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これまで，ゼブラフィッシュを用いた神経科学
の研究は，中枢神経後方の脊髄や脳幹部，前方の
終脳・間脳・中脳に焦点を当てたものが多かった。
これは，構造と機能が単純で，脊椎動物間で構造
の類似性の高い脊髄や脳幹部と，より高度な情報
処理のしくみを知るため終脳・間脳・中脳を研究
するという側面があった。ヒトで最大のニューロ
ン数を持ち（脳全体の 70％以上），複雑な機能を
有する小脳に関しては，この十数年で研究が進ん
できた。本稿では，ゼブラフィッシュを用いた解
析から得られた小脳の発生と機能に関する知見を
概説する。

Ⅰ　 ゼブラフィッシュの小脳の構造 
─ヒト小脳との比較

1．解剖
中枢神経の構造は大きく，前脳（終脳・間脳），

中脳，菱脳（後脳），脊髄に分けられる。小脳は，
菱脳前端の背側に位置する神経組織である。ヒト
の小脳の構造は複雑である。小脳表面には横走す
る溝があり，これにより 10 個の小脳回に分けら
れる。前方 9 つを小脳体，最後尾は片葉小節葉と
呼ばれる。また，小脳は，中央の虫部と左右の小
脳半球にも分けられる。一方，ゼブラフィッシュ
小脳は単純な構造をしている 1-4）（図 1）。前後に大
きく 3 つの区画に分けられる。前方は小脳弁と呼

ばれ，この部分は中脳背側の視蓋の下に潜り込ん
でいる。真ん中には最も大きな小脳体が存在する
が，小脳回のような構造はない。小脳体の後方と
側方には，それぞれ尾葉と顆粒隆起と呼ばれる区
画がある。単純に比較することは難しいが，ゼブ
ラフィッシュ小脳弁と小脳体を合わせた構造がヒ
トの小脳体に，ゼブラフィッシュの尾葉と顆粒隆
起が，ヒトの片葉小節葉に相当すると考えられ
る。一方，虫部と小脳半球のような正中部と外側
部の区別はない。哺乳類や鳥類では，遺伝子やタ
ンパク質（Zebrin Ⅱなど）の発現と相関する縦長
の機能ドメインがあるとされているが 5），ゼブラ
フィッシュにはみられない。

2．神経回路
ゼブラフィッシュの小脳弁と小脳体は，ヒトの

小脳と同様に三層構造をとっている 1-4, 6）（図 1）。
表層から分子層，プルキンエ細胞層，顆粒層であ
る。尾葉と顆粒隆起では，顆粒層が大部分を占め
表層に位置している。ヒトの小脳では最も内側に
白質（小脳髄質）があるが，ゼブラフィシュには
みられない。小脳に存在する細胞種はヒトとゼブ
ラフィッシュでかなり保存されている 1-4, 6）。グル
タミン酸作動性興奮性ニューロンである顆粒細
胞，GABA 作動性抑制性ニューロンであるプル
キンエ細胞，介在ニューロンであるゴルジ細胞や
星状細胞は共通である。顆粒細胞とプルキンエ細
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胞の細胞体は，それぞれ顆粒層とプルキンエ細胞
層に位置する。これらの細胞は，小脳外から入力
を受ける。顆粒細胞は，脳のいろいろな場所にあ
る小脳前核からの軸索（苔状線維）を受け，その
情報は分子層に存在する顆粒細胞軸索（平行線維）
を介して，プルキンエ細胞樹状突起に伝えられ
る。一方，プルキンエ細胞は，脳幹部腹側に位置
する下オリーブ核からの軸索（登上線維）を受け
る。プルキンエ細胞は，苔状線維-平行線維から
の情報と，登上線維の情報を統合して処理し，そ
の情報を，投射ニューロンを介して小脳外へ出力
する。ヒトを含む多くの脊椎動物では，投射
ニューロンはプルキンエ細胞から離れて，正中部
分に位置し深部小脳核を構成するが，ゼブラ
フィッシュの投射ニューロンはプルキンエ細胞の
近傍に位置し，長い樹状突起を持ち広樹状突起細
胞と呼ばれ，平行線維からの信号も受ける。この
部分は，ヒトとゼブラフィッシュの小脳神経回路
の大きな違いの一つである。後方のプルキンエ細

胞は，ヒトと同様に前庭神経核（下行聴核）にも
直接軸索を伸長する。また，後方（尾葉と顆粒隆
起）の顆粒細胞はプルキンエ細胞に軸索を送る
が，この軸索は，更に小脳から後方に伸長し，内
側聴側線核に細胞体を持つクレスト細胞の樹状突
起に出力する。この部分も，ヒトを含む哺乳類に
はみられない神経回路である。小脳の後方の神経
回路は，ヒトの片葉小節葉と似た機能，すなわち
前庭神経や蝸牛神経（聴側線系）情報の処理に関
わっていると考えられる。

