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研究成果の概要（和文）：本研究は、マウスの海馬において空間と物体の情報が連関されるときの細胞集合体の活動を
明らかにするため、海馬CA1に蛍光カルシウムセンサータンパク質G-CaMP7を発現するトランスジェニックマウスを使用
し、学習中の神経活動をイメージングした。マウスは報酬を受けるために2秒間仮想直線路内の３つの中の報酬のある
正解のターゲットに滞在した。探索中のマウスから一連の細胞群が場所細胞様活動を示した。また、別の細胞群がター
ゲット滞在中に時間特異的に活動を示した。その中のいくつかは数日安定し、報酬の再配置に関わらず反応が残った。
これらの結果は海馬の細胞群では高い価値を持つ情報はより安定して表現されることを示す。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate activity of cell assembly in hippocampus during association 
of object and place information. For the purpose, we imaged neuronal activities during the learning using 
transgenic mice that express a fluorescent calcium sensor protein G-CaMP7 in hippocampal CA1 pyramidal 
neurons. Mice stayed the correct target of three targets for 2 sec to receive reward in a virtual linear 
track. While the animals navigate through the track, a population of neurons exhibited place-cell like 
activity. In addition, another group of neurons demonstrated time-locked activity while the mice stayed 
at the target zone. The representation of target was stable: some of them remained multiple days and 
still responded even reward zone were relocated. These results indicate that information with higher 
value is more stably represented in subpopulations of neurons in hippocampal CA1 than that without value.

研究分野：神経生理学・神経科学一般

キーワード： トランスジェニックマウス　二光子レーザー顕微鏡　可塑性　記憶・学習　場所細胞　報酬
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１．研究開始当初の背景 
海馬には特定の空間における自分自身の

位置や、ある物体がどこにあるかについての
情報を表現する細胞が存在することが知ら
れている(O’Keefe and Nadel, 1978, Manns 
and Eichenbaum, Learn Mem, 2009)。すな
わち、海馬の錐体細胞は、空間のある特定の
場所に動物が到達したときにのみ特異的に
発火する「場所細胞 (place cell) 」と呼ばれ
る細胞活動を示すことが、電気生理学実験に
より明らかにされている  (O’Keefe and 
Dostrovsky, Brain Res, 1971)。さらに、空間
に依存せず物体特異的に発火する細胞 (物体
細胞) が海馬に存在することも報告されてい
る (Komorowski et al, J Neurosci, 2009)。
海馬において物体と空間の情報に何らかの
相互作用が存在することは電気生理学と行
動から明らかであるにも関わらず、それを説
明するモデル研究は未だにない。海馬の機能
イメージングについては、Dombeck ら (Nat 
Neurosci, 2010) により、顕微鏡下に頭部固
定し VR 環境をナビゲーションするマウスの
海馬 CA1 野で、マウスが VR 上のある特定の
場所に来たときのみ、特異的に発火する場所
細胞様の活動が観察されている。しかし、特
定の物体に反応する細胞活動のイメージン
グ、及び、空間と物体の相互作用に対しては、
いまだ報告されていない。 
 
２．研究の目的 
 動物は、物体手がかりの存在する空間を探
索する経験により、空間自体に関する情報と、
その空間内の物体に関する情報とを共に記
憶することができる。しかし、このような空
間と物体の連関した記憶の形成に関わると
されている海馬の神経回路内で、上記の 2 種
類の情報がどのように結びついているかは
明らかでない。本研究は、マウスの海馬にお
いて「空間」と「物体」という異なる情報が
連関されるときの細胞集合体の活動を、単一
細胞解像度をもつ in vivo 神経活動イメージ
ング実験と電気生理学的手法で明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
トランスジェニックマウス 
 蛍光カルシウムタンパク質 G-CaMP7 を
thy1プロモータ制御下に発現する3-4ヶ月齢
のトランスジェニックマウスを使用した。そ
のマウスの頭蓋骨に、金属製のヘッドプレー
トを接着した。ヘッドプレートの穴にある頭
蓋骨片を取り除き、大脳皮質を海馬表面が露
出する最小限の量だけ吸引除去した。皮質除
去後の穴に、底部にカバースリップを接着し
た光学窓を埋め込んだ。回復後、3 日間マウ
スにハンドリングを行い、摂水 3 日後に行動
実験を始めた。 
 
VR のセッティング 
 マウスを下から空気圧で浮上させた発泡

スチロールの球上に置き、二光子レーザー顕
微鏡のフレームにヘッドプレートを介して
頭部を固定した。マウスの歩行による球の動
きを光学検出器により検出させ、画面に映し
出された VR の映像と同期させた。VR の映
像を映し出すために、23 インチの液晶モニタ
ーを使用した。VR は 3D/VR 空間構築ソフト
ウェア OmegaSpace3.1（ソリッドレイ研究
所）によって作成された。 
 
VR 行動実験課題 
 空間学習として、O 迷路を作成した。摂水
制限下で飼育されたマウスにその O 迷路を
一周する度に、水を与えることで空間を学習
させた。実験は 30 分間を 1日 1 回行われた。
最初の 3 日間は、マウスがコーナーにたどり
着くと自動で曲がるように設定した。その後
の 8日間はマウスが自身でコーナーを曲がる
ように設定した。探索行動するマウスの VR
上の位置と走る速度、獲得した報酬の数を記
録した。 
物体学習には、初めに場所手がかりがない

地平線だけの空間に青の三角錐のみをある
程度離れた位置に提示した。その物体に十分
接近したときに報酬を与えた。報酬後に物体
を消し、その 2 秒後再度提示し再び接近させ
ることにより、物体に対する学習をマウスに
行わせた。その学習後に緑の球と青の三角錐
を提示し、交互に接近したときに報酬を与え
た。実験は 10 分間を 1 日 1 回行われた。 
報酬場所学習課題には、VR 直線路を使用

