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研究成果の概要（和文）：２光子励起顕微鏡法(2PLMS)は脳機能を細胞レベルで研究するため

の強力な手法であるが、生きたままの動物の脳を長期計測するためのツール・手法の欠落が課

題であった。そこで、本研究では、生きたマウスの脳の長期・精密計測を可能にする動物個体

埋め込み型インターフェイスデバイスを開発した。この成果は、2PLMS を軸とする in vivo 脳

研究の技術的制限を克服する新たなツール・手法を提供し、脳神経細胞の機能のより深い理解

に貢献すると期待される。  

 
研究成果の概要（英文）：The observation of neural cells in the intact brain of a living animal is one 

of the most significant challenges in neuroscience. Two-photon laser scanning microscopy 

(2PLSM) enables the cellular imaging of brain tissue up to a depth of several hundred micrometers 

and the stimulation of a single synapse of neurons by the photolytic release of caged glutamate, and 

is thus a powerful tool in neuroscience. However, in the case of observing the intact brain of a 

living animal, one should drill a hole in the skull and remove the dura to observe deep inside the 

brain tissue and introduce caged glutamate. Thus, bacterial infection and the loss of brain fluid 

prevent long-term observation over several weeks. Therefore, we have developed an implantable 

microscale brain interface device for controlling the concentration of chemicals and enabling the 

long-term observation of cells in the tissues of living animals by applying microfluidic device 

technoloy. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、超短パルス赤外レーザー励起を用い
た 2PLMS の進歩により、脳組織中の神経細
胞を直接見る手段が登場し、脳機能研究の強
力な手法として期待されている(Helmchen, 

F., et al. Nat. Methods 2,932-940 2005)。現

在、2PLMS を用いた研究により記憶と神経
細胞スパインの形態変化の関連性が示唆さ
れるなど (Tanaka, J., et al.,Science 319, 

1683-1687 2008)、神経細胞の精密計測でも
たらされる形態学的、分子生物学的知見によ
り、脳機能を理解する新たな時代を迎えつつ
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ある。現在、摘出脳を用いた研究(in vitro 研
究)が世界中で精力的に進められているが、今
後、脳機能を更に解明するためには、生きた
マウスの脳を用いた研究(in vivo 研究)が不
可欠である。しかし、生きたマウスの脳の精
密計測は、顕微鏡観察用の開頭手術部位の炎
症の問題や、脳組織中の試薬濃度調整の問題、
電気的計測の併用の問題などから困難を極
める。２光子励起顕微鏡法による生きたマウ
ス脳内の神経細胞を長期的に精密計測する
方法が開発されれば、脳神経科学の未踏領域
に大きく踏み込む重要な進展に繋がること
が期待された。 

  

２．研究の目的 

2 光子励起顕微鏡法(2PLMS)は脳機能研究
の最前線で活躍する強力な手法であり、現在、
分子生物学や遺伝子工学の諸技術も動員し、
脳組織片(in vitro)を計測対象とする研究競
争が世界中で行なわれている。今後、神経細
胞機能のより深い理解のため、生きたマウス
脳(in vivo)の長期・精密計測が必要とされて
いるが、これを可能にするツール・手法の欠
落が大きな障壁である。そこで、本研究では
2PLMSを軸とする in vivo脳研究の技術的制
限の大幅な拡張を可能にする、動物個体への
埋め込み型インターフェイスデバイスを開
発し、世界初の「in vivo マウス脳神経細胞の
長期精密計測」の実現を目指した（図１参考）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 本研究のねらい 
 

３．研究の方法 

マイクロ流体デバイス技術によりマイクロ
流体制御ユニットを集積化した埋め込みデ
バイスを開発し、生きたマウス脳への単一シ
ナプス光刺激法の適用を実現する（Ⅰ）。埋
め込み型デバイスに搭載可能な要素デバイ
ス技術の開発を行う。具体的には、光計測と
電気生理学的計測のためのフレキシブルマ
イクロ透明電極ユニットやマイクロバルブ
等の流体制御素子を開発する（Ⅱ）。上述の
成果をもとに機能集積化した脳計測インタ
ーフェイスデバイスを試作し、「in vivo マウ
ス脳神経細胞の長期精密計測」を実現する
（Ⅲ）。最後に本研究課題を総括し、動物埋
め込み型インターフェイスデバイスに関す
る設計や諸要素技術についてまとめ、知見を
一般化・体系化する（Ⅳ） 
 
