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研究成果の概要（和文）：本研究はE/I バランスの異常がどのように神経回路情報処理異常を起こしているかを
明らかにすることを目的としている。海馬CA1野でのθ-γ周期の引き起こす短期可塑性にE/Iの精緻な活性化制
御が関与することを示し，初年度に論文として発表した。バルプロ酸投与モデルでのさらなる検証を進めていた
が，このθ-γ周期に関する短期可塑性現象に関しては顕著な差を見出すことができなかった。そこで，この現
象から引き起こされる可塑的変化の抽出に焦点を絞って研究を進めた。E/Iバランス失調の関連について基礎的
なデータを収集できたと考えている。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify how abnormality of E / I balance causes neuronal 
circuit information processing abnormality with voltage-sensitive dye (VSD) imaging. The precise 
activation control of E / I was involved in the short-term plasticity caused by the θ - γ cycle in
 the hippocampal CA 1 field. The observation was published as a paper in the first year. We have 
been proceeding with further verification in valproic acid administration model but no significant 
difference could be found with regard to this short term plasticity phenomenon with respect to this 
θ - γ cycle. Therefore, we focused on extraction of plastic change caused by this phenomenon and 
carried out research. I believe that basic data on the relationship of E / I balance disorder have 
been accumulated.

研究分野： 神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳神経回路のシナプスで樹状突起内でも

動的な興奮/抑制バランス(E/Iバランス)の制
御が行われること(Liu, Nat Neurosci, 2004; 
Turrigiano, Nelson, Curr Opin Neurobiol, 
2000)，また局所神経回路で E/I バランスを崩
すことによって精神疾患様の行動異常が起こ
ること(Yizhar et al., Nature, 2011)が，
2000 年頃から明らかになってきている。すな
わち，神経回路の機能が適切な E/I バランス
の維持に依存していることは明らかである。
その一方， E/I バランスがどのように局所神
経回路の機能を保証しているのかは明確でな
い。 

申請者は厚生労働科学研究費の研究班
(H18-H25)において，妊娠期バルプロ酸投与マ
ウス，妊娠期ビスフェノール A 暴露マウスで
光計測法を用いて海馬神経回路動作を検証し，
E/I バランスの変調に起因すると思われる神
経回路異常を示す知見を得ている(毒性学会, 
2011; 日本神経科学会 2013，2014;北米神経
科学会 2013, 2014;一部は submitted)。これ
らのマウスは行動実験においても異常を示す
ことがわかっているが, 神経回路動作の異常
がどのように行動実験での異常を引き起こす
のかは不明である。本研究では，このマウス
を用いて E/I バランスの変調が引き起こす病
態の神経回路機構を解明する。 

脳の情報処理には，多くの神経の同期的集
合的な振動的活動が重要な意味をもっている
(Averbeck, Nat Rev Neurosci, 2006; Usrey, 
Annu Rev Physiol., 1999)。脳の振動的活動
は様々な機能的役割を果たしているが，最も
代表的なものは海馬の場所細胞と θ 活動の
例だろう(O’Keefe, Hippocampus, 1993)。θ
活動はγ活動と密接な関連がある(Lisman, 
Neuron, 2013 等)。申請者は，抑制性入力の高
頻度入力(γ周期)の結果，抑制性の細胞が長
い時間単位で興奮性細胞を一斉に制御し(J 
Neurophysiol, 2002; Pflugers, 2010)，低周
期(θ周期)の振動的活動を形成することを見
出している(in preparation)。そこで，E/I バ
ランスの崩れにより，影響を受けるのはこの
同期的で集合的な振動活動だと考えた。 

E/I の相互作用に基づく振動的な神経活動
が脳の神経回路のどこで，どのように起こっ
て協調しているかを計測するためには，回路
の動作を多くの点で同時に計測する―つまり，
神経回路の活動動態を「見る」技術が必要で
ある。申請者は，このような視点で 2013 年度
Neuro2013（日本神経科学学会，日本神経化学
学会，日本神経回路学会，京都国際会館 6月）
において「見て調べる神経回路機能のダイナ
ミクス：再編成と変調」と題した企画シンポ
ジウムをオーガナイズし，異なる技術を持つ
専門家を集め，計測上の課題について検討し
た。その結果，計測には少なくとも以下の 3点
のことが出来る必要があることが確認された。
①多点同時記録ができ，複数の細胞から記録
が導出し，同期的活動を計測できること。②

