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研究成果の概要（和文）：高速・高感度カルシウムプローブを用いた広域・多色イメージングを実現に向けて、
大脳皮質の興奮性ニューロンに赤色のカルシウムセンサーを、抑制性ニューロンに緑色のカルシウムセンサーを
それぞれ発現する新規トランスジェニックマウスの作製と評価をおこなった。スクリーニングの結果、２光子励
起顕微鏡を用いた生体イメージングにおいて、自発発火や感覚刺激に対する蛍光変化を検出可能なマウスライン
を樹立することができた。

研究成果の概要（英文）：To achieve wide-field and multi-color calcium imaging with high-speed and 
high-sensitive calcium indicators, we generated and evaluated novel transgenic mice that express red
 calcium indicator and green calcium indicator in excitatory neurons inhibitory neurons, 
respectively. As a result, we succeeded to establish new transgenic lines that can detect 
fluorescent signals in response to spontaneous and sensory-evoked activity in vivo with two-photon 
microscopy.

研究分野： イメージング
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高次脳機能を制御する神経ネットワークを理解するためには、一細胞レベルの解像度を保ちつつ、広域から多数
のニューロンの活動を同時に計測する必要がある。本研究で樹立した新規遺伝子改変マウスを応用することで、
興奮性ニューロンと抑制性ニューロン活動を計測することが可能となった。これらマウスを用いることで、興奮
性ニューロンと抑制性ニューロンが織りなす高度に制御されたネットワークダイナミクスについて理解できるも
のと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

近年、高次脳機能解明のためのアプローチとして、２光子励起顕微鏡を用いた遺伝子にコード

されたカルシウムセンサー（Genetically Encoded Calcium Indicator, GECI）による生体（in vivo）

活動イメージングが急速な発展を遂げている。現在、GECI の生体への遺伝子導入法はアデノ随

伴ウイルス（AAV）による方法が最も一般的であるが、ウイルスを用いた投与法では、GECI の

発現レベルがニューロンによって heterogeneous であることや細胞毒性などの問題があった。そ

のため、イメージングのデータより正確なニューロンの活動測定やスパイクの検出ができない

でいた。また、AAV では、GECI の発現領域が局所的になるため、領野を広域からの活動イメー

ジングのための導入法としても限界があった。高次脳機能を理解するためには、ニューロンが織

りなす高度に制御されたネットワークダイナミクスについて、広域から神経活動パターンを正

確に計測する方法が今後必要不可欠ある。そのためには、ウイルスを用いた遺伝子発現誘導とは

異なる方法を確立・応用する必要があった。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、上記アデノ随伴ウイルスを用いた遺伝子導入が持つ問題を解決するため、新規遺

伝子改変マウスの作製ならびにその評価をおこなう。これまでの活動イメージングは、興奮性ニ

ューロンのみにカルシウムセンサーを発現させた単色イメージングが主としておこなわれてき

た。本研究では、緑色と赤色のカルシウムセンサーを用いることで、異なるポピュレーション（興

奮性ニューロンと抑制性ニューロン）を異なる色で同時にイメージングが可能なマウスライン

の作製をおこなう。 

 

３．研究の方法 

 

興奮性ニューロンに赤色カルシウムセ

ンサー（XCaMP-R）、抑制性ニューロンに

緑色カルシウムセンサー（G-CaMP9a）を

それぞれ発現誘導可能なトランスジェニ

ックマウスの作製をおこなった。作製した

マウスについて、２光子励起顕微鏡を用いた生体カルシウムイメージングに適用可能かの評価

をおこなった。 

 

４．研究成果 

 

（１）赤色カルシウムセンサー（XCaMP-R）を興奮性ニューロンに発現する新規トランスジェ

ニックマウスの作製と得られたラインのスクリーニングをおこなった。トランスジーンは、Thy1

プロモーター制御下で XCaMP-Rを発現するようにデザインした。ファウンダーマウスのスクリ

ーニングをおこなった結果、大脳皮質広域の興奮性ニューロンにおいて XCaMP-Rの蛍光を観察

可能なラインを獲得することができた。また、このマウスを用いて２光子励起顕微鏡下で生体活

動イメージングをおこなった結果、自発発火に対する XCaMP-R の蛍光変化を観察することがで

きた。 



 

（２）本研究グループでは、緑色カルシウムセンサー（G-CaMP9a）を Rosa26 遺伝子座にノック

インし、Flp/FRT システムを用いて特定の細胞種をターゲット可能な遺伝子改変マウスの作製し

ていた。抑制性ニューロン選択的に G-CaMP9a を発現させるため、このノックインマウスに抑制

性ニューロン特異的に Flp 組み換え酵素を発現するトランスジェニックマウス（Dlx5/6-Flpe）を

交配した。２光子励起顕微鏡を用いて生体カルシウムイメージングをおこなった結果、大脳皮質

の抑制性ニューロン選択的な G-CaMP9a の発現が確認できた。さらに、自発発火ならびに感覚刺

激に対する G-CaMP9a の蛍光変化を観察することができた。 
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