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研究成果の概要（和文）：高次運動野（M2）と一次運動野（M1）の間での機能的・解剖学的シナプス結合様式を系統的
に調べた。ChR2光刺激法と電気記録を組み合わせることで、M2からM1へは主に5層から、M1からM2へは主に2/3層からシ
ナプス投射していることを見出した。逆行性および順行性蛍光トレーサーの実験においてこの機能結合層非対称性は支
持された。またアデノ随伴ウイルスを用いてGCaMPを広域の大脳皮質の神経細胞に発現させ、それを広範囲に２光子イ
メージングする実験系を覚醒マウスにおいて確立した。ChR2の光刺激時間を長くすることで複雑運動の大脳皮質におけ
る表現様式を系統的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We used an in vivo Channelrhodopsin-2 (ChR2) photostimulation method to 
systematically trace the functional connections between the mouse rostral forelimb area (RFA) and the 
caudal forelimb area (CFA). Simultaneous electrical recordings were utilized to detect spiking activities 
induced by synaptic inputs originating from photostimulated areas. This method, in combination with 
anatomical tracing, demonstrated that the RFA receives strong functional projections from layer 2/3 
and/or layer 5a, but not from layer 5b, of the CFA. Further, the CFA receives strong projections from 
layer 5b neurons of the RFA. Next, we investigated complex movements induced by long-duration ChR2 
photostimulation over a broad cortical area of awake mice. Many complex movements including 
forepaw-to-mouth and locomotion-like movements were mapped in several functional modules in the cerebral 
cortex. In addition, we developed a method of two-photon calcium imaging in a broad cortical area.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
大脳においては局所的な領野内における

情報処理だけではなく、例えば、その情報を
低次領野から高次領野へのフィードフォワ
ード投射によって、また高次領野から低次領
野へのフィードバック投射によって、大脳全
体に伝達している。ある領野から別の領野に
どのように信頼性高く情報を伝えるのかと
いう問題を理解するための方法として、トレ
ーサー染色による解剖学的投射先同定法は
投射様式の骨格を提供するが、その機能性に
ついて定量的に議論することが難しい。また、
経頭蓋骨磁気刺激法（TMS）と機能的 MRI
を組み合わせた刺激領野からの投射領野の
機能的同定法は強力な方法であるが、細胞レ
ベルでの空間解像度を持たず、また刺激され
た領野でどのような細胞が活性化されたの
か不明である。刺激した領野での細胞も同定
しつつ、その投射領域と投射細胞を同定する
ことを系統的に行うためには、刺激部位を系
統的に走査することが必要である。 
 
２．研究の目的 
大脳においては局所領域内での神経活動

だけではなく、複数の領野にわたって信号を
受け渡しし、多数の神経細胞が協調的にかつ
持続的に活動している。そこでげっ歯類にお
いて、光刺激マッピング法と広域神経活動光
計測を組み合わせることで、大脳領野間の機
能的シナプス結合を系統的に明らかにし、高
次・低次領野間の結合様式を解明し、異感覚
情報の統合領野を同定するとともに、領野間
シナプス結合様式と可塑性の性質を明らか
にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

ChR2 遺伝子導入マウスを用いて、広範囲
の大脳領域に対して光刺激マッピングを行
う。同時に膜電位色素蛍光高速 CCD イメー
ジングを行って光刺激によって反応する領
域を見出し、刺激した領域と反応した領域と
の相関を系統的に調べる。次に光刺激と反応
領域での２光子カルシウムイメージングを
同時に行う。さらに光刺激の高頻度刺激、ま
たはシナプス入力領域と出力領域でそれぞ
れ光刺激を繰り返すことで、出力領域での反
応性が変化するかどうかを調べる。 
 
４．研究成果 
運動情報表現の反響回路として、高次運動

野(M2)と第一次運動野(M1)を結ぶ回路が候補
として上げられることから、これらの領野間の結
合を機能的、解剖学的に調べた。まず、5 層
（L5）の錐体細胞で強く ChR2 を発現している遺
伝子組み換えマウスを用いて大脳皮質に対して
光刺激マッピングを行い、同時にM1 またはM2
で電気記録を行った。その結果、M2 の光刺激
で M1 でのシナプス入力が検出されたが、逆で
は検出されなかった。次にアデノ随伴ウイルス
（AAV）-ChR2をM1 またはM2の全層に発現さ

