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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、脳深部の神経回路を構成する多様な細胞活動を脳局所と全脳で生体
脳イメージングする事を実現し、同細胞群の活動により調節される神経回路の制御基盤とそれらが破綻し認知症
病態を生じるメカニズムの解明を目的とした。研究成果として、(1)生体光イメージングにより大脳回路におけ
るニューロンやグリア細胞の活動を画像計測する実験システムが構築され、(2)PETレポーターイメージング技術
を基軸とした全脳範囲での画像解析が実現された。また、(3)これら手法を利用して認知症モデル動物脳におけ
る回路病態の画像解析の実施に向けた着実な進展が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to establish an in vivo imaging platform to 
analyze multicellular activities in neuronal circuits for dissecting brain function and dysfunction.
 We first developed an experimental system to visualize the cellular activities of neurons and 
astrocytes in the cerebral cortex using calcium imaging-based analysis. In addition, we also 
established PET reporter imaging techniques in combination with systemic injection of AAVs with 
serotype PHPeB which enables to conduct of whole brain macro-imaging of cellular distributions and 
activities. Finally, utilizing a mouse model for tauopathies, we examined the abnormal cellular 
activities in the brains of these animals. 

研究分野： 病態神経科学

キーワード： 光イメージング　PETイメ―ジング　回路　炎症　認知症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の成果として、ニューロンやアストロサイト細胞活動の相互作用を脳局所と全脳でイメージングを基軸と
した手法により調べる研究プラットフォームが構築された。また、タウ蓄積を呈する認知症モデルマウス脳にお
いて、回路を構成する細胞群の中で特に抑制性ニューロンやグリア細胞の機能に障害を生じるている可能性が明
らかとなった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病に代表される認知症を呈する多くの神経変性疾患では、タウと呼ばれ

る微小管結合タンパク質が脳内に凝集・沈着して中核病変を形成し、それに付随する進行
性の脳萎縮が観察される。疾患発症メカニズムの全容は未だ解明されていないが、タウ凝
集体形成に伴う神経毒性が引き金となり、神経炎症や回路機能の障害を生じながら神経変
性に至る病態カスケードが提唱されている。脳回路における情報処理はニューロンやグリ
ア細胞など多様な細胞活動により複雑な制御を受けているが、こうした多細胞活動がどの
ように協調し回路機能や動物行動に影響を及ぼしているのかほとんど解明されていない。
従って、病態脳で生じる神経炎症と回路障害を理解する上でも、脳局所や全脳範囲で多細
胞活動を生体イメージングする技術を確立し、回路の制御基盤の理解と認知症病態におけ
る破綻メカニズムの両側面より解明を試みる必要があると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、脳深部の神経回路を構成する多様な細胞活動を脳局所と全脳で生体脳

イメージングする事を実現し、同細胞群の活動により調節される神経回路の制御基盤とそ
れらが破綻し認知症病態を生じるメカニズムの解明を目的とした。具体的には、(1)大脳回
路における細胞活動の画像計測、(2)レポーター技術による細胞活動の全脳イメージング、
(3)上記手法を利用した認知症モデル動物脳における回路病態の画像解析、の実現を目指し
た。 
 
 
３．研究の方法 
(1)大脳における多細胞活動の画像計測 
大脳回路を構成するニューロンやグリア細胞など多様な細胞活動の蛍光イメージング法

を確立し、知覚刺激など回路への入力情報がどのような多細胞応答として画像計測される
か検討した。細胞活動の指標としては、使用実績がある Syn プロモーター制御下でニューロ
ンの Ca2+イメージングによる検討を進めつつ、興奮性ニューロンや抑制性ニューロンの細胞
活動を区別しながら画像解析をする目的で Syn、CaMKII、Dlx など複数種類のプロモーター
制御を組み合わせた発現誘導法も取り入れながら、細胞選択性や発現効率も幅広く検討し
た。また、細胞活動を反映し得る指標の拡張を図り、多色イメージングにも対応した細胞内
Ca2+濃度や cAMP 濃度、ATP 濃度など複数パラメータについても幅広く検討した。初代培養神
経細胞を用いて特性を検討した後、二光子顕微鏡を用いた生体脳イメージングで更なる有
用性を検討した。 
 
(2)細胞活動の全脳イメージング 
細胞選択的に働くプロモーター制御下で、ニューロンやアストロサイトにレポーター分

子を全脳範囲で発現誘導して細胞群を標識し、ポジトロン断層撮像法(PET)で細胞分布や活
動状態を画像解析する手法の確立を検討した。全脳範囲へ遺伝子を導入する方法として、血
液脳関門を透過可能とする血清型 PHPeB でパッケージングしたアデノ随伴ウイルスベクタ
ーによる静脈投与法の有用性を検討した。また、活動ニューロンの標識法としては、最初期
遺伝子 cFos プロモーター制御下でレポーター分子を発現誘導可能な遺伝子を導入しておき、
知覚刺激や化学遺伝学的に活性化されたニューロン群を二光子顕微鏡や PET 画像のシグナ
ル変化として捉えられるか検討した。一方、アストロサイト選択的でかつ活動依存的に発現
誘導できるシステムは開発が進んでいなかったため、一般に汎用される GFAP プロモーター
を利用した際にアストロサイト活動状態をどの程度の発現変動として捉えられるかどうか
検討を進めた。 
 
