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研究成果の概要（和文）：単一発火活動やシナプス入力に対応した神経細胞の微弱なカルシウム

シグナルを検出可能にするため、高性能な蛍光カルシウムプローブ（改良 G-CaMP および

R-CaMP）を開発した。また、光刺激プローブであるチャネルロドプシンをセロトニン（5-HT）
作動性 HSN 神経に発現させ、かつ GFP 標識 5-HT2A受容体、または改良 G-CaMP を HSN 神経

が投射する産卵筋細胞に発現させた線虫株の光刺激と蛍光可視化を同時に実施するための実験

系を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）：To enable detection of small calcium signals of neurons in response to single 
action potentials or synaptic inputs, we developed high-performance genetically-encoded fluorescent 
calcium indicators (improved G-CaMPs and R-CaMPs). We also established an experimental system for 
simultaneous photo-stimulation and fluorescence imaging of C. elegans expressing channelrhodopsin-2 
in the HSN neuron and GFP-labeled 5-HT2A or an improved G-CaMP in the vulval muscle. 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年ストレスによる精神疾患発症への関

与で注目されているセロトニン 2A（5-HT2A）
受容体は、中枢において感情・知覚等の制御
において重要な役割を果たしている Gq 蛋白
質共役型の細胞膜受容体である（J Pharmacol 
Exp Ther 79, 231, 1998）。受容体の細胞膜発現
量は時々刻々と変化している。実際にストレ

ス等の外界からの様々な刺激によって
5-HT2A 受容体の細胞膜発現レベルが変化す
る。例えば鬱病患者では、感情の脳内制御部
位の一つでもある海馬において、5-HT2A受容
体の細胞膜発現レベルの減弱が認められる
（Neuropsycopharmacol 29, 2235, 2004; Biol 
Psychiatry 55, 217, 2004）。同様に、ストレス
の反復負荷を与えたマウスやラットの海馬
においても、5-HT2A受容体発現レベルの減弱
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が報告されている（Brain Res 980, 169, 2003; 
Neuropharmacol 48, 204, 2005）。このことから
5-HT2A 受容体を介したストレスシグナルが
5-HT2A 受容体の膜発現レベルの減弱を起こ
して 5-HT2A 受容体を含有するシナプス特性
を大きく変化させ、情動が修飾される可能性
が考えられた。 
研究代表者と研究分担者である中井淳一

博士は、発火活動やシナプス入力といった神
経活動を生体レベルで蛍光イメージング解
析するためのツールとしての蛋白質性蛍光
Ca2+プローブを開発し、そのトランスジェニ
ックマウス等を作出して機能解析を行って
きた。我々が開発した G-CaMP （ Nature 
Biotechnol 19, 137, 2001）とその改良体の遺伝
子は現在国内外の 300 箇所以上の研究室で
使用されるまでに普及している。 
またもう一人の研究分担者である安藤恵

子博士は、線虫の各種遺伝子改変株を樹立し
て体系的に遺伝子機能の解明を進めてきた。 
 線虫は、神経機能の変化を生体レベルで蛍
光イメージング解析するための標本として
優れ、さらに遺伝子改変株を樹立するのにも
適している。ストレスに対する生体応答は高
等動物に限定されるものではない。僅かに
959 個の体細胞総数から成る線虫でもスト
レス応答の分子機構が生物の種を超えて保
存されていると推定される。 
以上のような背景から、本研究の着想に至

った。 
 
２．研究の目的 
 

5-HT 作動性神経シナプスにおいて、5-HT2A
受容体を介したストレスシグナルが 5-HT2A
受容体の細胞膜発現量やシナプス機能に対
してどのような影響を及ぼすのかを蛍光分
子イメージング法により解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) GFP標識5-HT2A受容体や各種プローブを
発現させた遺伝子改変線虫株の作出 
 
① 高性能な蛍光Ca2+プローブの開発 
 

遺伝子工学的手法を用いて、従来型の
G-CaMPに種々の変異を導入した改変体を多
数試作した。試作したプローブを大腸菌で発
現させて精製し、蛍光分光光度計および分光
光度計を用いて光学測定してin vitroでのプ
ローブ性能を評価し、有望なプローブを探索
した。 

