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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 蛍光タンパク質を用いた光プローブは神経細胞やグリア細胞における分子の挙動を知るうえで

非常に重要な計測技術である。本研究ではまず、近赤外蛍光タンパク質を基にして近赤外カルシ

ウムプローブの開発を行い、プローブ内に近赤外蛍光タンパクを１つ持つタイプ（i14およびig2）

と、プローブ内に蛍光タンパクを２つ持ち蛍光共鳴エネルギー移動をおこすタイプ（i14-1.07）

の 2 種類の近赤外蛍光カルシウムプローブを開発した。新たに開発した近赤外蛍光カルシウムプ

ローブを培養細胞に発現させ、薬剤を投与したところ、細胞内カルシウムイオンの上昇にともな

いプローブの近赤外蛍光が変化することが観察された。これまでに蛍光タンパクを１つ持つタイ

プで近赤外領域での蛍光カルシウムプローブは開発されておらず、本研究ではじめて近赤外領域

での蛍光カルシウム計測が可能になった。また、尾藤晴彦教授（東京大学 大学院医学研究科研究

科）らのグループとともに、高性能な蛍光カルシウムプローブ R-CaMP2 を開発し、マウスモデル
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などにおいて、神経活動を計測できることを見出した。このことに関連して特許を申請した。さ

らに、山中彰弘教授（名古屋大学 大学院）らのグループとともに緑色蛍光カルシウムプローブ

G-CaMP を用いて脳の神経細胞の活動を in vivo で計測し、睡眠の分子メカニズムについて明らか

にした。また、柴祐司准教授（信州大学 大学院）らと共同して、G-CaMP の DNA を組み込んだ人

工多能性幹細胞（iPS 細胞）を作成し、iPS 細胞から分化させた心筋細胞をマーモセットに移植す

る実験において、移植した細胞の活動を G-CaMP の蛍光により in vivo で可視化し、細胞活動を明

らかにした。脳科学研究以外の分野で、移植再生医療の基礎研究においても光プローブが有効で

あることを示した。 

 光プローブの開発とともに、光学計測技術についても開発を行った。脳組織は 3 次元的に細胞

が分布する組織であり、立体的に分布する細胞の機能を解析するためには XY 方向だけでなく、深

部方向（Z方向）に高速で自在に焦点を変えることが求められる。そこで本研究では多光子レーザ

ー顕微鏡にタンタル酸ニオブ酸カリウム（KTN）結晶を用いた高速可変焦点レンズを用い高速に Z

スキャンすることを試みた。その結果焦点の移動範囲 9μｍで Z方向に 2KHz の速度で XZ画像を取

得することに成功した。Z 方向に 2KHz でのスキャンは世界的に最高レベルの速度に達している。

さらに脳深部を細胞レベルの分解能で観察する技術も現在必要性がますます高くなっている技術

である。そのため蛍光内視鏡技術の開発をおこなった。本研究では特に、高速で焦点面を移動さ

せて深さ方向に異なる脳の部位の画像を短時間で撮影できる内視鏡技術に焦点をあてて開発を行

った。内視鏡レンズは直径 1.8ｍｍまたは 1ｍｍの GRIN レンズを用いた。可変焦点レンズを用い

た光学系により脳組織に挿入されたGRINレンズを物理的に移動させることなく100Hz以上で高速

に焦点を移動させることが可能であった。また焦点移動距離は最大 1.5ｍｍであった。この内視鏡

技術を用いて、寒天に埋めた蛍光ビーズをレーザー顕微鏡で撮影したところ、深さ方向に 340μm

離れた焦点面における蛍光ビーズ像を秒速30枚のスキャン速度で1枚おきに取得できた。そこで、

G-CaMP と DsRed2 を神経細胞に発現する遺伝子改変マウスを用いて、脳表から約 1.2mm の深さに存

在する海馬または脳表から約 4mm の深さに存在する偏桃体から神経活動を複数断面で可視化し観

測することを試みた。海馬では 85μm 離れた２断面、扁桃体では 120μm離れた２断面における細

胞活動を、1 断面あたり毎秒 7.5 フレームのスキャン速度でほぼ同時に（すなわち画像 1枚分の取

得時間だけずれた条件で）イメージングすることができた。 

 これらの技術を複合的に用いることにより、マウスより格段に大きなマーモセット脳において

も機能解明を加速することができると期待される。 

 

英文  
 Genetically encoded fluorescent probes based on fluorescent proteins are promising 
techniques to understand molecular mechanisms of neurons and glia cells. Here, we 
generated two types of infrared fluorescent calcium probes; one is the single fluorescent 
protein type calcium probe (named i14 and ig2) and the other is the fluorescent resonance 
transfer (FRET) type calcium probe (named i14-1.07). When these probes were expressed in 
culture cells, we could detect infrared fluorescence changes from the newly-made calcium 
probes upon drug application. This is the first report of the single fluorescent protein type 
infrared calcium probe. We also developed a genetically encoded red fluorescent calcium probe 
R-CaMP2 in collaboration with Professor Haruhiko Bito (The University of Tokyo Graduate 
School of Medicine). With R-CaMP2, we could detect in vivo calcium responses from neurons 
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in mice. With collaboration with Professor Akihiko Yamanaka (Department of Neuroscience II 
Nagoya University), we expressed genetically encoded green fluorescent calcium probe 
G-CaMP in mice and analyzed a molecular mechanism of sleep. We also collaborated with Dr. 
Yuji Shiba (Shinshu University Institute for Biomedical Sciences) and applied a 
newly-generated G-CaMP to induced pluripotent stem (iPS) cells. In this experiment, we 
expressed the G-CaMP in iPS cells and differentiated them to cardiac cells. After 
transplantation of the cardiac cells derived from G-CaMP expressing iPS cells to a region of 
experimentally generated cardiac infarction in the marmoset heart, the fluorescent signals 
from the G-CaMP were monitored in vivo. These results demonstrated that the calcium 
probes we generated are useful in brain science and other scientific fields such as regenerative 
medicine. 
 For application of fluorescent probes, the optical measurement technique is also very 
important. Because neuronal cells are distributed in three-dimensional space in the brain, we 
focused on developing fast Z scanning systems. Here we developed Z scanning laser conforcal 
systems equipped with a KTN variforcal lens. With this lens the Z scan reached 2KHz. This is 
the top-level speed of Z scanning.  
 To image deep inside the brain, we also developed valifocal endoscopes and tested them 
in a simulated sample and mice expressing G-CaMP and DsRed2 in neurons. Using a 1.8 
mm-diameter GRIN lens, a maximum focal change of 1.5mm was obtained. With this system 
we could image neuron activity from two image planes 85 m apart in hippocampus, which is 
about 1.2mm deep in the brain, at the frame rate of 7.5 frames per second. We could also 
image neuronal activity from two image planes 120 m apart in amygdala, which is about 
4mm deep in the brain. 

 Combination of the fluorescent probes and optical measurement techniques will enable 
us to elucidate brain function in marmoset. 
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