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緒　　　　言

　多くの研究から運動が海馬を刺激し、学習・記
憶の向上に寄与することが明らかになってきた10）。
超高齢化が世界的に進行するなか、認知症対策の
有力候補としても注目を集めている。筆者の所属
する研究室からは、ストレスなく習慣化しやすい
低強度の運動でも、中・高強度運動に匹敵するほ
ど海馬が活性化され4,8）、神経新生や記憶パフォー
マンスが向上することがわかっており5,6）、ヒトを
対象とした研究からもこの有益性は支持されてい
る9）。一方、「なぜ運動で海馬の細胞が活性化す
るのか？」という根本的な問いは方法論的な困難
性もあり未解決のままである。運動中の海馬神経
細胞の活動を評価するには、動物でも死後脳での
組織化学染色が限界であり、侵襲性を伴う解析が
不可能なヒトではなおさらである。生体下では血
流量や代謝産物から間接的に海馬活動を推定する

画期的な試みもされてきたが7）、神経細胞の興奮
そのものを正確にとらえるのは難しい。電気生理
学も体動ノイズを伴うダイナミックな運動とは相
性が悪い。
　そのようななか、脳神経科学の分野ではファイ
バーフォトメトリーという最新の in vivoイメー
ジング技術が台頭してきた2）。これは神経活動を
蛍光へ変換することで評価する手法である。神経
細胞の興奮はカルシウムイオン濃度の上昇を伴う。
これに着目し、カルシウムイオンと結合すると蛍
光強度が増加する蛍光プローブ・GCaMP（ジー
キャンプ）を関心領域の神経細胞に発現させ、光
ファイバーを介してその蛍光の変化を記録するこ
とで、神経活動をリアルタイムで評価することが
可能となる。これを導入することで、ダイナミッ
クな運動中の海馬の神経活動を詳細にとらえるこ
とができるかもしれない。更に、運動中の海馬で
はドーパミン（DA）の増加が低強度運動でも生
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じることが in vivoマイクロダイアリシスを用い
た検討から明らかとなり3）、運動による海馬活性
化を支える脳内機構としての関連が示唆された。
これにファイバーフォトメトリーを組み合わせる
ことで、DAと海馬神経活動との連関を詳細に検
討することが可能となるかもしれない。そこで本
研究では、ファイバーフォトメトリーを導入し、
運動中の海馬神経活動をリアルタイムに記録しな
がら DAの関与を検討することで、運動による海
馬活性化の作用機序の一端を解明することを当初
の目的とした。

方　　　　法

Ａ．被験動物

　実験は筑波大学動物実験指針に基づき、動物実
験倫理委員会の承認を得て実施された（承認番
号：23-379，24-362）。Long-Evans ラット（雄性，
実験開始時 9～10週齢，n = 5）を用い、 1週間
の予備飼育を行った。

Ｂ．GCaMP 投与および光ファイバーカニュー

ラ留置手術

　イソフルラン麻酔下でラットの頭部をステレオ
タキシック装置に固定し、右海馬背側部 CA1に
GCaMPの発現を促すアデノ随伴ウイルス（AAV1-

CaMK IIα-GCaMP6f, #100834-AAV1, Addgene, 

USA）を1.0 μL投与した。その後、 1週間ほど空
けて再度手術を行い、径400～600 μmの光ファイ
バーカニューラ（TeleFic-10-600，バイオリサー
チセンター，日本または CFM15L10, Thorlabs, 

USA）を右海馬背側部 CA1の直上に挿入し、歯
科用セメントで頭蓋骨に固定した。座標は Breg-

ma から後方へ3.7 mm、右に2.75 mm、深さ3.3 

mm（投与）・2.95 mm（カニューラ留置）とした。
Ｃ．走行学習

　手術から 1週間以上の回復期間を設け、トレッ
ドミル（KN-73，夏目製作所，日本）で走行学習
を 7回実施した。 1日最大30分、週 5日の頻度で、
速度は 5 m/minから25 m/minまで段階的に増加さ
せ、電気刺激を用いなくても走行するように学習
させた。

Ｄ．走行試験

　走行学習終了後、 2日以上空けて走行試験を実

施した。光ファイバーケーブル（MAF3L1, Thor-

labs）を使用し、ラットの光ファイバーカニュー
ラをファイバーフォトメトリーシステム（R810, 

RWD,中国）へ接続し、トレッドミル上で10分以
上安静にさせた。GCaMPシグナルが安定してい
る 1分間をベースラインとして確認した後、30分
間の一過性低強度運動（12.5～15 m/min）を開始
した。運動終了後、10分以上安静にした後、ホー
ムケージに戻した。 1匹につき 2～ 3回の走行試
験を繰り返し実施した。

