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神経細胞の活動を生きたまま目で見る方法は？

神経細胞は活動電位を発生することを利用
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活動電位の発生

静止時 活動時

0 V

–0.06 V

0 V

+0.01 V
分極 脱分極

細胞膜の厚さ：約10 nm
電場の強さ：0.07 V/10 nm = 0.07/(10 X 10-9) V/m = 7 X 106 V/m
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細胞外Ca2+ 10-3 M

細胞内Ca2+ 10-7 M

活動電位は細胞内Ca2+濃度変化に変換されて情報を伝える

∴ 細胞内Ca2+濃度を測定することにより活動する神経細胞を同定できる

Ca2+チャネル

Ca2+結合蛋白質

生化学反応

脱分極
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細胞内のカルシウム（Ca2+）を

どうやって目で見るか
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Ca2+



Ca2+
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Ca2+インジケーター（Fluo-3）

500 550 600
0.0

1.0

波長（nm）
蛍

光
強

度

励起波長：490 nm

蛍光強度のCa2+濃度依存性

Ca2+ゼロでは
ほとんど蛍光がない

Minta et al. J Biol Chem (1989)
Cf. Grynkiewicz et al. J Biol Chem (1985) 8

Kd ~540 nM

Ca2+

This research was originally 
published in the Journal of 
Biological Chemistry. Minta et al.,
Fluorescent indicators for cytosolic 
calcium based on rhodamine and 
fluorescein chromophores, The 
Journal of Biological Chemistry, 
1989; 264(14) :8171-8178, © the 
American Society for Biochemistry 
and Molecular Biology.

＊



脳の中の神経細胞を直接観察するためには

• 頭蓋骨に窓をあける必要がある。

• 脳の中を観察できる顕微鏡が必要。

性能の良いCa2+インジケーターが使えるようになった。
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Cranial window technique（頭蓋窓）

Levasseur et al.  Stroke (1975) 10

ウサギ 手術後６ヶ月

(Forbes 1928)

著作権等の都合により、

ここに挿入されていた画像を削除
しました。

Levasseur et al. (1975) Detailed 
Description of a Cranial Window 
Technique for Acute and Chronic 

Experiments, Stroke 6(3): 308-317, 
p.311 Fig.3.

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Levasseur et al. (1975) Detailed Description 
of a Cranial Window Technique for Acute and 

Chronic Experiments, Stroke 6(3): 308-317, 
p.313 Fig.5.

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Levasseur et al. (1975) Detailed Description 
of a Cranial Window Technique for Acute and 

Chronic Experiments, Stroke 6(3): 308-317, 
p.309 Fig.1, left: Cross-section of implanted 

window.



２光子励起顕微鏡

パルスレーザ

100 fs
対物レンズ

一点でのみ励起 (λ)

２λの入射光

標本

断層撮影ができる
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１秒間に地球を７回半回れる。（ 3 × 108 m·s-1）

100 fs = 10-13 s では、

3 × 108 × 10-13 = 3 × 10-5 (m) =  30 µm しか進めない。

100 fs とは？

12

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

スーパーマンのイラスト



白熱灯にかざした指私の指

２光子励起顕微鏡を用いるもう一つの理由

赤外光を用いることにより分厚い標本でも観察できる
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いよいよ全ての準備が整った。
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Svovoda et al. Nature (1997)

頭蓋窓を介した生体内の単一神経細胞Ca2+測定

ガラスピペットによるCa2+

インジケーターの神経細
胞内導入

Ca2+

V

Whisker刺激

15

Reprinted by permission from Macmillan 
Publishers Ltd: Svoboda et al.(1997) In vivo 
dendritic calcium dynamics in neocortical 
pyramidal neurons, Nature 385(6612): 161-
165, p.162, Fig.1b, 1c, 1d, 1f, 
copyright 1997.

