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研究成果の概要（和文）：本研究では光学顕微鏡で比較的簡便に組織の微細構造を解析できる膨張試料顕微鏡法
を用いて、神経細胞の「活動」に関する情報と「構造」に関する情報を統合することを目的とした。このため、
幼虫中枢神経系に膨張試料顕微鏡法を適用し、100 nm程度の分解能を達成し、全神経細胞を染色したサンプルか
ら単一の軸索・シナプスの構造を撮影することを可能とした。さらに、光変換カルシウムセンサーCaMPARI2と組
み合わせることで、神経系の微細構造と活動強度を関連づけることが可能となった。以上の研究により、膨張試
料顕微鏡法を用いて構造と神経活動を関連づける基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to integrate information regarding the “activity” and “
structure” of neurons by using expansion microscopy which enables visualization of fine structures 
of neuronal tissues at the light level. We applied expansion microscopy to the central nervous 
system of Drosophila larvae, realized ~100nm resolution, and succeeded in visualizing the structures
 of individual axons and synapses in pan-neuronally stained samples. Furthermore, by combining with 
the photo-convertible calcium sensor CaMPARI2, we succeeded in linking data of neural activity to 
those of neuronal fine structures. Taken together, we used expansion microscopy to establish an 
experimental system which integrates information regarding the “activity” and “structure” of 
neurons.

研究分野： 神経科学

キーワード： ショウジョウバエ　膨張顕微鏡　カルシウムイメージング　コネクトーム　神経回路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経回路を細胞レベルで解析することは、特に遺伝学的手法の開発が進んだモデル動物では重要な研究戦略であ
るが、神経細胞の数に比して良い遺伝子マーカーの数が少ないため、遺伝学的ラベリングができない細胞が生
じ、それらはどうしても解析から漏れてしまう。本研究で開発した膨張試料顕微鏡法を用いた手法は、遺伝子マ
ーカーの有無によらず神経細胞を効率良く同定することを可能とすることで、神経活動パターン解析の自由度を
大きく高めるであろう。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
神経回路上で、どのように情報が伝播して脳機能を生み出すのかは、神経科学における根本問題
である。この問題に挑むためには、「脳全体の神経回路がどのように配線されているのかを決定」
するとともに、「脳全体の神経活動を細胞レベルの解像度で記録」し、得られた結果を統合して
解釈することが重要である。前者について、電子顕微鏡画像の３次元再構築技術の進展により、
従来線虫においてのみ可能であったコネクトミクス解析が、ショウジョウバエやゼブラフィッ
シュなどのより複雑な脳神経系において実現しつつある。一方、後者についても Ca2+イメージ
ングを用い、線虫、ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュにおいて全脳レベルの神経活動記録が
報告されている。しかし、神経系全体の活動データとコネクトームの回路情報を統合して解釈す
ることはいまだ実現されていない。その要因として、光学顕微鏡レベルで行われる全脳 Ca2+イ
メージングにおいては神経突起などの微細構造を捉えることができないため、その形態特徴に
基づきコネクトームデータ内の細胞と照らし合わすことが難しいことがある。通常、コネクトミ
クス解析と活動イメージングは別の個体において行われており、細胞体の位置などに個体差が
あるため、形態特徴に関する情報なしでは両者における細胞のマッチングは困難である。この問
題を解決するひとつの手段として、イメージングで用いた試料において、複数の遺伝子マーカを
用いて細胞を同定する試みが線虫でなされているが、区別できる細胞種の数は限られている。も
うひとつの手段として、Ca2+イメージングを用いて活動を測定した標本そのものをコネクトミ
クス解析に用いるということが考えられ、線虫、ショウジョウバエ幼虫などで試みられつつある。
しかし、電子顕微鏡撮像のため連続した超薄切片を作成し、さらにそこから神経構造を再構築す
るには莫大な労力がかかるという問題が残る。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、本研究では光学顕微鏡で比較的簡便に組織の微細構造を解析できる膨張
試料顕微鏡法を用いて、カルシウムイメージングから得られる「活動」に関する情報とコネクト
ミクスから得られる「構造」に関する情報を統合し、システム全体の作動機構を明らかにするこ
とを目的とした。このため、コネクトミクス解析とカルシウムイメージング両方の技術が発達し
ているショウジョウバエ幼虫をモデルとした研究を行った。 
 
