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研究成果の概要（和文）：本研究では、集光レーザービームの光摂動技術を神経細胞内分子動態の能動操作に応
用し、光摂動に伴い変化する神経細胞ネットワークの時空間ダイナミクスについて検証した。蛍光相関分光解
析、および一粒子トラッキング解析した結果、レーザー光強度が高く、培養日数の経過とともに量子ドット標識
AMPA型グルタミン酸受容体の分子運動が遅くなる傾向を見出し、受容体分子が光捕捉され、集合することを明ら
かにした。さらに、蛍光カルシウム指示薬を負荷した神経細胞にフェムト秒レーザーを集光すると、細胞内Ca2+
濃度が上昇し、近接する細胞へ神経活動の伝搬が誘発されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Molecular dynamics in neuronal cells is essential for synaptic plasticity 
and subsequent modulation of cellular functions in a neuronal network. For realizing artificial 
control of living neuronal network, we demonstrate laser-induced perturbation into the neuronal 
dynamics in neurons. By fluorescence correlation spectroscopy of quantum-dot-conjugated AMPA-type 
glutamate receptors on neurons, the molecular motion was constrained in an optical trap. Moreover, 
femtosecond laser-induced stimulation was applied to evaluate neuronal activity in neuronal 
networks. Focusing a femtosecond laser into target neuron cultured on micro-electrode arrays, 
intracellular Ca2+ immediately increased at the laser spot and the spike signals were frequently 
observed at electrode which was close to the laser spot. These results suggest that propagation of 
neuronal activity was evoked by laser-induced stimulation.

研究分野：ナノバイオ
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１．研究開始当初の背景 

神経回路網は多様な機能分子の活動に応
じて神経細胞ネットワークを形成し、時空間
的にダイナミックな制御を受けている。これ
までに個々の分子の構造は解明されており、
今後それらの分子動態を単一分子から分子
集合体に至る階層レベルにおいて捉え、分子
集団系が拡散、流動、他の蛋白質との反応過
程においてどのように応答し、機能を発現す
るかを明らかにすることは、神経回路の動作
原理やそれに関わる多数の因子の作用を理
解する上で必要不可欠となる。しかしながら、
先行研究では蛍光分子イメージング技術を
用いた細胞内、或いは細胞間における機能分
子の空間分布に関する研究が主流であり、ミ
リ秒から分オーダーの時間変化に特徴づけ
られる細胞内分子系ダイナミクスは明らか
にされていなかった。細胞内の機能分子は周
辺環境の弱い相互作用を感じながら拡散し、
会合や反応を進めることから、その分子動態
の物理、化学的理解が必要となる。一方、生
命現象を非線形物理現象として捉える試み
もあり、実験と理論モデルとの溝を埋め、双
方に統一的な理解を生み出すことが求めら
れている。このような背景のもと、細胞内分
子の時空間ダイナミクスを解明するために
は、細胞内の局所領域に力学的摂動を印加し、
その後に誘発される細胞内、および細胞間の
過渡的な応答を実験と理論・計算機科学の両
方から理解することが不可欠となる。脳の最
大の特徴は、多くの神経細胞が連結したネッ
トワークとして機能することであり、細胞の
標的認識制御やシナプス伝達制御が脳機能
にとって普遍的かつ重要な役割を果たす。そ
こで本研究課題では、細胞機能を能動的に、
かつ非侵襲的に操作可能な手法として、集光
レーザー摂動による細胞操作技術の開発に
着手した。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、集光レーザービームの光
摂動技術を神経細胞内分子動態の能動操作
に応用し、摂動に伴い変化する神経細胞ネッ
トワークの時空間ダイナミクスを明らかに
する。集光レーザー摂動により細胞表面や細
胞内に局在する機能分子集合体を操作し、さ
らには細胞内イオン濃度の一過性の上昇を
可能とする細胞制御技術を確立する。集光レ
ーザー摂動と単一粒子蛍光追跡法や蛍光相
関分光法とを組み合わせることにより、レー
ザー集光領域における分子動態変化を計測
し、神経細胞ネットワークにおける情報処理
機構を明らかにする。また、実験結果に基づ
いた神経細胞ネットワークの情報処理モデ
ルを構築し、神経細胞ネットワークシステム
の情報処理機構を実験と理論・計算機実験の
両面から明らかにする。神経細胞内分子動態
の揺らぎから神経細胞ネットワークの動的
平衡状態を定量的に評価し、脳・神経回路網
における揺らぎの階層システムの分子論的

理解を目指す。 

 

３．研究の方法 

本研究では、神経細胞ネットワークにおけ
る単一神経細胞の局所領域に集光レーザー
ビームの光摂動を誘起することにより、細胞
内分子動態の集合操作や細胞内イオン濃度
を高精度に操作し、神経細胞ネットワークの
時空間ダイナミクスを明らかにする。以下に
研究方法の詳細を示す。 
（１）集光レーザー摂動による神経細胞内分
子動態解明のための顕微分光システムの構
築と神経細胞内分子動態の蛍光解析 
蛍光イメージング用 CMOS カメラ、および

顕微鏡用 XY 軸自動ステージを導入し、光ピ
ンセット用 Nd:YVO4レーザー（波長 1064 nm）
を組み込んだ顕微蛍光解析システムを構築
した。開発したシステムを用いて、光ピンセ
ットによる細胞内分子集合操作、および集光
フェムト秒レーザーを用いた単一神経細胞
の光刺激手法の評価を進めた。 
胚令 18 日目のラット胎児脳より海馬領域