＊

＊
＊

＊



多数の神経細胞の活動を同時に測定したい。
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細胞外

細胞内 Ca2+
加水分解

Ca2+インジケーターを細胞内に導入する方法

AM = CH2OCOCH3

Fluo-3AM Fluo-3

Tsien, Nature (1981)
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Stosiek et al. PNAS (2003)

多数の神経細胞活動の同時解析

18

Stosiek et al. (2003) In vivo two-photon calcium imaging of 
neuronal networks, PNAS 100 (12): 7319–7324, p.7320 
Fig.1: In vivo calcium imaging of neuronal populations. 
Copyright (2003) National Academy of Sciences, U.S.A.

＊＊

＊



覚醒している動物の神経活動を測定したい。
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Dombeck et al. Neuron (2007)

覚醒マウスの神経細胞活動解析

20

Hine Limb Sensory Cortex

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Dombeck et al. (2007) Imaging Large-Scale 
Neural Activity with Cellular Resolution in 

Awake, Mobile Mice, Neuron 56(1): 43–57, 
p.44 Fig.1: Two-Photon Microscopy 

Experimental Apparatus for Awake Mouse 
Imaging. 

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Dombeck et al. (2007) Imaging Large-Scale 
Neural Activity with Cellular Resolution in 

Awake, Mobile Mice, Neuron 56(1): 43–57, 
p.48 Fig.4A: Imaging Neural Population 

Activity in Sensory Cortex of Awake, 
Behaving Mice. 

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Dombeck et al. (2007) Imaging Large-Scale 
Neural Activity with Cellular Resolution in 

Awake, Mobile Mice, Neuron 56(1): 43–57, 
p.48 Fig.4C: Imaging Neural Population 

Activity in Sensory Cortex of Awake, 
Behaving Mice. 



Ca2+インジケーターを
いちいち細胞に導入するのは面倒だし、
特定の細胞にだけ導入するのも難しい。

21



Ca2+発光タンパク質：Aequorine

様々改良されているが、
生体内測定にはまだ改良
の余地あり。

Tsuji et al. PNAS (1986) 22

Image by KENPEI, from 
Wikimedia Commons
Ref. 2015/12/08
https://commons.wikimedia.
org/wiki/File:Aequorea_coer
ulescens1.jpg
CC BY-SA 3.0 著作権等の都合により、

ここに挿入されていた画像を削除しました。

Tsuji et al. (1986) Site-specific 
mutagenesis of the calcium-binding 

photoprotein aequorin, PNAS 83 (21): 
8107-8111, p. 8109 Fig. 1. 



Rendering of a green fluorescent protein (GFP) molecule 
showing the location of the fluorophore and its 
encapsulating barrel structure. Rendered by Robert 
Campbell in the laboratory of Roger Tsien, University of 
California, San Diego.

Green Fluorescent Protein (GFP)

23

＊

Image by KENPEI, from 
Wikimedia Commons
Ref. 2015/12/08
https://commons.wikimedia.
org/wiki/File:Aequorea_coer
ulescens1.jpg
CC BY-SA 3.0



cpGFP

GCaMP: Nakai et al. Nat Biotechnol (2001)

Ca2+

CaM M13

Ca2+

蛋白質型Ca2+インジケーター

利点：遺伝子でコードされているので、狙った細胞に発現させることができる。

24



GCaMP3

Tian et al. Nat Methods (2009)

蛋白質型Ca2+インジケーターを用いた生体内 神経細胞活動解析

AAV; synapsin-1 promoter

25

Reprinted by permission from Macmillan 
Publishers Ltd: Tian et al.(2009) Imaging 
neural activity in worms, flies and mice with 
improved GCaMP calcium indicators, Nature 
Methods 6(12): 875-881, p.880 Fig.6., 
copyright 2009.

＊ ＊ ＊



これまで説明してきたCa2+インジケーターはCa2+濃度変化に追
随する。

Ca2+濃度変化を積分できれば、どの神経細胞が活動したかを
知ることができる。

26



蛋白質型Ca2+インテグレーター（積分器）を用いた生体内解析

Fosque et al. Science (2015)

CaMPARI (calcium-modulated photoactivatable ratiometric integrator)

27

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Fosque et al. (2015) Labeling of active neural circuits in vivo with designed 
calcium integrators, Science 347 (6223): 755-760, 

p.756 Fig. 1: CaMPARI engineering and in vitro characterization.

