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研究成果の概要（和文）：本研究は、研究代表者が過去に確立した蛍光カルシウムセンサータンパク質発現トランスジ
ェニックマウスや深部脳イメージングなどの技術を用いて、マウスが二光子レーザー顕微鏡周囲に作り出されたバーチ
ャルリアリティ環境下で空間行動を行うときの海馬CA1野の神経回路活動をイメージングした。得られた各細胞の活動
の時系列データについて、活動のタイミングとその時点の動物の仮想的な位置を解析したところ、全細胞のうち一部分
の細胞集団が場所特異的な活動を示すことが明らかとなった。またイメージング画像中での各細胞の位置から、このよ
うな場所細胞群の海馬神経回路内の解剖学的配置を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It has been thought that acquisition, retension and recall of memories are mediate
d by activity of groups of neurons that are formed and reorganized by learning and experience. In this stu
dy, we imaged hippocampal CA1 neuronal circuit activity in head-fixed mice performing spatial behavior in 
virtual reality by using two-photon deep brain imaging of transgenic mice expressing genetically-encoded c
alcium indicators in the brain. We computationally extracted activity time-series of hundreds of neurons f
rom images and confirmed that a subpopulation of CA1 pyramidal neurons exhibited virtual place-specific ac
tivity. We also observed that neurons with different virtual place fields were anatomically intermingled e
ach other in hippocampal CA1 local circuits.
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１．研究開始当初の背景 
 
 脳における情報表現を担う動的回路とし

て、カナダの心理学者 Hebb(1904-85)は「細

胞集合体(セルアセンブリ)」と呼ばれる、

協調的に働く神経細胞集団が随時形成する

機能的回路の概念を提唱した。海馬CA1の錐

体細胞は、動物がある場所に存在するとき

にのみ発火する「場所細胞(place cell)」と

しての活動を示すことが知られる(O’Keefe 

and Dostrovski, 1971)。テトロード電極を

用いたこれまでの電気生理学的研究では、

ラットにある空間を探索させると、その後

の睡眠時の海馬で、覚醒探索時にみられた

神経活動のパターンが再現される「リプレ

イ(replay)」と呼ばれる現象が起こること

が報告されている(Skaggs and 

McNaughton,Science 271, 1870-3, 1996)。こ

のことは海馬において、動物の覚醒時の経

験が、複数の細胞からなる「細胞集合体」

様の機能回路の活動パターンとして記録保

存されることを示している。これまでのテ

トロード記録では、こうした神経活動パタ

ーンを生み出す細胞の空間的配置を正確に

知ることは困難であったが、本研究で用い

た海馬神経回路活動の in vivo 二光子イメー

ジングでは、数十から数百のCA1錐体細胞の

位置と活動を同時に記録することができる

ため、海馬CA1野の神経回路の活動を、より

網羅的に測定・解析することができる。ま

た本研究のイメージングでは、研究開始当

初に広く行われていた低分子量カルシウム

感受性色素の組織内微量注入の代わりに、

蛍光カルシウムセンサータンパク質を海馬

に長期安定発現させたトランスジェニック

マウスを用いた。これにより、覚醒マウス

のイメージングのような難度の高い実験で

も信頼性の高いデータを効率よく取得でき

るだけでなく、同一個体の同一細胞集団を

繰り返し観察する慢性イメージングで、回

路活動の変化を学習の前後で比較すること

が可能となった。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究は、申請者がこれまでに開発した

深部脳イメージングや蛍光カルシウムセン

サータンパク質を発現するトランスジェニ

ックマウスなどの技術を用いて、学習と記

憶形成がひきおこす海馬神経回路活動 

の可塑的変化を、単一細胞解像度をもつ in 

vivo 神経活動イメージング実験で解明する

ことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 
 海馬 CA1野の錐体細胞集団に蛍光カルシウ

ムセンサータンパク質 G-CaMP7 を発現する

Thy1-GCaMP7 トランスジェニックマウスの頭

部に金属製ヘッドプレートの接着と頭蓋骨

片の除去手術を施した後、背側海馬CA1の上

にある大脳皮質組織(頭頂連合野の一部)

