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II. 成果の概要（総括研究報告） 
脳の情報処理は、電気的活動（興奮性/抑制性ポストシナプス電位発生や活動電位発火など）ならびに

化学的シグナル伝達（例えば酵素カスケード、転写、遺伝子発現の活性化など）からなる。細胞レベル

の機能的脳活動マッピングを飛躍的に効率化するために、これまでに比較的低頻度な発火活動を有する、

浅層の大脳皮質感覚野興奮性神経細胞に主として実施されてきたカルシウムインディケーターを用いた

神経活動測定を、より高速発火する抑制性神経細胞や、皮質下領域細胞へまで拡張していく必要があり、

これを実現する技術開発が必要となる。 

そこで、代表機関である国立大学法人 東京大学において、神経活動の高速 3D測定と活動痕跡の長期

可視化に資する新規プローブ並びにその発現手法の創出と改良を担当し、高シグナルノイズ比を有し、

多色高速３次元イメージングが可能な改良型カルシウムプローブ候補を開発し、さらに活性化細胞集団

における長期活動痕跡を検出可能な革新的プローブの開発を進めてきた。また分担機関の喜多村和郞 教
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授（山梨大学大学院総合研究部）とともに、前年度までに最適化したこれらセンサー遺伝子を活用し、

神経活動およびその痕跡の高速３D測定を実現するイメージング技術の創出・改良を行った。 

平成28年度には、平成27年度までに開発した神経活動の高速測定に資するXCaMP-Gf（緑色）

を用い、高速発火活動が顕著なparvalbumin陽性抑制神経細胞への発現システムを構築した。

これを用いて麻酔下、および覚醒下の大脳皮質活動中の、活性化細胞集団の高速可視化の条

件最適化を実施し、in vivoキネティックスの実証測定を実現する実験条件を確定した。一方、

これまでに開発したXCaMP-R（赤色）を用いて、深部脳組織における活動イメージングへのプ

ロトコールを完成した。さらにXCaMP-R（赤色）, XCaMP-Gf(緑色)の発現量を調節可能なアデ

ノ随伴ウィルスベクターシステムを構築した。 

一方、活動痕跡マッピングについては、改良型E-SAREを用い、アデノ随伴ウィルスベクタ

ーにより活動痕跡を細胞種特異的に標識する実験システムを開発した。 

今後は、このような新規の技術的基盤を活用し、脳における種々の情報表現に係わる活性化細胞集団

のダイナミクスと安定性を、生きた脳にて実測可能な手法を開発していく。 

 

 
 Information processing in the brain is based on neuronal electrical activity (such as 
excitatory / inhibitory postsynaptic potential generation and action potential firing) as well as 
chemical signal transduction (e.g. enzyme cascades, transcription, or activation of gene 
expression). In order to dramatically improve functional brain activity mapping at the cellular 
level, we need new technologies to expand the use of Ca2+ sensors from neurons with relatively 
low frequency activity to those with fast spiking activity and distributed in subcortical brain 
areas.  
   In this project, we thus undertook to create and develop novel probes that contributes to 
high-speed 3D recording of neuronal activity and long-term visualization of activity traces. At 
the University of Tokyo, the Principal Investigative Institution, we aimed to develop an 
improved calcium probe candidate capable of color high-speed three-dimensional imaging and 
to further ameliorate innovative probes that can detect long-term activity traces in activated cell 
populations. Furthermore, together with Professor Kazuo Kitamura (Graduate School 
Department of Interdisciplinary Research, University of Yamanashi), we participated in 
developing new imaging technology to realize high-speed 3D measurement of fast neuronal 
activity as well as long-term activity traces. 

During the fiscal year 2016, we specifically engineered a new green Ca2+ indicator, 
XCaMP-Gf (green), with ability to perform in vivo ultrafast Ca2+ imaging. Using this, we 
constructed an expression system for parvalbumin-positive interneurons with fast spiking 
activity. Optimization of recording conditions enabled fast imaging active ensembles consisting 
of both of fast spiking and non-fast spiking neurons. Furthermore, we used another new red Ca2+ 
indicator, XCaMP-R (red) to carry out deep cellular activity imaging in the living brain.  

To monitor and map activity traces, we created a further enhanced version of the synthetic 
promoter E-SARE (E-SARE2), and developed an adeno-associated virus-based experimental 
system to label traces of activities in a cell type-specific manner. 

In the future, these new sets of powerful tools will prove to be invaluable for further 
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attempts to measure the dynamics and stability of information representation within active 
neuronal ensembles in the living brain. 
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