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研究成果の概要（和文）：脳神経系のモデルとして有用な分散培養された神経細胞ネットワークでは、発達・成
熟を示す活動電位の特徴的なダイナミクス変化が観察される。しかしながら、活動電位変化は神経細胞ネットワ
ークダイナミクスがもつ１側面に過ぎず、神経細胞を構成する分子群のダイナミクス変化は不明なままである。
そこで、本研究では微小電極アレイと光ピンセットによる細胞操作手法とを併用し、神経ネットワークに生じる
ダイナミクス変化を網羅的に評価することを目指す。

研究成果の概要（英文）：In cultured neuronal networks, which are models of the brain nervous system,
 characteristic dynamic changes in action potentials that indicate development and maturation are 
observed. However, action potential changes are only an aspect of neuronal network dynamics, and 
changes in the molecular dynamics in the neurons remain unknown. In this study, we aim to 
comprehensively evaluate the dynamics changes that occur in neuronal networks by simultaneous 
measurement of neuronal electrical activity by using microelectrode array and manipulation of 
synaptic molecules by using optical tweezers.

研究分野：神経情報工学

キーワード： 培養神経回路網　顕微蛍光イメージング　レーザー　顕微鏡　光ピンセット　ラマン顕微鏡　微小電極
アレイ

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、分散培養された神経細胞ネットワークを対象に微小電極アレイによる細胞外電位多点測定と光ピン
セットによる分子群ダイナミクス制御を同時に行い、神経細胞ネットワークの成熟に伴い変化する時空間ダイナ
ミクスの評価を多角的に行った。結果として、光ピンセットで神経細胞シナプス領域に局在するシナプス小胞を
光捕捉過程において神経活動の頻度が増加したことを明らかにし、ネットワーク全体の同期性が向上したことを
明らかにした。本研究成果は、神経細胞ネットワークのダイナミクスを光ピンセットにより非接触・非破壊的に
制御できたことを示す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 脳・神経系の情報処理は、基本素子である神経細胞がシナプスを介して結合することで空間的
に広がりを持つネットワークを形成し、ネットワーク中を神経細胞で自発的に発生する電気信
号（スパイク）が行き交うことによる時間的、空間的な広がりを持つダイナミクスにより実現さ
れる。脳機能の解明のため個体や脳スライス標本の自発スパイクを研究対象とする場合、組織の
損傷を避けることはできず、ネットワークを形成・発達する過程まで長期にわたってダイナミク
ス変化を評価することは不可能である。この問題は生体外で神経細胞を培養し、自律的に形成さ
れた培養神経細胞ネットワークを対象とすることで克服できる。こうした背景のもと、申請者は
培養神経細胞ネットワークにおいて自発スパイクが創り出す時空間ダイナミクスを微小電極ア
レイで低侵襲に計測するスパイク多点計測法に取り組んできた。微小電極アレイに分散播種さ
れた神経細胞は 1 ヶ月以上にもわたる発達過程を示し、その過程で多点計測されたスパイクは
単発スパイクから同期バースト活動を示すように変化する。 
低侵襲なスパイク多点計測法が発展する一方で、スパイクのダイナミクス変化に伴って変化
する神経細胞、神経突起、シナプス部位などを構成する分子群のダイナミクスを低侵襲にイメー
ジングすることは困難である。生きた細胞試料の分子イメージングには一般的に免疫組織化学
染色によるライブセル顕微鏡蛍光観察が有効であるとされるが、染色時の物理的なダメージに
より細胞の活性が損なわれる他、蛍光色素の褪色により 1 ヶ月以上にわたるダイナミクス計測
は難しい。スパイクのダイナミクス変化に伴う構成分子群のダイナミクス変化を解析するため
には、侵襲性が低く、かつラベリングを必要としない計測方法が望ましい。 
 そこで、微小電極アレイによる細胞外電位計測とラマン散乱イメージングによる電気活動と
細胞内外分子群動態評価を並列して実行し、神経細胞ネットワークの時空間ダイナミクスを網
羅的に評価した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、分散培養された神
経細胞ネットワークにおける電気活
動および細胞構成分子群のダイナミ
クス変化を網羅的に解決すること目
指す。分散培養された神経細胞ネット
ワークでは、発達・成熟を示す活動電
位の特徴的なダイナミクス変化が観
察される。しかしながら、活動電位変
化は神経細胞ネットワークダイナミ
クスがもつ１側面に過ぎず、神経細胞
を構成する分子群のダイナミクス変
化は不明なままである。そこで、本研
究では微小電極アレイによる神経細
胞の細胞外電位、ラマン散乱イメージ
ングによる細胞内分子動態計測、およ
び光ピンセットによる細胞内分子操
作を同時計測し、神経細胞ネットワー
クのダイナミクス変化を網羅的に評
価する。 
 