した。その外にはマウスから見える 3 つの高
い手がかりを、直線路内の壁にはドット状、
床には縞々の模様の手がかりを表示した。そ
の直線路内に 3つのゴールエリアを設置した。
マウスは VR 直線路（長さ：約 120 cm）の
一方の端からスタートし、指定されたゴール
上で数秒間滞在すると報酬が得られた。その
報酬として水が用いられ、マウスが報酬地点
で滞在する間に 10 ul が 1 秒間隔で 3 回与え
られた。マウスはもう片方の端にたどり着く
と、4 秒後にスタート地点に自動的にテレポ
ートする設定にした。マウスは回転せずに何
度も探索行動を簡単に行うことができる。そ
の滞在時間は 0, 1, 1.5, 2秒と学習が進むにつ
れて増加させた。実験は 10 分間を 1 日 1-2
回行われた。 
 
カルシウムイメージング 
 VR 直線路を探索するマウスから以下のイ
メージング実験を行う。マウスの背側海馬表
面から約150 μm下にあるCA1錐体細胞層に
二光子顕微鏡の焦点を合わせ、G-CaMP7 の
蛍光画像を取得する。低倍率で高 NA 値（16×、
NA0.8）の対物レンズを用い 1.5 倍に拡大し
た 0.5×0.5 mm の視野の中に約 1000 個の錐
体細胞の活動が同時にイメージングした。VR
内を探索するマウスの個々の CA1 細胞の活
動と同時にマウスの場所とを記録した。2 回
目以降のイメージング実験では、1 回目記録



された画像を参照に、同じところをイメージ
ングした。 
 
データ解析 
行 動 デ ー タ は LabView (National 
Instrument 社 )、および、画像データは
NIS-Elements (ニコン社) によって獲得さ
れ た 。 獲 得 さ れ た デ ー タ は MATLAB 
(MathWorks 社) によって解析された。 
 画像上の記録された約900個の神経細胞を
non-negative matrix factorization によるプ
ログラムを用い、自動解析を行った(竹川ら投
稿準備中)。これにより、細胞を自動的に同定
した上で、その活動をカルシウムシグナルと
して検出した。 
 
４．研究成果 
空間学習課題 
 空間学習として、O 迷路を使用した。マウ
スは O 迷路を右回りに一周し、迷路内に設置
されたゲートを通過すると報酬が得られる。
初期段階では、マウスは O 迷路のコーナーの
壁に衝突し曲がるまでに数秒間の時間を費
やしたが、学習が進むにつれて、マウスはコ
ーナーを円滑に曲がることができるように
なった。学習が進むにつれて、走行距離、速
度および得られた報酬の回数が増加した。 
 
物体学習課題 
 マウスが物体を容易に認識できるように、
目の前に青い三角錐のみを提示した。マウス
が物体に接近すると報酬が得られた。マウス
は時々曲がって物体から離れていた。しかし、
物体付近に報酬があることを覚えるとマウ
スは最短距離で物体に近づくようになった。
その後、もう一つの物体である緑の球と青い
三角錐の両方をマウスの前に平行に離して
並べた。その二つの配置はトライアル毎にラ
ンダムに入れ替えた。両方の物体ともに、マ
ウスの接近回数が著しく減少した。学習を繰
り返してもその接近回数は増加しなかった。
以上のことから、マウスの足下にある球を巧
みに操作して物体に接近ことは難しいと考
えられる。そこで、物体と空間が両方ある報
酬場所学習課題に変更した。 
 
報酬場所学習課題 
 マウスに物体学習課題を遂行させること
が困難であったため、VR 直線路を使用した
報酬場所学習課題を行わせた。直線路内に設
置された 3 つの手掛かり（物体）のうち、1
つに報酬が得られる場所を設置した。報酬ま
での遅延時間がないとき、マウスは報酬を持
つ手掛かりの場所に辿りつくとすぐに報酬
が得られた。マウスは報酬場所に立ち止まる
ことを学習した。マウスはその報酬のある手
掛かりの位置で報酬を得るまでの時間を遅
延させると、学習初期にはマウスは報酬場所
で停止する事が出来なかった。しかし、訓練
を重ねると停止し報酬を得られた。報酬を別

の手掛かり位置に移動してもマウスはその
新たな報酬場所で止まるがすぐにできた。こ
れらの学習行動中のマウスの海馬をイメー
ジングし、約 900 個の海馬錐体細胞の活動を
記録することができた。VR 下学習行動での
マウスの海馬神経細胞の中から、約 20-30%
の場所に関与する細胞集合体が同定される
と同時に報酬場所での滞在時間特異的に活
動する細胞集合体が新たに発見された。さら
に、同じ個体で同じ細胞を数ヶ月に亘りイメ
ージングすることができた。長期的に神経活
動を観察することで細胞の活動変化を調べ
たところ、多くの細胞は数日でターンオーバ
ーしていく一方、観察された全ての細胞のう
ちの 2%は報酬場所で安定した活動を示し、
報酬場所を変えてもまだ活動した。しかし、
報酬を得るまでの遅延時間をなくすとその
活動は減少した。これらの細胞は物体非依存
的に報酬の価値に対する記憶に重要な役割
を果たすことが示唆された。 
 多くの細胞がターンオーバーするので、単
一の場所細胞などを狙ってパッチクランプ
記録することは難しかった。そこで、多電極
記録による局所細胞外電位を、イメージング
と同時に記録することに成功した。今後、場
所―物体特異的な細胞集合体が発火すると
き、どの脳領域から入力が重要かを検討でき
るようになった。 
 
本研究結果に関するデータについては論

文投稿にむけて準備している。 
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