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研究成果の概要（和文）：大脳におけるシナプス入力のpopulation codingを明らかにするために、2光子イメージング
による単一シナプス入力の可視化法を確立した。自発活動および感覚刺激により誘発されるシナプス入力を解析したと
ころ、近傍に位置するシナプスに高い確率で同期した入力が入ることを明らかにした。また、自発入力と感覚シナプス
入力は時空間的に類似したパターンを示し、これらの入力パターンが経験依存的に形成されることを示した。さらに、
覚醒状態においては、麻酔下と比較してより高い確率で同期入力が観察され、生理的条件下では感覚シナプス入力の時
空間パターンが樹状突起における非線形な情報処理に貢献していると示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the population coding by individual synaptic inputs, we have 
developed a method for visualizing the activity of single synapse in vivo by using two-photon imaging. We 
have shown that both spontaneous and sensory-evoked synaptic inputs are synchronized at neighboring 
synapses, and that spatiotemporal pattern of sensory-evoked synaptic inputs are similar to that of 
spontaneous inputs. Furthermore, we showed that these pattern of synaptic inputs are shaped by sensory 
experience during critical period. We also showed that the probability of coincident inputs in awake 
condition is much higher than that under anesthesia, indicating that the spatiotemporal pattern of 
synaptic inputs contributes to nonlinear dendritic integration under physiological conditions.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
 単一ニューロンにおける情報統合メカニ
ズムについて、シナプス入力の強度が樹状突
起内の位置によって異なること、樹状突起局
所での同期したシナプス入力が非線形加重
により樹状突起スパイクを発生しうること、
これらの現象には樹状突起に存在する受容
体やチャネルが積極的に関与していること
などが、脳スライス標本を用いた研究により
明らかにされ、個々のニューロンが、単純な
線形加算器としてではなく、より複雑な非線
形演算を行う高度な演算素子としての性質
を持つことが明らかとなっている。しかしな
がら、このような性質が生理的にどのような
意義があるかについては、極めて限定的な知
見しかない。これは、生理的に意味のあるシ
グナル（例えば、感覚情報）が、脳内でどの
ような時空間分布をもってニューロンに入
力しているかを調べる方法がなかったため
である。我々が開発した Shadowpatching法
によって、この解析が可能となり、既に他グ
ループにおいても、感覚シナプス入力の可視
化に成功している（Jia et al., Nature, 2010; 
Chen et al., Nature, 2011; Varga et al., 
PNAS, 2011）。このように、動物個体脳内に
おいて、シナプス統合の生理的意義を明らか
にするための技術的課題は解決されつつあ
るが、現時点においては、シナプス入力を可
視化できたというだけで、その統合メカニズ
ムと生理的意義については、ほとんど何もわ
かっていない。そこで本研究では、マウス大
脳体性感覚野において、洞毛刺激に対するシ
ナプス入力の時空間パターンを詳細に解析
し、入力パターンが洞毛刺激のどのような情
報を持っているかを、定量的に明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 マウス大脳バレル皮質錐体細胞において、
２光子イメージングを用いた in vivo ホール
セル記録とカルシウムイメージングを行い、
個々の感覚シナプス入力、すなわち洞毛から
の感覚入力が、細胞内および樹状突起内にお
いてどのように分布しているのかを直接可
視化する。シナプス入力が集団として感覚刺
激のどのような情報をコードしているのか
を情報理論などを用いて定量的に明らかに
する。また、これらの感覚シナプス入力がど
の脳領域から入力しているかを同定するこ
とで、単一ニューロンにおけるシナプス入力
を解析して複数の脳領域による感覚情報処
理のメカニズムが明らかにできると期待さ
れる。 
 一方、単一ニューロンにおける情報統合メ
カニズムについて、シナプス入力の強度が樹
状突起内の位置によって異なること、樹状突
起局所での同期したシナプス入力が非線形
加重により樹状突起スパイクを発生しうる
こと、これらの現象には樹状突起に存在する
受容体やチャネルが積極的に関与している
ことなどが、脳スライス標本を用いた研究に

より明らかにされ、個々のニューロンが、単
純な線形加算器としてではなく、より複雑な
非線形演算を行う高度な演算素子としての
性質を持つことが明らかとなっている。しか
しながら、このような性質が生理的にどのよ
うな意義があるかについては、極めて限定的
な知見しかない。本研究では、洞毛刺激に対
するシナプス入力の時空間パターンと活動
電位出力の関係を明らかにし、生体内におけ
る単一ニューロンの情報統合メカニズムを
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 麻酔下マウス大脳皮質バレル野において、
shadowpatching 法（図１）を用いて、ホール
セル記録とカルシウムイメージングを同時
に行う。脳内の細胞外領域に蛍光色素を導入
し、個々のニューロンの「影」を可視化する
ことで、錐体細胞から選択的にホールセル記
録を行う。単一スパインの解像度を持つ２光
子励起顕微鏡を用い、カルシウム感受性色素
および形態観察用色素を同時に電極内液か
ら細胞内に導入することで、個々のスパイン
の活動と形態を同時に可視化する。 

 ホールセル記録されたL2/3錐体細胞を電位
固定下で脱分極することにより、個々のシナ
プス入力を NMDA 受容体を介したカルシウム
流入として捉える。スライス標本での研究か
ら、単一シナプス刺激による NMDA 受容体を
介したカルシウム流入はスパイン内に限局
し、隣接するスパイン間でのクロストークが
ないことが示されており、観察されたカルシ
ウムシグナルは、単一のシナプス入力由来の
ものであると考えられる。これまでに、この
方法を用いることで、洞毛刺激による感覚シ
ナプス入力および自発ネットワーク活動に
よるシナプス入力を単一スパインで可視化
できることを確認している（図 2）。 

このように、単一の感覚シナプス入力を可
視化した上で、個々のシナプス入力の性質お
よび、スパイン集団によるpopulation coding
について解析を行う。 
 これまでに、自発シナプス入力について、

図 2．In vivoシナ
プス入力の可視
化。Science, 2012. 