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Fosque et al. (2015) Labeling of active neural circuits in vivo with designed 
calcium integrators, Science 347 (6223): 755-760, 

p.758 Fig. 3: Response in mouse primary visual cortex.



膜電位変化
神経伝達物質

グルタミン酸

人為的な摂動を加える方法

光遺伝学（Optogenetics）：光化学反応と遺伝子導入を組み合わせて、ある
波長の光を照射している時だけ、特定の神経細胞の活動を活性化したり、
低下させたりする方法

Ca2+以外のシグナル可視化法

関連する研究手法

感覚入力を加えたり、特定の運動をさせる

28



神経細胞の活動は、

• 活動電位に伴う細胞内Ca2+濃度変化として捉えることがで

きる。

• 脳内で生きたまま観測することができる。

• 多数の神経細胞で同時に観測することができる。

中間まとめ（１）

このような測定は、人為的摂動法などと組み合わせることに
より、神経細胞ネットワークの機能解明に貢献すると期待さ
れている。
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神経細胞（活動電位を発生する）

グリア細胞（活動電位を発生しない）
アストロサイト
オリゴデンドロサイト（髓鞘形成）
ミクログリア（免疫系細胞）

高等生物では、アストロサイトの数は神経細胞数を上回る。

脳細胞の構成

古典的なアストロサイトの機能
神経細胞の物理的な支持
神経細胞への栄養の供給
神経細胞周囲のイオン環境などの維持

30



Pekny & Pekna, Physiol Rev (2014)

アストロサイトは脳全体をタイル状に占める

31

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Pekny and Pekna (2014) Astrocyte Reactivity and 
Reactive Astrogliosis: Costs and Benefits, Physiological 

Reviews  Vol. 94 (4): 1077-1098, p. 1080 Fig. 3.



Cornell-Bell et al. Science (1990)

培養アストロサイトにおけるCa2+応答の発見

32

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Cornell-Bell et al. (1990) Glutamate induces calcium 
waves in cultured astrocytes: long-range glial signaling, 

Science 247 (4941): 470-473, p. 471 Fig. 1.



Dani et al. Neuron (1992)

脳スライス標本：神経細胞刺激に応じたアストロサイトのCa2+応答

33

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Dani et al. (1992) Neuronal activity triggers 
calcium waves in hippocampal astrocyte 

networks, Neuron 8 (3): 429–440, 
p. 430 Fig. 1.

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Dani et al. (1992) Neuronal activity triggers 
calcium waves in hippocampal astrocyte 

networks, Neuron 8 (3): 429–440, 
p. 432 Fig. 3.

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Dani et al. (1992) Neuronal activity triggers 
calcium waves in hippocampal astrocyte 

networks, Neuron 8 (3): 429–440, 
p. 431 Fig. 2B.



Ca2+ ストア

IP3 受容体

Agonist

リアノジン受容体

Ca2+ ストア

Ca2+ 流入
10-3 M

10-7 M

Ca2+シグナル機構

34



アストロサイトはシナプスや血管と接触

Allen & Barres, Nature (2009)

シナプス機能調節？

脳血管収縮制御？

Ca2+

アストロサイトCa2+イメージング

生体内
突起部分

35

Reprinted by permission 
from Macmillan 
Publishers Ltd: Allen and 
Barres(2009) 
Neuroscience: Glia —
more than just brain 
glue, Nature 457 (7230): 
675-677, p. 675 Fig. 1, 
copyright 2009.

＊



Hirase et al. PLoS Biol (2004)

Fluo-4AM

生体内アストロサイトCa2+測定

36

Hirase H. et al. (2004) Calcium 
Dynamics of Cortical Astrocytic 
Networks In Vivo. PLoS Biol
2(4): e96. 
doi:10.1371/journal.pbio.0020096
CC BY 4.0



Wang et al. Nat Neurosci (2006)

Fluo-4AM + SR101

Whisker stimulation

感覚入力に伴うアストロサイトのCa2+応答

アストロサイトに
取り込まれる色素

37

Reprinted by 
permission from 
Macmillan 
Publishers Ltd: 
Allen and Wang et 
al. (2006) 
Astrocytic Ca2+ 
signaling evoked 
by sensory 
stimulation in vivo, 
Nature 
Neuroscience 9 
(6): 816 - 823, p. 
817 Fig. 1, 
copyright 2006.

