
 
 

 

 

 

 

 

 
概要 

脳は外界の情報を長期記憶として保存する過程の中で、覚醒時の学習情報に対応した神経活動と睡眠時の神

経活動を統合して神経回路を再編する。睡眠と記憶の関係を行動・脳領域・神経細胞レベルで理解するため、

in vivo 光・電気生理学の実験系を確立した。自由行動下・頭部固定下及び睡眠時において、刺激提示しや

すい音を利用した手がかり恐怖条件付けを行った。前頭前皮質や海馬や扁桃体等の記憶・情動関連ネットワ

ークにおける細胞種選択的な神経活動の観察と操作用の実験系を構築した(Miyamoto, Neurosci Res, 2022)。

遺伝子コード型膜電位インティケーター(GEVI)を利用して、前頭前皮質-扁桃体回路のシナプス応答を高速イ

メージングして、初期の脱分極応答と後期の過分極応答の分離に成功した。自由行動マウスにおいて扁桃体

の様な脳深部において過分極応答を細胞種選択的に計測した報告は例がなく、感覚・記憶神経回路動態研究

における画期的な成果と言える。今後は神経回路動態の更なる解明や PTSD の治療を考える上で、過分局応答

の理解の重要性を総説に纏めた(Miyamoto, Neurosci Res, 2023)。 

 

1) マウスに音恐怖条件付け学習を行わせて、連合音刺激(CS+)と非連合音刺激(CS-)の弁別をテストした。

学習直後の断眠は CS-提示時ではなく CS+提示時のすくみ反応を障害する傾向があった。 

2) AAV ウィルスの作成と脳実質内注入を行った。光遺伝学的プローブの発現を固定脳切片における蛍光観

察により確認した。CaMKII プロモーターによる興奮性神経細胞選択的な標的遺伝子の発現を、海馬 CA1

錐体細胞層への選択的な蛍光タンパク質の発現により確認した。プラスミド内のシナプシンプロモータ

ーを CaMKII プロモーターに組み替えて、ゲル電気泳動により確認した。 

3) 長期神経活動計測を目的とした Ca2+イメージングや高速神経活動計測を目的とした膜電位イメージン

グの光学系を検討した。自由行動マウスにおいて、ファイバーフォトメトリーや２カラーイメージング

用の超小型顕微鏡(Inscopix, nVue)を利用した Ca2+イメージングを確立した。頭部固定マウス用に高速

高感度の CMOS カメラを適用可能な一光子ワイドフィールド顕微鏡を自作した。 

4)  高速・高感度の CMOS カメラ 2 種類(浜松ホトニクス社 Orca Fusion-BT,Teledyne Photometrics 社

Kinetics)を導入して、ハードウェア・ソフトウェアの設定を行った。浜松ホトニクス社の標準ソフトで

はフレーム落ちが顕著であったが、Micromanager ソフトウェアや M.2 SSD を使用して、高速長期計測(400 

fps, 2 時間又は 1000 fps, 40 分間)に成功した。 

5) 青励起の ChR2 による光刺激との同時適用を想定して、赤蛍光の膜電位インディケーターを検討した。

VARNAM を興奮性神経細胞に発現させて、ファイバーフォトメトリー及び一光子ワイドフィールドイメー

ジングにより、イソフルラン麻酔下における徐波を計測した。SomArchon を用いて細胞体選択的に膜電

位インディケーターを発現させて、単一神経細胞の解像度でスパイク活動を観察した。 

6)  前頭前皮質の興奮性神経細胞に光刺激用の ChR2 を発現させて、その投射先の扁桃体の興奮性神経細胞に

膜電位インディケーターVARNAM を発現させた。扁桃体に光ファイバーを埋め込み、前頭前皮質-扁桃体

経路の軸索を ChR2 により青色光刺激して、扁桃体における後シナプス応答を VARNAM のファイバーフォ

トメトリー計測により計測した。10 ミリ秒をピークとして脱分極応答を生じて、続いて過分局応答が観

察された。 

7) 睡眠状態の判定のために、自由行動下/頭部固定下のマウスにおいて脳波・筋電位計測を行った。 

8) 高 Z 分解能のイメージングのために二光子顕微鏡を導入して、大脳皮質 II/III 層の興奮性神経細胞の

in vivo イメージングにより Z スタックを作成した。 

 

詳細 

１．記憶痕跡細胞のオシレーション活動観察 

・ファイバーフォトメトリーによる単一脳領域の活動観察 

睡眠時の感覚・記憶神経回路動態の光観察と光操作
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1) 留学直後の研究室立ち上げ時(2020 年度)に何も実験装置がなく、研究費も限定的であったため、 

