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研究成果の概要（和文）：脳内物質、特に神経伝達物質を対象とする高感度なキャピラリー酵素

センサー、イムノ凝集を利用するアレイ型イムノアッセイ、脂質二分子膜センサーおよび時空

間分解能の高いグルタミン酸イメージング法を開発した．そのいくつかを急性海馬スライスを

用いての脳機能計測へ応用、神経伝達機構に関する新しい知見を得た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
New methods with high sensitivity, such as a capillary-based enzyme sensor, 
array-type immune sensing, lipid bilayer sensors, and an imaging method with high 
spatiotemporal resolution have been developed for brain substances, especially 
neurotransmitters, and some of them were applied to acute brain slices for elucidating 
neuronal signal transduction mechanisms.  
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１．研究開始当初の背景 

脳研究に必要な電気生理学的手法，薬理学

的手法と細胞外イオン･分子計測法を一体化

することや局所領域で生起する長期増強現

象（LTP）, 長期抑圧減少（LTD）など, 記

憶・学習に関与する脳機能を神経伝達分子の

側から解釈すること，神経伝達分子以外の細

胞外分子の動態・局所的存在量，存在場所を

解明することのためには新たな計測法の視

点が必須である。脳内の細胞外イオン･分子

の計測法は数十μｍレベルの時空間での測

定は既に実現されているが，数μm～数十
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nm レベルの時空間を目指した方法へ高度化

することは今後の課題である。 

 

２．研究の目的 

これまでに開発してきた脳を対象とする

バイオ分子センシング法を発展させ，高度化

することによって，これまで計測が容易でな

かった脳海馬の数十ナノ～数マイクロレベ

ルの微小時空間でおこるイオン・分子の動態

と，それに伴っておこる現象を計測する方法

を開発する。微小(数μm)ないし超微小(数十

～数百 nm)時空間の高感度計測法の開発は，

脳研究に重要な電気生理学的実験と細胞外

イオン・分子の高感度計測法とを一体化する

ために重要である。また, 近い将来必須とな

る“ナノバイオセンシング“の基礎となる基

盤技術を構築することに寄与する。本申請で

は，シナプス内，シナプス外の神経伝達分子

グルタミン酸の微小時空間計測法の開発，脳

内情報伝達分子を検索できる高感度膜セン

サーの開発，極微小量サンプルでの網羅的分

析を目指したアレイの開発などに焦点をあ

てる。 

 

３．研究の方法 

本研究では，代表者らが開発してきた脳を

対象とするバイオセンシング法を基盤とし

て，それらをより微小な時空間のバイオセン

シング法として発展させ，脳の基礎研究に役

立てることを目的とする。そのために以下の

４項目を中心とした分子センシング法の開

発を行う。(1)生きている脳海馬スライスを対

象に，キャピラリーセンサーによる計測と電

気刺激とを一体化することによって，神経伝

達物質 L-グルタミン酸の濃度変化を real 

time に計測，全ての神経領野でグルタミン酸

放出量を定量的に定める。(2)神経伝達物質を

可視化する方法の高度化を図る， (3)脳内情

報伝達分子を検索することができる人工脂

質二分子膜界面を構築する，(4)極微小サンプ

ルで脳内情報伝達分子を計測するアレイ型

センシング法を開発する。 

 
４．研究成果 

（１）キャピラリー酵素センサーの応用 

哺乳類大脳での興奮性神経伝達系では，神

経伝達物質としてグルタミン酸が放出され

る。哺乳類の記憶・学習の素過程とされる神

経可塑性の分子機構は，神経間隙（シナプス）

が集中して存在する神経領野（DG，CA１，

CA3）ごとに異なると理解されている。電気

生理学の領域においてグルタミン酸のその

場計測が重要であるにも関わらず，局所領域

で放出されるグルタミン酸を計測する方法

が確立されていなかった。 

本研究では、マウス海馬神経領野 CA１を

電気刺激することによって長期増強現象

（LTP）を実験的に引き起こし，その際に放

出される細胞外グルタミン酸を実測するこ

とに初めて成功した。その結果，LTP では放

出量の増加を伴うことを明らかにした。また，

NMDA 受容体阻害剤 AP-V や AMPA 受容体

阻害剤 CNQX の共存下での放出量を測定す

ることによって，グルタミン酸放出にかかわ

る分子機構について検討し、シナプス後膜の

両受容体の活性を阻害した場合でも、グルタ

ミン酸の放出が残ることを明らかにした。 

また、化学的に LTP を引き起こすとされて

いる塩化テトラエチルアンモニウム（TEA）

刺激によって放出される細胞外 L-グルタミン

酸濃度を計測，CA1 領野においては数μM で

あることを示した。さらに方法論的視点から



海馬スライス上の一定の高さに置かれたセ

ンサーの応答は，細胞内グルタミン酸濃度を

反映することを明らかにした。また，化学刺

激の際の EPSP を同時に記録し，EPSP と放

出されるグルタミン酸の“濃度”との相関を

検討した。その結果、化学的 LTP の生起によ

ってもグルタミン酸濃度が増加することが

分かった(図 1)。 

図１ cLTP とグルタミン酸放出の関係 

 