介在ニューロンである星状細胞は分子層に，ゴ
ルジ細胞は顆粒層に存在し，小脳神経回路機能の
調整に関与する。一方，ヒトにみられる籠細胞な
どの幾つかの介在ニューロンは，ゼブラフィッ
シュで認められない。小脳の放射状グリアである
バーグマングリア細胞は，ゼブラフィッシュでも
認められる。このように，ヒトとゼブラフィッ
シュで違いがあるものの，基本的な神経回路構造
は保存されている。

図 1 　ゼブラフィッシュの小脳
A. ゼブラフィッシュ成魚の小脳（矢状断）。B. ゼブラフィッシュ仔魚の小脳（背面図）。C, D. ヒトとゼブラフィッシュの
小脳神経回路の模式図（文献 2，3 より改変して引用）
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Ⅱ　小脳発生

小脳領域は，発生初期に神経前後軸形成プログ
ラムによって形成される 2-4）。その小脳領域には 2
つの神経前駆細胞ドメイン，すなわち小脳原基背
側に位置する上菱脳唇と腹側に位置する脳室帯が
形成される（図 2）。上菱脳唇には bHLH 型転写因
子をコードするプロニューラル遺伝子 atoh1（ゼ
ブラフィッシュでは atoh1a/b/c）が発現する神経
前駆細胞が存在し，顆粒細胞を含むグルタミン酸
作動性神経を産生する 7, 8）。ヒトを含む羊膜類で
は，atoh1 を発現する平面状に広がり神経前駆細
胞の層（外顆粒層）をつくるが，ゼブラフィッシュ
では正中部と後端部に限局する 7, 8）。正中部のatoh1
発現前駆細胞の一部は，bHLH 型転写因子をコー
ドするneurod1を発現し，顆粒細胞へ分化する。
これらの顆粒細胞は，軸索を伸長しながら腹側に
移動し，小脳弁や小脳体の顆粒層を形成する。後
端部の atoh1 発現神経前駆細胞は顆粒細胞を産生
するが，腹側に移動せず，尾葉と顆粒隆起の顆粒
層を形成する 8）。atoh1a，b，c の 3 つの遺伝子は
冗長的に機能していると考えられるが，atoh1c
が顆粒細胞を産生するうえで，最も寄与が大きい
ことが示されている 9）。

一方，脳室帯にはプロニューラル遺伝子 ptf1a

が発現する神経前駆細胞が存在し，哺乳類同様，
プルキンエ細胞，星状細胞，ゴルジ細胞などの
GABA 作動性神経を産生する 8）。これらの細胞は
分化しながら脳室帯から背側に移動し，それぞれ
プルキンエ細胞層，分子層，顆粒層に定着する。
哺乳類の投射ニューロンである小脳深部核ニュー
ロンは，atoh1 発現前駆細胞から産生されること
がわかっているが，ゼブラフィッシュの投射ニュー
ロン（広樹状突起細胞）の起源はまだよくわかって
いない。少なくとも，広樹状突起細胞の一部は，
脳室帯に存在するbHLH型転写因子をコードする
olig2 を発現する神経前駆細胞に由来すると考え
られている 8, 10）。プルキンエ細胞と同様に，脳室
帯から背側に移動し，プルキンエ細胞近傍に移動
するのではないだろうか。これまで，顆粒細胞で
発現する分泌タンパク質 Reelin がプルキンエ細
胞の移動に重要であると報告されてきたが，ゼブ
ラフィッシュを用いた解析から，顆粒細胞で産生
された Reelin タンパク質が軸索で分子層に運ば
れ，Reelin の濃度勾配が形成され，それに従って
脳室で産生されるプルキンエ細胞や広樹状突起細
胞の移動が制御されることが示唆されている 11）。

atoh1 や ptf1a 発現細胞は，小脳領域だけでな
く，菱脳全体の背側脳室帯に存在する。これらの
一部は，小脳の入力あるいは出力細胞を産生す

図 2 　ゼブラフィッシュにおける小脳ニューロンと下オリーブ核ニューロンの発生
A. ゼブラフィッシュ仔魚小脳領域の atoh1 発現神経前駆細胞。B, C. 仔魚および成魚での小脳ニューロン発生。D. プルキ
ンエ細胞と下オリーブ核ニューロン分化。E. 下オリーブ核ニューロン細胞運命決定のメカニズム。GC：顆粒細胞，PC：
プルキンエ細胞，EC：広樹状突起細胞。（文献 2-4, 12 より改変して引用）
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る。例えば，菱脳後方の ptf1a 発現神経前駆細胞
から，登上線維を伸ばす下オリーブ核ニューロン
が産生される 8）。ptf1a発現細胞のうち，前方菱脳