(2021-2023 年度)は in vivo 光生理学用の光路の自作に力点を置いて研究を進めた。ファイバーフォト

メトリーと一光子/二光子顕微鏡用のパーツに共通部分が多く、同時並行で実験系の構築を進めることに

より、トータルコストの低減やシステムの包括的理解に繋がった。 

2) 前頭前皮質や扁桃体に AAV 注入や光ファイバーや局所場電位用の電極のインプラント手術を行い、自由

行動下における慢性記録を行った。前頭前皮質や扁桃体等の脳深部において、ガラスピペットが詰まり

やすかった。そのため、手術時間の長期化によるマウスの死亡が生じやすかった。プラ―や研磨器や複

数種のインジェクターを検討して、安定的な手術環境を構築した。 

 

・記憶関連ネットワークの複数脳領域における同時活動観察 

1) 局所場電位計測とファイバーフォトメトリーの同時適用による複数脳領域の同時活動観察を行った。 

2) 複数脳領域における細胞種選択的なファイバーフォトメトリー装置(Neurophotometrics)を用いた、Ca2+

イメージングに成功した。 

 

２．記憶痕跡細胞の入力回路の同定及びその睡眠時の可塑性 

・オール光学式電気生理学の実験系開発 

1) 青励起の ChR2 による光刺激との同時適用を想定して、赤蛍光の膜電位インディケーターを検討した。

VARNAM を興奮性神経細胞に発現させて、ファイバーフォトメトリー及び一光子ワイドフィールドイメー

ジングにより、イソフルラン麻酔下における徐波を計測した。SomArchon を用いて細胞体選択的に膜電

位インディケーターを発現させて、単一神経細胞の解像度でスパイク活動を観察した。 

2) 長期神経活動計測を目的とした Ca2+イメージングや高速神経活動計測を目的とした膜電位イメージン

グの光学系を検討した。自由行動マウスにおいて、ファイバーフォトメトリーや２カラーイメージング

用の超小型顕微鏡(Inscopix, nVue)を利用した Ca2+イメージングを確立した。 

3) 青励起の ChR2 による光刺激は体性感覚皮質や運動皮質において既に実施経験がある(Miyamoto et al., 

Science, 2016)。前頭前皮質に AAV インジェクションを行い、細胞外フィールド電極により、前頭前皮

質における刺激応答を確認した。 

4) 前頭前皮質の興奮性神経細胞に光刺激用の ChR2 を発現させて、その投射先の扁桃体の興奮性神経細胞に

膜電位インディケーターVARNAM を発現させた。扁桃体に光ファイバーを埋め込み、前頭前皮質-扁桃体

経路の軸索を ChR2 により青色光刺激して、扁桃体における後シナプス応答を VARNAM により。自由行動

マウスにおいて初期の脱分極応答と後期の過分極応答を計測した(図)。 

 

 
図.オール光学式計測・操作法による前頭前皮質-扁桃体回路における脱分極応答と過分極応答の高速計測 



・記憶痕跡細胞-記憶痕跡細胞間のシナプス可塑性 

1) 覚醒時の体験によって活性化した神経細胞に選択的に光遺伝学的プローブを発現させるために

c-fos::tTA トランスジェニックマウスを導入しており、ジェノタイピングにより野生型と変異型マウス

を判定している。 

2) c-fos::tTA トランスジェニックマウスに AAV をインジェクションしており、現在膜電位インディケータ

ーの発現待ち中である。 

3) マウスに音恐怖条件付け学習を行わせて、連合音刺激(CS+)と非連合音刺激(CS-)の弁別をテストした。

学習直後の断眠は CS-提示時ではなく CS+提示時のすくみ反応を障害する傾向があった。 

 

３．記憶痕跡細胞の出力回路の同定及びその睡眠時の活動記録 

・前頭前皮質の記憶痕跡細胞の出力先脳領域の解剖学的同定 

1) 前頭前皮質や海馬において、固定脳切片において緑または赤蛍光のタンパク質により、標的遺伝子の発

現を確認した。 

2) 研究室内にドラフトチャンバーが無いため、実験室を開放しながらパラホルムアルデヒド(PFA)を用いた

灌流固定を実施してきた。しかし、研究室員の増加につれて、毒性の高い PFA を吸気する可能性が増加

した。そこで、毒性が低く抗体染色も行いやすいグリオキサール(Konnno et al., Science Advances, 

2023)を購入した。 

 

・前頭前皮質の記憶痕跡細胞の出力先脳領域における軸索活動計測 

1) AAV により GCaMP を前頭前皮質に発現させて、前頭前皮質におけるシングルファイバーフォトメトリー

を行った。軸索活動計測を行うため、前頭前皮質及び扁桃体に同時に光ファイバーのインプラント手術

を行った。細胞体の位置するインジェクション領域における GCaMP イメージングに成功しており、現在

軸索への GCaMP の発現待ち中である。 

 

・前頭前皮質-扁桃体回路の軸索活動と膜電位活動の関係解明 

1) 前頭前皮質及び扁桃体の各脳領域おけるファイバーフォトメトリーを確立した。 

2) 前頭前皮質に GCaMP 発現用の AAV を注入し、扁桃体に VARNAM 発現用の AAV を注入し、各脳領域に光ファ

イバーをインプラントした。 
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