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研究成果の概要（和文）：脊椎動物網膜は階層構造を持ち、光信号は神経シグナルに変換された後、神経節細胞に至る
過程で情報処理を受ける。我々は三次元マルチ電極アレイ(MEA)を作製し、網膜内細胞外電位の計測を行うことにより
、正常網膜内層からの振動性シグナルの検出に初めて成功した。本シグナル網膜外からは計測されないことから、正常
網膜の高次階層において抑制されるものと考えられた。詳細な解析を予定したがアクシデントにより電極作製装置を再
購入しなくてはならなくなった上、新規装置で作製された電極はノイズが大きく、微妙な網膜内シグナルの検出が困難
となったがインピーダンスが低いことから、今後も電極の性能向上を図り解析を行う予定である。

研究成果の概要（英文）： The retinal photoreceptors convert light into electrical signals that are 
processed by the sequential retinal layers and the ganglion cells. Electroretinogram (ERG) procedure is 
useful to obtain neuronal electrical activities from the retina. Microelectrode arrays (MEAs) can detect 
light responses from the isolated retina that have advantages to analyze ganglion cell functions in 
addition to micro ERG.
　In order to directly and spatially stimulate and record multisite electrical responses of the inside 
retina, we have developed spatially arranged microelectrodes using the wire bonding based probe 
technology. Both 2D and 3D microelectrodes were designed in a chip to make a comparison between ERG 
recorded by the fabricated microelectrode probes and conventional planar microelectrodes. The typical 
signals were successfully detected in 3D microelectrode. These results suggest that the gold 
microelectrode probe arrays are applicable to retina experiments as a new analysis tool.
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１． 研究開始当初の背景 
 
 神経活動は興奮性入力と抑制性入力のバラ
ンスの上に成り立っている。バランスが崩れ
ると神経の異常活動が増加し、てんかんやパ
ーキンソン病などの様々な神経症状を引き起
こすものと考えられている。 
 中枢神経系網膜において視細胞で変換され
た視覚情報は、中間ニューロンである双極細
胞、水平細胞、アマクリン細胞による調節を
受け、最終段の神経節細胞において収束され
脳へと伝達される。正常マウス網膜では光刺
激がなければ神経節細胞からスパイク応答が
検出されないが、視細胞変性モデルであるrd1 
マウス網膜（rd1 網膜）においては約10Hz の
異常な神経活動が検出されることが知られて
おり、光視症の原因ではないかと考えられて
いる。そこで異常シグナルの発生メカニズム
研究がなされているが、未だ明確な答えは得
られていない。 
 
２． 研究の目的 

 
 我々は剣山型三次元マルチ電極アレイ
(MEA) を用い、マウス網膜内部の細胞外電位
を計測することにより、マウス網膜視覚情報
伝達過程におけるシグナルの検出を行うこと
を目的とした。さらに網膜内の振動性シグナ
ルの発生および抑制メカニズムを遺伝子改変
モデルマウスや薬剤を用いて明らかにしたい
と考えた。 
 
３． 研究の方法 
 
（1）網膜内部における視覚情報伝達シグナル
の検出 
 網膜における視覚情報伝達シグナルの検出
には、光刺激時の網膜全体の電位変化を捉え
る方法である網膜電位図(ERG)解析と、MEA
を用いた網膜出力細胞である神経節細胞のス
パイク応答を検出する方法がある。網膜内の
個々の細胞の電気応答を検出する方法として
はパッチクランプ法があるが、組織をスライ
ス化する必要があり、完全な網膜ネットワー
ク下においての視覚シグナル検出という目的
には不向きである。そこで網膜内部の神経シ
グナルの検出を目的として、剣山型のMEAを
用い、網膜組織の深部に電極を差し込む形で
電気シグナルの検出を行う。さらに三次元電
極の網膜内位置を特定することにより、電極
位置と電気応答の形や大きさを測定し、数理
モデルを作成する。 
(2) 視覚機能欠損マウスモデルを用いた網膜
内部の電気シグナル検出 
 振動性シグナルの発生・抑制メカニズムを、
薬剤による機能阻害などにより解析する。さ
らに網膜内多点同時計測の計測結果から、網
膜細胞間ネットワークにおける振動性シグナ
ルの同調性とその生理学的意義について検討
する。 

