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研究の概要 
本研究は第１にパッチ電極を用いた新しい蛍光分光電気計測法を開発する。石英ガラス管で 

作成したパッチ電極を光導体として用いる事で電気活動と同時に神経細胞のFRET応答など蛍光

分光を行う装置である。ガラス電極先端での光計測であり、始めに切片標本で検証実験を行い、

その後脳深部で細胞機能の解析を目指す。第２は in vivo 脳機能解析に上記装置を応用する事 

である。特に動物個体を用いた聴覚機能解析実験系での応用を目標に進めている。 
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１．研究開始当初の背景 
電気生理学を基本的な実験手技とする脳神

経生理学研究は、分子生物学の黎明期以前か

ら脳神経機能の詳細を明らかにしてきた。一

方、分子生物学研究では、様々な機能蛋白を

蛍光標識して神経細胞に発現させた新しい

実験動物を多数作製し、多光子顕微鏡などを

用いて分子標識された脳表面の神経細胞の

解析が進められている。しかし、脳実質の深

部にわたり展開する多くの神経細胞機能の

解析は、脳の高次機能の解明に欠かせない。 

２．研究の目的 
本研究は、第１に蛍光分子標識された神経細

胞を脳の深部で同定し電気活動を計測でき

る新しい蛍光パッチ電極計測法を開発する。

第２に研究代表者が豊富な経験を持ち、かつ

明確な神経回路構成をとる聴覚神経核の機

能を個体脳で解明する為に、本蛍光パッチ電

極計測法を応用する事である。脳の高次シス

テム解析に有効な実験手技として多くの研

究室で簡単に使える装置を５年間の研究期

間内に実用化する事を最終的な目的とする。 

３．研究の方法 
第１の研究では、研究代表者が、機器および

フトウェアの仕様を定め、主たる機器製作業

者との間で試作を進めた。パッチ電極を用い

て蛍光分光と電気活動記録を同時に行うこ

とを目的とする機器を試作した。第２の研究

では、ヒヨコの聴覚系を対象として、in vivo

実験法を確立してきた。さらに蛍光トレーサ

ーの in vivo 局所注入、および蛍光色素を充

填した神経細胞の免疫染色など、神経細胞の

同定と形態観察の手法も安定した実験手技

として確立した。これらの実験への応用を通

して新しい実験手法である蛍光パッチ電極

計測法の問題点を整理・解決する予定である。 

４．これまでの成果 

第１の研究による、蛍光パッチ電極を用いた

分光電気計測装置の開発は、装置の概要と脳

切片標本の神経細胞を当面の対象とした

FRET 計測を中心に述べる。 

分光電気計測装置はレーザー光を２分岐光

ファイバー束の１束に投射する。光ファイバ

ーの他端は電極ホルダーにつながる。検出系

は２分岐光ファイバーの 1束の蛍光信号を集

め蛍光検出用光ファイバー束を介して分光

計で解析する。将来の蛍光寿命計測の為に光

および電気遅延回路を組み込んでいる。レー

ザーは蛍光寿命計測の為の 532nm固体パルス

レーザー(15kHz, 1.3ns, 4 μJ),488nm 固体連



続レーザー(20mW),445nm 固体連続レーザー (40mW)を取り替えて使用する。

神経細胞に接する石英ガラス電極先端は

1-2μm 径であり光強度の厳密な計測は不可能

であるが、パッチ電極からのレーザー光によ

る細胞（直径 10μm）の蛍光イメージは顕微

鏡下に肉眼および高感度 CCDカメラを用いて

可能である。パッチ電極は石英ガラス管から

作製する。細胞の発する蛍光が極めて微弱で

あり、分光には背景蛍光をできる限り抑える

必要がある。無電解メッキによりガラス管表

面をコーティングする事で汚れを防ぎ FRET

応答の記録が可能になった。まだ背景蛍光レ

ベルが不安定であり、電極の特性を安定させ

る一層の工夫は必要である。 

電極ホルダーは光ファイバー束から石英ガ

ラス電極管端面に光を通しかつ戻ってくる

蛍光を光ファイバーに伝え、更に電気現象を

検出する銀線を増幅器に通し、電極内の空気

圧を保つ複雑な構造であるが、電極ホルダー

を黒色デルリン素材で作製し、軸方向に光フ

ァイバー束を連結している。 

以上の装置を試作し、FRET などの光計測と電

気記録をパッチ電極を用いて行う事ができ

た。Ca 応答性 FRET 蛋白 F2C をニワトリ脳に

in vivo 局所注入し聴覚神経細胞に発現させ

た。その後作製した脳切片標本では 445nm 励

起により、KCl 投与で 500nm 近傍の CFP スペ

クトル強度が増加し, 530nm 近傍の YFP スペ

クトル強度が低下する FRET 応答をパッチ電

極先端で記録できた。KCl 洗浄により回復し

た。蛍光色素を逆行性に充填した神経細胞で 

動電位が記録できた。 

第２の研究では、個体脳への分光電気計測装

置の応用の為の準備を進めた。動物個体脳か

らの聴覚応答、特に抑制性神経回路による機

能修飾、特定の神経細胞への蛍光トレーサー

の逆行性充填、形態観察およびチャネルタン

パク質の免疫染色は論文発表した。そして

FRET 蛋白の個体脳局所での発現効率を上げ

る試みも進めている。これらの実験は現時点

ではニワトリヒナで行っているが、マウスを

用いた実験系も既に整備している。マウスは

ニワトリに比べて可聴周波数領域が高く特

殊なスピーカー・マイクロフォンを用いるの

で、実験装置に多少の工夫が必要であった。 

５．今後の計画 
第１に FRET計測の成功確率を高める事など、

蛍光パッチ電極計測の基本的な特性を改善

し幾つかのステップで改良を図る。特に神経

細胞電気活動と FRET 応答、および顕微測光

による FRET 応答と蛍光パッチ電極法による

FRET 応答の厳密な比較をしたい。第２は、個

体脳の神経細胞への応用を進める。 
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