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研究成果の概要（和文）：本研究開始時には、必要な装置が整っていなかったため、まずは電気生理計測法と光
操作法が確立を行った。ラット脳の光に応答する脳領域に光ファイバーを介して光を照射し、照射領域から直
接、電気生理信号を得るための電極の開発を試みた。本ツールの作動を確認するため、簡易的な動物モデルとし
て、光感受性分子を血管内に注入し検討を行った。この条件下では脳血管へ光感受性分子ローズベンガルを注入
すると、その部位の脳血管が閉塞し、神経活動が著しく変動することを確認した。本研究成果の一部は、
Neuroscience Research誌に掲載された。光刺激に対応した神経応答が見られたことから、必要な技術確立が確
認できた。

研究成果の概要（英文）：When we started this project, there are no main experimental setups. We thus
 first addressed to establish an in vivo electrophysiological recording method and a technique to 
optically manipulate targeted cell populations in the brain. To confirm whether our method is 
effective for proceeding this project, we utilized an ischemia animal model with photothrombosis, a 
model of ischemia. In this model, the formation of a clot in brainblood vessels was produced by 
applying photostimulation to thephotosensitive dye rose bengal injected into the circular system. An
 optical fiber with was inserted above the recording sites of the hippocampus, and the site was 
photostimulated. Hippocampal activity showed an immediate change in response to photothrombosis. 
This result confirms our method is established to further address the project to define projection 
neurons with an optotag method.
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１．研究開始当初の背景 
空間情報の処理を司る脳領域である海馬

には「場所細胞」と呼ばれる神経細胞が存在
する。場所細胞は動物が環境内の特定の場所
を通過するときに選択的に発火活動を示す
細胞である。海馬には、場所細胞をはじめ、
行動と明瞭な相関を示すニューロンが多数
存在するが、これらの情報が、どのように他
の皮質領域に出力されているかは完全には
明らかになっていない。この課題に挑むため、
マルチユニット計測法と光操作法を構築し、
両者の融合を目指す。本技術では、光感受性
分子によってラベルされた海馬の錐体細胞
の活動を計測し、その分子発現を、青色光の
照射による光応答性によって確認する。本研
究により、最終的には、個々の海馬ニューロ
ンが担う情報処理パターンと領野外への投
射構造を比較し、領野間結合の機能-構造連関
について、定量的な解剖学的知見を提示する
ことを目的とする。 

 
２．研究の目的 
海馬の場所細胞を記録するには、マルチユ

ニット記録法を用いるのが世界的な標準と
なっている。そこで、まずはすべての実験装
置を揃え、自由行動中の動物から in vivo マ
ルチユニット記録法が確立することを目指
した。併行して、光感受性分子のチャネルロ
ドプシン 2を海馬細胞に発現するウイルスベ
クターの注入を検討した。さらに、両者を融
合するために、マルチユニット記録法に用い
るテトロード電極と、光刺激に用いる光ファ
イバーを同部位に脳に刺入するための技術
を構築した。 
 
３．研究の方法 
すべての実験は、東京大学動物倫理委員会

の承認を得ており、NIH の動物実験ガイドラ
インに準拠している。実験には雄性 Long 
Evans ラット（3-6 ヶ月齢； 体重 300-450 g）
を用いた。 
イソフルラン吸入麻酔下（1-3 %）でラッ

トにマイクロドライブ埋め込みの手術を行
った。三点固定装置に頭部を固定して頭皮を
切開したのち、頭蓋骨にドリルで直径 
0.9-1.6 mm の穴をあけた。2本のステンレス
ビスを前頭皮質上部の頭蓋骨に埋め込み、参
照電極とした。マイクロドライブは、独立に
下ろす深さを調節できる 8-16 本のテトロ
ードからなり、3D プリンタを用いて製作を
行った。マイクロドライブは、右側海馬
（bregma から 3.8-4.0 mm 後側、2.8-3.0 mm 
外側）に硬膜を除去した後に埋め込んだ。マ
イクロドライブの先端は皮質表面まで下ろ
し、ビスと歯科用セメントで固定した。テト
ロード電極には、ポリイミドコートされた白
金イリジウム合金（90 / 10 %）のワイヤー
（直径 17 μm）を撚ることで製作した。テト
ロードの先端は白金メッキを行い、1 kHz に
おけるインピーダンスを 150-300 kΩ に下

げた。 
ラットの頭上のマイクロドライブは、アナ

ログ－デジタル変換器、コミュテータを介し
て、データ取り込み装置に接続した。電極位
置の調整は、ラットがレストボックスでおと
なしくしているときに行った。術後、それぞ
れのテトロードを 1 日あたり 25-100 μm ず
つ、2-3 週間に渡って海馬 CA1 野の細胞層に
到達するまで下ろした。海馬の細胞層への到
達は、局所場電位と単一の細胞の発火パター
ンから推定した。テトロードが細胞層に近づ
いたら、テトロードを細胞層に留め、数日間
にわたり記録を行った。 
神経活動の記録は、海馬のマルチユニット

