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研究成果の概要（和文）：複数の神経細胞の種類から構成されて、初めて正常な脳機能を発揮する脳神経回路原
理を理解するためには、生きた動物個体内において特定の神経細胞種の活動を長期間測定できるセンサーの要求
が高まっていた。しかしながらこれまで高速に発火する神経細胞の活動を計測するのは困難であった。また、こ
れまで同時に3種類以上の神経細胞種の活動を計測方法が無かった。
そこで、本研究課題ではこれらの問題を克服するべく、生体内で神経活動モニターできる、高速かつ複数の色域
の神経活動センサーの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate how information is encoded and processed at the 
circuit, single neuron, and subcellular resolution in vivo, it is necessary to measure the activity 
of a specific neuronal cell type in a living animal. However, it has been difficult to resolve high 
frequency spiking of neurons, which is essential for deciphering the information code represented by
 individual neurons. Furthermore, there have been no methods for measuring the activities of more 
than 3 cell types simultaneously in vivo. Therefore, to overcome these problems, I succeeded in 
developing a series of neural activity sensors of ultrafast and multiple color palettes in vivo.

研究分野：神経生化学

キーワード： カルシウムセンサー
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１．研究開始当初の背景 

脳は回路網における神経発火パターンに

より情報を表現すると考えられる。近年、こ

の発火パターンを読み取るために、神経発火

の代用としてカルシウム（Ca2+）インディケ

ーターを用いて、数百-数千個の神経細胞の

活動を同時記録する方法が取られつつある。

特定の神経細胞種に発現させることができ、

長期観察可能であるため、遺伝子にコードさ

れた Ca2+インディケーター（Genetically 

Encoded Calcium Indicator; 以下 GECIと略）

が広く用いられている。しかしながら、従来

の GECI は入力の有無もしくは強度のみを検

出しており、どのような入力（発火頻度、回

数）であるかを読み取るには不十分であった。

この問題点を解決するために①キネティク

スが早く、②発火回数と蛍光変化に線形の関

係があり、③広範囲の Ca2+濃度を検出する

GECI を開発することが望まれていた。②、③

の条件を実現するためには Ca2+濃度と蛍光強

度の変化の関係であるHill係数が『1』のGECI

を作出することが必要である。しかしながら、

従来の全ての色域の GECI において、Hill 係

数が 2付近であったことから、複数の活動電

位に対し非線形的に蛍光強度が変化し、また、

広範囲の Ca2+濃度を検出するのが困難であっ

た。 

申請者は in vivo において単一活動電位が検

出困難な従来の赤色 GECI である R-CaMP1.07

（Ohkura et al., Plos One, 2012）の MLCK

の Ca2+/CaM 結合領域（M13 配列）を CaMKK の

Ca2+/CaM 結合領域（ckkap 配列）に置換した

（R-CaMP2 と命名）。その結果、単一活動電

位を検出する高感度、かつ発火回数に対して

線形に変化する Hill 係数 1 付近の赤色 GECI

を作出し、従来の高速 GECI の 4倍の 40Hz も

の高周波数の発火に追従する高速 GECI の作

出に成功した（Inoue et al., Nat. Methods, 

2015）。 

しかしながら、赤色及び緑色 GECI のいずれ

においてもパルアルブミン（PV）神経のよう

なバースト発火する、より発火回数及び頻度

が大きい細胞の活動を読み取ることが課題

として残されている。また、これまで生きた

マウス個体で計測可能な色域は緑、赤色と限

られているため、同時に 3種類以上の細胞種

の神経活動を測定した例は無かった。そのた

めに、微小神経回路における異なる複数の神

経細胞種同士の時空間制御の理解が遅れて

いた。 

 

２．研究の目的 

本研究では新規 ckkp 配列を用いて in vivo

において2つ以上の異なる神経細胞種の活動

のモニターを可能にする、Hill 係数１かつダ

イナミックレンジが大きく、超高速の緑色、

黄色、青色 Ca2+インディケーターを開発する

ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、緑色、黄色、青色 Ca2+インディ

ケーターを開発するために、以下の順にスク

リーニングを行い、結果が基準に達していな

い場合、前のステップに戻る。 

① リコンビナントタンパク質を用いた in 

vitro スクリーニング 

② 急性皮質スライスを用いたスクリーニン

グ 

③ In vivo における pyramidal 細胞細胞に

発現させた候補プローブの性能評価 

④ PV 神経細胞における Ca2+イメージング 

 

４．研究成果 

① 緑色 GECI において、上記の①-③のスク

リーニングの過程において、絞り込んだ複数

の Hill 係数 1付近の候補プローブについて、

マウス感染実験をするためのウイルスベク

ターへパッケージし、産生・精製した。これ

を新潟大学崎村らとの共同研究にて作出さ

れた PV-Cre マウスの大脳皮質バレル野へ感



染させ、プローブ発現確認後、PV 神経におけ

る活動測定を試みた。 

その結果、少なくとも一つの候補プローブに

ついては、麻酔に伴う PV 神経の自発発火活

動の状態変化のトラッキングに成功した。 

 

② 多色（黄色及び青色）の GECI 作成にお

いては上記①の緑色 GECI を鋳型として、変

異を加えることにより蛍光波長のシフトを

試みた。その結果、精製タンパク質レベルで

カルシウム応答性が線形的に変化する黄色

化、青色化したインディケーターを単離した。

これらを元にさらなる変異を導入し、最適化

した黄色及び青色 GECI を作出する点変異部

位を見出した。培養細胞を用いて、これらの

2種類の GECI と①の緑色 GECI 及び赤色 GECI

を用いて、同時に 4 種類の細胞グループの

Ca2+イメージングに世界で初めて成功した。 
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