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1. 要旨 

 

Postural control is important for survival in many animal species, regardless of whether 

they live on the land or in the water. Land-walking vertebrates maintain a desirable posture by a 

fine, static control, while they also recover from a severely disturbed posture by a vigorous, 

dynamic body movement. Although biomechanics of these postural control is well understood, 

neural mechanisms of the behaviors are not fully elucidated. When severely disturbed, fish 

recover their posture by vigorously performing swimming. Most fish also maintain their dorsal-

up posture when they are still, which strongly suggests that fish finely control posture. However, 

the biomechanics and neural circuits of the fine postural control is unknown. 

To examine fine control mechanisms in fish, I first observed larval zebrafish behavior 

from frontal and dorsal sides during roll-tilt stimuli in a dark condition. As previously reported, 

fish occasionally swam and recovered the upright posture. However, fish also recovered from the 

roll-tilted posture without swimming. The postural correction behavior remained in fish with 

pectoral fins removed. Upon close examinations, I found that fish slightly bent the body near the 

swim bladder to the ear-up side when they corrected their posture. The body bend reflex was 

more clearly observed when fish were placed in highly viscous water or head-embedded in 

agarose. These results revealed that the fine postural correction is associated with a body bend 

behavior, which is referred to as vestibular-induced bend reflex (VBR). 

How does the VBR recover the upright posture? In a simplified model, when a fish is 

upright, gravity, which acts at the center of mass (COM), and buoyancy, which acts at the center 

of volume (COV), are on the midline. In contrast, when a fish performs the VBR upon the roll 

tilt, the head and caudal body move toward the ear-up side, while in reaction, the body around 

the swim bladder moves toward the ear-down side. As the fish body bends, the COM position 

becomes more lateral than the COV position, because the density of the swim bladder is 

extremely smaller than that of the rest of the body. This results in a misalignment between 
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gravity and buoyancy, generating a moment of force that counter-rotates the tilted body to the 

upright. If this model is correct, swim bladder-deflated fish would not be able to recover from 

the roll tilt when they perform the VBR, because the body density becomes nearly uniform, and 

therefore the misalignment between gravity and buoyancy is not produced. As expected, fish 

with deflated swim bladder were unable to recover. This result strongly supported the model. 

Thus, these results demonstrated that fish recover the upright posture by the fine postural control, 

which is the VBR. 

Next, I focused on the neural circuits for the VBR. Based on the previous reports, I 

hypothesized that the VBR is driven by the following neural circuits: tangential nucleus (TAN; a 

vestibular nucleus) through neurons in the nucleus of the medial longitudinal fasciculus (nMLF; 

a class of RS neurons) to the spinal cord, and finally to the posterior hypaxial muscles (PHMs) 

near the swim bladder. To test this hypothesis, I performed two experiments for each cell 

population in the pathway: 1) Ca2+ imaging using a custom-built tiltable objective microscope 

and 2) behavioral analyses in head-embedded fish after cell ablation. During the roll tilt, TAN 

neurons in the ear-down side, a subset of nMLF neurons in the ear-up side, and slow-type PHMs 

in the ear-up side, especially those located in close proximity to the swim bladder, but not fast-

type PHMs, were activated. As expected from the lateralized neural activity during the roll tilt, 

ablation of each cell population in the activated side impaired the VBR. These results revealed 

that the VBR is driven through the TAN-nMLF-PHM pathway. Taken together, the present study 

revealed biomechanics and neural circuits of a fine postural control in larval zebrafish. 

Because fish are inherently unstable in the water, maintaining the dorsal-up posture 

requires neuro-muscular activity. Since most fish are upright almost all the time, fish likely 

maintain the dorsal-up posture by frequently performing the VBR. 

Vestibulospinal neurons, which convey vestibular signals from the vestibular nucleus 

directly to the spinal cord, are thought to mainly mediate vestibular-induced postural responses. 

In addition to this pathway, it is presumed that pathways from the vestibular nuclei through 

reticulospinal neurons to the spinal cord are also involved in the postural control. Here the results 
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clearly demonstrated that the reticulospinal neurons play an important role in the postural control 

in larval zebrafish. The present study suggests the importance of the reticulospinal pathways in 

other vertebrates and sheds light on the evolutionally conserved neural circuits involved in the 

postural control. 
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2. 全体的な序論 
 

姿勢制御は、多くの⽣物で重要である。これは環境（陸上、⽔中、空中）問わ

ず、幅広い⽣物で必須な⾏動である。ある望ましい姿勢、または安定姿勢から傾斜す

ると、元の姿勢に戻るような運動が引き起こされる。陸上脊椎動物において、姿勢が

乱れると複数の姿勢⽴て直し戦略をとる。1 つ⽬に、微細な運動での⽴て直しで、姿勢

の偏位が⼩さい時、抗重⼒筋の活動を変えることで姿勢を⽴て直す⽅法である（図 1A; 

Ankle strategy; Le Mouel and Brette, 2007）。この運動の⽴て直しを繰り返すことで、姿

勢を適切な状態を維持することが可能となる（Morrasso et al., 2005）。2 つ⽬に中位の

運動での⽴て直しである。これは地⾯と接する部分が少ないヒトを含む⼆⾜歩⾏動物

で⾒られる⽅法であるが、姿勢の偏位が中程度の時、偏位速度より速い速度で胴体を

尻周りで屈曲することで（また同時に腕を動かすことで）倒れるのを防ぐ⽅法である

（図 1B; Hip strategy; Horak, 2006）。この⽴て直しは、接地点が限られている（平均台

など、⾜の移動先が限られた場所しか存在しない）状況によく使われる⽅法である。3

つ⽬に、⼤きな運動での⽴て直しで、姿勢偏位が⼤きい時、ステップや歩⾏を介し

て、または物を⼿で掴むことでも倒れるのを防ぐ⽅法である（図 1C, D; Step/Grasp 

strategy; Maki et al., 2003）。この⽅法はよく歩⾏中⾒られる⽅法である。 

これらの姿勢制御の違いは⽣体⼒学的によく理解されている（Maki and 

Mcllroy, 1997）。重⼼と⽀持基底⾯（地⾯と接する部位（四肢等）で囲まれた領域）の

関係性で説明される。上記で⽰したいずれの場合にも、重⼼が⽀持基底⾯の内側に居

留まらせる姿勢制御⽅法である。⽀持基底⾯が変化するかどうかという観点から、上

記の 1 つ⽬と 2 つ⽬は変化しない運動（fixed-support strategy; 図 1A, B）に対し、3 つ⽬

は変化する運動（change-in-support strategy; 図 1C, D）と対⽐される（Maki and Mcllroy, 

1997）。また、姿勢の安定性の観点から、1 つ⽬の姿勢制御は、⾮常に⼩さい動きで特

定の姿勢を維持する運動で、静的な制御（static control、以下微細な運動とする; 図

1A）と呼ばれるのに対し、2 つ⽬と 3 つ⽬の⽅法は、重⼼の⼤きな変化に対応し、倒れ

るのを防ぐ運動で、動的な制御（dynamic control、以下ダイナミックな運動とする; 図

1B-D）と呼ばれる（Dunsky et al., 2017）。 

 哺乳類で、視覚、前庭感覚、体性感覚、⾃⼰受容の情報を統合して姿勢を制御

すると考えられている。その中で、前庭情報は姿勢に重要な役割を果たしている
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（Culluen, 2012; Forbes et al., 2015）。重⼒⽅向に対する頭部の傾斜は内⽿の⽿⽯器官に

よって受容される。前庭情報はその後、脳幹の前庭神経核に伝達され、最終的に運動

出⼒の情報が脊髄に伝達される。多くの研究で、姿勢制御に関わる神経回路の特定が

なされてきた。ヒトや哺乳類等の陸上脊椎動物は、回路姿勢制御の神経回路の研究は

⾮常に難しい。これは、関節が多いことや神経細胞の数が多く、回路が複雑であるこ

と、さらにはインタクトな状態での細胞の活動を計測することが⾮常に難しいことか

も要因と考えられる。 

⼩型な⽔棲脊椎動物は前庭に関わる⾏動を研究する上で⾮常に使いやすい。こ

こでは、⽣物種が多い⿂の姿勢制御を考える。ゼブラフィッシュやヤツメウナギでで

は、ピッチやロール⽅向の姿勢偏位から泳いで⽴て直すことが知られている（Ulluen et 

al., 1994; Zelenin et al., 2003a; Bagnall and McLean, 2014; Ehrlich and Schoppik, 2017）。こ

の姿勢制御は陸上脊椎動物でのダイナミックな運動に対応すると考えられる。このダ

イナミックな姿勢制御はバイオメカニカルの観点からはある程度理解されている。左

右背腹の筋⾁の収縮を変化させることで、姿勢⽴て直しの⽅向に⼒のモーメントを⽣

み出すことが知られている。神経回路に関しては、運動ニューロン、前運動ニューロ

ン性介在ニューロンのレベルでは理解されており、さらに左右背腹のバイアスのかか

った運動ニューロンの活動を作り出すのに、脳幹に存在する脊髄投射ニューロン（前

庭脊髄路ニューロンや網様体脊髄路ニューロン）が関わることもわかっている

（Zelenin et al., 2003b; Zelenin et al., 2007; Bagnall and McLean, 2014）。しかしながら前運

動ニューロン性介在ニューロンの性質や脊髄投射ニューロンの接続については不明で

ある。 

 ダイナミックな姿勢制御に対し、微細な姿勢制御については、⿂での存在が明

らかではないが、推測されている。ではバイオメカニカルな観点からどのように姿勢

を⽴て直すのであるか不明である。また、神経回路の観点から、どのように達成され

ているかも全くわかっていない。 

 ゼブラフィッシュは前庭情報をもとにした姿勢制御機構を研究する上で⾮常に

有⽤なモデル⽣物である。前庭システムは脊椎動物で保存されている（Diaz and Glover, 

2002; Nicolson, 2005; Straka and Baker, 2013）。受精後 5⽇⽬までには、背が上の状態を

維持するようになる（Riley and Moorman, 2000）ことから、この段階までに姿勢制御の

神経回路は形成されていると考えられる。また、頭部が透明なため、前庭刺激を与え
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た時のイメージングが可能なため（Favre-Bulle et al., 2018; Migault et al., 2018; Tanimoto 

et al., 2022）、⾮侵襲的に神経回路が可能である。 

 今回の研究では、ゼブラフィッシュにおいて、2 つの姿勢制御メカニズムの機

構を研究した。1 つ⽬は微細な姿勢制御機構について、バイオメカニカル、神経回路の

両⽅の観点から解明することを⽬的に研究した。2 つ⽬はダイナミックな姿勢制御機構

について、前運動ニューロン性介在ニューロン同定を軸に神経回路の解明を⽬的に研

究を⾏った。 
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3. 微細な姿勢制御の⼒学的・神経回路の研究 
 
3.1. 序論 
 

陸上脊椎動物では、わずかな姿勢の偏位から微細な制御を⾏うことで姿勢を⽴

て直すことが知られており、この微細な姿勢制御を繰り返すことで、姿勢を維持する

ことができることが知られている（Le Mouel and Brette, 2007; Morrasso et al., 2005）。 

⿂において、微細な姿勢制御機構の存在は推測されている。体の構造の観点か

ら、ゼブラフィッシュを含め多くの⿂の体は不安定である（Webb, 2005; Ehrlich and 

Schoppik, 2017, Stewart and McHenry, 2011）。これは、⿇酔をかけた⿂は、背が上の状

態を保つことができず、腹や左右が上の状態になってしまうということからも明らか

である。不安定状態にもかかわらず、背が上の状態を維持することから、⿂にも微細

な姿勢制御機構が存在することが推測される。しかし⽣体⼒学的にどのように達成さ

れているかは全くわかっていない。Favre-Bulle ら (2017)は、ゼブラフィッシュにおい

て⼈⼯的な⽿⽯の移動によって遊泳を伴わない胴体の屈曲反射が引き起こされること

を⽰していた。この胴体の屈曲が姿勢制御機構に関わると推定されているが、もし微

細な姿勢制御に関わるなら、⽣体⼒学的にどのようにして姿勢を⽴て直すかは不明の

ままである。 

動物の姿勢制御は、前庭神経核から直接脊髄に直接投射する前庭脊髄路神経

が、前庭情報を基にした姿勢反射において⾮常に重要な役割を果たしていることが古

くから知られている（Uchino and Kushiro, 2011; McCall et al., 2017; Witts and Murray, 

2019）。前庭脊髄路ニューロンは、軸索が通る経路の違いから 2種類に分けられる。

外側を通る LVST（lateral vestibulospinal tract）ニューロンと、内側を通る MVST

（medial vestibulospinal tract）ニューロンである。LVST ニューロンは脊髄全域に渡り軸

索を伸ばし、主に体幹や四肢の筋⾁を制御する。⼀⽅、MVST ニューロンは脊髄の頚

椎または胸椎の前側までしか軸索を投射しておらず、体の前側の筋⾁、特に⾸の筋⾁

を制御する（McCall et al., 2017）。MVST を遮断したネコでも⾸の筋⾁が傾斜姿勢に応

じた活動を⽰した（Wilson and Schor, 1999）。さらに LVST ニューロンが産⽣されない

変異マウスでも、傾斜姿勢依存的な後肢の伸展運動が⾒られた（Di Bonito et al., 

2015）。これらの結果から、前庭脊髄路ニューロン以外にも間接的に前庭情報を脊髄
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に伝える細胞があると考えられていた。その候補として、網様体脊髄路神経が挙げら

れる（Wilson and Schor, 1999; Peterson, 2004; Sugiuchi et al., 2004）。網様体脊髄路ニュー

ロンは前庭刺激に応答することが哺乳類やヤツメウナギでわかっている（Peterson et al., 

1980; Bolton et al., 1992; Zelenin et al., 2003a）。しかしながら、網様体脊髄路ニューロン

が姿勢反射（制御）に関わるという直接的な証拠はこれまでほとんどない。また、直

接経路と間接経路は姿勢制御において、異なる機能をもたらすか、協調的に働くかは

不明のままである。 

ゼブラフィッシュ仔⿂において、⽿⽯器がメインに傾斜刺激に応答しする

（Riley and Moorman, 2000、ただし、受精後 2週間程度経過した仔⿂では三半規管が発

達している）。他の脊椎動物同様、傾斜刺激は⽿⽯有⽑細胞が感知し、⼀次前庭神経

である神経節細胞を介して前庭神経核ニューロン（⼆次前庭神経）に伝わる(Bianco et 

al., 2011; Tanimoto et al., 2022)。前庭神経核ニューロン以降、⾮常にダイバースに前庭情

報が拡散される。傾斜刺激や⼈⼯的な前庭刺激を与えた時の全脳イメージングによ

り、⾮常に多くのニューロン群が活動することがわかっている(Favre-Bulle et al., 2018; 

Migault et al., 2018)。しかし傾斜刺激との相関しかわからず、どのような回路で姿勢反

射を引き起こすかは全くの未知のままであった。 

このセクションでは、ゼブラフィッシュが泳ぐことなく微細な姿勢制御が⾏わ

れるかをバイオメカニクスの観点から研究した。また、その⾏動を司る神経回路の解

明⽬的に研究を⾏った。 
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3.2. 結果 

 

3.2.1. ⾃由⾏動実験 

 

3.2.1.1. ゼブラフィッシュ幼⿂は、泳ぐことなくロール⽅向からの姿勢を⽴て直す 

最初に、⿂が泳ぐことなく姿勢を⽴て直すかどうかを調べるために、ロール⽅

向に頭部傾斜した際、⿂がどのように⾏動するかを観察した（図 2A, B）。ゼブラフィ

ッシュ幼⿂を⼩さいチャンバーに⼊れて、傾斜刺激を与えた時の⾏動を正⾯からと背

側から動画を撮影した。⿂が前庭情報に依存し、視覚情報に依存しないために、暗闇

の条件で⾚外線ライトを⽤いて⾏動観察を⾏った。左側が下側になるよう傾斜する

と、⿂は⽔の粘性に引きずられて左に傾斜した。傾斜姿勢は短時間のみで、数秒で⿂

の姿勢は元の姿勢に戻った（図 2C, D）。元の姿勢に回復する際に、遊泳（ここでは、

体幹のくねりの運動を遊泳とした）を伴って回復する試⾏も⾒られた。私は、微細な

姿勢回復メカニズムを調べるために、遊泳を伴わない試⾏に着⽬した。傾斜姿勢から

元の姿勢⽅向に回転するときに、しばしば頭部の傾斜⾓度は⾏き過ぎていた（図

2D）。いったん、刺激⽅向に傾斜し、元の姿勢に戻り、しばしば反対⽅向に傾斜する

という⾏動は、複数の個体で⾒られた（図 2E）。これらの結果から、⿂は泳ぐことな

く傾斜姿勢から⽴て直すことができ、⿂にも微細な姿勢制御機構が存在することが確

かめられた。 

⿂の姿勢の⽴て直しの際、胸鰭が顕著に動いていた（図 2F）。つまり、遊泳を

伴わないが胸鰭のリズミックな運動を伴う姿勢の⽴て直しが観察された。胸鰭の動き

によって姿勢が⽴て直されるかを調べるために、胸鰭を取り除いた⿂を⽤いて同様の

実験を⾏った。胸鰭を切除した⿂でも正常な⿂と同様に姿勢を⽴て直していた（図 2G–

I）。ただ、4秒の時点での頭部傾斜⾓度は、正常な⿂に⽐べて⾼かった（図 2J）。ま

た、反ロール運動時の⾓速度（最⼤屈曲⾓度から 1.5秒間の⾓速度）を調べたところ、

胸鰭を切除した⿂は正常な⿂に⽐べて⼩さかった（図 2K）。これらの結果から、胸鰭

を切除した⿂のロール⽅向の⽴て直しは、正常の⿂よりも弱く、胸鰭の運動もロール

⽅向からの姿勢⽴て直しにわずかに関与しているが、胸鰭の運動以外の機構でメイン

に姿勢を⽴て直していることが⽰唆された。 
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3.2.1.2 胴体の屈曲が傾斜姿勢と連動している 

正常な⿂や胸鰭を切除した⿂の背側からの動画をよく観察すると、傾斜時、わ

ずかに浮袋周辺で体を屈曲するのが⾒られた（図 2C, G⽮尻）。私はこのわずかな体の

屈曲が姿勢の⽴て直しに寄与するのではないかと推測した。体の屈曲⾓度が⾮常に⼩

さい理由として、以下の 2 点が考えられる。1 点⽬は、通常の飼育⽔では、傾斜刺激中

に少しずつ姿勢を⽴て直しているため、体の屈曲はわずかにしか⾒られないと考えら

れる。もう 1 点は、チャンバーの傾斜中にわずかにでも姿勢を⽴て直すと、背⾯から

のカメラは⿂の背腹軸⽅向からずれて斜めから撮影することになるため、本来の体の

屈曲⾓度が⾒にくくなっていると考えられる。 

そこで、体の屈曲をはっきり⾒るために、⿂をメチルセルロース⼊りの飼育⽔

に浸して同様の実験を⾏った。メチルセルロースは粘性が⾼いため、通常の飼育⽔に

浸した時に⽐べて、⿂はゆっくり動く。このことで、体の屈曲がはっきり⾒えるので

はないかと予想した。チャンバーを左側が下側となるよう傾斜すると、⿂も左側が下

側となるよう傾斜し、傾斜刺激に沿って頭部傾斜⾓度もだんだん⼤きくなった。2秒の

時点で最⼤⾓度は傾斜前に⽐べて 20°程度増加していた（20°はちょうど傾斜刺激⾓度

と同じである）。その後、2秒の時点から 8秒の時点までゆっくり頭部傾斜⾓度は⼩さ

くなっていき、0°に近づいていった（図 3A, B 上）。⼀⽅、体の屈曲は右側（傾斜上

側）に⽰した。胴体の屈曲⾓度は 2秒の時点まで、傾斜刺激が増加するにつれて増加

していき、その後頭部傾斜⾓度が減少するにつれて、胴体の屈曲⾓度も⼩さくなって

いった（図 3A, B 中）。このことから、胴体の屈曲は頭部傾斜⾓度と連動していること

が⽰された。この胴体の屈曲は全ての試⾏で観察され、反射⾏動であると考えられ

る。本論⽂で、胴体の屈曲は前庭刺激による屈曲反射（Vestibular-induced Bend Reflex）

もしくは VBR とする。 

前の段落で述べたように、VBR の屈曲⾓度は頭部傾斜⾓度と相関がある。この

ことは、仮に頭部が傾斜したままでは、VBR は顕著に⾒られ、持続するのではないか

と予想した。この仮説を検証するために、頭部のみをアガロースに包埋し、浮袋周辺

の胴体や尾部が⾃由に動かせる⿂に対して、傾斜刺激を与えた。装置の写真は図 3C に

ある。予想通り、傾斜中の VBR は明らかに観察された。頭部を左側に傾斜した時は右

側への VBR が、右側に傾斜したときは左側への VBR が観察され、VBR の⽅向は傾斜

上側に観察された（図 3D）。メチルセルロースの実験時同様、傾斜刺激の⾓度が⼤き
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くなるにつれて（つまり頭部傾斜⾓度が⼤きくなるにつれて）胴体の屈曲⾓度も⼤き

くなっていった（図 3E）。刺激強度が 20°に達すると、胴体屈曲⾓度がだんだん⼩さ

くなっていったが、0°を上回っていた。VBR は実験を⾏った全ての個体、試⾏で観察

された（図 3F）。20°の傾斜状態が持続すると、屈曲⾓度のばらつきが時間経過で⼤き

くなっていった。このことから、傾斜状態が維持しても、必ずしも胴体の屈曲⾓度も

持続しないことが明らかとなった。しかしながら、メチルセルロースの実験と頭部包

埋実験から、VBR は頭部傾斜と強く関わることがわかり、私はロール傾斜からの姿勢

⽴て直しに関わる可能性が⾼いと考えた。 

 

3.2.1.3. VBR によって重⼒と浮⼒がずれることにより、⼒のモーメントがかかり、姿

勢を⽴て直す 

もし、VBR が傾斜姿勢からの⽴て直しのメカニズムの場合、VBR によりどの

ような⼒が働いているのであろうか。私は、2 つの⼒（重⼒と浮⼒）を⽤いたモデルを

⽴てた（図 4A）。重⼒は質量がある部分に働き、1 つの⼒で表すと重⼼（Center of 

Mass; COM）に働く。浮⼒は物体が押しのけた流体の重⼒と等しいので、1 つの⼒で表

すと体積中⼼（Center of Volume; COV）に働く。ゼブラフィッシュ仔⿂では、重⼼と体

積中⼼は、浮袋周辺に存在していることが知られている（Ehrlich and Schoppik, 2017, 

Stewart and McHenry, 2011）。まず、VBR を⽰さない背が上の状態を考える。重⼼と体

積中⼼は、正中線上に存在し、⼒の⼤きさが等しく、ベクトル⽅向が反対であるた

め、⿂はロール⽅向に平衡状態であると考えられる（図 4A左）。では、傾斜姿勢時、

傾斜上側に VBR を⽰す場合を考える。体の屈曲により、頭部と体の尾部は屈曲側（傾

斜上側）に移動するが、作⽤―反作⽤の効果により浮袋周辺の体は屈曲と反対側（傾

斜下側）に移動する（図 4A右上、右中）。体が「く」の字型に折れると、重⼼と体積

中⼼の位置は変化する（図 4A右中）。重⼼と体積中⼼が位置する浮袋あたりの断⾯図

では、重⼼と体積中⼼は正中線からずれ、傾斜上側に位置する。しかしながら、重⼼

と体積中⼼は同じ場所に位置せず、重⼼の⽅が体積中⼼に⽐べて外側に位置する（図

4A右下）。これは、傾斜下側にある、気体で満たされた浮袋には、重⼒はかからず浮

⼒のみしかかからないからである。重⼼が体積中⼼に⽐べて、傾斜上側のより外側に

位置することで、姿勢を⽴て直す⽅向に⼒のモーメントが発⽣すると考えられる。 
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前の段落では、重⼒と浮⼒をそれぞれ 1 つの⼒として考えていた。⼀⽅、重⼒

と浮⼒の合⼒を微⼩体積ごとに考えると直感的にわかりやすい。繰り返しになるが、

重⼒（mg）は質量がある部分に働く。浮⼒（ρVg）は体積がある部分に働き、その⼤

きさは、押し除ける流体（⽔）の重⼒と等しい。つまり、⿂の浮き沈みは重⼒と浮⼒

の合⼒に影響を受け、その合⼒（mg–ρVg = (ρtissue-ρwater)Vg）は組織と⽔の密度の差

（ρtissue-ρwater）に⽐例する。浮き袋を除く組織の密度（1.008 mg/mm3）は⽔（0.997 

mg/mm3）に⽐べて、わずかに⾼い⼀⽅、浮き袋の密度（0.00131 mg/mm3）は⽔に⽐べ

て圧倒的に⼩さいことが既に知られている（Ehrlich and Schoppik, 2017）。このことか

ら、浮き袋を除く組織では、合⼒はわずかな下向き（沈む⽅向）になる⼀⽅、浮き袋

では、合⼒は圧倒的な上向き（浮く⽅向）になる（図 4C, D、合⼒の⼤きさの⽐は約

100倍異なる）。まず、VBR を⽰さない背が上の状態を考えると、浮き袋を除く組織

も浮き袋も左右対称に位置するため、⿂はロール⽅向に平衡状態であると考えられる

（図 4E左）。では、傾斜姿勢時、傾斜上側に VBR を⽰す場合を考える。体が「く」

の字型に折れると、屈曲側に、合⼒が下向きになる組織が移動する⼀⽅、反対側に

は、合⼒が上むきになる組織（浮き袋）が移動する（図 4E 中）。このことから、傾斜

上側が下向き、傾斜下側が上向きの⼒を受け、姿勢を⽴て直すとも考えられる。 

もし、これらの重⼒と浮⼒を⽤いたモデルが正しければ、浮袋内の気体を抜い

た⿂は、傾斜姿勢から⽴て直すことができないと予想できる。浮袋内の気体がない

と、体の密度がどの部分でもほぼ⼀様となり、傾斜時、⿂が VBR を⽰しても重⼼と体

積中⼼がずれずに、重⼒と浮⼒は同じ軸上でかかるため、⼒のモーメントが発⽣しな

いからであろう（図 4B）。微⼩体積系で考えると、体の密度がほぼ⼀様になると、傾

斜上側と傾斜下側で同様の合⼒がかかるからであろう（図 4E右）。この予想を検証す

るために、浮袋内の空気を抜いた⿂を準備し、実験を⾏った。浮袋内の空気がない

と、通常状態に⽐べて、浮⼒が⼩さくなる。この浮⼒の減少を保証するため、12.5％ス

クロース液を含む⽔に浸して実験を⾏った。（スクロースを添加することで、液体の

密度を増やし、通常状態と同じ浮⼒を得られるようにした。）予想通り、たいていの

試⾏で⿂は傾斜姿勢から⽴て直すことができなかった（図 5A–C）。全ての⿂の試⾏か

ら、傾斜開始から 4秒時点の頭部傾斜⾓度の中央値は 15.9°で、1.7秒時点の頭部傾斜⾓

度の中央値の 15.2°とほとんど変わっていない（図 5C）。さらに正常な⿂と頭部屈曲⾓

度を⽐較すると、1.7秒でも 4秒の時点でも正常な⿂に⽐べて浮き袋内の空気を抜いた
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⿂の屈曲⾓度は有意に⾼かった（図 5D, E）。このことは、やはり浮袋内の気体を抜い

た⿂は傾斜姿勢から⽴て直していないことを⽰している。この結果から、先に提唱し

た重⼒と浮⼒のモデルは正しいであろう。さらに、⿂は傾斜姿勢中ずっと VBR を⾏っ

ていた（図 5A, B 中）。これは、ちょうどアガロースに頭部が包埋されているときのよ

うに、浮袋内の空気を抜いた⿂は、頭部傾斜したままであるからであろう。結果をま

とめると、⿂は VBR を⾏うことで、傾斜姿勢から⽴て直していることが明らかとなっ

た。 

 

 

3.2.2. VBR を司る神経回路の探求 

 

3.2.2.1. Tan-nMLF-PHM 経路が VBR を引き起こす可能性 

次に傾斜中の VBR を引き起こす神経回路を探索した。以前の研究から、中脳

に存在し脊髄に投射する nucleus of the medial longitudinal fascilulus (nMLF)ニューロンを

光遺伝学で活性化させると、VBR様の⾏動を引き起こすことが⽰されていた（Thiele et 

al., 2014）。この nMLF ニューロンは⾃然または⼈⼯的な前庭刺激により、活動するこ

とが知られている（Migault et al., 2018; Favre-Bulle et al., 2018）。解剖学的な実験から、

nMLF は前庭神経核である Tangential nucleus (TAN)から⼊⼒を受けている（Bianco et al., 

2012; Schoppik et al., 2017）。この TAN ニューロンも前庭刺激により活動することが知

られている（Migault et al., 2018; Favre-Bulle et al., 2018）。さらに、Thiele et al., 2014 の

論⽂では、この nMLF ニューロンの活性化時に、Posterior hypaxial muscles (PHMs)の活

動も上昇することが知られている。これらの知⾒から、前庭情報が TAN ニューロン-

nMLF ニューロンを介して脊髄に伝達され、PHM を介して VBR が引き起こされている

と仮説を⽴てた（図 6）。この仮説を検証するために、私はそれぞれの細胞群に対し、

Ca2+イメージングと細胞破壊実験を⾏った。結果を以降のセクションで記述していく。 

 

3.2.2.2. evx2陽性 TAN ニューロンは興奮性ニューロンである 

まず、TAN ニューロンを遺伝学的に同定するために、TAN ニューロンでレポ

ーター遺伝⼦を発現するトランスジェニック⿂を探した。TAN ニューロンは、後脳菱

脳節 5 の⼀番外側に位置している（Suwa et al., 1999; Bianco et al., 2012）ことを指標に探
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したところ、evx2 トランスジェニック⿂では、TAN ニューロンの可能性のあるニュー

ロンを染めていた。TAN ニューロンの可能性のあるニューロンの形態を調べるため

に、Tg(evx2:Gal4; UAS:Dendra2) (Kimura et al., 2014; Taniguchi et al., 2016) を⽤いて、⾊

変換実験を⾏った。TAN ニューロンの可能性のあるニューロン集団の形態は、反対側

に投射し、上⾏性と下⾏性に分岐し、内側縦束（medial longitudinal fasciculus）に沿っ

て伸びていた（図 7A）。上⾏性軸索は、中脳まで到達しており、下降性軸索は⻑いも

のは脊髄の第 3セグメントまで到達していた。また電気穿孔法（エレクトロポレーシ

ョン）によって単⼀細胞の形態も調べたところ、反対側分岐性のもの（6/8）と、反対

側上⾏性のもの（2/8）の 2種類が観察できた（図 7B, C）。これらの形態は過去に報告

された TAN ニューロンの形態とよく似ていた。このことから、evx2 トランスジェニッ

ク⿂で標識される後脳菱脳節 5外側に位置するニューロンは TAN ニューロンであるこ

とがわかった。 

さらに、TAN ニューロンが興奮性か抑制性ニューロンかを調べるために、

Tg(evx2:GFP)と神経伝達物質特異的に RFP を発現するトランスジェニック⿂を掛け合

わせた（図 7D）。vglut1、vglut2a トランスジェニック⿂と掛け合わせると GFP と RFP

の⼆重陽性細胞があった。⼀⽅、glyt2、gad1b トランスジェニック⿂と掛け合わせた場

合、⼆重陽性細胞は確認されなかった。このことから evx2 トランスジェニック⿂で標

識される TAN ニューロンの⼤抵が興奮性ニューロンであることが明らかとなった。 

 

3.2.2.3. 傾斜下側の TAN ニューロンが活動する 

傾斜中の TAN ニューロンの活動イメージングを⾏うために、回転ステージに

取り付けられた対物レンズと⿂が同時に傾斜するイメージングシステムを組み⽴てた

（図 7E, F、Tanimoto et al., 2022）。この系では、励起光が⼀様ではないため、傾斜す

ると蛍光強度がどうしても変化してしまう。傾斜による蛍光強度変化を低減させるた

めに、レシオメトリックなイメージングを⽤いた（Tanimoto et al., 2022）。まず、レシ

オメトリックイメージングにおいて、傾斜そのものに由来する緑/⾚蛍光強度⽐

（ΔR/R0）の変動を調べるために、TAN ニューロンで Dendra2 を発現する⿂

Tg(evx2:Dendra2)を⽤いた。⿂に紫⾊光を照射し、わずかに Dendra2(緑) から

Dendra2(⾚)への⾊変換を⾏い、傾斜中の ΔR/R0 の変化を測定した（図 7G）。20˚の傾
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斜で ΔR/R0 は最⼤でも 7%の範囲内に抑えられた（図 7H）。このため、今後のイメー

