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研究成果の概要（和文）：測光パッチ電極システムを海馬に適用し、最適化した。細胞内カルシウム信号および
シータ波などの神経電気活動のどのような側面がアルツハイマー病の認知機能を反映しているかを探索した。背
側CA1野において、歩行による集合的な細胞内カルシウム増加が脳波におけるガンマ振動などの高周波域増強に
随伴すること、3xTg-ADモデルではこの随伴性は低く、高周波帯域の脳波活動そのものもまた低下していること
を見出した。認知能力の優劣に対して高周波帯域パワーをプロットしたところ、認知能力と高周波パワーが相関
していることが解った。電顕レベルでの海馬における興奮性シナプスの密度と認知能力に負の相関がみられた。

研究成果の概要（英文）：The photometric patch electrode system, originally developed for recording 
from the avian auditory system, has been applied to the rodent hippocampus and fine-tuned. Instead 
of the original auditory stimulation, spontaneous walking on a treadmill that elicits theta waves 
was used to evoke electrical signals of neuronal origin in the hippocampus. We discovered that the 
high-frequency gamma component in the theta wave accompanies a large calcium transient in wild-type 
but not Alzheimer’s model mice. Cognitive performance measured with the Morris water maze is 
correlated well with the high frequency theta power at 150-250 Hz. The density of hippocampal 
excitatory synapses, as measured by EM, was revealed to correlate inversely with the cognitive 
score. An exuberance of unsynchronized excitatory synaptic volley was implicated for a basis of 
cognitive impairment.

研究分野：神経生理学・神経解剖学・行動薬理学

キーワード： アルツハイマー病　モデルマウス　測光パッチ電極　細胞内カルシウム　シータ波　海馬脳波　認知行
動テスト

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海馬の属する辺縁系など脳の深部において、動物行動に起因する脳波活動など脳由来の集合的神経原性電気活動
とそれに随伴する集合的細胞内カルシウム増加を同時記録した例は本研究が世界初である。脳の深部に至るほど
カルシウム測光は困難になるが、本研究では測光パッチ電極法により克服した。アルツハイマー病モデルにおい
て、海馬脳波の高周波成分が認知機能と相関することを見出した。認知異常の背景としてアルツハイマーモデル
マウスにおける興奮性シナプスの形成過剰と非同期な細胞内カルシウム流入が示唆され、治療法開発への端緒を
得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）アルツハイマー病（ＡＤ）の療法として普及しているのは対症療法であり、AD
の病因に基づく治療法ではない。初期アルツハイマー病(AD)のヒト患者およびマウスモ
デルでは、原因物質である不溶性アミロイド β（Aβ）沈着に先だって可溶性の細胞内 Aβ
が高濃度化する。我々はこの細胞内 Aβの蓄積により大脳皮質錐体細胞で BK型カリウ
ムチャネルが抑制されること、そして BKチャネル抑制は活動電位の幅（持続時間）を
延長して、細胞内カルシウム濃度の大きな上昇を招くことを見出した。さらに、BK チ
ャネル活性化剤の脳室慢性投与で認知症状の改善を実証した。次いで、低侵襲の光刺激
を 4週間連日施行すると BKチャネルを活性化し、認知症状にも改善が見られた。 
 
（２）我々の用いている光刺激がモデル動物認知症状を改善し、治療可能性を示唆して
いるにもかかわらず、改善の神経生物学的メカニズムは未解明だった。メカニズムの解
明は単に治療手段としての光刺激の基盤を強化するだけでなく、シナプス可塑性とカル
シウム過剰による細胞死を巡る基礎脳科学上での未解明問題に解決の糸口を与える可
能性が高い。特に、細胞内 Aβによる BKチャネル抑制がどのようにして認知異常を導
くかのメカニズム解析は、細胞内カルシウムの生理シグナルとしての生体効用と病理的
な不利益作用の境界がどのように決められるかの理解につながる。 
 
（３）動物個体脳におけるカルシウムイメージングと電気生理の同時記録は、2光子レ
ーザー顕微鏡法による高解像度の画像解析が広く使用されているが、大脳新皮質の表面
から 500μmまでの計測が限界であり、本研究で対象とする辺縁系は解析できない。一
方、測光パッチ電極法は神経細胞の電気活動および光応答を記録する電極であり細胞イ
メージングではないが、電極を通して蛍光測光することで光学解析の深部限界を克服で
きる。大脳皮質表面に限定されて来たこれまでのシグナル分子動態解析の研究領域を脳
組織深部にまで拡張することができる。測光パッチ電極システムはすでに組立が完了し
て稼働しており、トリ大脳においては同時記録できることが証明されていた。本研究で、
これを辺縁系に応用できる条件が整っていた。測光パッチ電極はパッチ電極として神経
組織から電気活動を記録すると同時に、蛍光の励起および記録が可能であり、さらに電
極先端から各種リガンド、受容体拮抗薬、あるは Aβの溶液を局所注入できる。 
 
