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研究成果の概要（和文）：新規に開発した2光子励起顕微鏡システムを用い多点で同時に蛍光相関分光法(FCS)を適用す
ることにより、1) 神経細胞樹状突起の細胞質中を高速に移動するタンパク質分子の動態を捉えること、および2) 神経
細胞の膜電位計測を同時多点で行うことを目的とした。GFP発現プラスミドあるいはGFP融合CamKIIタンパク質発現プラ
スミドをマウス由来初代培養神経細胞に発現させ細胞質の複数点から蛍光強度変化の記録を10kHz以上の時間解像度で
取得しFCS解析することに成功した。また、複数培養神経細胞から同時に活動電位記録を取ることに成功し、神経細胞
のシナプス結合の有無および結合の方向性について解析を行った。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to measure dynamics of protein molecules rapidly movin
g in the cytosol of neuronal dendrites at multiple points simultaneously by means of a newly developed two
-photon microscope. I succeeded in recording at multiple points at more than 10 kHz of time resolution fro
m cytosol of primary cultured neurons derived from mouse, in which GFP or GFP-fused CamKII proteins were e
xpressed, and in analyzing by FCS. I was also successful in recording action potentials from multiple cult
ured neurons, which enabled to analyze synaptic connections between neuron pairs and also direction of syn
aptic connections.
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１．研究開始当初の背景 
  近年、機能的磁気共鳴画像法（fMRI）の進
歩などにより、個体レベルでの脳神経系の機
能解析が飛躍的に進んできたが、fMRIでは
細胞レベルの解析は困難である。脳神経系は、
1000億個にも及ぶ非常に多様な神経細胞が
微細なシナプスを介してお互いに結合して
いることから、fMRIのような全体的な解析
のみではなく、個々の神経細胞レベルでの機
能解析がとりわけ必須となっている。例えば、
記憶・学習過程の変化は個々の神経細胞の樹
状突起上に存在する無数の数 μmの構造物で
ある棘突起上のシナプスにおける機能的・形
態的変化の反映である。このような「まるご
との」個体における個々の細胞を可視化する
ための技術としての、2光子励起共焦点顕微
鏡の実用化は近年の画期的な技術革新であ
り、生きた脳の中の神経細胞内で起こってい
ることの理解は格段に進んだ。しかし従来の
2 光子励起顕微鏡は計測速度の限界のために、
非常に興味ある領域が手つかずで残されて
いる。 
 
細胞内分子動態：神経細胞のシナプスにおけ
る膜タンパク質の挙動はシナプス可塑性研
究分野における大きな焦点のひとつであり、
近年の蛍光標識・観察技術の進歩にともない
多くの知見が集積しつつある。しかしながら
膜に結合していない、遊離した機能タンパク
質の細胞内での動態については解析が困難
なためほとんどわかっていない。これは特に
神経細胞樹状突起、更にスパイン内部の様な
極小の空間の場合には特にあてはまる。生化
学的アプローチ、すなわちタンパク質を細胞
の外に取り出して試験管あるいはキュベッ
トの中での挙動を測定して細胞内にある状
態を外挿しモデル化せざるを得ない。しかし
ながら細胞内では個々の遊離タンパク質は
満員電車に揺られている様な状態にあると
考えられており、実際に細胞内にある状態で
のキネティクスの測定が精密なモデルを構
成するためには不可欠である。蛍光相関分光
法（Fluorescence Correlation Spectroscopy; FCS)
は溶液中での一分子の振る舞いを計測する
手法で、これを細胞内に適用することにより
細胞質内の遊離タンパク質の挙動を追跡で
きる。しかし従来の FCS装置は細胞内の一点
からしか記録できず、細胞内の様々な部位に
おける機能タンパク質の動態解析を行うに
は制約があった。２光子励起顕微鏡を用いて
組織深部からの高解像度の蛍光画像を得ら
れるようになって、スパインレベルでのイオ
ンやタンパク質の動態についての知見は多
く集まってきている。しかしながら従来型の
２光子励起顕微鏡は、共焦点顕微鏡に使われ
るガルバノミラーによるスキャン機構をそ
のまま利用しており、面あるいは線に沿った
スキャンをせざるを得ず、FCSに必要な数
10 kHz以上の速度が出ない。 
 

神経回路多点膜電位計測： 脳の局所神経回
路は高密度に集積した神経細胞相互の複雑
なシナプス結合により成り立っている。この
局所回路の中で神経細胞がどのように協調
し、全体として様々なパターンのリズムをつ
くりだしているのか。少数の指揮者ニューロ
ンが制御する交響楽団形式か、神経細胞相互
の連絡により全体のリズムを形成する室内
楽形式か、神経回路理論からは様々な仮説が
提案されている。これらを検証するために近
年カルシウム感受性色素と高速 CCDカメラ
を用いた研究が行われている。円盤型共焦点
装置と高速カメラを組み合わせることによ
り数 10フレーム/秒の速度で神経細胞集団の
シナプス結合が明らかにされつつあるが、活
動電位をカルシウムイメージングで捉える
ことにより真の単シナプス結合を間接的シ
ナプス結合から分離するに至っていない。 
 
