
１． は じ め に

動物とは動く生き物と書く．たしかに，多くの動物は出

生後，生きるために自ら動く．では，動物はどうやって動

くのか？ その答えは当たり前だが，神経が指令を出して

筋が収縮して動く，である．神経系と筋からなる脊椎動物

の運動システムは出生前の胎児期（胚期）に形成され，胚

期から幼児期にかけて発達し，成体でこれを維持してさら

に鍛える．ヒトや他の哺乳動物の運動システムについて

は，これまで主に成体個体やその損傷モデルを用いて研究

が進められ，多くの生理的知見が得られてきた１，２）．しか

し，胎児期の運動は哺乳動物では盛んでなく，発生過程を

通じて運動システムが機能的にどのように獲得されていく

のかは解析しにくかった．他の脊椎動物ヤツメウナギやサ

ンショウウオ，カエルなどを用いた生理学研究からも運動

システム，特に運動リズム生成回路の理解が進んできた

が３～５），遺伝学的手法の制約から分子基盤の解明は容易で

はなかった６）．筆者らはゼブラフィッシュの変異体を足が

かりに，脊椎動物の運動システムの分子基盤の研究を進め

てきた．ゼブラフィッシュの変異体が運動障害の新しい疾

患モデルとなることもわかり，本研究は治療や創薬を視野

に入れた運動障害治療の研究に発展することも期待され

る．

２． ゼブラフィッシュ

ゼブラフィッシュはインドのガンジス川支流のコシ川で

発見された青色と銀色の縞模様をもつ熱帯魚として，１８２２

年に報告されている７）．コイ目コイ科に属し，学名は

Danio rerio である８）．日本のペットショップではゼブラ・

ダニオという通称で，１尾１００円程度で観賞用に売られて

いる．ゼブラフィッシュ研究の開祖である故 George Strei-

singer博士（１９２７～１９８４）は脊椎動物モデルとしてのゼブ

ラフィッシュの有用性をいち早く見抜き，１９７０年代にオ

レゴン大学で飼育システムを確立し，ゼブラフィッシュ遺

伝学の基礎を築いた９）．変異原ENU（N-ethyl-N-nitorosourea）

を用いた変異体作製が可能なことから初期発生や器官形成

の研究に使われるようになり１０），ドイツのチュービンゲン

とアメリカのボストンで同時期に行われた大規模変異体ス

クリーニングが１９９６年の Development 誌に発表されて以

降は発生学の実験動物として急速に広まった１１～１３）．胚期，

稚魚期は体が透明で，またメラニン形成細胞や虹色素胞と

いった色素を欠く透明な成魚系統も作られたことで，あら

ゆるステージで生体内イベントをライブイメージングする

ことが可能となり，現在では，神経科学，免疫学，腫瘍学

などあらゆる分野で有用性が増している１４～１６）．従来から胚
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期，稚魚期の一過的遺伝子機能阻害実験が可能な脊椎動物