ジングでΔR/R0 が 7％以上変化した場合、神経細胞由来のシグナルとみなした。 

TAN ニューロンに緑⾊の Ca2+ 指⽰蛍光タンパク質である jGCaMP7b と⾚⾊蛍

光タンパク質の tdTomato を発現する⿂、Tg(evx2:tdTomato-GCaMP7b)を⽤いて TAN ニ

ューロンの細胞集団の活動イメージングを⾏った（図 7I 上）。図 7I に⽰す⿂の例で

は、左側が下側となるよう傾斜すると左側の TAN ニューロンの細胞群が、右側が下側

となるよう傾斜すると右側の TAN ニューロンの細胞群の ΔR/R0 が上昇した。この上昇

率が 7％を超えているので、細胞と同側が下側に傾斜する時に活動していると判断でき

た。7匹の⿂いずれにおいても、細胞と同側が下側に傾斜するときに活動していた（図

7J）。反対に細胞と同側が上側に傾斜するときもわずかに ΔR/R0 が上昇しており、わず

かに活動していることが明らかとなった（図 7I, J）。しかしながら、下側に傾斜した時

の⽅が、上側に傾斜した場合に⽐べてより⼤きな活動を⽰した（下側に傾斜した場合

は 3.2倍⼤きい、p = 0.0003、図 7J）。また、傾斜持続中は ΔR/R0 はだんだん減少して

いき、アダプテーションが起きることが⽰唆された。TAN ニューロンのイメージング

では、同側が下側に傾斜した場合、反対側への傾斜より⼤きく活動することが明らか

となった。 

 

3.2.2.4. TAN ニューロンを破壊すると、反対側への VBR が低下する 

次に、evx2陽性の TAN ニューロンが VBR に必要かどうかを調べた。そのため

に、Tg(evx2:GFP)⿂を⽤いて⽚側の TAN ニューロンを破壊し、頭部を包埋した状態で

の傾斜時の VBR の胴体屈曲を観察した（図 8A）。GFP陽性の TAN ニューロンの全て

（だいたい 18個）に対してレーザー破壊を試みた。左側の細胞を破壊した⿂では、左

側が下側に傾斜時の右側への VBR の⾓度が浅くなったのに対して、右側が下側に傾斜

時の左側への VBR⾓度は概ね観察された（図 8B, C）。これは細胞破壊側が下側とな

るよう傾斜した際の反対側への胴体屈曲が⼤きく阻害されていた。同様の結果は複数

個体（7個体）で⾒られ、破壊側が下側に傾斜した時に⽰す VBR の⾓度は、上側に傾

斜した時に⽐べて⼩さく⽐べて顕著に低下していた。（p = 0.003、図 8D）。コントロ

ールとして TAN ニューロンの内側に位置する細胞を同数程度破壊したところ、両側へ

の明らかな VBR が観察された（図 8E–G）。コントロールの破壊実験を⾏った 4個体
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では、傾斜⽅向と VBR 屈曲⾓度の間に顕著な違いが⾒られなかった。（p = 0.23、図

8H）。 

両側の TAN ニューロンの破壊個体では、両側への VBR の屈曲がともに⼩さく

なると予想し、実験を⾏った（図 8I）。1匹しか実験を⾏っていないが、確かに傾斜中

の VBR の屈曲⾓度は両側とも⼩さくなっていた（図 8J–L）。 

細胞破壊の結果から、TAN ニューロン群は下側になるよう傾斜するとき、その

細胞群と反対側への胴体の屈曲に必要であることが⽰された。 

 

3.2.2.5. TAN ニューロンの光遺伝学的活性化で反対側への胴体の屈曲が誘発される 

では、⽚側の TAN ニューロンを活性化した時に胴体は屈曲するのであろう

か。私は TAN ニューロンにチャネルロドプシンを発現する Tg(evx2-hs:CoChR-GFP)の

⿂において、⽚側の tangential nucleus に⻘⾊光照射して胴体の屈曲を観察した（図

9A）。右側、左側の tangential nucleus にそれぞれ⻘⾊光を 5秒間照射すると、胴体はそ

れぞれ左側、右側に屈曲し、照射した側とは反対側へ胴体を屈曲させた（図 9B, C）。

照射終了後は、だんだん元の位置に戻っていった。照射中の屈曲⾓度（照射開始後 4

秒から 5秒の間の屈曲⾓度の平均）は照射前の屈曲⾓度（照射 1秒前から照射直前ま

での屈曲⾓度の平均）に⽐べて、明らかに⼤きくなっており（p = 0.002、図 9D）、複

数個体でも照射とは反対側への胴体の屈曲をもたらすことが明らかとなった。光遺伝

学活性化のコントロール実験として、Tg(evx2-hs:CoChR-GFP)の⿂において TAN ニュー

ロンの内側に位置する evx2陽性細胞に照射した。多くの場合、わずかに屈曲⾓度の変

化が⾒られる程度であった（図 9E–G）。複数の個体でも、照射すると、わずかではあ

るが、反対側への胴体の屈曲をもたらすことが明らかとなった（p = 0.02、図 9H）。

（⼀部の試⾏で左右対称な遊泳運動が引き起こされたが（図 9I, J）、遊泳が観察された

試⾏は、解析から除いている。）実験群とコントロール群の 2 つの条件での照射時の

胴体屈曲⾓度を⽐べると、TAN ニューロン活性時により⼤きな屈曲⾓度を⽰していた

（p = 0.003、図 9K）。以上のことから、evx2 で標識される TAN ニューロンは、反対側

への胴体の屈曲を誘発する細胞集団であることが⽰された。 
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3.2.2.6. nMLF ニューロンの⼀部は傾斜上側の時に活動する 

次のターゲットとして、nMLF ニューロンに着⽬した。nMLF ニューロンは、

網様体脊髄路ニューロンの⼀部であり、中脳に存在し、内側縦束に沿って軸索を伸ば

し、脊髄に投射するニューロン群である（Metcalfe et al., 1986; Thiele et al., 2014）。私

は、スピニングディスク共焦点ユニットが取り付けられた対物レンズ傾斜顕微鏡を⽤

いて、単⼀細胞レベルで nMLF ニューロンの Ca2+イメージングを⾏った（Tanimoto et 

al., 2022）。nMLF ニューロンをイメージングするために、緑⾊の Ca2+指⽰薬である

Cal-520 と⾚⾊の蛍光⾊素の rhodamine dextran を脊髄吻側に注⼊し、nMLF ニューロン

を逆⾏的に標識した。図 10A では、最⼤値投影画像と 1光学切⽚の画像を⽰す。傾斜

時、⼤きな ΔR/R0 は⼀部の⼩さい細胞で観察された（図 10B の細胞#1、#7、#8）。場

所と⼤きさから⼀意に識別可能な⼤きな nMLF ニューロン（MeLr、MeLc、MeLm）は

ほとんど活動しない、または活動が⽐較的⼩さかった（図 10B の細胞#4、#5、#10）。

イメージングを⾏った 10匹のすべてのニューロン（333個）のうち、約 1/3 のニュー

ロンが、同側が上側となるように傾斜したときに明らかな活動を⽰した（図 10C の擬

似カラー画像で⾚⾊、オレンジ、⻩⾊、⽩⾊の部位）。同側が上側となるよう傾斜し

た時の活動は、図 6 の仮説と⼀致している。nMLF ニューロンは反対側の TAN ニュー

ロンから興奮性の⼊⼒を受け、その TAN ニューロンは、細胞と同側が下側になる際に

活動していた。⼀⽅、同側が下側になるよう傾斜した際、多くの nMLF ニューロンの

ΔR/R0 はわずかに低下していた（図 10C の擬似カラーで紫⾊のものがより⿊くなっ

た）。このことは、nMLF ニューロンと同側が下側になるよう傾斜した際、わずかに抑

制されていることが⽰された。1 細胞ごとに傾斜⽅向と ΔR/R0 の最⼤値を⽐べると、や

はり同側が上側に傾斜したときの活動が反対⽅向への傾斜に⽐べて顕著に⾼くなって

いた（p = 2.2×10-16、図 10D）。全体のどのくらいの細胞が傾斜で活動するかを定量的

に調べるために、傾斜そのものに由来する ΔR/R0 の変化は 0.1範囲内で抑えられるとい

う実験結果から、0.1以上の ΔR/R0 の増加をニューロンの活動とみなした（Tanimoto et 

al., 2022）。最⼤ ΔR/R0 が 0.1 を超す、つまり活動する細胞の割合は、41% (136/333)の

細胞が同側が上側に傾斜したときのみ活動し、14% (46/333個)の細胞が両側への傾斜時

に活動し、わずかなニューロン（12/333個、4%）だけが同側が下側に傾斜したときの

み活動した（図 10D）。このことから、細胞と同側が上側になるよう傾斜したときに、

半分程度のニューロン（182/333個、55%）が活動したと判断できた。 
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さらに、傾斜中に活動を⽰したニューロンの特徴を調べるために、細胞体の⼤

きさや位置と最⼤ ΔR/R0 を⽐較した。⽐較的⼤きな活動を⽰すニューロンの多くは、

細胞体が⼩さいニューロンであった（図 11A）。前述したように、⼀意に識別可能な⼤

きな nMLF ニューロン（MeLr、MeLc、MeLm、MeM）の多くはほとんど活動しない、

もしくは⽐較的活動が⼩さかった。細胞体の位置との関係を調べるために、複数の個

体由来のニューロンの位置を前後軸⽅向と内外軸⽅向に標準化した（図 11B）。前後軸

や内外軸と最⼤ ΔR/R0 は明確な相関はみられなかった（図 11C, D）。⼀⽅、背腹軸と

最⼤ ΔR/R0 を⽐べると、背側に位置する細胞が⽐較的⾼い最⼤ ΔR/R0 を⽰していた

（図 11E）。 

結果をまとめると、nMLF ニューロンの Ca2+イメージング実験では、傾斜上側

の半分程度の nMLF ニューロンが活動した。nMLF ニューロンのうち、⽐較的活動が⾼

いニューロンの⼤抵は⼩さく、背側に位置する傾向が⾒られた。 

 

3.2.2.7. nMLF ニューロンを破壊すると、同側への VBR が低下する 

つぎに、nMLF 破壊実験を⾏ったときの VBR を観察した。逆⾏的に nMLF ニュ

ーロンを染めた⿂では、脊髄が損傷を受けるため、脊髄損傷が VBR ⾏動に影響を与え

てしまう。そのため、遺伝学的に nMLF ニューロンを標識する遺伝⼦の同定を試み

た。過去の知⾒から、pitx2 トランスジェニック⿂が nMLF ニューロンを標識すること

が知られている（Wolman et al., 2008）。私は Tg(pitx2:Dendra2)⿂を作成し、逆⾏的に染

めることで、nMLF ニューロンのうちのどの程度が Dendra2陽性かどうかをまず調べた

（図 12A）。その結果、約 80%の逆⾏的に染まる nMLF ニューロンが Dendra2陽性で

あることが明らかとなった（図 12A下）。しかしながら、nMLF以外にも多くの細胞

集団で Dendra2陽性細胞が存在するため、光学的な逆⾏染⾊を⾏った（Kimura et al., 

2013、図 12B）。そして、Dendra2（⾚）を頼りに nMLF ニューロンの破壊を⾏った

（図 12C）。この際、⽚側おおよそ 25個の細胞が⾊変換され、そのすべてを破壊の対

象とした。 

左側の nMLF ニューロンを破壊した個体は、左側が上側に傾斜した時の左側へ

の VBR の⾓度が浅くなったのに対して、右側が上側に傾斜した時の右側への VBR は

概ね観察された（図 12D, E）。これは細胞破壊側が上側となるよう傾斜した際の同側

への胴体屈曲が⼤きく阻害されていた。同様の結果は複数個体（8個体）で⾒られ、破
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壊側が上側に傾斜した時に⽰す VBR の⾓度は、下側に傾斜した時に⽐べて⼩さく⽐べ

て顕著に低下していた（p = 0.003 図 12F）。コントロールとして後脳に位置する

Dendra2陽性細胞を同数程度破壊したところ、両側への明らかな VBR が観察された

（図 12G–I）。コントロール実験では、傾斜⽅向と VBR 屈曲⾓度の間にそれほど顕著

な違いが⾒られなかった（p = 0.05、図 12J）。細胞破壊の結果から、nMLF ニューロン

はそのニューロンが上側となるよう傾斜するとき、その細胞と同側への胴体の屈曲に

必要であることが⽰された。 

 

3.2.2.8. PHM には速筋タイプと遅筋タイプが含まれ、3 つのセグメントに分かれる 

次に posterior hypaxial muscles (PHMs)に着⽬した。PHM は浮袋付近で斜めに⾛

る腹側筋の⼀種である（Haines et al., 2004）。体幹の筋⾁は、速筋と遅筋で構成されて

いることが知られている（Wang et al., 2011）ので、PHM も速筋、遅筋で構成されるか

を調べた。速筋で発現する α-actin（Haines et al., 2004）と遅筋の⼀種類で発現する

smyhc2（Elworthy et al., 2008）の 2種類の遺伝⼦を⽤いた。Tg(α-actin:GFP) トランスジ

ェニック⿂（Higashijima et al., 1997）と新たに作成した Tg(smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)

⿂を掛け合わせたところ、PHM には速筋タイプ、遅筋タイプの両⽅が存在していた

（図 13A）。速筋繊維は⽐較的背腹軸⽅向に太いのに対し、遅筋繊維は細く、さらに、

遅筋繊維は速筋繊維に挟まれていることが明らかとなった（図 13B）。また、速筋タイ

プも遅筋タイプも 3 つのセグメントに分かれていることも明らかとなった（図 13A）。

これは、以前の研究（Windner et al., 2011; Talbot et al., 2019）と⼀致する。私は、これ

ら 3 つのセグメントを前から、rostral、middle、caudalセグメントと定義した。いずれ

のセグメントにおいても、⼀部は浮袋の脇に位置していた。 

 

3.2.2.9. 傾斜上側の遅筋タイプの PHM が活動する 

2種類のタイプの PHM に関して、それぞれ活動イメージングをするため、広視

野タイプの対物レンズ傾斜顕微鏡を⽤いて、PHM を腹側から観察した。蛍光観察と同

時に、頭部を包埋した状態の⿂の⾏動を背側から観察した（図 13C, D）。ここで、

PHM のイメージング時、蛍光強度変化は以下の要因の合計となる。1) サンプルの傾斜

に由来するもの（顕微鏡の励起光の完全に均⼀ではない照射による、これは図 7G, H と

同様のアーチファクトである）、2) 筋⾁の収縮弛緩⾃体による筋⾁の⼤きさの変化に
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由来するもの、3) VBR の結果で筋⾁の移動に由来するもの、4) 筋⾁の活動変化に由来

するもの。1)~3)はすべてアーチファクトであり、4)は検出したいシグナルである。複

数の要因に由来するアーチファクトレベルを推定するため、遅筋タイプの PHM で

Dendra2 を発現する⿂ Tg(pitx2:Dendra2)を⽤いた（図 14A）。⿂に紫⾊光を照射し、わ

ずかに Dendra2(緑) から Dendra2(⾚)への⾊変換を⾏い、傾斜中の ΔR/R0 の変化を測定

した（図 14B）。20˚の傾斜で ΔR/R0 の最⼤値は、たいてい 10%の範囲に収まっていた

（⼀部の試⾏は、最⼤ 15%となっていた、図 14C, D）。この実験によりアーチファク

トを超える ΔR/R0 を筋⾁の活動に由来するものとみなした。 

遅筋タイプの PHM をイメージングのため、Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b)⿂

を作成した（図 15A）。腹側から観察すると、体の両側に PHM 由来の蛍光を、正中線

沿いには卵⻩や腸由来の⾃家蛍光が⾒られた（図 15A右）。傾斜刺激を与えなくて

も、PHM（特に rostral と middleセグメント）は⾃発的に活動することが⾒られ、この

⾃発的活動は⿂の尾のわずかな動きと時間的に対応していた（図 15B）。この⾏動が意

味することは不明であるが、もしかしたらピッチ⽅向の姿勢制御に関わっているかも

しれない（後に考察する）。解析には、⾃発的な活動が⾒られない試⾏を⽤いた。図

14C にはセグメント毎の遅筋タイプの PHM の活動を⽰す。右側が上側となるように傾

斜すると、右側の middle と caudalセグメントの ΔR/R0 が⼤きな増加を⽰し、左側が上

側となるように傾斜すると、左側の middle と caudalセグメントの ΔR/R0 が⼤きな増加

を⽰した。rostralセグメントに関しては、その筋⾁が上側となるように傾斜すると、

ΔR/R0 が上昇したが、その変化率は middle と caudalセグメントに⽐べて⼩さかった。3

つのセグメントすべてにおいて、傾斜下側でも時折アーチファクトレベルを超える活

動を⽰していたが、その場合に⽐べて傾斜上側になるよう傾斜した場合、⼤きな ΔR/R0

上昇が⾒られた（rostralセグメント：2.0倍、p = 0.02、middleセグメント：5.7倍、p = 

0.01、caudalセグメント：3.5倍、p = 0.0006、図 15D）。イメージングの結果と⼀致し

て、より活動した側に VBR の胴体の屈曲が観察された（図 15C）。 

次に速筋タイプの PHM の活動を Tg(α-actin:tdTomato-jGCaMP7f)を⽤いて測定し

た（図 16A）。遅筋タイプとは異なり、速筋タイプの PHM の⾃発的な活動は⾒られな

かった。Ca2+イメージングの結果、3 つのセグメントすべてにおいて、アーチファクト

を超える活動は観察されなかった（図 16B, C）。また、傾斜上側と下側に位置に依ら

ず ΔR/R0 の顕著な違いが⾒られなかった（rostralセグメント： p = 0.59、middleセグメ
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ント： p = 0.67、caudalセグメント：、p = 0.11、図 16B, C）。結果をまとめると、速

筋タイプではなく、遅筋タイプの PHM が、上側となるよう傾斜した際により活動する

ことが明らかとなった。遅筋タイプの PHM のうち、特に middle と caudalセグメント

が顕著な活動上昇を⽰した。 

 

3.2.2.10. 遅筋タイプの PHM が VBR を⽣成する重要な役割を担う 

では、遅筋タイプの PHM が VBR に必要かどうかを調べた。このため、PHM

を含む移動性筋⾁の前駆体で発現する tbx2（Windner et al., 2011）を⽤いて、

Tg(tbx2:Cre)を作成した。この⿂を Tg(smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)⿂と掛け合わせ、遅

筋タイプの PHM の破壊を試みた。ダブルトランスジェニック⿂では、Cre により遅筋

タイプの PHM で組み換えが起こり、RFP ではなくジフテリア毒素 Aフラグメントの発

現が誘導される（図 17A左）。遺伝学的な遅筋タイプの PHM 破壊は S58 抗体を⽤いた

抗体染⾊で確認できた。Tg(tbx2:Cre)を持たない⿂では、体幹の筋⾁でも PHM でも遅筋

が染⾊された（図 17A 上中、上右）。⼀⽅、Tg(tbx2:Cre)を持つ⿂では、体幹の筋⾁は

遅筋が染⾊されたのに対し、遅筋タイプの PHM の染⾊がほとんどなくなっていた。

（図 16A下中、下右、しかしながら、Tg(tbx2:Cre)を持つ⿂では、PHM より吻側に位置

する sternohyoideus muscles (SHM)でも RFP蛍光が消失していたことから、SHM も破壊

されている可能性が⾼い。）このことからダブルトランスジェニック⿂では、他の筋

⾁への影響を排除できないが、遅筋タイプの PHM が破壊されていることを確認でき

た。 

⼀⽅、このダブルトランスジェニック⿂では、速筋タイプの PHM は破壊され

ていないと推定できた。これは F59 抗体を⽤いた抗体染⾊で確認された。Tg(tbx2:Cre)

を持たない個体では、RFP を発現する筋⾁以外にも F59 で染⾊される筋⾁が存在する

こと（図 17B 上）、F59 は遅筋タイプだけではなく速筋タイプの PHM を染⾊すると考

えられる。実際、細い遅筋繊維だけではなく、⽐較的太い速筋繊維も染⾊された。

Tg(tbx2:Cre)を持つ⿂では、RFP の蛍光が消失し遅筋タイプの PHM が破壊されていた状

態では F59 での PHM の染⾊が残ったままあった（図 17B下）。これらの繊維はおおむ

ね太い繊維だったことから、速筋タイプは破壊されていないと推測される。 

遺伝学的に遅筋タイプの PHM を破壊したときの傾斜時の VBR を観察した。遅

筋タイプの PHM が破壊されると、左右への VBR の屈曲⾓度が減少した（図 17C, 
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D）。コントロールに⽐べて、Tg(tbx2:Cre)を持つ PHM 破壊⿂では、最⼤屈曲⾓度が約

1/3 に減少していた（図 17E）。この結果から、PHM が VBR に⾮常に重要な役割を果

たす筋⾁であることが⽰唆された。 

 

3.2.2.11. PHM 運動ニューロンの⼀部を破壊すると、同側への VBR が低下する 

順番は前後するが、最後に PHM 運動ニューロンに着⽬する。PHM 運動ニュー

ロンに対する研究は、今回が初めてなので、PHM 運動ニューロンの形態を最初に調べ

た。運動ニューロンで Kaede を発現する Tg(vachta:Gal4; UAS:Kaede) ⿂を⽤いた

（Hatta et al., 2006; Taniguchi et al., 2017）。PHM 筋⾁に伸ばしている神経軸索に光学的

に逆⾏染⾊（⾊変換）を⾏ったところ、rostral セグメントの PHM を⽀配する運動ニュ

ーロンは主に第 5セグメントに 15個程度、わずかではあるが第 4セグメントに数個存

在していた（図 18A）。middle セグメントの PHM を⽀配する運動ニューロンは第 6セ

グメントに 11-15個程度、caudal セグメントの PHM を⽀配する運動ニューロンは第 7

セグメントに 6-11個程度存在していた（図 18B）。Gal4-UASシステムでは確率的にし

か標識されないので、Kaede陰性の PHM 運動ニューロンもあると予想されることか

ら、これらの細胞数のばらつきが⼤きいと考えられる。また、注意したいのは、⾊変

換した PHM 運動ニューロンは、速筋タイプの PHM を⽀配する運動ニューロンと、遅

筋タイプの PHM を⽀配する運動ニューロンの両⽅を区別せず標識することである。い

ずれのセグメントの PHM 運動ニューロンも、Kaede陽性細胞の細胞体が観察される脊

髄のカラムの腹側半分に位置していた。 

セクション 3.2.2.10.（遅筋タイプの PHM の破壊実験）から、PHM を⽀配する

運動ニューロンも VBR に必要だと容易に推測できるが、それを確かめるために、PHM

運動ニューロンを破壊した個体での⾏動実験を⾏った。セクション 3.2.2.9.において、

遅筋タイプの PHM（筋⾁）、特に middle と caudalセグメントは上側となるよう傾斜す

ると活動することが明らかとなった（図 15C）。この結果から、middle と caudalセグ

メントの PHM を⽀配する運動ニューロンが、同側が上側になるよう傾斜するときの

VBR に必要だと予想できる。それらの運動ニューロンに対して、光学的に逆⾏染⾊を

⾏い、⾊変換後の Kaede(⾚)を持つニューロンをレーザー破壊するのを試みた（図 18B, 

C）。⽚側おおよそ 20個前後の細胞が⾊変換され、そのすべてを破壊の対象とした。 
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右側の PHM 運動ニューロンを破壊した個体は、右側が上側に傾斜した時の右

側への VBR の⾓度が浅くなったのに対して、左側が上側に傾斜した時の左側への VBR

は概ね観察された（図 18D, E）。これは細胞破壊側が上側となるよう傾斜した際の同

側への胴体屈曲が⼤きく阻害されていた。同様の結果は複数個体（7個体）で⾒られ、

破壊側が上側に傾斜した時に⽰す VBR の⾓度は、下側に傾斜した時に⽐べて⼩さく⽐

べて顕著に低下していた（p = 0.004、図 18F）。コントロールとして背側に位置する

Kaede陽性細胞を同数程度破壊したところ、両側への VBR が観察された（図 18G–

I）。コントロール破壊の 4個体で⾒ても、⼀⽅向への VBR 屈曲⾓度の顕著な低下は⾒

られなかった（p = 0.89、図 18J）。細胞破壊の結果から、middle と caudal セグメント

の PHM を⽀配する運動ニューロンが、上側になるよう傾斜するとき、同側への胴体の

屈曲に必要であることが⽰された。ただ middle、caudal セグメントの PHM の運動ニュ

ーロンのどちらか⼀⽅または両⽅が VBR に必要かは不明のままである。さらに、

rostralセグメントの PHM の運動ニューロンが必要かどうかはこの実験では明らかでは

ない。 
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3.2.3. VBR を担う細胞の破壊時の⾃由⾏動実験 

 

3.2.3.1. TAN ニューロンの破壊で、姿勢⽴て直しが遅くなる 

これまでの活動イメージングと細胞破壊または細胞活性化実験により、TAN ニ

ューロン—nMLF ニューロン—PHM 運動ニューロン—PHM の神経回路で VBR を誘発

することが明らかとなった。では、VBR の屈曲⾓度が浅くなったときに、実際の傾斜

姿勢からの⽴て直しに異常が出るかどうかを次に調べた。実験では、TAN ニューロン

破壊⿂と、PHM（筋⾁）破壊⿂の 2種類を⽤いた。 

セクション 3.2.2.4.では、レーザー照射により⽚側の TAN ニューロンが破壊さ

れた⿂では、破壊側が下側になるよう傾斜したときに、VBR の屈曲⾓度が⼩さくなっ

た（図 8A–D）。この結果から、破壊側が下側になるよう傾斜した時、傾斜姿勢からの

⽴て直しに異常がでると予想できる。図 19A–D では、左側の TAN ニューロンを破壊

した⿂の左右への傾斜時の⾏動を⽰す。右側が下側（破壊されている側が上側）とな

るように傾斜すると、すぐに姿勢を回復した（図 19A, B）。⼀⽅、左側が下側（破壊

されている側が下側）となるになるよう傾斜すると、頭部傾斜⾓度はより⼤きくな

り、姿勢を⽴て直すまでの時間が⻑くなっていた（図 19C, D）。同様の結果が複数個

体（3個体）で観察された。破壊された側が上側になるよう傾斜した時、すべての試⾏

で姿勢を⽴て直したのに対し、破壊された側が下側になるよう傾斜した時、姿勢の⽴

て直しが遅い、またはできていない試⾏が観察された（図 19E, F）。傾斜刺激直前の頭

部傾斜⾓度は、同程度だったが、傾斜刺激中では、破壊側が下側となるよう傾斜した

時の⽅が、頭部傾斜⾓度が⾼くなっていた。また、反ロール運動時の⾓速度は破壊側

が下側になるよう傾斜した時の⽅が⼩さくなっていた（図 19G）。これらのことから、

破壊側が下側になるよう傾斜したとき、その反対に傾斜したときに⽐べて、傾斜姿勢

からの⽴て直しが鈍くなっていることが明らかとなった。さらに、破壊された側が上

側になるよう傾斜したときの、頭部傾斜⾓度のオーバーシュートの度合いが正常な個

体に⽐べて、⾮常に⼤きくなっていた（図 19B, E）。これは、オーバーシュートにな

ると、破壊側が下側となるよう傾斜することになるためであると考えられる。この実

験から、TAN ニューロンの⽚側破壊で、傾斜姿勢からの⽴て直しに左右差が⽣まれ、

破壊側が下側となるよう傾斜した場合により影響を受けることが明らかとなった。 
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3.2.3.2. 遅筋タイプの PHM を破壊すると、わずかに姿勢⽴て直しが鈍くなる試⾏もあ

る 

遅筋タイプの PHM 破壊⿂では、本当に姿勢⽴て直しに影響が出るかどうかを

次に調べた。セクション 3.2.2.10.と同様、遺伝学的に両側の遅筋タイプの PHM が破壊

されている個体を⽤いた。予想通り、傾斜姿勢からの⽴て直しができない試⾏が観察

された⼀⽅、⽴て直した試⾏も多く観察された（図 20A, B）。そのため、傾斜開始 4

秒後の頭部⾓度は試⾏毎にばらついており、正常な個体よりもばらつきが⼤きくなっ

ていた（図 20E）。反ロール運動の⾓速度を調べると、正常個体に⽐べて⼩さくなって

いた（p = 0.03、図 20G）。この結果から、遅筋タイプの PHM が破壊されると、全体的

には姿勢⽴て直しに影響が出ていることが明らかとなった。しかしながら、遅筋タイ

プの PHM が機能しなくても、ロール⽅向の姿勢の偏位からの⽴て直しが可能であるこ

とも同時に明らかとなった。 

では、なぜ遅筋タイプの PHM 破壊⿂の多くの試⾏で、姿勢⽴て直しが可能で

あるのであろうか。セクション 3.2.2.1.で姿勢制御における胸鰭の運動の寄与が挙げら

れたことから、遅筋タイプの PHM と胸鰭運動の協調的に働いている可能性を考えた。

そこで、遅筋タイプの PHM 破壊⿂に対し、さらに胸鰭を取り除いた⿂を⽤いて同様の

実験を⾏った（図 20C）。結果として、姿勢を⽴て直すことができない試⾏もあれば、

姿勢を回復した試⾏も観察された（図 20D）。この⿂においても、傾斜開始 4秒後の頭

部傾斜⾓度は試⾏ごとにばらつきが⼤きかった（図 20F）。反ロール運動時の⾓速度は

正常⿂に⽐べて⼩さくなっていた（p = 0.03、図 20G）が、劇的に⼩さくなってはいな

かった。この結果から、胸鰭が取り除かれた、遅筋タイプの PHM 破壊⿂は、姿勢⽴て

直しに影響はありつつも、依然ロール⽅向からの⽴て直しが可能であることが⽰され

た。理由として、遅筋タイプの PHM を破壊した⿂においても、わずかながら VBR を

⾏うことが可能であるからであろう。PHM を破壊⿂の頭部包埋条件でも VBR の屈曲⾓

度は、コントロールに⽐べて⼩さいが、0 ではなかった（図 17D, E）。また、姿勢を⽴

て直した試⾏の背側からの画像を⾒返すと、わずかに屈曲する試⾏も確認された（図

20C）。これらのことから、遅筋タイプの PHM は VBR において重要な役割を担うが、

他の筋⾁と協調して VBR そして姿勢制御に関わることが⽰唆された。 
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3.2.4. その他のニューロンの可能性 

 

3.2.4.1. 前庭脊髄路ニューロンを破壊しても VBR は残る 

 これまで、前庭神経核である TAN ニューロンから網様体脊髄路ニューロンの

nMLF ニューロンという経路で脊髄に伝達され、VBR が誘発されていることが明らか

となった（図 6）。しかし、脊髄に前庭情報を伝達する経路は、これだけではない。ゼ

ブラフィッシュや他の動物で、前庭脊髄路（vestibulo-spinal; VS）ニューロンが前庭情

報を前庭神経核から脊髄に直接投射することが知られており、この経路が姿勢反射の

重要な役割を担っていると考えられている。ゼブラフィッシュの電⼦顕微鏡の再構成

画像から、VS ニューロンに接続する有⽑細胞は卵形嚢⽿⽯器官の内側に存在する有⽑

細胞で、有⽑細胞の繊⽑の向きから、同側が下側となるような傾斜で反応すると考え

られていた（Liu et al., 2022）。このことは傾斜中のイメージングで確認されている

（Migault et al., 2018）。私も予備的な実験ではあるが、nMLF ニューロンのイメージン

グと同様の⼿法で、Cal-520 と rhodamine-dextran の混合液を脊髄に注射し、逆⾏的に

VS ニューロンを染め、傾斜刺激を与えた実験を予備実験であるが 1 度⾏った。VS ニ

ューロンは同側が下側となるような傾斜時に活動することが確かめられた。 

 では、傾斜刺激時の VBR においても VS ニューロンが関わるかどうかを調べる

ために、⽚側の VS ニューロンを破壊した時の VBR を観察した（図 21A）。

Tg(nefma:GFP)トランスジェニック⿂で標識され、後脳菱脳節 4 に存在し、マウスナー

細胞（巨⼤な⼀対の細胞）の細胞体の外側に位置する細胞群が VS ニューロン群である

（Hamling et al., 2021）。標識された VS ニューロンの 11–14個をレーザー破壊の対象と

した。右側の VS ニューロンを破壊した⿂を傾斜すると、左右への VBR はある程度観

察された（図 21B, C）。破壊実験を⾏ったのは、3匹だけであるが、⼀⽅への VBR の

屈曲⾓度の顕著な低下は⾒られなかった（p = 0.79、図 21D）。このことから、傾斜時

の VBR に関して、 VS ニューロンの寄与の可能性は完全には否定されていないが、や

はり TAN ニューロン–nMLF ニューロンをメインに介して誘発されていることが明らか

となった。 
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3.3. 考察 
 

3.3.1. 姿勢制御の⾏動について 

 