せ、これを光刺激し、同時に電気計測を行った。
その結果、M2から M1だけでなく、M1から M2
のシナプス入力も検出された。光刺激して ChR2
発現細胞が活動してから、異なった領野で電気
反応が取れるまで約 10 ミリ秒かかった。従って、
M2 と M1 間の伝達遅延時間は比較的長いこと
がわかった。次に逆行性蛍光トレーサーと順行
性蛍光トレーサーをM1またはM2に注入し、そ
こに投射している細胞体と投射先の軸索を M1
と M2 において計測した。その結果、M1 の 2/3
層（L2/3）と 5a 層（L5a）から M2 の L2/3、L5a 、
5b 層（L5b）へ強い入力がある一方で、M2 の
L5bからM1の 1層（L1）と L5bへ強い入力があ
ることがわかった（下図）。このことはM2 とM1の

間の層結合が非対称であり、高次感覚野と低次
感覚野の結合様式の類似性から考えると、M2
が M1 よりも高い階層性にあることが示唆された。
この結果は Hira et al., Front. Neural Circuits 
(2013) として発表した。 

CCDカメラで低解像度の領域マッピング
を行なう予定であったが、単一細胞レベルで
の高解像度反応を見ることができる2光子イ
メージングによるカルシウムイメージングが
広範囲でも可能であることが判明したため、
この実験系を優先的に構築した。研究分担者
が作製した、カルシウム蛍光タンパク質
(GECI)をコードするAAVの大脳皮質L2/3へ
の導入やGECI遺伝子組み換えマウスを用い
ることによって、広域にわたってGECIを発現
させることができるようになった。さらに遺
伝子導入法の工夫や顕微鏡の改良によって、
１mmにわたる大脳皮質の細胞活動を同時に
2光子カルシウムイメージングすることを可
能とした。このことで異感覚情報を大脳全体
のどこで処理しているかを系統的に明らかに
するための実験系を確立できた。 

AAVによってGECIを大脳皮質に導入し、
M1のGECI発現細胞から対側M1、M2、また
は頭頂葉へ投射する軸索活動を、前肢レバー
操作運動課題遂行中に2光子イメージングす
ることに成功し、前肢運動に関連する活動を
見出した。この際に、各種GECIを試み、最適
な種類と遺伝子導入方法を確立した。上に述
べたM2からM1への投射軸索においても前肢
運動関連活動を見出した。 
運動課題遂行中のマウスの大脳皮質で広範

囲の２光子カルシウムイメージングを行うと、
様々な領域で運動関連活動が計測された。し
かし皮質部位によって、レバー運動における



異なる運動（例えば、掴む、押す、引く、延
ばす、姿勢など）の関連性が大きく異なる可
能性があり、例えばある皮質領域の細胞活動
が他のある領域の活動より早いからといって、
運動の準備により関わるとは言えない。従っ
てまず、大脳皮質全体において、どのように
レバー操作のような複雑な運動が表現されて
いるかを明らかにするべきである、と考えた。
そこで、覚醒下のChR2遺伝子組換えマウスの
大脳皮質に対して、長期間（500ミリ秒）光刺
激を行うことで、単なる前肢の動きではない
複雑運動を大脳皮質全体にマッピングするこ
とを試みた。その結果、リーチング領域とリ
ズミック運動が大脳運動野の別々の領域で誘
発されることがわかった。特にリーチング領
域はM2と定義される領域のより側方側にあ
った。光刺激の頻度や強度を変化させること
で、それぞれの領域での運動誘発の最適な細
胞活動の周波数が異なること、運動速度とリ
ズム速度は異なっており、それぞれ固有の値
を持つことを見出した。さらにそれぞれの領
野間では強い興奮性のシナプス結合は無いこ
と、むしろ領域間では抑制性のシナプス結合
関係をもつことを見出した。 
複雑運動には動物行動学的所作も含まれる

がこれらを誘発する大脳皮質も系統的にマッ
ピングすることに成功した。その結果、マウ
スの周囲の状況に依存して、誘導される行動
も変わりうることがわかった。これらの結果
から、大脳皮質の各領域はある運動プリミテ
ィブの生成に重要な役割を持っている一方で、
大脳皮質は新たな運動を誘発するために環境
に素早く適応できる回路を内在させて空間的
に最適の表現様式を取っていることが示唆さ
れた。 
今後は様々な運動と広範囲での細胞イメー

ジングを組み合わせることで、個々の運動要
素と個々の細胞活動との対応を取りその関連
性を明らかにしたうえで、領野間のシナプス
結合やシナプス可塑性によってどのように新
しい領野間の結合と新しい運動が獲得される
か、複数の感覚情報によって運動が起こる場
合それが大脳のどこで統合されるかを、本研
究によって確立された系統的イメージングと
光刺激法によって明らかにしていく予定であ
る。                    
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