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研究成果の概要（和文）：これまで、我々は可視光の蛍光物質Alexa 555に効率の高い逆行性トレーサー・CTBを結合さ
せたものを用いて、蛍光実体顕微鏡を用いて脳表から生体内での線維連絡を可視化する手法を開発し、電気生理学とウ
ィルスベクターの組み合わせを用いて、神経回路における情報変換研究に用いてきた。本研究では、in vivo蛍光・定
量トモグラフィ装置を用いて、組織透過性の高い遠赤外線の蛍光色素Alexa 750をトレーサーに結合させ、マウス、ラ
ット、マーモセットで使用できる生体脳での脳深部（扁桃体、大脳基底核、海馬、視床、内側前頭葉、帯状皮質）を含
む全脳結合の可視化を生体内で可能にする手法の開発を可能にした。

研究成果の概要（英文）：We have succeded to develope that using in vivo fluorescence tomography equipment,
 CTB-Alexa 750 as a fiber tract tracer can be followed in vivo even in deep structures. Until now, our met
hods using CTB-Alexa 555 can only show coritical surface connections. This is the great development, espec
ially, connection are concerned with deep brain region (e.g., amygdala, basal ganglia, hippocampus, thalam
us, mideial prefrontal cortex, cingulate). Especially, function of connected area can be electrophysiologi
cally examined. 
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１．研究開始当初の背景 
最近、我々は顔認知、物体認知に関わる
腹側視覚系の最終段階と言われるマカク
ザルの下側頭葉において蛍光トレーサー
(CTB-Alexa 555)を用いて線維連絡を生
体内で脳表から可視化し、強い投射を持
つ皮質カラムから神経活動を記録する方
法を開発した（図１：Ichinohe ら, 投稿
準備中）。この手法は、直接投射に基づい
たネットワークシステムを可視化しつつ、
神経活動を記録することを可能にし、領
野間の相互作用・情報変換研究に、神経
回路の観点をもたらす画期的なものと考
えている。また、現在は、本手法をより
溝の少なく小さく１つのチャンバーで多
くの領野をカバー出来るマーモセットに
適用して、聴覚系、視覚系、運動系の情
報統合の研究を行なっている（図２）。し
かし、この手法は脳表から見える領域に
しか、適用できず、情動やモチベーショ
ンなどに関わる脳構造は、脳の深部や皮
質の内側部など、脳の外側面から見えな
い領域にあり、皮質で処理された視覚情
報などが、どのように情動やモチベーシ
ョンに変化して行くかの過程を研究する
には、現在の手法には、限界がある。 
２．研究の目的 
本研究では、i n v i v o 蛍光・定量トモ
グラフィ装置を用いて、組織透過性の高
い遠赤外線の蛍光色素 A l e x a 7 5 0 を
トレーサーに結合させ、マウス、ラット、
マーモセットで使用できる生体脳での脳
深部（扁桃体、大脳基底核、海馬、視床、
内側前頭葉、帯状皮質）を含む全脳結合
の可視化を生体内で可能にする手法の開
発を目的とする。 
３．研究の方法 
	 購入可能な CTB-Alexa 647を、皮質、
海馬、扁桃体に微量 0.12 - 0.3 μl注入し、
１週間後に、in vivo蛍光・定量トモグラ
フィ装置（FMT1500、Perkin-Elmer）
で可視化する。すでに、マウスバレル皮
質に 0.12μl注入する試験は行っており、
注入部位、視床、視床下部にラベルが見
られ（図５）、CTB の免疫組織化学によ
り、その投射の存在は裏付けられた。し
かし、CTB の免疫組織化学で見られた、
皮質—皮質投射（含む反対側のバレル皮
質への投射）は、 確認できなかった。し
かし、まだ閾値を下げて画像工学の手法
による、改善を行ったり、他の会社の in 
vivo蛍光・定量トモグラフィ装置のデモ
をお願いして、どこまで免疫組織化学で
検知できるレベルまで迫れるかに関して
検討する。しかし、すくなくとも、視床
や視床下部のラベルが確認できたのは、
大きく道が開かれたと考えている。また、
同じホルダーで 3TのMRIを撮像し、ス
テレオの値を決める手法の熟練を行なう。
このホルダーはすでに perkin-elmer で

