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研究成果の概要（和文）：大脳新皮質の最深層である第６層は動物個体の運動中に神経活動が記録された例が少
なく、その神経活動と動物個体の運動を関連付けることは、大脳皮質研究の喫緊の課題の一つである。我々は、
動物の行動課題中に、一次運動野第６層の 2 光子多細胞機能イメージングを行った。赤色のカルシウム指示タ
ンパク質であるRCaMP1.07を用い、脳表から800マイクロメートルほどの第6層でも安定した記録が可能となっ
た。研究過程で開発した画像取得と揺れ補正の技術を用いた学術論文を発表した。

研究成果の概要（英文）：The functional significance of layer 6, the deepest layer, of the neocortex 
in animal behaviors is poorly understood because the recordings of neurons in layer 6 was rather 
limited in behaving animals. We performed two photon calcium imaging of layer 6 in the primary motor
 cortex of behaving mice. We established stable recordings of multiple single neurons in layer 6 
which were located ~800-micrometer deep from the brain surface, by using RCaMP 1.07, a genetically 
encoded calcium indicator. Throughout this research period, I wrote various scripts for image 
acquisition and motion correction, which were used in some published papers.

研究分野： 大脳皮質機能学

キーワード： 6層　大脳皮質　2光子カルシウムイメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
大脳新皮質は哺乳類の知性の源と考えられ
るが、その計算原理はいまだ明らかでなく、
さらなる研究が必要である。大脳新皮質の最
深層である第６層は動物個体の運動中に神
経活動が記録された例は少なく、その神経活
動と動物個体の運動を関連付けることは、大
脳皮質研究の喫緊の課題の一つであった。申
請者はこれまで、大脳新皮質第 6層への局所
回路内での入力を明らかにしてきた。さらに
局所回路外からの入力などの知見に基づき 1
次運動野第6層が自発行動課題へ抑制的な役
割を果たす可能性に思い至り、その検証を図
った。 
 
２．研究の目的 
 
動物の自発的前肢運動課題中に、一次運動野
第 6 層の 2 光子多細胞機能イメージングを
行い、一次運動野第 6層神経活動と自発的行
動の関係を解明する。特に、行動の抑制が起
きるような課題において、その神経活動との
関係を明らかにする。大脳皮質 6層において
は、投射先の異なる 2種類の神経細胞、皮質
視床投射ニューロンと、皮質間投射ニューロ
ンの存在が知られている。そのため、これら
を区別するために逆行性標識物質であるレ
トロビーズを視床あるいは第1次感覚皮質へ
注入することで、これら 2種類の細胞を区別
することのできる状態で神経活動を観察す
る。 
 
３．研究の方法 
 
マウスに自発的レバー引き行動を学習させ
る。レバー引き課題を学習したマウスを頭部
固定し、頭蓋の一次運動野直上に作られたガ
ラス窓から２光子顕微鏡で観察した（図 1）。
神経細胞の活動を可視化するためにカルシ
ウム指示性の蛍光タンパク質を用いた。蛍光
タンパク質は、アデノ随伴ウイルスベクター
を用いてニューロンに発現させた。取得した
行動データ及び神経活動データは数値計算
ソフトである MATLAB を用い、主に申請者自
身が書いたスクリプトで解析した。 

図 1：訓練中のイメージング 
 
 

４．研究成果 
 
第６層の 2 光子多細胞機能イメージングを
行う際に用いるカルシウム指示性蛍光タン
パク質には、赤色蛍光輝度変化により活動電
位発生時のカルシウム濃度変化を知ること
のできる RCaMP1.07 を用いた。 
 
RCaMP1.07 は 2 光子励起波長が 1100 nm 程
度と非常に長く大脳新皮質深層でのイメー
ジングが可能である。実際にヒトシナプシン
プロモーター制御化で発現させたところ、脳
表から 800－1000 マイクロメートル付近の
第 6層でも安定した記録が可能となった（図
２，３）。 

図２：第 6層での 2光子カルシウムイメージ
ング（1辺 500 マイクロメートル） 

 

図３：図２より抽出された代表的な 2細胞の
神経活動のパターン。スケールバー（縦）50%
輝度変化、（横）10 秒 
 
また、事前にレトロビーズを注入することに
より、投射先依存的な活動を観察することに
ついては、固定脳透明化技術により、カルシ
ウムイメージングを行った細胞について標
識の有無を判定することができた。注入され
たビーズは軸索より取り込まれ、一次運動野
第6層の皮質視床投射ニューロンと皮質間投
射ニューロンを標識できる。赤のレトロビー
ズを用いた場合、RCaMP と色が重なってしま
うという問題点があったが、撮影法を工夫す
ることにより、RCaMP と区別してイメージン
グすることに成功した。 



 
同時並行的に行動課題の開発を行った。自発
的運動課題により、6 層の神経活動を検索す
ることが目標であるが、行動の抑制との関係
を調べていくために、現状の課題では不十分
であることが分かってきた。自発的レバー引
きにおいては、レバー引き終了後に次のレバ
ー引きを開始するまでの時間を待ち時間と
定義して、この待ち時間に応じた報酬量を与
えるという課題が考えられる。この場合、マ
ウスは短い待ち時間と長い待ち時間を区別
して報酬を選択することが次第に可能とな
るが、自発的レバー引き課題においては、動
物が待っているのか、課題自体を無視してい
るのか明らかでないケースもしばしばみら
れることがわかった。そこで、レバー引き行
動よりも単純な舌舐め行動において、キュー
と待ち時間の存在下で適切なタイミングで
舌舐め行動を行うことができるかどうかを
検討した。350 msec の待ち時間を設定した場
合、訓練を進めるにしたがって、下舐め行動
の潜時が 400 msec ほどに収束していくこと
が分かり、キューを伴う待ち時間のある行動
課題を成立させることができた。 
 
より長い時間の待ち時間を設定した場合の
行動課題の詳細と行動時の神経活動につい
ては現在解析中である。 
 
本研究を進める過程で、オリンパス顕微鏡で
取られた画像を直接数値計算ソフトに取り
込むことができるスクリプトを開発し、学術
論 文 に 貢 献 し （ Kondo et al., eLife 
2017;6:e26839 DOI: 10.7554/eLife.26839; 
Ebina et al., Nature Communications 9）、
さらに一般公開した。 
（https://github.com/YR-T/oir2stdData） 
 
また、イメージング中の体動などに起因する
揺れを粒子フィルタという数値的な手法に
よって補正する技術を開発した。この技術に
よって、従来は見過ごされていた撮像平面に
垂直な揺れも補正した状態で神経細胞活動
を計測することが可能となった。その成果が
認められ、平成 29 年 3 月コニカミノルタ画
像奨励賞を受賞した。 
（ https://www.konicaminolta.jp/about/cs
r/contribution/corporation/research/fou
ndation/past_prize.html） 
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