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研究成果の概要（和文）：	
 小脳による運動の制御、運動学習メカニズムを明らかにするために、

顕微鏡下で頭部固定に馴化させたマウスにおいて飲水運動や前肢レバー押し運動を課す運動課

題装置を作成し、マウスに効率的に学習を行わせることに成功した。また、小脳皮質の機能単

位である帯域構造と機能の関係を明らかにするために、小脳帯域を可視化できる遺伝子改変マ

ウスを開発し、帯域の境界が登上線維応答の同期性と１細胞レベルの空間的精度で相関してい

ること明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of cerebellar dependent motor control 
and motor learning, we have developed an efficient motor task apparatus for mice to 
perform licking and mechanical lever-pushing under head-fixed configuration. 
Furthermore, we have shown that synchrony of climbing fiber responses in Purkinje cells 
correlate with the longitudinal stripes of cerebellar cortex at single cell level. 
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１．研究開始当初の背景 
動物個体におけるホールセル記録や 2光子励
起イメージングによる単一ニューロンの機
能解析は主に麻酔下の動物において研究が
行われているが、麻酔薬が中枢神経系に与え
る影響を無視することはできず、それゆえ用
いる麻酔薬の種類によって得られる結果に
矛盾が生じることもしばしば見受けられる。

しかしながら、無麻酔覚醒時の動物において、
これらの解析を行うことは従来の方法では
非常に困難で、成功例は世界的に見てもごく
まれである。また、行動中の動物においては、
手法の開発に関する論文があるのみである。  
	
 これまで、麻酔下のラットおよびマウスの
小脳においてプルキンエ細胞のホールセル
記録と 2光子励起イメージングによって、小
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脳の感覚情報処理に関する解析を進めてき
た。しかしながら、小脳は運動の制御や運動
学習に重要なはたらきをしている領域であ
るため、その機能を明らかにするためには、
行動中の動物において２光子イメージング
などを用いた細胞レベルの機能解析が必須
である。そこで、本研究では、覚醒行動中の
マウスにおける小脳ニューロンからの２光
子イメージングやホールセル記録を行うこ
とを目的として研究を開始した。さらに、小
脳皮質は、微小帯域と呼ばれる矢状断方向に
伸びる帯状の構造を示し、これが機能単位と
なっていることが示唆されている。従って、
小脳皮質における機能−構造相関を明らかに
することが重要であると考えられている。 
 
２．研究の目的 
以上のような背景の下、覚醒行動中のマウス
において２光子イメージングを可能とする
ため、まず、顕微鏡下で頭部固定に馴化させ
たマウスにおいて飲水運動や前肢レバー押
し運動を課す運動課題装置を作成し、マウス
に効率的に学習を行わせることを第一の目
的とした。また、小脳皮質では、様々な分子
が矢状断方向に沿った帯状に発現している
ことが知られている。なかでも、脳特異的に
発現する解糖系酵素であるアルドラーゼＣ
は、小脳プルキンエ細胞に特に強く発現し、
皮質上で１３本の縦縞を形成している。一方、
電気生理学的研究から、小脳ニューロンが機
能的にも縦縞状のゾーンを形成しており、プ
ルキンエ細胞の登上線維応答が矢状断方向
に強く同期していることなどからも、微小帯
域と呼ばれる機能的な構造が存在すること
が明らかとなっている。これらのことから、
アルドラーゼＣの縞状発現と機能的微小帯
域の関係が示唆され、実際、形態学的解析に
よって、下オリーブ核、小脳皮質微小帯域、
深部小脳核で閉回路を形成していることが
示され、多電極アレイを用いた記録によって、
同じアルドラーゼＣ帯域内のプルキンエ細
胞が同期した登上線維応答を示すことが明
らかとなっている。しかしながら、これらの
機能的神経回路がどの程度の精度で形成さ
れているかは、これまで明らかでない。そこ
で、単一細胞レベルの分解能をもつ２光子イ
メージングを用いた活動計測によって、アル
ドラーゼＣとプルキンエ細胞の登上線維応
答の関係を調べることを目的として研究を
行った。最終的には、運動課題実行中のマウ
スにおいて、小脳皮質の機能−構造相関を明
らかにし、運動制御における小脳ニューロン
のはたらきを明らかにすることが目標であ
る。 
 
３．研究の方法 
全ての実験は、東京大学医学部動物実験委員

会で実験計画の承認を受けた上で、関連法規
に則って行った。遺伝子改変マウスを用いた
実験は、東京大学医学部組換え DNA 実験安
全委員会の承認を受けた上で、関連法規に則
って行った。 
	
 顕微鏡下において頭部を固定した状態で
マウスに運動課題を行わせるために、リッキ
ングおよびレバー押しを行うと、報酬として
水を与える課題装置を用いる。水飲み口に光
センサーを設置し、マウスの舌の運動をモニ
ターするとともに、マウスが把持している金
属製のレバーの位置を静電センサーにより
検出する。課題制御のために、高低２種類の
周波数の音刺激を用い、Go／No-Go 課題が可
能な装置とした。マウスの行動検出と報酬供
与、音合図のタイミングはコンピューターで
制御することにより、マウスが自動的に運動
と報酬の関係を学習することを可能にした。
麻酔下においてマウスの頭蓋骨に頭部固定
用の金具を設置し、数日の回復期間の後に、
飲水制限を開始する。同時に課題装置にて頭
部固定に馴化させるとともに、運動課題を行
うことで成功報酬が得られることを学習さ
せる。この訓練を１週間〜１０日程度継続す
ることで学習を完了する。	
 