（２）グルタミン酸レセプター抗体を用いる

シナプス内グルタミン酸の可視イメージン

グ法の開発 

海馬スライス内のグルタミン酸濃度の変

化を可視化し，real timeに検出するための

フロー系イメージング法を開発するため、グ

ルタミン酸酸化酵素（GluOx）と基質をアガ

ロースゲルに封入して用いる新規イメージ

ング法を開発した。細胞死のモデルである虚

血刺激下やCa2+ パラドックス刺激によって

放出されるグルタミン酸を可視化すること

に応用し，グルタミン酸の神経領野間分布の

違いを示唆する結果が得られている。 

（３）脂質二分子膜センサーの構築 

膜界面を分子レベルでデザインすること

で様々なイオン・分子に適応可能な一般性の

ある高感度センシング膜界面を構築するこ

とを目指し、ペプチドチャネル（グラミシジ

ン），無機チャネル（MCM-41）を用いて，

様々な生膜体レセプターを化学修飾できる

in situ レセプター修飾法を開発した。まず，

反応性の高いアミノ基をもつ脂質(PE)とア

ルキル基鎖長の異なる DOPC（C18:1）、DPPC

（C16:1）及びコレステロールからなる人工脂

質二分子膜を分子認識界面として構築した

(図 2)。アミノ基を持つため，チャネル能を

持たない様々なレセプターを化学修飾でき

るので，汎用的な，高感度分子認識界面とな

る。この膜に、レセプター蛋白として牛血清

抗体(anti-BSA 抗体)を化学修飾した膜は、

10-9 ng/mL の BSA を選択的に認識、積分電

流値の変化に情報変換できる。 

図２ 脂質二分子膜の応答 

次に，メソポーラスシリカ MCM-41 の細孔

内に PE 脂質を固定化し，そこにレセプター

（BSA）を化学修飾した。その結果、MCM-41

マルチチャネルに基づいて、anti-BSA 抗体

に対して10-12 g/mLレベルの検出下限をもつ

高感度センシングが可能なことを実証した。 

（４）アレイ型センシング法の構築 

DNA チップ，ペプチドチップなどの網羅

的一斉分析法のように，できるだけ多くのア

ナライトを対象にする計測法が必要とされ

る一方，特定の，限定された数のアナライト

を同時にターゲットとするアレイ型センシ

ング法の重要性が指摘されている.  



① 脂質封入MCM-41 を用いる高感度イムノ

センシング法の開発 

脂質を封入したMCM-41細孔中には水溶液中

の蛍光色素が輸送され、その蛍光が著しく増

感されること，封入脂質（PE）にレセプター

（BSA）を化学修飾することで、BSA抗体を特

異的に認識し、色素の細孔内への流入を制御 

図３ 脂質封入MCM-41 を用いる新規蛍光法 

できることを見出した。MCM-41 マテリアル

の沈殿物の蛍光イメージを測定し、その平均

蛍光強度を用いるとBSA抗体を定量できる

（図３）。この方法は、チャネル類似の物質

輸送現象に基づいており、増幅能をもつ新し

い物質検出法となる。 

② リポソームアレイの開発と応用 

水溶液中でのイムノリポソームの凝集反

応とグラミシジンによる蛍光増強効果を併

用することで、神経伝達物質サブスタンス P

を蛍光検出する高感度、かつ迅速な検出法を

開発した。ｐH 依存性蛍光色素を内封したイ

ムノリポソームはグラミシジンの存在下、水

素イオンを放出し、内水相のｐH が上昇する。

それによって蛍光強度が強くなる。このリポ

ソーム凝集体を、サブスタンス P抗体を化学

修飾したガラス基板に補修し、その蛍光イメ

ージを測定する。検出下限は 20 fg/mL で、

500 倍に希釈するだけで血清中のサブスタン

ス Pを定量できる。 
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