記録する細胞の集団の大きさが，機能的な局
所神経回路を網羅できること。③同期に必要
な閾値下の膜電位応答を記録できること。 

２．研究の目的 
本研究では，シンポジウムで確認された

課題をふまえ，本研究申請者らが新規開発し
た超高速共焦点光学系(J Neurophysiol., 
2013)の他，海馬や嗅内野に関して開発して
きた膜電位光計測法 (J Neurosci Methods, 
2000; Science, 2011; Pflügers， 2010; 
Neurosci Res，2009;Science, 1996)の手法
を使い，神経回路機能の異常を閾値下の信号
まで含めて「見る」実験系を構築する。 

自閉症スペクトラムなどを含む発達障害
や，統合失調症などの特に発達に密接に関係
する精神疾患では，脳の領野間の機能連携の
異常が起こっていることが示され，E/I バラ
ンスの不全が主な原因と考えられている
(e.g. Persico, TINS, 2006; Uhlaas, 
Neuron, 2012)。本研究で E/I バランスと振
動的活動の変調が示されたら, それが精神
疾患で示されているような領野間の活動協
調に影響を与えるかどうかを検討する必要
がある。これにはスライス標本でより広範囲
の神経活動を調べるとともに，in vivo 標本
でのより自然な状態での皮質活動について
検討する必要がある。本研究で用いる薬物投
与誘導による病態マウスは遺伝的背景が正
常でも異常な神経回路特性を持つ病態モデ
ル動物の一種である。これは,他の遺伝子改
変と組み合わせることが容易である。この利
点を活かして，オプトジェネティック技術を
導入することにより，in vivo の状態の皮質
領野間の機能協調とE/Iバランスの変調の関
連を調べることが出来る。 

 
３．研究の方法 
[平成 27 年度]  膜電位感受性色素可視

化による病態マウスの海馬におけるE/Iバラ
ンスの変調とθ-γ周期の神経活動の関連探
索(①~③) 

①発生発達期の特定の時期,これまでの
研究では妊娠中の特定の時期(E12, E13)に
バルプロ酸を投与することで成長した仔に
行動異常の見られるマウスが得られている。
このプロトコルはエピジェネティックな観
点から設定されたものなので他の自閉症モ
デルと条件を比べつつ最もよいプロトコル
を確立する。その際,海馬スライス標本にお
いてトリシナプティック回路を構成する入
力経路であるシャーファー側枝,苔状線維,
貫通線維への刺激に対する膜電位応答にお
いて差が見られていたので,これを指標に病
態導入プロトコルを設定する。また，ビスフ
ェノール投与についても検討する(連携研究
者:種村健太郎と冨永)。 

②この差は,通常の ACSF 中での応答と
GABA-A 受容体阻害薬を加えた時を比べ発見
したものであった。この差の詳細な検討は出
来ていないが,病態モデル動物でのGABA-A受



容体の減弱を示唆すると考えている。パッチ
クランプ法等の電気生理学的手法で検証する。
また,単一細胞での膜電位感受性色素による
可視化解析を行い,樹状突起のレベルで E/I
バランスの変調と膜電気応答の関連を解析す
る。この際には,申請者らが開発した(J 
Neurophysiol., 2013)細胞内還流法と超高速
共焦点光学系を利用する。(冨永) 

③海馬において特別な意味を持つθ周期
(5Hz)の神経活動には,より高周波のγ周期
(100Hz)の神経興奮が関与しており,GABA-A受
容体の特別な活性化が関与している可能性を
申請者は見出している(J Neurophysiol, 
2002; Pflugers 2010)。このような振動的神
経活動に対する E/I バランス変調の効果を同
じ病態モデルマウスを使って検討する。(冨
永) 