３．研究の方法 
近年開発された膨張試料顕微鏡法(Chen,Boyden et al., Science, 2015)は、膨潤性のある格子
を生体試料内に形成し、その格子にタンパク質や蛍光分子を架橋させ、その後等方的に膨潤させ
ることにより、組織全体を拡大させる。その結果、通常の光学顕微鏡でも生物試料内の構造を回
折限界以下の高い空間分解能で撮影することができる。本研究では、この手法をショウジョウバ
エ幼虫の脳神経系に適用し個々の神経突起を追跡した。まず、すべての神経細胞において緑色蛍
光タンパク質(GFP)を細胞膜に局在させて発現させることで神経突起を一様に可視化した。この
系統の幼虫の中枢神経系を免疫染色して膨張試料顕微鏡法を適用することで、複雑な神経組織
内において従来は区別できない個々の神経軸索を同定した。さらに、神経突起を隣接する光学切
片において追跡することで、軸索の配線を再構築した。 
神経伝達物質の情報については、全神経細胞突起の染色に加えてショウジョウバエの主要な神

経伝達物質であるアセチルコリン、グルタミン酸、GABA の免疫染色を行い、試料を膨脹させて
高解像度画像を撮影した。 
神経活動情報を解析に統合するために、光変換カルシウムセンサーの CaMPARI2(Moeyaert et 

al., Nature Commun, 2018)を用いた。CaMPARI2 は、神経活動に伴うカルシウムイオン濃度上昇
と紫外線照射によって、蛍光波長が緑色から赤色へと不可逆的に変化する。CaMPARI2 を全神経
細胞に発現させた幼虫の自由行動時に紫外線を照射することで、光照射中に活動していた神経
細胞・シナプスの形態と分布を赤色蛍光として読み取ることに成功した。さらに、赤色に色変換
した CaMPARI2 特異的な抗体で免疫染色を行った上で膨張試料顕微鏡法を適用することで、活動
強度の高い神経細胞の構造を高解像度で撮影した。 
 
４．研究成果 
まず幼虫中枢神経系に膨張試料顕微鏡法を適用するために、免疫染色などの実験条件を探索し
た。その結果、約 4倍の組織膨張によって 100 nm 程度の分解能が得られ、全神経細胞を染色し
たサンプルから単一の軸索・シナプスの構造を安定して撮影することが可能となった(図 1)。 
さらに、少数の神経細胞群と全神経細胞の二重染色を行うことで、特定の細胞種が形成する軸索
の束を複数種類同定した。これにより、コネクトミクス解析との統合に必要なサンプル間の構造
比較のための参照点が得られた。 



 
 次に幼虫の中枢神経系の神経伝達物質の分布を、膨張試料顕微鏡法を用いて高解像度で可視
化した。膨張後の高解像度画像では神経伝達物質陽性のシナプス前終末一つ一つを分別するこ
とができた(図 2)。各シナプスの符号を知ることが可能になり、固定サンプルの解剖学的な特徴
から神経系の情報処理様式を考察することが可能になった。 
 

 
 最後に光変換カルシウムセンサーCaMPARI2 と膨張試料顕微鏡法を組み合わせることで、幼虫
の前進運動・および後退運動時に活動していた神経細胞の微細構造を可視化した。強く活動した
神経細胞内で色変換した CaMPARI2 に対して抗体染色を行い、さらに膨張試料顕微鏡法を適用す
ることで色変換が起きた神経突起の構造を詳細に観察することができた(図 3)。この手法により、
神経細胞の微細構造と活動強度を関連づけることが可能となった。 
 

 

図 1. 膨張試料顕微鏡法により画像の解像度が向上した。ショウジョウバエ幼虫の全神

経細胞に細胞膜局在型の GFP を発現させ、中枢神経系の免疫染色画像を取得した。 

(A) 通常の免疫染色画像。(B) 膨張試料顕微鏡法を適用した画像。約 4 倍の組織膨張に

より解像度が向上し、個々の神経突起の構造を鮮明に撮影することができた。 

図 2. 全神経細胞膜と神経伝達物質の免疫染色

画像。免疫染色後に膨張試料顕微鏡法を適用し

て、共焦点顕微鏡で画像を取得した。 

緑: 神経細胞膜 

マゼンタ: Acetylcholine transferase(ChAT) 

白 : vesicular GABA transporter 

各伝達物質陽性のシナプス前終末が個別に確認

できる。 



 
以上の研究により、膨張試料顕微鏡法を用いた神経系の微細構造解析の技術を確立し、構造と神
経活動を関連づける基盤を構築することができた。 

図 3. CaMPARI2 の免疫染色と膨張試料顕微鏡法の統合。緑: FLAG 抗体で染色した全

ての CaMPARI2。マゼンタ: 色変換した CaMPARI2 の染色。(A) 通常の免疫染色画像。

(B) 膨張試料顕微鏡法適用後の画像。(C) 画像(B)の破線部分の拡大画像。画像(C)のよ

うに、高い神経活動を示す軸索の微細構造が確認できる。 
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