４．研究成果 

(1) 埋め込みインターフェイスデバイス 
①デバイスの設計  

デバイスには、動物個体への負荷を軽減す
るための微小化と生体適合性、2 光子顕微鏡
を用いた高分解能観察を行うための光学特
性と脳の拍動の抑制、実験試薬の脳組織への
投与・除去、細菌感染の回避が求められる。
本研究で開発したデバイス (φ=2.7 mm, 

t=400 μm)の概要を図１に示した。チューブ
から試薬の導入・排出を行い、試薬をデバイ
ス底面から大脳皮質へ拡散により導入する。
デバイス上側の天板ガラス部分を近赤外レ
ーザーが透過し、脳組織中の神経細胞を 2 光
子顕微鏡により観察する。本研究で実施した
動物実験は、東京大学の動物実験実施規則を
遵守して行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 マイクロブレインインターフェイスデバイスの概要 
 
 
②デバイスの作製 

デバイスの作製方法を図 3-a に示した。ま
ず、ガラス上に SU-8 100 を用いてマイクロ
流路パターンを形成し、モールドを作製した。
作製したモールドに polydimethylsiloxane 

(PDMS)を塗布し、ソフトリソグラフィーに
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より流路パターンを PDMS に転写した。次
に、流路パターンが転写された PDMS シー
トを、内径 2.64mm の金属筒を装着したド
リルを用いて切り抜き、円盤状の PDMS とし、
外径 2.11 mm の金属筒で内側を切り抜き、
流路パターンが転写された PDMS リング
(外径 2.7 mm、内径 2.0 mm、厚さ 300 μm)

を作製した。そして、PDMS リングとガラ
ス円盤(直径 2.7 mm、厚さ 150 μm)を接着し、
テフロンチューブ(外径 200 μm)をマイクロ
流路部分に挿入し接合した。最後に、デバイ
ス内部に脳の拍動を抑えるためのアガロー
ス(直径 1.2 mm、厚さ 300 μm)を設置した。
完成したデバイスの写真を図 3-b に示した。 
 
a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 (a)デバイスの作製手順 (b)デバイス写真 
 
(2) デバイスを埋設したマウス脳組織中の神
経細胞のイメージング 
作製したデバイスをマウス頭部に埋設し、

脳組織中の神経細胞を 2 光子顕微鏡により
観察した。デバイスの埋設手術の手順を以下
に 示す。ま ず、 EYFP(enhanced yellow 

fluorescent protein)発現トランスジェニッ
クマウスを、ケタミン-キシラジン混合液を腹
腔内投与することにより麻酔した。次に、１
次視覚野直上の頭蓋骨に直径 2.7 mm の穴
をドリルで設置し、頭蓋骨と硬膜を除去した。
そして、オートクレーブで滅菌したデバイス
を頭蓋骨の穴に装着し、デンタルセメントで
デバイスを固定した。2 光子顕微鏡による観
察時には、麻酔を施したマウスを顕微鏡直下
の脳位固定装置乗せ、デバイスを固定した。
デバイスを埋設したマウス脳内の神経細胞
を 2 光子顕微鏡により観察した結果を図 4 

に示した。デバイスにより観察部位の脳の拍
動が 1 μm 以下に抑えられたことで、脳の拍
動による画像のブレが生じず、サブ μm レベ
ルの高分解能観察が可能となった。 
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図 4 デバイス下の神経細胞の 2 光子顕微鏡画像 

(a)デバイス下の脳の明視野画像, (b)a の黄色枠内

の 2 光子顕微鏡画像, (c)b の黄色枠内の拡大図, 

スケールバー:(a)100μm, (b)50 μm, (c)10 μm 

 

(3) マウス脳組織中の試薬濃度コントロール 

デバイスを用いて大脳皮質へ定量的に実
験試薬を投与するためには、大脳皮質内の試
薬の拡散現象を把握する必要がある。そこで、
脳組織中の蛍光試薬の拡散移動を 2 光子顕
微鏡により 3 次元的に測定し、デバイス・大
脳皮質モデルを用いた流体数値シミュレー
ションと比較して大脳皮質内の試薬拡散現
象を解析した。図 5 にデバイス及び大脳皮質
中の試薬濃度の経時変化の計算例を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 脳組織中への試薬拡散の流体数値シミュレー

ション．試薬導入後 0 min, 5 min, 10 min, 20 min 

 