3.3.1.1. ⽣体⼒学的な観点からみた姿勢⽴て直し機構 

⿂において、泳いでロール⽅向への姿勢偏位から⽴て直すことが知られていた

（Zelenin et al., 2003; Bagnall and McLean, 2014）。しかしながら姿勢の偏位から泳がず

⽴て直すメカニズムは全く知られていなかった。過去の知⾒から、⼈⼯的に⽿⽯を移

動させると、泳ぎを伴わない胴体の屈曲反射が引き起こされることが知られている

が、これが遊泳を伴わない場合に、どのような⽣理学的な意味を持つかわかっていな

かった（Favre-Bulle et al. 2017; 2018）。今回、遊泳を伴わない姿勢の⽴て直しに、浮袋

の周辺で起こる胴体の屈曲反射（VBR と定義した）が極めて重要であることが明らか

となった。ロール傾斜時、傾斜上側への VBR が引き起こされる。VBR によって、頭部

と尾側の体は傾斜上側に移動する⼀⽅、作⽤−反作⽤の効果で、浮袋周辺の体は ear-

down side に移動する（図 4A右）。⿂の体に対して、体の質量中⼼と体積中⼼は ear-up 

side に移動するが、浮袋の密度は⾮常に⼩さいことから、重⼼は体積中⼼より傾斜上側

の外側に位置すると考えられる。このことから、重⼒が浮⼒に⽐べてより傾斜上側の

外側にずれることで、⽴て直す⽅向に⼒のモーメントがかかるというモデルが推測さ

れた（図 4A右）。このモデルは、浮袋内の気体を抜いた⿂を⽤いることで強く⽀持さ

れた（図 4B、5A-C）。浮袋内の気体がないと、傾斜中に VBR が起きても、重⼒と浮

⼒がずれないので⼒のモーメントが⽣成されず、⽴て直すことができない。そのた

め、浮袋内の空気がない⿂は、ロール⽅向に傾斜した際、VBR を⾏い続けるも傾斜姿

勢から⽴て直すことができない。 

物理的観点から、VBR は内的な筋収縮のため、重⼼の絶対位置は変化しない

（浮袋付近の断⾯では、浮袋付近の体の位置が傾斜下側に移動したため、相対的に重

⼼が傾斜上側に移動したとみなせる、図 4A）。絶対的な重⼼位置から考えると、VBR

は頭部と尾部側の体を傾斜上側に移動し、浮袋周辺の体を傾斜下側に移動させる⾏動

といえる。浮袋周辺の体の密度が圧倒的に⼩さいため、体積中⼼の絶対位置は傾斜下

側に移動すると考えられる（図 22A, B）。 
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重⼒と浮⼒のずれで引き起こされる⼒のモーメントが⼤きいほど、姿勢の⽴て

直しが素早く⾏える。⼒のモーメントは重⼼と体積中⼼間の⽔平⽅向（⿂の断⾯の⽔

平⽅向）の距離に依存する。最⼤の分離距離を得る（つまり、最⼤の⼒のモーメント

を得る）には、理論的には以下の 2 つの条件を満たす必要がある。1) 密度が圧倒的に

⼩さい浮袋が、重⼼付近に存在することと、2) 屈曲が重⼼付近で起きることである。

今回のゼブラフィッシュ幼⿂の VBR はこの 2 つの条件を満たしている。1) に関して、

重⼼は浮袋付近に位置することが既に知られている（Ehrlich and Schoppik, 2017）。2)

に関しては、今回の研究を含め、VBR 時の胴体の屈曲は浮袋周辺で観察された（図

3A）。また、遅筋タイプの PHM のイメージングにより、屈曲位置に関する詳細なデー

タが得られた。最も顕著に活動した部位は、rostral と caudalセグメントであり、これら

はそれぞれ浮袋の直脇と浮袋の尾側の脇に位置している（図 15A, C,D）。このため、

物理的観点から、VBR は合理的で、姿勢⽴て直しに最も効率のよい⾏動だと⾒なすこ

とができる。 

傾斜姿勢から⽴て直す際、頭部傾斜⾓度は反対⽅向に傾斜（オーバーシュー

ト）していた（図 2C, D, H）。これには 2 つの理由が考えられる。1 つ⽬は、与えた傾

斜刺激が 20˚付近に達した際の負の⾓加速度が⼤きい（つまり急減速する）のが原因か

もしれない。⾃然界で引き起こされる加速度の変化以上の刺激が加えられており、負

の加速度が⼤きい⼈⼯的な刺激に対応できず、結果的に反対⽅向にオーバーシュート

するのではないかと考えられる。もう 1 つの理由として、⿂は意図的にオーバーシュ

ートとなるよう反ロール運動を引き起こしているかもしれない。機械の制御系におい

て、安定状態への姿勢を回復させる際、偏位⾓度から安定状態に戻る分の復元⼒を作

り出す「静安定」と、時間経過とともに復元⼒が減衰し、振動しながら安定状態に漸

近する「動安定」がある。静安定では、最⼩限のエネルギーで復元するが、安定状態

付近に戻るのに⾮常に時間がかかる。⼀⽅動安定性はオーバーシュートを繰り返す

が、⽐較的安定状態付近に戻るのに素早く制御できる。⾶⾏機の制御において静安定

と動安定の両⽅を⽤いて、機体を安定させている。ゼブラフィッシュを含め動物も、

静安定と動安定の両⽅を組み合わせることで、偏位姿勢から姿勢を⽴て直すのではな

いかと考えている。 
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3.3.1.2. 静的な姿勢制御について 

陸上脊椎動物は、直⽴状態では不安定であり、微細な姿勢制御を刻々と⾏うこ

とで直⽴状態を保つことが知られている（Dickinson, 2000; Morasso et al., 2005; Le Mouel 

and Brette, 2007）。ゼブラフィッシュ幼⿂では、背腹⽅向の重⼼と体積中⼼の位置が⾮

常に近いため、⿂はロール⽅向に不安定であることが⽰唆される（Ehrlich and Schoppik, 

2017, Stewart and McHenry, 2011）。今回の研究をもとに考えると、ゼブラフィッシュも

わずかなロール⽅向の姿勢の乱れに対し頻繁に VBR を⾏うことで、背が上の状態を保

つのではないかと推測できる。この推測が正しければ、⿂の VBR による姿勢制御機構

は、陸上脊椎動物の微細な姿勢制御に相当することが考えられる。 

また、⼒学的、機械の観点から考えると、VBR というゼブラフィッシュ幼⿂の

姿勢⽴て直しは、船の復元⼒と、重⼒と浮⼒のずれによるという点で似ている。しか

し、根本的な違いは、⿂の姿勢たて直しは能動的な神経筋活動が必要に対し、船の復

元⼒は、受動的なものであるという点である。理論的には、⿂の体積中⼼が重⼼に⽐

べて、圧倒的に背側に配置すれば、VBR を⾏わなくとも受動的に⼒のモーメントがか

かり姿勢を安定させることができる。なぜ、⿂はこのような体の構造をとらないので

あろうか。1 つの可能性として、⼀般的に、安定性と操縦性は相反（例として、2輪⾃

転⾞では安定性は低いが操縦性が⾼いのに対し、3輪⾃転⾞は安定性が⾼いが操縦性が

低い）するが、⿂は操縦性を重視するため安定性を犠牲にしているからであろう

（Webb, 2005）。⿂の静的不安定性は最低限の動きで補償され、動的安定性をとること

で、操縦性と安定性を同時に達成していると考えられる。 

 

3.3.1.3. 姿勢制御における胸鰭の関与 

今回の実験で VBR が姿勢制御に⾮常に重要ということが明らかとなった。し

かし、VBR以外にも、胸鰭も姿勢の⽴て直しに部分的に寄与すると考えられる。胸鰭

を取り除いた⿂では、反ロール運動時の⾓速度が正常⿂に⽐べて⼩さくなり、さら

に、傾斜開始後 4秒の時点での頭部傾斜⾓度の中央値は、正常な⿂に⽐べて⾼めであ

った（図 3J, K）。この結果から、胸鰭を切除した⿂のロール⽅向の⽴て直しは、正常

の⿂よりも弱く、胸鰭の運動もロール⽅向からの姿勢⽴て直しにわずかに関与してい

ることが明らかとなった。予備的な実験ではあるが、ロール傾斜時の胸鰭のリズミッ

クな運動は左右⾮対称であり、左右⼀⽅の胸鰭が単純開閉しているのに対し、他⽅の
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胸鰭は内転時ひねりを伴っている印象を持った。今後、傾斜時の胸鰭運動の詳細な解

析やその神経回路機構の解明にも迫れればと考えている。 

 

3.3.1.4. ピッチ⽅向の姿勢制御について 

ゼブラフィッシュにおいてロール⽅向（左右⽅向）への偏位からの姿勢を⽴て

直しには微細な姿勢制御が関わっていることが明らかとなった。では、ピッチ⽅向

（頭尾⽅向）への偏位からの⽴て直しはどうであろうか。⿂は頭部が重いので頭部が

下側になるように傾斜してしまうが、遊泳を通してピッチ⽅向の姿勢を⽴て直すこと

が知られている（Ehrlich and Schoppik, 2017）。私の予備的な実験から、頭部包埋条件

でピッチ⽅向に傾斜した際、遊泳を伴わず、胴体が背側、または腹側に屈曲した。さ

らに、頭部包埋条件での遅筋タイプの PHM のイメージング中に、rostral と middleセグ

メントのリズミックな活動に対応して胴体もわずかに動いていた（図 15B）。胴体のわ

ずかな動きに合わせて、胴体撮影画像の焦点がずれたように観察されたので、胴体が

背腹軸⽅向に動いていたのかもしれない。これら背腹⽅向への胴体の屈曲は、遊泳時

引き起こすことでピッチ⽅向の姿勢の⽴て直し寄与する可能性は⼗分に考えられる。

その可能性以外に、屈曲⾃体が姿勢の回復に寄与し微細な姿勢制御を達成する可能性

も考えられる。浮き袋の脇に位置する PHM が収縮することで、浮き袋の位置をわずか

に前後⽅向に移動させることができるのではないかと予想する。重⼼と体積中⼼は前

後軸⽅向に⾮常に近い（Stewart and McHenry, 2010; Ehrlich and Schoppik, 2017）ので、

わずかな浮き袋の移動によって重⼼と体積中⼼の前後⽅向の位置関係をずらし、姿勢

を⽴て直す⽅向への⼒のモーメントを容易に得ることが可能であるのかもしれない。

所属研究室において、ピッチ⽅向の姿勢制御の研究を⾏う予定であるので、今後詳し

いメカニズムの解明が期待される。 

 

3.3.1.5. 他の動物の姿勢制御 

 ゼブラフィッシュ幼⿂では、ロール⽅向の傾斜姿勢から⽴て直しに VBR が⾮

常に関わっていることが明らかとなった。この VBR は⽔棲脊椎動物で共通する姿勢制

御メカニズムであろうか。予備的な実験から、ゼブラフィッシュ⽣⿂やメダカにおい

てもロール⽅向への傾斜中に VBR様⾏動を引き起こしていることが判明しており、ロ

ール傾斜から⽴て直しに関わると強く⽰唆される。マグロやカツオ、⼀部のサメ等、



 32 

泳ぎ続けている⿂に関して、常に遊泳によるダイナミックな制御で姿勢を維持するこ

とが可能であると容易に推測できる。さらに、これらの⿂には浮き袋がない、または

⼩さいこともからも、VBR による姿勢制御システムはそこまで機能していないと考え

られる。カレイやヒラメ、アンコウ等、海底と広く接触している⿂も、容易に安定状

態を維持することができるので、VBR様の姿勢制御は必須ではないだろう。底と接触

しておらず、⽔中で泳がずその場に居留まる⿂は、微細な姿勢制御を持つと予想でき

る。体の⼤きさに対する胸鰭の⼤きさの割合や浮き袋の⼤きさの割合によって、⿂ご

とに、胸鰭と VBR の⾏動の寄与度が変わるのかもしれない。最後に鯨やイルカ等の⽔

棲哺乳類は、浮き袋ではなく、肺を持つ。また体温調節のため、多くの脂肪を持つこ

とが知られ、その脂肪の密度は⽔よりも⼩さい。これらの動物では、VBR様⾏動によ

る姿勢制御は可能であるかもしれない。 

 ゼブラフィッシュで観察された VBR による姿勢制御は、⽔棲脊椎動物での微

細な姿勢制御機構に関して、はじめて報告したメカニズムである。このメカニズムで

は、重⼒と浮⼒をずらし⽴て直す⽅向に⼒のモーメントを⽣み出すことで達成されて

いた。陸上脊椎動物での微細な姿勢制御においても、重⼒と床反⼒をずらし、⼒のモ

ーメントを⽣み出すことで傾斜姿勢から⽴て直すことが知られている。また、⿃類に

おいても、姿勢がわずかにずれた際、翼の形状を調整することで、安定した姿勢に戻

ることが知られている。翼の微調整により、重⼒と揚⼒をずらし⼒のモーメントを⽣

み出すことで姿勢を⽴て直している。このように、環境は違うが、重⼒と重⼒に拮抗

する上向きの⼒の位置をずらして⽴て直すという共通点が⾒られる。今後、それぞれ

の機構の詳細や切り替えついての研究が⾏われると期待したい。 

 

 

3.3.2. 神経回路について 

 

3.3.2.1. 間接経路の重要性 

前庭脊髄反射は、直接脊髄に投射する前庭脊髄路ニューロンが関わると古くか

ら知られている（Uchino and Kushiro, 2011; McCall et al., 2017; Witts and Murray, 2019; 

Olechowski-Bessaguet et al., 2020）。しかしながら前庭脊髄反射は、前庭脊髄路の遮断す

る実験においても前庭脊髄路ニューロンを介した直接経路だけではなく、前庭神経核
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ニューロンから網様体脊髄路ニューロンを介する間接回路も関わると推測されてい

る。ヤツメウナギや哺乳類においても、網様体脊髄路ニューロンは前庭刺激に応答す

ることはわかっている（Peterson et al., 1980; Bolton et al., 1992; Zelenin et al., 2003b）。哺

乳類では、網様体脊髄路ニューロンも前庭頸反射に関わるのではないかと推測されて

いたが、これまで直接的な証明はほとんどされていなかった（Wilson, 1993; Wilson and 

Schor, 1999; Peterson, 2004; Sugiuchi et al., 2004; Murray et al., 2018）。今回、ゼブラフィ

ッシュにおいて、tangential nucleus という前庭神経核から、nMLF ニューロンという網

様体脊髄路ニューロンという回路が姿勢反射に⾮常に重要であると⽰すことができ

た。さらに、前庭脊髄路ニューロンの可能性は完全には排除できないが、その寄与度

がかなり低いことも明らかとなった（図 21）。このことから、VBR を担う神経回路は

直接経路よりむしろ間接経路が重要であることが明らかとなった。私の研究は、脊椎

動物の間接経路の共通性を⽀持するとともに、前庭脊髄反射の間接経路の重要性を強

く⽰唆することができた。 

 

3.3.2.2. TAN ニューロンについて 

TAN ニューロンは、外眼筋運動ニューロン（第 3、第 4脳神経）に投射し、前

庭動眼反射に関わることがすでに知られている（Bianco et al., 2012）。形態的な研究か

ら外眼筋運動ニューロンに加えて、それらの神経核より吻側に位置する nMLF ニュー

ロンにも接続することが⽰唆されている（Bianco et al., 2012; Schoppik et al., 2017）。今

回の研究は形態的な研究を⽀持するとともに、さらに、TAN ニューロン-nMLF ニュー

ロンが姿勢制御に関わることを明らかにすることができた。このため、TAN ニューロ

ンが眼球運動と姿勢制御の 2役を担っていることが明らかとなった。哺乳類でも、外

眼筋運動ニューロンと脊髄運動ニューロンの 2ヶ所へ直接投射する前庭神経核が知ら

れていた（Isu et al., 1988; Minor et al., 1990）。今回の結果を演繹すると、眼球運動の制

御と同時に、間接的に脊髄を制御する前庭神経核が、哺乳類にも存在する可能性が⼗

分考えられる。 

前庭動眼反射は脊椎動物で共通した反射であり、その神経回路も保存されてい

る。今回は前庭動眼反射（と姿勢反射の両⽅）に関わる TAN ニューロンは evx2転写因

⼦を発現することが明らかとなった（図 7A）。このため、他の動物においても前庭動

眼反射に関わる外眼筋運動ニューロンに投射する前庭神経にも、転写因⼦ evx2 の発現



 34 

が保存されている可能性が⾼い。⼀⽅、ゼブラフィッシュにおいて、反対側の前庭神

経核付近に投射する交差性 (vestibulo-commissural) TAN ニューロンも知られている

（Bianco et al., 2012）が、今回 evx2 でそのようなニューロンは染まらなかった。哺乳類

では交差性ニューロンを介しての反対側の前庭神経核の抑制が知られており、前庭刺

激の感受性に関わると考えられている（Uchino et al., 2001）。ゼブラフィッシュにおい

ても evx2陰性の TAN ニューロンの機能解明を通して、更なる前庭系のメカニズム、神

経回路の解明に繋がると考えられる。 

TAN ニューロンは、上⾏性の軸索を持つタイプと上⾏性と下降性の軸索を持つ

タイプがある。今回、上⾏性軸索が nMLF ニューロンに投射すし VBR を担う経路の重

要性が明らかとなった。しかしながら、TAN ニューロンの下⾏性軸索も PHM-MN に接

続している可能性が考えられる。哺乳類において、眼球と姿勢の両⽅に関わる前庭神

経核ニューロンは、下降性ニューロンを介して脊髄運動ニューロンに投射している

（Isu et al., 1988; Minor et al., 1990）。私たちの解剖学的な実験から、TAN ニューロンの

下降性軸索は⻑くてもても脊髄第 3セグメントにまでしか投射しておらず、PHM 運動

ニューロンが位置するセグメント（第 5-7セグメント）には届いていない（図 7A, 18A, 

B）。TAN ニューロンの下降性軸索も VBR に関与するという可能性は⼗分考えられる

が、もしそうであっても間接的にしか PHM 運動ニューロンに接続していないだろう。 

 

3.3.2.3. nMLF ニューロンについて 

nMLF ニューロンは逃避や遊泳⾏動に関わることが知られている（Gahtan et al., 

2002; Orger et al., 2008; Sankrithi and O‘Malley, 2010; Severi et al., 2014; Thiele et al., 2014; 

Wang and McLean, 2014）。nMLF ニューロン光遺伝学的活性化で VBR様⾏動を⽰した

研究がある（Thiele et al., 2014）。この研究で、nMLF ニューロンによる VBR ⾏動は、

左または右にバイアスのかかった遊泳をもたらすことで、⿂は遊泳⽅向を変えること

ができると⽰唆していた。この遊泳中の役割の他に、本実験では、nMLF ニューロンは

傾斜に応答し、遊泳を伴わない姿勢⽴て直しの VBR にも必要であることが明らかとな

った。 

傾斜刺激は、時折遊泳運動を引き起こすため、傾斜中の nMLF ニューロンの活

動は、VBRだけではなく、遊泳によるものの可能性が挙げられる。しかしながら、こ

の可能性は排除できると考えられる。なぜなら、遊泳時左右両⽅の nMLF ニューロン
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が活動するという先⾏研究（Orger et al., 2008; Thiele et al., 2014）から、仮にバイアスの

かかった遊泳でも、活動のバイアスがありながらも左右の nMLF ニューロンが活動す

ると推測できる。また、⼈為的な⽿⽯移動実験で、VBR様の⾏動が引き起こされる状

況においての nMLF ニューロンの活動は、⽚側の Ca2+反応が上昇する⼀⽅、もう⽚側

の反応が減少するという先⾏研究がある（Favre-Bulle et al., 2018）。今回の私の結果は

ちょうどこの先⾏研究の結果と合致していることから、私も VBR に伴う活動をイメー

ジングしていると考えられる。さらに、今回のイメージングでは、傾斜下側の nMLF

はほとんど活動を⽰さなかったので（図 10C）、バイアスのかかった遊泳を伴っていな

いと考えられる。さらに今回、急激な細胞の移動が起きた試⾏を排除していることか

ら、遊泳を伴う神経細胞の活動の多くを排除できていると考えられる。 

nMLF ニューロンを詳細に調べると、傾斜時に活動するニューロンの多くは細

胞体が⼩さいことも明らかとなった（図 11A）。これは、⼤きな細胞体に⽐べて⼩さい

細胞体のニューロンの⽅が、VBR様の⾏動に影響を与えるという知⾒と⼀致している

(Thiele et al., 2014)。さらに、⼩さい細胞体のニューロンは吻側脊髄あたりまでしか投射

しておらず（Thiele et al., 2014）、ちょうど PHM 運動ニューロンの細胞体が位置するセ

グメントである（図 18A, B）。PHM 運動ニューロンと単シナプスで接続している可能

性が考えられるが、nMLF ニューロンと PHM 運動ニューロンの接続様式の解明は次の

課題である。 

⼀⽅、MeLr や MeLc、MeLm といった⼤きな細胞は逃避や遊泳の際に活動する

と知られている（Gahtan et al., 2002; Snkrithi and O’Malley, 2010; Wang and McLean, 

2014）。このことから、低強度の運動の場合には⼩さいニューロンが動員されるが、

だんだん⾼強度になるとより⼤きなニューロンが動員されることが考えられる。脊髄

の運動ニューロンや興奮性介在ニューロンの V2a ニューロンでは、低周波数の弱い運

動は⼩さい細胞が活動するのに対し、⾼周波数の強い運動には⼤きな細胞も活動する

ことが知られており、これらの違いは、ニューロンの接続だけではなく、個々の細胞

特性（特に抵抗値）が関係している（MeLean et al., 2007; Menelaou and McLean, 2012; 

Ampatzis et al., 2014）。nMLF ニューロンも、運動強度に依存して動員されるニューロ

ン群を変化させることで、さまざまな運動への寄与を可能にしていると考えられる。 
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3.3.2.4. 筋⾁について 

傾斜上側に位置する遅筋タイプの PHM が活動した。⼀⽅、傾斜下側に位置す

る PHM もしばしばアーチファクトを超えるわずかなアクティビティも観察された（図

15C, D）。このことから、バイアスはかかっているが、左右ともに両収縮する試⾏もあ

る。もしかしたら左右の PHM の両収縮によって腹側への屈曲がわずかに起きているの

かもしれない。理論的に、単なる傾斜上側への胴体の屈曲に⽐べて、腹側屈曲を伴う

とより⼤きな⼒のモーメントが⽣成されるだろう（図 23）。これは、重⼼が体積中⼼

より離れて位置するようになると考えられる。しかしながら、頭部包埋条件傾斜実験

では、カメラのデフォーカスは観察されなかった（図 3D）ことから、尾部の腹側への

屈曲は限定的であろう。傾斜によって主に活動する側と反対側の TAN ニューロンや

nMLF ニューロンも、わずかに活動する場合があることから、私はむしろ単なる神経回

路の特性上不可避なことであると推測している。 

遅筋タイプの PHM 破壊⿂において、VBR は完全にはなくなっておらず、姿勢

偏位からの⽴て直しに成功している試⾏があった（図 17E, 20A, B）。このことから、

遅筋タイプの PHM以外の筋⾁も関わると予想できる。例えば浮き袋周辺の体幹の筋⾁

も候補に考えられる。実際、予備的な実験から、遅筋タイプの体幹筋でも、傾斜刺激

時に活動することがあった。また、先⾏研究から、nMLF ニューロンの光遺伝学的活性

化において、同側の PHM が⼤きな活動をもたらしていたが、同側側の体幹の筋⾁もわ

ずかに活動していた（Thiele et al., 2014）。傾斜で活動する⼩さい nMLF ニューロンは

遅筋タイプの PHMだけではなく、⼀部の体幹の筋⾁に投射する運動ニューロンにも機

能的に接続しているだろう。PHM が主要な筋⾁であるのは明らかであるが、複数の筋

⾁も協調的に収縮することによって完全な VBR が達成されていると考えられる。  
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4. ダイナミックな姿勢制御の神経回路の研究 
 

4.1. 序論 
⼤きく姿勢が乱れた際に、ステップや歩⾏（ヒト、図 1C, D）、⽻ばたき

（⿃）、または遊泳（⿂、図 24A）等ダイナミックに姿勢を制御する（Harvey et al., 

2019; Maki et al., 2003; Warrick et al., 2002; Zelenin et al., 2003）。ヒトでは、ダイナミッ

クな姿勢制御はバイオメカニカルな観点や筋活動に関してはよく研究されているが

（Maki and Mcllroy, 1997）、ヒトをはじめとする哺乳類で、どのような神経回路によっ

て達成されているか完全には理解されていない。この理由として、多くの関節が同調

的に動くことから、神経回路が複雑であることが考えられる。また、ダイナミックな

姿勢制御はロコモーションの機構をもとに、左右、前後、背腹の筋⾁や屈筋伸筋等わ

ずかに調整することで達成されるが、そのロコモーションの神経回路も未解明な部分

が多い。 

近年分⼦遺伝学の発展により、ロコモーションに関わるニューロンについての

理解が⼤きく進んだ。発現する遺伝⼦の違いによって、細胞の多様さが⽣み出され

る。脊髄内においても、神経前駆細胞は背腹軸に沿っていくつかの領域に分かれ、そ

の領域ごとに異なる転写因⼦が発現することで、様々なニューロンタイプに分化して

いく（Goulding and Pfaff, 2005; Goulding, 2009; Arber, 2012; Kiehn, 2016）。たとえば、前

駆細胞の p2ドメインの未分化な細胞の⼀部は、転写因⼦ chx10 や sox14 を発現し、脊

髄 V2a ニューロンに分化する。V2a ニューロンはメインに軸索を同側下⾏性に伸ば

し、運動ニューロンや他の V2a ニューロンと興奮性シナプスを形成し、ロコモーショ

ンにおいて重要な役割を担っている（Lundfald et al., 2007; Crone et al., 2008; Kimura et 

al., 2012; Ampatzis et al., 2014; Song et al., 2016）。これら分化したニューロン群（V2a ニ

ューロンだけではなく、他のニューロン群も同様）の中でも、さらに転写因⼦の発現

の違いによりタイプが細分化し、細胞特性や機能、接続性が異なるサブタイプが⽣み

出されることが知られている（Dougherty et al., 2013; Bikoff et al., 2016; Hayashi et al., 

2018; Hoang et al., 2018）。このように細胞の異種性（heterogeneity）は遺伝⼦によって

規定されると考えられている。 

⿂おいて、ロール⽅向の傾斜から泳いで姿勢を⽴て直す際、左右、背腹の筋活

動の違いにより姿勢を⽴て直す⽅向に⼒のモーメントがかることで達成される
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（Bagnall and McLean, 2014、図 24A, B）。それぞれの筋⾁を神経⽀配する運動ニュー

ロンのバイアスのかかった活動によって⽣み出される（Zelenin, et al., 2007; Bagnall and 

McLean, 2014）。ゼブラフィッシュの速い遊泳運動を伴う姿勢の⽴て直しにおいて、傾

斜上側では、背側筋（軸上筋）運動ニューロンに⽐べて腹側筋（軸下筋）運動ニュー

ロンがより活動し、反対に傾斜下側では、背側筋運動ニューロンがより活動すること

がわかっている。背側筋、腹側筋運動ニューロンに興奮性⼊⼒を送るニューロンの⼀

部は、背側系・腹側系と分離しており、主に脊髄 V2a ニューロンが担うと考えられて

いる（Bagnall and McLean, 2014; Menelaou and McLean, 2019）。しかし、背側系または

腹側系の V2a ニューロンについて、傾斜時の活動やその上流ニューロンについてはわ

かっていない。⾏動を司る神経回路の全体から⾒ても、感覚⼊⼒から脊髄投射までの

神経回路について予想されているが、脊髄内でどのような回路で引き起こされている

か完全には解明されていない（図 24C）。 

V2a ニューロンは、リクルートされる遊泳速度によって、fastタイプから slow

タイプまで勾配状に存在しており、より速い遊泳で活動するニューロンほど、脊髄の

背側に位置する傾向がある（McLean et al., 2007; McLean et al., 2008; Kimura et al., 

2012）。fastタイプの V2a ニューロンの中でも、chx10 の発現強度の違いにより、タイ

プⅠとタイプⅡの 2種類のサブタイプに分かれ、タイプⅠは背側筋・腹側筋運動ニュ

ーロンの両⽅に接続するのに対し、タイプⅡは背側筋または腹側筋運動ニューロンの

どちらか⼀⽅にしか接続しないことが知られている（Menelaou and McLean, 2019）。こ

のことから、タイプⅡ V2a ニューロンが、ロール傾斜時の背側筋と腹側筋運動ニュー

ロンの活動のバイアスのかかった活動に強く関わると考えられる。背側系または腹側

系の V2a ニューロンサブタイプも転写因⼦等の遺伝⼦で規定されると推測できるが、

サブタイプ特異的な遺伝⼦についてはわかっていなかった。 

今回、私は背側系と腹側系運動ニューロンの活動の差異をもたらす V2a ニュー

ロンのサブタイプ（背側系・腹側系 V2a ニューロン）を同定し、それぞれの細胞特性

や機能、上流ニューロンを調べることで、⿂のダイナミックな姿勢制御機構の神経回

路の解明を⽬的に実験を⾏った。まず、V2a ニューロンのサブタイプを同定するため

に、バルクや単⼀細胞の RNAseq を⾏うことで、それぞれ特異的な遺伝⼦の同定を試み

た。 
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4.2. 結果 
 

4.2.1. V2a ニューロンと V0v ニューロンのバルク RNAseq（断念） 

 まず、背側系または腹側系 V2a ニューロンサブタイプで特異的に発現する遺伝

⼦は、他のニューロン群に⽐べて V2a ニューロン群での発現が多いと予想し、V2a ニ

ューロン群と、V0v ニューロン群（脊髄内の p0ドメインから分化する興奮性ニューロ

ン）のバルク RNAseq を⾏い、遺伝⼦を⽐較した。V2a ニューロンは Tg(sox14:GFP)で

染まり、V0v ニューロンは Tg(evx2:GFP)で染まる。それぞれのニューロンで GFP が発

現する⿂の脊髄を切り出し、細胞単離後セルソーターにかけて、GFP陽性細胞のみを

回収し（1サンプル約 5,000個の細胞、5サンプルずつ）、RNAseq を⾏った。 

 図 25A に V2a と V0v ニューロンで各遺伝⼦の発現量の⽐較を載せる。マーカ

ー遺伝⼦である sox14 と evx2 はそれぞれ V2a ニューロン、V0v ニューロンでより⾼く

発現していた。また、V2a で発現することが知られている chx10、shox2 も、V0v ニュ

ーロンより V2a ニューロンの⽅が発現量が⾼くなっていることを確認できた。V0v ニ

ューロンに⽐べて V2a ニューロンで有意に⾼く発現する遺伝⼦（主に転写因⼦）のう

ち、ゼブラフィッシュのデータベース（zfin）を参考に、初期に体全体で発現しないよ

うな遺伝⼦を選んだ（初期に体全体で発現する遺伝⼦のトランスジェニック⿂では、

レポーター遺伝⼦は体全体で発現してしまう）。bhlhe22、cacn1ib、mafaa、sax2 の遺伝

⼦に関してトランスジェニック⿂を作成し sox14 トランスジェニック⿂と掛け合わせ

た。そのうち、mafaa遺伝⼦のみが、タイプⅡ V2a ニューロンの⼀部のみを染めてい

た（図 25B）。電気⽣理的な実験で、mafaa陽性 V2a ニューロンと腹側筋運動ニューロ

ンまたは背側筋運動ニューロンとの接続を確認したが、両⽅に接続していた。このこ

とから着⽬した 4遺伝⼦は、背側系または腹側系 V2a ニューロンサブタイプで特異的

に発現する遺伝⼦ではないと考えられる。並⾏して単⼀細胞 RNAseq を⾏っていたが、

そちらの⽅が⽬的遺伝⼦を取りやすいと考え、バルク RNAseq で得られた遺伝⼦に関し

ての実験は断念した。 

 

4.2.2. トランスシナプティック的に V2a ニューロンサブタイプの標識（断念） 

背側系または腹側系 V2a ニューロン特異的な遺伝⼦を⾒つけるためには、背側

系と腹側系 V2a ニューロン間の遺伝⼦を⽐較する⽅法が最適と考えられる。そこで背
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側系と腹側系 V2a ニューロンを識別するために、トランスシナプティックウィルス

