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研究成果の概要（和文）：中枢神経系での情報処理を可視化するために、線虫の頭部中枢神経系の全てのニューロンの
個別の活動を、生きたまま同時に、イメージングによって測定する手法を確立することを目的とした。顕微鏡システム
の改良やカルシウムプローブの最適化、細胞のトラッキングシステムを含む解析手法の改良などを組み合わせることに
よって、数十個の神経細胞の活動を個別に測定することができるようになり、同期する活動などを観察することに成功
した。

研究成果の概要（英文）：To visualize the informational processing in CNS, we planned to device a method 
that enable us to analyze the activities of all individual neurons in living C. elegans. To do this, we 
improved a microscopy system, optimized Ca2+ probe and image processing including tracking neurons by 
pattern matching. By using this system, we succeeded in evaluating more than 20 individual neurons and in 
observing a synchronous activity.

研究分野： 行動遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
動物は、外部からの様々な情報を、中枢神

経系で適切に処理することによって、環境に
適応することができる。中枢神経系における
情報処理のメカニズムは、これまで様々な方
法で解析され、分子レベルから、神経回路、
行動レベルまで非常に大きな成果を挙げて
きている。一方で、「中枢神経系が全体とし
てどのように協調して情報処理を行ってい
るか？」については、不明な点も多い。この
問題に解答するための一つとして、ニューロ
ンレベルの解析を、中枢神経系全体に拡張し、
全てのニューロン活動を同時に測定するこ
とが重要であると考えた。その上で、得られ
た活動の計測結果と神経回路構造とに基づ
き、時間軸も含んだニューロン間の相互関係
を明らかにすることによって、中枢神経系に
おける情報処理機構の全体像に近づけるの
ではないかと考えた。 
私達は、線虫 C. elegans を用いて、分子遺

伝学やイメージングによって情報処理の分
子・神経回路メカニズムを解析してきている。
本研究を開始するまでに、ニポウ式共焦点ユ
ニット、２台の EMCCD カメラ、対物レンズ
の高速ピエゾ移動を組合せた 4D ライブイメ
ージングシステムを構築した。このシステム
では、３次元に配置された十数個のニューロ
ンの活動を、１立体（10 断面で１立体像）当
たり２～３コマ/秒測定できる。立体的に配置
された十数個の神経細胞を同時にイメージ
ングすることによって、細胞内の Ca2+濃度変
化を測定することに成功していた。 

 
２．研究の目的 
本研究においては、この 4D ライブイメー

ジングシステムを改良することによって、線
虫の頭部にある全中枢神経細胞の活動を同
時測定することができるのではないかと考
えた。活動を同時に測定する点に最も特徴が
あり、これは、脳にある全ての神経の活動を
個別に同時測定することに相当する。申請時
にはこのような研究の報告はなかった。本研
究提案が成功すれば、中枢神経系の全ての神
経細胞の活動を個々にかつ同時に観察でき
ることから、これまでの少数のニューロンの
イメージング解析とは質・量とも異なるデー
タが得られる。 
そこで、本研究では、その基礎として下記

のような課題の解決を目指すこととした。 
（１）4D イメージングシステムを、高速に測
定できるように改良する。  
（２）全中枢神経系のカルシウムイメージン
グを行うために、カルシウムプローブの最適
化を行う。 
（３）イメージングシステムで得られた画像
に基づいて、細胞の神経活動を測定するため
の解析手法を確立する。 
 
