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研究成果の概要（和文）：生体ナノ空間シナプスを調べるためのバイオセンサーの構築を行い，実際に脳スライス中で
の計測について検討した．申請者らが開発してきたキャピラリー型グルタミン酸センサーを用いて，これを細胞外記録
と組み合わせることにより，マウス脳スライス中でのグルタミン酸（前膜）－fEPSP（後膜）レベルの同時測定法を開
発した．さらに，この方法を，海馬の長期増強（LTP）に適用し，テタヌス刺激時のグルタミン酸濃度とLTP発現との間
には相関があることを見出し，脳研究のための新ツールとして提案した．また，イオンチャネルを用いたナノ薄膜型（
脂質二分子膜型）センサーの高効率構築のための基礎をつくった．

研究成果の概要（英文）：We have developed biosensors for bio-nanospace “synapses” and investigated 
their application to measurements in brain. We combined amperometric glutamate microsensor and recording 
of field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) as a new method for analyzing relation between 
presynaptic and postsynaptic activities. Although it was found that electric stimuli and evoked fEPSPs 
induced a capacitive transient current at the microsensor, we proposed a method to extract a faradaic 
signal from the observed currents. Then we applied this method to long-term potentiation (LTP) in the 
hippocampus. It was found that the level of the extracellular L-glutamate during tetanus stimulation was 
significantly related to LTP induction. Thus, our simultaneous recording method for pre- and 
post-synaptic activities can be a useful tool for neurosciences. We also investigated efficient 
construction of lipid bilayer-based sensor utilizing ion channel as a sensory element for 
neurotransmitters.

研究分野： バイオセンシング

キーワード： バイオセンサ　神経伝達物質　シナプス　イオンチャネル　脂質二分子膜
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１．研究開始当初の背景 
 生体内においては，ナノ空間での物質認識
により極めて効率のよい信号伝達を達成し
ている．例えば神経シナプス（数 10 nm）で
は，前細胞からシナプス内に放出された神経
伝達物質が後細胞膜表面で受容体チャネル
と結合し，後細胞へのイオン流入を引き起こ
すことにより信号が伝達される．特に中枢神
経系においては，刺激頻度によりシナプスの
伝達効率が長期間変化する可塑性現象が知
られており，これが記憶・学習の素過程と考
えられている．その一方で，シナプス間隙は
数 10 nm の極小領域であり，直接シナプスを
調べる方法がないことがボトルネックとな
っている．ナノ空間のシナプスを調べるため
の方法としては，生理学分野では古くから，
後細胞のシナプス応答の中から前細胞由来
成分を抽出して放出グルタミン酸量を推定
する間接的なアプローチが用いられてきた．
しかし，これは多くの経験的仮定に基づく方
法であり，その解釈が難しいことが問題であ
った．近年は，グルタミン酸結合タンパク質
を用いた蛍光プローブを用いてシナプス内
外のグルタミン酸を可視化しようとする試
みもあるが，感度の向上が課題となっている． 
 
２．研究の目的 
本研究では，生体ナノ空間シナプスを調べ

るためのナノ－およびマイクロバイオセン
サーの構築を行い，実際に脳スライス内や培
養神経細胞系での計測について検討する．特
に，操作性の高いマイクロセンサーでシナプ
ス外（～m）に漏出した神経伝達物質 L-グル
タミン酸を測定してシナプス内を推定する
方法について検討する．(a)申請者らがこれま
でに開発してきたキャピラリー酵素センサ
ーの神経可塑性への適用と，(b)感度，選択性，
応答速度のより優れたイオンチャネルを用
いたナノ薄膜型（脂質二分子膜型）センサー
の開発を行う．構築したセンサーについて実
際の脳試料中での測定を行い，刺激によって
誘起される神経伝達物質の放出（前膜の活
動）と fEPSP(field Excitatory Post Synaptic 
Potential、後膜の活動)の同時計測の可能性に
ついて検討する．さらに，センサーの感度，
選択性，応答速度，測定精度，耐久性等につ
いて評価する．本研究の進展により，生体ナ
ノ空間シナプスを対象とした新しい機能解
析法が開発されれば，脳科学・神経科学の分
野に測定手法の観点から貢献できることに
なると期待される． 
 