	
 小脳皮質の帯域構造を可視化するために、
帯域構造の分子発現マーカーとしてしられ
ている、アルドラーゼＣの遺伝子部位に赤色
蛍光タンパク質 tdTomato をノックインした
マウスを作成した(aldoc-tdTomato マウス)。
麻酔下の aldoc-tdTomato マウスにおいて、
プルキンエ細胞の活動を可視化するための
カルシウムインジケーターを小脳皮質に注
入する。プルキンエ細胞における自発および
感覚刺激誘発性のカルシウムシグナルを２
光子顕微鏡でイメージングし、アルドラーゼ
Ｃの発現とプルキンエ細胞活動の関係がど
のように対応しているかを観察する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)頭部固定マウスによる運動課題装置	
 
頭部固定下で２光子観察が可能な状態のマ
ウスに、運動課題を行わせる装置を作成した。
まず、麻酔下において頭部固定のための金属
板を後頭部の頭蓋骨に歯科用セメントで固
定した。回復期間の後に、飲水制限を開始し
訓練を行った。飲水制限による体重減少は１
５％で、飼育ケージにおける行動観察におい
ては特に変化は見られず、ストレスを受けて
いる兆候はなかった。非常に簡単な条件（何
もしなくても報酬が出る）から始めて、徐々
に条件を厳しくすることで、約１週間〜１０
日で音合図と行動、成功報酬の関係を学習で
きることが分かった。また、課題実行中のマ
ウス小脳において、２光子カルシウムイメー
ジングが可能であることも確認した（図１）。
これにより、小脳による随意運動制御と運動



学習の皮質メカニズムを解析することが可
能になったと言える。	
 

	
 
(2)小脳皮質の帯状構造と機能の相関	
 
小脳皮質の機能単位である帯域構造と機能
の関係を明らかにするために、小脳帯域を可
視化できる遺伝子改変マウスを開発した。小
脳皮質に縦縞状に発現する分子であるアル
ドラーゼＣの遺伝子座に赤色蛍光タンパク
質 tdTomato をノックインすることで、アル
ドラーゼＣを発現する細胞に特異的に蛍光
タンパク質を導入した（aldoc-tdTomato マウ
ス）。作成したマウスの小脳皮質を蛍光顕微
鏡で観察したところ、これまで固定脳の免疫
染色で報告されているアルドラーゼＣの発
現パターンと同様の蛍光発現を確認するこ
とができた。また、aldoc-tdTomato マウス小
脳皮質の２光子励起顕微鏡観察により、蛍光
タンパク質がプルキンエ細胞に強く発現し
ていること、アルドラーゼＣ帯域の境界を１
細胞の分解能で明確に同定できることを確
認した（図２）。また、バーグマングリア細
胞における蛍光タンパク質の発現も観察さ
れ、過去の免疫染色による観察結果とよく一
致していた。これらの観察から、作成した
aldoc-tdTomato マウスによって、生きたマウ
スの小脳皮質でアルドラーゼＣ帯域を可視
化できることが確認された。	
 

	
 次に、aldoc-tdTomato マウスの小脳にカル
シウム感受性色素を注入してプルキンエ細
胞を染色し、アルドラーゼＣ帯域境界付近に
おけるプルキンエ細胞集団の活動を計測し
た。過去の研究から、カルシウムイメージン

グで得られるシグナルは、登上線維応答を反
映していることが明らかとなっており、カル
シウムイメージングを行うことで、アルドラ
ーゼＣ帯域とプルキンエ細胞登上線維応答
の関係を単一細胞レベルで解析することが
可能である。図３に示す通り、自発カルシウ
ムシグナルの同期性は、アルドラーゼＣ帯域
の境界をまたいで急激に変化することが明
らかとなった。すなわち、アルドラーゼＣ陽
性帯域にあるプルキンエ細胞は同じ陽性帯
域にある他のプルキンエ細胞との同期性が
高く、アルドラーゼＣ陰性帯域内でも同様で
あった。一方、アルドラーゼＣ陽性帯域のプ
ルキンエ細胞は隣のアルドラーゼＣ陰性帯
域のプルキンエ細胞との同期性は低く、その
逆についても同様であった。プルキンエ細胞
同士のカルシウムシグナルの相関係数を用
いた相関行列を作成したところ、登上線維応
答の同期性の境界がアルドラーゼＣ帯域の
境界と非常によく一致していた（図４）。す
なわち、これまで大まかにはその相関が示唆
されていた、アルドラーゼＣ帯域と機能的微
小帯域が、極めて高い精度で形成されている
ということが明らかとなった。	
 

この結果は、登上線維の投射パターンが極め
て精緻に形成されていることを示しており、
今後、運動制御におけるこれらの精密な回路
の役割の解明が待たれる。	
 

図１.	
 随意運動課題実行中のマウス小脳
における２光子イメージング 

図２．Aldoc-tdTomatoマウスの２光子イメージング.	
 
プルキンエ細胞層の水平断面（左）と分子層の垂直断

面（右） 

図３．Aldoc-tdTomatoマウスにおけるプルキンエ細胞の
カルシウムイメージング．アルドラーゼＣ帯域境界付近

の分子層（左）で、プルキンエ細胞樹状突起のカルシウ

ムシグナルを観察した（右）．赤：アルドラーゼＣ陽性細

胞、青：アルドラーゼＣ陰性細胞のシグナル変化。矢印

で示した箇所はそれぞれの帯域内で同期性が高い反応を

示す。 

図４．小脳半球第２脚におけるアルドラーゼＣ帯域

（左）と境界付近におけるカルシウムシグナルの相

関行列の一例（右）．同じ帯域内の細胞同士は同期性

が高く、同期性の境界がアルドラーゼＣ帯域の境界

と１細胞レベルで一致している。 
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