２．研究の目的 
（１）測光パッチ電極システムを辺縁系の深部脳に導入し、細胞内カルシウム測光計測
と電気生理学的計測が同時施行できるように改良セットアップする。本研究以前はトリ
大脳から記録しており、より深い構造への蛍光誘導およびそこからの蛍光導出を円滑に
行うために電極を最適化する。改良版を駆使して ADモデルマウス海馬において細胞内
Aβ による BK チャネル抑制がもたらすカルシウム上昇のダイナミクスを調べ、細胞内
カルシウム上昇の量や様態がシナプス増強、シナプス抑圧あるいはニューロン死のいず
れに対応する程度であるかを検討する。 
 
（２）海馬ニューロン活動と連動する細胞内カルシウム増加・回路網活動としての海馬
脳波・認知行動の三者間関係を解明することが、細胞内 Aβが BKチャネル抑制を通し
てカルシウム恒常性を乱して認知異常を導くメカニズムを解明する鍵と考えた。実験手
段として、海馬の位置する脳深部で細胞内カルシウム測光計測ができる測光パッチ電極
法を導入し、これは電極でもあるため測光と同時に脳波記録のできる利点を生かして、
歩行中の ADモデルマウスから海馬 θ波を計測することにした。マウスの認知能は測光
に先立ってモリス水迷路で評価する。こうして単に分子（イオンチャネル）と行動の二
者を関連付ける段階から、θ波測定による回路活動評価を中間層として挟んでメカニズ
ム解明へと進む条件がようやく整った。カルシウム測光・海馬 θ波・認知機能の三者を
ADモデルマウスと野生型マウスの２グループで比較することにより、三者の関連性が
どのように異なるかを解明する。 
 
（３）ADの症状としては認知症状以外に情動症状が知られている。カルシウム測光・



海馬 θ波・認知指標に替えて、カルシウム測光・海馬脳波・情動指標の三者関係が、測
光パッチ電極法でも検出可能かを調べる。ADに特徴的と考えられる情動症状が実際に
ADモデルマウスで確認できるかを調べ、次いでその神経生物学的背景を探る。その情
動指標とカルシウム測光データおよび海馬脳波との関連性を明らかにする。こうして測
光パッチ電極法の有用性の広さを明らかにし、適用範囲を広げることをめざす。 
 
３．研究の方法 
（１）測光パッチ電極システムを海馬に適用し、測定を最適化する。マウス海馬はトリ
大脳に比べて脳表面からの深度が大きい、電極直径も小型化せざるを得ない、神経活動
を起こさせるにあたってはトリ大脳（聴覚系 Field-L）のように感覚刺激で直接刺激す
る手法が採用できない、などの困難点を解決して計測システムをチューニングする。 
 
（２）海馬からの細胞内カルシウム信号および神経電気活動を同時記録できるようにな
った測光パッチ電極システムを使って、細胞内カルシウム信号または神経電気活動、ま
たは両者のどのような側面がアルツハイマー病の認知機能を反映しているかを探索す
る。そのため、認知テストによってアルツハイマーモデルマウスおよび野生型マウスの
認知能力を予めスコア化した後に、トレッドミル走行速度、集合的細胞内カルシウム増
加、脳波の各周波数成分におけるパワーを同時記録し、これらパラメーター間のどこか
において相関性を見出す。 
 
（３）測光パッチ電極法の海馬における適用範囲を広げる。背側海馬は認知機能に、腹
側海馬は情動機能に割り振られている。アルツハイマー病が進行すると認知症状にさら
に情動症状が重畳する。アルツハイマー病に伴う認知異常に比して、情動異常に関する
病態生理解明は遅れている。マウスの情動をスコア化した後に、細胞内カルシウム信号
および神経電気活動を同時記録することで情動スコアとの間での相関性を見出す。さら
には、適用範囲を海馬に留めず、深部組織における細胞内カルシウム信号および神経電
気活動を同時記録ができるという長所を生かすため、海馬以上に深部ないし内部に包ま
れた組織である脳幹も記録対象になりうる可能性について探索する。 
 