Ｅ．ファイバーフォトメトリー

　RWD社製ファイバーフォトメトリーシステム
を用いて GCaMPシグナルの記録・解析を行った。
GCaMP 依存的な蛍光を励起する 470 nm 光と
GCaMP非依存的な蛍光を励起する410 nm光を、
光ファイバーカニューラを通じて右海馬背側部
CA1へ入射した。収集された蛍光シグナルは記録
用アプリケーション（Multichannel Fiber Photometry 

Software, RWD）で記録・可視化した。GCaMPシ
グナルは、470 nm 励起による GCaMP 特異的な
蛍光（F）から410 nm励起による GCaMP非依存
的な蛍光で差し引くことで算出した（ΔF）。この
処理により、体動ノイズや血流変動に伴うシグナ
ル減衰を補正した。最終的に、ΔFをベースライ
ンの中央値で除し（ΔF／／F）、更に Zスコア化した
データを解析に用いた。

Ｆ．免疫組織化学染色

　実験終了後に灌流固定により採取した脳から前
額断切片を作成した。切片には、DAPI（細胞の核）、
GFP（GCaMP）、GAD67（GABA作動性神経細胞）
の蛍光免疫組織化学染色を実施し、GCaMP発現
および光ファイバーカニューラ留置の妥当性を評
価した。

Ｇ．統計解析

　GCaMPシグナルのピーク値の比較には paired 

t-testを適用した。有意水準は 5％とした。

結　　　　果

Ａ．海馬背側部 CA1における GCaMP の発現

　図 1に海馬背側部における DAPI、GFP（GCaMP）、
GAD67の蛍光免疫組織化学染色の画像を示した。
CA1における錐体細胞層（stratum pyramidale; 
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SP）の神経細胞に GCaMPが発現していることを
確認した。また、GCaMPと GAD67の二重陽性細
胞が見られなかったことから、GCaMPの発現が
興奮性の神経細胞にのみ及んでいたことを確認し
た。

Ｂ．一過性低強度運動における海馬背側部

CA1の GCaMP シグナルの変化

　図 2に30分の一過性低強度運動における海馬背
側部 CA1の GCaMPシグナルの変化を示した。運
動中において GCaMPシグナルの平均値が増加す

図 1．海馬背側部 CA1における GCaMPの発現
Fig.1．GCaMP expression in the dorsal CA1 neurons.

Representative triple-fluorescence image of GCaMP （green）, DAPI （blue）, 
and GAD67 （inhibitory neuron marker: magenta） in the dorsal CA1. Yellow 
arrowheads represents GCaMP-positive cells. Scale bars show 50 μm.
SO; stratum oriens, SP; stratum pyramidale, SR; stratum radiatum.

SO

SP

SR

Merged Merged GCaMP

GAD67DAPI

図 2．低強度運動による海馬背側部 CA1における GCaMPシグナルの変化
Fig.2．GCaMP signal from dorsal CA1 during light-intensity running.

A: Representative GCaMP and DAPI fluorescence image showing the position of optic fiber 
cannula in the dorsal hippocampus. Scale bars show 500 μm. B: Average GCaMP signal from 
dorsal CA1 during light-intensity running. C: Peak GCaMP signal before and during light-
intensity running. 
All data are expressed as mean ± SEM. *P < 0.05 vs Baseline. n = 10 from 4 rats.
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る傾向が確認された（図 2 B）。運動前と運動中
における GCaMPシグナルのピーク値を比較する
と、運動中における有意な増加が確認された
（paired t-test, t（9） = 3.18, P < 0.05: 図 2 C）。また、
運動中に GCaMPシグナルが増加し続けるラット
（high GCaMP responders: n = 2）と、運動の開始
時にのみ GCaMPシグナルが増加するラット（low 

