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研究成果の概要（和文）：我々は細胞レベルの解像度で脳深部回路の神経活動をモニターできる顕微内視鏡を開発し、
そのシステムを用いて小脳顆粒細胞層の情報処理機構について解析した。実験には小脳顆粒細胞特異的にCaセンサー蛋
白（GCaMP2)を発現させた遺伝子操作マウス（Knopfel研より供与）を用いた。まず予備実験として、小脳顆粒細胞から
の神経伝達を可逆的に遮断する事のできる遺伝子操作マウス（Wada et al, 2014,)で、、小脳顆粒細胞が関与する眼球
運動を同定した。そして、その眼球運動時の小脳片葉での顆粒細胞の活動を顕微内視鏡を用いて観察し、in vivo での
生理刺激により小脳顆粒細胞の活動を可視化した。

研究成果の概要（英文）：We developed a micro-endoscope system which enables in vivo Ca imaging of neural c
ircuits located deep brain area at cellular resolution in head-restricted non-anesthetized mice.  We appli
ed this system to the analysis of the cerebellar granule cell networks.  We used mutants in which Ca senso
r protein (GCaMP2) is expressed only in the cerebellar granule cell layers (Knopfel et al).  First, we exp
lored the role of synaptic transmission from the cerebellar granule cells in reflexive eye movements, by u
sing a mutant in which synaptic transmission from cerebellar granule cells can be reversibly blocked in Do
x dependent manner(Wada et al, 2014). Next, we conducted in vivo Ca imaging experiments in the cerebellar 
flocculus, which is known to contribute to the control of reflexive eye movement, and could visualize Ca r
esponse of cerebellar granule cells of the flocculus in vivo with physiological stimuli. 
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１．研究開始当初の背景 

小脳皮質の神経回路での情報処理について

は、今まで小脳皮質唯一の出力細胞である小

脳プルキンエ細胞を中心に議論されてきた。

これは、プルキンエ細胞が平行繊維経由で顆

粒細胞からと、登上繊維経由で下オリーブ核

からとの２種類の性格の異なった入力をう

けること、そして、前者の平行繊維入力はプ

ルキンエ細胞に単純スパイク（Simple 

Spike:SS）を、後者は複雑スパイク(Complex 

spike:CS)を引き起こし、それらを in vivo

で観察することによりスパイク記録された

細胞がプルキンエ細胞であると同定できる

こと、さらに SS、CS、それぞれのスパイク数

から顆粒細胞、下オリーブ核それぞれからの

入力の状態を計測できるという実験上の利

点があったことなどが背景にあると考えら

れる。一方、小脳顆粒細胞は全脳の神経細胞

のなかで最も数の多い細胞（ヒトでは５００

億程度）であるが、小脳顆粒細胞の細胞体は

５－８ミクロン程度と小さく、かつ顆粒細胞

層に非常に高密度に分布しているため、In 

vivo では通常の金属電極、ガラス電極などで

神経活動が記録できない。このため、実際に

In vivoで小脳顆粒細胞がどのように反応し、

どのような役割を担っているのかについて

ほとんど知見が無かった。 

 

２．研究の目的 

本研究は、覚醒マウスにおいて前庭、視刺激

入力に対する反射性眼球運動記録と同時に、

それらに関与する小脳片葉顆粒細胞層の時

空間的な活動パターンを蛍光顕微内視鏡を

用いて in vivo で観察・解析することにより、

全脳の神経細胞の中でもっとも数が多いが

その機能が明らかでない、小脳顆粒細胞の In 

vivo での役割を明らかにすることを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

まず、小脳顆粒細胞からのシナプス伝達を

DOX 依存的に可逆的に遮断することのできる

遺伝子操作マウス(Wada et al, 2007, PNAS)

を用いて、小脳顆粒細胞の in vivo での働き

を明らかにする。具体的には我々が開発した

マ ウ ス 用 の 反 射 性 眼 球 運 動 測 定 装 置

（Iwashita et al, 2001, Neurosci Res)を

用いて DOX on, off により影響の受ける眼

球運動とその適応性変化について検討する。

そして、顆粒細胞からのシナプス伝達遮断で

影響の見られた眼球運動に着目して、顕微内

視鏡を用いて小脳片葉での小脳顆粒細胞の

神経活動を in vivo Ca imaging を行うこと

で、明らかにする。 

 

４．研究成果 

小脳顆粒細胞からの神経伝達を可逆的に遮

断する事のできる遺伝子操作マウス（Wada et 

al, ,2007, PNAS)で、小脳顆粒細胞が関与す

る眼球運動の同定を試みた。具体的には

0.2-1Hz の正弦波状の前庭、視運動性刺激に

対する眼球運動（それぞれ、前庭動眼反射 VOR,

視運動性眼球運動 OKR)のゲインを検討した

所、小脳顆粒細胞からのシナプス伝達を遮断

しても大きな変化は観察されなかった。これ

より、観察した範囲の反射性眼球運動には小

脳顆粒細胞からのシナプス伝達の寄与は大

きくないことが示唆された。一方、視運動性

眼球運動の適応性変化（OKR adaptation)に

関しては、小脳顆粒細胞からのシナプス伝達

を遮断すると、引き起こすことができなかっ

た。しかし、顆粒細胞からのシナプス伝達を

遮断した状態で、OKR の適応性変化のトレー

ニング（OKR training)を行い、後にシナプ

ス伝達を回復させると、OKR の適応性変化が

引き起こされるという結果を得た。これは、

小脳顆粒細胞からのシナプスを遮断しても

OKR トレーニングの記憶は形成されているこ

と、さらに小脳顆粒細胞からのシナプス伝達

は、一旦形成された記憶の表出に必要である



ことを示す結果と考えられる。この小脳顆粒

細胞からのシナプス伝達を遮断した状態で

形成されたOKRトレーニングの記憶の場所に

ついての候補とすると、小脳顆粒細胞と脳幹

の前庭神経核が挙げられるが、少なくとも後

者に関しては、OKR トレーニング中の小脳片

葉電気刺激に対する眼球運動解析から前庭

神経核で何らかの変化が生じていることが

示唆された。一方、小脳皮質は顆粒細胞から

のシナプス伝達を回復させると記憶の表出

が起こることから、形成された記憶の表出に

必要であると考えられた(Wata et al,2007, 

2014, PNAS)。次に小脳顆粒細胞特異的に Ca

センサー蛋白を発現させた遺伝子操作マウ

ス（理研 BSI Knopfel 研より供与）と、我々

が開発した顕微内視鏡を用いて小脳片葉で

の顆粒細胞の活動を観察した。現在論文準備

中で、詳細は公開できないが、生理刺激に対

する顆粒細胞の Ca 応答を観察し、その生理

メカニズムの一旦を明らかにしつつある。 
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