これらの方法を組み合わせることによって、
線虫 C. elegans の中枢神経系の全ての神経

細胞の活動を個々にかつ同時に観察できる 
 
３．研究の方法 
（１）4D イメージングシステムの最適化 
 本研究においては、高速に顕微鏡画像を撮
像するために、顕微鏡での撮像条件や光学系
について検討を行った。また、測定する線虫
を保持する微小流路についても最適化を進
めた。 
（２）カルシウムプローブの最適化 
 測定に用いるカルシウムイオン濃度に依
存して蛍光が変化するタンパク質プローブ
の発現や Ca2+との親和性などについて検討
を行った。 
（３）解析手法の最適化 
 高速に撮像することによって、時間あたり
の画像が増加する。これを効率よく解析する
手法について検討を進めた。 
（４）多数の神経細胞の活動の測定 
 線虫の全中枢神経細胞の約 1/3 程度の神経
細胞でカルシウムプローブを発現させ、20
個以上の神経細胞の活動の測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）4D イメージングシステムの最適化 
 4D イメージングシステムにおいて、撮影速
度を決めている要因の一つは、撮像に用いて
いるカメラの解像度である。CCD カメラに
おいては、解像度を下げることによって、高
速にデータを取得することができる。そこで、
カルシウムプローブを撮像するカメラに 2x2
のビニングをして xy 方向の解像度を 1/2 に
下げることによって、撮像間隔を短くした。
しかし、それに伴い対物レンズのピエゾ素子
による移動速度が速くなったため、対物レン
ズの共振が発生し、正確に対物レンズを高速
に移動させるできないことがわかった。そこ
で、この共振を防ぐために、対物レンズを支
えるレボルバーに重量可変型のおもりを設
置することによって、任意の速さの撮像に対
応できるように、顕微鏡に改良を施した。こ
れにより、毎秒 90 フレーム、4-5 立体/秒の
カルシウムプローブの蛍光画像の取得が可
能になった。 
カルシウムプローブタンパク質を高速に

撮像することが可能になった一方で、解像度
を犠牲にしているために、細胞の同定・トラ
ッキングなどの解析の精度がおちることが
予想された。そこで、細胞のマーカーとなる
別の波長の蛍光タンパク質を同時に発現さ
せ、イメージングを行うこととした。そのた
めに、３波長を同時に取得できるように光学
系を変更した。このとき、細胞のマーカーと
なる蛍光タンパク質としては、赤色の蛍光を
示す mCherry を用いることによって、カル
シウムプローブの蛍光とは干渉しないよう
にした。また、長波長の蛍光を感度良く測定
できる cMOS カメラを導入することによっ
て、高速に高解像度のmCherry蛍光画像を、
カルシウムプローブの蛍光画像と同期して



取得することができた。 
カルシウムプローブの蛍光画像と細胞マ

ーカーの蛍光画像とは、異なるカメラで撮像
しているため、それぞれの画像を一致させる
必要がある。そこで、格子（グリッド）画像
を二つのカメラで同時に撮像し、それらを一
致させるアフィン行列を求めて、実際の蛍光
イメージング画像をアフィン変換すること
によって、両者の画像を一致させることがで
きるようになった。 
神経活動を測定するときには、線虫を

PDMS(ポリジメチルシロキサン)でできた微
小流路にいれて、様々な刺激を与えながら測
定する。しかし、線虫の体の大きさによって
は、微小流路がやや太いために、測定中に大
きく動いてしまい、正確な測定ができない。
そこで、太さが異なる微小流路を作成するこ
とによって、線虫の大きさに合わせて測定で
きるようにした。とくに、変異体では大きさ
がやや小さい個体が多いことから、細い微小
流路が有効であることがわかった。 
 