を取り出し、トリプシン処理により細胞を解
離した後、培養皿に細胞を播種し、37℃、5%CO2

条件下で培養した。神経細胞シナプス領域に
局在する情報伝達分子を対象として、蛍光抗
体法により蛍光色素や量子ドットを用いて
細胞表面分子を可視化する手法について検
討した。神経細胞のポストシナプス領域に局
在し、神経伝達物質受容体のひとつである
AMPA 型グルタミン酸受容体分子に着目した。
ラット海馬神経細胞のシナプス領域に局在
する AMPA 型受容体に対して量子ドットを用
いて免疫蛍光染色を行った。 
（２）集光レーザー摂動に伴う神経細胞ネッ
トワークダイナミクスの特性解析 
集光フェムト秒レーザー照射に伴い変化

する、神経細胞ネットワークの蛍光カルシウ
ムイメージングの測定手法を改良し、240μm
×240μm領域の蛍光像を 10 ms毎に取得可能
とし、広範囲、高時間分解計測を可能とした。
フェムト秒レーザーを用いた単一神経細胞
の光刺激システムを改良し、レーザー光源の
安定性を向上した結果、神経細胞のフェムト
秒レーザー光刺激が効率良く起こる条件を
見出した。 
フェムト秒レーザー照射に伴う細胞内カ

ルシウムイオン濃度のスパイク変動につい
て詳細に解析するため、蛍光カルシウム指示
薬をこれまでの fluo-4 から Oregon Green 
BAPTA-1 AM (OGB-1)に代え、神経細胞の自発
活動に基づいた細胞内 Ca2+濃度のスパイク
状の変動を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）集光レーザー摂動による神経細胞内分
子動態の蛍光解析 
ラット海馬培養神経細胞表面に局在する

神経細胞接着分子（NCAM）を量子ドットによ
り可視化し、細胞表面に光ピンセット用近赤



外レーザーを集光したところ、レーザー集光
領域において量子ドット標識 NCAM が光捕捉
され、集合する過程を蛍光解析により明らか
にした。 
神経細胞シナプス部位における AMPA 型受

容体分子のライブセル蛍光イメージングに
成功し、細胞表面に於いて受容体分子の側方
拡散運動を確認した。光ピンセット用近赤外
レーザーを細胞表面に集光すると、レーザー
光強度に依存して集光領域近傍の量子ドッ
ト標識 AMPA 受容体が光捕捉され、集合する
ことを蛍光イメージング測定および蛍光相
関分光解析により明らかにした（図 1）。次に、
培養日数に依存して初期集合状態が変化す
る AMPA 受容体分子の分子動態と光捕捉との
関係について検証した。神経細胞表面に局在
する量子ドット標識 AMPA 受容体分子に光ピ
ンセット用近赤外レーザーを照射すると、培
養日数の経過とともに、AMPA 受容体の分子数
が増加し、分子運動が遅くなることを見出し
た。この結果は、レーザー集光領域において
AMPA受容体分子が光捕捉され、集合すること
を明示しており、光捕捉過程は AMPA 受容体
分子の初期状態に依存することを示した。さ
らに、単一粒子追跡法により細胞膜表面にお
ける AMPA 受容体分子の拡散係数を求めた結
果、レーザー光強度が高く、培養日数の経過
とともに集光領域での分子運動が遅くなる
傾向を見出し、レーザー集光領域において
AMPA 受容体の分子運動が低下するメカニズ
ムについて考察した。さらに、細胞表面分子
を効率よく捕捉する手法として、表面プラズ
モン共鳴を利用した光捕捉について検討し、
量子ドット標識 AMPA 受容体分子の光捕捉過
程において有効な結果を得た。 
 
（２）集光レーザー摂動に伴う神経細胞ネッ
トワークダイナミクスの特性解析 
蛍光カルシウム指示薬 fluo-4 を負荷した

神経細胞にフェムト秒レーザー(中心波長
800 nm，パルス幅 ~100 fs，繰り返し周波
数 82 MHz)を集光すると、レーザーを照射

した細胞体において細胞内 Ca2+濃度の一過的
な上昇が確認された。この現象に引き続いて
近接する細胞においても蛍光強度の増加が
確認され、神経活動の伝搬がレーザー照射に
伴い誘発される可能性を見出した。次に、
OGB-1 を負荷した神経細胞にフェムト秒レー
ザーを照射し，照射前後における細胞内 Ca2+

濃度変化について検証した（図 2）．フェムト
秒レーザーを単一細胞に照射したところ、近
接する細胞において細胞内 Ca2+スパイクが同
期して複数回観測された。また、神経回路網
の細胞外電位計測と蛍光 Ca2+イメージングと
の同時計測により、レーザー照射に伴う神経
回路網の誘発応答について検証した。多点電
極皿上で培養された神経細胞にレーザー照
射した直後、一過性の細胞内 Ca2+濃度上昇が
見られ、近接する電極上の細胞から高頻度の
電位変化が観測された。以上の結果は、フェ
ムト秒レーザー刺激に伴い、近接する細胞へ
神経活動の伝搬が誘発されることを示して
いる。 
集光フェムト秒レーザー照射に伴う神経

細胞の光刺激メカニズムを明らかにするた
め、蛍光 Ca2+イメージングに加えて薬理実験
や神経活動電位計測を行った。フェムト秒レ
ーザー照射に伴い細胞表面に多光子吸収に
基づく微小穿孔が生じ、細胞外溶液が神経細
胞内に流入し、細胞内の小胞体を活性化する
ことにより細胞内 Ca2+濃度が一過的に上昇す
る一連のメカニズムを明らかにした。 
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