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研究成果の概要（和文）：アデノウイルス注入法により小脳プルキンエ細胞特異的にCa2+感受性蛍光タンパク質を発現
させ、生きたマウスの小脳から二光子励起レーザー顕微鏡によってニューロン活動をリアルタイムで計測することで、
特定の情報処理に関与するプルキンエ細胞群の網羅的同定というアプローチが可能となる。本研究では、小脳皮質上の
機能単位の解明の為に、小脳皮質の唯一の出力細胞であるプルキンエ細胞に1波長励起2波長蛍光型Ca2+感受性蛍光タン
パク質yellow cameleon2.60を発現させ、マウスの小脳から光学計測によりプルキンエ細胞の個々のスパイク発火を検
出する実験手法およびデータ解析方法の確立を行った。

研究成果の概要（英文）：Adenovirus can be used to express genetically encoded calcium indicators into 
specific types of neurons, such as cerebellar Purkinje cells. In vivo two-photon imaging of a large 
population of Purkinje cells will be useful to identify functional circuits that participate in 
information processing in cerebellar cortex. In this study, I have established experimental procedures 
and deconvolution-based data analysis methods suitable for inferring single complex spike firings of 
Purkinje cells from two-photon calcium imaging data acquired from living mice expressing a genetically 
encoded ratiometric calcium indicator, yellow cameleon 2.60.

研究分野：神経生理学

キーワード： カルシウムイメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
小脳皮質は分子層、プルキンエ細胞層、顆粒

層の三層構造からなり、形成される神経回路

は小脳の部位に依らず一様である。一方、小

脳の異なる部位は脳や脊髄などの多様な神

経部位と結びつき、身体平衡や眼球運動の制

御、反射運動の適応、条件付け、歩行運動、

随意運動の実行と計画、感覚情報の評価、さ

らには言語や思考などのヒト高次認知機能

を含むさまざまな機能制御に関与している。 

 小脳皮質への入力の一つである登

上線維の投射パターンや小脳皮質唯一の出

力であるプルキンエ細胞の軸索の投射パタ

ーン等の解剖学的解析や電気生理学的解析

から、大脳皮質のコラム構造とは異なり、マ

イクロゾーンと呼ばれる身体の前後方向に

伸びた帯状の構造が小脳皮質の機能単位で

あると考えられている。一方、体性感覚入力

による小脳顆粒細胞およびプルキンエ細胞

の応答の記録から、特定の体部位からの体性

感覚入力に応答する複数の領域が小脳皮質

上でパッチ状に散在していることが示され

ており、このパッチ状の分布がマイクロゾー

ンとは一致しないことから小脳皮質上で体

性感覚入力を処理するための部位について

は見解が分かれている。 
 
２．研究の目的 
 
アデノウイルス注入法により、小脳皮質のほ

ぼすべての領域でプルキンエ細胞特異的に

Ca2+感受性蛍光タンパク質を発現させること

ができる。この方法に in vivo での二光子励

起レーザー顕微鏡によるニューロン活動の

計測を組み合わせることで、従来行われてき

た細胞外記録による単一ニューロン活動計

測を指標にした体表面上の受容野の探索で

はなく、特定の体性感覚刺激に応答するプル

キンエ細胞群の網羅的同定という全く逆の

アプローチが可能となる。本研究では、小脳

皮質上の機能単位の解明の為に、小脳皮質の

唯一の出力細胞であるプルキンエ細胞特異

的に Ca2+感受性蛍光タンパク質 yellow 

cameleon2.60（YC2.60）を発現させ、生きた

マウスの小脳からプルキンエ細胞の個々の

スパイク発火を検出する実験手法およびデ

ータ解析方法の確立を行った。 
 
３．研究の方法 
 
すべての実験は理化学研究所脳科学総合研

究センターの組換え遺伝子取扱規則および

実験動物取扱規則に従って行った。 

 

