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研究成果の概要（和文）：現在使われている蛍光カルシウムプローブは、興奮性の神経活動を鋭敏に捉えることに適し
ているのに対し、抑制性の神経活動を観察することは困難である。そこで、これまでのカルシウムプローブとは反対の
性質を持つ、カルシウムイオンの減少に伴い、蛍光を発する新たなインバースタイプのカルシウムプローブ、IP2.0を
開発した。IP2.0は、カルシウムイオンの有無による蛍光変化率が20倍であった。そこで、実際に線虫のAWC感覚神経細
胞にIP2.0を発現させ、イソアミルアルコール刺激に対する神経活動を測定した結果、刺激に対して、蛍光の減少が観
察され、抑制性神経活動を解析出来ることが示された。

研究成果の概要（英文）：Fluorescent Ca2+ indicators, which have been improved for the last several 
decades are ideal only for monitoring the activation of neurons. To understand precise functions of the 
neuronal network, a fluorescent Ca2+ indicator that is suitable for monitoring the neuronal inhibition 
would be necessary. Previously reported "inverse-pericam" has unique property; the fluorescence intensity 
gets 7-fold dimmer upon Ca2+ binding. After creating a large mutant library of "inverse-pericam" by 
error-prone PCR, a variant, IP2.0, which shows nearly 20-folds dynamic range in vitro, was found. When 
IP2.0 was expressed in AWC neuron of C. elegans, the increase of fluorescence of IP2.0 during the 
stimulation of isoamyl alcohol was observed. These results suggest that odor stimuli decreases Ca2+ 
concentration in AWCON neurons and so IP2.0 will be an indispensable tool for studying neuronal 
inhibition.
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞は、主に興奮性と抑制性のシナプ
ス伝達を組み合わせた回路によって、情報
処理を行っている。神経回路の活動の測定
には、電気生理学的な手法のみならず、同
時に多数の神経細胞を非侵襲的に観察する
ことができる蛍光カルシウムプローブを用
いたイメージング解析が盛んに行われてい
る。とくに、遺伝子にコードされたカルシ
ウムプローブ（GECI）を用いたイメージ
ングは、観察する神経細胞を特定できるな
ど優れた利点を持っている。この数年のめ
ざましい開発の進歩により、興奮性神経活
動を高感度に測定できるGECIが多く発表
されている(1,2)。当研究室でも共同研究に
よって広範囲の波長のイメージングが可能
な GECO シリーズの開発に携わった(3)。
しかしながら、これらのプローブでは抑制
性の神経活動を検出することは難しいこと
から、情報処理の全体像を解明するために
は、抑制性シグナルを高感度に測定するプ
ローブが必要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
高感度に神経活動の抑制を捉えることがで
きるプローブを開発する。これを、興奮性
の神経活動を測定するプローブと組み合わ
せることによって、神経活動の興奮と抑制
を同時に測定し、情報処理の全体像を解析
できることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
インバースタイプのカルシウムプローブと
してはインバースペリカム(4)が知られて
いるが、これまで神経活動の測定に用いら
れたことはなかった。そこで、このインバ
ースペリカムをテンプレートとして、ラン
ダムに変異を入れ、カルシウムの有無によ
るダイナミックレンジのさらに大きいもの
をスクリーニングする。得られたプローブ
に、目的の波長、カルシウムイオンへの親
和性を持たせるために配列をデザインし、
さらに変異を導入する。種々作製したプロ
ーブを線虫の各種ニューロンに発現させ、
イメージングを行ない、それぞれの実験条
件に最適なプローブを特定する。これまで
の GFP/RFPから開発された種々のプロー
ブと同時に発現させ、刺激に対する神経の
興奮と抑制反応を単一ニューロン、または
各種ニューロン間においてマルチカラーで
観察し、刺激に反応する神経回路を解析す
る。線虫で得られた結果をもとに他の生物
において、広範囲に応用できるよう、解析
システムを組み立てる。 
 
４．研究成果 
① インバースタイプのカルシウムプロー
ブとしてのインバースペリカムは、これま
で神経活動の測定に用いられたことはなか
った。そこで、このインバースペリカムに

ランダムに変異を導入し、カルシウムイオ
ン有無による蛍光強度の変化量が大きいも
のをスクリーニングすることにより、改変
型インバースペリカム(IP2.0 など)を作成
した (図１)。IP2.0は in vitroにおいて、
カルシウムイオンの有無による蛍光強度の
変化量は 20 倍であった。この値はこれま
での GCaMP3 よりも高い値であり、プロ
ーブとして活用できる期待が持たれた。
IP2.0 のアミノ酸配列を調べたところ、一
カ所のアミノ酸変異が起こっていることが

明らかとなった。さらに IP2.0に変異を入
れ、IP3.0を作成した。IP3.0のカルシウム
イオン有無による蛍光強度の変化量は 90
倍を超えていた。しかしながら、カルシウ
ムイオンに対する親和性は IP2.0 の 200 
nM に対し、IP3.0 の親和性は 150 nM と
高く、細胞内でカルシウムプローブとして
活用できるか、今後の課題となった。 
種々の細胞でカルシウムプローブとして利
用できるように、IP2.0 にさらに変異を入
れ、蛍光強度の強いものやカルシウムイオ
ンに対する親和性を変化したものなど、
種々作成した。 
② IP2.0 を用いて線虫の神経活動を測定
したところ、神経活動の抑制に伴う蛍光強
度の増加を観察することに成功した(図２)。
図２の左に示すように、これまでのカルシ
ウムプローブを線虫の AWC ニューロンに
発現させ、イソアミルアルコール刺激を行
うと、刺激を取り除くことにより、著しい
カルシウムイオンの増加が観察された。し
かしながら、イソアミルアルコール刺激中
に何が起こっているのか、ここからでは、
理解することは出来なかった。IP2.0 をお
なじ、線虫の AWC ニューロンに発現させ
たところ、イソアミルアルコール刺激に伴
い、蛍光が上昇、すなわちカルシウムイオ
ンの減少が起こっていることが確認された。
これは、イソアミルアルコール刺激により、
神経の抑制反応が起こっていることを意味



すると考えられた。今回の研究結果は、イ
ンバースタイプのカルシウムプローブを改
良することによって、抑制性シグナルを鋭
敏に検出できる可能性があることを示して
いる。 
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