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研究成果の概要（和文）： 
無麻酔・麻酔状態のラットの頭部を固定して、視覚刺激を提示したときの一次視覚野の神経活
動を二光子励起機能的多ニューロンカルシウムイメージング法にて記録する実験系を確立した。
抑制性神経細胞が蛍光をもつラットを用いることによって、抑制性・興奮性神経細胞を区別し
た。記録中は、皮質脳波や瞳孔位置、ラットの様子をモニターした。方位選択性、方向選択性、
最大反応の大きさについて調べた結果、無麻酔・麻酔状態で異なる性質が確認された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I established a new experimental system to apply in vivo two-photon functional calcium 
imaging to adult rats in the unanesthetized/anesthetized, head-restrained condition. Using 
this system, I recorded responses in the visual cortex by visual stimulation. I used 
pigmented VGAT-Venus transgenic rats, in which GABAergic neurons express a 
fluorescent protein, and distinguished between inhibitory and excitatory neurons. During 
the recording, ECoG, the pupil of the eye, and behavior were monitored. I examined 
orientation selectivity, direction selectivity, and maximum responses, and revealed 
different properties between an unanesthetized and anesthetized condition. 
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１．研究開始当初の背景 
 

脳は、入力された情報を処理して出力する、
情報演算システムである。多数の神経細胞が
協調的にシステムとして作動することによ
って、幾多の特徴ある演算を実現している。
こうした高次な非線形演算は、興奮性、抑制
性のフィードバック・フィードフォワード型
回路などの多彩な局所回路を基礎とし、これ
ら局所回路が複雑に絡み合って多シナプス
を経ることによって実現しているが、その作
動原理についての知見は不十分である。これ
までの多くの研究は、細胞個々の応答として
個性ある要素から成る、細胞集団全体として
のマクロシステムを、要素を無視して一様化
して扱ったり、あるいは、システムから切り
離された要素を独立して扱ったりしていた。
システムは一様でなく、その機能も要素の単
純な線形和でない。したがって、一般に普及
している実験手法を用いて検討を続けても、
脳の情報演算システムの解明に迫るには限
界があった。 

そこで、研究代表者のこれまでの研究 
(Kimura R et al. 2007, SfN abst. 319.14) 
では、脳システムとして情報処理を担う多シ
ナプス回路をまとめて一つの巨大な演算子
と捉え、その演算子への入力情報を人工的な
電気刺激によって与え、機能的多ニューロン
カルシウムイメージング法 (functional 
Multineuron Calcium Imaging, fMCI) を用
いて、個性を保った状態で多数の神経細胞か
ら出力の発火活動を一斉に捉える実験系を
導入した。記憶獲得に重要な働きを担う海馬
ネットワークがどのような情報演算を行う
のかを、培養海馬組織切片を用いてまず検討
し、次にその情報演算が、記憶・学習の素過
程と考えられる可塑性を誘導することによ
って、どのように変化するのかを検討した。
どのような演算が行われたのかという演算
様式は、入力に対する出力の応答を比較する
ことによって明らかにした。これにより、海
馬ネットワークには多様な論理演算子が同
時に存在していることが明らかとなり、並列
分散型情報処理の様子が明示された。また、
入力刺激依存的に、短期的および長期的に演
算様式が変化することから、情報演算のスタ
イルの柔軟性が示された。個性ある要素と、
複雑集合体であるシステムという異なる次
元の実験データを系統立てて扱うための第
一歩になったと考えられる。 
 しかしながら、上記の研究は、脳組織標本
を用いた単純化した実験系での検討であり、
様々な脳領域との相互作用がなされ、自然な
稼動状態の生体脳で、どのような情報演算を
行っているのかは不明である。 
 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究は、脳組織標本を用いて単純化した実験

系における情報演算機構を検討した、研究代表者
のこれまでの研究を発展させ、脳が実際に生体中
でどのような情報演算を行っているのかを解明す
ることを目指すものである。生体脳から切り出し
た脳組織標本を用いた研究によって、情報演算の
根幹となる基本原理の理解は深まったが、様々な
脳領域からの入力を受け、自然な稼動状態の生体
脳で、その基本原理がどのように生かされ、利用
されているかが不明である。そこで、無麻酔のラ
ット個体動物を用いて、入力-出力相関が観察され
やすい一次視覚野 (V1) に焦点を当て、入力視覚
刺激に対する出力発火応答を検討する。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、まず、実験システムのセットアップ

を行った。麻酔状態に加えて、無麻酔状態におい
ても、生後 6-11 週齢の adult ラットの頭部を固定
した状態にて、視覚刺激を提示したときの神経活
動を V1 野より二光子励起機能的多ニューロンカ
ルシウムイメージング法にて記録する実験システ
ムを確立した。記録中は、埋め込み電極から皮質
脳波(ECoG)を記録し、瞳孔位置、ラットの様子も
モニターした。 
また、GABA 作動性の抑制性神経細胞が蛍光タン

