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研究成果の概要（和文）：記憶は脳の広域に保存され、各領域のセルアセンブリが適切に再活性化することで想
起されると考えられる。そこで、脳広域に渡る神経活動イメージング法を確立し、記憶を司る脳広域の神経ネッ
トワーク活動を解析することを目的として研究を行った。脳手術やその後のイメージング品質向上の検討を行な
った。焦点を高速に切り替える方法に加えて、GRINレンズ上部に微小レンズを組み合わせる方法を新たに導入し
た。報酬条件づけに関わる2領域から同時に神経活動を取得し、2領域にわたって同期して活動する細胞集団の活
動を見出した。

研究成果の概要（英文）：Memory is thought to be stored in various brain regions and can be retrieved
 when the corresponding neural networks are activated. We improved a method for imaging neural 
activity across large brain areas to study the neural network activity responsible for memory. We 
reviewed surgery methods and improved imaging quality. In addition to the method of fast focus 
switching, we introduced a new method of combining microlens on top of the GRIN lens. We 
simultaneously acquired the neural activity from two regions involved in reward conditioning, and we
 found synchronous cell population activity across the two regions.

研究分野： 神経科学

キーワード： 記憶・学習

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳機能は、個々の局所回路の演算が適切に下流の領域に伝達されることで実行される。そのため脳の情報処理機
構の解明には、複数領域にわたる神経活動の解析が必要である。本研究では記憶に関わる神経活動を脳の広域に
渡って解析することに成功した。本手法を用いた解析を促進することで、記憶・学習だけでなく情動や運動、感
覚、意思決定などさまざまな脳機能の情報処理機構の解明に貢献できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
記憶の想起障害は認知症の主症状の 1 つであり、想起の神経機構の解明が期待される。記憶は
脳の広域に保存され、各領域のセルアセンブリが適切に再活性化することで想起されると考え
られる。しかし、これまでは局所回路のセルアセンブリ研究に比べて、脳広域に渡る記憶回路に
関する研究は不十分であった。 
 
２．研究の目的 
そこで、脳広域に渡る神経活動イメージング法を確立し、記憶を司る脳広域の神経ネットワーク
活動を解析することを目的として研究を行った。In vivo カルシウムイメージングは、神経活動
に伴って生じる細胞内カルシウム濃度の上昇をイメージングすることで、in vivo で多細胞の活
動を同時に測定する手法である。本手法は典型的には、局所回路に含まれる多細胞の活動を解析
するために有用だが、本研究ではこの in vivo カルシウムイメージングを脳広域に拡張した。 
 
３．研究の方法 
イメージングおよび行動実験を行う時点で8～20週齢のC57BL/6Jマウスを用いて実験を行った。
蛍光カルシウムセンサーGCaMP を、アデノ随伴ウイルスベクターを用いて神経細胞に導入した。
脳深部の神経活動をイメージングする際は、直径 0.6 mm あるいは直径 0.5 mm の GRIN レンズを
目的の脳領域の上部に挿入し、GRIN レンズを介して励起光の照射と蛍光の取得を行った。大脳
皮質広域から神経活動をイメージングする際は、頭蓋骨を露出して経頭蓋によりイメージング
を行った。 
記憶課題として音と報酬の条件づけを用いた。マウスの頭部を固定して行動実験を行えるよう
に、あらかじめマウスの頭蓋骨にチャンバーフレームを取り付けた。頭部固定に十分に慣らした
後に条件づけを行った。条件づけでは、マウスに 1 kHz の音を 4秒間聞かせ、音開始から 2秒後
にスクロース水を与えた。スクロース水は口元に設置したチューブから約 3 μL 与えた。スクロ
ース水はシリンジにためておき、口元に設置したチューブとシリンジの間にソレノイドを設置
した。数ミリ～数十ミリ秒だけソレノイドを開けることで、重力に従ってスクロース水が流れる
ようなシステムを構築した。マウスがスクロース水を舐めようとする行動（リッキング）は赤外
線センサーで検出した。音の出力、スクロース水提示のためのソレノイドの開閉、赤外線センサ
ーによるリッキングの検出は Raspberry pi で制御した。同じ Raspberry pi のプログラムでイメー
ジングカメラの制御も行うことで、マウスの行動と神経活動を同期して解析することを実現し
た。条件づけ 1 日目の初期の試行では、マウスは音提示と関係なく自発的にリッキング行動を示
し、スクロース水の提示に伴って高頻度でリッキング行動を示した。繰り返し条件づけを行うと、
マウスは音提示だけで（スクロース水の提示前に）高頻度にリッキング行動を示すようになった。 
 
４．研究成果 
（１）GRIN レンズを介した脳深部イメージング 
複数箇所に GRIN レンズを埋め込み、複数の脳深部領域から同時に神経活動を取得した。GRIN レ
ンズを介した in vivo カルシウムイメージングは技術的に難易度の高い手法であり、1箇所イメ
ージングの成功率が 70%だとすると、ｎ箇所から同時にイメージングを行うと成功率は 0.7 のｎ
乗であり、非常に低くなる。そこで、GRIN レンズ埋め込み速度の検討、各種使用器具の滅菌、出
血をなるべく抑える検討、埋込時に安定して GRIN レンズを保持する方法の検討、埋め込み後の
GRIN レンズの保護方法の検討、GRIN レンズの傾きを正しくする方法の検討など、脳手術やその
後の手法の検討を重点的に行なった。また、同時イメージングする手法として、これまでに私た
ちが開発してきた焦点を高速に切り替える方法に加えて、GRIN レンズ上部に微小レンズを組み
合わせる方法も新たに導入した。 
 
（２）大脳皮質脳広域のイメージング 
経頭蓋により大脳皮質広域から in vivo カルシウムイメージングを行った。頭部の皮膚を切開
した後、頭蓋骨の膜を除去し、骨の表面を乾燥させた。その後、骨の表面をシアノアクリレート
でコーティングし、乾燥後にシリコンのボンドで保護した。470 nm の励起光と 405 nm の励起光
を交互に照射した。470 nm の励起光を照射した時に取得した蛍光の強度を 405 nm の励起光を照
射した時に取得した蛍光の強度で補正することで、カルシウム依存的な蛍光強度の変化を算出
した。 
 
（３）連合学習と関連する局所回路および領域間ネットワークの活動 
報酬条件づけに関わる 2 領域から同時に神経活動を取得した。報酬条件づけの音提示やスクロ
ース提示によって活動が上昇する細胞や、活動が減少する細胞を検出することに成功した。また、
一部の細胞は音提示とスクロース提示の両方に反応した。こうした 2 つの刺激両方に反応する
細胞が連合学習に関与する可能性が考えられる。さらに、非負値行列因子分解を用いて、2領域



にわたる神経細胞を活動パターンに応じて複数の細胞集団に分類した。分類された細胞集団の
多くは、一方の領域の神経細胞のみを含むものであった。しかし一部の細胞集団は、2領域の神
経細胞を含んでいた。このような領域をわたって同期して活動する細胞集団が領域間の情報伝
達に関与する可能性が考えられる。 
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