のニューロンで

発現させ、高速共焦点顕微鏡を用いて遊

泳運動を行う際の神経活動イメージング

を行った。その結果、前方から３番目に位置する NK6 発現細胞、最も後方に位置する Islet 発

現細胞が、遊泳運動を行う際に強く活動することが明らかとなった。この結果は、NK6 発現細

胞、Islet 発現細胞が筋肉に対してエンドプレートを形成しているという、形態学的な観察結果

と一致しており、これら２対のニューロンが筋肉の収縮を生み出し、遊泳運動を制御している

ことを示唆している。 一方、尾部の前端部に位置している ACIN についても神経活動イメージ

ングを行ったところ、ACIN も遊泳運動を行う際に強く活動した。したがって、ホヤ幼生の遊泳

運動はこれらのニューロンの活動によって生み出されることが示唆された。 

  

(2)ニューロンの機能を修飾した個体の遊泳運動解析 

 ホヤ幼生が遊泳運動を行う

際に強く活動する Islet 発現

細胞において、光制御型チャ

ネル/ポンプ（ChR2/NpHR）を

発現するトランスジェニック個

体を作製し、機能解析を行っ

た。Islet 発現細胞において

ChR2 を発現させた個体に青

色光を照射し、Islet 発現細胞

の活動を活性化したところ、実験を行った全ての個体において遊泳運動が引き起こされた（図

２A）。一方、Islet 発現細胞において NpHR を発現させた個体に緑色光を照射し、Islet 発現細

胞の活動を抑制したところ、遊泳運動中の個体は急激に遊泳を停止した(図２B)。以上の結果

から、Islet 発現細胞は遊泳運動に必須の役割をしていることが示された。  



 

 

 (3)特定のニューロンを欠損、または置換させた個体の遊泳運動解析 

  特定のニューロンが欠損、または置換した

個体を得ることを目的として、遊泳運動神経

回路に存在するニューロンで発現する種々の

転写因子について、機能阻害実験および過

剰発現実験を行った。その結果、尾部前端部

に存在する ACIN と名付けた 2 対 4 個の抑制

性介在ニューロンが完全に欠損した個体を得

ることに成功した。この個体ではACIN以外の

ニューロンは正常に分化している。正常な個

体と ACIN が欠損した個体について遊泳運動

の解析、特に尾部運動の交互性と遊泳運動

の持続性について解析を行った。正常な個体は尾部を左右に交互にリズミカルに振ることに

より遊泳運動を行う。一方、ACIN が完全に欠損した個体では尾部の振りの左右の交互性が

失われてしまった。また、ACIN を欠損した個体は持続的な遊泳運動を行うことが出来なかっ

た。以上の結果から、ACIN が左右の交互性を生み出し、リズミカルな遊泳運動を行うために

必須の役割をしていることが明らかとなった。この結果は ACIN がリズミカルな尾部の振りを生

み出す神経回路である Central Pattern Generator の重要な構成要素の一つであることを示

唆している。 

 

(4)遊泳運動変異体の神経回路と原因遺伝子の解析 

 遊泳運動や遊泳運動神経回路の形成に必須の遺伝子を同定することを目的として、遊泳

運動に異常を示す突然変異体のスクリーニングを行った。我々は Minos トランスポゾンを用い

た Gal4 エンハンサートラップ法を応用することによって、約 83%という高い確率で遺伝子の近

傍や内部にトランスポゾンが挿入されるトランスポゾンベクターを構築することに成功してい

る。約 3,000 個の卵のスクリーニングにより、計 48 系統の Gal4 エンハンサートラップ系統を単

離した。得られた Gal4 エンハンサートラップ系統について、トランスポゾンの挿入箇所を

TAIL-PCR 法により決定したところ神経特異的 RNA 結合タンパク質 Musashi, Na2+チャンネル、

カイニン酸受容体などいくつかの神経関連遺伝子を変異体の原因候補遺伝子として同定し

た。得られた Gal4 エンハンサートラップ系統について、ホモ個体を作製し表現型の解析を行っ

たが、明確に遊泳運動に異常のある変異体は得ることが出来なかった。しかしながら、今回

の突然変異体のスクリーニングから心臓の拍動やエラの形成に異常のある変異体などいくつ

かの変異体を単離することは出来ており、今後はスクリーニングの数を増やすことにより遊泳

運動の変異体を単離することが可能であると期待される。 

 