パク質 Venus をもつ白色のラット(VGAT-Venus 
Wistar ラット)を、比較的視覚が発達した有色の
Long-Evans ラットにて戻し交配することによっ
て、有色で抑制性神経細胞が蛍光をもつラットを
新たに作成した。このラットを本研究で用いるこ
とによって、抑制性神経細胞の区別を可能とした。
また、カルシウム蛍光指示薬fura-2 AMに加えて、
ア ス ト ロ サ イ ト 特 異 的 な マ ー カ ー
Sulforhodamine101 で染色することによって、
fura-2 AM 陽性細胞を、興奮性神経細胞、抑制性
神経細胞、アストロサイトの三種類に区別するこ
とを可能にした。 
 機能的多ニューロンカルシウムイメージング法
によって、蛍光強度の変化として、多数の神経細
胞から同時に発火活動を捉えることができる。ま
た、単一細胞の空間解像度をもち、発火している
細胞、発火していない細胞の空間位置を直接的に
捉えることができる。さらに、無麻酔状態の個体
動物にこのイメージング法を適用することによっ
て、注意などの意識が働く自然な状態での神経活
動を記録でき、様々な脳領域から相互作用がなさ
れる状態での神経活動を記録できる。 
このように、より自然に近い状態で、生きた脳

から、細胞個々の要素と、それらを包含する複雑
集合体であるシステムという異なる次元の実験デ
ータを系統立てて扱うことが可能となった。 
 
 



４．研究成果 
 
 本研究では、まず、［３．研究の方法］に
記載したように、実験システムの立ち上げを
行った。麻酔状態のみならず、無麻酔状態の
ラットの頭部を固定した状態で、ある方向に
動く視覚刺激を提示したときの神経活動を、
V1 野のⅡ/Ⅲ層より二光子励起機能的多ニュ
ーロンカルシウムイメージングをすると同
時に、埋め込み電極から皮質脳波（ECoG）、
瞳孔位置、ラットの様子をモニターした。こ
れによって、様々な脳領域からの神経入力を
受け、自然な稼働状態の生体脳において、外
部から与えた視覚入力情報がどのように演
算され、出力されるのかということを検討し
た。 

まず、無麻酔状態のラットの V1 野の神経
細胞は、同じ視覚刺激を提示しても試行ごと
に異なる応答を示すことが明らかとなった。
そこで、この試行ごとの応答のばらつきが、
脳波から想定され、主に覚醒度に基づく、“脳
の状態”によって変化するのかどうかを検討
した。また、与える視覚刺激のコントラスト
を変えたときに、脳の状態依存的な試行間ば
らつきが変化するのかを検討した。この結果、
試行ごとの興奮性神経細胞の応答のばらつ
きは、脳の状態によって変化し、さらに、コ
ントラストを変えることによって影響を受
ける傾向が観察された。以上から、生体脳に
おいては、脳の状態依存的に入力情報の演算
様式の多様性を変化させ、また、入力情報が
多少変わるだけで、演算様式の多様性が変化
するが、多様性の変化の方向性は、脳の状態
依存的に異なるということが示唆された。 
 次に、視覚刺激を提示したときの、無麻酔
状態、および麻酔状態の V1 野の神経細胞の
応答を、それぞれ平均化することによって、
光反応性の各性質、方位選択性(orientation 
selectivity; OSI)、方向選択性(direction 
selectivity; DI)、最大応答の大きさについ
ての検討を行った。この結果、無麻酔状態と
麻酔状態で異なる性質が確認された。 

まず、方位選択性については、麻酔状態で
は、既報と同様に、抑制性神経細胞に比べて、
興奮性神経細胞は大きな値を示し、視覚刺激
のコントラストによって影響を受けなかっ
た。一方、無麻酔状態では、方位選択性のチ
ューニングが、興奮性神経細胞、抑制性神経
細胞ともに、コントラストに依存して変化し
た。一般的傾向として、視覚刺激のコントラ
ストが下がるにつれて、方位選択性のチュー
ニングはシャープになった。次に、方向選択
性については、無麻酔状態の興奮性神経細胞
は、麻酔状態に比べて強い方向選択性を示し
た。最大応答の大きさについては、麻酔状態
では、興奮性神経細胞と抑制性神経細胞で違
いがないが、一方、無麻酔状態では、抑制性
神経細胞の応答の大きさが、興奮性神経細胞

に比べて、大きな値を示した。以上から、無麻酔
状態と麻酔状態で、興奮性神経細胞、抑制性神経
細胞の光反応性は異なることがわかった。 
  
本研究から、脳の状態と入力刺激に応じて、V1

野の情報演算様式の多様性が変化し、さらに、試
行間の平均応答も影響を受け、集団として異なる
光反応性を示すことがわかった。また、興奮性神
経細胞と抑制性神経細胞の光反応性も異なる性質
があり、このような興奮性・抑制性神経細胞が協
調して働くことによって、全体として視覚刺激に
対する情報演算を、脳の状態と入力刺激に依存し
て行っていることが示唆された。 
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