（２）カルシウムプローブの最適化 
 神経の活動を測定するためのカルシウム
プローブとしては、FRET(フェルスター共鳴
エネルギー移動)型のカルシウムプローブで
ある Yellow Cameleon を用いている。このプ
ローブは、YFP と CFP との間の FRET の効率が
カルシウムイオン濃度によって変化する。本
研究で用いている 4D イメージングシステム
では、撮像毎に得られる断面が異なる可能性
があることから、蛍光の絶対的な光量の変化
を測定するのでは測定誤差が大きくなる可
能性があるのに対し、YFP と CFP の二つの蛍
光タンパク質の輝度値を求めた上で、その割
合を計算することによって、神経活動を測定
することができる点が優れていると考えて
いる。 
 この Yellow Cameleon を、細胞核において
発現させることによって、細胞が密集してい
る領域においても、神経活動を測定すること
ができると考えた。そのため、Yellow 
cameleonのN末端に核移行シグナルを導入し
た。また、これまでの研究から、核で発現さ
せた場合には、神経突起と比べて Ca2+イオン
濃度変化が小さい細胞があることが推定さ
れていたことから、細胞質や神経突起におい
て用いるカルシウムプローブより Ca2+に対す
る親和性が高い YC2.60 を用いた。 
 二波長の蛍光輝度の比を測定するために
新たなカルシウムプローブの開発も行った。
これまでに神経活動の測定に用いられてい
るプローブとしては、Yellow Cameleon の他
に、Ca2+濃度が高いときに蛍光が強くなる
GCaMP や RCaMP がある。もし Ca2+濃度が低い
ときに蛍光が強くなるインバースタイプの
プローブがあれば、極めて効率よく Ca2+濃度
変化を測定することができるだけでなく、蛍
光強度比で測定できるために、測定する断面
のずれなどによる影響を少なくすることが

できる。そこで、インバースタイプのカルシ
ウムプローブである、インバースペリカムを
もとに、GCaMP とは Ca2+に対する応答が異な
る性質を持ったプローブを作成した。このプ
ローブを、線虫に導入することによって、こ
れまでのセンサーとは異なり、抑制性の神経
活動を鋭敏に測定できることがわかった。 
 
（３）画像解析システムの確立 
 4D イメージングシステムで撮像した画像
について、神経細胞のトラッキング（追跡）
などを行う画像処理を構築する必要がある。
本研究では、パターンマッチングによる細胞
のトラッキングを開発し MATLAB を用いて以
下のように実装した。 
①立体画像を投射したプロジェクション画
像を作成し、輝度値を求めたい細胞を特定す
る。 
②各細胞について、1 タイムポイント前の画
像とのパターンマッチングを行うことによ
って、細胞のトラッキングを行う。このとき、
測定したい神経細胞の周囲(各方向に各 3-4
倍)の画像（周囲のニューロン数個を含む）
を元にしたパターンマッチングを行った後
に、その内部でその細胞のパターンマッチン
グを行うことによって、精度良く細胞を追跡
することが可能になった。これは、個々の神
経細胞の形態や画像は類似しているが、周囲
数個の神経細胞との配置は、個々の神経細胞
によって異なっているためであると考えて
いる。 
③各細胞領域について、YFP 輝度値、CFP 輝
度値の合計の比を求めた。このとき、大津の
２値化を使って背景値を求め、輝度値の計算
に反映させた。 
 この手法により、20 個程度の神経細胞の活
動を同時に測定できることがわかった。しか
し、線虫の中枢神経系の約 170 個の神経細胞
の活動を測定するためには、精度良く神経細
胞を分離する必要があると考えている。 
 
（４）線虫の多数の神経細胞のイメージング 

  
図１頭部の多数の神経細胞の活動 
4D イメージングシステムにより、刺激をして
いない線虫において、多数の神経細胞の活動
を測定した。多くの神経細胞で自発的な活動



が観察できている。 
 
 
本研究では、上記（１）～（３）の結果に

基づいて、実際に多数の神経細胞の活動の測
定を行った。pkc-1 プロモーターを用いてプ
ローブを発現させ、測定した結果の一例を図
１に示す。これにより、無刺激の線虫におい
ても、多くの神経細胞が活動していることか
ら、線虫においても自発活動が観察できるこ
とが明らかになった。 
 現在、線虫のほぼ全ての神経細胞カルシウ
ムプローブを発現させ、高速に画像を取得す
ることに成功している。しかし、全神経細胞
の活動を測定するためには、新たな解析手法
の開発が必要である。そこで、現在共同研究
によって、解析手法の開発を進めていくこと
を目指している。 
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