開発済みのものを用いているが、実際に、
ステレオ装置の位置の数字の部位に別な
トレーサーを注入し、そのずれが最小に
なるように、検討を行う。また、結合し
ている領域に刺激電極と記録電極を入れ
て、機能的結合も確認する。 
	 より組織透過度の高い Alexa	 750	 
carboxylic	 acid,	 succinimidyl	 ester	 
(molecular	 probes)と CTB を別々に購入
し、Beckman	 Coulter 等の蛍光タンパク
質ラベル化キットを用いて、CTB-Alexa	 
750	 を合成／精製し、上と同様にマウス
に注入し、その評価を行う。Alexa	 750
は、in	 vivo 蛍光・定量トモグラフィ装
置（FMT1500、Perkin-Elmer）のマウス脳
腫瘍マーカーにおける検討により、Alexa	 
647 の 50 倍程度の感度を持つと言われ	 
(Chen	 et	 al.,	 2009)、より少ない蛍光色
素を含む脳領域の可視化がこれで可能に
なると考えられる。また、注入してから
画像取得までの時間等の条件設定を行な
う。	 
マウスで検討した結果をもとに、現在、
Perkin-Elmer が FMT1500 用に開発し終え
たラット用のホルダーを用いて、より頭
部の大きいラットにおいて、上記のトレ
ーサーがどこまで可視化可能か、同様な
手法で行なう。また、Perkin-Elmer のカ
タログサイズから、考えてマーモセット
の頭部もこれに角度を工夫すれば入るこ
とが、分かったので、マーモセットでも
同様の実験を行ない、可視化の程度、ま
た角度の工夫や撮像条件の検討などによ
り、最終的にマウス、ラット、マーモセ
ットで使える脳深部を含む簡便な生体内
線維連絡可視化法のよい条件を見つける。	 
	 MRI とも重ねて、ステレオでの結合ス
ポットを決定する条件をラット、マーモ
セットで見いだし、マウスで行なったよ
うに、他のトレーサー注入で、その手法
の確認や、電気生理による機能的結合を
確認する。	 
	 
４．研究成果	 
	 
購入可能な CTB-Alexa 647を、皮質、海
馬、扁桃体に微量 0.12 - 0.3 μl注入し、
１週間後に、in vivo蛍光・定量トモグラ
フィ装置（FMT1500、Perkin-Elmer）
で可視化する。すでに、マウスバレル皮
質に 0.12μl注入する試験は行っており、
注入部位、視床、視床下部にラベルが見
られ（図５）、CTB の免疫組織化学によ
り、その投射の存在は裏付けられた。し
かし、CTB の免疫組織化学で見られた、
皮質—皮質投射（含む反対側のバレル皮
質への投射）は、 確認できなかった。し
かし、まだ閾値を下げて画像工学の手法
による、改善を行ったり、他の会社の in 
vivo蛍光・定量トモグラフィ装置のデモ



をお願いして、どこまで免疫組織化学で
検知できるレベルまで迫れるかに関して
検討する。しかし、すくなくとも、視床
や視床下部のラベルが確認できたのは、
大きく道が開かれたと考えている。また、
同じホルダーで 3TのMRIを撮像し、ス
テレオの値を決める手法の熟練を行なう。
このホルダーはすでに perkin-elmer で
開発済みのものを用いているが、実際に、
ステレオ装置の位置の数字の部位に別な
トレーサーを注入し、そのずれが最小に
なるように、検討を行ったところ、非常
にマッチングがうまく行く事がわかった。
また、結合している領域に刺激電極と記
録電極を入れて、機能的結合を調べたと
ころ、強い LFPが観察され結合が強い事
が明らかにされた。	 
	 より組織透過度の高い Alexa	 750	 
carboxylic	 acid,	 succinimidyl	 ester	 
(molecular	 probes)と CTB を別々に購入
し、Beckman	 Coulter 等の蛍光タンパク
質ラベル化キットを用いて、CTB-Alexa	 
750	 を合成／精製し、上と同様にマウス
に注入し、その評価を行う。Alexa	 750
は、in	 vivo 蛍光・定量トモグラフィ装
置（FMT1500、Perkin-Elmer）のマウス脳
腫瘍マーカーにおける検討により、Alexa	 
647 の 50 倍程度の感度を持つと言われ	 
(Chen	 et	 al.,	 2009)、より少ない蛍光色
素を含む脳領域の可視化がこれで可能に
なることが、判明した。	 
	 マウスで検討した結果をもとに、現在、
Perkin-Elmer が FMT1500 用に開発し終え
たラット用のホルダーを用いて、より頭
部の大きいラットにおいて、上記のトレ
ーサーがどこまで可視化可能か、同様な
手法で行なう。また、Perkin-Elmer のカ
タログサイズから、考えてマーモセット
の頭部もこれに角度を工夫すれば入るこ
とが、分かったので、マーモセットでも
同様の実験を行ない、可視化の程度、ま
た角度の工夫や撮像条件の検討などによ
り、最終的にマウス、ラット、マーモセ
ットで使える脳深部を含む簡便な生体内
線維連絡可視化法において、ほぼ同じ条
件で可能である事がわかった。	 
	 また、MRI とも重ねて、ステレオでの
結合スポットを決定する条件をラット、
マーモセットで見いだし、マウスで行な
ったように、他のトレーサー注入で、そ
の手法の確認や、電気生理による機能的
結合を確認したところ、前頭葉間の結合、
前頭葉・側頭葉の結合において、上記の
事が確認され、マーモセットでも、同方
法が可能である事が確認された。	 
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