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Abstract: We have developed a photo-thermal stimulation technique for neuronal networks. This method enables flexible 
and precise heating for a neuron, neurite and glial cell by the laser irradiation through microscopic observation and enables 
activation of cells without electrodes and caged compound. In this study, we prepared the ITO glass substrate that 
generates heat by the laser irradiation and cultured Rat hippocampal cells on the ITO glass. With adequate laser power, we 
stimulated a neuron, neurite and glial cell in cultured hippocampal neuronal network. Using this procedure, we can 
observed the evoked Ca2+ oscillations in case of a soma, dendrite and glial cell respectively and also the activities that 
propagated to the entire neuronal network after laser irradiation. These results demonstrate the potential of a non-invasive 
and simplified novel stimulation technique for neuronal networks.   
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1. 序論 
神経ネットワーク中の任意の神経細胞やグリア細胞、及

び神経突起やシナプスを自在に刺激できる技術は、神経ネ

ットワークの機能解析や治療法として有用な技術となる。

脳神経ネットワークの局所刺激法について、これまで電極

を用いた電気刺激やケージド化合物を用いた光刺激技術が

開発され、神経細胞機能メカニズムの解明やブレインマシ

ンインターフェースなどへの応用が成されてきた(1)(2)。し

かしながら、電極を用いた刺激では、空間分解能が低いこ

とや in vivo 刺激の場合には侵襲性があるなどの問題点が
ある。また、ケージド化合物を用いた刺激技術は、刺激で

きる細胞種が限定されることやヒトへの応用が難しいこと、

二光子励起顕微鏡が必要であることや各ケージド化合物が

高価であるなどといった問題点がある。このような背景の

下、本研究では、生体組織にダメージが少ない近赤外レー

ザを用いた局所熱によって神経細胞を刺激できる技術の開

発を行うこととした。培養神経ネットワークを用いて、

1064nmレーザ照射により、神経細胞の細胞体、神経突起、
グリア細胞が刺激されるかを Ca2+イメージング法にて評価

した。 
 
2.方法 
2-1 ITO培養基板の作成 
われわれは神経細胞を刺激するための媒体として、透明

素材である ITOガラスを用いた。この ITOガラスは、近赤
外光に吸収特性を有するため、レーザ照射位置で発熱する。

ITO ガラス上に神経ネットワークを培養すれば、顕微鏡下
で細胞および神経突起にレーザ照射することができ、局所

的な熱刺激が可能となる。 
基板作成は以下の方法で行った。35mm シャーレの中心

に ITO表面が上になるように配置し、1cm四方にカットし
た ITO ガラスの四隅を PDMS（Polydimethylsiloxane）で固
定した。作製した ITO基盤に細胞接着基質である poly-d-ly
sine (50g/ml)をコートした。 

 
 

2-2 海馬初代培養細胞の調整 
妊娠 18日目の Wister Rat胎児から採取した海馬神経細

胞を用いた。取り出した脳から海馬を切り取り、酵素処理

後、細胞密度 1.2×106 cell/mlの細胞懸濁液を作製した。得
られた細胞を ITO基板に蒔き、MACS Medium (B27supple
ment, Penicilline-Streptomycin, L-Glutamine, FBS2%) にて、
37℃、CO2 5％下で培養を行った。 

 
2-3 Ca2+イメージング計測 

Ca2+指示薬として Oregon Green488 BAPTA-1 (Invitrogen)
を使用した。Oregon Green488 BAPTA-1を Neurobasal82μ
l/DMSO8μl/F-127 2μl（DMSO20％）に加え溶解し、培養
5 日目〜21 日目のサンプルに対して最終濃度 3.5μM で投
与した。37℃、CO2 5％下で 60分間静置することにより、
Oregon Green488 BAPTA-1AMを細胞外から負荷した。その
後、新しい培地 2mlに入れ替え AM基を切り離すため、60
分静置した後、培地を除き、人工脳髄液（ACSF：NaCl 127, 
KCl 1.5, NaHCO3 26, KH2PO4 1.3, CaCl2 2.4, MgSO4 1.4，
D-Glucose10（mM））下で観察した。 