 
４．研究成果 
（１）測光パッチ電極の原型となるガラス管パッチ
電極のテーパリング形状を様々に変えること、およ
び先端近傍における電極壁の屈折率をシルガード塗
布の多寡を試すことにより最適化することにより、
測光パッチ電極によって海馬 CA1 野へ供給される
光量を飛躍的に増加させることができた。測光色素
に関しては、エステル型のカルシウム感受性色素の
海馬内投与に替えて、カルシウム感受性タンパク質
GCAMP を持続的発現させることにより高濃度化つ
まり高感度化が図れるようになった。電気活動の誘
発に関しては、覚醒歩行中マウスを頭部固定のまま
トレッドミル歩行させてシータ波を活発に起こさ
せ、同時に測光パッチ電極からカルシウム蛍光測光
と電気記録を行う手法を開発した（図１)。こうして
背側 CA1野において、歩行による集合的な細胞内カ
ルシウム増加と海馬ニューロンの集合的電気活動に
おける周波域成分との関連性を調べる方法を確立さ
せた。 
 
（２）背側 CA1野において、歩行による集合的な細
胞内カルシウム増加が脳波におけるガンマ振動など
の高周波域増強を随伴すること（図２）、この随伴
は 3xTg-ADモデルでは弱く、高周波帯域の脳波活動

図１：回転トレッドミル上を歩いて
いるＡＤマウス。頭部を固定し測
光パッチ電極を刺入。頭部から
上方にかけての高輝度ハロー
はレーザーの漏洩。 



そのものが低下しているこ
とを見出した。測光パッチ電
極法による計測前にモリス
水迷路テストを施行したと
ころ、同じモデルマウスとい
えども認知能力に優劣があ
って優れたものは野生型に
遜色ない学習成績を示した。
認知能力の優劣に対して高
周波帯域パワーをプロット
したところ、認知能力と高周波パ
ワーが相関していることが解っ
た。高周波シータ波を 150-200 
Hz と 200-250 Hz の２つの帯域
に分けて解析したところ、いずれにおいても、高周波帯域パワーの増大と、モリス水迷
路における認知指標であるゴール到達時間との間に相関がみられた。これは野生型と
3xTgマウスに共通して観測され、相関係数においても両グループで違いはなかったが、
3xTgでは両指標においてより低いスコアを呈した。 
 
（３）認知能力と高周波パワーの関連、および高周波パワー増強時に細胞内カルシウム
増加もまた増強される現象（図２）のメカニズムを探るひとつのアプローチとして、電
顕レベルで海馬シナプス密度を調べた。シナプス密度と認知能力に相関がみられた。高
密度ほど認知能力が低くなる相関性が見出されたが、これは一般にアルツハイマー患者
でもモデルマウスでも皮質ニューロン興奮性が高まっていることと一致し、シナプス密
度が高すぎるために高周波脳波の同期性が薄まってパワーが低下し、その際の細胞内カ
ルシウム増加もまた同期性低下のために随伴性が低下すると解することができる。シナ
プス数を増やすことよりも、むしろ異常に高まったシナプス密度を低下させることがア
ルツハイマー病治療に結びつくことが示唆される。 
 
（４）情動に基づく強化学習である能動回避反応において、モデルマウスでは恐怖反応
が誇張されていた。その形態的背景として、腹側海馬から下辺縁皮質への投射において
シナプス分布の分散希釈化が見出された。背側海馬での認知スコアとしてのモリス水迷
路に替わる指標として、腹側海馬では能動回避反応スコアを従属因子に採用し、本法適
用で得られる高周波パワーと細胞内カルシウム増加を独立因子として採用して解析を
進める適用可能性が示唆された。第二に、カルシウム蛍光測光がこれまでインビボで試
みられたことのない深部組織において、測光パッチ電極法の適用できる先を探索する目
的で、特に脳幹で細胞内アミロイドベータの免疫組織学的な検索を行ったところ、頭頚
部筋の運動ニューロン核において多数の陽性細胞が認められた。脳幹運動ニューロンの
発火性を測光パッチ電極法で調べることにより、臨床的にアルツハイマー病との関連が
指摘されている随伴症状のうち、咀嚼障害などを測光パッチ電極法で解析できる可能性
が示唆された。 
 

図２：上から：海馬 CA1 での局所電場電位(LFP)、
LFP 周波数分布、GCaMP の Ca 信号、歩行速度。歩
行時の GCaMP 信号増大に合わせて高周波成分が
増強されている（灰色円）。 
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