（vesicular stomatitis virus, VSV）を使⽤した（Mundell et al., 2015）。受精後 3⽇⽬の

Tg(sox14:RFP)トランスジェニック⿂に対し、感染すると GFP を発現する VSV-GFP を

腹側筋にインジェクションし、約 1⽇経過した⿂を顕微鏡で観察した。 

インジェクションを⾏った 49匹の⿂のうち、筋⾁のみ GFP で染まった個体が

26匹、運動ニューロンで GFP を発現している個体は 9匹得られた。前運動ニューロン

性のニューロンに関して、GFP陽性の V2a 介在ニューロンは 1匹 1 細胞のみだった

（図 26A）。⼀⽅、運動ニューロンに接続する脳脊髄液接触ニューロン（cerebrospinal 

fluid-contacting neuron; CSF-cN）に関して、GFP陽性細胞が存在する個体が数匹確認で

きた（図 26B）。この結果から、現段階で V2a ニューロンを⾼頻度に標識するのは⾮

常に難しいことが明らかとなった。インジェクション後の時間を⻑くすれば多くの V2a

ニューロンを⼀定割合標識である可能性があった。しかし、受精後 2⽇⽬で既に接続

ができており、受精後 5⽇⽬には回路が機能的に働くことから、成⻑とともに、背側

系と腹側系 V2a ニューロンを規定する遺伝⼦の発現も落ちると予想され、仮に RNAseq

が可能であったとしても遺伝⼦の特定は困難になると考えられる。これらのことを踏

まえて、ウィルスを⽤いた標識は断念した。 

 

4.2.3. 電気⽣理で V2a ニューロンサブタイプ確認後細胞回収（断念） 

 次に、背側系または腹側系 V2a ニューロンを電気⽣理学的に同定する⽅法を試

みた。⽅法としては、Tg(sox14:tTA)トランスジェニック⿂の受精卵に、tetO:Dendra2-

2A-ChR cDNA をインジェクションし（Tet-offシステムを使⽤し、ドキシサイクリンは

常に投与しない）、まばらに V2a ニューロンにチャネルロドプシンと Dendra2 を発現

させた。受精後 3⽇⽬の⿂に対し、背側筋または腹側筋運動ニューロンの細胞内記録

（voltage-clamp）をとりながら、チャネルロドプシンを発現する V2a ニューロンに対

し、単⼀細胞レベルで⻘⾊光を照射した。図 27A, B に接続が確認できたペアの写真と

電気⽣理のグラフを載せる。接続が確認された V2a ニューロンに対し紫⾊光を照射

し、緑⾊から⾚⾊への Dendra2 の⾊変換を⾏った（図 27C）。その後細胞を部分的に単

離し、⾚⾊の Dendra2 を持つ細胞を回収しようと試みた。しかし、神経突起が残る細胞

を回収するとき、どうしても細胞にダメージを与えてしまい、シークエンス可能ほど
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の mRNA を得ることができなかった。⼀⽅、完全に単離し回収する⽅法も試みたが、

何万もの細胞から 1 細胞を⾒つけ出すのが⾮常に困難であり、この⽅法を断念した。 

 

4.2.4  V2a ニューロンのランダムな単⼀細胞 RNAseq（断念） 

 4.2.2.や 4.2.3.で背側系または腹側系 V2a ニューロンを特定し、それを回収する

のは⾮常に難しいことがわかった。そこでランダムに単⼀の V2a ニューロンを回収し

て RNAseq の結果を解析し、2 クラスターに分かれた場合、それが背側系・腹側系の違

いを反映していると仮定して、それぞれの特異的な遺伝⼦を探す⽅法に切り替えた。

過去の研究から、chx10 の発現強度で V2a ニューロンは 2 つのサブタイプに分けられ

る（Menelaou and McLean, 2019）。chx10 の発現が⾼いタイプⅠ V2a ニューロンは、軸

索が下⾏性であり、さらに、背側筋・腹側筋運動ニューロンの両⽅に接続する。⼀

⽅、chx10 の発現が弱いタイプⅡ V2a ニューロンは軸索が分岐性であり、さらに、背

側筋または腹側筋運動ニューロンへの⼀⽅しか接続しない。この先⾏研究を基に、私

はタイプⅡ V2a ニューロンのランダムな細胞回収を試みた。 

chx10 トランスジェニック⿂の蛍光に⽐べて、sox14 トランスジェニック⿂の蛍

光の⽅がより明るいので、私たちの研究室では、sox14 トランスジェニック⿂を⽤いて

いる。まず、sox14 で標識される V2a のタイプを調べるために、受精後 2⽇⽬の

Tg(chx10:GFP; sox14:RFP)⿂の蛍光観察を⾏った。chx10:GFP の明るさの違いからタイプ

ⅠかⅡかを判断したところ、sox14 で標識される V2a ニューロンの多くはタイプⅡであ

った（図 28A）。 

次に、sox14 で多く標識されるタイプⅡ V2a ニューロンが、先⾏研究同様に、

背側筋運動ニューロンまたは腹側筋運動ニューロンのどちらか⼀⽅にしか接続しない

かを電気⽣理学的に調べた。受精後 2⽇⽬の Tg(sox14:GFP)トランスジェニック⿂に対

して、推定タイプⅡ V2a ニューロンにルースパッチをして細胞外から電流注⼊し発⽕

させた（図 28Bi）。各運動ニューロンが同⼀の V2a ニューロンから興奮性⼊⼒を受け

るかどうかをホールセル記録（volatage-clamp）で記録した（図 28Bii–v）。あるタイプ

Ⅱ V2a ニューロンは背側筋運動ニューロンには興奮性⼊⼒を送るのに対し（図 28Bii, 

iii）、腹側筋運動ニューロンには興奮性⼊⼒を送っていなかった（図 28Biv, v）。2種

類の運動ニューロンとの接続を記録できた V2a ニューロンは 1 細胞（2ペア）のみであ

ったが、先⾏研究と合致して、背側系または腹側系 V2a ニューロンのどちらか⼀⽅で
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あることを確認できた。さらに、背側筋または腹側筋運動ニューロンのどちらか⼀⽅

と、推定タイプⅡ V2a ニューロンのダブルパッチを 4ペアについて記録することがで

き、そのうち 1ペアに関してのみ接続が確認された。接続割合が 100％ではなかったこ

とから、やはりタイプⅡ V2a ニューロンは、背側筋と腹側筋運動ニューロンの両⽅と

もに接続しているのではなく、背側筋または腹側筋運動ニューロンのどちらか⼀⽅に

しか接続していないことが⽰唆された。 

タイプⅡ V2a ニューロンを 1 細胞ずつ回収する⽅法を図 29 に⽰す。まず、タ

イプⅡ V2a を確実に同定するために受精後 2⽇⽬の Tg(sox14:Dendra2)トランスジェニ

ック⿂に対して、推定タイプⅡ V2a ニューロンに光照射して、⾊変換を⾏った（図

29A）。数時間後それぞれの細胞の形態を観察して、タイプⅡの特徴である分岐性であ

ることを確認するとともに、仮にタイプⅠの特徴の下⾏性ニューロンであった場合

は、2光⼦レーザーで破壊し、⾚⾊ Dendra2 を持つ細胞はすべてタイプⅡ V2a ニュー

ロンという状況にした。（図 29B, C）。その後、⿂を単離し（図 29D）、⾚⾊の

Dendra2 の蛍光を頼りに、ガラスピペットでタイプⅡ V2a ニューロンを 1 細胞ずつ回

収した（図 29E）。 

 計 106個の細胞を回収したうち、48 細胞に関しては cDNA合成まで進み、その

内、32 細胞に関してはシークエンスに成功した。32 細胞の遺伝⼦発現を t-SNE で次元

圧縮すると 2 つのクラスターに分かれた（図 30A）。まず、Dendra2遺伝⼦やハウスキ

ーピング遺伝⼦の tuba1a は、全ての細胞である程度⾼い発現であったのが、V2a ニュ

ーロンのマーカー遺伝⼦（sox14、chx10）は全細胞での⾼い発現を確認できなかった

（図 30B）。このことから、マーカー遺伝⼦ですら、確実に遺伝⼦発現を定量できてい

ないことが明らかとなった。⼀部の遺伝⼦の発現情報が⽋損しているのを考慮に⼊れ

つつ、2 クラスター間で顕著に発現量が異なる転写因⼦を探し、ゼブラフィッシュのデ

ータベース（zfin）を参考に、初期に体全体で発現しないような遺伝⼦を選んだ（図

30C）。cadm1a、creb3l3l、dachd、lin28a、pou3f2b、scrt2、slit3、smarca の遺伝⼦に関

してトランスジェニック⿂を作成し、sox14 トランスジェニック⿂と掛け合わせたが、

どの遺伝⼦についてもタイプⅡ V2a の⼀部を標識しているようには⾒受けられなかっ

た。ポジティブコントロールであるマーカー遺伝⼦の⾼発現を確認できなかったこと

と、今回 2 クラスタ―に分かれたのは背側系、腹側系以外のサブタイプを⽰している

可能性があることから、単⼀細胞 RNAseq で得られた遺伝⼦に関する実験は断念した。 
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4.3. 考察 
 今回の研究で、ダイナミックな姿勢制御に関わる V2a ニューロンのサブタイプ

を遺伝学的に同定することを最初の⽬的と設定していたが、結果としてはうまくいか

なかった。 

 運動ニューロンに接続する興奮性ニューロン（V2a ニューロン）だけではな

く、抑制性ニューロンもマイルドではあるが背側系・腹側系と分離している（Bagnall 

and McLean, 2014）。抑制性⼊⼒の 1 つとして、CSF-cN（脳脊髄液接触ニューロン）が

知られている。CSF-cN は体の屈曲で活性化され、腹側系運動ニューロンの 1 つである

CaP にのみ抑制的に接続しており、その他の fast な運動に関わる運動ニューロンには接

続していない（Hubbard et al., 2016）。また、この CSF-cN⽋損⿂では、ロール⽅向への

姿勢異常が⾒られることが知られている。⼀⽅、背側系抑制性⼊⼒のソースは、不明

なままである。マウスでは、脊髄 V1 ニューロン（抑制性ニューロンの 1種類のタイ

プ）でサブタイプを規定する転写因⼦は V2a でも発現することが知られている（Bikoff 

et al., 2016）。このことから、ニューロン群が異なっても、同⼀の転写因⼦の発現によ

り、同様の細胞内特性や接続様式を⽰すのではないかと推測する。ゼブラフィッシュ

においても、V2a ニューロンの背側系を規定する転写因⼦は、抑制性ニューロンでも背

側系を規定しているかもしれない。 

V2a ニューロンの上流ニューロンの候補として、前庭脊髄路ニューロンが予想

されている（Bagnall and Schoppik, 2018）。しかし、ゼブラフィッシュにおいて前庭脊

髄路ニューロンの投射先は全くわかっていない。哺乳類での前庭脊髄路ニューロン

は、脊髄内で、屈筋運動ニューロンに⽐べて伸筋運動ニューロンに優先的に接続する

ことが知られている（Murray et al., 2018）。このような優先的な接続が背側系または腹

側系のどちらか⼀⽅の V2a ニューロンや抑制性ニューロンに対しても存在する可能性

があると推測する。今後下流からまたは上流からの研究により、ダイナミックな姿勢

制御の神経回路の解明が期待される。 
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5. 全体的な考察 
ゼブラフィッシュにおいて、微細な姿勢制御は網様体脊髄路ニューロンを介し

て引き起こされていることを私は⽰した。⼀⽅、ダイナミックな姿勢制御は前庭脊髄

路ニューロンを介して引き起こされると推測されている（Bagnall and Schoppik, 2018）

が、実際は証明されていない。もしこの仮説が正しいなら、運動のアウトプットによ

って、直接経路（前庭脊髄路ニューロン）と間接経路（網様体脊髄路ニューロン）が

使い分けられていることとなり、⾮常に興味深い。 

哺乳類において、前庭脊髄路ニューロンと網様体脊髄路ニューロンについての

接続先や機能的な解析が多く研究されてきた。前庭脊髄路経路は、脊髄内の伸筋運動

ニューロンに優先的に興奮的に接続し、屈筋運動ニューロンには抑制ニューロンを介

して、抑制的に接続することが知られている（Markham, 1987; Basaldella et al., 2015; 

Murray et al., 2018）。⼀⽅、網様体脊髄路ニューロンは、屈筋運動ニューロン、伸筋運

動ニューロンともに興奮的、または抑制的な効果をもたらし、関節ごとに異なる屈曲

伸展を制御すると⾔われている（Mackinnon, 2018; Murray et al., 2018）。これらのこと

から、前庭脊髄路ニューロンは関節を伸展させることで、重⼒に逆らって、体を鉛直

⽅向に制御するシステムに主に関わり、網様体脊髄路ニューロンは、関節ごとの屈伸

の協調をもとに、複雑な運動に寄与するのではないかと推測されている（Schepens and 

Drew, 2004; Mackinnon, 2018）。仮にそれが正しいなら、動員される前庭脊髄路ニュー

ロンと網様体脊髄路ニューロンパターンを変えることで、異なる姿勢制御メカニズム

を引き起こすことができるのかもしれない。哺乳類においてもゼブラフィッシュにお

いても、⽣物には多重の姿勢制御機構が存在しており、⾏動ごとの回路の使い分けが

どのように⾏われるかという問いは、神経科学の点でも進化的にも⾮常に⾯⽩い問い

になるだろう。 
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6. 材料と⽅法 
 

使⽤した動物 

ゼブラフィッシュ（Danio rerio）胚、仔⿂、⽣⿂は 28.5℃で、14 時間−10 時

間、または、12 時間−12 時間の明暗条件で⽣育させた。ただし、チャネルロドプシ

ン、Dendra2、Kaede を発現する胚、仔⿂は暗条件で⽣育させた。受精後 5⽇以降に餌

を与えた。 

表 1 に今回使⽤したトランスジェニック⿂を列挙する。すでに発表されている

ものは参考論⽂を、今回作成したトランスジェニック⿂のうち、CRISPR/Cas9システム

で作成したものは、sgRNA のターゲット配列も書いた（表 1-1, 1-2）。Tg(α-

actin:tdTomato-jGCaMP7f)は Tol2ベースにした⽅法で作成した（Urasaki et al., 2006）。

α-actin プロモーターは Higashijima et al. (1997)と同じものを使⽤した。tdTomato-

GCaMP7b および tdTomato-GCaMP7f のフュージョンタンパク質は Dong et al. (2017)を

参考に作成した。CoChR-GFP (CoChR-GFP-Kv2.1)配列は McRaven et al. (2020)で述べら

れているものを使⽤した。 

 

チャンバー内での⾃由⾏動実験 

 ⾏動実験は図 2B の装置を使い⾏った。受精後 6⽇の仔⿂をアクリルチャンバ

ー（1.2mm（幅）×50mm（⻑さ）×1mm（⾼さ））に移し、⽔槽⽔で満たし、⿂の正⾯

と背⾯側をカバーガラスで覆った。⿂⼊りのチャンバーを、電動回転ステージ

（Thorlabs, HDR50/M）に取り付けた T字型のユニットの光路の交差する位置に置い

た。⿂の正⾯と背⾯からの画像を取得するために、2ペアのレンズ（Olympus, 5×/NA 

0.15）を配置した。それぞれのペアのレンズを、レンズの先端を外側になるように配置

した。背⾯のカメラ（Teledyne FLIR, GS3-U3-236M）と正⾯のカメラ（Basler, ac A640-

750 um）を撮像⾯に配置した。光源として、⾚外線ライト(Mightex, SLS-0208-E）を⿂

の腹側に配置した。20˚の傾斜刺激（速度：15˚/s、加速、減速：15˚/s2）を右側が下とな

るよう、または左が下となるように与えた。2 つのカメラのフレームレートは 100フレ

ーム毎秒で撮影した。背⾯からのカメラはチャンバーの傾斜と同時に傾斜する（図

2A）。これにより、背⾯からの画像では、傾斜刺激中に⿂の姿勢が元に戻ると、⿂の

斜め⽅向から観察される。 
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 ⾼粘性を⽤いた実験（図 3A, B）では、0.8%メチルセルロースを含む飼育⽔を

⽤いた。胸鰭を切除した⿂の実験（2F, G）では、受精後 5⽇⽬（⾏動実験の 1⽇前）

の⿂を 0.02% MS222（Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate salt, Cat# A5040, Sigma 

Aldrich）で⿇酔をかけ、ピンセットで両側の胸鰭を切除した。⼿術後に、⿂を⾏動実

験まで回復させた。浮き袋（鰾）内の空気を抜いた⿂の実験（図 5）では、受精後 6⽇

⽬（⾏動実験の 3、4 時間前）の⿂に対して⿇酔をかけ、ガラスピペットを浮き袋に刺

した。浮き袋の前⽅背側の⽪膚からアクセスし、近くに存在する posterior hypaxial 

muscles （PHMs）を傷つけないようにした。浮き袋内の空気を体外に逃した。浮⼒の

減少を補償するため、⾏動実験では、12.5% スクロースを含む飼育⽔を⽤いた。（⽔

の密度が⾼くなるため、浮⼒を増やすことができる。） 

 

頭部包埋条件の⾏動実験 

 受精後 6⽇⽬の⿂をアクリルチャンバー（12mm（幅）×15mm（⻑さ）×4mm

（⾼さ））に移し、2%低融点アガロースに包埋した。浮き袋より尾側に位置するアガ

ロースを取り除き、⿂が尾側の体を動かせるようにした。飼育⽔を満たし、チャンバ

ーの上部をカバーガラスで覆った。⿂の⾏動を図 3C で⽰す装置を⽤いて⾏った。この

装置は⾃由⾏動実験の装置から正⾯の画像を撮影する部位を除いたものと等しい。傾

斜刺激は、⾃由⾏動実験と同じものを⽤いた。傾斜中の⾏動のスナップショットを⽰

す際、最⼤屈曲を⽰した⿂の画像を⽤いた。 

 

TAN ニューロンの Dendra2⾊換え実験 

TAN ニューロンの⾊換実験（図 7A）は、受精後 5⽇⽬の Tg(evx2:Gal4; 

UAS:Dendra2)トランスジェニック⿂を⽤いた。仔⿂を MS-222 で⿇酔をかけ、腹が上側

となるようガラスボトムディッシュで 2%の低融点アガロースで包埋した。ディッシュ

を倒⽴顕微鏡（Leica microsystems, TCS SP8 MP）に置き、405nmレーザーを TAN ニュ

ーロンと予想されるニューロンに照射した。照射後少なくとも 3 時間放置し、⾊変換

されたタンパク質が軸索まで輸送されるの待ってから、共焦点顕微鏡画像を取得し

た。 
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電気穿孔実験（エレクトロポレーション） 

単細胞のラベリング（図 7B, C）は以前の論⽂（Bhatt et al., 2004; Shimazaki et 

al., 2019）を参考に⾏った。受精後 5⽇⽬の Tg(evx2:GFP)トランスジェニック⿂を MS-

222 で⿇酔をかけた。仔⿂を 3%の低融点アガロース⼊り細胞外液（NaCl:134 mM、

KCl: 2.9 mM、CaCl2: 2.1 mM、MgCl2: 1.2 mM、HEPES: 10 mM、グルコース: 10 mM、

290 mOsm、NaOH で pH 7.8 に調整）で包埋した。頭部を覆うアガロースを取り除き、

頭部の⽪膚を剥がし、TAN ニューロンより背側に位置する細胞をガラスピペットを⽤

いて取り除いた。Dextran Tetramethyl-rhodamine (Thermo Fisher Scientific, Cat#D3308)を

電気穿孔法で、GFP陽性の細胞に取り込ませた（Shimazaki et al., 2019）。その後、少

なくとも 3 時間放置し、正⽴の共焦点顕微鏡（Leica microsystems, TCS SP8 MP）で観察

した。 

 

Ca2+イメージングのセットアップ 

電動回転ステージ（Thorlabs, DDR100/M）に取り付けられた対物レンズと⿂が

同時に傾斜した時の Ca2+イメージングを蛍光強度⽐を⽤いて⾏った（図 7F; Tanimoto et 

al., 2022）。⻘⾊光を⿂に照射し、Ca2+依存的な緑⾊のシグナル（GCaMP または Cal-

520）と⾚⾊シグナル（tdTomato または tetramethyl-rhodamine）をイメージスプリッテ

ィング光学系（浜松ホトニクス, W-View Gemini）を⽤いて分割した。2⾊の画像を 1 つ

のデジタルカメラ（浜松ホトニクス, ORCA-Flash4.0 V3）で 10フレーム毎秒の速度で

撮影した。nMLF ニューロンのイメージングには、スピニングディスク共焦点スキャナ

ー（横河電機、CSU-X1）が光学経路に組み込んである共焦点タイプの対物レンズ傾斜

顕微鏡を⽤いた。TAN ニューロンと PHM のイメージングでは、広視野タイプ（共焦点

ではない）の対物レンズ傾斜顕微鏡を⽤いた。この系では、励起光（Excelitas 

Technolodies, X-cite exacte）を落斜照明装置（オリンパス、BX-URA2、オリンパス BX-

51WI のパーツ）、対物レンズを通して、⿂に照射した。落射照明装置のフィルター

は、励起フィルター：BP460-490（オリンパス）、ダイクロイックミラー：FF495-Di03

（セムロック）、吸収フィルター：FF01-512/630（セムロック）である。蛍光シグナル

はチューブレンズ（オリンパス、U-TR30-2）、カメラマウントアダプター（オリンパ

ス、U-TV0.63XC）を通ってイメージスプリッティング光学系に渡る。イメージスプリ

ッティング光学系のフィルターは、ダイクロイックミラー：DM570（オリンパス）、
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短波⻑（緑⾊）チャネルの吸収フィルター：FF01-514/30（セムロック）、⻑波⻑（⾚

⾊）チャネルの吸収フィルター：BA575-625（オリンパス）である。傾斜刺激は⾏動実

験時と同様である。 

 

Ca2+イメージングのためのサンプル準備 

Ca2+イメージングは受精後 6⽇⽬の仔⿂で nacre 変異(mitfa-/-)を持っている⿂を

⽤いて⾏った（Lister et al., 1999）。アクリルチャンバー（12mm（幅）×15mm（⻑さ）

×4mm（⾼さ））上で、仔⿂を 2% 低融点アガロースに包埋した。チャンバーを飼育⽔

で満たし、フッ素化エチレンプロピレン（FEP）シートで覆った。FEP の屈折率は 1.34

と、⽔の屈折率 1.33 に近い。サンプルは FEPシートを通してイメージングを⾏うた

め、TAN ニューロンと nMLF ニューロンのイメージングには⿂を背が上の状態、PHM

のイメージングに腹が上の状態となるよう包埋した。また、PHM のイメージングの際

に、⾏動も同時に観察するため、尾側の体を覆うアガロースを取り除いた。 

 

Ca2+イメージングの⼿順 

⿂は背が上の状態となるよう、対物レンズ傾斜顕微鏡に取り付けた。全ての画

像は 10フレーム毎秒で撮影した。TAN ニューロンのイメージング（図 7I, J）のため

に、Tg(evx2:tdTomato-jGCaM7b)トランスジェニック⿂を⽤いた。イメージングでは

20×/NA 0.5 ⽔浸レンズ（オリンパス、UMPLANFT）を⽤いた。TAN ニューロンは左右

共に⻘⾊光（サンプル⾯の光強度 4.3 mW/mm2）照射し、背側からイメージングした。

たまに、イメージング中に画像が急激に動くことがあり、これはアガロース内で逃避

様⾏動を引き起こしていると考えられる。解析データからはこのような試⾏を排除し

た。 

nMLF ニューロンのイメージング（図 10）のために、25% Cal-520-dextran

（AAT bioquest, Cat# 20601）と 25% rhodamine-dextran を細胞外液に溶かした混合液を

⽤いて、nMLF ニューロンを逆⾏的に標識した。混合液はタングステンピンを⽤いて、

受精後 5⽇⽬の⿂の脊髄の第 2–4セグメントに注⼊した。⼀晩回復させた後、40×/NA 

0.8 ⽔浸レンズ（オリンパス、LUMPLANFLN）を⽤いて共焦点型傾斜顕微鏡セットで

⾏った（Tanimoto et al., 2022）。488 nmレーザー（COHERENT, Sapphire 488-50 

CDRH）を光源とし、レーザーパワーはサンプル⾯では 0.3–1.5 mW/mm2 で⾏った。
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nMLF ニューロンは背側からイメージングを⾏った。Cal-520 の脱感作のため、各光学

切⽚のイメージングは 1 回ずつしか⾏えなかった。 

PHM のイメージング（図 15, 16）の際、⿂の⾏動も同時に観察した（図 13C, 

D）。Ca2+イメージングは⿂の腹側から⾏い、⾏動は背側から⾏った。遅筋タイプの

PHM のイメージングのために、Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b)を⽤い、速筋タイプの

PHM のイメージングのために、Tg(α-actin: tdTomato-jGCaMP7f)を⽤いた。筋⾁のイメ

ージングの時、10×/NA 0.3 ⽔浸レンズ（オリンパス、UMPLANFLN）を⽤い、励起光

の強度は遅筋タイプ、速筋タイプそれぞれ 4.2 mW/mm2、5.7 mW/mm2だった。⾏動実

験は、カメラ（Teledyne FLIR, GS3-U3-236M）、レンズ（タムロン、M118FM50）を⽤

い、⾚外線ライト（MIghtex, SLS-0208-E）を照射して 100フレーム毎秒で撮影した。イ

メージング⽤の⻘⾊光が⾏動観察⽤の画像に⼊り込まないように、ロングパスフィル

ター（オリンパス、BA610IF）を光学経路に組み込んだ。 

 

広視野タイプの傾斜顕微鏡の性能評価 

広視野タイプの傾斜顕微鏡において、傾斜による⼈⼯的な（神経活動に依存し

ない）蛍光強度⽐（ΔR/R0）を調べるために、緑⾊と⾚⾊の Dendra2タンパク質を持つ

⿂を⽤いた（図 7G, H）。Tg(evx2:Gal4; UAS:Dendra2)トランスジェニック⿂に対し、短

時間紫⾊の光（400–420 nm）を照射し、⼀部の緑⾊の Dendra2 を⾚⾊に⾊変換した。

20˚傾斜した時の TAN ニューロンを観察すると、傾斜に由来する ΔR/R0 は±0.07 の範囲

だった。このことから、0.07 を超える ΔR/R0 は神経活動に由来することがわかった。 

PHM のイメージングにおいて、サンプルの傾斜と筋⾁の収縮・移動によるアア

ーチファクトを推定するために、遅筋タイプの PHM で Dendra2 を発現する

Tg(pitx2:Dendra2)⿂を⽤いた。上記と同様に、Dendra2 の⼀部を光変換した。傾斜時、

最⼤ ΔR/R0 は⼤抵 0.1以内に収まり、時折 0.15 まで上昇していた（図 14）。 

 

TAN ニューロンの破壊実験 

TAN ニューロンのレーザー破壊実験（図 8, 19）は、受精後 5⽇⽬の

Tg(evx2:GFP)トランスジェニック⿂を使⽤した。仔⿂を MS-222 で⿇酔し、ガラスボト

ムディッシュの上で腹が上となるように 1.5% 低融点アガロースで包埋した。ガラスボ

トムディッシュを 2光⼦倒⽴顕微鏡（Leica microsystems, TCS SP8 MP）に置いた。⽚側
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にある全ての GFP陽性細胞（おおよそ 18個）をレーザー破壊の対象とした。細胞破壊

は 2光⼦レーザー（波⻑ 900 nm、Insight DeepSee 680–1300 nm）で⾏い、対物レンズは

40×N.A. 1.10レンズ（Leica microsystems、Article No. 11506352 または 11506357）を⽤

いた。GFP蛍光画像の短時間な閃光または透過光画像の急激な強度減少が⾒られた

ら、直ちにレーザースキャンを停⽌した。細胞破壊実験後、1⽇間回復させた。⾏動実

験後に、TAN ニューロンでの GFP蛍光の消失を確認した。たいてい 0〜3個の TAN ニ

ューロンが残っており、GFP陽性であった。コントロール破壊実験においても、TAN

ニューロンより腹側かつ内側にある 18個の GFP陽性細胞をレーザー破壊の対象とし

た。 

 

nMLF ニューロンの破壊実験 

nMLF ニューロンを特異的に破壊（図 12）するために、光学的な逆⾏染⾊と組

み合わせた（図 12B）。受精後 5⽇⽬の Tg(pitx2:Dendra2)ホモ接合体のトランスジェニ

ックの⿂を⽤いた。まず、仔⿂を 1.5% 低融点アガロースに⿂の側⾯が上となるよう包

埋し、倒⽴顕微鏡（Leica microsystems, TCS SP8）に置いた。対物レンズ 20×NA 0.75

（Leica microsystems、Article No. 11506344）を使⽤し、405 nmレーザーを脊髄の第 3〜

9セグメントに照射し、Dendra2 の⾊変換を⾏った。30 分ごとに 5〜10 分の照射を 4 回

⾏った。⾊変換後、⿂をアガロースから救出し、短くとも 4 時間暗条件で保管した。

その後、仔⿂を再び包埋し（この時は腹が上となるように包埋）、2光⼦倒⽴顕微鏡下

で、⾊変換された（⾚⾊）タンパク質を持つ⽚側の nMLF ニューロン（おおよそ 25

個）をレーザー破壊の対象とした。⾏動実験後に、nMLF ニューロンでの蛍光を確認し

たところ、たいてい 5個程度の nMLF ニューロンが残っていた。コントロール破壊実

験においても、nMLF ニューロンのより尾側に位置し、後脳に存在する 25個の

Dendra2陽性細胞をレーザー破壊の対象とした。 

 

PHM 運動ニューロンの破壊 

PHM 運動ニューロンを破壊する（図 18）ために、光学的な逆⾏染⾊と組み合

わせた。受精後 5⽇⽬の Tg(vachta:Gal4; UAS:Kaede)トランスジェニックの⿂を⽤い

た。光学的な逆⾏染⾊やレーザー破壊は nMLF ニューロンの時と同様である。405 nm

レーザーは PHM の middle、caudalセグメントに投射している軸索に照射した。2光⼦
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倒⽴顕微鏡下で、⾊変換された（⾚⾊）タンパク質を持つ⽚側の運動ニューロン（18–

25個）をレーザー破壊の対象とした。⾏動実験後に、Kaede（⾚⾊）蛍光の消失を確認

した。たいてい 3個の Kaede（⾚⾊）陽性の PHM 運動ニューロンが残っていた。コン

トロール破壊実験においても、PHM 運動ニューロンより背側に位置し、第 5–8セグメ

ントの Kaede陽性細胞（20個）をレーザー破壊の対象とした。 

 

前庭脊髄路ニューロンの破壊実験 

前庭脊髄路（VS）ニューロンのレーザー破壊実験（図 21）は、受精後 5⽇⽬

の Tg(nefma:GFP)トランスジェニック⿂を使⽤した。レーザー破壊の⽅法は TAN ニュ

ーロンの時と同様である。⽚側にある全ての GFP陽性細胞（おおよそ 15個）をレーザ

ー破壊の対象とした。⾏動実験後に、VS ニューロンでの GFP蛍光の消失を確認した。

たいてい 3〜5個の GFP陽性 VS ニューロンが残っていた。 

 

光遺伝学実験 

TAN ニューロンの光遺伝学的活性化実験（図 9）は受精後 6⽇⽬の Tg(evx2: 

CoChR:GFP)トランスジェニック⿂を使⽤した。仔⿂をガラスボトムディッシュ上で背

が上となるよう、2% 低融点アガロースに包埋した。尾側を覆っているアガロースを取

り除き、⿂が尾側の体を⾃由に動かせるようにした。ガラスボトムディッシュを正⽴

顕微鏡（オリンパス、BX51WI）に置いた。20×NA0.5 ⽔浸の対物レンズ（オリンパ

ス、UMOLANFLN）を使⽤し、視野絞りカセット部分に直径 150μm のピンホールを⼊

れ、サンプル⾯で直径 50μm の光照射ができるようにした。光源として、メタルハライ

ドランプ（Excelitas Technolodgies, X-Cite exacte）を使⽤し、顕微鏡の励起フィルターは

バンドパスフィルター（Semrock, FF02-482/18）を照射した。⻘⾊光（2.0 mW/mm2）を

TAN ニューロンに 5秒間照射した。コントロール実験として、TAN ニューロンの内側

に位置する GFP陽性細胞に照射した。⿂の⾏動は下側から、2×NA0.14レンズ（オリン

パス、XLFLUOR）とカメラ（Teledyne FLIR, GS3-U3-236M）を使⽤し、50フレーム毎

秒で観察した（Kimura et al., 2013）。 
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免疫染⾊ 

免疫染⾊（図 17A, B）は Zebrafish Book (https://zfin.org/zf_info/zfbook/zfbk.html)

や Doganli et al. (2016)を参考に⾏った。⼀次抗体として、S58モノクローナル抗体

（DSHB,  RRID: AB_528377）を 1:10 の希釈、または F59モノクローナル抗体

（DSHB,  RRID: AB_528373）を 1:20 の希釈で、⼆次抗体として、Alexa fluor 488-

conjugated goat anti-mouse IgG （Thermo Fisher Scientific, RRID: AB_2534088）を 1:500 の

希釈で使⽤した。 

 

データ解析 

画像データは ImageJ/Fiji を使⽤し、数値データはエクセルを使⽤して解析を⾏

った。 

 