を、海馬表面が露出する最小限の量だけ外

科的に除去した。皮質除去後の穴に、底部

にカバースリップを接着したステンレス製

リングのイメージング窓を埋め込んだ後、

マウスをホームケージに戻した。 

 2-3 週間ほどの回復期間の後、マウスを二

光子レーザー顕微鏡下のフレームにヘッド

プレートを介して頭部固定した。背側海馬

表面から約150μm下にあるCA1錐体細胞層に

二光子顕微鏡の焦点を合わせ、顕微鏡周囲

に作り出されたバーチャルリアリティ環境

下でマウスが行動するときのCA1 神経回路活

動のイメージングを行った。対物レンズは

低倍率で高NA値のものを用い、ズームなし

で512x512ピクセルの画像を取得すると、最

大で約 0.5mm x 0.5mmの視野の中に数百個の

錐体細胞の活動が同時にイメージングでき

た。スキャンは高速型のレゾナントスキャ

ナーを使うことで 1秒間あたり 15 枚の画像



を取得した。 

 
４．研究成果 
 

 平成 24 年度は、仮想空間内に設定された

直線路を歩行するときの海馬の場所細胞活

動ダイナミクスを in vivo 二光子カルシウム

イメージングで明らかにした。二光子レー

ザ-顕微鏡下に頭部固定したマウスに対し、

顕微鏡周囲のスクリーンに投影された仮想

直線路を歩行する訓練を数日間行った。こ

の仮想直線路には、壁に異なるパターンを

描いたり、直線路の近傍に目立つ物体を配

置することで場所手がかりを設定した。こ

のように訓練した動物について、仮想直線

路内で歩行するときのCA1錐体細胞層の蛍光

画像を約 10 分間経時的に取得した。得られ

た画像データを、画像解析プログラムによ

って解析すると、元の画像データから、数

百個の錐体細胞の形態と蛍光強度変化の時

系列が抽出された。これらの時系列データ

について、細胞活動のタイミングとその時

点の動物の仮想的な位置を解析したところ、

全細胞のうち一部分の細胞集団のみがこの

ような場所特異的な活動を示すことが明ら

かとなった。またイメージング画像中での

各細胞の位置から、このような場所細胞群

の海馬神経回路内の解剖学的配置を明らか

にした。続いて、これら場所細胞と非場所

細胞の2つのグループについて、それぞれの

細胞グループが歩行または安静時にどのよ

うに活動パターンを変化させているかを、

活動時系列の相関解析などで明らかにし

た。 

 平成 25 年度は、前年度の仮想直線路課題

の発展型として、学習と記憶に伴う神経回

路活動をイメージングするための仮想空間

課題学習を開発した。顕微鏡下に頭部固定

されたマウスはバーチャルリアリティ環境

内に設定された直線路を一方向に移動し、

途中の目標地点で報酬を得る。直線路の反

対端に達したマウスは再びスタート地点に

置かれ、同一のタスクを繰り返す。直線路

には、その外側に３つの大きな物体を配置

し（遠位手がかり）、加えて目標地点の壁と

床の模様を変えることで（近位手がかり）、

２種類の異なる視覚的場所手がかりを設定

しておく。マウスは最初、目標地点を通過

したときに直ちに報酬が与えられる条件（非

遅延課題）で数回訓練し、この仮想直線路で

歩行することを学習させる。次に目標地点

で一定時間（通常１～２秒）停止したときの

み報酬が得られる条件（遅延課題）に切り替

えて訓練を続け、特定の場所を認識するこ

とを学習させる。 

 このような課題を遂行しているマウスの

海馬の神経回路活動を、前年度確立した覚

醒マウスからの二光子カルシウムイメージ

ングで画像化した。得られた画像から個々

の細胞の形態と活動時系列を自動画像解析

プログラムによって抽出し、行動のデータ

との相関を解析すると、一部の細胞集団が

場所特異的な細胞活動を示すことが確認で

きた。次に、学習の過程に伴う神経回路活

動の変化を解析するために、同一細胞集団

の活動を追跡観察する慢性イメージング実

験を行った。本研究期間の終了時点では、

異なるセッションで得られた細胞活動の地

図を比較するための解析法を検討している

ところである。今後の解析により、学習に

伴う海馬神経回路活動の可塑的変化が明ら

かになると期待できる。 
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