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研究成果の概要（和文）：　W-TChR2V4ラットを用い、複数ウィスカに時空間パターン光遺伝学刺激を与えつ
つ、大脳皮質バレル野浅層のニューロン活動を電気生理学的に計測するシステムを構築した。その結果、地理的
対応プロジェクションとゾーンプロジェクションが並列的に存在していることが示唆された。ウィスカ光遺伝学
刺激によるW-TChR2V4ラット行動の条件付けの反応時間を高い精度で定量するシステムを構築し、早期視覚剥奪
群において、知覚閾値が有意に低下していることが示唆された。
　マウスS1第5層の入出力を解析するオールオプティカルシステムを構築し、相互抑制の結果、光入力部位の近
傍にカラム様構造が創発することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The neural activity was electrophysiologically recorded from the surface 
layer of barrel cortex while the multiple whiskers of a W-TChR2V4 rat were optogenetically 
stimulated with a certain spatiotemporal pattern. The results suggested the presence of two types of
 whisker-barrel projections in combination, the zone projection and the topographical projection. 
Using a W-TChR2V4 rat, the behavioral responses were conditioned with the optogenetic stimulation of
 whisker area as a cue. The perceptual threshold was evaluated by the response time, which was 
measured quantitatively with high precision, and was significantly reduced by the early visual 
deprivation of the animal. 
We fabricated an all-optical system to measure the neuronal activity by light in the layer 5 of 
mouse S1 cortex while providing optogenetic inputs in it. As a result of reciprocal inhibition among
 cortical neurons, a column-like architecture was functionally emerged around the cortical input.

研究分野：オプトジェネティクス、光遺伝学、神経生理学、イオンチャネル

キーワード： オプトジェネティクス　光遺伝学　大脳皮質　バレル野　知覚閾値　可塑性　相互抑制　カラム様機能
構築
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１．研究開始当初の背景 
ヒトは触覚などの体性感覚を介して、外界の
さまざまな情報をえている。たとえば、皮膚
の各部位に与えられた接触、圧力、振動など
の情報は、後根神経節などにある感覚ニュー
ロンを経て、大脳皮質体性感覚野のトポグラ
フィカルに対応した部位へ、point-to-point
様式で送られ、体の部位と対応した知覚を生
じている。しかし、われわれは触覚を介して、
ものの形、大きさ、運動、手触りなどの複合
的な知覚を得ている。しかし、これら複合的
な知覚が、脳の中でどのように処理されてい
るかに関する神経生理学的研究は、ほとんど
なされていない。これは、動物実験において、
皮膚をパターン刺激することの技術的困難
に帰することができる。マウスやラットのウ
ィスカ―バレル野は、体性感覚におけるパタ
ーン認識やその発達・可塑性の優れたモデル
であり、近年、さまざまなパターン刺激法が
考 案 さ れ て き た (Yang et al., 1996; 
Sanganahalli et al., 2008; Jadhav and 
Feldman, 2010; Morita et al., 2011; Jacob 
et al., 2012)。 
 研究代表者（八尾）らは、単細胞緑藻類ク
ラミドモナスの光受容タンパク質の一つ、チ
ャネルロドプシン 2 (ChR2)を神経細胞に作
らせることにより、光感受性を賦与できるこ
とを、世界に先駆けて報告した（八尾・石塚、
特願 2005-34529；Ishizuka et al., 2006）。
また、thy1.2プロモーター制御下に ChR2遺
伝子を組込んだトランスジェニックラット
（W-TChR2V4）を作製した(Tomita et al., 
2009)。このラットの表現型解析から、触覚
や深部感覚を掌る大型の脊髄後根神経節細
胞に ChR2が発現していたが、痛覚、温度感
覚を掌る小型の後根神経節細胞には発現し
ていないこと、メルケル小体やマイスナー小
体などの感覚受容器に入力している感覚神
経終末にChR2が発現していることを見出し
た(Ji et al., 2012)。その結果、このラットは、
皮膚に照射した青色光を触覚として知覚す
ることを確認した。さらに、申請者らの先行
研究により、顔面―頭部の感覚を担っている
三叉神経節においても、機械受容ニューロン
特異的に ChR2が発現していること、特に頬
ひげ（ウィスカ）の毛包に分布する機械受容
神経終末に ChR2が高密度に分布し、反対側
大脳皮質バレル野において、ウィスカ光刺激
に対する応答が、ユニット活動の上昇および
局所フィールド電位(LFP)の変動として引き
起こされることを報告した（Honjoh et al., 
2014）。さらに、研究分担者の住吉晃と共同
で、小動物用MRI装置(Bruker, 7T)を用い、
Opto-fMRIの予備実験を実施したところ、ウ
ィスカ毛根の青色光照射に応答した BOLD
信号が反対側バレル領域に認められた。ラッ
トなどの夜行性動物において、ウィスカは空
間認知に関わる重要な感覚器である。各々の
ウィスカは大脳皮質バレル野の個々のバレ
ル構造に対応している。そこで、W-TChR2V4

