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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、神経回路の活動を長期的に観察するためのプローブとなる蛍光カルシウムバイ

オセンサーGCaMP4を、マウス脳内の大脳皮質第 5 層と海馬CA1野に安定発現するモデル動物を

確立した。このマウスの海馬CA1 野を二光子レーザ顕微鏡でイメージングすると、神経回路活

動の亢進に伴ってGCaMP4の蛍光が増強することが観察できた。このマウスを今後のイメージ

ング実験に用いることで、学習がひきおこす脳の神経回路活動の変化を、より精密に再現性良

く観察することが可能になる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     To establish chronic in vivo two-photon calcium imaging, we generated transgenic 
mice that stably express a genetically-encoded calcium sensor GCaMP4 in layer 5 of cortex 
and CA1 of hippocampus.  Our in vivo two-photon imaging confirmed that the 
fluorescence of GCaMP4 in hippocampal CA1 pyramidal cells of these mice increased 
rapidly and substantially in response to pharmacologically-induced elevation of neuronal 
circuit activity. These transgenic mice will thus become a valuable tool for longitudinal 
imaging studies of learning-induced neuronal circuit plasticity in the brain. 
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１．研究開始当初の背景 
 二光子レーザ顕微鏡を用いた in vivo カル
シウムイメージングは、脳の神経回路内の
数十の神経細胞の活動を同時に画像化する
ことができる。このため、多数の細胞のネ
ットワークからなる回路の機能を研究する
上で極めて有用な手法となっている。 
 しかし、この実験の多くは、低分子量カ
ルシウム感受性色素を脳に微量注入するこ
とで神経細胞を可視化しており、色素が細
胞内に安定して保持される期間がわずか数
時間に限られていることから、その適用は
急性実験に限られていた。 
 そのため、学習や感覚経験によって脳の
神経回路の活動がどのように可塑的に変化
するかを、同一個体の慢性 in vivo 二光子カ
ルシウムイメージングで、数日から数ヶ月
の間、長期間追跡観察するには、まず、カ
ルシウム感受性蛍光タンパク質のような蛍
光カルシウムバイオセンサーを、神経活動
をモニターするためのプローブとして、マ
ウスの脳に長期間安定に発現させたモデル
を確立する必要があった。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景より、本研究課題では（１）子
宮内電気穿孔法、ウイルスベクター、トラン
スジェニックマウスなどの外来遺伝子導入法
を用いて、蛍光カルシウムバイオセンサーを
マウス脳に安定発現したモデルを確立するこ
と、および（２）in vivo 二光子イメージング
によって、発現した蛍光カルシウムバイオセ
ンサーの正しい動作を確認すること、を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
  蛍光カルシウムバイオセンサーには、細胞
内カルシウム濃度の上昇によってその蛍光強
度が増強する GCaMP4を用いた。       
 GCaMP4の cDNAは、その開発者である埼玉
大学の中井淳一教授から分与していただいた。
この GCaMP4 と、遺伝子導入細胞のマーカー
となる赤色蛍光タンパク質 DsRed2を 2A ペプ
チド配列で連結したバイシストロニック発現
カセットを用いて、後述のように、子宮内電
気穿孔法による遺伝子導入、ウイルスベクタ
ーの構築、およびトランスジェニックマウス
の作製を行った。 
 海馬への子宮内電気穿孔法（Nakahira and 
Yuasa, J. Comp. Neurol., 483, 329-40, 2005）
は、1ug程度のプラスミド DNAをマウス胎児
の脳室内に微量注入したあと、海馬原基の存
在する脳室内壁に対し、電気パルス（33V, 
50msecを４回）をかけて遺伝子を導入した。 
 ウイルスベクターに関しては、遺伝子発現

量は中程度であるが、感染後の組織反応が少
なく長期発現に向くアデノ随伴ウイルス
（AAV）ベクターと、遺伝子発現の開始が早く
（感染後 1-2日で観察可能）、発現量も高い
ヘルペス単純ウイルス（HSV）ベクターの２種
類を作製した。海馬への注入は、麻酔した１
−２ヶ月令のマウスの背側海馬 CA1 野に、持
続微量注入ポンプに接続したハミルトンシリ
ンジを用いて、ウイルス液を 1-2ul 注入する
ことで行った。 
 二光子レーザ顕微鏡を用いた in vivoイメ
ージングは、改造したオリンパス社製顕微鏡
を用い、ウレタン麻酔下のマウスについて行
った。背側海馬 CA1野の イメージングは、
その上にある大脳皮質組織を外科的に除去す
ることで行った(Mizrahi et al., J. 
Neurosci., 24, 3147-51, 2004)。 
 
４．研究成果 
 最初に、子宮内電気穿孔法でマウス胎児
の海馬にプラスミド DNAを導入する系を確立
した。DNAは胎生 13.5日令で導入し、CAGプ
ロモーターで発現させた GCaMP4 の蛍光を、
生後１ヶ月令以降のマウス海馬 CA1で観察し
た（図１）。 
  

