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研究成果の概要（和文）：  
本研究では、抑制性ニューロンにだけ黄色蛍光たんぱく質を発現する遺伝子改変ラット

（VGAT-Venus ラット）もしくは遺伝子改変マウス（VGAT-Venus マウス）を用いた in vivo 二光
子励起機能的カルシウムイメージング法を覚醒下の大脳視覚野の脳機能イメージングに適用し、
覚醒状態における大脳皮質一次視覚野における興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの光反応
の研究を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, I applied in vivo two-photon functional calcium imaging of VGAT-Venus transgenic 

rats/mice, in which GABAergic neurons express Venus, a yellow fluorescent protein to the 
unanesthetized condition. And I analyzed response properties of excitatory and inhibitory neurons in 
the awakening brain function  
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１． 研究開始当初の背景  
大脳皮質神経経回路網は、大きく分けて、

興奮性ニューロン、抑制性ニューロンとグリ
ア細胞の３種類の細胞から成り立っている。 
この中で、近年、大脳視覚野神経回路網の

方位選択性といった視覚情報処理の機能発
現や大脳皮質視覚野回路網の眼優位可塑性
の機能発現に抑制性ニューロンの活動が大
きな役割を果たしていることが示唆されて
いる。 
しかしながら、今までの研究報告では、脳

全体に抑制性ニューロンの活動を阻害する
薬を投与したり、動物の視覚を遮断すること
で大脳皮質視覚野の活動を全体的に抑制す
ることでしか実験が行われておらず、具体的
に、実際の抑制性神経細胞のどのような活動
や機能が、大脳視覚野神経回路網の方位選択
性といった視覚情報処理の機能発現や大脳
皮質視覚野回路網の眼優位可塑性の機能発
現の何の役割を担っているのか、その詳細は
未だ明らかになっていない。 
さらに、眠気や注意と言った脳の内部状態

に抑制性ニューロンの抑制作用が作用し、覚
醒脳の機能に大きく影響を与えることが知
られているが、上述した大脳視覚野神経回路
網の方位選択性といった視覚情報処理の機
能発現や大脳皮質視覚野回路網の眼優位可
塑性の機能発現と同様、覚醒脳における大脳
皮質視覚野神経回路網の抑制性ニューロン
の機能について、その詳細は、明らかになっ
ていない。 
今まで、このような疑問が未解明のまま残

されてきた理由には、大脳皮質神経回路網内
に抑制性ニューロンの存在する割合が少な
いこと（大脳皮質ニューロン全体のおよそ２
０％）、また、従来行われてきた電気生理学
的な計測方法（例えば、微小電極法など）で
は抑制性ニューロンのような小型なニュー
ロンは補足しにくく、さらには興奮性ニュー
ロンと抑制性ニューロンの混在した少数の
神経活動をいわばブラインドでしか計測で
きず、各々の種類のニューロンを個別に判別
しながら同時に計測することは不可能であ
るという電気生理学的な計測方法の限界が
挙げられる。 
そこで、大脳皮質視覚野神経回路網におけ

る抑制性ニューロンの機能を明らかにする
ためには、神経回路網の動態、つまり、一つ
一つの興奮性ニューロンの活動とそれに結
合する抑制性神経回路の機能を神経回路網
内の個々のニューロンの空間的な配置と
各々のニューロンの機能の観点から、一つ一
つのニューロンの活動を計測できる分解能
を有した実験系で解析を行う必要がある。 
一方、近年の蛍光観察技術の発展により、

大脳皮質神経回路網内のニューロン活動を
観察する新しい方法が発展しつつある。その
中でも、二光子励起法を用いた二光子レーザ

ー走査型顕微鏡は、1990 年に Denk,Webb らによ
って生物試料を蛍光観察する新しい方法で、その
励起過程のユニークな特色から、試料に対する光
障害の少なさ、近赤外のレーザー光源を用いるこ
とによる試料の深部に達する断層的な蛍光観察な
ど、その有用性が注目されている。この方法と多
点電極計測装置や分子生物学的な手法の融合によ
って、複雑な大脳皮質神経回路網の解析に強力な
手段になることが期待されている。 
その中で、in vivo の脳標本において二光子レー

ザー走査型顕微鏡とカルシウム蛍光指示薬を用い
て、ニューロンが活動電位を発生する時に生じる
カルシウム上昇をモニターする新しい光学的大脳
皮質神経回路網内のニューロン活動の計測方法が
開発された（in vivo 二光子励起機能的カルシウム
イメージング法）。これを利用すれば、in vivo の
生理的な状態において、大脳皮質神経回路網内の
多数のニューロン活動の継時的計測及び、大脳皮
質神経回路網内に存在する各々のニューロンの空
間配置との相関解析などが同時に出来るので、こ
の in vivo二光子励起機能的カルシウムイメージン
グ法は、従来行われてきたニューロンの活動を一
個からせいぜい数十個のレベルで記録する電気生
理学的の限界を克服できる新しい脳機能法として
期待されている。 
そこで、本研究課題申請者は、2007 年に抑制性

ニューロン特異的に緑色蛍光タンパク質 EGFP を
発現する遺伝子改変マウスGAD67-GFP⊿neoマウ
ス に グ リ ア 細 胞 特 異 的 染 色 色 素
Sulforhodamine101 と EGFP/ Sulforhodamine101
とは二光子励起波長特性の異なるカルシウム蛍光
指示薬 Fura-2 を用いることによって、マウス大脳
皮質神経回路網内の興奮性ニューロン、抑制性ニ
ューロン、グリア細胞の三種類の細胞群を染め分
け、各々の細胞の活動を同時に計測することに成
功し、in vivo 二光子励起機能的カルシウムイメー
ジング法をさらに発展させ、この方法による大脳
皮質神経回路網の動態を解析への有用性を改めて
報告した。 
このような背景の下、今後、in vivo 二光子励起

