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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、光活性化型チャンネルやポンプをマウスの脳細胞に発現させ、光刺激によって神
経活動を操作すると同時に行動を解析し、行動につながる脳内神経回路を明らかにする手法の
開発を行なった。新たに自由行動中のマウスの脳内局所領域を光刺激する装置を作成した。ま
た、この装置を KikGR（青～紫外光刺激により蛍光が緑から赤に変化するタンパク質）発現マ
ウスに適用し、自由行動中のマウスの脳内において光刺激される領域を調べられることを示し
た。 
研究成果の概要（英文）： 

The purpose of this research is development of a new method for studying the relationship 
of neural circuit and behaviors using light-activated channels and pumps.  We developed 
a new system for optical stimulation of free-moving animals with optical fiber coupled 
to lasers. Using this system and a transgenic mice expressing KikGR, a photomodulatable 
fluorescent protein, we estimated the size of illuminated area in free-moving mice.  
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１．研究開始当初の背景 

行動を担う神経回路を細胞レベルで明らか

にすることは、脳研究の究極の課題の一つで

ある。自由に行動している動物の脳内の特定

のニューロンの活動を制御することが、その

解決手段になると考えられるが、これまでい

つ現していなかった。例えば電気刺激や薬理

的刺激では電極挿入部や薬液注入部の周囲の

細胞を非選択的に刺激してしまうため、神経

回路の詳細な検討に用いるには限界があった。

近年、光活性化型イオンチャンネルのチャネ

ルロドプシン 2（ChR2）やポンプのハロロド

プシン(NpHR)を用いて神経細胞の活動を制御

する手法が開発された。これらをとくていの

ニューロンに発現させて光制御を行なうこと

により、in vivo における特定の神経回路の

選択的制御が実現する可能性が出て来た。 

In vivo での制御には、光照射のためのプロ

ーブを脳内に挿入する。我々は、この技術を

実現するのに適した対象として塩分／水分摂

取行動とその中枢である脳弓下器官に着目し

た。脳弓下器官は脳室に面し光照射に最も適

した脳組織であり、これまでの我々の解析か

ら、GABA作働性ニューロンが自発劇な発火活

動を行なっており、その活動が体液 Na レベル

センサー(Nax)の情報により制御されている
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ことがわかっている。また、脳弓下器官には、

GABA作働性ニューロンとは別に脱水状態にお

いて活性化して Fos を発現するニューロンが

存在しているが、それらも Nax の制御を受け

ている。このように、脳弓下器官は、脳室か

らの照射が可能であるためプローブ挿入によ

る活性化部位の損傷が無いこと、領域内の特

定のニューロン集団と行動の関係を示唆する

知見が揃っていること、という理由から光活

性化型チャンネルを用いた in vivo 活性化の

研究に非常に有効な実験系である。 

 そこで本研究では、光活性化型チャンネル

及びポンプを脳弓下器官の特定の細胞集団に

発現するマウスを作成し、光による神経制御

と塩分/水分摂取行動測定を組み合わせる実

験システムの開発を目指した。 

 
２．研究の目的 

 光活性化型チャンネル及びポンプを脳内の

特定の神経細胞集団と組み合わせることによ

り、その行動を担う神経回路を解明する新し

い技術の開発を目指す。さらに、これを応用

して塩分／水分摂取行動の制御を担う神経回

路の解明を目指す。 

 
３．研究の方法 
 まず、自由行動中のマウスの脳内局所領域
を光刺激し、行動を測定するシステムの開発
を行なう。光刺激に必要な強力な光源とそれ
をパルス状に出力する制御装置、マウスの回
転運動によりファイバーが捩れることを防ぐ
ための光学シーベル、塩分・水分摂取行動を
自動測定する装置から構成されるシステムの
開発と構築を行なう。 