（第 1 菱脳節）から小脳プルキンエ細胞・介在
ニューロンが，最後方の菱脳（第 7 菱脳節）から下
オリーブ核ニューロンが，中間的な位置（第 2-6
菱脳節）から小脳の出力先の一つであるクレスト
細胞が産生される 12）。ptf1a 発現細胞から小脳神
経回路を構成する複数のニューロンができる現象
は，細胞の多様性獲得のメカニズムを理解するう
えで重要である。これまでの研究から，菱脳の前
後軸を形成に関わる線維芽細胞増殖因子（Fgf）と
レチノイン酸シグナルが 13），ホメオボックス遺伝
子 gsx2 の第 7 菱脳節での発現を調節しているこ
と，gsx2 が下オリーブ核ニューロンの運命決定
に必要であることが明らかになっている 12）（図2）。

小脳神経回路のニューロンの分化や基本的な回
路形成は，受精後の最初の 1 週間に観察される 1）。
しかし，ニューロン産生は持続して行われる。プ
ルキンエ細胞は受精後 1 か月間，顆粒細胞は一生
産生され続けられる 8, 14, 15）。ゼブラフィッシュ成
体小脳においても，atoh1，ptf1a を発現する細胞
は存在しており，ゼブラフィッシュでは神経前駆
細胞を維持し続けるメカニズムがあると考えられ
る。哺乳類では，プルキンエ細胞で産生される
Shh が顆粒細胞の前駆細胞の増殖に関わっている
が，ゼブラフィッシュにおける神経前駆細胞の維
持機構はいまだ不明である。

Ⅲ　小脳機能

1．運動学習
小脳に関連した運動学習の解析には，前庭動眼

反射（VOR）や視機性眼球反応（OKR）が実験系と
してよく用いられてきた。VOR は，頭が動いた
ときの網膜上のブレをなくすように，眼の動きに
よって補正する反射である。OKR は，視野が動
くとき網膜上の像のぶれをなくすように，眼が動
く反応である。これらの眼球運動自体は，小脳の
機能は必要ないと考えられているが，動物はこの
行動を繰り返すことにより，より効率的に眼を動
かすようになる運動学習に小脳が関わっている。
ゼブラフィッシュでは，VOR や OKR は早期の仔

魚から認められるが，運動学習は成長と共にみら
れるようになる 16, 17）。ゼブラフィッシュ仔魚の小
脳が，OKR の適応調節に関わる実験結果も報告
されており 18），仔魚の発達過程で機能的な小脳神
経回路が形成され，運動学習に携わるものと考え
られる。

魚は遊泳の際，視覚情報をもとに運動制御を調
節する。例えばまわりの景色が動くと，川の流れ
で身体が流されたと認識し，それに対抗するよう
に泳ぐ。その動きにより景色が変わり，その視覚
情報をもとに運動制御を調整する（運動適応）。こ
の運動適応において，小脳神経回路が活性化され
ること 19, 20），登上線維を破壊すると影響が出るこ
とから 19），小脳は運動適応にも関与することが示
されている。

2．恐怖応答学習
小脳が古典的条件づけに関与することは古くか

ら知られていた。動物は，非侵襲刺激を条件刺激
（CS），嫌悪的な刺激を無条件刺激（US）としてペ
アで繰り返し与えると，その関係性を連合学習
し，条件刺激だけでフリージング（すくみ）反応や
回避反応を起こす。例えば，音や光刺激を短時間
条件刺激として与え，角膜や眼瞼への刺激を無条
件刺激として与える実験を繰り返すと，条件刺激
でまばたきを誘導できる（瞬目反射条件づけ）。瞬
目反射条件づけには，小脳神経回路が関与してい
ると考えられてきた。

ゼブラフィッシュの受精後 20 日前後の仔魚を
顕微鏡上に固定し，消灯を CS（5 秒）とし，CS 開
始 4 秒後に US として電気ショックを与える学習
実験を行うと，約 40％の魚が CS に反応して心拍
が遅くなる（徐脈），古典的恐怖応答学習の実験
を確立した。神経伝達物質の放出を抑制するボツ
リヌス毒素を顆粒細胞に特異的に発現させた魚で
は，学習効率は影響を受けないものの，徐脈反応
が遅延した 21）。また，その学習後に，CS により
活性化される顆粒細胞と考えられるニューロン
が，小脳体に存在することが明らかになった 21）。
少なくとも，心臓の自律神経系制御に関わる古典
的恐怖応答学習において，小脳神経回路は関与し
ており，条件反応のタイミング調節に関わってい
ると考えられた。
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ゼブラフィッシュ成魚が自由に遊泳できる状況
下で，光刺激をCS，電気ショックをUSとして連
合学習させると，約 50％の魚で CS に依存して能
動的に回避行動をとる（図 3）。ボツリヌス毒素で
顆粒細胞やプルキンエ細胞を阻害した魚，成魚に
なってからプルキンエ細胞を破壊した魚では，
US に対する反応性は影響されないものの（電気
ショックで回避行動をとる），連合学習の効率が
下がることが明らかになった。能動的回避学習
は，CSとUSの関係性を学習する古典的条件づけ
の成立と，それに基づいて意思決定し回避行動を
行う，2 つの要素に分けることができる。ボツリ
ヌス毒素で顆粒細胞やプルキンエ細胞を阻害した
魚では，古典的条件づけが阻害されていた 22）。こ
のことから，小脳神経回路が能動的回避学習に関
わること，少なくとも連合学習の過程で機能して
いることが明らかになった。

