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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体脳の細胞外陽イオン動態を複数種同時に捉えるマルチイオンイメー
ジセンサの開発と生体応用を目指した。センサ表面に2画素幅でイオノフォアを帯状に成膜することによって、
マルチイオンセンサ化することに成功した。さらに、レーザー加工によって一画素レベルに相当する20umの精密
成膜を達成した。すなわち、一画素レベルで複数のイオンを検出する当初の目標を達成することができた。今
後、各イオンの検出特異性や検出感度をさらに向上させる必要がある。pHセンサを病態モデル動物に適用し、病
態発現に伴うダイナミックなpH変化を捉えることに成功した。今後、イオンの変化と病態発現との関連性につい
ても明らかにする。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a multi-ion image sensor that 
simultaneously captures multiple types of extracellular cation dynamics in the living brain and to 
apply it to biological applications. We succeeded in developing a multi-ion sensor by depositing 
ionophores on the sensor surface in a band of two pixel widths. In addition, a precise deposition of
 20um, which corresponds to the level of one pixel, was achieved by laser processing. In other 
words, the initial goal of detecting multiple ions at the pixel level was achieved. In the future, 
it will be necessary to further improve the specificity and sensitivity of detection of each ion. pH
 sensor was applied to animal models of pathological conditions and succeeded in capturing the 
dynamic pH changes associated with the development of pathological conditions. In the future, we 
will also clarify the relationship between ionic changes and pathological manifestations.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外の化学的環境は脳の機能や病気と密接に関わることが知られているが、これまで電極を脳に刺し込む方法
に限られ、脳のある一点の一種類のイオンの濃度変化しかわからなかった。本研究成果によって、様々なイオン
の様子を動画として脳内の観察することができるようになった。今後、神経疾患のモデル動物を用いることで細
胞外の視点からこれまでわかっていなかった新しい病態メカニズムの発見が期待される。

※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 

神経細胞の興奮性は細胞外イオン環境によって調節されている。例えば、細胞外 K+の増加は神
経細胞の活動性を著しく増強させ、さらなる高濃度においてはてんかん様の異常活動様式を示
す。同様に細胞外 Ca2+, Mg2+の低下も活動性を亢進させ、H+濃度の変化も神経の興奮性を惹起す
る(Jalalvand et al, 2018)。興味深いことに、てんかん発作に先立って細胞外スペースが縮小し、細
胞外スペースの破綻はてんかん様の異常活動を示す(Perkins et al, 2017)。また、睡眠時には覚醒
時と比較して細胞外スペースが大幅に拡大しており(Xie et al, 2013)、細胞外イオン組成も大きく
変化する(Ding et al, 2016)。これらは、細胞外イオン環境が生理的機能および病態に重要である
ことを示唆している。細胞外イオン濃度を計測する手法として、古くから電極などを脳内に挿入
することで計測され(Siesjo et al, 1985)、最近では、ヒトにおいて MRI を活用することで神経活動
に伴って関連領域の pH が変化することが明らかになってきている(Magnotta et al, 2012)。 

しかしながら、生きた個体動物において細胞外イオン環境がどのような時空間的規模で変容
し、どのように脳活動に影響を与えているのかはほとんどわかっていない。これには細胞外イオ
ンイメージング技術がないことが大きな障壁となっている。すなわち、電極を用いる手法は、計
測した一点のイオン濃度から脳全体の濃度を推定していたにすぎない。また、MRI による H+イ
メージングは時空間分解能が大きく制限されており(0.16 frame/sec, 4.0mm) 、齧歯類を用いた計
測に耐えず、細胞レベルの空間分解能でのイメージングができない。したがって、高時空間分解
能で広範囲に細胞外イオンを計測する手段が求められている。これまでに細胞外イオンイメー
ジングを行った事例がないため、非常に挑戦的であるものの、成功すれば関連領域の特定、イオ
ン間相互作用など新たな発見につながる可能性がある。さらに、がん領域などの細胞外環境の重
要性が着目されている他領域への発展性も高いと期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、生きた個体動物に最適化した 1 細胞レベル(47.1 µm) の高精細・細胞外マルチイオ
ンイメージングセンサ(128 × 32 pixels) を開発し、大規模脳領域(3.00 mm × 0.75 mm) におい
てすべての細胞外陽イオン(Na+, K+, H+, Ca2+, Mg2+)動態を同時に捉えることにより、細胞外イオ
ン環境から脳機能を理解する。 

 

３．研究の方法 

（１）マルチイオンイメージング法の開発 

現時点で、インクジェット法を用いて、H+センサ表面に最小 2画素(47.1µm 幅)で Na+, K+選択的
透過性のイオノフォアを帯状に成膜することによって、生きた個体動物から 3 種類のイオンの
同時検出に成功しつつある。本研究では 1 画素単位の成膜による一細胞レベルの空間分解能で
の細胞外マルチイオンイメージング法を開発する。 

（２）マルチイオンイメージングによる脳機能の理解 

本研究では、マウス生体脳にイオンイメージセンサを適用し、広域細胞外マルチイオンイメージ
ングを行う。これにより脳機能や病態と細胞外イオン動態の関連性を明らかにする。 

 

４．研究成果 

本研究では、生体脳からのイオン検出に最適化した生体イオンイメージセンサを世界に先駆け
て開発し、視覚刺激による視覚領域の神経活動亢進によって細胞外微小空間において pH が変動
することを初めて可視化することに成功した（図参照：Horiuchi et al, 2020）。センシングエリア
のイオノフォア成膜によってそれぞれの陽イオンの検出に成功した。今後の課題として、各イオ
ンの検出特異性や検出感度をさらに向上させる必要がある。インクジェット法を用いて、プロト
ンセンサ表面に最小 2 画素 (47.1um 幅）で選択的透過性のイオノフォアを帯状に成膜すること
によって、プロトンセンサをマルチイオンセンサ化することに成功した。最終年度はレーザー加
工によって一画素レベルに相当する 20um の精密成膜を達成した。すなわち、一画素レベルで複



数のイオンを検出する当初の目標を達成することができた。生体応用に関しては、pH センサを
病態モデル動物に適用することで生体脳細胞外 pH イメージングを行い、病態発現に伴うダイナ
ミックな pH 変化を時空間的に捉えることに成功した。pH 変化の機序を明らかにするために、
薬理的手法を用いて特定の細胞活動を制御したところ pH 変化が消失したことから責任細胞を
同定することができた。今後、責任細胞上の様々な分子との関連を明らかにしていくとともに、
マルチイオン計測によって、pH 変化周辺においてどのようなイオンがどのように変容するかを
進める。さらに、イオン変化と病態発現との関連性についても追及する。 
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