 次に、本装置を用いた実験に用いるマウス

作成を試みる。まず、GAD-ChR2/NpHR マウス

を作成する。GABA作働性ニューロンにおいて

特異的にテトラサイクリン制御性トランス活

性化因子(tTA2:大腸菌由来の Tet リプレッサ

ータンパク質遺伝子と単純ヘルペスウィルス

由来の VP16 活性化ドメイン配列との融合遺

伝子)を発現するマウス(GAD67tTAノックイン

マウス)と bi-cistronic Tet オペレーター配

列(bi-tetO)の制御下に ChR2 と赤色蛍光タン

パク質 mCherryの融合タンパク質及び MpHRと

緑色蛍光タンパク質 EGFP の融合タンパク質

を発現するトランスジェニックマウス

(BitetO-ChR2/NpHR マウス)を交配する。ChR2

は青色光照射により開口して陽イオンを通し、

NpHRは黄色光照射により陰イオンを通すので、

照射する光の波長を切り替えることにより

GABA作働性抑制性ニューロンの活動を活性化

したり抑制することが可能になる。また、ド

キシサイクリン(Dox, テトラサイクリンの誘

導体)の投与量を調節することにより光活性

化型チャンネルの発現量を制御できる。 

次に、Fos-ChR2/NpHR マウスを作成する。

神経活動の指標となる最初期遺伝子の一つ

c-fosのプロモーター制御下に tTA2を発現す

るマウスと bi-tetO 制御下にテトラサイクリ

ン非感受性 tTA2(tTA2*)及び lacZ 遺伝子を発

現するマウスを交配したダブルトランスジェ

ニックマウス (TetTag マウス )と上述の

bitetO-ChR2/NpHR マウスを交配する。このマ

ウスでは、Dox の投与を中止した期間に活性

化して Fos タンパク質を発現した神経細胞集

団において tTA2 が発現し、その制御により

tTA2*が発現する。その後 Dox の投与を再開し

ても、tTA2*の働きにより持続的に光活性化型

チャンネルを発現する。一方、最初期遺伝子

そのものの発現は一過性であることから、こ

れに対する免疫染色と組み合わせることが可

能である。 

上記の BitetO-ChR2/NpHR マウスがうまく

機能しなかった場合を想定し、新たに

Tet-ChR2 トランスジェニックマウス及び

Tet-NpHRトランスジェニックマウスを作成す

る。また、光が照射された部位を特定するた

め、KikGR（光照射により緑色の蛍光が赤色に

変化する）を全身に発現するトランスジェニ

ックマウスを入手すると共に、新たに

KikGR-Adeno ウィルスを作成する。 

 

４．研究成果 

 まず、マウスを光刺激する装置を作成した

 
作成した個体の脳内光刺激と摂取行動・生

理機能測定を行なうシステム 

(A)実験の概念図 (B)レーザー光源 (C)光フ

ァイバーを接続したマウス 



 

 

（図 A）。３W 黄色レーザーと 750mW 青色レー

ザーを光源とし（図 B）、４分岐光ファイバー

により光を４分割した後、それぞれの先端に

回転機構を内蔵する光学シーベルを取りつけ

た。光学シーベルの先端にディスポーザブル

のプラスチックファイバーを装着し、マウス

にセットできるようにした(図 C)。KikGR トラ

ンスジェニックマウスに光プローブを装着し、

青色光照射を行なった結果、光照射された部

分の蛍光が赤色に変化し、脳内の正しい部位

に光照射されたことが確認された。 

 次に、計画通り GAD-ChR2/NpHR マウス及び

Fos-ChR2/NpHR マウスを作成し、ChR2 及び

NpHRの発現を調べたが、脳のごく一部の領域

における発現しか確認することができなかっ

た。そこで、新たに Tet-ChR2 トランスジェニ

ックマウス及び Tet-NpHR トランスジェニッ

クマウスを作成し、それぞれ５ライン以上調

べたが、いずれにおいても、脳のごく一部の

領域における発現しか確認することができな

かった。また、我々が研究を開始して以降、

他の研究グループにおいても同様のマウス作

成が試みられたが、それも上手く行っていな

い。Tet オペレーター側のプロモーター活性

が十分では無く、通常の Tet システムを用い

て ChR2 や NpHR を発現するトランスジェニッ

クを作成するのが困難なのではないかと考え

られた。 

 そこで、比較的成功例の多いウィルスを用

いた遺伝子導入に切り替えた。アデノウィル

スベクターを用いると主にグリア細胞に遺伝

子が導入されるので、これを用いてグリア細

胞に ChR2 を発現させ、グリア細胞における

Na+イオン流入が摂取行動制御に及ぼす影響

を調べることにした。我々のこれまでの知見

から、脳弓下器官のグリア細胞において Nax

を介して Na+が流入すると、Na+/K+-ATPase の

活性化により解糖系の活動が亢進し、それに

より産生された乳酸によって GABA 作働性ニ

ューロンの発火頻度が制御されることがわか

っている。また、この機構においては、Nax

の C末端が Na+/K+-ATPaseと結合していること

が重要であった。そこで、脳弓下器官のグリ

ア細胞において ChR2を用いて Naxに似た持続

性の Na+電流を発生させることを試みた。ChR2

は、光刺激後の不活性化が早く、持続的なイ

オン流入を誘発する必要があるグリアの刺激

には向いていない。そこで、青色光刺激によ

って開口した後、黄色光刺激するまで開口し

続ける性質を持っている ChR2の C128S変異体

を用いる。ChR2(C128S)に赤色蛍光タンパク質

mCherryと Naxの C末端領域を結合した融合蛋

白質(ChR2-mCherry-NaxCterm)を発現させる

ためのアデノウィルスベクターを作成した。

GABA 作働性ニューロンに GFP を発現する

GAD67-GFP マウスにウィルスベクターを投与

した後、脳弓下器官を含む急性スライスを作

成し、スライスパッチレコーディング法によ

って神経活動を記録した。これらの研究は、

現在継続して行っており、学術論文にまとめ

て報告する予定である。 
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