として使われてきたが１７），ゲノム編集の幅が広がり１８～２６），

生命科学研究の実験材料としてはショウジョウバエや線虫

を補完し，マウスに次ぐモデル脊椎動物として期待されて

いる．

３． ゼブラフィッシュの運動発達

哺乳動物は胎生であり，胎児期（受精から出産まで）は

ヒトでは２６６日，マウスでは１９日である．ゼブラフィッ

シュは卵生なので，胚期を厳密に定義することは難しい

が，受精から２～３日で孵化することや，主要な内臓器官

が３日以内に形成されることから，胚期は２～３日とされ，

発生はきわめて早いといえる（図１）２７）．受精後９時間には

筋や骨の前駆体である体節の形成が始まり，１７時間には

胚は自発的運動を始める２８）．これはメトロノームのように

尾部を体の左右に振る運動であり，ヒトの胎動に相当する

と考えられている．２４時間までに胚は侵害刺激に応答し

て尾を左右に振る逃避運動をするようになる（図２A）２８～３０）．

このことからゼブラフィッシュでは受精から１日以内に，

感覚ニューロン→介在ニューロン→運動ニューロン→筋か

ら成る一連の運動神経回路が機能的に形成されることがわ

かる．

ゼブラフィッシュの逃避運動は発生が進むと複雑かつ効

果的になり，反転と泳動の二つの成分に明確に区別できる

ようになる．２日齢のゼブラフィッシュに侵害刺激を与え

ると，まず刺激から遠ざかる向きに体を大きく反転させ，

続いて尾を左右に３０Hzで振る泳動が見られる（図２

B）２８～３０）．成魚が逃避する時も体を反転させた後に尾を３０

Hzで振り泳動することから，ゼブラフィッシュは受精か

ら２日以内に成魚並みの運動能力を獲得するといえる．こ

れらのことから，ゼブラフィッシュは運動システムの形成

と発達を研究するのに適した脊椎動物であると考えられ

る．

４． ゼブラフィッシュの運動異常変異体

筆者らは受精１～２日のゼブラフィッシュをピンセット

でつついて侵害刺激を与えた時に見られる逃避運動をひた

すら観察するスクリーニングを行い，運動に異常のあるゼ

ブラフィッシュ変異体を単離した３１）．その際，外見上の異

常を伴うものを除外することで，発生は正常だが，運動シ

ステムに異常のあるものだけを効率よく得ることができ

た．これらの変異体は感覚ニューロン，介在ニューロン，

運動ニューロン，神経筋接合部，筋のいずれかに異常があ

ると予想される３２）．

ここで，ゼブラフィッシュの逃避運動における刺激から

逃避までの情報の流れを説明しよう．頭部への侵害刺激は

頭部の感覚ニューロンである三叉神経感覚ニューロンが，

胴部尾部への刺激は一次感覚ニューロンである Rohon-

Beardニューロンが受容し（注１），どちらも後脳や脊髄の介在

ニューロンに情報を伝達する３３）．介在ニューロンの一部は

逃避の開始時に刺激方向から体を反転させるのにはたら

く．後脳の第４菱脳領域に左右一対のみ存在するMauth-

ner細胞はその代表格で，侵害刺激を受けると，刺激入力

側のMauthner細胞が活動し，反対側の運動ニューロンを

一斉に活動させて反対側の胴部尾部の筋を一斉に収縮させ

ることで，逃避開始時に刺激方向から体を遠ざけるように

反転させる運動をトリガーする３４）．介在ニューロンの他の

一部はリズム生成回路を形成し，これが体の左右に並ぶ運

注１：Rohon-Beardニューロンは発生期の魚類や両生類
の神経管背側部に一過的に存在する一次感覚ニューロン
で，発生が進むと細胞死を起こして消滅する３６～３８）．その
頃までには神経堤由来の後根神経節ニューロンが分化
し，Rohon-Beardニューロンに代わり一次感覚ニューロ
ンとして機能するようになる．Rohon-Beardニューロン
をもたない哺乳動物でも胚期に細胞死で消滅するニュー
ロンが神経管背側部に存在し，Rohon-Beardニューロン
の進化的痕跡と考えられている．

図１ ゼブラフィッシュの発生・成長の過程
ゼブラフィッシュは受精後から活発に分裂して，１日齢までに
頭部と尾部が区別できる形態に発生する．球状の組織は卵嚢で
あり，胚に栄養分を供給しつつ小さくなり，５日で消失す
る．３ヶ月で成魚になり，交配可能になる．
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動ニューロン群を交互に一定時間活性化することで，体を

