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研究成果の概要：複数色の蛋白質性蛍光 Ca2+センサーを多種の血清型アデノ随伴ウイルスベク
ターで作製し、作製方法の条件検討、発現を試みた。同時に、特定神経細胞での発現を可能に
するため、細胞種特異的プロモーターや誘導調節可能な構造を持つベクターの構築を試みた。
続いて、マウス脳に、これらを利用することにより、同一領域で複数色の Ca2+センサーを発現
させる系の検討を行った。 
 
研究成果の学術的意義や社会的意義 
神経発火が細胞内 Ca2+濃度を上昇させることから、近年、蛋白質性蛍光 Ca2+センサーを用いて、
脳の神経活動を計測する手法が利用されている。そこで、本研究で検討した複数色の Ca2+セン
サーを同一部位のそれぞれ異なる特定の神経細胞で発現させる系を利用し、同時計測すること
ができれば、各神経細胞の活動、ネットワークを、高感度で検出、可視化することが可能にな
ると考えられる。さらに、このことは、行動、記憶のメカニズムを解明するのに、非常に有用
なツールとなることが期待される。 
 
研究分野：神経生化学 
 
キーワード：アデノ随伴ウィルス カルシウムセンサー  
 
１．研究の目的 
本研究では、アデノ随伴ウイルス(AAV:adeno-associated virus)ベクターを用い、特定神経細
胞で発現する各色の Ca2+センサーを作製し、複数色の Ca2+センサーを同一領域に発現させる系
を開発することを目的とした。 
 
２．研究成果 
(1) Ca2+センサーを発現するAAVベクターの構築 

同一領域に、同一血清型のAAVを複数種導入しても、細胞の同一血清型に対する受容体数に限り

があるため、高タイターでの感染を試みても、発現量が期待されるほどは得られなかった。そ

こで多種の血清型のCa2+センサー作製を試みた。これまで確立したSf9細胞で作製する系を複数

の血清型に適用し、各血清型AAVベクターに必要なコンポーネントを発現させるバキュロウイル

ス、およびCa2+センサー遺伝子をもつバキュロウイルスを作製し、共感染させることにより、

異なる血清型のAAVベクターを作製した。引き続き、各血清型における①精製方法、②二つのバ

キュロウイルスの感染割合について検討し、高い力価ウイルスを作製するための最適化を試み

た。またSf9細胞システムに平行して、HEK293細胞システムの作製法でも、各血清型の精製方法

を検討した。さらに、特定神経細胞での発現を可能にするため、細胞種特異的プロモーターや

誘導調節可能な構造を持つベクターの構築を試みた。 

 

(2) In vivoへの適用 

トランスジェニックマウスと子宮内電気穿孔法を組み合わせ、作製したCa2+センサー発現AAV

ベクターをマウス脳にインジェクションすることによって、複数色のCa2+センサーを発現させ

ることに成功した。これら成果の一部を活用し、Ca2+センサーのin vivo脳発現に実用化した。

（Inoue et al. Cell 2019） 
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