３． 今後の展開 

本研究では、ホヤ幼生の遊泳運動に必須の役割をするニューロン、繰り返し運動（リズム形

成）に必須のニューロンを同定することに成功し、ホヤ幼生の遊泳運動を生み出す神経回路メカ

ニズムについてその一端を明らかにすることが出来た。しかしながら、遊泳運動神経回路に存在



 

する全てのニューロンの機能を明らかにすることは出来ていない。今後は、ニューロンの人為的

な操作を行った個体において神経活動イメージングを行うなど、本研究で別々に行っていた実験

を統合して行うことにより、遊泳運動を生み出す神経回路の動作原理を 1 細胞レベルで解明した

い。また、ホヤから得られた知見を、マウス、ゼブラフィッシュ、線虫、ショウジョウバエ幼虫などの

他のモデル動物の知見と比較することにより、進化的に保存された運動神経回路の動作原理の

解明につなげていきたいと考えている。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

当初の目標であった遊泳運動神経回路に存在する全てのニューロンの機能を 1 細胞レベ

ルで解明することは出来なかったが、これまで技術的な困難さからほとんど研究が進んでいな

かったホヤ幼生の神経回路の生理機能の研究にいくつかの新しい手法（神経活動イメージン

グや光遺伝学的）を取り入れることによって、遊泳運動を生み出す神経回路メカニズムについ

て一端を示すことは出来た。ホヤ幼生の尾部前端部に存在する抑制性介在ニューロン

（ACIN）を介したリズムの形成機構は進化的に保存されたメカニズムであり、詳細な解析を進

めることにより、脊椎動物の脊髄神経回路のシンプルなモデルになり得ると期待している。「遊

泳運動変異体の単離と泳運動変異体の神経回路と原因遺伝子の解析」に関しては、遊泳運

動変異体を得ることが出来ず、その目標を達成することが出来なかった。さきがけ研究期間中

にホヤにおいて TALEN や CRISPR/Cas9 システムを応用ことによって、組織・細胞特異的に遺

伝子をノックアウトする方法が確立された。今後は、我々がカタログ化しているホヤ幼生の脳・

神経系で特異的に発現する遺伝子群を、遊泳運動神経回路で特異的にノックアウトすること

により、当初の目標としていた遊泳運動や遊泳運動神経回路の形成に重要な遺伝子を単離

することが出来ると考えている。そして、今後は、本研究で導入した方法を統合的に組み合わ

せ、当初の目標を達成出来るような研究を展開したいと考えています。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

ホヤは脊椎動物と同じ基本設計を有する中枢神経系を持ちながら、その神経細胞数は約 100

個、特に遊泳運動に直接関わる回路は14個の神経細胞からなる。本研究はこの点に着目して、

回路の活動イメージング、光遺伝学による特定細胞の活動操作、転写因子機能阻害による特

定神経細胞の欠損または置換などの方法により、遊泳運動神経回路の動作原理の解明を意

欲的に目論んだものである。実際に高速共焦点顕微鏡を用いたカルシウムイメージングにより、

遊泳運動中の14個の神経細胞の活動様式を明らかにし、特定の細胞に光制御型チャネル/ポ

ンプを発現させてこれを強制的に活性化または抑制して遊泳運動を自在に操作することに成

功し、また特定の神経細胞を欠損した個体を作出してその遊泳運動における役割を証明したこ

とは大きい成果であり、課題の骨格を達成したものと言える。またさきがけ領域会議を機に

OIST の研究者との共同研究を展開している。上記の成果も早期に論文にまとめ、今後この神

経回路の全神経細胞の役割を明らかにして、脊椎動物の遊泳・爬行様式の理解に新たな視点

を開くことが期待できる。 
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