
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

自由行動下での標的細胞特異的な細胞内記録技術の開発

Development of measuring neural activity in a freely behaving animal

９０３０３８１７研究者番号：

渡邉　大（Watanabe, Dai）

京都大学・医学研究科・教授

研究期間：

１５Ｋ１４３１５

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：認知行動課題を実行中の動物個体から脳の電気的活動を計測することは、脳機能を理
解する上で、最も直接的かつ基本となる技術である。さらに脳のマクロ的な機能をシナプスが媒介する微細な神
経情報と結びつけて理解するためには、活動電位だけではなくシナプス電位等の閾値以下の微弱な電位変化を計
測し、高次脳機能を担う神経活動の生成プロセスを明らかにすることが重要である。しかしながら、従来の電気
生理学機器は巨大で携帯性が悪く、非拘束下の行動中の動物個体での計測は困難であった。本研究では、自由行
動下の生体の脳から閾値以下の微細な神経活動を計測する細胞内記録システムを開発した。

研究成果の概要（英文）：To measure electrical activity of the brain while a model animal is 
conducting cognitive-behavioral tasks is one of the most fundamental techniques for studying the 
brain function. To further understand how the neurons integrate synaptic inputs and generate action 
potentials, it is important to measure not only action potentials but also sub-threshold small 
potentials such as postsynaptic potentials. However, it is very difficult to measure sub-threshold 
potentials in a freely behaving animal, because the conventional electrophysiological devices for 
measuring sub-threshold potentials is very large and not suitable to the neural recording of 
behaving animals. In this study, we developed a small and light-weight electro-phsiological device 
which enables us to conduct intracellular recording to detect sub-threshold postsynaptic potentials.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
	 自由行動下のモデル動物から単一神経細胞
の神経活動を計測する技術は、海馬における
place cellの発見が示すように、高度な認知プ
ロセスや脳機能の理解に欠かすことはできな
い。研究代表者らは、ヒトと同様に音声スキ
ルを学習するソングバードにも、従来ヒトの
みに可能と考えられていた文法規則による音
声の識別能力があることを見いだし（Abe 
and Watanabe, Nature Neuroscience 2011）、
さらに独自に開発した超小型の神経活動計測
機器を用いて、音声コミュニケーション中の
ソングバードの脳から単一神経細胞の活動を
計測することで、文法情報をコードする音声
制御系神経細胞の同定に成功した（Fujimoto 
et al., Journal of Neuroscience 2011）。海馬
や鳥類音声制御系よりはるかに多様な神経細
胞により構成される大脳皮質神経回路の解析
に、このような生体での単一神経細胞レベル
の電気活動計測技術を適用するためには、各
神経細胞の細胞タイプの特異性に基づき解析
することが重要となる。 
	 光遺伝学による細胞機能操作技術の登場に
より、チャネルロドプシンなど光駆動性タン
パク遺伝子を導入することで、特定の細胞種
選択的に電気活動を誘導することを利用して、
その神経細胞を同定することが可能となりつ
つある。しかしながら、行動中の動物個体の
解析で使われてきた従来の細胞外記録法では、
検出した電気活動が遺伝子導入した神経細胞
由来か、或いは、これらと連絡する他の神経
細胞由来かを正確に区別することは困難であ
り課題も多い。また自由行動下の神経活動計
測技術の多くは、活動電位検出を目的として
おり、シナプス電位など閾値以下の微弱な神
経活動の計測は極めて困難であり、実際の生
体の中で神経細胞の活動電位生成に関わるプ
ロセスについて不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
	 認知行動課題を実行中の動物個体から脳の
電気的活動を計測することは、脳機能マップ
作成において最も直接的かつ基本となる技術
である。さらに脳のマクロ的な機能をシナプ
スが媒介する微細な神経情報と結びつけて理
解するためには、活動電位だけではなくシナ
プス電位等の閾値以下の微弱な電位変化を計
測し、高次脳機能を担う神経活動の生成プロ
セスを明らかにすることが重要である。しか
しながら、従来の電気生理学機器は巨大で携
帯性が悪く、非拘束下の行動中の動物個体で
の計測は困難である。 
	 そこで本研究の第一の目的として、自由行
動下の生体の脳から閾値以下の微細な神経活
動を計測する細胞内記録システムを開発する。
微小な神経の電気信号を増幅するヘッドステ
ージ、ガラス電極を細胞内へ刺入するために
サブミクロンの精度で動作するモーター駆動
式マイクロドライブを一体化した計測システ
ムを開発する。 

