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研究成果の概要（和文）：神経活動を追跡する技術は、発生・成長に伴う脳神経回路の形成や、長期記憶の形成
に関わる神経細胞を同定する上で、必要不可欠なツールである。本研究では、神経活動マーカーに応答する磁性
ナノプローブを開発し、磁気共鳴イメージング（MRI）により動物が生きたまま脳神経活動を追跡できる技術の
確立を目指した。開発したプローブは、活動マーカー濃度依存的に凝集し、NMR横緩和時間を短縮した。さら
に、マウス海馬および初代培養神経細胞のライセート中で、活動マーカーの検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Tracking technology of neural activity is essential to identify neurons 
involved in the formation of brain neural circuits during development and growth, as well as in the 
formation of long-term memory. Here, we developed magnetic nanoprobes that respond to neural 
activity markers, aiming to establish a technology that allows for tracking brain neural activity in
 living animals using magnetic resonance imaging (MRI). The developed probes aggregated in response 
to the concentration of activity markers and shortened the NMR transverse relaxation time. 
Additionally, we successfully detected activity markers in lysates of mouse hippocampus and primary 
cultured neurons.

研究分野： 分子イメージング

キーワード： MRI　酸化鉄ナノ粒子　神経活動記録　プローブ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、脳神経活動を追跡するには、神経活動マーカーの発現を蛍光免疫染色する必要があるため、同一個体で活
動を追跡することは困難であり、実験に多大な労力と時間を要する。本研究では、動物が生きたまま神経活動を
長期追跡可能な、これまでに全く報告例がない革新的技術の開発に成功した。本技術が、上記の問題を解決し、
長期記憶の形成や脳発生のメカニズム解明にパラダイムシフトを引き起こす可能性も十分に考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 神経活動を追跡する技術は、発生・成長に伴う脳神経回路の形成や、長期記憶の形成に関わる
神経細胞を同定する上で、必要不可欠なツールである。しかしながら、現在汎用されている神経
活動マーカーは、蛍光免疫染色を用いるために、同一個体において長期間連続で活動を追跡する
ことができないという問題を有していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経活動マーカーに応答する磁性ナノプローブを開発し、磁気共鳴イメージング

（MRI）によって、動物が生きたまま脳活動を連続追跡できる革新的技術の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) プローブの設計および原理 
 プローブの母体には MRI 造影剤である酸
化鉄ナノ粒子を用いた。酸化鉄ナノ粒子は、
粒子間距離に依存した T2 短縮を引き起こ
す。この原理に基づき、神経活動マーカーの
濃度に依存して凝集し、低信号 T2 画像をも
たらす新規プローブの開発に取り掛かった
（図 1）。 

 
 
４．研究成果 
(1) プローブの合成 
まず、thermal decomposition 法によって、オレイン酸コーティングされた酸化鉄ナノ粒子を

合成した。この時、280、300、320℃の 3 パターンの反応温度で合成を行ったところ、320℃で
行った時に、最も単分散かつ分散性に優れた平均粒子径 20 nm の粒子が得られた。よって、320℃
で合成した粒子をプローブ開発の原料として用いることとした。続いて、神経活動マーカータン
パク質のリガンドを末端に共有結合させた PEG 化リン脂質を用いて、Bangham 法により酸化
鉄ナノ粒子表面をコーティングし、目的のプローブを調製した。プローブの濃度は、紫外可視吸
収スペクトル測定により定量した。また、水溶液中において動的光散乱を測定すると、粒子径は
99 ± 14 nm であり、水中でも安定に分散することがわかった。 
 
(2) In vitro における神経活動マーカーの検出 
 合成したプローブを分散させた水溶液に、神経活動マーカータンパク質を最終濃度 0～50 nM
となるよう加え、動的光散乱を測定した。その結果、タンパク質濃度の上昇に伴い、粒子径がお
よそ 600 nm まで増大した（図 2a）。一方、過剰の遊離リガンドが存在すると、プローブは凝集
しなかった。また、粒子表面にリガンドを有さないプローブは、凝集性を示さなかった。以上か
ら、プローブはリガンド-タンパク質間の相互作用で凝集していることが示唆された。 
 さらに、上記と同様の条件で、プローブの T2短縮能を測定した。T2短縮能は、タンパク質濃
度の増大に伴い増加し、粒子径の変化に伴った挙動を示した。一方で、リガンドを有さないプロ
ーブはほとんど応答しなかった（図 2b）。以上から、プローブが、nM オーダーの活動マーカー
を検出できることがわかった。 
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図 2．活動マーカー濃度に対するプローブの (a)流体力学的粒子径変化および 
(b) T2短縮能変化。 

図 1．プローブのデザインと検出原理の概要。 



(3) 初代培養神経細胞ライセート中における神経活動マーカーの検出 
 In vitro でプローブが機能することがわかったため、初代培養神経細胞を用いて、夾雑物存在
下でプローブの応答性を評価した。妊娠 15 日目のマウス胎児の大脳皮質を抽出し、初代培養神
経細胞を調製した。細胞を播種してから 1~2 週間経過後に、軸索の伸長を確認し、KCl 添加に
よって活動マーカーの発現を誘導した。誘導前、誘導後 0.5、5、12、24 時間の細胞を破砕し、
ライセート中の総タンパク質量あたりのマーカータンパク質量をELISAで定量した。その結果、
KCl誘導の5時間後以降から、マーカータンパク質の発現量が上昇する傾向が見られた（図3a）。
それぞれのライセートにプローブを加え、T2短縮能を測定すると、発現量の上昇に伴い T2短縮
能も増大する傾向が見られた（図 3a）。 
 
(4) マウス海馬ライセート中における神経活動マーカーの検出 
 マウスの海馬ライセートを調製し、プローブの応答性を評価した。神経活動誘発剤を投与して
から 1、5、12、24 時間後に海馬を抽出し、ライセートを調製した。また対照群として誘発剤を
投与していないマウスの海馬ライセートも同様に調製した。各ライセート中における総タンパ
ク質量あたりのマーカータンパク質量を ELISA で定量すると、24 時間後まで発現量が上昇し
続けた。その発現量は、細胞ライセートよりも大きな値を示した。プローブを加え、T2短縮能を
測定すると、発現量にともない短縮能が増大することがわかった。以上から、夾雑物存在下にお
いてもプローブがマーカータンパク質を検出できることが示唆された。一方、海馬ライセート中
のマーカータンパク質の発現量は、神経細胞ライセートよりも多いものの、T2 短縮能は大きな
差が見られなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(5) プローブの細胞毒性評価  
 異なる鉄濃度のプローブに HeLa 細胞を曝露し、48 時間後の細胞生存率を MTT アッセイに
より評価したところ、in vivo 投与に用いる濃度である 10 µM 以上においても、顕著な細胞毒性
は見られなかった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 以上の結果から、プローブが生体適合性を有し、夾雑物存在下においても活動マーカーを T2

測定で検出できることが示唆された。今後、in vivo における神経活動の非侵襲的なトラッキン
グ法としての応用が大いに期待される。 
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図 3．初代培養神経細胞およびマウス海馬ライセート中における活動マーカータンパク質発現量
と T2 短縮能の関係。(a) KCl 刺激時間に対する初代培養神経細胞ライセート中のマーカータンパ
ク質発現量とプローブの T2 短縮能。(b) 活動誘発剤投与後の経過時間に対するマウス海馬ライセ
ート中のマーカータンパク質発現量とプローブの T2短縮能。 

図 4．HeLa 細胞に各濃度のプローブを曝露し、48 時間経過した後の細胞生存率。 
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