３．研究の方法 
 グルタミン酸オキシダーゼ(GluOx)で表面
修飾した金線を作用電極とし，アスコルビン
酸オキシダーゼを内封したガラスキャピラ
リー内に Ag-AgCl 電極、Pt 電極とともに挿入
してキャピラリー型グルタミン酸センサー
を作製した．同様に，GluOx を修飾しない電
極を作用電極としたブランクセンサーを作

製した．刺激電極と記録電極，グルタミン酸セン
サーもしくはブランクセンサーを急性マウス海馬
スライスに挿入して電気刺激を行い，グルタミン
酸電流と興奮性シナプス後電位（fEPSP）の同時
計測について検討した． 
 もう一つのアプローチとして，脳内計測が可能
なナノ薄膜型（脂質二分子膜型）グルタミン
酸センサーの開発についても検討する．その
ためのボトルネックとなっている脂質二分
子膜中へのイオンチャネルの包埋促進について，
微細加工基板中に形成した脂質二分子膜を
典型例として用い，融合促進因子について調
べる．種々の物理的刺激を付与した際の膜融合
確率について検討する． 
 
４．研究成果 

神経活動の計測において，前シナプスから
放出されるグルタミン酸のレベルと，それに
伴って誘起される後シナプスの活動レベル
とを同時に計測することは，前膜－後膜の活
動レベルの相関を知るために重要である．し
かし，生理レベルの微弱な刺激によって誘起
されるグルタミン酸放出量は極微量であり，
同時測定は極めて困難であった．本研究では，
申請者らが開発してきた高感度なキャピラ
リー型グルタミン酸センサーを用いて，これ
を細胞外記録と組み合わせることにより，グ
ルタミン酸（前膜）－fEPSP（後膜）レベル
の同時測定法の開発を行った．マウス脳スラ
イス中に電気刺激用の刺激電極，fEPSP 測
定用の記録電極を配置し，その真ん中にグル
タミン酸センサーを配置し，電気刺激によっ
て誘起される fEPSP とグルタミン酸電流を
測定した．その結果，fEPSP とグルタミン酸
の同時計測により，グルタミン酸センサーの
側にアーティファクト電流が発生すること，
その原因が fEPSPに伴う容量性電流であるこ
とを明らかにし，アーティファクト電流が重
畳しないファラデー電流の抽出法を創案し
た（Electrochem. Commun., 2014, 45, 1-4.）．さ
らに，この方法を，神経可塑性の代表例であ
る海馬の長期増強（LTP）に適用し，LTP が
誘導される際にはテタヌス刺激時のグルタ
ミン酸濃度が上昇し，LTP が誘導されない時
にはグルタミン酸濃度が上昇せず，LTP 発現
とテタヌス刺激時のグルタミン酸濃度との
間には相関関係があることを見出した
（Sensing and BioSensing Research, 2014, 2, 
31-37.）． 

一方，酵素よりも高いリガンド認識能を有
するイオンチャネルを用いた脂質二分子膜
グルタミン酸センサーの開発を目指し，その
課題となっている安定化脂質二分子膜へのイ
オンチャネルの包埋についての検討も行った．
チャネルタンパク質はリポソームに埋め込
まれた状態で抽出されるので，チャネルの包
埋のためにはチャネル含有リポソームを平
面脂質二分子膜と効率よく融合（ベシクル融
合）させる必要がある．まず始めに，イオン
チャネルタンパク質として心筋の human 



ether-a-go-go-related gene（hERG）チャネルを
対象に，種々の物理的なベシクル融合促進因
子について検討した．脂質二分子膜として，
微細加工したシリコン基板中に形成した二
分子膜を典型例として用い，hERG チャネル
の包埋を試みた結果，シリコン基板中での
hERG チャネルの単一チャネル電流記録に成
功した（Anal. Sci., 2012, 28, 1049-1057; Anal. 
Chem., 2013, 85, 4363-4369.）．さらに，脂質
二分子膜へのイオンチャネルタンパク質の
高効率包埋についても検討を行った（投稿準
備中）． 
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