	 次に光遺伝学技術を組み合わせて、ターゲ
ットとなる神経細胞を正確に同定する技術も
包括した計測技術へ発展させる。 
 
３．研究の方法 
・超小型軽量の細胞内記録用マイクロドライ
ブの開発：	
	 電流固定アンプ用のヘッドステージ（神経
信号の増幅回路）、超小型モーター付マイクロ
ドライブおよびその制御システムの電子回路
を作成し、3D プリンティング技術により作成
した樹脂製のシステムへ組み込みを行なった。
モーターは Micromo 社製のブラシレスモータ
ーを使用した。	
	 吸入麻酔下に動物の頭皮を切開し、頭蓋骨
に bar	hole を設置し、マイクロドライブをデ
ンタルセメントにより固定した。	
	 マイクロドライブのヘッドステージは、電
気生理用アンプ（Axonclamp	 2A	 or	 2B、
Molecular	Devices、Sunnyvale	CA	USA）と接
続して、current	clamp	mode で制御可能とす
るために、Axon	Instruments の HS-2A ヘッド
ステージと同等の仕様とした。	
	
・光学的技術の開発：	
	 光遺伝学的操作・光計測用のオプティカル・
ファイバーの両端は、ベアファイバ研磨機
（Oshima	 OPBF-03、雄島試験製作所、武蔵野
市）により研磨し、光源光学系に組み込みを
行なった。光源としては、レーザー光源
（Coherent	OBIS,	Santa	Clara	CA,	USA）お
よび LED 光源（Lumencore	 SPECTRA	 light	
engine,	Beaverton	OR,	USA）を使用した。レ
ーザー光源の場合、光源の ON/OFF のために音
響素子を光路に設置した。	
	
４．研究成果	
1.	細胞内計測技術の開発：	
	 開発したマイクロドライブの概略を図 1 に
示す。研究代表者らは、これまでにも有線方
式およびワイヤレス方式の超小型のモーター
付きのマイクロドライブを作成し、遠隔操作
により電極のポジションをコントロールする
ことで自由行動下の動物個体から単一細胞精
度の神経活動計測を実施してきた（Fujimoto	
et	 al.,	 2011	 Journal	 of	 Neuroscience;	
Hasegawa	et	al.,	2015	Scientific	Reports）。
これらのマイクロドライブ技術と同様のモー
ター制御機構を用いて、ガラス製の記録電極
の動きを制御する方式とした。マイクロドラ
イブ本体のパーツ数を減らし、かつ重量を軽
減するために、3Dプリンターにより作成した。
連携研究者の濱口らが報告（Hamguchi	et	al.,	
2016	Neuron）したように、電気生理実験用の
アンプとの接続を前提として、閾値以下の膜
電位測定に必要な低ノイズのヘッドステージ
の電子回路の設計および回路基板を開発した。
以上により、アンプ側から電流固定（current	
clamp）が可能となっている。	



	 動物頭部に設置したマイクロドライブと電
気生理機器およびモーター制御機器を接続す
るケーブルが過度にねじれて動物の行動を阻
害しないように、コミュテーターの作成も併
せて実施した。ケーブルのねじれを感知する
センサーを設置し、ねじれが解消するように
自動的に機器側のケーブル端子が回転する。	
	 以上の細胞内記録システムを使って、麻酔
下および自由行動下の動物個体（ソングバー
ド）より細胞内記録実験を行なった。その結
果、活動電位及びシナプス後電位と考えられ
る閾値以下の電位変化の記録に成功した
（data	not	shown）。	
	
2.	光学的手法による細胞同定技術	
	 電気生理学的な生体での神経活動計測手法
の欠点として、計測している細胞のタイプを
同定することが困難であることが挙げられる。
比較的神経細胞が均一な海馬等の領域は別と
して、多様な神経細胞から構成される大脳皮
質のような領域については、正確に細胞タイ
ピングした上で計測する技術を開発する必要
がある。	
	 オプティカル・ファイバーを使って、光遺
伝学的な神経活動操作可能なデバイスの作成
を行なった。光源としては、レーザー光源
（Coherent	OBIS,	Santa	Clara	CA,	USA）お
よび LED 光源（Lumencore	 SPECTRA	 light	
engine,	Beaverton	OR,	USA）の比較を行なっ
た。特定部位へピンポイントに照射する場合、
両者に大きな差はなく、より光量の大きな光
源が選択可能なレーザー光源が有利といえる。
一方、照射領域に広がりを要求する場合、レ
ーザー光源では単波長レーザーの干渉により
生じるスペックル・パターンが出現する。し
たがって、光操作に加えて、光計測による 2D
の画像取得も考慮する場合には、この点を考
慮して設計する必要がある。今後は、これら
の知見を生かして、マイクロドライブと組み
合わせ可能になるように、光学的デバイスの
小型化をすすめていく。	
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図 1：マイクロドライブの外観。モータの
駆動力を増大させるために、モータの出力
軸は遊星ギアと直結している。遊星ギアの
出力軸には記録電極を装着した「シャトル」
が設置されており、出力軸が回転すること
で、記録電極は上下に移動する。	
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