反転させた後に尾を左右に振る運動，すなわち泳動が可能

になる３５）．ここでは同側，反対側，両側という体の左右の

話をしているので，運動ニューロンはそれぞれ同側の骨格

筋に投射し，同側の筋収縮を指示することを強調しておく

（図３）．以下で変異体を分類し，運動神経回路の理解につ

ながる変異体について説明しよう．

５． 感覚ニューロン

ゼブラフィッシュをピンセットでつついても侵害刺激に

応答しない，つまり逃避運動をしない変異体が複数単離さ

れた．しかし，逃避運動をしない変異体には，例えば筋の

アクチンを欠損して全く動かないものもありうるので，感

覚ニューロンに異常があるというためには，それ以下の経

路，すなわち介在ニューロン，運動ニューロン，筋が（完

全に正常でなくてもある程度）正常に機能しうることを示

さなくてはならない．一般に，円形の水槽をゆすって水流

を作ると，ゼブラフィッシュは流されないように水流に逆

らって泳ぐ．この時，側線器官（魚類および一部の両生類

の頭部や体側の皮膚に並ぶ機械刺激受容器）の一次感覚

ニューロンが水流を検知し，介在ニューロン以下の運動回

路をはたらかせることが知られている３９）．筆者らが単離し

た侵害刺激に応答しない変異体はいずれも水流に流されな

いように泳ぐことが可能で，側線感覚受容と介在ニューロ

ン以下の回路は正常に機能しうる．このことは，変異体は

泳動能力を有しており，侵害刺激を受容する一次感覚

ニューロンである三叉神経感覚ニューロンや Rohon-Beard

ニューロンに主要な異常があることを示唆している．

筆者らのこれまでの解析から，神経活動，特にニューロ

ンの電気的特性の異常は，Rohon-Beardニューロンの活動

異常として現れやすいことがわかっている．電位依存性ナ

トリウムチャネルは膜電位が閾値を超える時に活性化され

図２ ゼブラフィッシュの運動
（A）１日齢のゼブラフィッシュの運動．
１日齢のゼブラフィッシュに侵害刺激を与えると，尾を左右に振る運動を
する．頭部から卵嚢までをアガロースゲルに埋めて，尾部の動きを見やす
くしている．図では胴部に刺激を与えているが，頭部への刺激でも同じ運
動が見られる．
（B）２日齢のゼブラフィッシュの運動．
２日齢のゼブラフィッシュに侵害刺激を与えると，泳いで逃げる．図では
ゼブラフィッシュの尾部左側面に刺激を与えているが，まず体を右側に大
きく屈曲させて反転し，その後泳動を行い前方へ逃げる．
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るナトリウムチャネルであり，軸索起始部やランビエ絞輪

に局在し，活動電位の生成や伝達に必須である４０）．電位依

存性ナトリウムチャネルの一つである Nav１．６の変異体で

は Rohon-Beardニューロンのナトリウム電流が減少す

る４１，４２）．Rohon-Beardニューロンを含めて多くのニューロ

ンは複数の電位依存性ナトリウムチャネルを発現するの

で，Nav１．６を欠損してもナトリウム電流は完全には欠失

せず減少するだけだが，Rohon-Beardニューロンでのナト

リウム電流の減少は膜興奮性の低下を起こしやすく，ひい

ては変異体の侵害刺激への顕著な応答低下という表現型と

して現れやすい４３～４５）．

侵害刺激に応答しない他の変異体では，GPIアンカータ

ンパク質の膜アンカー反応に関わる小胞体内の酵素である

GPIトランスアミダーゼのサブユニット PIG-Uに変異が同

定された４６，４７）．PIG-Uの変異体ではすべての GPIアンカー

タンパク質が膜にアンカーされないはずだが，不思議なこ

とに変異体では明らかな発生異常は観察されなかった．

Rohon-Beardニューロンの電気生理特性を調べると，やは

りナトリウム電流が低下しており，侵害刺激に応答しない

ことが説明できた．抗電位依存性ナトリウムチャネル抗体

を用いた免疫染色を行うと，電位依存性ナトリウムチャネ

ルは正常個体では膜表出して軸索起始部に集積するが，変

異体では膜表出がほとんど見られず軸索起始部への集積も

消失しており，電位依存性ナトリウムチャネル分子の輸

送・局在に PIG-Uが関与することが明らかになった．電

位依存性ナトリウムチャネルは膜貫通タンパク質であり

GPIアンカータンパク質ではないことから，GPIトランス

アミダーゼの直接の基質ではないので，何らかの GPIア

ンカータンパク質を介した電位依存性ナトリウムチャネル

の輸送・局在機構が存在すると考えられる．これは GPI

アンカータンパク質が細胞内のタンパク質の選別輸送に関

わることを示唆する発見であり，そのメカニズムの解明が

待たれる．

６． 介在ニューロン

神経系の化学シナプスにはグルタミン酸作動性に代表さ

れる興奮性シナプスと，GABA作動性，グリシン作動性

の抑制性シナプスがある．抑制性シナプスのうち，GABA

作動性シナプスは前脳・中脳に多く，記憶や情動を制御す

るのに対し，グリシン作動性シナプスは脳幹・脊髄に多

く，呼吸や運動を制御する４８）．筆者らは抑制性グリシン作

動性シナプスが運動制御，とくに逃避運動における反転と

運動リズムの生成に重要であることを見いだした．

６―１ グリシン受容体

グリシン受容体（GlyR）は αサブユニット（GlyRα）２
分子と βサブユニット（GlyRβ）３分子から成るヘテロ五
量体で，ポストシナプス領域に局在する４９～５２）．プレシナプ