活動が安定してよく分離できるようになっ
てから始めた。局所場電位信号の記録は2 kHz 
のサンプリングレートで行い、500 Hz のロ
ーパスフィルタをかけた。細胞のスパイクの
記録は、750 Hz のハイパスフィルタをかけ
た LFP からスパイクの波形を抽出した。スパ
イクの波形が -63 μV の閾値を下回った時
点をトリガーとし、30 kHz で 1.6 ms 記録
した。 
ラットに過剰量のウレタン麻酔を腹腔内

投与した後に開胸し、心臓内から 4% パラホ
ルムアルデヒド・リン酸緩衝生理食塩水
（PFA; pH 7.4）を灌流した。電極の痕を残
すために灌流固定後すぐに電極は抜かずに、
首を切断して 3-4 時間静置した。脳を摘出し、
4% PFA に一晩浸して固定した。その後、20% 
スクロース・リン酸緩衝生理食塩水、30% ス
クロース・リン酸緩衝生理食塩水の順に浸し、
スクロース置換を行った。脳を凍結し、マイ
クロトームを用いて 40 μm の厚さの
coronal 切片を作成した。スライドガラスに
脳切片を載せ、cresyl violet 染色を行った。
テトロード電極の位置は、対応する脳切片に
残った電極痕と照らし合わせて確認した。 
 
４．研究成果 
（１）海馬場所細胞のマルチユニット計測法
の構築 
計測法を、現在の研究機関でセットアップ

した。まずはすべての実験装置の購入から開
始し、また 3D プリンターを用いて、ラット
の頭部に埋め込む電極フォルダー装置の形
状を検討した。ここでは、おおよそ 20 グラ
ム程度の装置で、個々の埋め込み脳波測定用
電極の深さを独立に動かすことが可能にな
るような特殊ネジを装着した。様々な形状の
試行錯誤を重ねた結果、これまでに最大 24
本のテトロード電極を格納する装置の作製
に成功した。1 本のテトロード電極は 4 本の
微小ワイヤー電極から形成されているため、
全部で 96 個の記録点を有する装置というこ
とになる。1 本のテトロード電極では、先端
部の数百マイクロメートルの範囲に存在す
る5－10個程度の細胞の信号を同時に得られ
る。各テトロード電極が細胞層に到達し、う
まく記録が実行できれば、理論上は 100 細胞



程度の同時記録が可能である。この技術を確
立できたことで、世界最先端の計測技術の水
準に追いついたといえる。 
実際に自由行動中のラットに本計測法を

適用し、1 メートル四方のオープンフィール
ド内にて、海馬の錐体細胞が特定の場所で選
択的に発火する場所細胞の活動が確認でき
た。 
 
（２）マルチユニット計測と光遺伝学の融合 
次に、光遺伝学的手法との融合を目指した。

まずは、本マルチユニット計測装置に光ファ
イバーの取り付けを試みた。既存の装置にて
穿孔位置を検討し、電極と同様に光ファイバ
ーも特殊ネジに装着して深さを可変となる
ように工作した。ここでの光ファイバーの直
径は、250 マイクロメートルである。電極と
同時に脳内へ挿入していくことで、記録部位
の直上に光ファイバーを設置することが可
能となった。 
まずは本システムが想定通りに作動する

か確認するために、光遺伝学的手法の導入前
に、簡易的な検討を行った。ここでは、マウ
スにローズベンガル色素を腹腔内投与し、そ
の後、海馬に光照射を行った。この色素は全
身の血流に乗り、脳血管内にも還流される。
この状態で、血管を流れる色素に青色光を照
射すると、色素の変性、硬化が起こることに
より、その部位の血管が梗塞される。これに
より、周辺の脳組織で虚血性細胞死が誘発さ
れることになる。この部位で脳波を記録する
と、細胞の活動が減少していくため、その波
形の大きさが顕著に減弱することになる。実
際に、光照射の後には、記録部位の脳波の大
きさが顕著に減少することが確認できた。こ
のことから、本システムが想定通りに作動し
ていたと言える。また、本研究目的とは異な
るが、本実験の結果より、脳虚血の新たな生
理機構の解明につなげることができたため、
Neuroscience Research 誌に発表した。 
また、これまでのところ、１６本のテトロ

ード電極と光ファイバーの併用法を確立し
ている。電極を３週間程度かけて徐々に海馬
の錐体細胞層まで到達させ、ChR2 を発現し
た領域に光照射を行ったところ、光刺激のタ
イミングにロックした神経応答が見られた。
ここで応答しているユニット（細胞）は、
ChR2 を発現した細胞であると推測される。
今後は、自由行動中野ラットから場所細胞の
計測と組み合わせて、場所細胞のさらに詳細
な出力形式を調べていく予定である。 
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