図 1．Shadowpatching法 



それぞれ入力頻度が極めて低いこと、近傍に
位置するスパインは同期した入力を受ける
確率が高いことを明らかにしており
（Takahashi et al., 2012）、本研究では、
感覚シナプス入力と自発シナプス入力の時
空間分布、経験依存的なシナプス入力パター
ンの形成、および覚醒状態におけるシナプス
入力パターンの解析を行なう。 
 
４．研究成果 
 in vivo 可 視 化 パッチクランプ法
（shadowpatching 法）を用い、麻酔下マウス
大脳バレル皮質 L2/3 錐体細胞において、ホ
ールセル記録とカルシウムイメージングを
同時に行った。様々な洞毛刺激（主洞毛と隣
接洞毛、刺激方向、刺激頻度、刺激強度）を
与えた時に、錐体細胞の樹状突起において、
感覚シナプス入力がどのような時空間分布
で入力するかをカルシウムシグナルとして
単一スパインレベルで可視化した。自発シナ
プス入力については、樹状突起局所の近傍に
位置するスパインに同期した入力がある確
率が高いことをすでに示していたが
（Science, 335, 353-356, 2012）、感覚シナ
プス入力についても近傍のスパインで同期
入力の確率が高いことが明らかになった。ま
た、自発シナプス入力、感覚シナプス入力と
もに、ごく一部のスパインに大部分の入力が
集中していることが明らかとなり、各スパイ
ンにおいて、自発シナプス入力頻度と感覚シ
ナプス入力頻度に正の相関が見られた。さら
に、多次元尺度構成法を用いてシナプス入力
の空間パターンを詳細に解析したところ、自
発シナプス入力パターンと感覚シナプス入
力パターンの間に高い類似性を見出した。こ
れらの結果は、感覚情報は神経回路が内在的
に持つ活動パターンを用いて表現されてい
ることを示唆している。これらの実験をさら
に効率的に、再現よく行うために、高感度カ
ルシウムプローブタンパク質を用いた実験
系の導入を行った。高感度カルシウムプロー
ブタンパク質をコードするウイルスベクタ
ーを大脳皮質に注入することで、少数のニュ
ーロンにプローブを発現させ、自発シナプス
入力および感覚シナプス入力を再現よく観
察できることを確認した。 
 また、感覚情報がこのような精緻な回路に
よって処理されていることから、感覚経験に
依存した過程、すなわち経験依存的可塑性に
よってシナプス入力のクラスター化が形成
されると考えられる。そこで次に、感覚遮断
によってこのシナプス入力様式がどのよう
に変化するかを解析したところ、感覚遮断し
た動物では、正常な感覚経験をした動物と比
べて、離れたスパインでも同期した入力を受
けることが明らかとなった。感覚遮断により、
皮質の機能マップが障害されることが知ら
れていることから、入力のクラスター化が正
常な感覚マップの形成に重要であることが
示唆される。 

 これまでの実験は、技術上の制約から全て
麻酔下の動物で行ってきたが、脳の活動状態
は覚醒時と麻酔下では大きく異なるため、察
結果が麻酔下特有の現象である可能性も否
定できない。そこで、次に、覚醒状態のマウ
スにおいてもシナプス入力を可視化できる
実験系の確立を目指した。これまで、ホール
セル記録下でイメージングを行っていたが、
覚醒状態では体動などで長時間の記録を保
持することが困難なため、最近開発された新
しい高感度のカルシウムセンサータンパク
質を用いて、ホールセル記録すること無くシ
ナプス入力を可視化する実験系を確立した。
高感度カルシウムセンサーG-CaMP をアデノ
随伴ウイルスまたはDNAの子宮内エレクトロ
ポレーションにより大脳皮質第２／３層錐
体細胞に導入し、樹状突起のカルシウムイメ
ージングによりシナプス入力を可視化でき
ることを確認した。このカルシウムセンサー
を導入したマウスを用いて、覚醒状態で２光
子顕微鏡下に頭部固定し、自発活動および感
覚刺激によるシナプス入力を可視化した。そ
の結果、覚醒状態においても感覚刺激に応答
して近傍のスパインに同期した入力がある
ことが明らかとなった。その後、同じ樹状突
起を麻酔下で観察したところ、覚醒状態で高
頻度に感覚入力を受けていたスパインにお
いても入力頻度が減少し、その結果、同期入
力確率も減少することが明らかとなった。し
たがって、これまで麻酔下で観察されていた
以上に覚醒状態では入力頻度、同期入力確率
も高くなっており、生理的な条件下では、感
覚シナプス入力の時空間パターンが樹状突
起における非線形情報処理に貢献している
ことが予想される。 
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