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研究成果の概要（和文）：頭部固定マウスにおいてレバー引き運動オペラント課題を開発し、これをマウスが遂行中に
大脳運動野2/3層の2光子カルシウムイメージングに成功した。次に、この課題の学習中２週間にわたって、運動野の浅
層から深層（脳表から約500 μm）に至るまで、延べ八千個の神経細胞の活動を計測することに世界で初めて成功した
。その結果、学習期間において動物が運動課題に熟達する中期から後期にかけて、学習した運動の記憶が運動野5a層、
特に大脳基底核へ信号を送る細胞の新たな活動パターンとして保持されることがわかった。さらに運動野1層樹状突起
やそこに入力する軸索の運動課題実行中における活動を計測可能とした。

研究成果の概要（英文）：We conducted two-photon calcium imaging of mouse layer 2/3 motor cortex during a 
self-initiated lever-pull task. In the imaging session after 8-9-day training, head-restrained mice had 
to pull a lever for approximately 600 ms to receive a water drop. We found two types of task-related 
cells and clarified their spatial distribution. Next, we conducted two-photon calcium imaging in the 
motor cortex during 14 training sessions of the self-initiated lever-pull task. In layer 2/3, the 
accuracy of neuronal ensemble prediction of lever trajectory remained unchanged globally during the 
training period. However, in layer 5a, the ensemble prediction accuracy steadily improved and one-third 
of neurons, including subcortical-projecting neurons, evolved to contribute substantially to ensemble 
prediction in the late stage of learning. Furthermore, we performed two-photon imaging of dendritic 
activity and axonal activity in layer 1 during the mouse task performance.
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞の樹状突起構造の多様性は神経
細胞の機能の多様性を意味し、単一細胞に入
力するシナプス情報の統合に決定的な役割
を果たすと考えられている。過去 20 年間の
研究によって、樹状突起におけるイオンチャ
ネルの分子実体などの理解が進んできたが、
樹状突起構造の複雑性と、そこに入力してい
る細胞もまた多様であるがゆえに、その情報
処理としての機能を理解することは難しい。
実際の樹状突起の情報演算機構を理解する
ためには、動物の行動中に脳内の樹状突起活
動を観察するだけでなく、その活動を人工的
に制御して、回路活動・行動の変化を予測検
証できる新しい実験・理論的方法論が必要で
ある。 
 
２．研究の目的 
個々の神経細胞は全長で数ミリメートル
にも及ぶ複雑な樹状突起構造を持つ。その中
でも、大脳皮質 5層錐体細胞が脳表近く 1層
まで伸ばす樹状突起部位は、高次領野および
視床からの入力を受けること、運動学習によ
って運動野 1層でのシナプス生成・消失が起
こること、から、この部位でのシナプス情報
統合の重要性が想定されている。しかし、そ
の実態、機能、意義については不明である。
そこで本研究では、大脳皮質運動野第 1層樹
状突起・シナプスを異なったメゾ回路からの
情報が統合される基盤構造と位置づけ、この
実態と演算機能、運動野メゾ回路最終出力と
しての個体運動に対する寄与を、主に生理学
的手法を用いて解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、頭部固定マウスにおける前肢レバー
引き運動課題を構築し、マウスが本課題を遂
行しているときの大脳皮質運動野の神経細
胞（体）活動を２光子カルシウム蛍光イメー
ジングによって計測する実験系を開発する。
次に個々の細胞（体）の蛍光変化から細胞活
動を抽出するための画像処理法や画像解析
法を確立する。これらを確立した後に、細胞
体からだけではなく、微細構造である樹状突
起やそこに入力する軸索の活動の 2光子カル
シウムイメージングを実現するために、顕微
鏡の改良や蛍光タンパク質発現法の改良を
行う。運動課題中の微細構造イメージングは、
細胞体よりも体動による揺れ補正が難しい
ため、揺れ補正法をさらに改良する。これら
を達成した上で、運動課題実行中の樹状突起、
軸索活動を明らかにする。頭蓋骨計測窓の改
良や遺伝子発現法の改良、光学系の改良を通
して、運動課題を学習している長期（２週間）
にわたって細胞活動の変化や樹状突起スパ
インの生成過程を明らかにできるようにす
る。さらに、これらの活動が運動と関連して
いるかどうかを明らかにするため、一部の細
胞に、光活性化型カチオンチャネル、ChR2、
や光活性化型プロトンポンプ、ArchT を発現