＊



これまでの測定法では、アストロサイトの
突起部分のCa2+シグナルは十分に観測できない。

38



蛋白質型Ca2+インジケーター

cpGFP

Ca2+

GCaMP family
Ca2+

CaM M13

CFP YFP

Ca2+

FRET

CaM M13

Ca2+

Cameleon family

YC−Nano50

Miyawaki et al. Nature (1997) 39

Image by Shantanu 
Kuveskar, from 
Wikimedia 
Commons
Ref. 2015/12/14
https://commons.wi
kimedia.org/wiki/Fil
e:Indian_Chameleo
n_%28Chamaeleo_z
eylanicus%29_Phot
ograph_By_Shantan
u_Kuveskar.jpg
CC BY-SA 4.0



電気穿孔法

ウイルス

遺伝子改変動物

生体内Ca2+測定のための遺伝子導入法

40



KENGE-tet system

Mlc1

YC-Nano50

アストロサイト特異的 YC-Nano50 発現マウス

Tanaka et al. Cell Rep 2012

41

アストロサイト選択性を
決めるマウス

Ca2+インジケーターを発
現させるマウス

アストロサイトでのみ
Ca2+インジケーターを発

現するマウス

交配

Natsubori et al. (2015) 
Observation and 
manipulation of glial cell 
function by virtue of 
sufficient probe 
expression, Frontiers in 
Cellular Neuroscience 9 
(176): p. 2 Fig. 1.
© 2015 Natsubori, 
Takata and Tanaka. 
CC BY 4.0



頭蓋窓 (cranial window) を介した生体内Ca2+イメージング

42

ここに挿入されていた画像を削除しました。



YC-Nano50 発現アストロサイト：２光子励起顕微鏡観察

43

Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization of Subtle, Transient, and Local Activity of 
Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ Indicator, Cell Reports 8 (1): 311–318, p. 313 Fig. 2A.
DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056
CC BY-NC-ND 3.0



YC-Nano50 発現アストロサイト：２光子励起顕微鏡観察

44

Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization of Subtle, Transient, and Local 
Activity of Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ Indicator, Cell Reports 8 (1): 
311–318, Movie S1.   DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056
CC BY-NC-ND 3.0



Ca2+

CFP YFP

Kanemaru et al. Cell Rep (2014)

YC-nano50による生体内Ca2+イメージング

45

Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization of Subtle, Transient, and Local Activity of 
Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ Indicator, Cell Reports 8 (1): 311–318, p. 313 Fig. 2B.
DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056
CC BY-NC-ND 3.0



YC-nano50によるCa2+イメージング法の利点

1. 超高Ca2+感受性（Kd ~50 nM）

→ 微弱なCa2+シグナルの測定が可能

2. ２波長蛍光強度比によるCa2+測定

→ 動きによるアーチファクトの軽減

3. 静止時でも強い蛍光（Ca2+濃度変化により色が変化）

→ 細胞の形態（突起を含む）を確認しやすい

46



アストロサイトの自発 Ca2+ シグナル（Ca2+ twinkle）

47

Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization of Subtle, Transient, and Local 
Activity of Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ Indicator, Cell Reports 8 (1): 
311–318, Movie S2.   DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056
CC BY-NC-ND 3.0



Ca2+ twinkle の時空間動態

10 µm

48

Kanemaru et al. 
(2014) In Vivo 
Visualization of 
Subtle, Transient, 
and Local Activity 
of Astrocytes 
Using an 
Ultrasensitive 
Ca2+ Indicator, 
Cell Reports 8 (1): 
311–318, p. 314 
Fig. 3A, 3B.
DOI: 
10.1016/j.celrep.2
014.05.056
CC BY-NC-ND 
3.0