GCaMP responders: n = 2）がみられた（図 3）。
なお、光ファイバーカニューラの直下に GCaMP

の発現が不十分（組織の損傷）であったラットは、
運動による GCaMP シグナルの増加が見られな
かった（n = 1）。このラットは解析から除外した。

考　　　　察

　本研究では、ファイバーフォトメトリーを導入
し、運動中の海馬神経活動をリアルタイム記録し
ながら DAの関与を検討することで、運動による
海馬活性化の作用機序の一端を解明することを目
的として実験を開始した。初めに、ラットの海馬
背側部 CA1の神経細胞に GCaMPが発現するかど
うかを確認した。先行研究を参考に1）、本研究で
は海馬の主要な記憶回路を構成する CA1の錐体
細胞は興奮性神経細胞であることから、興奮性神
経細胞特異的に GCaMP発現を促すプロモーター
をもつ AAV（AAV1-CaMK IIα-GCaMP6f）を採用
した。これをラットの海馬背側部 CA1に投与し、
十分な期間（ 3週間以上）を待ち、免疫組織化学
染色によりその局在を確認したところ、海馬背側
部 CA1の錐体細胞層特異的な GCaMPの発現が確

認できた（図 1）。
　続いて、GCaMP の発現を促す AAV 投与と光
ファイバー留置を海馬背側部 CA1にて実施した
ラットを用い、低強度運動中の海馬背側部 CA1

の神経活動を記録した。すると、運動中に
GCaMPシグナルが増加する傾向が確認され（図
2 B）、シグナルのピーク値は運動前と比較して
運動中で増加した（図 2 C）。これらの結果は、
神経活動マーカーである c-fos mRNAの in situハ
イブリダイゼーション8）や c-Fosタンパク質の免
疫組織化学染色4）によって確認された低強度運動
による海馬神経細胞の活性化を支持する結果であ
る。一方、GCaMPシグナルの増加には個体間で
ばらつきがみられた。実験後に採取した脳から切
片を作製し、GCaMP の発現や光ファイバーカ
ニューラの挿入位置を確認したところ、low 

GCaMP respondersは GCaMPの発現が弱かったり、
光ファイバーカニューラと発現領域が遠かったり
する傾向がみられた。また、GCaMPの発現が不
十分であった 1個体は運動によるシグナル増加が
見られなかった。これらのことから、GCaMP発
現および光ファイバーカニューラ留置の精度に
よってシグナル検出効率が左右された可能性が高
いが、運動に対する反応性に個体差が存在する可
能性も詳細に検討する必要がある。
　本研究では、実験遂行に予想以上に時間を要し
たことや技術的課題から、当初計画していた運動
強度やサブ領域（歯状回と CA3）の比較、DAの
関与について本格的な検討に至れなかった。第一

図 3．低強度運動中の GCaMPシグナルの個体差
Fig.3．Typical examples of GCaMP signal from dorsal CA1 during light-intensity running.

Typical examples of high GCaMP responder （A） and low GCaMP responder （B）.

Rat #10 Rat #12



（62） （63）

に、GCaMP の発現には AAV を介した遺伝子導
入と遺伝子組換え実験設備が必須であり、AAV

導入にあたっても遺伝子組換え実験の申請も含め、
セットアップに時間を要した。また、GCaMPは
発現が見られない脳領域・細胞種が存在すること
から、いくつかの先行研究を参考に AAVコンス
トラクトを慎重に選定する必要があり、発現の確
認にも一定期間（ 1か月ほど）待つ必要があった。
更に、数 μmほどの海馬 CA1の錐体細胞層に光
ファイバーカニューラを精度よく挿入することが
できる座標検討が必要であり、検討後も GCaMP

シグナルが綺麗に検出できる high GCaMP 

respondersは50％に満たなかった。加えて、ラッ
トに光ファイバーケーブルを接続する都合でト
レッドミルの上蓋を開放する必要があり、自発的
な走行を拒む傾向にある中・高強度運動ではレー
ン脱走対策を含め工夫が必要であった。現在、こ
うした技術的課題を克服しながら研究が進展して
おり、運動による海馬神経細胞の活性化とその調
節系としての DAの関与を検討している。

総　　　　括

　ファイバーフォトメトリーを用いることで、海
馬背側部 CA1の神経細胞の活動を記録すること
に成功し、低強度運動中における神経細胞の活性
化が示唆された。実験遂行に予想以上に時間を要
したことや技術的課題により、運動強度・サブ領
域の比較や海馬神経活動に対する DAの関与に関
する検討には至れなかった。今後、実験条件を修
正しながら本研究を継続することで、運動中の海
馬神経活動動態の詳細なプロフィールとその調節
機構を明らかにできると期待される。
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