その結果、この方法では、一個体あたりに
GCaMP4 で標識される錐体細胞の数が少なく
（数個から数十個程度）、また標識される部
位にも個体間で大きな差が見られたことか
ら、海馬の背側 CA1野の回路内のほぼ全ての
細胞の活動を画像化することを目的とした
カルシウムイメージングには不適当である

図 1 
子宮内電気穿孔法で遺伝子導入したマウス海馬 CA1

野における、GCaMP4（左）と DsRed2（右）の発現。

上段は固定切片における観察。下段は in vivo二光子

イメージングによる観察。この方法では、一細胞あ

たりの遺伝子発現量は高いが、海馬 CA1の一部の細

胞しか標識されていないことがわかる。 



 

 

図 2 
トランスジェニックマウスの海馬 CA1野 

における、GCaMP4（左）と DsRed2（右） 

の発現。上段は固定切片における観察。下段 

は in vivo二光子イメージングによる観察。固定切片

写真から、GCaMP4と DsRed2で二重標識されているの

は、海馬 CA1錐体細胞層の背側の細胞であることがわ

かる。また in vivoイメージングの写真から、この層

に存在するほぼすべての細胞が、GCaMP4と DsRed2を

共発現していることがわかる。 

と結論した。 
 次にアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター
および単純ヘルペスウイルス（HSV）ベクタ
ーによる遺伝子導入を試みた。 
 AAV ベクターでは、神経細胞に対する感染
性が高いとされる８型および９型の血清型の
ベクターを用いた。しかし、これらのベクタ
ーでは CMV プロモーターあるいはシナプシン
Iプロモーターによる GCaMP4の発現レベルが
低く、in vivo イメージングに必要な発現量
を得られなかった。 
 また、HSV ベクターを用いた場合でも、海
馬 CA1 野で必要な発現量を安定して得ること
は難しかった。さらに HSV ベクターは遺伝
子発現が一過性であり、感染後 7 日程度経つ
と、GCaMP4 の発現が大幅に減弱あるいは消
失してしまうため、このベクターも慢性イメ
ージング実験には不適当と結論した。 
 最後に、トランスジェニックマウスの作製
を行った。プロモーターには神経細胞に外来
遺伝子を高いレベルで発現することのできる
thy１プロモーターを用いた。 
 受精卵注入後に得られた１２匹のトランス
ジーン陽性マウスのうち、2 匹の子孫で海馬
CA1 野の錐体細胞の上半分（背側）に GCaMP4
と DsRed2 を強く発現するマウスが得られた
（図 2）。 

 
錐体細胞層の腹側にはトランスジーンの発現
が見られなかった。網羅的遺伝子発現プロフ
ァイリングの結果では、マウス海馬の錐体細
胞層の背側と腹側は遺伝的に異なる細胞集団
に 属 す る と 報 告 さ れ て い る こ と か ら
（Thompson et al., Neuron 60, 1010-1021, 
2008）、観察された遺伝子発現パターンは、

この２つの層の遺伝的な違いを反映している
ものと考えられる。また発現レベルは海馬よ
り低いものの、大脳皮質の第５層の錐体細胞
の一部にも 、GCaMP4と DsRed2の蛍光が観察
された。 
 次に、これらのマウスの海馬を in vivo二
光子イメージングで観察したところ、海馬
の表面から約 150-200umの深さに位置する背
側の錐体細胞層において、ほとんどすべて
の錐体細胞が GCaMP4と DsRed2で二重標識さ
れていること観察できた（図 2）。これらの
細胞群に GABA 作動性の抑制性入力を遮断す
る bicucullineを局所投与すると、亢進した
神経回路の活動により GCaMP4 の蛍光が増大
するのが観察できた。この結果から、トラ
ンスジェニックマウスで脳に安定発現した
蛍光カルシウムセンサーGCaMP4 は、in vivo
でも、神経活動をモニターするプローブと
しての活性を保持していることが示され
た。 
 慢性イメージングの手技の確立に関して
は、以下のことを検討した。はじめに、手
術当日のイメージング後に、大脳皮質除去
後にできる組織の穴をアガロースで埋め、
カバーガラスで上端を封入する方法を試み
た。この方法では、術後の組織の健全性を
保持することが難しく、組織の浮腫や炎症
のために、数日後に同一の細胞をイメージ
ングで同定することが困難であった。 
 この問題を克服するために、現在はステ
ンレス製の微小リングの一端にカバースリ
ップを接着したイメージング窓を海馬近傍
に埋め込むことで、手術後の組織を支持す
る方法を検討している。今後はこのイメー
ジング窓の埋め込み方法を確立することで、
安定した慢性イメージングの手技が確立で
きるものと考える。 
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