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研究成果の概要（和文）：本研究では, ニューロンやアストロサイトの活動を記録したカルシウムイメージング
データのブレ補正, 時空間平滑化法，画像2値化法等に基づくニューロンやアストロサイトの位置の半自動検出
法とニューロン種の自動識別法の開発を行った。そして, 遅延相互相関解析により吸息性細胞の検出を行い，外
変数型自己回帰モデルや多変量自己回帰モデルをベースとした手法により細胞間の因果性の推定を行った。モデ
ルの適用に際しては適合度を検定する必要があるが, 人為的に細胞間のネットワーク構造を改変する前後のデー
タと比較したところ，本研究で用いた因果性の定量化法には大きな矛盾は無く適切に因果性を指定していること
を示せた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed a preprocessing system for semiautomatic 
detection of active neurons and astrocytes position and automatic identification method of neural 
types based on a motion artifact correction technique of calcium imaging data that recorded the 
activity of neurons and astrocytes, a spatiotemporal smoothing method and an image binarization 
method. Then, we detected inspiratory cells among the active neurons and astrocytes using 
time-delayed cross correlation analysis and estimated the causality between cells using 
autoregressive model with exogenous input and a multivariate autoregressive model based approaches. 
Though it is necessary to evaluated the goodness of fit when applying these models, the estimated 
causality was found to be valid when comparing it with the data before and after artificially 
modifying the network structure among cells,.

研究分野：生体信号時空間解析
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１．研究開始当初の背景 
最近の神経計測技術の進歩により脳神
経活動に対する様々なモダリティによる
計測法が開発されている。そのなかでもカ
ルシウムイメージング法は数ミリ秒から
数十秒の周期で生じる神経集団の同期現
象や興奮の伝播を多細胞同時蛍光ライブ
イメージングとして計測することを可能
とした。しかし、データは複雑な多次元の
構造を持ち(2次元の計測面、時間軸、計測
条件、繰り返し測定)、また、カルシウム
感受性色素の退色や還流液による振動な
どに起因するによる強いドリフト成分や
アーチファクトが重畳しており、大規模解
析においては解決すべき多くの要素があ
る。 
多くの研究事例や知見がある海馬の場
合は、神経細胞の向きが揃っており明確な
層構造をもち、また、発火頻度が数百Hz
と高く信号強度も高いためニューロン、ア
ストロサイトの分別は比較的容易に行え
る。しかし、脳幹の呼吸中枢部位では構造
が明確ではなく、また、発火頻度は0.5～
1.5Hz程度と低く、信号強度も低いので分
別は難しい。最近の研究では、アストロサ
イトにはニューロンの吸息相に同期する
もの、吸息相より早くに賦活するものと複
数の種類があることが報告されているが
(Okada et al. 2012)、実際の解析におい
てアストロサイトの同定は良好に計測さ
れたデータで細胞の形状や大きさ、賦活の
波形を手掛かりに経験的に行われている。 
試料の切断面には細胞の一部しか現れ
ていない場合が多くあり、一般的に、形状
や大きさによる分別には困難を伴う。新奇
の法則性を見出し、その信頼性をより高め
るにはより多くのデータを用いた大規模
解析が必要で、そのためには、ニューロン、
アストロサイトを定量的かつ客観的に分
別するアルゴリズムの開発が必要である。 
また、呼吸に関与する細胞群において、
「どの種類の細胞が」「ネットワーク内で
どのように働いて」ネットワーク全体を機
能させて自発的同期活動の生成・維持を引
き起こすのか、そのメカニズムについても
ほとんど解明されていないので、細胞同士
の機能的結合性や賦活の因果性について
も定量的な研究を行うことが求められて
いる。 
 
２．研究の目的 
ニューロンやアストロサイトの自励的
同期現象は脳内の情報伝達において重要
な脳機能であり、このメカニズムを探る
ための注目すべき同期現象の一つとして
脳幹における周期的呼吸活動がある。最