また，これらの課題と平行して要素技術①
~③の開発に着手する。超広視野の膜電位計測
計に関しては，申請者が開発して現在利用し
ている膜電位計測用高開口数顕微鏡(特許
1999; J Neurosci Method, 2000)を改良し
て，LED 照明と標本上の広視野ウインドウの
新規開発により，より広視野でも均質で高輝
度の照明と安定した計測が可能な実験系を確
立する。また，これと適合する共焦点光学系
を開発する。一方，海外研究協力者の Knopfel
教授(Imperial College London)から膜電位
感受性蛋白質を発現するノックイン動物(論
文投稿済)の提供を受け，これを利用した膜電
位計測系を立ち上げる(連携研究者:武藤弘樹
と冨永)。この基礎技術はすでに子宮内遺伝子
導入によって発現させた蛋白について共同研
究を進めている。要素技術③に関しては，こ
の遺伝子導入動物での計測を念頭に置いたも
のだが，要素技術①を適用できるような実験
系を構築する。 

 [平成28年度] 海馬傍回や他の領野での
振動的神経活動と E/I バランス変調の関連の
探索(④，⑤) 

④海馬への信号を送っているのは嗅内野
である。海馬にとっての振動的活動の少なく
とも一部はこの領域からの入力を受けている。
嗅内野と海馬の反響回路については申請者ら
が既に光計測で報告している(Science, 
1996)が，この過程で嗅内野の特定周期での活
性化が海馬-嗅内野回路の活性化に重要であ
ることを発見した(unpublished)。この嗅内野
-海馬での振動的神経活動について E/I バラ
ンスに変調を持つ病態マウスでも検討し，単
離脳標本を用いた解析も含め，その回路機構
を解明する。また，この嗅内野と嗅周囲皮質
の活動解析によって，特定の部位が振動子と
なって振動活動を起こすことを本研究の研究
分担者と申請者は見出している(梶原と冨永，
北米神経科学会，2012)。この振動的活動とE/I
バランスとの関連を探索する。さらに扁桃体
との関連についても解析を進める。この解析
には要素技術①が用いられる。(梶原と冨永) 

 

４．研究成果 
本研究は E/I バランスの異常がどのように
神経回路情報処理異常を起こしているかを
明らかにすることを目的としている。我々は
すでに抑制性信号の高頻度入力 (γ周期)が
低周期(θ周期)の振動的神経活動に重要な
ことを見出しており，これが，E/I バランス
失調の主要な神経回路機構であると考えた。 
これ正しければ E/I バランスが振動制御と
領野間の協同を乱すことで脳発生発達に関
連する精神疾患の病態を引き起こすと説明
することができ，脳情報処理機構の解明，病
態解 明に結びつく。海馬 CA1 野でのθ-γ周
期の引き起こす短期可塑性にE/Iの精緻な活
性化制御が関与することを示し，初年度に論
文として発表した。E/I 失調を主な原因とす
る病 態モデルとしてバルプロ酸投与モデル
でのさらなる検証を進めていたが，このθ-
γ周期に関する短期可塑性現象に関しては

顕著な差を見出すことができなかった。そこ
で，この現象から引き起こされる可塑的変化
の抽出に焦点を絞って研究を進めた。一方，

 

 

図１ θ−γ振動的活動が起こす可塑

性の例と、その回路モデル 



他の脳領野での E/I バランスの検討のため，
新たに広視野の計 測系を構築した。これを使
って，海馬と関連する嗅内野(EC)，嗅周囲皮

質(PC)での E/I バランスの失調と神経興奮伝
播パターンの変化を調べた。また，前帯状 皮
質(ACC)の興奮伝播パターンも調べることが
できた。これらはまだバルプロ酸投与モデル
での実際の病態を説明できるだけの知見を集
めきれていないが，それぞれ興奮伝播パター
ンと E/I バランス失調の関連について基礎的
なデータを収集できたと考えている。どちら
も投稿準備中である。これらの基礎的なデー
タからの，バルプロ酸モデルでのズレを計測
できるようになれば病態の解明に結びつく。
また，E/I バランスの脳内での重要性が明ら
かになる。また，この過程で計測 系の自動化
を実現し，スループット性が高い実験系（例 
図２）を実現できた。今後様々な研究に応用
可能である。 
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図２ 自動化した実験装置の例 最も簡
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（amp）による電気生理学的計測が自動

で行えるようにセットしてある。最小設

置面積は７０x７０ｃｍで狭い空間にも

たくさん設置可能である 
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