(1) Ca2+感受性蛍光タンパク質の発現 

胎生 11 日のマウス胎児の脳室に Ca2+感受性

蛍光タンパク質を組み込んだ組み換えアデ

ノウイルスを注入した。生後 1~3 日の間に頭

部の蛍光を観察することで、Ca2+感受性蛍光

タンパク質を発現するマウスを同定した。

Ca2+感受性蛍光タンパク質発現マウスは、生

後 20 日から 220 日の間に蛍光観察および電

気生理学的計測を行った。 
 
(2) 頭部固定プレートの取り付けおよびガラ

ス観察窓の作成 

マウスはフェンタニル（0.05 mg/kg）、ミダ

ゾラム（5.0 mg/kg）、メデトミジン（0.5 

mg/kg）混合液で麻酔し、以下の手術を行っ

た。急性実験では、観察当日にステンレス製

の頭部固定用プレートを手術用アロンアル

ファおよび歯科用セメントを用いてマウス

頭蓋骨に接着させた。その後、頭蓋骨の一部

および硬膜を除去し、2%アガロースで小脳表

面を覆った。呼吸および心拍による脳の振動

を低減するために、1 mm 厚のカバーガラスで

イメージング面のみを覆い、歯科用セメント

で固定した。慢性実験では、イメージング開

始の少なくとも2週間前に上記と同様の手法

で頭部固定用プレートの取り付け手術を行

った。また、頭蓋骨を除去することで露出し

た脳表面を完全に覆うようにガラス観察窓

を作成した。 

 

(3) in vivo における二光子励起レーザー顕

微鏡による蛍光観察および細胞外記録に

よる電気生理学的計測 

頭部固定マウス小脳からの蛍光シグナルは、

カールツアイス社製正立顕微鏡（LSM710MP）

に 20 倍 の 水 浸 対 物 レ ン ズ （ W 

Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC D=0.17 M27 



70mm ）を装着し、256 x 256 ピクセル、2-20 

Hz の時空間解像度で取得した。820 nm に設

定したコヒレント社製の二光子励起レーザ

ー（Chameleon Ultra）を励起光として用い

た。蛍光シグナルは 630 nm のローパスフィ

ルターを通して励起光と分離し、510 nm のダ

イクロイックミラー、460-500 nm および

525-560 nmのバンドパスフィルターを用いて、

Venusの蛍光シグナルとECFPの蛍光シグナル

に分離し、GaAsP 検出器により記録した。細

胞外シングルユニット記録は、細胞外溶液

（150 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM HEPES, 2 

mM CaCl2, 1 mM MgCl2, pH 7.3, 300 Osm）を

充填したガラスピペット（1-3 Mohm）により

計測した。シングルユニット信号はモレキュ

ラーデバイス社製のパッチクランプアンプ

Multiclamp700B および pClamp10 ソフトウエ

アを用いてサンプリング周波数 100 kHz で取

得した。イメージングと電気生理記録は、イ

メージング用ソフトウエアが生成するトリ

ガー信号により同期させた。 

 