ス末端からシナプス間隙に放出されるグリシンがリガンド

としてグリシン受容体に結合すると細胞内に Clイオンが

流入し，一般的には細胞の膜電位を低下させる，つまり過

分極させることでニューロンの活動を抑制する５３）．ただ

し，胎児期の未熟なニューロンでは細胞内部には Clイオ

ンが多く，グリシン作動性シナプス伝達は Clイオンが流

図３ Mauthner細胞による逃避の誘導
ゼブラフィッシュの後脳には一対のMauthner細胞がある．侵害刺激が体の左側
に入ると，左側のMauthner細胞が活動する．Mauthner細胞の軸索は体の左右の
正中線を越えて反対側を尾部に向けて下降し，反対側にある運動ニューロンを直
接活性化する．左側のMauthner細胞が活動すると右側の運動ニューロンが活性
化され，右側の骨格筋が収縮するので，体は右に反転することになる．これは刺
激からから体を遠ざける動きになるので，きわめて単純な運動神経回路を用いて
逃避運動を行っているといえる．
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出，つまり脱分極に作用する５４）．もっとも，これは電位依

存性ナトリウムチャネルが活性化される電位閾値よりも低

いレンジで起こるため，グリシン作動性シナプス伝達は

ニューロンの成熟・未成熟を問わず，活動電位の発生を抑

えることに寄与する．

筆者らは逃避運動時に体を硬直させる変異体を単離し，

GlyRβの変異を同定した５５）．GlyRβを欠く個体では，
GlyRαだけから成るホモ五量体が形成され，これがグリ
シンをリガンドとして Clイオンを透過させる GlyRとし

て機能することがわかった．正常個体の GlyR（α２β３ヘテ
ロ五量体）はシナプスに局在するが，GlyRβ変異体で形成
される GlyR（α５ホモ五量体）はシナプスに局在せず，
ニューロンの表面に広く分布していた（図４A，B）．プレ