有望なプローブのcDNAは動物細胞発現ベ
クターに組み込んでHeLa等の培養細胞にリ
ポフェクション法で導入した。ATP等のCa2+

上昇を誘発する試薬を投与し、その際の蛍光
変化を蛍光顕微鏡を用いて測定して培養細
胞でのプローブ性能を評価した。 

培養細胞の評価系でも有望と判断された
プローブはさらにラット海馬培養スライス
中の神経細胞に単一細胞電気穿孔法により
発現させた。パッチピペットを介した電流注
入により誘発させた活動電位に応答した蛍
光を共焦点レーザー顕微鏡で解析し、神経細
胞でのプローブ性能を評価した。 
 
② 遺伝子改変線虫株の作出 
 
 遺伝子工学的手法を用いて、線虫発現用プ
ロモーターを有する発現ベクターに GFP 標
識 5-HT2A 受容体（Proc Natl Acad USA 99, 
14470, 2002）や各種プローブの cDNA を組み
込んだコンストラクトを作製した。このコン
ストラクトを線虫雌雄同体の生殖巣にマイ
クロインジェクションして遺伝子改変線虫
株を作出した。 
 
(2) 線虫の光刺激と蛍光可視化 
 
 光刺激プローブであるチャネルロドプシ
ン（ChR2）を5-HT作動性神経に発現させ、
かつGFP標識5-HT2A 受容体や改良G-CaMP
を5-HT作動性神経が投射するシナプス後細
胞に発現させた線虫株を使用し、ChR2の光
刺激とGFP標識5-HT2A受容体や改良G-CaMP
の蛍光可視化を同時に実施した。光刺激時の
GFP標識5-HT2A受容体の局在や改良G-CaMP
の蛍光は共焦点レーザー顕微鏡で解析した。 
 
(3) 海馬神経細胞の光刺激と蛍光可視化 
 
 ChR2 と R-CaMP をラット海馬培養スライ
ス標本中の神経細胞に単一細胞エレクトロ
ポレーション法により発現させ、ChR2 の光
刺激と R-CaMP の蛍光可視化を同時に実施し
た。光刺激時の R-CaMP の蛍光は共焦点レー
ザー顕微鏡で解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 高性能な蛍光 Ca2+プローブの開発 
 

Ca2+感受性や蛍光シグナルを改善させるこ
とが報告されている既知の変異やランダム
変異を遺伝子工学的に導入した G-CaMP2 の
改変体を多数試作し、より高い性能を示すセ
ンサーを in vitro、HeLa 細胞および海馬神経
細胞の評価系で選抜した。その結果、Ca2+感
受性が高い改変体である G-CaMP6 や蛍光変
化量が大きい G-CaMP8 を見出すことに成功
した（図 1）。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1 従来型蛍光Ca2+プローブG-CaMP2への
変異導入により開発された改良型プローブ
G-CaMP6 と G-CaMP8 の構造と性能。 
(A) G-CaMP6 と G-CaMP8 の構造模式図。ア
ミノ酸変異はプロトタイプの G-CaMP2 を基
に記載した。(B) G-CaMP6 発現細胞の蛍光画
像。海馬培養スライス標本の CA3 野錐体細胞
に単一細胞エレクトロポレーション法で
G-CaMP6 を発現させた。(C) 誘発させた 1～6
回のスパイク活動（50 Hz）に対する各種
G-CaMP 発現細胞の細胞体におけるピーク
Ca2+蛍光変化(∆F/F)。（論文 2 の図を改変） 
 