(4) データ解析 

画像データおよび電気生理データの解析は、

MATLAB を用いて作成した自作ソフトウェア

により解析した。カールツアイス社による画

像データの読み込みには LSM File Toolbox 

(http://www.mathworks.com/matlabcentral

/fileexchange/8412-lsm-file-toolbox/con

tent/lsm/lsminfo.m) および tiffread2.m

（ http://www.mathworks.com/matlabcentra

l/fileexchange/10298-tiffread2-m）を用い

た 。 画 像 の 位 置 補 正 に は TurboReg

（ http://bigwww.epfl.ch/thevenaz/turbor

eg/）を用いた。独立成分分析には FastICA

（ http://research.ics.aalto.fi/ica/fast

ica/ ） を 利 用 し た Cellsort

（ http://www.mathworks.com/matlabcentra

l/fileexchange/25405-cellsort）を用いた。

逆 畳 み 込 み 演 算 に は fdeconv.m

（ http://www.mathworks.com/matlabcentra

l/fileexchange/5465-fast-deconvolution/

content/fdeconv.m）を用いた。 
 
４．研究成果 
 

(1) in vivo 二光子イメージ画像データに含

まれるノイズの解析 

生きたマウスの脳から蛍光画像を取得する

際には、麻酔条件下であっても心拍や呼吸等

による脳自身の振動に由来するノイズによ

り、本来取得すべき神経細胞の活動電位発生

に伴う蛍光シグナルが大きく歪められる。そ

こで画像に含まれるノイズ成分を調べるた

めに、麻酔条件下で取得された画像データの

全ピクセルについて周波数解析を行ったと

ころ、1.5 Hz から 2.5 Hz の帯域にノイズが

含まれることがわかった。ノイズは、同一実

験内では単一の周波数を示したが、マウス個

体により上記の範囲内で周波は異なってい

た。得られたノイズの周波数はマウスの心拍

数に比べ十分低いため、呼吸に伴う脳の振動

がノイズの主な要因であると考えられた。ま

た、YC2.60 では分子内に含まれる青色蛍光タ

ンパク質（ECFP）および黄色蛍光タンパク質

（Venus）の間の蛍光共鳴エネルギー移動

（FRET）の効率の変化によって細胞内カルシ

ウム濃度を測定するため、2 種類の蛍光シグ

ナルを測定する必要がある。通常 Venus より

分子吸光係数および量子収率が低い ECFP の

蛍光強度は低く測定される。実験に使用した

二光子励起レーザー顕微鏡ではバックグラ

ンドの蛍光の値が非常に小さくなり、ECFP の

蛍光画像を解析したところ構成する全ピク

セル数のうちおよそ 10%のピクセルで蛍光強

度がゼロになっていることがわかった。特に

ECFP シグナルは FRET 効率を計算する際に

Venus の蛍光シグナルを割るための分母とし

て用いる必要があり、ECFP の値がゼロの場合、

そのままレシオ値を求めると値が無限大と

なってしまうため、なんらかの操作が必要で

ある。なお、生きたマウスの脳から測定した

蛍光画像では上記の振動に伴って各ピクセ

ル蛍光強度は時間の経過とともに検出器の

ダイナミックレンジに対して十分大きな範

囲で変動する。このため、単に励起光強度や

検出器の印加電圧を上げただけでは輝度が

最大値以上になる飽和ピクセルが大量に作

られてしまうことになり、この問題を解決す

ることはできない。 

 



(2) レシオ画像の作成 

上記の in vivo で FRET センサーを用いる際

に生じる問題点を解決するために、以下のレ

シオ画像作成法を用いた。Venus の画像およ

び ECFP の画像それぞれについて、各ピクセ

ルの時間平均値を差し引くことで補正した

画像を作成し、最小輝度を持つピクセルの輝

度値を元にすべてのピクセルが正の値を持

つように線形変換を施した後に両者の比を

取りレシオ画像を得た。このようにして作成

したイメージは、多くのピクセルにおいて振

動に伴う変動がキャンセルされて小さくな

り、また FRET 効率を計算する際に分母がゼ

ロとなる演算も避けられている。 

 

(3) レシオ画像からプルキンエ細胞樹状突

起シグナルの検出 

上記の方法で計算したレシオ画像は、線形変

換した後の Venus 画像および ECFP 画像に含

まれる振動成分の大きさが厳密には異なっ

ているため、振動によるノイズ成分を完全に

除去し切れていないものの、独立成分分析に

より個々のプルキンエ細胞の樹状突起の蛍

光シグナルを効率よく分離可能であった。 

 

(4) 抽出されたプルキンエ細胞樹状突起シ

グナルから振動ノイズの除去 

独立成分分析により決定した region of 

interest (ROI)を用いて、改めて Venus 画像

および ECFP 画像の ROI 内ピクセルの平均値

の時間変化を計算した。それぞれの時間変化

曲線から平均値、および分散を計算し、これ

らの値により正規化した時間変化曲線を求

めた。この曲線についてすべてのデータポイ

ントが正の値になるようにオフセット値を

加えた後に Venus/ECFP 曲線の比を計算する

ことで、振動によるノイズの大部分を消去で

きることを見出した。 

 

(5) 1 回の複雑スパイク生成に伴うプルキン

エ樹状突起における FRET シグナル変化の推

定 

上記の振動ノイズを除いた FRET シグナルを

もとに、1 回の複雑スパイク生成に伴う蛍光

シグナル変化の動態を推定した。プルキンエ

細胞の複雑スパイク発生頻度は通常 1 Hz 程

度であるが、YC2.60 シグナルは減衰速度が遅

いためこのように低い発火頻度であっても

いくつかのスパイクによって生じた蛍光シ

グナルが重なり合い、一回のスパイクに伴う

蛍光シグナルの時間変化を求めることは困

難である。このため、二光子イメージングと

同時に計測した細胞外単一ユニット記録に

より求めた複雑スパイクの時系列パターン

と、以下の式で表されるダイナミクス（R は

レシオ値、t0はスパイク発生時刻を表す）の

畳み込み演算を行い、測定された FRET 変化

を最もよく再現する以下の３つのパラメー

タを推定した。 

 

 

A:振幅 

ton:上昇時の時定数  

toff: 減衰時の時定数 

 

(6) FRETシグナルから複雑スパイク発生タイ

ミングの推定 

上記で得られたパラメータを用いて、測定さ

れたプルキンエ細胞樹状突起の FRET シグナ

ルの逆畳み込み演算を行ったところ、細胞外

単一ユニット記録で計測した複雑スパイク

の 90%以上が FRET シグナルから計測できる

ことを見出した。 

 

これらの結果から、波長の異なる 2種類の蛍

光シグナルの比を取ることで Ca2+動態を計測

可能な FRET センサーである YC2.60 は、呼吸

によって大きな振動ノイズが生じる生きた

マウスの小脳からプルキンエ細胞の個々の

複雑スパイク発生を光学的に検出するため

に極めて有用であることが明らかとなった。

今後この実験系を用いて小脳皮質上の機能

単位を明らかにしていきたい。 
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