シナプス末端からのグリシンの放出はシナプス部位だけで

起こるので，変異体では抑制性グリシン作動性シナプス伝

達は消失していた．逃避の開始時にはMauthner細胞が活

動するが，この時，刺激入力側のMauthner細胞だけが活

動し，反対側のMauthner細胞は活動せず，これが体の反

転を可能にする．この際，反対側のMauthner細胞はグリ

シン作動性入力を受けて抑制される．GlyRβ変異体ではこ
の抑制が効かないために左右両側のMauthner細胞が活動

し，左右両側の運動ニューロンを同時に活動させるため，

体の反転ができない（図４C）．さらに反転の後にリズム生

成回路が機能して尾を左右に振る泳動をする際にもグリシ

ン作動性シナプス伝達は運動ニューロンを興奮から抑制に

素早く切り替えることに関与しており，グリシン作動性シ

ナプス伝達を欠く変異体では運動ニューロンの興奮が過度

に亢進することで左右両側の運動ニューロンが活動し，左

右両側の（結果的には全身の）筋を過度に収縮させるので，

GlyRβ変異体は身をすくめて硬直するような異常運動をす
る．GlyRの阻害剤であるストリキニーネをゼブラフィッ

シュに作用させても，GlyRβ変異体で見られるのと全く同
じ硬直が観察されることからも，抑制性グリシン作動性シ

ナプス伝達が運動制御に重要であることが確認される３２）．

ヒトでも GlyRαや GlyRβの変異は hyperekplexia（俗称：

ビックリ病）という，突然の触刺激や音に驚いた時に飛び

上がったりするなどおおげさに応答し，筋硬直する（体の

姿勢を維持できず転倒することもある）驚愕反射を引き起

こすことが知られている５６～５９）．

６―２ グリシントランスポーター

グリシントランスポーター（GlyT）には GlyT１と GlyT２

の二つがあり，前者はアストロサイトに発現してシナプス

間隙に放出されたグリシンを取り込みグリシン作動性シナ

プス伝達を素早く終わらせるのに対し，後者はグリシンを

放出するニューロンのプレシナプス末端に発現し，放出し

たグリシンを取り込んで再利用することで，グリシン作動

性シナプス伝達の繰り返しに寄与する６０～６３）．大雑把に言え

ば，GlyT１と GlyT２はグリシン作動性シナプス伝達をそれ

ぞれ負と正に制御する．GlyT１の変異体は侵害刺激に応答

して体を少し曲げるだけで，尾を左右に振る，あるいは反

転して泳動するという逃避運動をしなかった６４）．この変異

体ではグリシンがシナプス間隙に蓄積し，グリシン作動性

シナプス伝達が亢進していた．実際，GlyT１変異体の神経

管に物理的に穴をあけて神経管内腔液を生理食塩水で還流

してシナプス間隙のグリシンを減らすと逃避運動の回復が

見られた．同様に GlyT１の変異体に低濃度のストリキ

図４ GlyRβ変異体
（A，B）グリシン受容体のシナプス局在．
ゼブラフィッシュの脊髄を抗グリシン受容体抗体で免疫染色す
ると，脊髄の外側部が標識されるが（右上），染色像を拡大す
るとクラスター状のシグナルが観察され，グリシン作動性シナ
プスがラベルされていることがわかる．GlyRβ変異体でも脊髄
外側部にシグナルが見えるが，拡大してもクラスター状の染色
は見られず，グリシン受容体タンパク質がシナプスに局在して
いない．
（C）GlyRβ変異体の運動異常．
正常な個体は，左側から侵害刺激を受けると左側のMauthner
ニューロンが活動し，右側の運動ニューロンが活動して体を右
側に反転させる運動をする．しかし，GlyRβ変異体では，刺激
時に運動ニューロンが左右同時に活性化して左右の筋が同時に
収縮する．全身の筋が一斉に収縮することになり，背側に反り
体を硬直させる異常運動をする．
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ニーネを作用させるとグリシン作動性シナプス伝達が正常

