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脳の情報処理活動は小さな脳細胞から生ずる千分の一秒
という速さの電気的および化学的シグナルによって行われ
ている。この複雑なシグナル伝達に関して，個々の脳細胞
における膜電位の変化や細胞内伝達物質の濃度変化などは
すでによく研究されているが，細胞の集合体である「脳」
が組織全体としてどのように情報処理を行っているかはま
だ明らかではない。この脳全体のネットワーク機能を解明
するためには，多くの異なった部位で起こる電気的および
化学的シグナルの変化を同時にかつ千分の一秒という速さ
に対応できる実験システムで観察する必要がある。そこで
我々は細胞の膜電位やイオン濃度，情報伝達物質などの変
化によって蛍光を発するタンパク質を利用し，これらのシ
グナル変化を視覚的に観察可能にする画像技術の開発と応
用を行っている。またこれら環境感受性蛍光タンパクは遺
伝子組換えおよび導入技術によって動物の脳の一部にのみ
発現させることもできるため，脳の特定部位の詳細な情報
を得ることができる。我々のこれらの技術を用いることに
よって，小脳および大脳皮質における時空間的な情報伝達
のメカニズムが解明されている。

1. 新しいイメージング技術の開発
（1）我々の重要課題の 1つとして電位感受性蛍光タンパ
ク（VSFP）の開発があげられる。すでに蛍光エネルギー移
動（FRET）を用いた VSFPの基本型の開発は終了し，現
在はその改良型の開発を行っている。また組換え型GFPを
用いて pHやクロールイオン濃度変化を感受することがで
きるプローブの開発も行っている。今までの研究では下記
のような成果が得られている。
（ i）膜電位感受性蛍光タンパク（VSFP）の開発（坂井，
Repunte-Canonigo，Raj，Knöpfel）
電位依存性カリウムチャンネル（Kv2.1）に色の異なる変

異型GFP（シアン，黄色）の組合わせを組み込んだ FRET

構成物を開発した。このタンパクは，細胞膜の脱分極に伴
い，一対の蛍光タンパクの位置関係が変化することによっ
て起こる FRETによって細胞膜の電位変化を蛍光の変化と
して観察することができる。
（ ii）pHおよびクロールイオン感受性黄色蛍光タンパク
を発現した遺伝子導入マウスの作成（Repunte-Canonigo，
Raj，Knöpfel）
ニューロン特異的プロモーター（pKv3.1）の制御によっ

て黄色蛍光タンパク（EYFP）を発現する遺伝子導入マウ
スを作成した。このマウスにおいて EYFPは小脳顆粒細胞
および大脳皮質介在ニューロンで発現が認められた。この
EYFPは細胞内 pHやクロールイオン濃度変化によって蛍
光強度が変化する。これにより，生きている動物において
外来性の蛍光プローブなどを使用せずにこれら環境因子の
変化をモニターリングすることが可能となった。（米国 UT

Southwesternの Ho氏，Joho氏との共同研究）
（ iii）GFPの改良（Akemann，Raj，Knöpfel）
部位特異的あるいは無作為にアミノ酸配列を置換するこ

とによって変化する GFPの明るさ（発色団の形成効率，モ
ル吸光係数，量子収率），色などの特性を検討した。これら
改良された GFPの物理学的特性を利用し，新たなる微小
環境プローブの開発が可能である。
（2）高速 2光子励起顕微鏡の開発
（ i）Multiphoton Multifocal Microscopy（MMM）を用い
た研究（Akemann，Wolf，Knöpfel）
マックスプランク研究所（ドイツ）にて開発された二次

元 2 光子励起顕微鏡（MMM）と CCD イメージングシス
テムを用い，蛍光発色イメージングの至適光学的条件を検
討した。（ドイツMPI Göttingenの Straub氏，Hell氏との
共同研究）
（ ii）超高速 2 光子励起顕微鏡を用いた研究（Wolf，
Knöpfel）
電位感受性色素を用い，2光子励起顕微鏡による超高速
イメージングのための機器を試作し，至適光学的条件を検
討した。

2. 神経回路ダイナミクス
（1）小脳回路ダイナミクス
（ i）マウス小脳プルキニェ細胞 mGluR1における遅延型
興奮性シナプス後電流（slow mGluR1-EPSC）の機序に関
する研究（Alojado，Knöpfel）
小脳平行繊維のテタヌス刺激によって slow mGluR1-

EPSCが誘発されることが知られているが，その機序は明
らかでない。今回の我々の研究により，これには細胞内ナト
リウム濃度の上昇が重要であり，さらにはこのナトリウム
濃度の上昇に先立って mGluR1を介した細胞外よりのカル
シウムイオンの流入が必要であることが分かった。この細
胞内ナトリウム濃度の上昇はプルキニェ細胞樹状突起の特
定部位において観察されることから，この現象が mGluR1