頭部屈曲⾓度と胴体屈曲⾓度の測定 

頭部屈曲⾓度は⽔平線と 2 つの⽬の上端を結んだ線のなす⾓度である。正⾯の

カメラは傾斜刺激に沿って回転するので、まず、画像を逆回転して、画像の回転を相

殺した。⽬の上端を検出するために、画像を⼆値化し、上端から 20ピクセルの平均を

求めた。傾斜刺激前の頭部傾斜⾓度が±10˚以内の試⾏のみを解析に⽤いた。解析前に、

ノイズを除くため、7フレームの単純移動平均を適⽤した。 

 ⾃由⾏動実験での胴体屈曲⾓度は、以下の 2本の線のなす⾓度であ

る。(1)左右の⽬の中⼼と浮き袋の尾側先端を繋いだ線、(2)浮き袋の尾側先端と尾の先

端を繋いだ線。それぞれの点は⼆値化画像からそれぞれ検出した。浮き袋の尾側先端

と尾の先端は、それぞれ、端から 10、20ピクセルの平均位置である。メチルセルロー

スの実験では、粘性が⾼いため、尾側の体がまっすぐにならない。このため、尾の先

端の代わりに、尾の中央の点（浮き袋の尾側先端と尾の先端間の距離を 1 としたとき

の、1/2 の位置）を⽤いて胴体屈曲⾓度を算出した。ノイズを除くため、7フレームの

単純移動平均を適⽤した。胴体を背腹⽅向から撮影しなければ、胴体屈曲⾓度を正確

に測ることができない。（この状況では、背⾯からの画像では、⿂が斜めに観察さ

れ、胴体屈曲⾓度の誤差が⼤きくなってしまう。）このため、傾斜刺激⾓度と頭部傾

斜⾓度の差が 10˚を超えたら、胴体屈曲⾓度の計測を終えた。 
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 頭部包埋実験での胴体屈曲⾓度は、上記と似たように計測した。尾の先端は同

様に検出した。⼀⽅、左右の⽬の中点と浮き袋の尾側の先端は動かないため、マニュ

アルで検出した。傾斜刺激前の⾓度を基準とし、基準⾓度との差を胴体屈曲⾓度とし

た。ノイズを除くため、7フレームの単純移動平均を適⽤した。 

 

Ca2+イメージングのデータ解析 

 対物レンズ傾斜顕微鏡では、傾斜中画像が回転する。画像位置合わせのため、

緑チャネルと⾚チャネルの画像を逆回転した（Tanimoto et al., 2022）。そして、画像を

xy ⽅向に位置合わせ（translation）を⾏うため、ImageJ プラグイン Template Matching 

and Slice Alignment Plugin（https://sites.google.com/site/qingzongtseng/template-matching-ij-

plugin, Tseng, 2011）を⽤いた。画像の逆回転と位置合わせはバイリニア法で補完し

た。R0 を最初の 10フレームの平均として、各 ROI の ΔR/ R0 をフレーム毎に計算し

た。ノイズを除くため、7フレームの単純移動平均を適⽤した。 

 異なる⿂から計測した nMLF ニューロンの細胞体の位置をアライメントするた

めに、正中線（吻尾軸）と MeLm の位置（内外軸）を基準とした。左右の MeLm が染

まった場合、尾側の MeLm を基準とした。背腹軸のアライメントは、MeLr と MeM の

位置を指標に⾏い、4 つのゾーンに分けた。MeLr より背側をゾーン 1、MeLr と MeM

の間の背側半分をゾーン 2、MeLr と MeM の間の腹側半分をゾーン 3、MeM より腹側

をゾーン 4 とした。細胞体の⼤きさは最⼤となる切⽚で計測した。 

 

統計 

Ca2+イメージングと⾏動実験では、1匹に対し、複数試⾏っていた。メチルセ

ルロースの実験は 1匹に対し、1、2試⾏しか⾏えなかった。これは、繰り返し実験し

ていくと VBR がだんだん⼩さくなっていくからである。（これは、遅筋タイプの PHM

の収縮が減弱していくからかもしれない。）遅筋タイプの PHM も、1匹につき、1 ま

たは 2試⾏のみしか解析していない。これは、リズミックなバースト活動が起きた試

⾏を排除したからである。1匹につき複数試⾏実験を⾏えた場合には、平均値を算出

し、1匹の代表とした。 

統計解析は R を⽤いて⾏った。統計解析は、t検定、ウィルコクソン順位和検

定、スティールドワス検定で検定した。関連 2群の t検定を⾏う際、2群間の差の値の
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正規性をシャピロ−ウィルク検定で検定した。独⽴ 2群の t検定を⾏う際、正規性と標

準偏差の確認で、それぞれシャピロ−ウィルク検定と F検定を⽤いて検定した。統計

結果を*(p-value <0.05)、**(p-value <0.01)、*** (p-value <0.001)、N.S. (not significant、p-

value ≧0.05)、または p値で標した。 
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7. 図・表 
 

図 1 

図 1. 陸上⽣物の姿勢制御 

ここではヒトの 4 つの姿勢制御メカニズムを⽰す。重⼒の正味の⼒として、重⼼

（Center of mass; COM）を起点に働く。⽀持基底⾯（Base of support）は環境と接する

部位を囲んだ領域である。重⼼の移動距離や速度に応じて様々な戦略をとり、重⼼が

⽀持基底⾯の範囲内に居留まるようにする。 
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図 2 
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図 2. ゼブラフィッシュ仔⿂はロール⽅向への傾斜姿勢からの⽴て直し時に、胴体の屈

曲を伴う 

(A) ⾏動実験の模式図。傾斜刺激に対する⿂の⾏動を正⾯からと背⾯から撮影する。 

(B) ⾏動実験時に使⽤する装置の横からの写真。 

(C–F) 正常個体の⾏動実験 

(C) 左が下になるよう傾斜した時の⿂のスナップショット。正⾯からの画像は⽔平⽅向

に反転させ、背⾯からの画像と左右が合うようにした。正⾯の画像の線は 2 つの⽬の

上端をつないだ線である。その線と⽔平線のなす⾓を頭部傾斜⾓度とし、上に⽰す。

背⾯からの画像において、⽩い波線は体の前⽅の正中線を⽰し、マゼンタの波線は浮

き袋の尾側の端と尾の先端を繋いだ線である。⽮尻は、かすかに胴体が屈曲している

ことを⽰す。傾斜刺激後、⿂が姿勢を⽴て直すと、背側からの画像では、⿂の斜めか

らの画像になる。 

(D) 傾斜刺激に対する頭部屈曲⾓度の時間経過。1匹からの 6試⾏を⽰す。マゼンタの

線は、(C)の試⾏に対応する。 

(E) 全ての試⾏の 0秒、1.7秒、4秒の時点の頭部屈曲⾓度。5匹 24試⾏を⽰す。同⼀

個体からの試⾏は同⼀鉛直上に並べた。右側に箱ひげ図を⽰す。箱ひげ図は、第⼀四

分位数と第三四分位数間（四分位範囲）を箱で⽰し中央値を太い線で⽰す。最⼩値か

ら、第⼀四分位まで、最⼤値から第三四分位までの範囲で、かつ四分位範囲の 1.5倍の

範囲内のものをひげで⽰す。 

(F) 0秒〜2秒の間の背側からの画像の最⼩投影画像。⽮印は胸鰭の運動を⽰す。 

(G–I) 胸鰭を取り除いた⿂の⾏動実験 

(G) 胸鰭を取り除いた⿂のスナップショット。 

(H) 頭部屈曲⾓度の時間経過。1匹からの 6試⾏を⽰す。 

(I) 全ての試⾏の 0秒、1.7秒、4秒の時点の頭部屈曲⾓度。3匹 17試⾏を⽰す。 

(J) 正常な⿂と胸鰭を切除した⿂の 4秒時点の頭部屈曲⾓度の⽐較。p = 0.0005 （ウィ

ルコクソン順位和検定） 

(K) 正常な⿂と胸鰭を切除した⿂の反ロール運動時の⾓速度。反ロール運動が顕著に観

察される時間の幅（頭部傾斜⾓度が最⼤になった時点から 1.5秒間）の⾓速度を⽰す。

p = 0.04 （ウィルコクソン順位和検定） 
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図 3 
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図 3 傾斜姿勢からの⽴て直しがすぐにできない条件では、胴体の屈曲が顕著に観察さ

れる 

(A) メチルセルロース溶液に浸した⿂のスナップショット。背⾯からの画像において、

2本の波線のなす⾓を胴体屈曲⾓度とし、下に⽰す。 

(B) メチルセルロース溶液に浸した⿂における傾斜刺激に対する頭部傾斜⾓度と胴体屈

曲⾓度。5匹 7試⾏を⽰す。マゼンタの線は(A)と同⼀試⾏である。 

(C) 頭部包埋実験時に使⽤する装置の前からの写真。 

(D) 傾斜刺激に対する⿂の⾏動のスナップショット。傾斜時の画像では、最⼤屈曲を⽰

したときの画像を⽰す。 

(E) 傾斜刺激に対する胴体屈曲⾓度の時間経過。1匹、5試⾏の平均と標準偏差をそれ

ぞれ⿊⾊の線と灰⾊で⽰している。 

(F) 頭部包埋実験での全ての試⾏の 0秒、2秒、4秒、6秒の時点の胴体屈曲⾓度を⽰

す。箱ひげ図を右側に⽰す。 
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図 4 

図 4 胴体の屈曲により傾斜姿勢から⽴て直すモデル  

(A, B) VBR により傾斜姿勢から⽴て直すモデル。重⼒と浮⼒を⿂全体で 1 つずつの⼒

として考えたモデル。 

(Α)正⾯からと背⾯からの図と浮き袋近くでの断⾯図を⽰す。重⼒（Gravity）と浮⼒

（Buoyancy）はそれぞれ重⼼（Center of mass, COM）と体積中⼼（Center of volume, 

COV）にかかる。重⼼と体積中⼼は浮き袋近くに位置し、重⼼は体積中⼼に⽐べてわ

ずかに前側に位置している（Ehrlich and Schoppik, 2017）。背腹軸⽅向には重⼼と体積

中⼼は⼀致していると仮定した。（左）重⼼と体積中⼼は正中線に位置する。（右）

傾斜時、VBR を⾏うことで、頭部と尾側の体は傾斜上側に、浮き袋周辺の体は傾斜下

側に移動する（上と中の図）。断⾯図において、重⼼と体積中⼼は傾斜上側に移動す

る。浮き袋の密度がその他の部分に⽐べて極めて低いので、重⼼は体積中⼼に⽐べ

て、さらに傾斜上側に移動する。これによって重⼒と浮⼒がずれることで、姿勢を⽴

て直す⽅向に⼒のモーメントがかかる。 
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(B) 浮き袋内の空気を抜いた⿂のモデル。VBR を引き起こしても、重⼼と体積中⼼は

同⼀軸上に位置する。このことで、重⼒と浮⼒が同じ鉛直軸上にかかることから、⼒

のモーメントは発⽣せず、⽴て直すことができない。 

(C-E) 微⼩体積ごとに重⼒と浮⼒の合⼒を考えるモデル。このモデルは(A, B)のモデル

と本質的には同⼀である。 

(C) 浮き袋とそれ以外の組織において、重⼒と浮⼒の合⼒を考えた。浮き袋を除く組織

では、重⼒の⼤きさが浮⼒の⼤きさに⽐べてわずかに⼤きいため、合⼒はわずかに下

向きの⼒になる。浮き袋では、重⼒はほぼ 0 で、浮⼒のみしか働かないため、合⼒は

浮⼒にほぼ等しい。 

(D) ⿂の各部位における重⼒と浮⼒の合⼒。浮き袋以外の組織では、わずかな下向きの

⼒が働くのに対し、浮き袋では、圧倒的な⼤きさの上向きの⼒が働く。 

(E) 各姿勢時の各部位の合⼒。上向きの⽮印は鉛直上側、下側の⽮印は鉛直下側の⼒を

⽰す。（左）正常個体の背が上の姿勢では、左右対称な⼒が働く。（中）VBR を⾏う

ことで、頭部と尾側の体は傾斜上側に、浮き袋周辺の体は傾斜下側に移動する。傾斜

上側では、合⼒の合計として、わずかな下向きの⼒が働くのに対し、傾斜下側では合

⼒の合計として上向きの⼒が働く。これにより、姿勢を⽴て直す⽅向に⼒のモーメン

トがかかる。（右）浮き袋内の気体がない⿂が傾斜姿勢をとると、傾斜上側、下側に

関わらず⼀様な下向きの⼒を受けるので、姿勢を⽴て直すことができない。 
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図 5 

図 5 浮き袋内の空気を抜いた⿂での⾏動実験 

(A) 浮き袋内の空気を抜いた⿂の傾斜刺激に対する⾏動のスナップショット。 

(B) 浮き袋内の空気を抜いた⿂の頭部傾斜⾓度と胴体屈曲⾓度の時間経過。1匹からの

6試⾏を⽰す。マゼンタの線は(C)と同⼀試⾏を⽰す 

(C) 浮き袋内の空気を抜いた⿂の全ての試⾏の 0秒、1.7秒、4秒の時点の頭部屈曲⾓

度（5匹 23試⾏）。右側に箱ひげ図を⽰す。 

(D, E) 正常な個体と浮き袋内の空気を抜いた⿂の 1.7秒(D, p = 0.0002)、4秒(E, p = 

4.8×10-6)の時点の頭部屈曲⾓度の⽐較。それぞれウィルコクソン順位和検定 
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図 6 

 

図 6 VBR を司る神経回路の仮説 

前庭情報は tangential nucleus のニューロン（TAN ニューロン）を活性化する。TAN ニ

ューロンは反対側の nucleus of the medial longitudinal fasciculus のニューロン（nMLF ニ

ューロン）に接続する。nMLF ニューロンの軸索は脊髄に投射し、posterior hypaxial 

musclles（PHM）を⽀配する運動ニューロンに接続する。画像の上側は吻側であり、波

線は正中線を⽰す。 
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図 7 
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図 7 TAN ニューロンの特質と TAN ニューロンの Ca2+イメージング 

(A) 受精後 5⽇⽬の Tg(evx2:Gal4; UAS:Dendra2)⿂を⽤いた TAN ニューロンの⾊換え実

験。共焦点顕微鏡画像のスタック画像（最⼤投影像）を⽰す。画像上側は吻側、左側

は⿂の左側を⽰す。（左）Dendra2(緑)と Dendra2(⾚)蛍光像を重ね合わせた画像を⽰

す。（右）Dendra2(⾚)蛍光像のみを⽰す。M1〜M3 はそれぞれ脊髄の第 1〜3セグメン

トを⽰す。 

(B, C) エレクトロポレーションによる単⼀細胞の形態。波線は正中線を⽰す。(B)上⾏

性軸索をもつ TAN ニューロン、(C)分岐性軸索をもつ TAN ニューロン 

(D) evx2陽性 TAN ニューロンの神経伝達物質の特性。Tg(evx2:GFP)個体を、以下の神

経伝達物質特異的マーカー遺伝⼦下で RFP を発現する⿂と掛け合わせた。

Tg(vglut1:RFP)、Tg(vglut2a:RFP)、Tg(glyt2:RFP)、Tg(gad1b:RFP)。vglut1 と vglut2a はグ

ルタミン酸作動性のニューロン（興奮性ニューロン）のマーカーであり、glyt2 はグリ

シン作動性ニューロン（抑制性ニューロン）のマーカー、gad1b は GABA作動性ニュ

ーロン（抑制性ニューロン）のマーカーである。⻩⾊の⽮頭は蛍光の重なりを⽰す。 

(E) TAN ニューロンのイメージング実験の模式図。アガロースに包埋した⿂を対物レン

ズ傾斜顕微鏡でイメージングした。 

(F) 正⾯からと横からみた広視野タイプ（共焦点でないタイプ）の対物レンズ傾斜顕微

鏡の写真。 

(G) Tg(evx2:Gal4; UAS:Dendra2) ⿂を⽤いて、⼀部の Dendra2 を⾊換えした後の画像で

ある。緑⾊と⾚⾊のチャネルを重ねた。 

(H) 神経活動に由来しない場合の ΔR/R0 の時間経過。緑⾊と⾚⾊の Dendra2 をもつ⿂を

傾斜して、傾斜時のアーティファクトを計測した。 

(I) Tg(evx2:tdTomato-jGCaMP7b) ⿂の画像と、左右の TAN ニューロンの傾斜刺激に対す

る ΔR/R0 の時間経過。 

(J) 同側が下側になったときと上側になったときの最⼤ ΔR/R0 の⽐較。1匹あたり 4~6

試⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表値とし、計 7匹⾏った。p = 0.0003 (関連 2群の t

検定) 

スケールバー：(A, B, C, G, I) 50 μm、(D) 20 μm 
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図 8 
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図 8 TAN ニューロン破壊 

(A~D) ⽚側の TAN ニューロンのレーザー破壊実験 

(A) レーザー破壊前後の Tg(evx2:GFP)⿂の共焦点スタック画像。 

(B) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(C) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(B)と同⼀試⾏を⽰す。 

(D) 破壊した側が下側になったときと上側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値の⽐

較。7個体のうち、3匹は左側の破壊で、4匹は右側の破壊である。1匹あたり 2試⾏

⾏い、その平均値を 1匹の代表値とした。p=0.003 (関連 2群の t検定) 

(E~H) コントロール実験 

(E) レーザー破壊前後の Tg(evx2:GFP)⿂の共焦点スタック画像。⾚⾊の波線で⽰す領域

がターゲット領域である。 

(F) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(G) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(F)と同⼀試⾏を⽰す。 

(H) 破壊した側が下側になったときと上側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値の⽐

較。6個体のうち、3匹は左側の破壊で、4匹は右側の破壊である。1匹あたり 4試⾏

⾏い、その平均値を 1匹の代表値とした。p = 0.23 (関連 2群の t検定) 

(I~L) 両側の TAN ニューロンのレーザー破壊実験 

(I)レーザー破壊前後の Tg(evx2:GFP)⿂の共焦点スタック画像。 

(J) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(K) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(J)と同⼀試⾏を⽰す。 

(L) 左側が下側になったときと右側が下側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値の⽐

較。4試⾏⾏い、その平均値を代表値とした。 

スケールバー：50 μm 
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図 9 
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図 9 TAN ニューロンの光遺伝学活性化 

(A~D) TAN ニューロンの光遺伝学活性化 

(A) Tg(evx2:CoChR-GFP)⿂の共焦点スタック画像。⻘⾊光の波線で⽰す領域が光照射の

ターゲット領域である。 

(B) 頭部包埋条件での活性化時の⾏動。 

(C) 胴部屈曲⾓度の時間経過。縦軸の正は光照射と反対側への屈曲を⽰す。⻘線は 5秒

間の光照射を⽰す。それぞれの線は 1試⾏を⽰す。 

(D) 照射前（-1–0秒）と照射中（4–5秒）の平均屈曲⾓度の平均の⽐較。1匹あたり

2~6試⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表値とし、計 6匹⾏った。p = 0.002 (関連 2群の t

検定) 

(E~J) 光遺伝学活性化のコントロール実験 

(E) Tg(evx2:CoChR-GFP)⿂の共焦点スタック画像。⻘⾊光の波線で⽰す領域が光照射の

ターゲット領域である。 

(F) 頭部包埋条件での活性化時の⾏動。 

(G) 胴部屈曲⾓度の時間経過。縦軸の正は光照射と反対側への屈曲を⽰す。 

(H) 照射前（-1–0秒）と照射中（4–5秒）の平均屈曲⾓度の平均の⽐較。1匹あたり

4~6試⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表値とし、計 6匹⾏った。p = 0.02 (関連 2群の t

検定) 

(I) コントロール実験時の遊泳運動。⻘⾊照射中の画像の最⼤投影像を⽰す。 

(J) 胴部屈曲⾓度の時間経過。(I)と同⼀試⾏を⽰す。 

(K) TAN ニューロンの光遺伝学活性化とコントロール実験時の胴部屈曲⾓度の⽐較。

(D)と(H)の照射時の胴部屈曲⾓度の⽐較した（各条件 6個体ずつ、照射開始後 4–5秒後

の胴体屈曲⾓度の平均値を⽰す）。p = 0.004 (独⽴ 2群の t検定) 

スケールバー：50 μm 
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図 10 
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図 10 nMLF ニューロンの Ca2+イメージング 

(A) Ca2+指⽰薬の Cal-520 と rhodamine-dextran で逆⾏的に nMLF ニューロンを標識した

ときの、共焦点スタック画像と単⼀光学切⽚の画像。スケールバー：20μm 

(B) 各ニューロンの傾斜刺激に対する ΔR/R0 の時間経過。ニューロンの番号は(A)の番

号のニューロンと同⼀である。 

(C) 記録したすべてのニューロン（左側 165個、右側 168個、計 333個）の傾斜刺激に

対する ΔR/R0 の時間経過の擬似カラー表⽰。ニューロンは同側が上側となるよう傾斜

したときの ΔR/R0 の最⼤値が⾼い順に並べた。 

(D) 各ニューロンの同側が下側になったときと上側になったときの最⼤ ΔR/R0 の⽐較。

⿊⾊と灰⾊の波線はそれぞれ、ΔR/R0 が 0、0.1 の部分を⽰す。ΔR/R0 が 0.1 を超えたも

のは活動したとみなした。p = 2.2×10-16（ウィルコクソン順位和検定） 
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図 11 
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図 11 nMLF ニューロンのイメージングの詳細な解析 

計測したすべてのニューロン（10匹から 333個）について、細胞体の位置や⼤きさと

同側が上側になったときの最⼤ ΔR/R0 との⽐較。 

(A) 細胞体の⼤きさと同側が上側になったときの ΔR/R0 の最⼤値との⽐較。 

(B) 内外軸と前後軸に関して標準化した後の細胞体の位置。正中線と MeLm を指標に

標準化を⾏った。 

(C, D) 同側が上側になったときの ΔR/R0 の最⼤値と細胞体の内外軸に対する位置(C)、

前後軸に対する位置(D)との⽐較。 

(E) 同側が上側になったときのΔR/R0の最⼤値と細胞体の背腹軸に対する位置の⽐較。

背腹軸はMeLrとMeMを指標に4つの相対位置に分けた。z1 vs. z2: p = 0.0074、z1 vs. z3: p 

= 0.0073、z1 vs. z4: p = 1 × 10-6、z2 vs. z3: p = 0.43、z2 vs. z4: p = 0.0011、z3 vs. z4: p = 

0.50 (スティール−ドワス 検定) 
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図 12 
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図 12 nMLF ニューロン破壊実験 

(A) Tg(pitx2:Dendra2)⿂に対し rhodamine dextran を逆⾏的染⾊した⿂の共焦点スタック

画像。（上）Dendra2 のみの画像、（下）上の画像の波線で囲われた部分の拡⼤画像。

各チャネルと重ね合わせ画像を⽰す。中の画像の点は Dendra2陽性の rhodamine で標識

された nMLF ニューロンを⽰す。 

(B) nMLF ニューロンを特異的に破壊する実験の模式図。 

(C~F) ⽚側の nMLF ニューロンのレーザー破壊実験 

(C) レーザー破壊前後の⿂の共焦点スタック画像。マゼンタで⽰す細胞（⾚⾊の

Dendra2蛍光を持つ細胞）を破壊した。 

(D) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(E) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(D)と同⼀試⾏を⽰す。 

(F) 破壊した側が下側になったときと上側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値のの⽐

較。8個体のうち、4匹は左側の破壊で、4匹は右側の破壊である。1匹あたり最低 5

試⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表値とした。p = 0.003 (関連 2群の t検定) 

(G~J) コントロール実験 

(G) Tg(pitx2:Dendra2)⿂のレーザー破壊前後の⿂の共焦点スタック画像を⽰す。コント

ロールとして、後脳のニューロンの⽚側を破壊した。波線は中脳と後脳の境界線を⽰

す。 

(H) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(I) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(H)と同⼀試⾏を⽰す。 

(J) 破壊した側が下側になったときと上側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値の⽐

較。5個体のうち、2匹は左側の破壊で、3匹は右側の破壊である。1匹あたり 6〜8試

⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表値とした。p = 0.05 (関連 2群の t検定) 

スケールバー：50 μm 
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図13 

 

図13 PHMの特徴とPHMのCa2+イメージングの⽅法 

(A) Tg(α-actin:GFP; smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)⿂の、横から観察した共焦点スタック画

像。PHM は 3 つのセグメント（rostral、middle、caudal）で構成されている。⽩⾊の波

線で囲まれた部分は、浮き袋の位置を⽰す。 

(B) (A)で⻩⾊い線で⽰された部分の断⾯図。 

(C) PHM の Ca2+イメージングと⾏動観察を同時計測の模式図。Ca2+イメージングは⿂の

腹側、⾏動観察は背側から⾏う。 

(D) PHM の Ca2+イメージングと⾏動観察を同時に⾏う装置の横からの写真。Ca2+イメー

ジングと⾏動観察の光路を、それぞれ緑⾊とマゼンタで⽰している。 

スケールバー：(A) 100 μm, (B) 50 μm 
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図 14 

図14 PHMイメージング時のアーチファクト推定 

(A) Tg(pitx2:Dendra2; smyhc2:loxP-DsRed-loxP-DTA)⿂の、PHM 周辺部の横からの共焦点

スタック画像。pitx2 は遅筋タイプの PHM で発現する。 

(B) Tg(pitx2:Dendra2) ⿂を⽤いて、⼀部の Dendra2 を⾊換えした後の画像である。緑⾊

と⾚⾊のチャネルを重ねた。腹側からの写真。 

(C) 遅筋タイプの PHM の各セグメントの ΔR/R0 の時間経過。緑⾊と⾚⾊の Dendra2 を

もつ⿂を傾斜して、傾斜時のアーティファクトを計測した。 

(D) 各セグメントにおける ΔR/R0 の最⼤値。各セグメント 42個（21試⾏の左右の筋

⾁、5匹）の点を⽰す。 

スケールバー：100 μm 
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図 15 
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図 15 遅筋タイプの PHM の Ca2+イメージング 

(A) Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b)⿂の蛍光写真。（左）⿂の横からの写真。⾚⾊蛍光

像と透過光像を重ね合わせた画像を⽰す。（右）左の画像の”imaging are”で⽰した部分

の腹側からの写真。緑⾊蛍光像と⾚⾊蛍光像を重ね合わせた画像を⽰す。PHM は⿂の

両側に位置し、⻘⾊の波線で⽰す。PHM は 3セグメントに分かれている。⿂の正中線

沿いには腸や卵⻩由来の⾃家蛍光が観察される。スケールバー：200μm 

(B) 傾斜刺激を与えていない時に⾒られた PHM の⾃発的なリズミック活動。 

(C) 傾斜刺激に対する遅筋タイプのセグメント毎の ΔR/R0 と胴体屈曲⾓度の時間経過。 

(D) 遅筋タイプの PHM の各セグメントにおいて、同側が下側になったときと上側にな

ったときの ΔR/R0 の最⼤値の⽐較。1匹あたり 1、2試⾏⾏い、2試⾏の場合はその平

均値を 1匹の代表値とした。計 6匹⾏った。rostral：p = 0.01、middle：p = 0.02、

caudal：p = 0.0006 (関連 2群の t検定) 
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図 16 

図 16 速筋タイプの PHM の Ca2+イメージング 

(A) Tg(α-actin:tdTomato-jGCaMP7f)⿂の蛍光写真。（左）⿂の横からの写真。⾚⾊蛍光

像と透過光像を重ね合わせた画像を⽰す。（右）左の画像の”imaging are”で⽰した部分

の腹側からの写真。緑⾊蛍光像と⾚⾊蛍光像を重ね合わせた画像を⽰す。PHM は⿂の

両側に位置し、⻘⾊の波線で⽰す。PHM は 3セグメントに分かれている。⿂の正中線

沿いには腸や卵⻩由来の⾃家蛍光が観察される。スケールバー：200 μm 

(B) 傾斜刺激に対する速筋タイプのセグメント毎の ΔR/R0 と胴体屈曲⾓度の時間経過。 

(C) 速筋タイプの PHM の各セグメントにおいて、同側が下側になったときと上側にな

ったときの最⼤ ΔR/R0 の⽐較。1匹あたり 3試⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表値と

し、計 3匹⾏った。rostralセグメント：p = 0.59、middleセグメント： p = 0.67、caudal

セグメント：、p = 0.11（関連 2群の t検定） 
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図 17 
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図 17 遅筋タイプの PHM 破壊で VBR が阻害される 

(A, B) Tg(smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)⿂に対する免疫組織染⾊。(A) S58 抗体による免疫

組織染⾊、(B) F59 抗体による免疫組織染⾊。それぞれ（上）Tg(tbx2:Cre)を持たない⿂

の写真（コントロール）と（下）Tg(tbx2:Cre)を持つ⿂の写真を⽰す。(B、下) ⾊素を

持つ⿂であったため、⼀部の筋⾁は⾊素で隠れてしまった。 

(C) Tg(tbx2:Cre; smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)⿂の頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(D) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(C)と同⼀試⾏を⽰す。 

(E) コントロール（Tg(tbx2:Cre)を持たない）と遅筋タイプの PHM 破壊⿂（Tg(tbx2:Cre)

を持つ）の胴体屈曲⾓度の最⼤値の⽐較。それぞれ 6匹⾏った。1匹あたり最低 5試⾏

⾏い、その平均値を 1匹の代表値とした。p = 0.0004 (独⽴ 2群の t検定) 

スケールバー：100μm 
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図 18 
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図 18 PHM 運動ニューロンの破壊で VBR が阻害される 

(A, B) PHM 運動ニューロンを逆⾏的に染⾊した時の共焦点スタック画像。(A) rostralセ

グメントの PHM に投射する運動ニューロン。⾊素を持つ⿂であったため、⼀部分の蛍

光を観察できなかった。(B) middle と caudalセグメントの PHM に投射する運動ニュー

ロン。 

(C–F) middle、caudalセグメントの PHM 運動ニューロンの破壊実験 

(C) middle と caudalセグメントに投射する運動ニューロンを逆⾏的に⾊変換した⿂に対

し、光変換されたタンパク質を持つニューロン（マゼンタのニューロン）の破壊前後

の共焦点スタック画像を⽰す。右側の運動ニューロンが破壊された。 

(D) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(E) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(D)と同⼀試⾏を⽰す。 

(F) 破壊した側が下側になったときと上側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値の⽐

較。7個体すべて右側の運動ニューロンの破壊である。1匹あたり 6–8試⾏⾏い、その

平均値を 1匹の代表値とした。p = 0.004 (関連 2群の t検定) 

(G-J) コントロールニューロンの破壊実験 

(G)レーザー破壊前後の共焦点スタック画像を⽰す。⻩⾊の波線で⽰す脊髄の背側に位

置する Kaede陽性細胞を破壊した。 

(H) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(I) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(H)と同⼀試⾏を⽰す。 

(J) 破壊した側が下側になったときと上側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値の⽐

較。5個体すべて右側破壊である。1匹あたり 3–6試⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表

値とした。p = 0.89 (関連 2群の t検定) 

スケールバー：100 μm 
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図 19 
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図 19 TAN ニューロン⽚側破壊時の⾃由⾏動実験 

(A–D) 左側の TAN ニューロンを破壊した個体の⾃由⾏動実験。全て同⼀個体の結果で

ある。 

(A) 右側が下になるよう傾斜した時の⿂のスナップショット。画像の左に⿂の右側がく

るように反転させた。 

(B) 右側が下になるよう傾斜した時の、頭部屈曲⾓度の時間経過。2試⾏を⽰す。マゼ

ンタの線は、(A)の試⾏に対応する。 

(C) 左側が下になるよう傾斜した時の⿂のスナップショット。画像の左に⿂の左側がく

るように反転させた。 

(D) 左側が下になるよう傾斜した時の、頭部屈曲⾓度の時間経過。2試⾏を⽰す。マゼ

ンタの線は、(C)の試⾏に対応する。 

(E, F) 実験を⾏った 3匹の全ての試⾏の 0秒、1.7秒、4秒の時点の頭部屈曲⾓度。(E) 

TAN ニューロン破壊側が上側になるよう傾斜した試⾏（計 6試⾏）、(F) TAN ニュー

ロン破壊側が下側になるよう傾斜した試⾏（計 6試⾏）を⽰す。 

(G) TAN ニューロンの破壊側が上側、または下側に傾斜した時の、半ロール運動時の⾓

速度の⽐較。p =0.06（関連 2群の t検定） 
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図 20 
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図 20 遅筋タイプの PHM 破壊⿂の⾃由⾏動実験 

(A) Tg(tbx2:Cre; smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)⿂で、傾斜刺激を与えたときの⾏動のスナ

ップショット。2試⾏を⽰す。 

(B) 傾斜刺激に対する頭部屈曲⾓度の時間経過。1匹からの 6試⾏を⽰す。マゼンタの

線は、(A)の左側の試⾏、シアンの線は(A)の右側の試⾏に対応する。 

(C) Tg(tbx2:Cre; smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)の胸鰭を取り除いた⿂に傾斜刺激を与えた