ラットのウィスカ毛根の光刺激により、触覚
の時間・空間的なパターン (optogenetic 
tactile pattern, OTP)を作り出し、OTPが大
脳皮質において、どのように情報処理される
かの研究を着想するに至った。すなわち、光
源（レーザー・LED）とウィスカの毛根をそ
れぞれ光ファイバーでつなぎ、コンピュータ
ーで作成した時系列パターンで、個々の光源
を独立に On-Off することにより、時空間パ
ターンをさまざまに作成し、大脳皮質の応答
を Opto-fMRI、マルチユニット計測、Ca2+ イ
メージング、膜電位イメージングなどを組み
合わせることにより解析する。また、研究分
担者の大原慎也は、改変狂犬病ウィルスベク
ターによる逆行性標識法により、in vivo脳の
ある領域に投射するニューロンを同定する
手法を確立した実績があり(Ohara et al., 
2009)、本手法と OTPを組み合わせることに
より、触覚による空間認知に関わる皮質―皮
質、視床―皮質の神経回路機構が光遺伝学的
に解明されることが期待される。 
 
２．研究の目的 
（１）バレル野内における OTP 時空間認知
の神経回路機構を解明する。 
（２）OTP時空間認知に関与したバレル野外
の脳領域を同定し、その形成にかかわる皮質
―皮質、視床―皮質などの神経回路機構を光
遺伝学的に解明する。 
（３）OTPパターン認知が可塑的に形成され
るのか。その形成にかかわる皮質―皮質、視
床―皮質などの神経回路機構を光遺伝学的
に解明する。 
（４）触覚と運動、触覚と視覚など他の感覚
には、相互に連関がある。OTP情報と運動や
他の感覚の統合にかかわる皮質―皮質、視床
―皮質などの神経回路機構を光遺伝学的に
解明する。 
 
３．研究の方法 
3.1 バレル野浅層における OTP 時空間認知
の神経回路機構の解明 
麻酔状態のW-TChR2V4ラットを脳定位固
定装置に固定し、頭蓋骨を露出し、バレル野
の直上に穴をあけ、単極の被覆タングステン
電極を刺入した。スパイク活動を同定し、光
刺激しながら、局所フィールド電位(LFP)、マ
ルチユニット活動(MUA)を刺激タイミング
と同時に連続計測し、ハードディスクに記録
した。 
 オフラインで MUA からシングルユニット
活動(SUA)をソートし、そのタイミングを光
刺激タイミングと合わせて記録し、自作プロ
グラムで解析した。 
 
3.2 OTPによるラット行動の条件付けおよび
クロスモーダル可塑性にともなう体性感覚
鋭敏化の定量評価 
覚醒状態のW-TChR2V4ラットを、ヘッド
プレートを介して脳定位固定装置に固定し
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た。ラット前方に IR センサーを置いてリッ
キングイベントを計測するとともに、報酬と
してのサッカリン水滴を吐出するポンプ、
LED ドライバーをインターフェースを介し
てコンピューター制御した。光刺激およびリ
ッキングイベントのタイミングを記録し、自
作プログラムで解析した。 
 