依存性のシナプス可塑性に関与している可能性が示唆され
た。（イタリア Univ. of Turin の Tempia 氏，Anchisi 氏，
Strata氏との共同研究）
（ ii）小脳プルキニェ細胞における Gタンパク制御型受容
体キナーゼ 4（GRK4）に関する研究（Knöpfel）
GRKが様々な Gタンパク制御型受容体を制御している

ことが知られている。今回我々は小脳プルキニェ細胞での
GRK4の存在を確認し，このキナーゼが mGluR1の脱感作
など生理的制御に重要な関連があることを報告した。（イタ
リア I. N. M. Neuromedの Sallese氏，Nicoletti氏，Blasi
氏との共同研究）
（ iii）ラット小脳皮質におけるmGluR1bと mGluR1の分
布に関する研究（Knöpfel）
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小脳皮質において数種の変異型 mGluR1が存在し，それ
ぞれ異なった分布を示していることが知られている。我々の
免疫標識法を用いた研究によると，mGluR1bの分布は平行
繊維とプルキニェ細胞で形成されるシナプス端から 60 nm

以内と 60～120 nmにそれぞれ 25%，10～18%であった。一
方mGluR1aは同部にそれぞれ 37%，15%の分布を認めた。
この分布の差によって小脳に特有の神経伝達が可能になっ
ていると考えられた。（スペイン Basque Country Univ.の
Mateos氏，Grandes氏との共同研究）
（ iv）成長過程における小脳登上線維の退行に関する研究
（Knöpfel）
マウスの成体では 1つの小脳プルキニェ細胞と下オリー

ブ核由来の 1本の登上線維とが興奮性シナプスを形成して
いる。しかし出生直後のマウスでは複数の登上線維が 1つ
のプルキニェ細胞とシナプスを形成し，その後約 20日間で
成体のように一対一対応に変化していくことが知られてい
るが，その機序は明らかでない。そこで我々は細胞内ナト
リウムとカルシウム濃度の変化に注目し，生後 6～14日の
マウスについて検討した。イメージングシステムにより登
上線維のプルキニェ細胞体部から樹状突起部への転位はカ
ルシウムおよびナトリウム濃度の上昇として観察され，こ
のような変化は生後 6～9 日の間に急速に起こることが確
認された。また複数の登上線維がプルキニェ細胞を支配し
ている場合，登上線維刺激にてカルシウム濃度が上昇する
部位にオーバラップが認められた。このことより登上線維
の退行および維持に関して，カルシウムイオンが直接は関
与していないことが示唆された。（イタリア Univ. of Turin

の Scelfo氏，Strata氏との共同研究）
（2）大脳皮質回路ダイナミクス
（ i）NMDAR1遺伝子ノックアウトマウスを用いた体性感
覚野地図の形成機構に関する研究（Wolf，岩里，西山，利
根川，糸原，Knöpfel）
行動遺伝学技術開発チームにおいて作成されたNMDAR1

遺伝子ノックアウトマウスを用い，大脳皮質体性感覚野に
みられる経験依存的髭バレル形成機構における NMDA受
容体の働きを，イメージングシステムを用いて検証した。
このノックアウトマウスでは，予測されたように視床皮質
線維刺激による NMDA受容体を介した皮質の興奮は認め
られなかった。しかし一方 NMDA受容体を介した抑制機
構網には変化を認めず，NMDA受容体の欠損は局所の皮質
回路に形成異常を引き起こすものの，視床皮質における感
覚の投射には関与しないことが電気生理学的にも形態学的
にも明らかとなった。
（ ii）大脳皮質体性感覚野おける体性感覚野の形成機構に
関する研究（Wolf，Knöpfel）
体性感覚野の興奮および抑制機構の機能を正常マウスと

NMDAR1遺伝子ノックアウトマウスにおいて，薬理学的手
法を併用した高速イメージングシステムにて比較検討した。
（ iii）アストロサイト特異的変異マウス（S100B変異マウ
ス）を利用したアストロサイトの脳機能における役割の解
析（西山，糸原，Knöpfel）
S100Bは神経栄養因子およびグリア細胞増殖因子として

働くことが知られている。行動遺伝学技術開発チームにお
いて作成された S100B変異マウスを電気生理学的解析した
ところ，これらのマウスでは海馬での長期増強のエンハン

ス現象が認められた。また行動学的解析においても，これ
らのマウスでは学習能力の向上が認められた。これらの結
果は，記憶と学習の過程におけるグリア細胞とニューロン
の相互作用を示唆している。（参照 行動遺伝学技術開発
チーム）
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S., and Itohara S.: “Cortex-restricted disruption of

NMDAR1 impairs neuronal patterns in the barrel cor-

tex”, Nature 406, 726–731 (2000).＊

口 　頭 　発 　表 Oral Presentations

（国際会議等）
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