時の⾏動のスナップショット。 

(D) 傾斜刺激に対する頭部屈曲⾓度の時間経過。1匹からの 4試⾏を⽰す。マゼンタの

線は(C)の試⾏に対応する。 

(E, F) 全ての試⾏の 0秒、1.7秒、4秒の時点の頭部屈曲⾓度を⽰す。(E) Tg(tbx2:Cre; 

smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)で遅筋タイプの PHM が破壊された⿂（6匹 33試⾏）、(F) 

Tg(tbx2:Cre; smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA)⿂の胸鰭を取り除いた⿂（4匹 17試⾏）を⽰

す。 

(G) 半ロール運動時の⾓速度の正常個体、遅筋タイプの PHM 破壊⿂、胸鰭を切除した

遅筋タイプの PHM 破壊⿂の⽐較。正常–遅筋タイプの PHM 破壊⿂：p =0.007、正常–胸

鰭を切除した遅筋タイプの PHM 破壊⿂：p =0.03（ウィルコクソン順位和検定） 
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図 21 

 

図 21 前庭脊髄路ニューロン破壊しても VBR は残る 

(A) レーザー破壊前後の Tg(nefma:GFP)⿂の共焦点スタック画像。スケールバー：50μm 

(B) 頭部包埋条件での傾斜時の⾏動。 

(C) 傾斜刺激に対する胴部屈曲⾓度の時間経過。(B)と同⼀試⾏を⽰す。 

(D) 破壊した側が下側になったときと上側になったときの胴部屈曲⾓度の最⼤値の⽐

較。3個体のうち、1個体は左側の破壊で、2個体は右側の破壊である。1匹あたり 6

試⾏⾏い、その平均値を 1匹の代表値とした。p=0.79 (関連 2群の t検定) 
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図 22 

 

図 22 VBR により低密度部位の浮き袋周辺の体が伸展側に移動する 

(A) VBR による体の偏位。VBR前後の⿂のスナップショットで、図 2A と同⼀である。

⻩⾊の波線は VBR を起こす前の⿂の正中線を⽰し、⽩⾊の波線は浮き袋の位置を⽰

す。オレンジの⽮印は VBR によって各部位の偏位を⽰す。頭部と尾側の体は屈曲側に

移動したのに対し、浮き袋周辺の体は伸展側に移動する。 

(B) VBR による体の偏位を簡略化した⿂で⽰した模式図。⻩⾊の波線は VBR を起こす

前の⿂の正中線を⽰す。マゼンタとシアンの丸はそれぞれ重⼼（COM）と体積中⼼

（COV）を⽰す。重⼼の絶対位置は VBR前後で変化しないのに対し、体積中⼼は伸展

側に移動する。 
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図 23 

 

図 23  単純な VBR と VBR 時に背側屈曲、腹側屈曲をした時の⽐較 

単純な VBR を⽰した場合に⽐べて、背側屈曲も同時に⽰すと重⼼と体積中⼼の位置関

係が近くなり、⼒のモーメントが⼩さくなる。⼀⽅、腹側屈曲を同時に⽰すと重⼼と

体積中⼼の位置関係が遠くなり、⼒のモーメントが⼤きくなる。 
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図 24 

 

図 24  ダイナミックな姿勢制御機構 

(A) ロール⽅向の⼤きな姿勢偏位（90˚の傾斜）からの遊泳を伴う姿勢⽴て直しのスナ

ップショット。 

(B) 遊泳を介する姿勢⽴て直しの⼒学的なメカニズム。左右背腹のバイアスのかかった

筋活動により、姿勢を⽴て直す⽅向に⼒のモーメント（トルク）がかかる。図は

Bagnall and McLean (2014)から引⽤した。 

(C) 遊泳を伴う姿勢⽴て直しを司る神経回路の仮説。繊⽑の⽅向性に従って内⽿の有⽑

細胞の⼀部（⿊⾊細胞）が脱分極する。前庭神経節ニューロン（求⼼性繊維、⻘⾊細

胞）が有⽑細胞の情報を後脳の前庭脊髄路ニューロン（緑⾊細胞）に伝達する。前庭

脊髄路ニューロンにより、最終的に脊髄のバイアスのかかった体幹の筋⾁の活動を⽣

み出す。しかしながら、脊髄内の回路はよくわかっていない。図は Bagnall and 

Schoppik (2018) から引⽤した。 
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図 25 

 

図 25  V2a–V0v ニューロンのバルク RNAseq 

(A) V2a と V0v ニューロンでの各遺伝⼦の発現量の⽐較。オレンジの点は p値が 0.01

以下の遺伝⼦、マゼンタの点は、着⽬した遺伝⼦を⽰す。 

(B) Tg(sox14:RFP; mafaa:GFP)の共焦点スタック画像。タイプⅡ V2a ニューロンの⼀部

を mafaa遺伝⼦は標識している。画像の左側が吻側、上側が背側を⽰す。スケールバ

ー：50 μm 
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図 26 

 

図 26 ウィルス実験による腹側系 V2a ニューロンの特定 

Tg(sox14:RFP)⿂の腹側筋に VSV-GFP をインジェクションし、逆⾏的に運動ニューロン

を染め、さらにトランスシナプティック的に前運動性ニューロンを染めた。※マーク

はインジェクション部位を⽰す。 

(A) 運動ニューロン（MN）の他に 1 細胞のみ V2a ニューロン（⻩⾊の⽮尻）で GFP

が発現している。 

(B) 運動ニューロン（MN）の他に、複数の脳脊髄液接触ニューロン（CSF-cN; ⽩⾊の

⽮尻）で GFP が発現している。 

スケールバー：100 μm 
  



 95 

図 27 

 

図 27 電気⽣理的に V2a ニューロンサブタイプの標識 

(A) Tg(sox14:tTA)受精卵に tetO:Dendra2-2A-ChR cDNA をインジェクションした⿂に対

し、背側筋運動ニューロンのパッチクランプ後の写真。パッチ内液に⾊素が含まれて

いるので、運動ニューロンの軸索の形態（⽮印）が確認できる。波線の円は⻘⾊光照

射の範囲を⽰す。 

(B) (A)で単⼀ V2a ニューロンに 20 m秒⻘⾊光照射をして、光活性化した時の背側筋運

動ニューロンが受ける興奮性⼊⼒。 

(C) 単⼀細胞の⾊変換後の蛍光写真。単⼀の Dendra2（緑）陽性細胞に紫⾊光を照射し

て、1 細胞のみ Dendra2（⾚）に⾊変換した。波線の円は紫⾊光照射の範囲を⽰す。(C)

は(A), (B)と異なる⿂である。 
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図 28 
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図 28 sox14で標識される V2a ニューロンの特性 

(A) Tg(chx10:GFP; sox14:RFP)⿂の共焦点スタック画像。chx10:GFP発現強度により背側

に位置する V2a ニューロンをタイプⅠ（⻩⾊の⽮尻）、タイプⅡ（⽩⾊の⽮尻）に区

別した。sox14:RFP はタイプⅠ V2a ニューロンで発現せず、タイプⅡ V2a ニューロン

で発現した。スケールバー：50 μm 

(B) 同⼀な推定タイプⅡ V2a ニューロンの背側筋・腹側筋運動ニューロンへの接続。 

(i) Tg(sox14:GFP)⿂で GFP蛍光を頼りに、推定タイプⅡ V2a ニューロンの細胞外記録

後の写真。点線はピペットを⽰す。 

(ii) 背側筋運動ニューロンの細胞内記録後の蛍光写真（左）とその細胞の模式図

（右）。軸索の位置はオレンジの⽮印で⽰されている。 

(iii) タイプⅡ V2a と背側筋運動ニューロンのダブルパッチ記録。V2a ニューロンに細

胞外から 100 m秒の電流を注⼊（⾚⾊のバー）し、強制的に発⽕させたとき（⾚

丸）、背側筋運動ニューロンに必ず興奮性⼊⼒（⻘丸）が⼊った。 

(iv) 腹側筋運動ニューロンの細胞内記録後の蛍光写真（左、中）とその細胞の模式図

（右）。左図は脊髄周辺に焦点を当てた写真で、中図はより外側（筋⾁周辺）に焦点

を当てた写真。 

(v) タイプⅡ V2a と腹側筋運動ニューロンのダブルパッチ記録。V2a ニューロンに細

胞外から 100 m秒の電流を注⼊（⾚⾊のバー）し、強制的に発⽕させても（⾚丸）、

背側筋運動ニューロンには興奮性⼊⼒が⼊っていない。 

(ii)と(iv)の運動ニューロンの模式図は Menelaou and Mclean (2012)から引⽤した。 
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図 29 

 

図 29 タイプⅡ V2a ニューロンの単⼀細胞回収 

(A) 受精後 2⽇⽬の Tg(sox14:GFP)⿂の脊髄の共焦点スタック画像。⻩⾊の⽮尻はタイ

プⅡ V2a ニューロンと推測されるニューロンで、405 nmレーザーを照射するターゲッ

トである。 

(B) 405 nmレーザー照射により V2a ニューロンを⾊変換してから、数時間経過した後

の共焦点スタック画像。⽩抜きの⽮尻は、軸索が分岐点を⽰す。このことから、図の

左右 2 つずつの細胞は、タイプⅡ V2a ニューロンであることがわかる。真ん中の細胞

（※マークの細胞）は、2光⼦レーザー照射の対象である。 

(C) 2光⼦レーザー照射後の共焦点スタック画像。 

(D) 細胞単離して、プレートに撒かれた写真。⽩い⽮印はニューロンを⽰す。 

(E) ガラスピペットで単⼀細胞を回収する写真。透過光画像（左）と透過光像と

Dendra2(red) 蛍光画像を重ね合わせた画像（右）である。 
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図 30 

図 30 タイプⅡ V2a ニューロンのランダム単⼀細胞 RNAseq 

(A) 遺伝⼦発現プロファイリングの t-SNE プロット。全 32 細胞について、t-SNE で次

元圧縮すると、2 つのクラスター（オレンジ、シアン）に分かれた。 

(B, C) 各遺伝⼦の発現強度のヒートマップを⽰した t-SNE プロット。マーカー遺伝⼦

(B)とクラスター間で顕著に発現強度が異なる遺伝⼦(C)。遺伝⼦の転写産物のカウント

に 1 を加えた値に対する底 2 の対数値のカラーチャートを⽰す。  
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表 1-1 セクション 3. で使⽤したトランスジェニック⿂の⼀覧 

トランスジェニック⿂ 本来の名称 
参照／今回作成の場合は、sgRNA の
ターゲット配列を記⼊ 

Tg(evx2:GFP) Tg(evx2-hs:GFP) Kawano et al., 2022 

Tg(evx2:Gal4) Tg(evx2-hs:Gal4) Kimura et al., 2014 

Tg(UAS:Dendra2) Tg(UAS:Dendra2) Taniguchi et al., 2017 

Tg(vglut1:RFP) 
Tg(vglut1-hs: 
loxP-mCherry-loxP- Gal4) 

今回作成 
sgRNA: gagagagactcgggcgcgcg 

Tg(vglut2a:RFP) 
Tg(vglut2a: 
loxP-RFP-loxP-GFP) 

Satou et al., 2012 

Tg(glyt2:RFP) 
Tg(glyt2-hs: 
loxP-RFP-loxP-GFP) 

Satou et al., 2020 

Tg(gad1b:RFP) 
Tg(gad1b: 
loxP-RFP-loxP-GFP)  

Satou et al., 2013 

Tg(evx2:tdTomato-
jGCaMP7b) 

Tg(evx2-hs: 
tdTomato-jGCaMP7b) 

今回作成 
sgRNA: Kimura et al. 2014 

Tg(evx2:CoChR-GFP) 
Tg(evx2-hs: 
CoChR-GFP-Kv2.1) 

今回作成 
sgRNA: Kimura et al. 2014 

Tg(pitx2:Dendra2) Tg(pitx2-hs:Dendra2) 
今回作成 
sgRNA: gagctttgactgtcagcgcg 

Tg(smyhc2:tdTomato-
jGCaMP7b) 

Tg(smyhc2-hs: 
tdTomato-jGCaMP7b) 

今回作成 
sgRNA: gacttggatttcatctggcg 

Tg(tbx2b:Cre) Tg(tbx2b-hs:Cre) 
今回作成 
sgRNA: ataaagcgtaagccgaccg 

Tg(smyhc2:loxP-RFP-
loxP-DTA) 

Tg(smyhc2-hs: 
loxP-RFP-loxP-DTA) 

今回作成 
sgRNA: cacaatgctgcaagctcac 

Tg(α-actin:GFP) Tg(α-actin:GFP) Higashijima et al., 1997 

Tg(α-actin:tdTomato-
jGCaMP7f) 

Tg(α-actin: 
tdTomato-jGCaMP7f) 

今回作成 CRSPR/Cas9 で作成して
いない（使⽤した動物参照） 

Tg(vachta:Gal4) Tg(vachta-hs:Gal4) Taniguchi et al., 2017 

Tg(UAS:Kaede) Tg(UAS:Kaede) Hatta et al., 2006 

Tg(nefma:GFP) Tg(nefma-hs:GFP) 今回作成 
sgRNA: Liu et al., 2020 
catcgacggatcaatgg 
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表 1-2 セクション 4. で使⽤したトランスジェニック⿂の⼀覧 

トランスジェニック⿂ 本来の名称 
参 照 ／ 今 回 作 成 の 場 合 は 、
sgRNA のターゲット配列を記⼊ 

Tg(sox14:GFP) Tg(sox14-hs:GFP) 今回作成 
sgRNA: gctgattgggcgctcaggt Tg(sox14:RFP) Tg(sox14-hs:loxP-RFP-loxP-GFP) 

Tg(evx2:GFP) Tg(evx2-hs:GFP) Kawano et al., 2022 

Tg(bhlhe22:RFP) Tg(bhlhe22-hs:loxP-RFP-loxP-GFP) 
今回作成 
sgRNA: gactcgcacccacaaatgtg 

Tg(cacn1ib:GFP) Tg(cacn1ib-hs:GFP) 
今回作成 
sgRNA: gaacgcgcgctcacctgagg 

Tg(mafaa:GFP) Tg(mafaa-hs:GFP) 
今回作成 
sgRNA: tttcctcgcgttcaccttc 

Tg(sax2:RFP) Tg(sax2-hs:loxP-RFP-loxP-GFP) 
今回作成 
sgRNA: gaaggggaggagagccggct 

Tg(sox14:tTA) Tg(sox14-hs:tTA) 
今回作成 
sgRNA: gctgattgggcgctcaggt 

Tg(chx10:GFP) Tg(chx10:GFP) Kimura et al., 2012 

Tg(sox14:Dendra2) Tg(sox14-hs:Dendra2) 
今回作成 
sgRNA: gctgattgggcgctcaggt 

Tg(cadm1a:GFP) Tg(cadm1a-hs:GFP) 
今回作成 
gRNA: gcgcgtgaggagatgctaa 

Tg(creb3l3l:GFP) Tg(creb3l3l-hs:GFP) 
今回作成 
sgRNA: gacctgtcacatgctttacc 

Tg(dachd:GFP) Tg(dachd-hs:GFP) 
今回作成 
gRNA: ggcgtccgctgttccacta 

Tg(lin28a:GFP) Tg(lin28a-hs:GFP) 
今回作成 
sgRNA: ggtagtttgaggggtgttac 

Tg(pou3f2b:GFP) Tg(pou3f2b-hs:GFP) 
今回作成 
sgRNA: ggcgatgctggtgacgtatg 

Tg(scrt2:GFP) Tg(scrt2-hs:GFP) 
今回作成 
sgRNA: ggagggagggatggtatcag 

Tg(slit3:GFP) Tg(slit3-hs:GFP) 
今回作成 
gRNA: ggggtctcgactcgagaagt 

Tg(smarca:GFP) Tg(smarca-hs:GFP) 
今回作成 
sgRNA: gggggaccgtgaatgacgcg 
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表 2 使⽤した試薬の⼀覧 
抗体 製造元 製品 ID 
S58 DSHB Cat# s58, 

RRID:AB_528377 
F59 DSHB Cat# f59, 

RRID:AB_528373 
Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 
488 

Thermo Fisher Scientific Cat# A-11029, 
RRID:AB_2534088 

化学物質 製造元 製品 ID 
Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate salt 
(MS-222) 

Sigma Aldrich Cat# A5040 

Methylcellulose Sigma Aldrich Cat# A0387 
Agarose-LM nacalai tesque Cat# 01161-12 
Sucrose Wako Cat# 196-00015 
Cal-520 Dextran conjugate MW 10,000 AAT bioquest Cat# 20601 
Dextran, Tetramethylrhodamine, 3000 MW, 
Anionic, Lysine Fixable 

Thermo Fisher Scientific Cat# D3308 

 

表3 使⽤した機器の⼀覧 
機器 製造元 製品番号 
Motorized rotation stage Thorlabs HDR50/M 
Motorized rotation stage Thorlabs DDR100/M 
Light source Excelitas Technologies X-Cite exacte 
Episcopic illuminator Olympus BX-URA2 
Tube lens unit Olympus U-TR30-2 
C-mount camera adaptor Olympus U-TV0.63XC 
Image splitting optics Hamamatsu Photonics W-VIEW GEMINI, 

A12801-01 
Digital camera Hamamatsu Photonics ORCA-Flash4.0 V3, 

C13440-20CU 
Digital camera Teledyne FLIR GS3-U3-23S6M-C 
Digital camera Basler acA640-750um 
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表4 使⽤したソフトウェアの⼀覧 
ソフトウェア 製造元 URL 
Kinesis Thorlabs https://www.thorlabs.com/newgrouppage9

.cfm?objectgroup_id=10285 
FlyCature2 Teledyne FLIR https://flycap2-viewer-

release.software.informer.com 
Pylon Viewer Basler https://www.baslerweb.com/en/products/b

asler-pylon-camera-software-suite/ 
ImageJ/Fiji NIH https://imagej.net 
Template Matching and Slice 
Alignment Plugin 

Tseng Qingzong https://sites.google.com/site/qingzongtsen
g/template-matching-ij-plugin 

R R Core Team https://www.r-project.org/ 
Excel Microsoft https://www.microsoft.com/en-

us/microsoft-365/excel 
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なかった研究です。バルクの RNAseq の実験では、基礎⽣物学研究所⽣物機能解析セン

ターの重信秀治先⽣をはじめ、⼭⼝勝司技術員、尾納隆⼤技術員（現定量⽣物学研究

部⾨）、兵庫県⽴⼤学の⼆階堂昌孝先⽣には⼤変お世話になりました。私にとっても

所属研究室にとっても初めての RNAseq の実験で、⼀から丁寧に実験を教えていただき

ました。また、理科学研究所脳神経科学研究センターの岡本仁先⽣にウィルス実験の

機会をいただき、柿沼久哉先⽣には実験のご指導をいただきありがとうございまし

た。単⼀細胞 RNAseq の実験では、⽣理学研究所郷康広先⽣、⾠本将司先⽣に細胞回収

以降の段階から解析までしていただき、ありがとうございました。これらの実験で

は、残念ながらポジティブな結果が得られず断念しましたが、私の視野が広がり、今

後の研究⼈⽣の糧としていきたいと考えております。 

 研究以外の⾯では、所属研究室の当時の⼤学院⽣である植村悠⼈さんと川野幸

平さん、技術⽀援員の皆様に感謝申し上げます。昼⾷時のプライベートな話や悩み相

談を通して、研究へのモチベーションを保つことができました。最後に、⼤学院博⼠

後期課程に進学することを理解してくれた家族には⼤変感謝しております。特に、妻

の優⼦さんには⽣活費の援助や家事育児の⾯で⾮常に⼤きなサポートをしてくれまし

た。どんなに感謝しても感謝しきれません。本当にありがとうございました。 
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Biomechanics and neural circuits for
vestibular-induced fine postural control
in larval zebrafish

Takumi Sugioka 1,2,3, Masashi Tanimoto 1,2,3,4 &
Shin-ichi Higashijima 1,2,3,4

Land-walking vertebrates maintain a desirable posture by finely controlling
muscles. It is unclearwhetherfish alsofinely control posture in thewater. Here,
we showed that larval zebrafish have fine posture control. When roll-tilted, fish
recovered their upright posture using a reflex behavior, which was a slight
body bend near the swim bladder. The vestibular-induced body bend pro-
duces amisalignment between gravity and buoyancy, generating amoment of
force that recovers the upright posture. We identified the neural circuits for
the reflex, including the vestibular nucleus (tangential nucleus) through reti-
culospinal neurons (neurons in the nucleus of the medial longitudinal fasci-
culus) to the spinal cord, andfinally to the posterior hypaxialmuscles, a special
class of muscles near the swim bladder. These results suggest that fish main-
tain a dorsal-up posture by frequently performing the body bend reflex and
demonstrate that the reticulospinal pathway plays a critical role in fine pos-
tural control.

Maintaining posture is important for survival in many animals. Devia-
tion from desirable body orientation evokes corrective movements to
recover the original orientation. When the posture is disturbed, two
types of postural correction movements occur in land-walking verte-
brates. The first type is vigorous movements (dynamic control); when
deviations are large, animals correct their posture by performing
stepping or walking1. The second type is fine movements (static con-
trol); upon small deviations, animals correct their posture by adjusting
the contractions of anti-gravity muscles2. Because the body slightly
sways all the time, this fine control is continuously working in land-
walking vertebrates when they are standing3.

Vestibular information plays an important role in the neural
mechanisms that control posture4,5. The head orientation relative to
gravity is received by the otolith organ in the inner ear. The vestibular
signal (i.e., tilt) is transmitted to the vestibular nuclei in the hindbrain,
and ultimately, the motor commands are sent to the spinal cord.
Numerous studies have been conducted to identify the neuronal
pathways that are involved in postural controls. These studies

highlight the importance of vestibulo-spinal neurons, which convey
the vestibular signal from the vestibular nuclei directly to the spinal
cord6–8. In addition to this direct pathway, it is presumed that indirect
pathways from the vestibular nuclei through reticulospinal (RS) neu-
rons to the spinal cord also play a role in the vestibular-induced pos-
tural responses9–12. Inmost cases, however, conclusive evidence for the
functional importance of the indirect pathways is lacking except for a
limited number of recent studies13.

The larval zebrafish is a useful animal model to study neuronal
circuits for vestibular-dependent postural control. The vestibular sys-
tem is largely conserved among vertebrates14–16. By 5 days post-
fertilization, larvae start maintaining a dorsal-up posture17, indicating
that neuronal circuits for postural control are functional by this stage.
The transparent brain enables functional imaging in the animals that
are subjected to vestibular stimuli18–20.

For postural correction movements, larval zebrafish can recover
from a roll-tilted posture by performing swimming21, similar to other
fish such as lamprey22. In contrast to this dynamic postural control, it
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remains unclear whether larval zebrafish (and other fish) possess a fine
postural control mechanism to recover from roll-tilted posture. A
study showed that an artificial otolith displacement induces a body
bend reflex that does not accompany swimming23. This body bend
reflex may be a fine postural correction behavior. However, how the
behavior contributes to postural correction remains unknown. More-
over, the neuronal circuits that control this behavior remain unclear.

Here, we examined biomechanics and neural circuits for fine
postural control in larval zebrafish. We first showed that without
swimming,fishcorrect their roll-tilted postures using a reflexbehavior,
which is a slight body bend near the swim bladder. Thus, this study
reveals the physiological role of the bend reflex that was previously
reported23. We also provide a physical model for the postural correc-
tion mechanism; the bend produces a misalignment between gravity
and buoyancy, generating a moment of force with a rotational direc-
tion toward recovering the upright posture. We then revealed the
neuronal circuits that control the reflex, including the tangential
nucleus (a vestibular nucleus) through neurons in the nucleus of the
medial longitudinal fasciculus (a class of RS neurons) to the spinal

cord, and finally to the posterior hypaxial muscles. This study high-
lights the importance of indirect postural control pathways in
vertebrates.

Results
Larval zebrafish correct their roll-tilted posture by performing
the body bend reflex
To examine whether larval zebrafish possess fine postural control
mechanisms, we first observed how fish responded to postural per-
turbation in the roll axis. A larva was placed in a small chamber, and its
behavior was imaged from the frontal and dorsal sides (Fig. 1a, Sup-
plementary Fig. 1a). To focus on mechanisms that were independent
on visual information, experiments were performed in a dark room
using infrared light illumination. During a leftward tilt of the chamber
(Fig. 1a), the larva was also tilted in the left-downward direction due to
the viscosity of the surrounding water (Fig. 1b, middle top). The fish
returned to theoriginal posturewithin a few seconds (Fig. 1b, right top;
Supplementary Movie 1; note that the dorsal view of the fish became
oblique, not vertical, after the postural correction due to rotation of

-10

0

10

20

-2 0 2 4 6 8
0

20
Ti

lt 
(°

)
H

ea
d 

ro
ll 

(°
)

Time (s)

b 0 s 3 s1.7 s c

0 s 8 s2.1 s

-10

0

10

20

-2 0 2 4 6 8

Right
down

Left
downUpright

-10

0

10

20

0

20

H
ea

d 
ro

ll 
(°

)

Time (s)

Bo
dy

 b
en

d 
(°

)

Head-embedded 
in agarose

Immersed in
0.8% methylcellulose

d e f g

-10

0

10

20

-2 0 2 4 6 8
0

20

Ti
lt 

(°
)

Time (s)

Bo
dy

 b
en

d 
(°

)

30

Ti
lt 

(°
)

a

RL

D
or

sa
l v

ie
w

Fr
on

ta
l v

ie
w

0.9° 13.2°

RL

R
L

0.9° 2.8°21.6°

-0.4° 9.7° -1.6°

Dorsal side 
camera

Frontal side 
camera

Roll-tilt stimulus

RL

RL

Fig. 1 | Larval fish perform the vestibular-induced bend reflex (VBR) during roll
tilt. a Schematic illustration of the behavioral imaging. b Snapshots of the fish
during a left-down tilt. The frontal images are horizontally flipped (mirror-imaged)
such that the left–right relationship matches with that of the dorsal images. The
bars in the frontal images show the lines connecting the tops of the eyes. Head-roll
angles are indicated at the top. The white dashed line denotes the midline of the
rostral region of the fish. The magenta dashed line denotes the line connecting the
caudal endof the swimbladder and the tail end.Themagenta arrowhead indicates a
body bend. The dorsal view of the fish became oblique when the fish recovered the
posture (3 s) due to rotation of the dorsal side camera. c Time course of the head
roll angles in response to tilt stimuli. Six trials in a fish are shown. Themagenta trace
corresponds to the trial shown in b. d, e Same as b and c, except fish were in water

containing 0.8% methylcellulose. The body bend angles are shown in the bottom
panels in d. In the middle panel in e, traces of the body bend angles are shown.
Traces are terminated when the difference in the tilt angles between the chamber
(bottom) and the head (top) exceeded 10° (seeMethods). Seven trials from five fish
are shown. The magenta traces correspond to the trial shown in d. f Snapshots of
the head-embedded fish imaged from the dorsal side. In the middle and right
panels, images of the fish with the maximum bends are shown. The black dashed
lines indicate the edge of the agarose. g Time course of the body bend angles of a
fish in response to tilt stimuli. The average and standarddeviationof five trials from
one fish are shown using the black line and gray shade, respectively. Scale bars,
frontal images in b, d 200μm; dorsal images in b, d, f 500μm. Source data are
provided as a Source Data file.
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the dorsal side camera). Fish occasionally performed swimming to
correct the perturbed posture during the trials. To focus on fine pos-
tural control mechanisms, we only collected trials in which the fish did
not perform swimming. The peak of the head roll was observed at
approximately 1.7 s under our experimental conditions (Fig. 1c). We
measured the angular velocity of the corrective counter-roll move-
ment when the movements were prominent (a 1.5-s time window
starting at the peak of the head roll). The median value was −7.2°/s
(Supplementary Fig. 1g). The counter-roll movements often overshot
the upright position, and in many trials, the head roll angles were
below the original values (Fig. 1b, c, Supplementary Fig. 1d; median
value at0 swas−3.0°, while that at4 swas−7.4°). These results indicate
that fish have the capability to recover from the roll-tilted posture
without performing swimming.

During the postural recovery, rhythmic pectoral fin movements
were often observed (Supplementary Movie 1). To examine whether
the pectoral fin movements were the main cause for the postural
recovery, the same experiments were conducted on fish that had their
pectoral fins amputated. The fin-removed fish recovered the upright
posture in most of the trials (Supplementary Fig. 1b, c, e; Supple-
mentary Movie 2). The angular velocity amplitude of the counter-roll
movementwas slightly decreased comparedwith that of the intactfish
(Supplementary Fig. 1g, median values, −7.2°/s for the intact fish
compared with −6.3°/s for the finless fish, p =0.04). Additionally, the
overshooting counter-roll movements were not obvious (Supple-
mentary Fig. 1e, median value, −0.4° at 0 s, and −1.5° at 4 s) and the roll
angles at 4 s of fin-removed fish were larger than those of intact fish
(Supplementary Fig. 1h, p = 0.0005). The slight decrease of the angular
velocity amplitude and disappearance of the overshoot suggests that
the counter-roll movements became less powerful, and thus, the
pectoral fins may partially contribute to the postural recovery. How-
ever, the results strongly suggest that the fine postural control in the
roll axis is mainly achieved by mechanisms without the pectoral fins.

Upon close examinations of the dorsal side images, we noticed
that the body was slightly bending to the ear-up direction near the
swim bladder during the recovery phase in both the intact and fin-
removed fish (magenta arrowheads in Fig. 1b and Supplementary
Fig. 1b; Supplementary Movies 1, 2). We speculated that this body
bending contributes to thepostural recovery. Thebending angle of the
body was small, and not highly obvious. We speculated that this is
probably because the fish continuously corrected the perturbed pos-
ture using the small bend.

To observe the body movement more clearly, we performed the
experiments in water containing 0.8% methylcellulose. The expecta-
tion was that the high viscosity of methylcellulose solution would slow
the postural recovery process, enabling clearer observation of the
body movements. The results showed that the postural recovery
processwas greatly slowed. Upon roll tilt of the chamber, the head roll
angle showed a clear increase with its maximum sometimes reaching
the maximum tilt angle of the chamber (20°) at ~2 s, which corre-
sponded to the end timepoint of the chamber tilt (Fig. 1d, middle top;
Fig. 1e). Then, the head roll angle slowly returned toward the original
angle between 2 s and 8 s (Fig. 1d, top; Fig. 1e, top; Supplementary
Movie 3). The body bent near the swim bladder toward the ear-up
direction (arrowhead in Fig. 1d; Supplementary Movie 3). The angle of
the body bend increased as the chamber tilted and then slowly
decreased as the fish returned to the upright position. The bending
consistently occurred in all the trials (Fig. 1e, middle). The results
showed that the body bend reflex is associated with the fine postural
recovery. In this paper, this behavior is referred to as the vestibular-
induced bend reflex (VBR).

As noted above, the degree of the VBR showed a temporal cor-
relation with the head roll angle (Fig. 1e, top and middle). This sug-
gested that the VBR would be pronounced or persistent under
conditions where the fishwere unable to recover from a tilted posture.

We tested this idea by applying the roll-tilt stimuli to larvae with their
heads embedded in agarose. The behavior of the fish during the roll tilt
was observed using the apparatus shown in Supplementary Fig. 1i.
As expected, the VBR was observed when the fish was tilted (Fig. 1f;
similar behaviors were observed in the artificial otolith displacement
experiments23). The tail deflected to the right during the left-down tilt,
whereas it deflected to the left during the right-down tilt (Fig. 1f;
Supplementary Movie 4). The body bend angle increased as the head
tilt angle increased.When the tilt angle reached a constant value (20°),
the bend angle began to decrease. However, the angle was kept above
0°, as expected (Fig. 1g). VBR was observed in all the fish tested,
although the body bend angle varied across trials and fish examined
(Supplementary Fig. 1j).

Our results thus far strongly suggest that VBR is the behavior that
corrects a roll tilt. Then, how does the VBR produce the force that
recovers upright posture from the roll tilt? We built a simplifiedmodel
using two forces, as described below. Gravity acts at the center ofmass
(COM), while buoyancy acts at the center of volume (COV). In larval
fish, both theCOMandCOVare located near the swimbladder24.When
a fish is in the upright posture without the VBR, the fish is in an equi-
librium state in the roll axis. In this situation, the COM and COV are on
the midline, and gravity and buoyancy are antiparallel with the same
strength on the same axis (Fig. 2a, left bottom). Upon the roll tilt, a fish
performs the VBR with the bend near the swim bladder. This bend
deflects head and caudal body toward ear-up side, and in reaction, the
body around the swim bladder moves toward the ear-down side
(Fig. 2a, right top andmiddle).With this dogleg-shaped body bend, the
positions of the COMandCOV change in the body. In the cross-section
near the swim bladder around where both the COM and COV are
located, the COM and COV are no longer on the midline, and both
move toward the ear-up side. However, the degree of the shifts is not
equal. This is because the density of the gas-filled swim bladder is
smaller than that of the rest of the body. Due to this large difference in
density, the COM shifts more laterally than the COV (Fig. 2a, right
bottom; for more details, see Supplementary Fig. 1k, l and Discussion).
This results in a misalignment between gravity and buoyancy, gen-
erating a moment of force that counter-rotates the tilted body to the
upright posture (Fig. 2a, right bottom).