近では、カルシウムイメージング法を用
いた多細胞同時記録など先端的な測定技
術が開発され、得られる知見は神経生理
学のみならずニューロインフォマティク
スの分野でも重要な役割を担いつつある
が、イメージングデータにおいてニュー
ロン、抑制性ニューロン、アストロサイ
トなどの客観的な検出方法は確立しおら
ず、細胞レベルでのネットワーク推定に
関する研究例はほとんどなされていない。 
この状況を踏まえ、本研究では呼吸活動
に関与するニューロン、抑制性ニューロ
ン、アストロサイトの定量的、かつ客観
的な検出アルゴリズムの開発、ならびに
相関、因果性の解析方法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究は 2 段階で行う。まず、局所細
胞外電位(LFP)で計測される呼吸活動と
カルシウムイメージングデータの各ピク
セルに対応する時系列との間で時間依存
相互相関解析を行い、呼吸活動に関与す
るニューロン、アストロサイトを検出す
る。 
次に、検出されたニューロンにおいて
呼吸活動を予測する時系列モデルを構築
し、抑制性ニューロンとアストロサイト
からの寄与を考慮した外生変数型時系列
モデルへと拡張させる。そして、赤池情
報量規準 (AIC)などの指標を用いて有意
に動力学的な寄与を与えている抑制性ニ
ューロンやアストロサイトを検出し、因
果関係にあるニューロン、抑制性ニュー
ロン、アストロサイトのネットワーク構
造を推定する。 
 
４．研究成果 
(1)カルシウムイメージングデータには画像
のブレ,低周波のドリフト成分, 輝度の
ムラなど様々なアーチファクトが重畳し
ている。その中でも画像のブレは深刻な
アーチファクトで補正をしなければピク
セル値とニューロンからの信号が対応し
なくなるので, 解析結果が不正確なもの
になってしまう。本研究ではアフィン変
換と空間平滑化を組み合わせたブレ補正
方法を開発した。 
 
(2) 
   イメージングデータはピクセルを順に走
査してデータを格納するのでピクセル間
に時差が生じ，サンプリングレートが低
ければ実時刻と神経活動の時刻との間に
遅延が生じる。神経活動の頻度と適切な
サンプリングレートの関係を定量化し，
時差補正をするための線形, 非線形補完
法を開発した。 



 
(3) 
カルシウム指示薬OGB-1を用いたイメージ
ングデータで活動性のニューロンを検出
し, GlyT2陽性グリシン抑制性ニューロン
とGAD65陽性GABA抑制性ニューロンで特
異的に発現させた蛍光タンパクのイメー
ジ画像を組み合わせることにより活動性
ニューロンをグリシン抑制性ニューロン, 
GABA抑制性ニューロン, 両方の性質を持
つ抑制性ニューロン, 興奮性ニューロン
を半自動的に区別する方法を開発した。
これは，各々の2値画像の共通集合，差集
合に分離して行うもので, 2値化には画像
の輝度ムラを補正しながらピクセル毎に
閾値を変えるactive threshold法を適用
した。この方法により引き続き行う相互
相関解析や時系列解析は全ピクセルでは
なくニューロンの部位に相当する
ROI(Region Of Interest)のみ計算すれば
よいので，解析の大幅な効率化を行うこ
とが可能となった。 
 
(4) 
   (3)の事前処理で定義したOGB-1イメージ
ングデータのROIに対応する時系列と
OGB-1イメージングデータと同時計測さ
れたLocal Field Potential(LFP)データ
との相互相関解析により吸息性ニューロ
ンの検出を行った。LFPデータにはニュー
ロンの集団的同期現象により生じた呼吸
性のバーストが周期的に記録されており,
このバースト波形と似た波形を持つROI
を検出することで吸息性ニューロンを検
出できるがLFPに記録されている呼吸性
バーストと異なるタイミングで活性化す
るニューロンもあるので, LFPの波形を時
間軸に沿って前後に移動させながら相互
相関解析を行う遅延相互相関解析を導入
した。 
 
(5) 
   (4)で検出した吸息性ニューロン間の因果
解析を行った。た。ニューロンの時系列
に自己回帰(AR)モデルと他のニューロン
からの入力を仮定した外生変数型ARモデ
ルを適用し,赤池情報量規準(AIC)を用い
てモデルの比較を行い, ニューロン間の
入出力関係を定量化した。また,多変量AR
モデルによるノイズ寄与率, グレンジャ
ー因果性を計算した。モデルの適合度検
定をクリアするにはモデルの次数の調整
や同時因果性の考慮などまだ改良が必要
な部分はある。物理的にニューロン償却
しネットワーク構造を変えたサンプルで
計測したデータと比較したところ, 一定

の条件下では多変量ARモデルが適用可能
であることを示した。 
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