シミュレーション算出値は実測値を良く
再現することができ、実験による試薬拡散の
時間変化の計測結果と合せるとAlexa488 の
大脳皮質内有効拡散係数 D*=～1.0×10-10 

m2/s が算出できた。この値は、生きたラッ
トの脳内の試薬拡散係数に関する先行研究
からの予測値 D*＝0.925×10-10-1.172×
10-10 m2/s (rat cortex)と良く一致した。以上
から、シミュレーションにより大脳皮質内の
試薬濃度経時変化を予測するとともに、デバ
イスの送液機構を用いて導入と排出の流量



 

 

を制御することにより生きたマウス脳組織
中の試薬濃度がコントロール可能になった。 

 

(4) フレキシブル透明電極の開発 

神経細胞のシナプス結合部位であるスパ
インの形成や消失といった形態学的情報と、
スパイク数の増加や減少といった電気生理
学的情報を複合的に取得することは、記憶や
学習といった脳機能の解明に重要である。そ
こで、光学計測と電気生理学計測の同時計測
に不可欠な「フレキシブルで透明な微小電極
アレイ」を形成する技術を開発した。従来の
電極アレイデバイスは、電極の物理的な刺入
により脳組織の炎症反応が不可避であった。
生きたマウスの脳を用いた最先端の神経科
学研究では、脳組織の炎症は致命的な弊害と
なる。そこで、脳組織の炎症を極力誘 

発せず、2 光子顕微鏡の分解能を劣化させな
い電極を目指し、生体適合性と光透過性を有
するポリマー材料である poly (3,4-ethylen 

dioxythiophene)poly(styrenesulfonate) 

(PEDOT-PSS, H. C. Starck Co., Ltd) と非
晶質フッ素ポリマー(CytopTM, Asahi glass 

Co., Ltd)で構成されたフレキシブルで透明
な電極フィルムを開発した。電極材料の
PEDOT-PSS の光透過性は、黄色蛍光タンパ
ク質の蛍光波長 530 nm で 65％(at t= 500 

nm)である。電極形状は、200 m×200 m 

で作製した。誘導結合型プラズマによる非晶
質フッ素ポリマーのm オーダーでの微細
加工技術や表面処理技術を用い、基板上への
ポリマーの成膜と加工を繰り返した後、最終
的にポリマーの多層構造を基板から剥離す
ることで、フレキシブルで透明な微小電極ア
レイフィルムを形成した(図 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図6 PEDOT-PSS とCytopTM を用いたフレキシブル

透明微小電極アレイフィルム 

 

(5) マウス脳中の神経細胞の長期経過観察 

従来、神経科学の分野では計測のためにマ
ウスに開頭手術を施すことでさえも脳組織
の炎症等の悪影響をもたらす恐れが議論さ
れてきた。脳で炎症が起こると神経細胞のス
パインが不安定となり、適切な解析データが
得られなくなる。従来の手術法では、デバイ
スの埋設により脳組織の炎症が誘発されて

いた。しかし、デバイス埋設時の脳組織への
機械的刺激を極力低減した手術法の開発に
より、マウスの脳組織の炎症反応(血管新生や
免疫担当細胞であるグリア細胞の活性化な
ど)を回避可能であることが確認された 

 デバイスを埋設したマウスの脳組織中の
単一神経細胞の経過観察を行った例を図 7に
しめす。1 ヶ月以上の長期にわたり神経細胞
の微小構造の観察に成功し、デバイスの送液
機能を利用した脳組織への試薬投与が可能
な状態での in vivo 長期観察を実現した。以
上の結果は、動物個体の行動と関連付けた精 

神疾患の治療法開発につながる可能性のあ
る成果であるといえる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 神経細胞樹状突起の長期 in vivo 経過観察 

 

５. まとめ 

2 光子顕微鏡や試薬灌流システム及び細
胞外電位記録計などの外部計測装置との間
で、光、物質、電流などの出し入れを可能に
するインターフェイスとしての小型集積化
システムの実現を目指し、埋め込み型インタ
ーフェイスデバイスの開発を行った。生きた
マウス脳組織中の神経細胞の高分解能イメ
ージングと脳組織中の試薬濃度コントロー
ルが可能なデバイスや、生体適合性と光透過
性を有すポリマーで構成されたフレキシブ
ルで透明な電極フィルムの形成プロセスを
開発した。そして、デバイス埋設による生き
たマウス脳組織への影響がないことを確認
し、形態学的・分子生物学的手法を用いる最
先端の神経科学研究への本手法の適用が可
能であることを示した。生体への埋め込み型
デバイスを２光子励起顕微鏡法に融合し、従
来不可能であった動物個体の長期的な精密
計測を実現する本技術は、脳神経科学の未踏
領域に大きく踏み込む重要な進展に繋がる
ことが期待される。 
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