If the model described above is correct, swim bladder-deflated fish
would not be able to recover from the tilted posture because in this
condition, the density of the body has become nearly uniform, and thus,
gravity and buoyancy remain aligned on the same axis regardless of the
VBR (Fig. 2b, bottom). To verify this idea, we conducted behavioral
experiments using fish with deflated swim bladders. To compensate for
the decrease in buoyancy in the fish, experiments were performed in
water that contained 12.5% sucrose. As expected, the fish was unable to
recover the upright posture in most of the trials (Fig. 2c; Fig. 2d, top;
Supplementary Movie 5). Population data (Supplementary Fig. 1f)
showed that the median head roll angle at 4 s was 15.9°, which was not
muchdifferent from that at 1.7 s (15.2°). Additionally, the head roll angles
at 4 s of swim bladder-deflated fish were significantly larger than those
of intact fish (Supplementary Fig. 1h; p=4.8 × 10−6). These results indi-
cate that the swim bladder-deflated fish lost the ability to recover from
the roll-tilted posture. We also found that the VBR continued during the
entire period when the fish was roll-tilted (arrowheads in Fig. 2c; Fig. 2d,
middle; Supplementary Movie 5). This was probably because swim
bladder-deflated fish were unable to recover from the tilted posture,
similar to the fish that had its head embedded in agarose. Taken toge-
ther, these results demonstrate that fish have a fine control mechanism
to recover the upright posture in the roll axis without swimming, which
is that fish correct their roll-tilted posture by performing the VBR.

TAN–nMLF–PHM pathway may produce the VBR
Next, we explored the neural circuits that are responsible for the VBR
during the roll tilt. Previous studies showed that neurons in the
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tangential nucleus (TAN), a vestibular nucleus involved in vestibulo-
occular reflex25, were activated during vestibular stimuli18,19. These
studies also showed that neurons in the nucleus ofmedial longitudinal
fasciculus (nMLF) were activated. Anatomical evidence showed that
nMLF neurons receive axonal projections from neurons in the TAN25. A
study reported that a VBR-like behavior occurred upon optogenetic
activation of nMLF neurons26. The authors also provided evidence that
a class of muscles, called posterior hypaxial muscles (PHMs), is
involved in this bending behavior. Based on these previous studies, we
hypothesized that the VBR is produced by vestibular inputs through
the TAN–nMLF–PHM pathway (Fig. 3). To test this hypothesis, we
performed Ca2+ imaging and cell-ablation experiments for each cell
population in this pathway. The results are described in the sec-
tions below.

TAN neurons are active during roll tilt when the ipsilateral ear
is down
TAN neurons are located in the lateral-most region in the hindbrain
rhombomere 516,25. To genetically identify TAN neurons, we looked for
transgenic fish lines expressing reporter genes in prospective TAN
neurons and found that evx2 transgenic fish met this criterion. In the
image shown in Fig. 4a, prospective TAN neurons, which were identi-
fied by their position, were highlighted in a Tg(evx2:Gal4; UAS:Den-
dra2) fish27,28 using a photoconversion technique. The axons of these
neuronal population projected contralaterally and bifurcated to

ascend and descend along the medial longitudinal fasciculus. The
ascending axons of TAN neurons extended to the midbrain, while the
descending axons reached the third segment of the spinal cord (see
also single-cell morphologies; Supplementary Fig. 2a, b). The axonal
trajectory of these neurons was identical to that of TAN neurons
reported in the previous studies25,29. Thus, we concluded that the
labeled neurons in the evx2 transgenic fish were TAN neurons. Cross-
ing Tg(evx2:GFP) to RFP-expressing transgenic fish lines for neuro-
transmitter phenotypes revealed that GFP-positive TAN neurons were
positive for RFP reporters for vglut1 or vglut2a but not for glyt2 and
gad1b (Supplementary Fig. 2c), indicating that TAN neurons labeled in
evx2 transgenic fish are mostly excitatory.

We aimed to perform Ca2+ imaging in TAN neurons during roll
tilts, using the imaging system in which an objective lens and a fish
were tilted together using a motorized rotation stage20 (Fig. 4b; Sup-
plementary Fig. 2d). In this imaging system, two-color ratiometric
imaging is used to reduce the motion-related artificial fluorescence
intensity change during the tilt. Because this study is the first to use a
wide-field version of the tiltable objective microscope (note that a
confocalmicroscopy is used in the original version20), weevaluated the
level of artifacts upon roll tilts using green/red-Dendra2 (the green
Dendra2 was partially photoconverted to red-Dendra2 by ultraviolet
light such that TAN neurons contained both green and red-Dendra2;
Supplementary Fig. 2e). The amplitude of the green/red ratio change
(ΔR/R0) was confined within ±0.07 (Supplementary Fig. 2f). Thus,
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swim bladder. Positions of the COM and COV are the same even when fish per-
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Article https://doi.org/10.1038/s41467-023-36682-y

Nature Communications |         (2023) 14:1217 4



ΔR/R0 that is above 0.07 was considered to be signals derived from
neuronal activity.

We performed Ca2+ imaging in TAN neurons, as a population,
using larvae of the Tg(evx2:tdTomato-jGCaMP7b) transgenic fish that
were generated in this study (jGCaMP7b is a green fluorescent Ca2+

indicator, while tdTomato is a calcium-insensitive red fluorescent
protein). In a representative example shown in Fig. 4c, a large increase
inΔR/R0wasobserved in the left TANneuron populationwhen the fish
was tilted in the left-downdirection. Similarly, a large increase inΔR/R0

was observed in the right population when the fish was tilted in the
right-down direction. Similar phenomena were observed in other fish
(seven fish; Fig. 4d). Themaximum ratio changes (0.2–0.5) were much
higher than the artificial changes, indicating that TAN neurons were
active during the ipsilateral-down (ipsi-down) tilt. TAN neurons also

exhibited slight increases in ΔR/R0 (0.1–0.2) during the ipsi-up tilt
(Fig. 4c, d), but the maximum amplitude during the ipsi-down tilt was
larger than that during the ipsi-up tilt (3.2-fold larger for the ipsi-down
direction; Fig. 4d). In summary, the results indicate that TAN neurons
are highly activated upon ipsi-down roll tilt.

TAN neuron ablation impairs the VBR in the contralateral
direction
Next, we examined the necessity of TAN neurons for producing the
VBR. For this purpose, we unilaterally ablated TAN neurons using a
laser (Fig. 5a; all the GFP-labeled TAN neurons, approximately 18 cells,
were subjected to ablation) and examined the VBR performance during
roll tilt in the head-embedded condition. When the left TAN neurons
were laser ablated (Fig. 5a), the VBR to the right during the left-down tilt
was greatly impaired, whereas that to the left during the right-down tilt
was largely unaffected (Fig. 5b, c). The VBR performances during
ablated-side-down tilts were greatly impaired, and this similar tendency
was observed in seven fish (Fig. 5d). As a control ablation experiment, a
similar number of evx2-positive neurons located ventromedial to the
TAN neurons were ablated (Fig. 5e). In these animals, clear VBRs were
observed during tilts in both directions (Fig. 5f–h).

Optogenetic activation of TAN neurons induces the VBR in the
contralateral side
In addition to the ablation experiments described above, we per-
formed optogenetic activation experiments by expressing channelr-
hodopsin inTANneurons using Tg(evx2:CoChR-GFP)fish. Optogenetic
activation of TAN neurons elicited the VBR with a bend direction that
was opposite to the illumination (Fig. 5i–k, o). In a control experiment,
optogenetic activation of non-TAN neurons elicited the VBR negligibly
(Fig. 5l–n, o). Collectively, the ablation and optogenetic activation
experiments indicate that TANneurons play a critical role inproducing
the VBR in the contralateral direction.

nMLF neurons are active during ipsilateral-up (contralateral-
down) roll tilt
nMLF neurons, a cluster of RS neurons that project axons into the
spinal cord along the medial longitudinal fasciculus30, were the next
target of our investigation. We performed Ca2+ imaging in nMLF
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neurons at single-cell resolution using a tiltable objective microscope
with a spinning-disk confocal unit20. For this purpose, nMLF neurons
were retrogradely labeled with a green chemical fluorescent Ca2+

indicator, Cal-520 dextran, and a red chemical fluorescent dye, rho-
damine dextran. Figure 6a shows images with a maximum intensity
projection and a single optical plane. During the tilt in the ipsi-up
direction, a large increase in ΔR/R0 was observed in subsets of small-
sized nMLF neurons (cell #1, #7, and #8 in Fig. 6b). Uniquely identifi-
able large nMLF neurons (MeLr, MeLc, MeLm), however, exhibited
little or a relatively low level of ΔR/R0 increase during the tilt (cell #4,

#5, and #10 in Fig. 6b). Among all the nMLF neurons examined from
ten fish (n = 330), approximately one-third of the neurons were
obviously active when fish were tilted in the ipsi-up direction (red,
orange, yellow, and white color in the pseudo-colored image in
Fig. 6c). This conspicuous ipsi-up (contra-down) activity was con-
sistent with our hypothesis, which is shown in Fig. 3 (note that nMLF
neurons receive commissural axonal projections from the excitatory
TAN neurons). During ipsi-down tilt, in contrast, slight decreases in
ΔR/R0 occurred in many nMLF neurons (the dark blue color becomes
more blackish in the pseudo-colored image in Fig. 6c). This suggests
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that these neurons were slightly inhibited during ipsi-down tilt. To
quantify what percentage of neurons were active, we set the threshold
to 0.1 for a ΔR/R0 increase, and neurons with a maximum ΔR/R0 that
was above 0.1 were considered to be active based on the artificial
fluorescent intensity changes during the tilt20. Based on this criterion,
41% of neurons (135/330) were active only during the ipsi-up tilt, 15%
(48/330) were active during both the ipsi-up and -down tilts, and a
small proportion of neurons (8/330, 2%) was active only during the
ipsi-down tilt (Supplementary Fig. 3a). Therefore, during the ipsi-up
tilt,more thanhalf (55%) of the nMLFneuronswere judged tobe active.

We further characterized active neurons with respect to their size
and position. For the soma size, highly active neurons (e.g., those
neurons with a maximum ΔR/R0 above 0.5) were mostly small with a
soma area size that was less than 60 µm2 (Fig. 6d). As noted above,
uniquely identifiable large nMLF neurons (MeLr, MeLc, MeLm, and
MeM) exhibited little or a relatively low-level of activity. To investigate
the relationship between neuronal activity and soma position, we
aligned the imaged neurons in a horizontal plane and in the dorso-
ventral axis (Supplementary Fig. 3b, e; see Methods). For the rostro-
caudal andmedio-lateral axes, no clear relationship was found between
the maximum ΔR/R0 and soma positions (Supplementary Fig. 3c, d).
For the dorso-ventral axis, there was a tendency that neurons located
dorsally exhibited a higher maximum ΔR/R0 (Supplementary Fig. 3e).

In summary, Ca2+ imaging revealed that a subset of nMLF neurons
on the ear-up side was active during the tilt. Among nMLF neurons,
highly active neurons were mostly small neurons, and they tended to
be dorsally located.

Ablation of nMLF neurons impairs the VBR to the ipsilateral
direction
For laser ablation of nMLF neurons, we sought to genetically label
them.Previous studies reported that nMLF neurons are labeled inpitx2
transgenic fish31. We first examined the percentage of labeled nMLF
neurons in Tg(pitx2:Dendra2) (generated in this study) by performing
retrograde labeling with rhodamine dye into the larvae of the trans-
genic fish, and we found that approximately 80% of backfilled nMLF
neurons, including small neurons, were positive for Dendra2 (Sup-
plementary Fig. 4). In Tg(pitx2:Dendra2) transgenic fish, Dendra2
expression was not limited to nMLF neurons in the brain (Supple-
mentary Fig. 4). To specifically visualize nMLF neurons, we highlighted
nMLF neurons using an optical backfill technique32; Fig. 7a). Then, we
unilaterally ablated photoconverted nMLF neurons (all the optically
backfilled nMLF neurons, approximately 25 cells, were subjected to
laser ablation; Fig. 7b), and the resultant larvaewere examined for their
VBR performance upon roll tilts.

A representative example is shown in Fig. 7c, d. The larva (left side
ablation) exhibited a clear impairment in the leftward VBR during left-up
tilt, whereas the rightward VBR during right-up tilt was largely unaf-
fected. The VBR performances during ablated-side-up tilts were greatly
impaired, and this similar tendency was observed in eight fish (Fig. 7e).
These results (impairments of the VBR to the ablated side) are consistent

with our hypothesis shown in Fig. 3. As a control ablation experiment, a
similar number of Dendra2-positive neurons located in the hindbrain
were ablated (Fig. 7f). In these animals, clear VBRs were observed during
tilts in both directions (Fig. 7g–i). Thus, the ablation experiments indi-
cate that nMLF neurons play an important role for producing the VBR in
the ipsilateral direction during the ipsi-up head tilts.

Slow-type PHMs are active during ipsilateral-up (contralateral-
down) roll tilt
PHMs, a class of hypaxial muscles that run obliquely near the swim
bladder33, were the last target of our investigation. We first performed
anatomical investigations to investigatewhether PHMs contained both
fast- and slow-type muscles. Images of compound transgenic fish of
Tg(α-actin:GFP)34 (amarker for fast-typemuscles) andTg(smyhc2:loxP-
RFP-loxP-DTA) (generated in this study; a marker for a subset of slow-
typemuscles) revealed thatPHMsconsistedof both fast- and slow-type
muscles with thin slow-type muscles intercalating with thick fast-type
muscles (Supplementary Fig. 5a, b). Images also showed that PHMs
were divided into three segments (Supplementary Fig. 5a), as pre-
viously reported35,36. We defined these segments as the rostral, middle,
and caudal segments.

We first focused on slow-type PHMs. The PHMswere imaged from
the ventral side with the wide-field version of the tiltable objective
microscope (Supplementary Fig. 2d). In Ca2+ imaging of the PHMs,
artificial fluorescent changes were derived not only from the tilt of a
sample (Supplementary Fig. 2e, f), but also frommuscle displacement
during the VBR. To estimate the level of artifacts in this experiment, we
used Tg(pitx2:Dendra2) fish that express green/red-Dendra2 in slow-
type PHMs (Supplementary Fig. 5d, e). During tilt, themaximumΔR/R0

was mostly confined within 0.1 (Supplementary Fig. 5f, g).
Next, we performed Ca2+ imaging in slow-type PHMs using

Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b). Simultaneously, behaviors of the
head-restrained fish were observed from the dorsal side (Fig. 8a and
Supplementary Fig. 5c; see Methods). Fluorescence derived from
bilaterally located slow-type PHMs was clearly visible (Fig. 8b). During
the imaging experiments, we noticed that slow-type PHMs occasion-
ally exhibited bursts of rhythmic spontaneous activity (Supplementary
Fig. 5h; the physiological significance of this activity is unknown). To
simplify the analysis, we collected data from the trials in which the
bursts of spontaneous activities did not occur. Figure 8c shows an
example of ΔR/R0 from the slow-type PHMs in each segment during
roll tilts. Upon a right-up tilt, large increases ofΔR/R0were observed in
the middle and caudal segments on the right side. Conversely, upon a
left-up tilt, large increases of ΔR/R0 were observed in the middle and
caudal segments on the left side. For the rostral segment, increases in
ΔR/R0 upon roll tilts were present, but their amplitude was not large
compared with those of themiddle and caudal segments. Quantitative
analyses of population data collected from six fish are shown in Fig. 8d.
All three segments occasionally exhibited small ΔR/R0 increases that
were considered active during the ipsi-down tilt, but mean amplitudes
of the maximum ΔR/R0 during the ipsi-up tilt were larger than those

Fig. 5 | Ablation of TAN neurons impairs the VBR, while optogenetic activation
of TAN neurons induces the VBR. a–d Ablation of TAN neurons. a Confocal
stacked images of Tg(evx2:GFP) fish before and after laser ablation of left TAN
neurons. b Behaviors of head-embedded fish during roll tilts. c Time course of the
body bend angle upon roll tilt. The same trial shown in b. d Pairwise comparison of
the maximum body bend angles between ablated-side-down and ablated-side-up
tilts (three fish for left side ablation and four fish for right side ablation). Average
values of two to four trials are shown for each fish. p =0.003 (two-sided paired
samples t-test). e–h Control experiment. e Confocal stacked images of
Tg(evx2:GFP) fish before and after laser ablation of non-TAN neurons on the right
side (magenta circle). f Same as b upon a control experiment. g Same as c upon a
control experiment. The same trial shown in f. h Same as d upon a control
experiment (two fish for left side ablation and four fish for right side ablation).

Average values of four to six trials are shown for each fish. p =0.23 (two-sided
paired samples t test). i–k Optogenetic activation of TAN neurons. i Confocal
stacked image of Tg(evx2:CoChR-GFP). The blue dotted circles are areas illumi-
nated with blue light. j Behaviors of head-embedded fish upon blue light illumi-
nation. k Time course of the body bend angles. Positive values indicate body bend
to the contralateral direction with respect to the illumination. The blue bar indi-
cates illumination that lasts for 5 s. Six trials in a fish are shown. l–n Control
experiment. l Sameas i, but different areas (blue dotted circles)were illuminated as
a control experiment.m Same as j upon a control experiment. n Same as k upon a
control experiment. Four trials in a fish are shown. o Body-bend angle upon
optogenetic activation (mean angle between 4 and 5 s). Six fish for each. p =0.004
(two-sided two-sample t-test). Scale bars, a, e, i, l 50μm; b, f, j, m 500μm. Source
data are provided as a Source Data file.
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during the ipsi-down tilt (2.0-fold for the rostral, 5.7-fold for the mid-
dle, and 3.5-fold for the caudal segments). Concomitant with the large
increase of ΔR/R0 in slow-type PHMs, the body bent to the side where
the PHMs were highly recruited during the roll tilts (Fig. 8c).

We next examined activities of fast-type PHMs. For this purpose,
we generated Tg(α-actin:tdTomato-jGCaMP7f) (Supplementary
Fig. 6a). Ca2+ imaging in fast-type PHMs revealed no significant
increase in ΔR/R0 in the three segments during the tilt (Supple-
mentary Fig. 6b, c). Collectively, the results of Ca2+ imaging indicate
that slow-type PHMs, not fast-type PHMs, located in the ear-up side
are active when fish perform the VBR. Among slow-type PHMs, those
in the middle and caudal segments exhibited higher activity than
those in the rostral segment.

Slow-type PHMs play a critical role for producing the VBR
Lastly, we performed genetic ablation experiments on slow-type
PHMs. For this purpose, we generated Tg(tbx2b:Cre) transgenic fish
(tbx2b is expressed in migratory muscle precursors including muscle
precursors for PHMs36), and crossed the fish with Tg(smyhc2:loxP-RFP-
loxP-DTA) fish. In the resultant compound transgenic fish, Cre-
mediated recombination occurred in PHMs, as shown by the
absence of RFP in PHMs (Fig. 9a, left panels). This led to the expression
of diphtheria toxin A fragment (DTA), which would kill slow-type
PHMs. Successful ablation of slow-type PHMs was examined by
immunostaining with the S58 antibody. In Cre-negative control sibling
fish, slow-type muscles in both the trunk muscles and PHMs were
labeled, whereas in the compound transgenic fish, labeling in PHMs
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was almost completely absent while labeling in the trunk muscles was
intact (Fig. 9a, middle and right panels).

We examined the VBR performance of the compound transgenic
fish during roll tilt in the head-embedded condition. As shown in
Fig. 9b, c, VBRs of these fish were markedly reduced. Quantitative
analyses of the population data verified that the maximum body bend
angles in the compound transgenic fish were three-times smaller than
those in Cre-negative control siblings (six fish for each; Fig. 9d). These
results indicate that slow-type PHMs play a critical role for producing
the VBR during the roll tilts.

Discussion
Fish possess a capability to recover from a roll-tilted posture by
performing swimming21,22. However, it remains unclear whether
fish possess a postural control mechanism without swimming. An
artificial otolith displacement was shown to induce a body bend

reflex that does not accompany swimming23, but the physiological
role of this behavior was unknown. In this study, we demonstrated
that the body bend reflex, which we called VBR, is crucial for the
postural recovery from a roll tilt without swimming. We also pro-
vided a physical model that explains how the VBR recovers upright
posture. When a roll tilt occurs, the fish performs the VBR. This
bend deflects the head and caudal body toward the ear-up side,
and in reaction, the body around the swim bladder moves toward
the ear-down side. Because the swim bladder has a low-density, the
VBR unequally shifts the COM and COV. This results in a mis-
alignment between gravity and buoyancy, generating a moment of
force with a rotational direction toward recovering the upright
posture (Fig. 2a). This model was strongly supported by experi-
ments in which the swim bladder was deflated (Fig. 2b–d). Without
gas in the swim bladder, the above-mentioned unequal shifts of
the COM and COV would not occur. Fish with deflated swim
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bladders were unable to recover from a tilted posture although
they continued to perform the VBR.

Taking physics into account, the absolute location of the COM in
space does not change by the body bend with the internal muscular
contractions (Supplementary Fig. 1k, l; note that the apparent shift of
the COM in the cross-sectional view in Fig. 2a is caused by the lateral
movement of the body around the COM). From this view, the VBR can
be considered to be a behavior to move the low-density part of the
body (i.e. swim bladder) toward the ear-down side, resulting in the
lateral shift of the COV (Supplementary Fig. 1l). The strength of the
recovery moment of force depends on the separation distance

between the COM and COV. The maximum separation distance (and
thus, themaximummoment of force), in theory, can be obtainedwhen
the following two conditions aremet: (1) the swimbladder,which is the
least dense part of the body, is located near the COM; and (2) the body
bend occurs near the swim bladder. Indeed, the fish body shape and
the bend location fulfill these conditions, as follows: (1) the COM is
located near the swimbladder24; and (2) the bendoccurs near the swim
bladder (Fig. 1d). Our calcium imaging experiments in slow-type PHMs
provide further evidence for the bend location. Themost conspicuous
activities were observed in the middle and caudal segments of PHMs
(Fig. 8c). These two segments are located directly lateral or latero-
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caudal to the swim bladder (Supplementary Fig. 5a). Thus, the VBR is a
highly reasonable behaviorwhenphysics is taken into account, and it is
likely to be an energy-efficient behavior for postural correction.

Terrestrial animals are unstable when standing upright, and they
maintain their upright posture by continuously performing fine, static
postural control2,3,37. In larval zebrafish, the vertical positions of the
COMandCOVareclose to eachother24, suggesting that the zebrafish is
also unstable in the roll direction. Based on the results of the present
study, we suggest that zebrafish keep their dorsal-up posture by fre-
quently performing the VBR upon small disturbances. If so, the pos-
tural control by the VBR in fishmay correspond to the static control in
land-walking vertebrates.

Mechanically, postural recovery of larval zebrafish using the VBR
shows similarities with ship stability through use of a misalignment
between gravity and buoyancy. However, there is a fundamental dif-
ference between the two systems, which is that the ship stability is
automatically generated, while the VBR is actively generated with the
neural and muscular activities. Theoretically, fish can acquire stability
in the roll axis if the COV is located far above the COM (i.e., placing the
swim bladder in an extreme dorsal region of the body). Why do larval
zebrafish (and perhaps other fish) not adopt this stable design? One
possibility is that fish select maneuverability over stability38. Another
possibility is that the swim bladder cannot be situated in such an
extreme dorsal location owing to the necessity to take up gas from the
gastrointestinal tract. In any case, animals are likely to efficiently
compensate for instability through use of the fewest movements (i.e.,
VBR) to achieve stability.

The vestibulo-spinal reflex involves vestibulo-spinal (VS) neurons
that project directly to the spinal cord6–8. However, the vestibulo-
spinal reflex is thought to be controlled not only by direct pathways
through VS neurons, but also by indirect pathways through vestibular
nuclei and RS neurons9. In lamprey andmammals, RS neurons respond
to vestibular stimuli39–42. Recently, the functional importance of RS
neurons for the vestibulo-spinal reflex was shown13. Our results clearly
showed that circuits from neurons in the vestibular nucleus (TAN
neurons) to RS neurons (nMLF neurons) play a critical role in the
vestibulo-spinal reflex in zebrafish. This study supports the evolu-
tionary conservation and importance of the indirect pathways in ver-
tebrate vestibulo-spinal reflexes.

TAN neurons project to the extraocular motoneurons (nIII and
nIV) and are involved in the vestibulo-ocular reflex25. Anatomical stu-
dies strongly suggested that, in addition to the nIII and nIV, TAN
neurons also directly project to the nMLF neurons25,29. Results of the
present study are consistent with this neuronal projection and further
revealed that the TAN–nMLF pathway is involved in a postural control.
Thus, TANneurons have dual functions because they play roles in both
vestibulo-ocular and vestibulo-spinal reflexes. In mammals, a class of
vestibular neurons projects directly to both the extraocular and spinal
motoneurons43,44. Thus, the presence of vestibular neurons that are
involved in both vestibulo-ocular and vestibulo-spinal reflexes is likely
conserved among vertebrate species. Based on the finding of the
present study, we expect that in mammals, there are vestibular neu-
rons that control vestibulo-ocular reflex directly and vestibulo-spinal
reflex indirectly via RS neurons.
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Fig. 9 | Ablation of slow-type PHMs impairs the VBR. a Images of immunohis-
tochemistry with S58 antibody against Tg(smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA) fish. Top:
images of a fish without tbx2b:Cre (control). Bottom: images of a fish with
tbx2b:Cre. b Behaviors of Tg(tbx2b:Cre; smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA) fish in the
head-embedded condition during roll tilts. cTime course of the body bend angle in

response to roll tilt. The same trial as shown in b. dMaximum body bend angles of
control (without Cre) and PHM-ablated (with Cre) fish (six fish for each). Average
values of at least five trials are shown for each fish. p =0.0004 (two-sided two-
sample t test). Scale bars, a 100μm;b 500μm.Sourcedata are provided as a Source
Data file.
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In the nMLF neuron ablation experiments, the body bend was not
completely abolished. A likely explanation for this is that not all nMLF
neurons were ablated, and the residual nMLF neurons contributed to
producing the weakened VBR. Another possibility is that nMLF-
independent pathways may be involved in the VBR. A likely candidate
for this is the descending axons of TAN neurons. Our anatomical study
revealed that the descending axons project to the rostral spinal cord,
but do not appear to reach the somata of PHM-motoneurons (Fig. 4a,
Supplementary Fig. 6d). Thus, even if the descending axons contribute
to producing the VBR, they would exert the action via a polysynaptic
pathway.

nMLF neurons are involved in locomotor behaviors26,45–47. A study
showed that anoptogenetic activation of nMLF neurons elicited a VBR-
like bending behavior26. Because the study was performed in the
context of examining functional roles of nMLF neurons during swim-
ming, the authors suggested that the bending behavior would play a
role in inducing biased swimming to the left or right, thereby enabling
fish to change their swimming direction. While this may be a role of
bending, our results showed that, independent of swimming, bending
has a clear physiological function, which is postural correction in the
roll axis.

Because the tilt stimuli occasionally elicit swimming, it is possible
that nMLF neuron responses in our experiments may have been
associated with the swimming and not associated with the VBR alone.
While this possibility cannot be completely ruled out, the observed
responses of nMLF neurons were highly asymmetric with almost no
activation in the ear-down side (Fig. 6c), which strongly suggests that
possible contributions of swimming-associated activities are minimal
(note that the swimming-related activities of nMLF neurons occur
bilaterally26,45). Furthermore, in our experiments, trials in which there
were large displacements of the imaged field (which indicates strong
movements by the fish) were excluded from the analyses. This prob-
ably contributed to reducing the chance of analyzing swimming-
related neuronal activities.

Among nMLF neurons, highly active neurons were mostly small
(Fig. 6d). This is consistent with the previous study showing that
neurons with smaller somata had a greater impact on VBR-like beha-
vior than those with larger somata26. nMLF neurons with smaller
somata project to the rostral spinal cord26, where PHM-motoneurons
are located (Supplementary Fig. 6d). Thus, we expect that these small
nMLF neurons make monosynaptic connections onto slow-type PHM-
motoneurons, although this should be tested using paired electro-
physiological recordings.

In this study, we showed that the TAN–nMLF pathway plays a
critical role in fine postural control in the roll axis in larval zebrafish.
However, TAN–nMLF is not the only pathway that conveys vestibular
information to the spinal cord. VS neurons, which have axons that
descend along the ipsilateral side of the spinal cord, have long been
considered to be a main pathway in postural control48,49, although
little is known about theirmechanisms of action due to the paucity of
knowledge about their output connectivity. Does the VS pathway
play a role in postural control in the roll axis? If so, in what situation is
it involved? One attractive possibility is that the VS pathway is
involved in the postural control during dynamic movements, i.e.,
swimming. If this is the case, investigating how fish use the two
pathways (the ipsilaterally projecting VS pathway and the con-
tralaterally projecting TAN–nMLF pathway) properly or coopera-
tively, depending on the type of behavior, would be an interesting
area of future research.

Similar to fish, many vertebrate species use both fine (static) and
vigorous (dynamic) control strategies for correctingposture1–3,50,51. The
mechanism of how switching between the two strategies (fine versus
vigorous) is achieved is an interesting question, and zebrafish could
serve as a good model system to address this issue.

Methods
Animals
All procedures were performed in accordance with the guidelines
approved by the animal care and use committees at the National
Institute of Natural Sciences. Zebrafish adults, embryos, and larvae
were maintained at 28.5 °C. All animals were kept on a 14:10 or
12:12 hour light:dark cycle, except for embryos and larvae expressing
channelrhodopsin or Dendra2 proteins, which were kept under dark
conditions. Morphological and immunostaining experiments were
performed in 5 days post fertilization (dpf) larvae. Behavioral and
imaging experiments were performed using 6 dpf larvae. Sex is not yet
determined at the larval stage. At 5 dpf, larvae started to be fed.

The following previously published transgenic lines were used:
Tg(evx2:GFP)52, Tg(evx2:Gal4)27, Tg(UAS:Dendra2)28, Tg(vglut2a:RFP)53,
Tg(glyt2:RFP)54, Tg(gad1b:RFP)55, Tg(α-actin:GFP)34, Tg(vachta:Gal4)28,
and Tg(UAS:Kaede)56. Additionally, Tg(evx2:tdTomato-jGCaMP7b),
Tg(evx2:CoChR-GFP), Tg(vglut1:RFP), Tg(pitx2:Dendra2),
Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b), Tg(smyhc2:loxP-DsRed-loxP-DTA),
and Tg(tbx2b:Cre) were generated using the CRISPR/Cas9-mediated
knock-inmethodwith the hsp70promoter27. The sgRNA sequences for
targeting the genes were as follows: ggagggagagccagaacaga (for
evx2)27, gagagagactcgggcgcgcg (for vglut1), gagctttgactgtcagcgcg (for
pitx2), gacttggatttcatctggcg or cacaatgctgcaagctcac (for smyhc2: the
former was used for the generation of Tg(smyhc2:tdTomato-
jGCaMP7b) while the latter was used for the generation of Tg(smyhc2-
hs:loxP-RFP-loxP-DTA)), and ataaagcgtaagccgaccg (for tbx2b).
Tg(evx2:CoChR-GFP) was generated using CoChR-GFP-
Kv2.1 sequence57. Tg(α-actin:tdTomato-jGCaMP7f) was generated
using the Tol2-mediated transgenesis58 with α-actin promotor34.
Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b) and Tg(α-actin:tdTomato-
jGCaMP7f) were generated with tdTomato-jGCaMP7b or tdTomato-
jGCaMP7f fusion construct59. Zebrafish lines generated in this study
have been deposited to the National BioResource Project in Japan.

Behavioral experiments without head restraint
Behavioral experiments were performed using the device shown in
Fig. 1a and Supplementary Fig. 1a. A larval fish at 6 dpf was transferred
in a small acrylic chamber (1.2 [length] × 50 [width] × 1 [height] inmm).
The chamber was then filled with fish-rearing water, and the top and
the front sides were covered with cover slips. Then, the chamber was
placed at the intersection of optical paths in a T-shaped unit attached
to a motorized rotation stage (Thorlabs, HDR50/M). To take images
from both the dorsal and frontal sides of the fish, two pairs of lenses
(Olympus, ×5/NA0.15)wereplacedoneither side. In each lens pair, two
lenses were oriented in opposite directions. As a light source, infrared
light (Mightex; SLS-0208-E) was positioned ventral to the fish. The
dorsal camera (Teledyne FLIR, GS3-U3-23S6M) and frontal camera
(Basler, acA640-750um)were placedon the image planes. Tilt stimulus
(speed: 15°/s, acceleration, and deceleration: 15°/s2) up to 20° was
applied to the left- or right-down directions. Images were taken at 100
frames per second (fps) for both the frontal and dorsal cameras. The
two cameras roll-tilted together with the chamber (Fig. 1a, Supple-
mentary Fig. 1a). This means that the dorsal view of the fish became
oblique, not vertical, when the fish performed posture-correcting
behaviors.