Ca2+輝度の動態は、EMCCDカメラ（Andor）を用いて記
録した。レーザ照射による輝度変化を排除するために、

EMCCD カメラ接続部に 1064nm カットフィルターを装着
し、顕微鏡光路から入るレーザ光を遮断した。実験は、室

温 28℃下で行なった。 
 

2-4 1064nmレーザ照射による局所熱刺激 
1064nm レーザを備えた光ピンセットレーザマニュピレ

ーションシステム（シグマ光機）を用いた。局所熱刺激に

よる神経細胞、神経突起、グリア細胞の応答を調べるため

に、レーザパワー10.0-11.5mW で 1 秒間照射し、照射後の
Ca2+動態を観察した。 

 
2-5 データ処理及び解析 
近赤外レーザ照射による刺激応答を評価するために、

Image Jで各照射部位および近傍の神経細胞、神経突起、グ
リア細胞における輝度変化の様子を解析した。 
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Fig. 1 Schematic drawing of a stimulation using 1064nm laser 
irradiation. 

 
3.結果・考察 
3-1 神経細胞の細胞体へのレーザ局所加熱 
神経細胞への局所熱刺激に対する応答を調べるために、

細胞体へレーザ照射した。その結果、照射直後に C a2+オシ

レーションが発生することおよび活動がネットワークに伝

播する様子が観察された。図２は、レーザ照射後に近傍の

細胞の Ca2+輝度が上昇し、5秒後に同期した Ca2+オシレー

ションが観察されたデータである（Fig. 2B）。レーザ照射
部位（→●：細胞体）および輝度解析部位（①～⑤）を Fig. 
2Aに示す。 

 
Fig. 2 Evoked responses by irradiating soma. (A) Fluorescent 
image of stimulus site and analyzed cells. (B) Ca2+ wave forms. 
 
3-2 神経突起へのレーザ局所加熱 
次に神経突起へのレーザ局所加熱による誘発応答を調べ

た。Fig. 3 に神経突起の照射部位（→●：神経突起）と輝
度解析した細胞体を示す。神経突起に照射した直後に Ca2+

オシレーションが観察された。①の細胞は、②〜④の細胞

とは異なったタイミングで発火している様子から、シナプ

ス結合を介して伝播したものと考えられる。 

 
Fig. 3 Evoked responses by irradiating neurite. (A) Fluorescent 
image of stimulus site and analyzed cells. (B) Ca2+ wave forms. 

3-3 グリア細胞へのレーザ局所加熱 
グリア細胞が局所熱に応答するのかを調べるために、グ

リア細胞に照射した。照射部位（→●：グリア細胞）と Ca2+

変化を Fig. 4に示す。レーザ照射によりグリア細胞の Ca2+

輝度が上昇し、数 100ms遅れてニューロンが活動している
様子が観察された（Fig. 4B②）。Fig. 4Bの①の Ca2+波形は

グリア細胞を示しており、神経細胞と同期してオシレーシ

ョンしていることがわかる。これらの結果から、グリア細

胞への刺激が近傍の神経細胞およびグリア細胞に伝播する

ことがわかった。 

 
Fig. 4 Evoked responses by irradiating glial cell. (A) 
Fluorescent image of stimulus site and analyzed cells. (B) Ca2+ 
wave forms. 
 
4.結論 
神経ネットワークの任意の細胞、任意の神経突起を

1064nmレーザを用いて局所加熱した結果、局所熱で神経活

動を誘発できること、およびその活動がネットワーク全体

に伝播することが Ca2+イメージングによりわかった。また、

神経細胞の細胞体のみならず、神経突起への照射において

も活動を誘発することに成功したため、本技術は、特定の

軸索、神経突起、シナプスを刺激できる空間分解能に優れ

た刺激技術になることが期待される。更に、グリア細胞の

刺激により、グリア細胞が局所熱によって刺激されること、

およびグリア細胞の応答によって近傍の神経細胞やグリア

細胞の活動が誘発されることがわかった。しかしながら、

何度の温度上昇で神経細胞およびグリア細胞の活動が誘発

されるのか、また局所熱によって誘発されるメカニズムに

関してはわかっていない。今後、温度変化測定と細胞内外

の Ca2+チャンネルの動態に着目して、熱応答に対するメカ

ニズムを調べてゆく予定である。 

 
5.まとめ 
本研究成果により、近赤外レーザ照射による局所熱刺激

法は非侵襲かつ高空間分解能を有する新たな神経ネットワ

ーク刺激技術になることが期待され、神経細胞ネットワー

クの情報伝達制御機構を解明するための有効な手段になる

と期待している。 
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