(3)認知症モデルマウス脳における回路病態の画像解析 
ヒトタウ変異型遺伝子を過剰発現する rTg4510 系統トランスジェニックマウスを認知症

モデルマウスとして活用した。同モデルマウス脳では、タウ病変が形成され脳萎縮や細胞死
が生じることに先行し、神経炎症や回路 E/I バランス異常が生じることが明らかとなって
いる。そこで、病態が進行する早期と後期で興奮性ニューロンや抑制性ニューロン、アスト



ロサイトの細胞活動にそれぞれどのような異常が生じるのか、二光子顕微鏡による生体イ
メージングを実施する事で画像解析を試みた。また、タウ病変進行に伴う全脳範囲でのニュ
ーロンやアストロサイトの細胞活動を画像描出するため、レポーターイメージング法によ
る画像解析を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1)大脳神経回路における細胞活動の画像計測 
細胞選択的プロモーター活性に依存して蛍光

タンパク質の発現誘導を可能とするアデノ随伴
ウイルスベクターを調整し、初代培養神経細胞や
マウス大脳皮質に遺伝子導入する事を通じて、細
胞選択性や発現誘導の効率を評価した。その結
果、CaMKII、Dlx、及び GFAP プロモーターを適切
な血清型と組み合わせて活用する事で、興奮性ニ
ューロン、抑制性ニューロン、アストロサイトに
それぞれ遺伝子導入し標識できる事が実現され
た。そこで、興奮性と抑制性ニューロンに赤色蛍
光タンパク質を発現させて標識し区別しつつ、Syn プロモーター制御下でカルシウムセンサ
ー蛍光蛋白質 GCaMP6 を大脳皮質の各細胞に発現させ二光子顕微鏡による生体イメージング
を実施した。その結果、知覚刺激や遺伝学的操作によっていずれの細胞群も活動が賦活化さ
れる様子を画像計測できる事が実証された。一方、最初期遺伝子プロモーター制御下でレポ
ーター分子を発現誘導する方法を検討するため、改良型 cFOS プロモーターRAM 制御下で
d2Venus を発現誘導できるウイルスベクターを調整し大脳皮質の体性感覚野に遺伝子導入
した。その結果、知覚刺激や遺伝学的に活性化されたニューロン群では 12～24 時間の時間
経過で d2Venus 発現が誘導され、活動ニューロンを標識できる事が明らかとなった(図 1)。 
 
(2)細胞活動の全脳イメージング 
ポジトロン断層撮像法(PET)で画像描出が可能

な ecDHFR タンパク質をタグとして付加したレポ
ーター分子を神経細胞に遺伝子導入し、[18F]FE-
TMPを利用したPETレポーターイメージング法も
確立した(図 2A)。また、標的細胞に全脳範囲で
遺伝子発現を誘導する方法を検討する中で、血液
脳関門を透過可能なアデノ随伴ウイルスベクタ
ー血清型 PHPeB を静脈より投与することにより、
簡便かつ安定して遺伝子改変マウスを作製でき
る事が実証された(図 2B)。同手法の最適化を図
る目的で、マウス遺伝子背景やウイルス力価と導
入効率の相関、発現分布、プロモーター発現効率
などの項目を検討し、ニューロンやアストロサイ
トなど全脳範囲で細胞選択的に遺伝子導入でき
る目途が得られた。そこで、両手法を組み合わせ
て活用し、RAM や GFAP プロモーター制御下で
ecDHFR-EGFP レポータータンパク質を全脳範囲
のニューロンやアストロサイトに発現誘導し
PET 画像描出を試みたところ、アストロサイトに
ついては画像化できる見込みが得られた(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 活動ニューロンの画像化 

 
図 2. 細胞活動の全脳イメージング 

 
図 3. アストロサイトの PET 画像化 



(3)認知症モデルマウス脳における回路病態の画像解析 
上記 2 項目で確立された技術をそれぞれ活用し、タウ病態を呈する認知症モデルマウス

脳における細胞活動を調べる手法として有用性を検討した。同マウス大脳における興奮性
と抑制性ニューロンの活動を二光子顕微鏡による生体イメージング解析したところ、抑制
性ニューロンで選択的に活動障害が生じている所見が見いだされた。電気生理学や組織学
的な解析など死後脳解析を通じて検討したところ、抑制性ニューロンのサブタイプの中で
特にパルバルブミン陽性の介在ニューロンに選択的障害が生じている所見が見いだされ、
その背景メカニズムとして神経炎症が寄与していることも示唆された。 
一方、同マウス脳における神経炎症を画像描出する事を目的に、GFAP プロモーター制御

下で ecDHFR-EGFP レポータータンパク質を全脳範囲のアストロサイトに発現誘導し、PET に
よる画像描出を試みた。その結果、正常マウスと認知症モデルマウスのいずれにおいても脳
内に放射性シグナルの分布を検出する事が実現された。認知症モデルマウスにおけるタウ
蓄積と炎症性アストロサイトの画像所見の比較を進めつつ、炎症性グリア細胞と抑制性ニ
ューロンの関連性について更なる発展的な検討を進めている。 
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