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研究成果の概要（和文）：アデノウイルスベクターを用いて、発生時期の異なるプルキンエ

細胞群にのみチャンネルロドプシン２（ChR2）を発現した遺伝子改変マウスを作成した。

ChR2 を発現したプルキンエ細胞群は小脳皮質内に縦縞構造を作るが、これら縦縞構造のうち
単一構造内のプルキンエ細胞群を局所的に刺激する方法を開発し、青色光刺激が小脳皮質内ネ

ットワークにどのような影響を及ぼすかを調べた。また、同様の実験手法をマウス視覚野に応

用した。 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Using	 adenoviral	 transfection,	 Channelrhodopsin-2	 was	 expressed	 only	 onto	 specific	 
Purkinje	 cells	 with	 the	 same	 birthday.	 Since	 the	 ChR2-positive	 Purkinje	 cells	 make	 
remarkable	 microstructures	 within	 cerebellar	 cortex,	 I	 made	 a	 method	 to	 locally	 
activate	 the	 Purkinje	 cells	 within	 the	 same	 structure	 and	 studied	 the	 effects	 on	 
cerebellar	 network.	 I	 also	 applied	 the	 same	 method	 to	 mouse	 visual	 cortex.	 
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１．研究開始当初の背景 
小脳皮質プルキンエ細胞は、新生時期（誕生

日）の同じ細胞どうしが集まり、縦縞状構造

を形成する。これは、大脳皮質における層状

構造に相当すると考えられるが、その機能的

意義は明らかでなかった。	 

	 また、これら微小構造内の細胞群の活動を

選択的に改変したとき、応答特性や行動にど

のような影響が見られるかも明らかではなか

った。	 

	 
	 
２．研究の目的 
小脳皮質の各縦縞構造に属するプルキンエ
細胞群がどのようなネットワークを構成し、
どのような機能を持っているかを明らかに
すべく、特定の縦縞構造に属するプルキンエ
細胞群を特異的に活動させたとき、ネットワ
ーク全体にどのような改変が生じるかを調
べた。	 
	 また、各縦縞構造内および構造間のプルキ
ンエ細胞対について、入出力の違い・活動の
同期性の有無などを電気生理学的に調べた。 
 
 
３．研究の方法 
誕生日の同じプルキンエ細胞群に選択的に
チャンネルロドプシン 2（ChR2）を発現させ
るべく、アデノウイルスベクターを胎児期マ
ウスに感染させた。つぎに、2−3 週間生育し、
成マウスの小脳皮質プルキンエ細胞および
大脳皮質視覚野興奮性細胞から in	 vivo ホー
ルセルパッチ細胞内記録を行った。また、局
所的に ChR2 を発現した細胞の活動性を操作
すべく、青色レーザー光を用いて刺激した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
１）作成した遺伝子改変マウスが小脳皮質に
縦縞状に ChR2 を発現することを確認した（図
1）。	 

	 
図 1.	 ChR2 と GFP は同時に発現するように
設計してあるため、ChR2 を発現したプルキン
エ細胞はＧＦＰを発現する。これらプルキン
エ細胞群は、縦縞状に配置していた
（Hashimoto	 et	 al.,	 2004）。	 
	 
	 
２）ChR2 を発現したプルキンエ細胞から青色
レーザー光によりスパイク活動を誘発する
ことができた（図 2）。また、誘発されたスパ
イクは、自発発火によるものと同じ波形であ
った（図 3）。	 

	 
	 
図 2．プルキンエ細胞は数十Ｈｚの自発発火
が観察されるが、青色レーザー光刺激（500
ミリ秒）による人為的な活動増加が観察され
た。	 



 

 

	 
図 3．自発発火と青色レーザー光刺激由来の
スパイク発火の波形の比較。	 
	 
	 
３）光ファイバーを用いて青色光を小脳皮質
に照射することにより、局所的にプルキンエ
細胞の活動を増加させることができた。	 
	 
	 
４）2 光子励起レーザー顕微鏡を用いること
によってターゲット細胞を可視化でき（Alxa
を用いたシャドーパッチ､図４）、かつ、対物
レンズを通してピンホールを介した青色レ
ーザー光を照射することにより、数十ミクロ
ン程度の範囲の細胞群についてのみ活動を
操作できることも確認した。	 
	 

	 
図４．プルキンエ細胞が電極内液（Alexa）
で充填されている様子。樹状突起のみならず、
軸索まで染まり、投射先の解析・同定も可能
である。	 
	 
	 
	 
	 
５）マウスの行動実験を実施すべく、青色Ｌ
ＥＤライトをインプラントし、小型かつ無線
レシーバ装置およびコントローラーの開発
を行った（Iwai ら、2011、図５）。また、筋
電図の計測を行い、青色ＬＥＤ光によって、
誘発される足の筋肉が動くことを筋電位に
より確認した（図６）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 

	 
	 
図５.	 ＡとＢはコントローラ。主に TTL 信
号を発生させる。ＣとＤは TTL 信号の受信と
その信号受信のタイミングに同期して青色
ＬＥＤが発光するように設計してある。	 
	 

	 
図６.	 マウス筋電図計測。ファイバーを用
いて直接照射したとき、図５の装置を用いて
遠隔操作刺激したときで同様の効果が見ら
れた。	 
	 
	 
６）マウス視覚野の興奮性細胞を青色光刺激
したとき、視覚刺激と組み合わせることによ
って、視覚応答が消失すること明らかにした。
行動実験下では知覚の消失が起こることが
期待される。	 
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