機能的カルシウムイメージング法にさらに改良を
加え、大脳皮質神経回路網内の 3 次元に配置する
抑制性ニューロンと興奮性ニューロンの活動を同
時に捉え、大脳皮質神経回路網の動態を解析する
ことは、脳の機能発現のメカニズムを探求する上
で非常に重要な分野となってくることが予想され
る。さらには、今まで研究課題にすることが困難
であった覚醒脳へのアプローチの可能性が考えら
れ、高次脳機能の基盤となる注意や記憶・学習と
いった大脳皮質神経回路網の動作原理解明の突破
口となることが考えられる。 
        

２．研究の目的 
眠気や注意と言った脳の内部状態は、覚醒脳の

機能に大きく影響を与えることが知られており、
また、脳の可塑性にも大きく作用することが知ら
れている。しかしながら、その作用機序について、
大脳皮質神経回路網内の空間的な構造と機能の関



 

 

係や一つ一つのニューロンの分解能を有し
た大脳皮質神経回路網レベルでの解析はあ
まり進んでいない。さらに極最近になってそ
の作用メカニズムに抑制性ニューロンが関
与する抑制系神経回路の関与が注目される
ようになってきたことからも、覚醒の大脳皮
質神経回路網の動態を明らかにするために
は、興奮性神経回路の動態とそれに結合する
抑制性回路の機能を神経回路網レベルで探
求する必要性があると考えられる。 
そこで、本研究では、申請者が 2007 年に

開発した抑制性ニューロンにだけ蛍光タン
パク質を発現する遺伝子改変動物を用いた
in vivo 二光子励起機能的カルシウムイメー
ジング法を覚醒下のマウス大脳皮質視覚野
の脳機能イメージングに適用し、覚醒下の大
脳皮質神経回路網内の興奮性と抑制性ニュ
ーロンの活動を同時にイメージングする。こ
れにより、覚醒下のマウス大脳皮質視覚野に
おける大脳皮質視覚野神経回路網内の興奮
性ニューロンと抑制性ニューロンの活動の
同期生や光反応の方位（傾き）選択性を指標
に、脳内部の覚醒状態の違いによる神経回路
網の活動変動のメカニズム解明を目指すも
のである。 
 
３．研究の方法 
①in vivo 二光子励起機能的カルシウムイメ
ージング法の確立 
覚醒脳における抑制性ニューロンにだけ

黄色蛍光たんぱく質を発現する遺伝子改変
ラット（VGAT-Venusラット）もしくは遺伝子
改変マウス（VGAT-Venus マウス）を用いた
in vivo 二光子励起機能的カルシウムイメー
ジング法を覚醒下の大脳視覚野に適用し、覚
醒脳における興奮性ニューロンと抑制性ニ
ューロンの光反応を解析する。 
②覚醒状態における大脳皮質視覚野神経回
路網における抑制系の活動解析ならび機能
解明 

脳波計測や活動電位の細胞外記録などの
知見から、脳の覚醒状態の違いは、刺激の知
覚などに大きく作用し、それは各々のニュー
ロン群の同期活動性に作用していると考え
られている。そこで、脳の覚醒状態の違いに
よって大脳皮質視覚野ニューロン群の自発
発火活動の同期性はどのように変動するの
か、脳波と in vivo 2 光子励起機能的 Ca2+イ
メージングの同時計測によって明らかにす
る。そして、さらに同期活動の調節への関与
が示唆されている抑制系の機能を探るため、
興奮性ニューロン群と抑制性ニューロン群
の自発発火パターンなどにどのような違い
があるのか解析する。また、in vivo 2 光子
励起機能的 Ca2+イメージング計測後、免疫染
色法で、抑制性ニューロンをサブタイプ特異
的マーカー抗体で染色することにより、抑制
性ニューロンのサブタイプの違いは、機能的

な違いをもつのか詳細に解析する。 
③覚醒状態における興奮性ニューロンと抑制性ニ
ューロンの方位（傾き）選択性光反応の解析 
本研究申請者によって、麻酔下のマウス大脳皮

質視覚野では、抑制性ニューロン群は、興奮性ニ
ューロン群よりも特徴選択性が弱いことが示され
た(Sohya K, et al. J Neurosci. 2007.)。 

そこで、この麻酔下で示されたニューロンの反
応性は、脳の覚醒状態の違いによって修飾される
ことがあるのか、またあるとしたら、注意や覚醒
に関係していると考えられているアセチルコリン
などの物質によって作用されるのか、そのメカニ
ズムを解明する。 
 
４．研究成果 
覚醒下の大脳視覚野 2/3 層のニューロン群の in 

vivo 二光子励起機能的カルシウムイメージング法
は、麻酔動物の大脳視覚野 2/3 層のニューロン群
の in vivo二光子励起機能的カルシウムイメージン
グ法と比較し、非常に不安定で、安定して光反応
を記録できない点が問題視された。そこで、画像
ゆれ補正プログラムなどを作成し、色々な改良を
加え、安定した実験系を構築することが可能とな
るよう更なる改良を加えた。これにより、安定し
て覚醒下の大脳皮質視覚野から興奮性ニューロン
と抑制性ニューロンの視覚反応を同時に記録する
ことに成功した（第 33 回日本神経科学大会にて
発表）。 
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