 
４． 研究成果 
 
 共同研究者である理工学部の小西・殿村ら
は、素材として金を用いることによりインピ
ーダンスの低い剣山型三次元MEA電極の作
製に成功していた。我々は網膜深部における
視覚刺激時の電位変化の解析が行えないか
と考えていたため、本剣山型電極を用いて野
生型網膜由来の細胞外電位測定を行ったと
ころ、網膜スライス切片ではなく組織のまま
での野生型正常網膜内部の振動性シグナル
の検出に世界で初めて成功することができ
た。また、フーリエ変換解析を行ったところ、
検出された内在性の振動が約 10Hz の周波数
を持つことが明らかとなった。 
 一方で、同じ電極板上の神経節細胞が接す
る平面電極からは振動シグナルは検出され
なかったことから、我々は、剣山電極により
得られた振動性シグナルは、網膜内部に存在
するものであり、網膜内情報伝達における高
次階層においては抑制される可能性を考え
た。そこで、網膜深部由来の振動性シグナル
の発生場所の特定を行い、また振動性シグナ
ルの視覚情報経路における抑制メカニズム
を明らかにしたいと考えた。 
 しかしながら、初年度に学内の火事により
剣山型電極の作製装置が灰を被り、電極の作
製が不可能となってしまった。当初の剣山型
電極では、ワイヤーボンディング法により
電極を作成するという方法がとられていた
が、ワイヤーボンディング法では段差構造
にボンディングした金属ワイヤーのブリッ
ジ（すなわちワイヤーの両端が固定され、
弓なりとなっている）をレーザーにより切
断することで三次元プローブを得るため、
先端部分の形状は鋭利である一方、電極の
先端の形状を制御できなかった。 
 そこで共同研究者らは電極作製装置の新
規搬入にあたり、従来のワイヤーボンディン
グ型ではなく、ワイヤーカットが不要でより
垂直性が高い電極を作製可能な装置を購入
した。実際に新しい装置では、垂直性が高い
電極を作成することはできたが、完成された
電極においては以前の装置で作製した電極
ではみられないノイズが乗ってしまう確率
が非常に高く、網膜深部から検出される微妙
な網膜内のシグナル測定に用いることがで
きるクオリティーの電極を作成するための
条件設定にかなりの時間を費やすこととな
った。具体的には、絶縁膜パターニング方法
の検討を行い、電極以外の部分からのノイズ
を減少させるための条件検討も相当繰り返
したものの、そもそも得られていた網膜深部
由来の振動性シグナルは振れ幅が小さく、こ
のような微妙な網膜内部からのシグナルを
検出可能なレベルまでのノイズの軽減には
困難を極めた。 
 一方で、繰り返し条件検討を繰り返すうち、
網膜シグナルの検出が可能なレベルとなっ



たが、プラズマエッジング装置の故障など他
のトラブルも発生し、電極の供給にかなりの
支障があり、結果的に本プロジェクトの遅延
の根本的な原因となった。 
 一方で、電極作製以外の部分に関しては、
市販の二次元電極を用いて遺伝子改変マウ
スモデルなどを用いた解析を行い、解析系の
確立を行うことができた。光刺激条件の安定
化、ノイズが乗らない還流系の確立、様々な
薬剤を用いた視覚伝達情報経路の制御がで
きるようにし、また電気生理データ解析とし
てはラスタープロット、インタースパイクイ
ンタバル解析、新しいプログラムを新規作製
することによるソーティングプログラムの
確立など、３次元MEA電極にてデータを取
ることができさえすれば、解析ができる状態
のレベルまで確立することができた。また、
遺伝子改変モデルマウスにおける異常なシ
グナルの検出と、その抑制メカニズムを検討
することにより、様々な薬剤を用いた視覚伝
達情報経路の制御ができるようになった。 
 このように、三次元電極の作成とそれに伴
うデータを得ることができればすぐに解析
ができる状態となっている。共同研究者の三
次元MEA電極はインピーダンスが低い優れ
たものであるゆえ、本電極でなければ網膜内
部の微妙なシグナルを検出することが難し
いと考えている。また、研究期間の最終段階
において、ようやく内在性シグナルの再確認
が可能となった。このように、なんとかデー
タの再現と剣山型プローブ電極の新規作製
が可能となったため、本助成期間は終了した
が、引き続き三次元MEA電極を作成し、継
続して実験を進めていく予定である。 
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