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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュの神経回路機能を光計測・光操作できるようにする目的で、高性能
な蛍光カルシウムプローブ（改良型G-CaMP）等を発現する各種ゼブラフィッシュトランスジェニック体の作成を
行った。知覚入力に伴って活性化されるゼブラフィッシュ脳内領域においてより定量性の高い細胞内カルシウム
イメージングを実施するため、改良型緑色カルシウムプローブG-CaMPと赤色蛍光タンパク質を発現させたトラン
スジェニック体を用いた実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：To enable visualization and manipulation of neuronal network activities in 
zebrafish, we developed transgenic zebrafish expressing probes such as high-performance 
genetically-encoded fluorescent calcium indicators (improved G-CaMPs). We established an 
experimental system for quantitative calcium imaging of zebrafish brain region in response to visual
 stimuli, using transgenic fish expressing an improved green calcium probe G-CaMP and a red 
fluorescent protein.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 

本研究では、ゼブラフィッシュを用いて、
餌（ゾウリムシ）の捕食行動の獲得（習慣学
習）に至る細胞レベルでの神経回路メカニズ
ムの解明を行う。習慣学習には大脳皮質―基
底核神経回路が関与することが哺乳類を用
いた研究により明らかにされたが、細胞レベ
ルでの学習機構にはまだ不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

 我々は単一シナプス活動を検出できる高
感度な蛍光 Ca2+プローブ G-CaMP を開発し、
これまでにゼブラフィッシュ稚魚の神経活
動を in vivo で可視化することに成功してい
る。本研究はこれを発展させ、ゼブラフィッ
シュが捕食行動を獲得する過程での神経活
動を可視化により解析し、習慣学習の神経回
路メカニズムを細胞レベルで解明すること
を目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1)各種プローブを発現させたトランスジェ
ニックゼブラフィッシュの作成 
 

① 高性能な蛍光Ca2+プローブの開発 
遺伝子工学的手法を用いて、従来型の

G-CaMPのcDNAを大腸菌の発現ベクターに
組み込んだ。この際、タンパク質精製を効率
的に行うためのHis tagを導入しておいた。
PCRにより変異を導入し、配列は制限酵素に
よる解析およびDNAシーケンスにより確認
を行った。作製したcDNAを大腸菌に導入し、
タンパク質発現を誘導した。目的のタンパク
質はHis tagを持っているので、His tag用のア
フィニティービーズを用いて精製した。精製
したタンパク質は蛍光分光光度計および分
光光度計を用いて光学測定してin vitroでの
プローブ性能を評価し、これにより有望なプ
ローブを探索した。有望なプローブのcDNA

は動物細胞発現ベクターに組み込んで培養
細胞にリポフェクション法で導入した。Ca2+

上昇を誘発する試薬を投与し、その際の蛍光
変化を蛍光顕微鏡を用いて測定して培養細
胞でのプローブ性能を評価した。 
 
② トランスジェニックゼブラフィッシュの
作成 
 遺伝子工学的手法を用いて、ゼブラフィッ
シュ発現用プロモーターを有する発現用ベ
クターに各種プローブや発現マーカータン
パク質の cDNAを組み込んだコンストラクト
を作製した。このコンストラクトをゼブラフ
ィッシュ受精卵にマイクロインジェクショ
ンしてトランスジェニックゼブラフィッシ
ュを作成した。 

 

(2) ゼブラフィッシュを用いた計測 

 ゼブラフィッシュ稚魚に視覚提示を行い、
ゼブラフィッシュ稚魚が提示物体に対して
視線を移動させる行動の解析を行った。各種

プローブや発現マーカーの蛍光は共焦点レ
ーザー顕微鏡で解析した。 

 
４．研究成果 

Ca2+感受性や蛍光シグナルを改善させるこ
とが報告されている既知の変異やランダム
変異を遺伝子工学的に導入したG-CaMPの改
変体を多数試作し、より高い性能を示すセン
サーを in vitro、HeLa 細胞および培養神経細
胞の評価系で選抜した。その結果、従来のプ
ローブに比べて格段に高輝度な改変体であ
る G-CaMP7.09 を 見 出 し た （ 図 1 ）。
G-CaMP7.09 はベース蛍光がきわめて明るい
ため、ゼブラフィッシュの脳内の特定の神経
細胞に発現させた際にも発現細胞を容易に
同定してイメージングすることが可能にな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 G-CaMP バリアントを発現させた培養
神経細胞のベース蛍光像。左：G-CaMP7、右：
G-CaMP7.09。 
 
次に G-CaMP7.09 や他の改良型 G-CaMP 等

のプローブを発現させたトランスジェニッ
クゼブラフィッシュを用いた計測を行った。
ゼブラフィッシュは発生が進行するにつれ
て視覚提示に対する応答行動が上達するこ
とが確認された。知覚応答に関与する小脳プ
ルキンエ細胞に特異的に改良型G-CaMPと赤
色蛍光タンパク質を発現させたトランスジ
ェニックゼブラフィッシュ（図 2）を作成し、
より定量性の高い実験系を確立した。引き続
き学習機構の解析を進めている。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 小脳プルキンエ細胞に改良型 G-CaMP

を発現させたトランスジェニックゼブラフ
ィッシュの蛍光像。矢印は小脳での発現部位。 
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