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論文内容の要旨

脳は外界からの感覚情報の処理や、行動の制御などを司る主な器官である。脳のはたらきは、特定の出力を担うニ

ューロン(群)からなる、機能単位‘モジュール'で構成される。個々のモジュールの出力特'1主は、内部の抑制性の

ネットワークにより強力に制御・決定されている。これまでに、神経ネットワーク活動を完全に維持した、ありのま

まの (in 四;vo) 神経活動を研究するためのアプローチとして、光学計測法の開発が進められてきたが、抑制性シナプ

ス入力の ln V1VO 計測は実現していなかった。

今回、機能モジュールのモデ、ル系として、脊推動物の脳で形態的・機能的に同定可能な数少ないニューロンの 1 つ

である、ゼブラフィッシュの後脳マウスナー (M) 細胞を用い、抑制性シナプス入力の in vivo イメージングシステ

ムを開発した。コイ科の熱帯魚であるゼブラフィッシュは、稚魚(受精後 1 ヶ月以内)の頭が透明であるため、ニュ

ーロン活動の光学計測に有効な実験系である。また、 M細胞は、それが担う機能が明確であり、脳の多くの部位で見

られるフィードフォワード・フィードバック型の抑制性シナプス回路により、その出力特性が制御されることが電気

生理学的に明らかなため、光学計測データと電気生理学の知見との対応が可能である。 M細胞は、侵害刺激と反対方

向に素早く屈曲して逃げ去る運動‘ c-スタート'をトリガーする。この神経活動は、聴神経からのフィードフォワー

ド抑制および自身の軸索側枝からの 2種類のフィードバック抑制(反回性・相反性)によって、発火闇値や連続活動

が強力に制御されている。 M細胞では、逆行性活動電位の振幅が抑制性シナプス入力によって減少することに着目し、

3種類のシナプス抑制の可視化を試み、以下の結果を得た。まず、蛍光 Ca 指示薬と共焦点レーザー顕微鏡を用い、

高い光学シグナルを測定加算なしに得られるシステムを構築した。 1) 受精後 4 日目以降のゼブラフィッシュの脊髄

から逆行性にM細胞へ特異的に Ca 指示薬をロードし、脊髄電気刺激によるM細胞の逆行性活動電位に伴う Ca 応答

を同定した。 2) 反回性シナプス抑制により、この光学応答の振幅が強力に減衰することを見出した。また、 M細胞

の全細胞記録により、反回性抑制電流を記録し、光学計測の結果を確認した。 4) ゼブラフィッシュの耳胞(耳の原

器)に同側M細胞の関値以下の強度で電気刺激を与え、聴神経由来のフィードフォワード抑制を賦活すると、反対側

のM細胞で光学応答の抑制が見られた。この抑制効果は、過去の電気生理学的研究の結果と対応した。 5) 強い耳胞

刺激で片側のM細胞を活動させると、それに起因する、反対側M細胞への強力な相反性抑制が可視化された。 6) キ



ンギョ成魚M細胞で、長期増強を誘導した高頻度電気刺激を、ゼブラフイツシュ稚魚の耳胞に与えた結果、長時間持

続するフィードフォワード抑制の促進効果が誘導・計測された。

本研究では、抑制性シナプス入力の ln げvo 計測を初めて成功させただけでなく、発生生物学・遺伝学上の有用な

モデル動物でありながら、神経ネットワークの生理学的知見がほとんどないゼブラフイツ、ンュで、基本的な運動の 1

つである逃避運動を制御する抑制回路が早期から機能することが明らかにされ、さらに、可塑的変化も誘導されるこ

とが見出された。本研究で開発した in vivo 計測システムは、発達に伴う神経ネットワークの形成や、シナプス可塑

性と運動適応のリンクの解析などに展開でき、分子生物学的方法とを組み合わせ、脳のモジュール機能の設計原理を

解明する上で有用であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