２．研究の目的 
  我々が開発したランダムスキャン方式２
光子励起顕微鏡を用い、その高時間分解能に
より従来の 2光子励起顕微鏡の限界を打ち破
ることを目的とした。細胞内多点 FCSによ
り細胞内遊離タンパク質の動態解析を試み
た。また、高速性を生かして電位感受性色素
による多点膜電位記録を行い、単一神経細胞
の多点の膜電位変化記録を記録することで
神経細胞樹状突起における膜電位の空間・時
間変化パターンを解析するとともに、更に同
期して活動電位を発する複数ニューロンの
組み合わせを正確に抽出し、局所神経回路の
構造を明らかにすることを目指した。本研究
で得られる細胞内局所でのタンパク質のキ
ネティクスの定量的情報は、細胞内の分子情
報を積み上げて細胞あるいは組織を計算機
上に再現しようとする、システムズバイオロ
ジーを構築してゆくための貴重な情報基盤
となり得る。また多点膜電位計測の新しい手
法は神経細胞・回路解析により精密な情報を
もたらす。 
 
３．研究の方法 
ランダムスキャン型２光子励起顕微鏡を用
い初代培養神経細胞の樹状突起内を高速に
移動する遊離型タンパク質の動態を計測す
る。２光子励起顕微鏡に FCSを装備すること
によりタンパク分子の拡散係数を神経細胞
内の局所ごとに定量的に測定する。本研究で
開発したランダムスキャン型２光子励起顕
微鏡システムは 100 kHzを超える時間分解能
を持ち、細胞内を飛び交う遊離型タンパク質
の動態を細胞内の多点から計測できる。更に
二分子の会合状態を計測する FCCS法や、分
子状態を高精度に解析出来る蛍光寿命測定
法(FLIM)の実装も行う。これらの方法により
シナプス後部の遊離した機能分子やシナプ
スと核を結ぶシグナル伝達経路の分子実態
を明らかにする。更にこの高速２光子励起顕
微鏡と電位感受性色素を用い神経細胞内膜



電位分布の多点計測、あるいは神経回路内の
多数の神経細胞の同期発火計測を試み、従来
不可能だった精度での神経細胞・神経回路の
情報処理様式を解明する。 
 
４．研究成果 
細胞内分子動態：同時多点での FCS計測を可
能とするハードウェア及びソフトウェアを
立ち上げた。対物レンズ直下に蛍光色素溶液
を置き、FCSの同時多点計測が何点まで可能
か試みた。その結果、少なくとも 10点まで
は Rhodamine 6Gあるいは EGFP分子の拡散
の計測を同時に測定できることを確認した。 
蛍光色素の濃度が高すぎると正確な FCS計
測が不可能になる。細胞内に蛍光タンパク質
および蛍光タンパク質融合タンパク質を発
現させてその拡散を計測する場合には発現
量の制御が鍵となる。通常の発現ベクターを
用いると FCS計測に用いるには発現量が高
すぎるので、発現ベクターのプロモータ領域
の短縮変異を導入し、発現効率を落とした発
現ベクターを何種類か作成した。その結果、
FCS計測が可能な発現量の範囲に収まるベク
ターを得ることができた。この改変ベクター
を最適な発現時間で用いることにより細胞
質での FCS計測が可能となった。 
初代培養神経細胞を用いて樹状突起および
スパイン内のタンパク質の FCS計測を行っ
た。GFP発現プラスミドあるいは GFP融合
CamKIIタンパク質発現プラスミドをマウス
由来初代培養神経細胞に発現させ細胞質の
複数点から蛍光強度変化を 10kHz以上の時
解像度で取得することに成功した。自己相関
関数よりタンパク質の細胞局所での拡散係
数が異なることを見いだした（投稿準備中）。 
 
神経回路多点膜電位計測： 膜電位感受性色
素を何種類か試し、DiOと dipicrylamineの組
み合わせによる方法を採用した。初代培養神
経細胞に導
入し、パッ
チクランプ
法と組み合
わせて、電
流注入によ
り生じた活
動電位を蛍
光変化とし
て捉えられ
ることを確
認した。次
に顕微鏡視
野中の複数
の神経細胞
から蛍光変
化を 2 kHz
以上の速さ
で同時に計
測し、自発的発火を複数の神経細胞から計測
することに成功した（図）。神経細胞の活動

電位の発火タイミングを相互相関をとるこ
とにより、シナプス結合の有無および方向性
の同定をすることに成功した（投稿準備中）。 
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図: 培養神経細胞の同時多点膜電位
計測 
 上：膜電位感受性色素の蛍光画像 
 下：各点からの蛍光強度変化（活動
電位は下向きに表示されている）  
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