させ、それぞれ選択的に光刺激する実験系を
確立する。 
 
４．研究成果 
運動課題遂行中のマウスの大脳運動野の細
胞活動をイメージングするため、頭部固定マ
ウスにおける右前肢レバー引き内発性運動課
題（右前肢でレバーを 600–700 ミリ秒引き続
けると水が報酬として与えられる課題）を開
発した。次に、マウスにこの課題を約 10日練
習させてレバー引きが上達してから、運動野
にカルシウム感受性蛍光小分子化合物を注入
し、課題遂行中に 2光子イメージングを行い、
運動野 2/3 層課題関連細胞を同定し、その空
間配置の特性を明らかにした (Hira et al., 
2013a)。この際、体動による画像揺れを自動
的に補正する画像処理法を構築した。 
次に、レバー引き運動課題の訓練２週間中
の運動野活動の変化を調べるために、カルシ
ウム感受性蛍光タンパク質 GCaMP を神経細
胞にアデノ随伴ウイルス（AAV）を用いて発
現させ、運動野 2/3層および 5a層の多細胞２
光子イメージングを行った。２週間の学習期
間において、マウスはまず初期（1–4 日目）
で成功数などのパフォーマンスを大きく向
上させ、その後ゆっくりとした向上を示した
のち、学習後期（11–14 日目）ではパフォー
マンスは一定に達していた（下図；9 個体平
均）。そこで、各細胞および細胞集団がそれ

ぞれの訓
練セッシ
ョンでど
のくらい
レバー運
動をコー
ドしてい
るかを、
レバー軌
道の予測

精度情報量という単一の指標として算出し、
その変化を解析した。その結果、予測精度情
報量を学習初期と後期で比較すると、2/3 層
では集団活動は増減するものの、イメージン
グ領域間で平均すると情報量に変化がなく
運動技能の改善とは相関が見られなかった
が、5a層の集団活動は統計有意に上昇し、運
動技能の改善と相関が見られた（下図）。単

一細胞活動で見ると、2/3 層では情報量を増
加させるグループと減少させるグループが
存在したがその割合は同程度であった。一方、
5a層では、約三分の一の細胞群が情報量を上
昇させ、学習後期にはアンサンブル活動に大
きく寄与するようになることを見出した。さ



らに 5a 層での細胞活動変化が皮質下投射先
に依存しているか調べるため、対側線条体投
射（CCS）細胞または脊髄投射（CSp）細胞
のみに GCaMP を発現させ、この蛍光変化を
学習期間中に計測した。その結果、CCS細胞、
CSp 細胞においても約 1/3 の細胞が運動予測
精度情報量を増加させる細胞であることを
見出した。さらなる解析によって、2/3 層や
CSp細胞には学習初期にも後期にも、ある運
動に関与する細胞（例えば、ある運動におい
て必ず誘発される感覚に関連する細胞）が一
定数存在するのに対し、5a層錐体細胞および
5a 層の CCS 細胞では、学習した運動を新し
く表現する細胞群が新たに形成されること
が示唆された(Masamizu et al., 2014)。 

CSp細胞はCCS細胞とは異なり 1層まで広
く樹状突起を伸ばしており、この細胞の樹状
突起に対して視床細胞が強いシナプス入力
を与えて学習後の運動を制御している可能
性がある。そこで、ChR2を視床細胞へ AAV
を用いて導入し、CSp細胞を逆行的に蛍光標
識した。このマウスから大脳皮質スライス標
本を作成し、このスライス標本で CSp細胞か
ら電気記録を行いながら、光刺激を網羅的に
行うと、視床細胞の軸索から CSp細胞へのシ
ナプス入力部位をマッピングすることがで
きる。その結果、CSp細胞は視床から１層と
３層、５層においてシナプス入力を受けてい
ることが判明した。さらにこの入力が実際の
マウスの前肢運動に影響を与えられるかを
調べるために、視床から運動野に入力する細
胞に ChR2 または ArchT を AAV を用いて導
入した。この動物の運動皮質に青色レーザー
を照射することで前肢運動を誘発すること
に成功した。さらにレバー運動課題中に
ChR2 または ArchT を青色または黄色照射に
よって光活性化すると、レバー引き運動に変
化を与えることが出来た。このことは視床か
らの入力が脊髄投射細胞の樹状突起に運動
関連の情報を与えていることを示唆してい
る。 
さらに１層における樹状突起活動と１層
へ入力する視床細胞軸索のイメージングを
可能とし、この時の画像揺れを３次元動画か
ら再構築する画像処理法を開発した。その結
果、レバー引き運動に特異的に関連した（レ
バー引き時、戻し時など）樹状突起活動や軸
索活動が多数存在することがわかった。この
ことから樹状突起の情報演算機構を理解す
るうえで決定的となる実験系を確立するこ
とができた。 
 加えて、運動学習中にこれらの軸索入力を
含む１層での樹状突起スパイン新生・除去を
明らかにするため、毎日のレバー運動学習直
後にスパインイメージングをできる実験系
を確立した。 
これらの実験とその結果の解析を進める
ことで、樹状突起に入力する活動がどのよう
に樹状突起で演算され、運動出力に変換され
るのか、それがどのようなシナプス可塑性を

伴って記憶されるのかについて、今後明らか
にしていきたいと考えている。 
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