脳は外界からの感覚情報の処理や、行動の制御などを司る主な器官である。脳のはたらきは、特定の出力を担うニ

ューロン(群)からなる、機能単位‘モジュール'で構成される。

個々のモジュールの出力特性は、内部の抑制性のネットワークにより強力に制御・決定されている。これまでに、

神経ネットワーク活動を完全に維持した、ありのままの (in vivo) 神経活動を研究するためのアプローチとして、光

学計測法の開発が進められてきたが、抑制性シナプス入力の in vivo 計測は実現していなかった。

今回、機能モジュールのモデル系として、脊椎動物の脳で形態的・機能的に同定可能な数少ないニューロンの 1 つ

である、ゼブラフイツシュの後脳マウスナー (M) 細胞を用い、抑制性シナプス入力の in げvo イメージングシステ

ムを開発した。コイ科の熱帯魚であるゼブラフイツシュは、稚魚(受精後 1 ヶ月以内)の頭が透明であるため、ニュ

ーロン活動の光学計測に有効な実験系である。また、 M細胞は、それが担う機能が明確であり、脳の多くの部位で見

られるフィードフォワード・フィードパック型の抑制性シナプス回路により、その出力特性が制御されることが電気

生理学的に明らかなため、光学計測データと電気生理学の知見との対応が可能である。 M細胞は、侵害刺激と反対方

向に素早く屈曲して逃げ去る運動‘ c.スタート'をトリガーする。この神経活動は、聴神経からのフィードフォワー

ド抑制および自身の軸索側枝からの 2 種類のフィードパック抑制(反回性・相反性)によって、発火闘値や連続活動

が強力に制御されている。 M細胞では、逆行性活動電位の振幅が抑制性シナプス入力によって減少することに着目し、

3 種類のシナプス抑制の可視化を試み、以下の結果を得た。まず、蛍光 Ca 指示薬と共焦点レーザー顕微鏡を用い

高い光学シグナルを測定加算なしに得られるシステムを構築した。 1) 受精後 4 日目以降のゼブラフイツシュの脊髄

から逆行性にM細胞へ特異的に Ca 指示薬をロードし、脊髄電気刺激によるM細胞の逆行性活動電位に伴う Ca 応答

を同定した。 2) 反回性シナプス抑制により、この光学応答の振幅が強力に減表することを見出した。また、 M細胞

の全細胞記録により、反回性抑制電流を記録し、光学計測の結果を確認した。 4) ゼブラフイツシュの耳胞(耳の原

器)に同側M細胞の関値以下の強度で電気刺激を与え、聴神経由来のフィードフォワード抑制を賦活すると、反対側

のM細胞で光学応答の抑制が見られた。この抑制効果は、過去の電気生理学的研究の結果と対応した。 5) ~.齢、耳胞

刺激で片側のM細胞を活動させると、それに起因する、反対側M細胞への強力な相反性抑制が可視化された。 6) キ

ンギョ成魚M細胞で、長期増強を誘導した高頻度電気刺激を、ゼブラフイツシュ稚魚の耳胞に与えた結果、長時間持

続するフィードフォワード抑制の促進効果が誘導・計測された。

本研究では、抑制性シナプス入力の ln 日・vo 計測を初めて成功させただけーで、なく、発生生物学・遺伝学上の有用な

モデル動物で、ありながら、神経ネットワークの生理学的知見がほとんどないゼブラフイツシュで、基本的な運動の 1

つである逃避運動を制御する抑制回路が早期から機能することが明らかにされ、さらに、可塑的変化も誘導されるこ

とが見出された。本研究で開発した in vivo 計測システムは、発達に伴う神経ネットワークの形成や、シナプス可塑

性と運動適応のリンクの解析などに展開でき、分子生物学的方法とを組み合わせ、脳のモジュール機能の設計原理を

解明する上で有用であると考えられる。

以上のように、本研究は脳のモジュール横能の設計原理を解明する上で、有用な知見であると考えられ、博士(理学)

の学位論文として価値があるものと認める。
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