おわりに： 
ゼブラフィッシュ 小脳研究の今後

ゼブラフィッシュを用いた小脳研究の歴史は浅

い。多くの未解決問題が残っている。神経前駆細
胞から顆粒細胞やプルキンエ細胞に分化する過程
で，どのような遺伝子が発現し，特徴的な構造や
機能を持つようになるかわかっていない。ゼブラ
フィッシュ仔魚から，分化中の顆粒細胞やプルキ
ンエ細胞を分取し，トランスクリプトーム解析が
行われた 23）。これらの遺伝子のなかには，機能が
未知の遺伝子も多い。CRISPR/Cas9 法を用いた
リバースジェネティクス（変異体）解析から，こ
れら遺伝子の機能が明らかにされるであろう。一
方，フォワードジェネティクスで得られた変異体
の解析からも，小脳発生に関する知見を得られ
る。これまで，基底膜を構成するⅣ型コラーゲン
が顆粒細胞軸索走行に関与すること 24），クロマチ
ン再構成に関わる Cfdp1 が顆粒細胞の細胞周期
や細胞分化に関わることが明らかになった 25）。今
後もリバースとフォワードの両方向の遺伝学を組
み合わせることで，より詳細な小脳発生のメカニ
ズムの解明が進むと思われる。

小脳機能に関しては近年，小脳神経回路の異常
と自閉症スペクトラムなどの精神疾患の関係が注

図 3 　ゼブラフィッシュを用いた能動的回避学習
A. 能動的回避学習に用いた水槽。B. 能動的回避学習の学習パラダイム。C-F. ボツリヌス毒素で顆粒細胞（C, D），プルキ
ンエ細胞（E）を阻害した魚，ニトロレダクターゼを用いてプルキンエ細胞（F）を破壊した魚を用いた学習実験。魚を A の
水槽で順化後，緑色LEDを条件刺激，電気ショックを無条件刺激としてトレーニングセッションを行い，テストセッショ
ンでは条件刺激のみを与えた。条件刺激により，一定以上の確立で反対側の水槽に逃避した場合を学習成功とした。顆粒
細胞阻害個体には，小脳体の顆粒細胞を阻害した 152B : :BoTx と顆粒細胞全体を阻害した cbln12 : :BoTx を用いた。（文献
22 より改変して引用）
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目を集めている。ゼブラフィッシュを用いた社会
性行動の実験や 26, 27），自閉症関連遺伝子のゼブラ
フィッシュでの解析も行われており 28），社会性行
動における小脳神経回路の役割もゼブラフィッ
シュ研究から手がかりが得られる可能性がある。

技術的には近年，Ca2＋イメージングに加え，高
感度で時間分解能の高い蛍光膜電位センサー 29, 30）

が開発されており，小脳に関連した行動や学習に
おいて，活性化あるいは抑制されるニューロンが
同定されるものと考えられる。平行線維とプルキ
ンエ細胞の間の長期抑制（LTD）や長期促進

（LTP）といったシナプス可塑性が，小脳の学習
機能に重要であると考えられている。神経活動イ
メージング技術は，学習における小脳シナプスの
可塑性の役割の解明につながるであろう。また，
シナプス可塑性には，様々な細胞内シグナル伝達
が関与している。近年，細胞内シグナル伝達を制
御する光遺伝学ツールが開発されており 31, 32），こ
れらを利用することにより，小脳神経回路の機能
が詳細に理解されるものと思われる。

これまで，小脳神経回路の動作原理を説明する
数理モデルが提唱されてきた 33）。その多くは，学
習の過程で，小脳神経回路内に効率のよい行動制
御のための内部モデルがコードされるというモデ
ルである。学習後は，内部モデルとの誤差（予測
誤差）が最小になるよう行動が実行されるとする
仮説である。このモデルは，運動学習だけでな
く，恐怖応答学習や社会性行動にも適応できると
考えられている。ゼブラフィッシュを用いた実験
データに基づく正確な数理モデルの確立と，それ
に基づいた神経回路動作原理の理解につながるこ
とを期待したい。
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