 
さらに我々はスパインのCa2+変動を検出で

きる Ca2+プローブの開発に取り組んだ。前出
の高感度な Ca2+プローブ G-CaMP6 と actin を
遺伝子工学的手法で融合させた蛋白質であ
る G-CaMP6-actin を作製した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  G-CaMP6-actin によるスパイン内の
Ca2+活動の検出。 
(A) G-CaMP6-actin 発現細胞の蛍光画像。海馬
培養スライス標本の CA3 野錐体細胞に
G-CaMP6-actin を発現させた。視野内のほぼ
すべてのスパインに蛍光蛋白質の発現が確
認できる。(B) 歯状回に電気刺激を行った際
の典型的なスパインの Ca2+蛍光変化。上向き
矢印は刺激タイミングを示す。閾値下の刺激
では約半数のスパインが確率的にCa2+活動す
るのに対し、細胞体にスパイク活動を起こす
閾値上の刺激では、ほぼすべてのスパインで
Ca2+蛍光上昇が観測される。（論文 2 の図を改
変） 

 また G-CaMP と異なり赤色蛍光を発する
Ca2+プローブ R-CaMP1.07 を開発した（図 3）。
R-CaMP1.07 と ChR2 を同一の神経細胞に発
現させ、R-CaMP1.07 を 568 nmの光で励起し、
ChR2 を 488 nm の光で活性化したところ、
ChR2 の活性化によって誘発された人為的な
活動電位を R-CaM1.07 の蛍光変化として検
出することに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ChR2 の光刺激により誘発された細胞
活動の R-CaMP1.07 による検出。 
(A) 海馬 CA3 野の錐体細胞に R-CaMP1.07 と
ChR2 を同時に発現させた。(B) R-CaMP1.07
の蛍光可視化中に青色光刺激を行った。光刺
激によってスパイク活動が誘発され（下）、
それに伴って R-CaMP1.07 の蛍光強度が増大
した（上）。（論文 3 の図を改変） 
 
 
 R-CaMP と改良 G-CaMP の励起および蛍光
波長はほとんど重複しないため、R-CaMP と
改良 G-CaMP を用いてシナプス前・後の神経
活動性を異なる２波長で測定することが可
能になった。 
 
(2) 5-HT 作動性神経シナプスにおける GFP標
識 5-HT2A 受容体の局在とシナプス特性の変
化の解析 
 
 線虫の前進運動時には体壁筋に投射して
いる 5-HT 作動性神経の活動が亢進すること
が知られている。そこで野生型（WT）およ
び 5-HT 合成酵素欠損変異体（tph-1）の線虫
を用いて前進運動時における 5-HT 作動性神
経活動の関与を検討した。改良 G-CaMP を用
いて体壁筋のCa2+変動を可視化解析した結果、
tph-1 では Ca2+変動が低下していることが見
出された。このことから、tph-1 では 5-HT 伝
達不全により、シナプス後部の体壁筋におけ
る 5-HT 作動性神経シナプス機能が阻害され
て筋緊張が低下していることが考えられた。 

一方、線虫の産卵時には産卵筋に投射して
いる 5-HT 作動性神経（HSN 神経）の活動が
亢進することが知られている。産卵筋には
5-HT2A 受容体ホモログ（SER-1）が発現して
いる。そこで GFP 標識 5-HT2A 受容体を産卵
筋細胞に発現させることを試みた。その結果、
発現させた GFP 標識 5-HT2A受容体は細胞膜



 

 

に局在することが確認された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 線虫の産卵筋細胞に発現させた GFP 標
識 5-HT2A 受容体の局在。 
(A) GFP 蛍光像。(B) GFP 蛍光像と透過光像の
重ね合わせ。 
 
 
 次に HSN 神経細胞を人為的に興奮させた
時にシナプス後部の産卵筋細胞における
GFP 標識 5-HT2A 受容体の局在とシナプス特
性がどのように変化するのかを解析するた
めの実験系の構築を進めた。HSN 神経細胞に
は光刺激プローブ ChR2 を発現させ、産卵筋
細胞には GFP 標識 5-HT2A 受容体や改良
G-CaMP を発現させた。ここで ChR2 の光刺
激とイメージングを同時に実施したところ、
まず改良 G-CaMP の蛍光上昇が観測され、そ
の蛍光がピークに達した時に産卵行動が誘
発された。 
 現在、HSN 神経の光刺激による産卵筋
5-HT2A 受容体の局在変化について詳細な解
析を進めている。 
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