In the experiments of Fig. 1d, e, the fish was immersed in 0.8%
methylcellulose solution dissolved in fish-rearing water. For experi-
ments with fin-amputated fish (Supplementary Fig. 1b, c), the fish were
temporally anesthetized with 0.02% ethyl 3-aminobenzoate methane-
sulfonate (MS-222), and thepectoralfinsweremanually removedusing
forceps at 5 dpf, which was 1 day before the behavioral experiments.
After surgery, the larvae were allowed to recover until the behavioral
experiments. In the experiments of Fig. 2c, d, swim bladder-deflated
fish were prepared as described below. Three to 4 hours before the
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behavioral experiment, the fish was anesthetized using MS-222, and a
glass pipettewas inserted into the lateral–rostral–dorsal surfaceon the
swimbladderwhere therewas no PHM. The air in the swimbladderwas
then released. In the behavioral experiments, the fish was immersed in
a 12.5% sucrose solution dissolved in fish-rearing water to compensate
for the decrease in buoyancy.

Head-restrained behavioral experiments
A larva at 6 dpf was embedded in 2% low-melting point agarose in a
small acrylic chamber (12 [length] × 15 [width] × 4 [height] mm).
Agarose located caudal to the swim bladder was removed, such that
the fish was able tomove the caudal body. The chamber was covered
with a cover slip. The fish behaviors were filmed using the device
shown in Supplementary Fig. 1i. The devicewas similar to that used to
film head-free behaviors as described above, except that the setup
for obtaining the frontal view was omitted. The head roll tilt stimulus
was applied to the left- or right-down direction as described above.
Images of the fishwith themaximumbends are shown as examples of
the fish’s behavior.

Dendra2 photo-conversion in TAN neurons
Five-dpf-fish of Tg(evx2:Gal4; UAS:Dendra2) were used for the photo-
conversion experiment. A larva was anesthetized in 0.02%MS-222 and
embedded in 2% low-melting point agarose on a glass bottom dish in
the ventral-up position. The dish was placed under an inverted
microscope (Leica microsystems, TCS SP8 MP). A 405-nm laser was
applied to the prospective TAN neurons. The fish was kept for at least
3 hours to allowphotoconvertedDendra2protein to be transported to
the axons, and confocal imaging was then performed.

Electroporation
For the single-cell labeling by electroporation60,61, a 6-dpf fish of
Tg(evx2:GFP) was anesthetized in 0.02% MS-222. The fish was
embedded in 3% low-melting point agarose dissolved in extracellular
solution ((inmM) 134 NaCl, 2.9 KCl, 2.1 CaCl2, 1.2MgCl2, 10 HEPES, and
10 glucose, 290mOsm, adjusted to pH 7.8 with NaOH). Agarose cov-
ering the head was removed. The head skin was peeled off, and a thin
layer of dorsal hindbrain was removed by suction through a glass
pipette (diameter >10 µm) to allow to access to the tangential nucleus.
Tetramethyl-rhodamine was electroporated into a single evx2:GFP-
positive cell61. The fish was kept for at least 3 hours to allow the dye to
be transported through the axon, and the electroporated cell was then
imaged using an upright confocal microscope (Leica microsystems,
TCS SP8 MP).

Ca2+ imaging setup
Ratiometric Ca2+ imaging was performed using a tiltable objective
microscope20. An objective lens and the fish were tilted using a
motorized rotation stage (Thorlabs, DDR100/M). Blue light was
shone onto the sample, and green (Cal-520 or GCaMP, Ca2+-depen-
dent signals) and red (tetramethyl-rhodamine dextran or tdTomato)
signals were separated using imaging-splitting optics (Hamamatsu
Photonics, W-View Gemini). Images of each channel were simulta-
neously recorded using a single digital camera at 10 fps (Hamamatsu
Photonics, ORCA-Flash4.0 V3). For the imaging of nMLF neurons, a
spinning-disk confocal scanner (Yokogawa, CSU-X1) was inserted
into the illumination and detection light path (the same setup as that
used previously20). For the imaging of TAN neurons and PHMs, a
wide-field (non-confocal) version of a tiltable objective microscope
(Supplementary Fig. 2d) was used. For this setup, the excitation light
(Excelitas Technologies, X-Cite exacte) was delivered to the objective
lens through an episcopic illuminator (Olympus, BX-URA2). The fil-
ters used in the episcopic illuminator were as follows: excitation,
BP460-490 (Olympus); dichroic mirror, FF495-Di03 (Semrock); and
emission, FF01-512/630 (Semrock). Fluorescence signals were

relayed to the imaging-splitting optics through a tube lens unit
(Olympus, U-TR30-2) and a camera adaptor (Olympus, U-TV0.63XC).
The filters used in the imaging-splitting optics were as follows:
dichroic mirror, DM570 (Olympus); emission for the green channel,
FF01-514/30 (Semrock); and emission for the red channel, BA575-625
(Olympus). The tilt stimuli were the same as those described in the
behavioral experiments.

Sample preparation for Ca2+ imaging
Ca2+ imaging was performed using 6 dpf fish with a nacre
background62. A larval fish was mounted in 2% low-melting point
agarose in an acrylic chamber (12 [length] × 15 [width] × 4 [height]
mm). The chamber was then filled with fish-rearing water and covered
with a fluorinated ethylene propylene (FEP) sheet with a refractive
index of 1.34, which is close to that of water (1.33). The sample was
viewed through the FEP sheet. The fish was mounted in the dorsal-up
position for TAN and nMLF neuron imaging or in the ventral-up posi-
tion for PHM imaging. For simultaneous imaging of Ca2+ in PHMs and
fish behaviors, agarose located at the caudal body was removed such
that the fish was able to move the caudal part of its body.

Ca2+ imaging procedures
A fish was placed dorsal side up on a tiltable objective microscope. All
images were recorded at 10 fps. For imaging of the TAN neurons in the
Tg(evx2:tdTomato-jGCaMP7b) fish, Ca2+ imaging was performed using
a ×20/NA 0.5 water immersion lens (Olympus, UMPLANFL). TAN neu-
rons were bilaterally illuminated using blue light (4.3mW/mm2 power
at the sample) and imaged from the dorsal side. Occasionally, fast
shifts of the image occurred during Ca2+ imaging, presumably due to
the occurrence of escape behaviors by the fish in agarose. The corre-
sponding data were excluded from the analyses.

To image the nMLF, we retrogradely labeled them with 25% (w/v)
Cal-520-dextran conjugate and 25% (w/v) dextran tetramethyl-
rhodamine mixed in the extracellular solution. The mixture was
injected into the second to fourth segmentsof the spinal cord in a 5dpf
larva using a tungsten pin. The larva was allowed to recover until 6 dpf.
Ca2+ imaging was performed with a spinning-disk confocal unit with a
×40/NA 0.8 objective lens (Olympus, LUMPLANFLN)20. A 488-nm laser
(COHERENT, Sapphire 488-50 CDRH) was used as a light source with a
laser power of 0.3–1.5mW/mm2 at the sample. nMLF neurons were
imaged from the dorsal side. An imaging series was performed from
the dorsal to the ventral plane and vice versa. For each fish, imaging of
each plane was conducted only once owing to the desensitization of
Cal-520.

In Ca2+ imaging of PHMs, fish behaviors were monitored simulta-
neously (Fig. 8a, Supplementary Fig. 5c). Ca2+ imaging and behavior
imaging were performed from the ventral and dorsal sides, respec-
tively. Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b) fish were used to image the
slow-type PHMs, and Tg(α-actin:tdTomato-jGCaMP7f) fish were used
to image the fast-type PHMs. Themuscle imagingwasperformedusing
a ×10/NA 0.3 lens (Olympus, UMPLANFLN). Illumination power was 4.2
and 5.7mW/mm2 for the slow- and fast-type PHM imaging, respec-
tively. Fish behaviors were filmed at 100 fps using a camera (Teledyne
FLIR, GS3-U3-23S6M) and a lens (Tamron, M118FM50) with infrared
light illumination (Mightex, SLS-0208-E). To remove blue light in the
behavioral images, a longpass filter (Olympus, BA610IF) was inserted
into the optical path.

Evaluation of a wide-field tiltable microscope
Evaluation of the tilt-derived (not neuronal activity-derived) ΔR/R0 in
a wide-field version of the tiltable objective microscope was per-
formed using fish that expressed green/red-Dendra2. Specifically,
Dendra2-expressing TAN neurons in the Tg(evx2:Gal4; UAS:Dendra2)
were briefly illuminated using violet light (400–420 nm) such that
green-Dendra2 was partially photo-converted to red-Dendra2.
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Observation of the TAN neurons during 20° tilts revealed that the
amplitude of tilt-derived ΔR/R0 was confined within ±0.07 (Supple-
mentary Fig. 2e, f).

To evaluate the artifacts derived from the tilt of a sample and
muscle displacement in the PHM imaging, we used Tg(pitx2:Dendra2)
fish that express Dendra2 at slow-type PHMs. Dendra2 was partially
photo-converted, as described above. During tilt,maximumΔR/R0was
mostly confined within 0.1, and occasionally up to 0.15 (Supplemen-
tary Fig. 5e–g).

TAN neuron ablation
Laser ablation of TANneuronswas performed in Tg(evx2:GFP) larvae at
5 dpf. A larva was anesthetized in 0.02%MS-222 and embedded in 1.5%
low-melting point agarose in the ventral-up position. Then, thefishwas
placed under a two-photon inverted microscope (Leica microsystems,
TCS SP8 MP). All the GFP-labeled TAN neurons on one side (approxi-
mately 18 neurons) were subjected to laser ablation. The ablation was
performed using a two-photon laser (wavelength 900nm; InSight
DeepSee 680–1300 nm) with a ×40/1.10 lens (Leica microsystems; No.
11506352 or 11506357). Scanning was immediately terminated when
briefflashes of saturating intensity or a suddendecrease in transmitted
light image intensity were observed. After laser ablation, the larva was
allowed to recover andwas fed until 6 dpf. Then, the larva was used for
behavioral experiments. Successful ablations were verified after the
behavioral experiments by checking for the absence of fluorescence.
Fewer than four neurons survived. For a control ablation experiment,
approximately 18 GFP-positive neurons located ventromedial to TAN
neurons were subjected to laser ablation.

Ablation of nMLF neurons
To ablate nMLF neurons, a combination of optical backfill and laser
ablation was used (Fig. 7a). Homozygous Tg(pitx2:Dendra2) fish were
used. First, a larva at 5 dpfwas embedded lateral-side-down in 1.5% low-
melting point agarose. Then the sample was placed under the inverted
microscope (Leica microsystems, TCS SP8 MP). A 405-nm laser was
applied from the third to ninth segments of the spinal cord using a
×20/0.75 lens (Leica microsystems, No. 11506344). Five to ten min of
illumination was applied every 30min for four times. After photo-
conversion, thefishwas removed fromthe agaroseandkept for at least
4 hours under dark conditions. The larva was then re-embedded in the
ventral-up position. Next, all the optically backfilled nMLFneurons, ~25
cells, were subjected to laser ablation. Observation of the fluorescence
after the behavioral experiments revealed that fewer than six neurons
survived. For a control ablation experiment, a similar number (~25) of
Dendra2-positive neurons located in the hindbrain were subjected to
laser ablation.

Optogenetic activation experiments
Optogenetic activation of TAN neurons was performed in 6 dpf larvae
of the Tg(evx2:CoChR-GFP) line. A larvawas head-embedded in 2% low-
melting point agarose in 35mm glass bottom dish in the dorsal up
position. Agarose located caudal to the swim bladder was removed,
such that the fish was able to move the caudal body. The fish was
placedunder anuprightmicroscope (Olympus,BX51WI)with a ×20/NA
0.5 water immersion objective lens (Olympus, UMPLANFLN). A 150-μm
pinhole was inserted at the field-stop position, which allowed us to
illuminate a target area thatwas ~50μmindiameter. As a light source, a
metal-halide lamp (Excelitas Technologies, X-Cite exacte) was used.
The light was filtered using a bandpass filter FF02-482/18 (Semrock).
Blue light illumination (2.0mW/mm2) was delivered to the TAN neu-
rons for 5 s. As a control illumination experiment, evx2-positive neu-
rons located medial to the TAN neurons were illuminated. Fish
behaviors were filmed from the bottom32 at 50 fps using a ×2/ NA 0.14
objective lens (Olympus, XLFLUOR) and a camera (Teledyne FLIR, GS3-
U3-23S6M) with FlyCature2 software (Teledyne FLIR).

Immunohistochemistry
Immunostaining was conducted according to the Zebrafish Book
(https://zfin.org/zf_info/zfbook/zfbk.html) andDoganli et al.63. The S58
monoclonal antibody supernatant (DSHB, RRID:AB_528377) was used
as a primary antibody under 1:10 dilution conditions. Alexa fluor 488-
conjugated goat anti-mouse IgG secondary antibody (Thermo Fisher
Scientific, RRID:AB_2534088) was used at a 1:500 dilution.

Labeling PHM-motoneurons by optical backfill
To label PHM-motoneurons (Supplementary Fig. 6d), a Tg(vachta:-
Gal4; UAS:Kaede) larva thatwas 5 dpfwasused. The optical backfill was
performed in the sameway as the optical backfill of nMLF neurons that
was described above. The illumination site of a 405-nm laser was the
axons located in the middle and caudal segments of PHMs. After 3 to
4 hours, confocal imaging was performed.

Data analysis
Images were processed using imageJ/Fiji, and numerical data were
analyzed using Excel (Microsoft).

Head-roll and body-bend angle
The head roll angle wasmeasured as the angle between the horizontal
line and the line connecting the top ends of both eyes. The frontal
camera rotated together with the chamber, and therefore, the images
were counter-rotated to cancel the rotation. To determine the top
ends of both eyes, images were binarized, and the top position of each
eye was defined as amean position of the top 20 pixels. Trials in which
thehead roll anglebefore tiltwaswithin ±10°wereused in the analyses.
To denoise, seven-frame moving averages were applied before the
analyses. To calculate angular velocity of the counter-roll movements,
angular velocity during a 1.5 s time window starting at the peak of the
head roll was used.

The body bend angle in the head-free behavior experiment was
measured as the angle between the following two lines: (1) line con-
necting the middle of both eyes and the caudal end of the swim
bladder; and (2) line connecting the caudal end of the swim bladder
and the tail end. Each point was separately detected by binarizing
images. The caudal end of the swim bladder and the tail end were
defined as the mean positions of ten and 20 pixels from edges,
respectively. In the experiments where methylcellulose was used, the
tail was not straight due to the high viscosity. Therefore, the middle
point of the tail was used instead of the tail end to measure the body
bend angle. The middle point of the tail was defined as half the length
of the body from the swim bladder. To denoise, moving averages of
seven frames were applied before the analyses. The body bend angle
could not be accurately measured when the body was not viewed
vertically. Thus, the measurements were terminated when the differ-
ence in tilt angle between the chamber and the head exceeded 10°
(under these conditions, the dorsal view of the fish was too oblique to
measure the bend angle).

In the behavioral experiments with the head embedded in agar-
ose, the body bend angle was measured as described above. The tail
end was determined as described above. The position of themiddle of
both eyes and the caudal end of the swim bladder did not change
during the experiments. These two points were manually detected
without binarization of the images. The angle before the roll tilts or
photo-stimulation was converted to 0° and the body bend angle was
shown as the angle difference compared to this default angle. To
denoise, seven-frame moving averages were applied.

Data analyses of Ca2+ imaging experiments
In the tiltable objectivemicroscopes, the images rotatedduring the tilt.
For registration purposes, green and red channel imageswerecounter-
rotated20. Then, the images were translated in the xy direction using
Template Matching and Slice Alignment Plugin. Counter-rotation and
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translation were performed with interpolation using the bilinear
method. The ΔR/R0 of the region of interest in each frame was calcu-
lated, where R0 was average ratio of the first ten frames. To denoise,
seven-framemoving averages were applied, and themaximum ΔR/R0s
were then calculated.

The positions of the nMLF neurons recorded from different fish
were aligned in a horizontal plane using the midline (for medio-lateral
axis) and the MeLm position (for rostro-caudal axis). When left and
right MeLm neurons were labeled, the caudally located MeLm was
used for the alignment. The recorded neurons were aligned along the
dorso-ventral axis (z-axis) using the positions of MeLr and MeM as the
landmarks. Four zones (z1 to z4) were defined as follows: z1, more
dorsal than MeLr; z2, the dorsal half between MeLr and MeM; z3, the
ventral half between MeLr and MeM; and z4, more ventral than MeM.
The size of the soma area was measured in the plane where the soma
was the largest.

Statistics and reproducibility
For most of the experiments, multiple trials were performed in a fish.
For the behavioral experiments in the methylcellulose solution, only
one or two trials were performed in a fish. This was because the VBR
performance worsened in repeated trials in the same fish, presumably
due to fatigue of slow-type PHMs. For the Ca2+ imaging in slow-type
PHMs, one or two trials were analyzed in a fish. This was because trials
during which bursts of rhythmic spontaneous activity occurred were
excluded from the analysis. In the experiments where multiple trials
were performed in a fish, the mean value was calculated, and it was
used as a representative result for the fish. In the experiments of
Figs. 4a, 9a and Supplementary Figs. 2c, 4, 5a, 5b, 5d, 6d,more than two
individual experiments were performed, and results that were similar
to the representative images were observed across animals.

Statistical analysis was performed using R. The statistical sig-
nificance was assessed using paired samples t-test, two-sample t test,
Wilcoxon Exact rank-sum test, or the Steel Dwass test. All tests were
two-tailed tests. Beforeperformingpaired samples t test, the normality
of the distribution for the difference values between paired samples
was confirmed using the Shapiro–Wilk test. For two-sample t-test, the
normality of the distribution and the variance were checked using the
Shapiro–Wilk test and F test, respectively. Statistical results were
indicated as follows: *, p value <0.05; **, p value <0.01; ***, p value
<0.001; or N.S. (not significant), p value ≥0.05.

Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature
Portfolio Reporting Summary linked to this article.

Data availability
Source data are provided with this paper.

Code availability
Code used for measurements of head roll/body bend angles and the
image registration are available in Zenodo with identifier https://doi.
org/10.5281/zenodo.7583110.
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Supplementary Table 1. List of transgenic lines 
Transgenic lines Source 
Tg(evx2-hs:GFP) 
noted as Tg(evx2:GFP) in the text 

Kawano et al., 20221 

Tg(evx2-hs:Gal4) 
noted as Tg(evx2:Gal4) in the text 

Kimura et al., 20142 

Tg(UAS:Dendra2) Taniguchi et al., 20173 
Tg(vglut1-hs:loxP-mCherry-loxP-Gal4) 
noted as Tg(vglut1:RFP) in the text 

This paper 

Tg(vglut2a:loxP-RFP-loxP-GFP) 
noted as Tg(vglut2a:RFP) in the text 

Satou et al., 20124 

Tg(glyt2-hs:loxP-RFP-loxP-GFP) 
noted as Tg(glyt2:RFP) in the text 

Satou et al., 20205 

Tg(gad1b:loxP-RFP-loxP-GFP)  
noted as Tg(gad1b:RFP) in the text 

Satou et al., 20136 

Tg(evx2-hs:tdTomato-jGCaMP7b) 
noted as Tg(evx2:tdTomato-jGCaMP7b) in the text 

This paper 

Tg(evx2-hs:CoChR-GFP-Kv2.1) 
noted as Tg(evx2:CoChR-GFP) in the text 

This paper 

Tg(pitx2-hs:Dendra2) 
noted as Tg(pitx2:Dendra2) in the text 

This paper 

Tg(smyhc2-hs:tdTomato-jGCaMP7b) 
noted as Tg(smyhc2:tdTomato-jGCaMP7b) in the text 

This paper 

Tg(tbx2b-hs:Cre) 
noted as Tg(tbx2b:Cre) in the text 

This paper 

Tg(smyhc2-hs:loxP-RFP-loxP-DTA) 
noted as Tg(smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA) in the text 

This paper 

Tg(α-actin:GFP) Higashijima et al., 19977 
Tg(α-actin:tdTomato-jGCaMP7f) This paper 
Tg(vachta-hs:Gal4) 
noted as Tg(vachta:Gal4) in the text 

Taniguchi et al., 20173 

Tg(UAS:Kaede) Hatta et al., 20068 
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Supplementary Table 2. List of key reagents 
Antibodies Source Identifier 
S58 DSHB Cat# s58, 

RRID:AB_528377 
Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross- 
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 

Thermo Fisher Scientific Cat# A-11029, 
RRID:AB_2534088 

Chemicals Source Identifier 
Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate salt 
(MS-222) 

Sigma Aldrich Cat# A5040 

Methylcellulose Sigma Aldrich Cat# A0387 
Agarose-LM nacalai tesque Cat# 01161-12 
Sucrose Wako Cat# 196-00015 
Cal-520 Dextran conjugate MW 10,000 AAT bioquest Cat# 20601 
Dextran, Tetramethylrhodamine, 3000 MW, 
Anionic, Lysine Fixable 

Thermo Fisher Scientific Cat# D3308 

 
 
Supplementary Table 3. List of key optomechanical components 

Optomechanical components Source Product identifier 
Motorized rotation stage Thorlabs HDR50/M 
Motorized rotation stage Thorlabs DDR100/M 
Light source Excelitas Technologies X-Cite exacte 
Episcopic illuminator Olympus BX-URA2 
Tube lens unit Olympus U-TR30-2 
C-mount camera adaptor Olympus U-TV0.63XC 
Image splitting optics Hamamatsu Photonics W-VIEW GEMINI, 

A12801-01 
Digital camera Hamamatsu Photonics ORCA-Flash4.0 V3, 

C13440-20CU 
Digital camera Teledyne FLIR GS3-U3-23S6M-C 
Digital camera Basler acA640-750um 
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Supplementary Table 4. List of key software and algorithms 
Software and algorithms Version Source URL 
Kinesis 1.14.23 Thorlabs https://www.thorlabs.com/newgrouppa

ge9.cfm?objectgroup_id=10285 
FlyCature2 2.13.3.61 Teledyne FLIR https://flycap2-viewer-

release.software.informer.com 
Pylon Viewer 6.2.0.21487 Basler https://www.baslerweb.com/en/produc

ts/basler-pylon-camera-software-suite/ 
HC Image Live 4.4.0.11 Hamamatsu https://hcimage.com/hcimage-

overview/hcimage-live/ 
LAS X 3.5.7.2325 Leica 

microsystems 
https://www.leica-
microsystems.com/products/microsco
pe-software/p/leica-las-x-ls/ 

ImageJ/Fiji 1.53t (ImageJ) 
2.9.0 (Fiji) 

NIH https://imagej.net 
https://fiji.sc 

Template Matching and 
Slice Alignment Plugin 

#2015/2/07 Tseng Qingzong https://sites.google.com/site/qingzongt
seng/template-matching-ij-plugin 

R 4.1.2 R Core Team https://www.r-project.org/ 
Excel 16.65 Microsoft https://www.microsoft.com/en-

us/microsoft-365/excel 
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Supplementary Figure 1. Behavior of fin-removed fish and population data from 
behavioral experiments 
a Lateral view photograph of the experimental setup for filming fish behaviors upon roll-tilt 
stimuli. 
b, c Behavioral experiments on pectoral fin-removed fish. b: Snapshots of the frontal and 
dorsal images of a fish during a left-down tilt. c: Traces of the head roll angles of a fish in 
response to roll tilt. The magenta trace corresponds to the trial shown in b. 
d–f Population data for the head roll angles of intact (d; 24 trials from five fish), pectoral fin-
removed (e; 17 trials from three fish), and swim bladder-deflated fish (f; 23 trials from five 
fish). The head roll angles for each trial were measured at 0, 1.7, and 4 s from the onset of 
roll-tilt stimulus. Three to six trials were conducted for each fish. Data obtained from same 
fish are vertically aligned.  
g Population data for the counter-roll angular velocity of the head. Box plots are shown on the 
right. This is the same fish as in d and e. p = 0.04 (two-sided Wilcoxon rank-sum test) 
h Comparisons of head roll angles at 4 s. The same data as in d–f. p = 0.0005 (two-sided 
Wilcoxon rank-sum test) for intact vs. pectoral fin-removed, p = 4.8 × 10-6 (two-sided 
Wilcoxon rank-sum test) for intact vs. swim bladder-deflated. 
i Frontal view photo of the experimental setup for filming fish behaviors in the head-
embedded condition upon roll-tilt stimuli. 
j Population data of the body bend angles in head-embedded fish. The body bend angles for 
each trial were measured at 0, 2, 4, and 6 s from the onset of the roll-tilt stimulus. Forty-nine 
trials from eight fish (five to eight trials for each fish) are shown. Data obtained from the 
same fish are vertically aligned. Box plots are shown on the right. 
k Body displacement caused by the VBR. Snapshots of the fish before and during the VBR. 
The fish images are the same as those in Figure 1d. In both images, yellow dashed lines 
denote the fish midline before the VBR. White dashed circles indicate the swim bladders. 
Orange arrows show displacement of the corresponding body regions. The head and caudal 
body move toward the contraction side while the body around the swim bladder moves to the 
stretched side. 
l Simplified schematic of body displacement caused by the VBR. Yellow dashed lines denote 
the midline before the VBR. Magenta and cyan circles indicate the center of mass (COM) and 
center of volume (COV), respectively. The COM position in the absolute coordinate does not 
change during the VBR, while the COV position moves to the stretched side. 
 
Box plots in d–h, j: Boxes represent the interquartile range (IQR) between the first and third 
quartiles and the line inside represents the median. Whiskers denote the lowest and highest 
values within 1.5 × IQR from the first and third quartiles, respectively. 
Scale bars, frontal images in b 200 μm; dorsal images in b, k 500 μm 
Source data are provided as a Source Data file. 
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Supplementary Figure 2. Characteristics of TAN neurons and the performance of the 
widefield-version of the tiltable objective microscope 
a, b Single-cell morphologies of TAN neurons revealed by electroporation of rhodamine-dye. 
Maximum intensity projection of confocal stacks of dorsal view images. Dashed lines indicate 
the midlines. Rostral is to the top. Lateral is to the left. a: A TAN neuron with an ascending 
axon. Similar data was observed in 2 fish. b: A TAN neuron with a bifurcating 
(ascending/descending) axon. Similar data was observed in 6 fish. 
c Neurotransmitters properties of evx2-positive TAN neurons, as revealed by crossing 
Tg(evx2:GFP) to RFP-expressing marker transgenic fish lines for the following 
neurotransmitter phenotypes: Tg(vglut1:RFP), Tg(vglut2a:RFP), Tg(glyt2:RFP), and 
Tg(gad1b:RFP). vglut1 and vglut2a are markers for glutamatergic neurons, glyt2 is a marker 
for glycinergic neurons, and gad1b is a marker for GABAergic neurons. Yellow arrowheads 
show the overlap of fluorescence. Dorsal views of confocal stacked images. 
d Frontal (left) and lateral (right) views of the widefield-version (non-confocal-version) of the 
tiltable objective microscope for Ca2+ imaging of TAN neurons during roll tilts. 
e Image (merge of the green and red channels) of Tg(evx2:Gal4; UAS:Dendra2) after a partial 
photoconversion of Dendra2. 
f Time courses of ΔR/R0 in the left and the right TAN neurons in response to a roll tilt. 
Scale bars, a, b, e 50 μm; c 20 μm 
Source data are provided as a Source Data file. 
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Supplementary Figure 3. Characterization of Ca2+ responses of nMLF neurons upon 
roll-tilt stimuli 
Overall, 330 neurons from ten fish were analyzed. Neuronal identities (MeLr, MeLc, MeLm, 
MeM, and others) are shown in the right-hand side box in a. 
a Comparison of maximum ΔR/R0 during ipsi-up and ipsi-down tilts for each neuron. The 
black and gray dashed lines indicate 0 and 0.1 of maximum ΔR/R0, respectively. Neurons 
with a maximum ΔR/R0 that was above 0.1 were judged to be active. 
b Soma positions of medio–lateral and rostro–caudal axes are aligned based on the midline 
and the position of MeLm. 
c, d Graphs showing the maximum ΔR/R0 during ipsi-up tilts (Y-axis) vs. the medio–lateral 
position (X-axis in c) and the rostro–caudal position (X-axis in d). 
e Graph showing maximum ΔR/R0 during ipsi-up tilts vs. the dorso–ventral position. The 
dorso–ventral positions of the neurons are categorized into four groups based on their relative 
position to MeLr and MeM (see Methods for details of the alignment). Boxes represent the 
interquartile range (IQR) between the first and third quartiles and the line inside represents the 
median. Whiskers denote the lowest and highest values within 1.5 × IQR from the first and 
third quartiles, respectively. z1: n=143 cells, z2: n=130 cells, z3: n=27 cells, z4: n=30 cells z1 
vs. z2: p = 0.0057; z1 vs. z3: p = 0.0072; z1 vs. z4: p = 2.7 × 10-6; z2 vs. z3: p = 0.44; z2 vs. 
z4: p = 0.0028; z3 vs. z4: p = 0.65 (two-sided Steel Dwass test) 
Source data are provided as a Source Data file. 
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Supplementary Figure 4. Characterization of nMLF neurons labeled in 
Tg(pitx2:Dendra2) fish 
Top: Confocal stacked image of Tg(pitx2:Dendra2). Bottom: nMLF neurons were labeled in a 
retrograde manner by injecting rhodamine-dextran into the rostral spinal cord. The three 
panels are expanded images that correspond to the white dashed box in the top panel. Dots in 
the middle panel indicate the rhodamine-labeled nMLF neurons that are positive for Dendra2 
fluorescence. Scale bars: 50 μm 



12 
 

  



13 
 

Supplementary Figure 5. Anatomical characterization of PHMs and Ca2+ imaging of 
slow-type PHMs 
a Lateral view of the confocal stack image of Tg(smyhc2:loxP-RFP-loxP-DTA; α-actin:GFP) 
fish. PHMs consists of three segments: rostral, middle and caudal segments. White dashed 
circle denotes the swim bladder. R, rostral; C, caudal; D, dorsal; V, ventral. 
b Cross-section view at the position of the yellow line in a. M, medial; L, lateral. 
c Lateral view photograph of the experimental setup for both Ca2+ imaging and behavioral 
imaging. Light paths for Ca2+ imaging and behavioral imaging are shown in green and 
magenta lines, respectively. 
d Lateral view of the confocal stack image of Tg(pitx2:Dendra2; smyhc2:loxP-RFP-loxP-
DTA) fish. pitx2 is expressed at slow-type PHMs. 
e Image of Tg(pitx2:Dendra2) fish after a partial photoconversion of Dendra2. Ventral view of 
the area around PHMs. Green and red channels are merged. Slow-type PHMs are located at 
the lateral sides of fish (dashed blue lines) and are separated into three segments. 
f Time course of ΔR/R0 in each segment of slow-type PHMs in response to a roll tilt. 
g Maximum ΔR/R0 in each segment of slow-type PHMs during tilt. 42 dots (left and right 
side) in each segment, 21 trials from five fish. 
h Bursts of rhythmic spontaneous activities in slow-type PHMs. 
Scale bars, a, d, e 100 μm; b 50 μm 
Source data are provided as a Source Data file. 
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Supplementary Figure 6. Ca2+ imaging of fast-type PHMs and anatomical 
characterization of PHM motoneurons 
a Fluorescent images of Tg(α-actin:tdTomato-jGCaMP7f) fish. Left, lateral view. Red 
fluorescence and transmitted light images are merged. Right, ventral view of the area around 
PHMs (“imaging area” in the left panel). Green and red channels are merged. Fast-type PHMs 
are located at the lateral sides of fish (dashed blue lines) and are separated into three 
segments. 
b Time course of ΔR/R0 in each segment of fast-type PHMs and the body bend angle in 
response to a roll tilt. 
c Pairwise comparison of the maximum ΔR/R0 in each segment of fast-type PHMs between 
ipsi-down and ipsi-up tilts (three fish). Average values of three trials are shown for each fish. 
d Optical backfill (from green to red) of motoneurons innervating the middle and caudal 
segments of PHMs in Tg(vachta:Gal4; UAS:Kaede) at 5 dpf. M6 and M7 indicate the 6th and 
7th muscle segments, respectively. 
Scale bars, a 200 μm; d 100 μm 
Source data are provided as a Source Data file. 
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