レベルに下がり，逃避運動の回復が見られた．したがっ

て，GlyT１の変異体ではグリシン作動性シナプス伝達の亢

進により，Mauthner細胞や運動ニューロンが過度に抑制

され，逃避運動が低下したことがわかった．GlyRβ変異
体，GlyT１変異体の解析から，グリシン作動性シナプス伝

達は少なくても多くても具合が悪く，ほどほどのレベルで

あることが運動に必要であるといえる．

７． 神経筋接合部・筋

運動に異常のある変異体の約半数は神経筋接合部，ある

いは筋に異常のある変異体であった６５）．これらは神経筋接

合部のアセチルコリン受容体の局在に異常のあるもの６６），

筋内部で活動電位を Ca放出に変換する機構（興奮収縮関

連）に異常のあるもの６７，６８），アクチン・ミオシン線維に異

常のあるもの６９）に大別される．本稿は逃避運動を制御する

神経回路に焦点を当てているので，これら筋の変異体につ

いては大きく割愛するが，発生期の不安定な神経活動を筋

で補正して安定した逃避運動を可能にする機構にはふれて

おきたい．

一般に脊椎動物の成体の骨格筋は代謝や収縮特性の異な

る二つの筋，遅筋（＝赤筋）と速筋（＝白筋）に大別され

る７０，７１）．遅筋は持続力に優れるのに対し，速筋は瞬発力に

優れ，スポーツ科学の研究から，マラソン選手では遅筋が

発達し，短距離選手では速筋が鍛えられていることが知ら

れている７２）．ヒトの筋組織では遅筋線維と速筋線維はモザ

イク状に均等分布しているが，魚類の筋では遅筋線維は体

表直下に局在し，速筋線維は深部に位置している（図５）．

筆者らが単離した筋異常変異体の中には，遅筋だけに異常

のあるもの，速筋だけに異常があるものが得られ，前者で

は遅筋の収縮力が低下し，１日齢の運動は低下するが，２

日齢までに回復し，それ以降の逃避運動は正常に見られ

た．一方，後者では速筋の収縮力が低下するが，１日齢の

尾を振る運動は正常で，２日齢以降の泳動速度の低下が見

られた．このことからゼブラフィッシュは運動発達過程で

遅筋駆動型から速筋駆動型に運動を変化させ，このことが

１日齢の尾を振る運動から２日齢の泳動へと切り替えるプ

ロセスに重要であることがわかった６９）．遅筋に異常がある

変異体の一つで，筋に発現するコネキシン（connexin３９．９）

の変異が同定され，ギャップ結合による遅筋間の連絡が１

日胚の運動に重要であることが示唆された．詳細な解析か

ら，運動ニューロンから筋への入力の一つ一つは，運動神

経回路が未熟な１日胚では実は散発的で，正常個体におい

てもある筋細胞は入力を受けるが，ある筋細胞は入力を受

けない状態が起きていることがわかった（図６）７３）．個々の

筋細胞への入力は不安定だが，近隣の筋細胞同士がギャッ

プ結合で電気的入力を分けあうので，筋全体として安定な

入力を得られるというわけである．従来，分化した筋には

ギャップ結合はないとされてきたが７４），筋に発現するコネ

キシンが近年発見され，筋が電気的に結合していることが

示唆されてきた７５～７７）．筋のギャップ結合が運動発達期の未

熟な神経系からの入力を補正するという筆者らの発見は，

筋のギャップ結合の生理機能を初めて明らかにしたもので

ある．

図５ 遅筋と速筋
骨格筋には遅筋と速筋があり，ゼブラフィッシュでは存在部位が違
う．遅筋は体表直下で薄い層を形成するのに対し，速筋は深部に広く
位置する．サケの切り身を思い浮かべるとわかりやすいが，皮のすぐ
内側にある，いわゆる濃い色の筋が遅筋であり，表面から深い位置に
ある筋が速筋である．ゼブラフィッシュの１日胚の逃避運動は遅筋の
みで行う．一方，２日齢の逃避開始時の反転や泳動は主に速筋で行
う．したがって，遅筋駆動型から速筋駆動型への切り替えがゼブラ
フィッシュの運動発達過程で重要だといえる．
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８． お わ り に

脊椎動物がどのように運動システムを獲得し，それを発

達させていくのか，という質問に本質的に答えるために

は，神経回路が未熟な胚期から高度な運動が可能になる時

期までの神経回路と筋の理解が欠かせない．この過程がわ

ずか２日間で完成するゼブラフィッシュを研究材料に使う

ことで，筆者らは運動システムの発達の分子基盤の解明に

取り組んできた．運動神経回路が正しく機能するためには

ニューロン間のグリシン作動性シナプスが重要で，シナプ

ス伝達が多すぎても少なすぎても運動異常を引き起こすこ

とはわかったが，抑制性のグリシン作動性シナプス伝達だ

けで全てを説明できるはずもなく，他のシナプス，特に興

奮性シナプス伝達が運動システムの発達にどう関わるか，

ニューロンの成熟に伴う発火特性の変化がどう影響するか

など，今後の研究で運動システム発達のさらなる理解を進

めたい．

最後に，運動発達の研究以外でもゼブラフィッシュは実

験材料として使いやすい脊椎動物であることを強調してお

きたい．in vitro 転写合成した RNAや合成アンチセンスオ

リゴ（カスタム注文して３５，０００円程度）を受精卵にイン

ジェクションすることで過剰発現，機能阻害の実験を簡

便に行い，あらゆる手持ちの遺伝子の機能を，in vivo で

アッセイできる１７）．近年，TILLING，zinc-finger nuclease，

TALEN（人工ヌクレアーゼ）といった新技術によるノッ

クアウトゼブラフィッシュの作製，トランスポゾンやレト

ロウイルスを用いた挿入欠失個体の作製法が確立し，さら

に Cre-loxP組換えが利用できることが確認されるなど，

ゼブラフィッシュでのゲノム改変の技術革新は急速に進ん

でいる１８～２６）．このことは，成体（成魚）を用いた研究の幅

が広がることにつながるだろう．魚類を用いた実験に興味

のない方にも，今後，脊椎動物を用いた in vivo 実験とし

てゼブラフィッシュを都合良く使ってもらえればと思って

いる．
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