3.3 体性感覚野第 5層におけるカラム様構造
の機能創発 
野生型 C57BL/6J マウス成体の麻酔下に、
頭蓋骨を露出し、ヘッドチャンバーを装着、
固定し、大脳一次知覚野に CaMKIIプロモー
ター制御下にキメラチャネルロドプシンの
一種 C1V1と蛍光タンパク質 Venusの結合タ
ンパク質を発現する AAV ウイルスおよび
CAG プロモーター制御下に Ca2+感受性蛍光
タンパク質の一種 R-CaMP2を発現する AAV
ウイルスを投与した。投与部位のやや前方に
マイクロプリズムを挿入し、カバーガラスで
覆い、ヘッドチャンバーに接着し、ケージへ
戻した。 
 約 1か月後に、覚醒下にマウスを正立顕微
鏡下に固定し、マイクロプリズムを介し、大
脳皮質第 5 層に焦点を当て、2 光子顕微鏡シ
ステムで R-CaMP2 蛍光画像を経時的に取得
した。 
 
４．研究成果 
4.1 バレル野浅層における OTP 時空間認知
の神経回路機構の解明 
上部浅層(USL)の 20 サンプル、下部浅層

(LSL)の 20 サンプルにおいて、複数の入力に
またがる受容野が多く認められ、明らかに単
一刺激のみの受容野を有するのは、USLの 1
例と LSLの 1例のみだった。また、これらの
ウィスカが水平方向のゾーンに分布してい
る傾向が共通に認められた。 
入力間の相互作用を検証する目的で、モー
ド 2光刺激データから 2つのウィスカの組合
せすべてについての分散共分散を求め、主成
分分析を行った。その結果、USLおよび LSL
から得られた他の多くの例においても、受容
野を形成するゾーン入力間にポジティブ、ネ
ガティブの相互作用が認められた。 
 ウィスカと S1 パレル野の間には、古典的
な地理的対応プロジェクションと本研究で
見出されたゾーンプロジェクションが並列
的に存在ことが示唆された。両者を組み合わ
せることにより、すばやくかつ正確な情報処
理が実現されているのだろう。 
 
4.2 OTPによるラット行動の条件付けおよび
クロスモーダル可塑性にともなう体性感覚
鋭敏化の定量評価 

W-TChR2V4 ラットは、青色光刺激に同期
して、リッキング行動するよう条件付けられ
た。しかし、Wt ラットや青色光光刺激と報
酬を関連付けない unpaired (Up)コントロール

実験では、光刺激に同期したリッキングは起
こらなかった。 
条件付けの成立した個体では、光刺激以後
最初のリッキングが起こる時間（反応時間）
がトライアルセッションの繰り返しに伴い
減少する傾向を認めた。そこで、以下に定義
する agilityを反応速度の定量評価に用いた。 
 
 
ここで、RT75は、反応速度の累積度数が 75%
になる値である。青色光刺激による条件付け
が成立するに伴い、agility が正の値をとり、
コントロール群との間に有意差が認められ
た。 
 W-TChR2V4 ラットを、無処置のコントロ
ール群、早期視覚剥奪(Early VD)群、後期視
覚剥奪(Late VD)群の 3群に分け、実験した。
Early VD群においては、生後 26-30日目、Late 
VD 群においては、生後 62-66 日目に、それ
ぞれ両眼の視神経を切除した。 
ウィスカ光刺激強度と agilityの関係から知
覚閾値を求めたところ、early VD群の知覚閾
値が、コントロール群や Late VD群と比べ、
有意に低かった。 
体性感覚のクロスモーダル可塑性は、視覚
喪失の時期に依存し、発達初期の喪失で顕著
であることが示唆される。 
 
4.3 体性感覚野第 5層におけるカラム様構造
の機能創発 
単一点光刺激は照射部位付近の細胞の活動
を引き起こした（length constant < 130 µm）。2
点を同時に刺激した場合、各照射部位への単
一点刺激時と比較し応答確率小さくなった。
すなわち、2 点間に相互抑制が働いたと言え
る。 
興奮の水平方向の伝搬は狭い範囲に限ら
れており、これを直径 100-300 μmのカラム様
構造と捉えることもできる。信号が 5層に入
力されると、L5錐体細胞間の局所的な興奮性
結合と、広範囲に及ぶ抑制性結合により彫塑
され、入力部位近傍限定的に活動の同期が起
こり、この同期した活動がカラム様構造とし
て自己組織化すると考えられる。その結果、
周囲の抑制により、シグナル-ノイズ比の増大
した信号が局所的な活動の上昇と、が同期し
て出力されるのだろう。 
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