Ca2+ twinkle の細胞内分布

5 min-integration

49

参照）
Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization 
of Subtle, Transient, and Local Activity of 
Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ 
Indicator, Cell Reports 8 (1): 311–318.
DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056



+-

尾の電気刺激

50



尾電気刺激に対するアストロサイトのCa2+応答

51

Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization of Subtle, Transient, and Local 
Activity of Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ Indicator, Cell Reports 8 (1): 
311–318, Movie S4.   DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056
CC BY-NC-ND 3.0



Wave speed: ~15 µm/s

尾刺激によるCa2+応答は細胞周辺から細胞体へ

52

参照）
Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization of Subtle, Transient, and Local Activity 
of Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ Indicator, Cell Reports 8 (1): 311–318.
DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056



IP3R2 KOマウスでは刺激に対するCa2+応答なし

参照）
Kanemaru et al. (2014) In Vivo Visualization of Subtle, Transient, and Local Activity 
of Astrocytes Using an Ultrasensitive Ca2+ Indicator, Cell Reports 8 (1): 311–318.
DOI: 10.1016/j.celrep.2014.05.056



無麻酔条件下でのアストロサイトのCa2+応答

54

ここに挿入されていた画像・動画を削除しました。



無麻酔条件下でのアストロサイトのCa2+応答

55

ここに挿入されていた画像・動画を削除しました。



• 突起において自発Ca2+シグナル（Ca2+ twinkle）を発生し

ている

• 刺激に伴い、突起から細胞体へ伝播するCa2+シグナル

を発生する（IP3R2を介したCa2+放出による）

自発

刺激

Kanemaru et al. Cell Rep (2014)

中間まとめ（２）

アストロサイトは、

56



アストロサイトCa2+シグナルの
病態生理学的意義

YC-Nano50 発現マウスを用いた脳傷害に対するアス
トロサイト応答の解析

57



25 µm

脳傷害は活性化アストログリオーシスを起こす

Sofroniew, TINS (2009); Pekny & Pekna, Physiol Rev (2014)
58

著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Pekny et al. (2014) The dual role of astrocyte activation 
and reactive gliosis, Neuroscience Letters 565: 30–38,

p. 32 Fig. 1



80 µm

脳傷害モデル

局所レーザー光照射後のアストロサイトのCa2+応答

ここに挿入されていた画像・動画を削除しました。



110 µm

局所レーザー光照射後のアストロサイトのCa2+応答

ここに挿入されていた画像を削除しました。



110 µm

IP3R2 KO マウスではCa2+応答なし

61

ここに挿入されていた画像を削除しました。



著作権等の都合により、
ここに挿入されていた画像を削除しました。

Pekny et al. (2014) The dual role of astrocyte activation 
and reactive gliosis, Neuroscience Letters 565: 30–38,

p. 32 Fig. 1

Question
アストロサイトのCa2+応答は活性化に必要か？

WT と IP3R2-KO マウスを比較する
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活性化アストログリオーシスは Ca2+シグナル欠損で低下

63

Kanemaru et al. (2013) Calcium-dependent N-cadherin up-
regulation mediates reactive astrogliosis and neuroprotection 
after brain injury, PNAS 110 (28): 11612–11617, p. 11613 Fig. 1B.

＊

＊



アストロサイトのCa2+シグナルは、病態にも関与している。

Pum-2
Pum-2

活性化アストログ
リオーシス

中間まとめ（３）

Pum2 ダウンレギュレーションを介して N-cadherin発現上昇を起こし、
活性化アストログリオーシスを惹起する。 64

Kanemaru et al. (2013) Calcium-
dependent N-cadherin up-regulation 
mediates reactive astrogliosis and 
neuroprotection after brain injury, PNAS
110 (28): 11612–11617, p. 11617 Fig. 5.

＊



細胞の活動を脳の中で生きたまま見て理解する

• 神経細胞およびアストロサイトの活動を、脳の中で生きたまま見る

ことが、マウスなどで可能になった。

• これを応用して、脳機能を理解するための試みがこれから急速に

進むと期待される。（学際的な研究が必要）

• 生理的な機能だけでなく、病態における機能も今後理解が進むと

期待される。
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