２．研究の方法 
（１） グルタミン酸内包リポソームの光捕捉に伴うラマン散乱解析 
シナプス領域分子群を模倣した実験系として、大脳の主要な神経伝達物質であるグルタミン
酸を内包したリポソームを作製し、バッファー中に分散させた。光ピンセット用レーザーおよび
ラマン散乱の励起用レーザーとして波長 575 nm の連続はレーザーを倒立型蛍光顕微鏡に導入し、
液中のリポソームに 60 倍の対物レンズで集光した。レーザー集光領域における散乱光を分光器
に導入し、ラマン散乱を検出した。 
 
（２）神経細胞内シナプス小胞光捕捉過程での神経活動変化解析 
神経細胞試料として胎生 18 日のラット大脳海馬領域由来の神経細胞ネットワークを微小電極
アレイ上に培養した。試料の細胞内シナプス小胞群を FM1-43 で蛍光標識した。光ピンセット用
および二光子励起用レーザー光源として波長 1064 nm の Nd:YVO4レーザーを正立型蛍光顕微鏡に
導入し、60 倍の水浸対物レンズでシナプス領域に局在する細胞内シナプス小胞群に集光した。
試料からの蛍光は sCMOS カメラを用いて検出した。顕微蛍光システムに細胞外電位多点計測シ
ステムを導入し、シナプス小胞群ダイナミクスの蛍光解析と、細胞外電位計測を両立できる実験

 

 

Fig. 1 光ピンセット-細胞外電位多点計測システム 
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装置を構築した (Fig.1)。 
 
（３）神経細胞間結合特性解析手法の開発 
続いて、微小電極アレイによる細胞外電位多点計測を用いて培養 2 カ月以上にわたる電気活
動の時空間ダイナミクスを細胞外電位として計測し、活動電位を表すスパイクを検出した。得ら
れたスパイク列に対して、移動エントロピーおよび結合エントロピー解析を行い、神経細胞間の
結合強度評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）グルタミン酸内包リポソームの光捕捉に伴うラマン散乱解析 
グルタミン酸を内包したリポソームの分散液中
で光ピンセット用およびラマン散乱励起用レーザ
ーを照射し、リポソームを光捕捉することで、レー
ザー集光領域におけるグルタミン酸由来のラマン
スペクトルをラマン散乱で検出することが可能で
あることを示した。このことから、神経伝達物質検
出におけるラマン散乱イメージング顕微鏡の有効
性を確認した (Fig.2)。 
 
（２）神経細胞内シナプス小胞光捕捉過程での神
経活動変化解析 
海馬領域由来の神経細胞を微小電極アレイ上に
培養し、神経細胞ネットワークを再構成させた。神
経細胞内シナプス小胞群に光ピンセット用レーザ
ーを集光し、細胞外電位との同時計測した。レーザ
ー集光領域内のFM1-43の二光子励起蛍光強度の時
間変化を解析した結果、レーザー低強度条件 (100 
mW)の時は蛍光褪色により蛍光強度が減少し続け
たが、レーザー光強度条件 (500 mW)では一時的な
蛍光褪色の後に蛍光強度が増加した。この結果は、
光ピンセット用レーザー照射に伴い、レーザー集
光領域にシナプス小胞が光捕捉され、集合するこ
とを明らかにした。続いて、シナプス小胞の光捕捉
と細胞外電位との同時計測を行い、得られた細胞
外電位データから神経活動を示すスパイクを検出
した。結果として、レーザー低強度条件ではレーザ
ー照射前、照射中、レーザーOFF 後の神経スパイク
頻度は有意に変化しなかったが、レーザー高強度
条件ではレーザー照射中とレーザーOFF 後の神経
スパイク数が有意に増加した。この結果は、シナプ
ス小胞の集合光捕捉に伴い、一時的に神経伝達効
率が変化したことを示す。一時的な神経伝達効率
変化に伴い、神経活動パターンが変化している可能性がある。そこで、相互相関解析を用いてス
パイク列の解析を行った結果、レーザー低強度条件ではレーザー照射前後および照射中で相互
相関値が変化しなかったが、レーザー高強度条件ではレーザー照射中と照射後に有意に相互相
関値が高くなったことから、神経細胞ネットワーク活動の同期性が高まったことが明らかとな
った。本手法により、神経細胞間の情報伝達を制御できることが期待される。 
 
（３）神経細胞間結合特性解析手法の開発 
2 カ月にわたる神経スパイク列の計測データに対して移動エントロピー解析を適用したとこ
ろ、神経細胞ネットワークの成熟に伴う神経細胞間結合強度変化を反映する結果を得た。この結
果は、移動エントロピー解析が神経細胞間結合強度推定に有効であることを示す。また、結合エ
ントロピー解析では、移動エントロピーと同様に神経細胞ネットワークの成熟を示す結果を得
られた上、計算負荷が移動エントロピーよりも軽いため、神経細胞間結合強度変化のリアルタイ
ム解析に用いることができると期待される。 
 
以上の研究成果をまとめた研究成果として、学術論文および英文プロシーディングが 5 報掲
載済みであり、3報を投稿準備中である。また、国際学会国内学会を含めた多数の学会発表を行
った。 

(a) 

 
(b) 

 
Fig. 2 (a) 合成したリポソームの概要。 

(b) 光捕捉されたリポソームのラマンスペ

クトル。 
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