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1.1 本研究の 背景と 目的

(1) 背景

生体の神経系の活動 を直接観察す る手法の一つに膜電位感受性色素による神経膜電位イメー

ジングがある. 膜電位イメージングは1968年 にLB. Cohenら と, I. Tasaki, A. Watanabeら

が独立に膜電位感受性色素の蛍光変化が膜電位変化 を反映 してい ることを報告 して以来 [1, 2],

脊椎 ・無脊椎動物 の神経系に適用 され ている [3-17].

方法は, 計測対象神経を膜電位感受性色素によ り染色 し, それ に励起光 を照射す ることで ,

膜電位感受性色素を励 起 し, 発す る蛍光を受光デバイスで受光す ることで行 われる. 膜電位感

受性色素は2種 類に大別 され, それぞれFast response dyeとSlow response dyeと 呼ばれ る.

Fast response dyeで は膜電位の変化に対する蛍光変化の時定数は5-3μs程 度であることが実測

されてお り, 神経応答速度 (ミ リ秒) か ら考えて十分な即応性 を持つ . 一方Slow response dye

は応答の時定数 は1s程 度 と遅いが, 1mVの 膜電位 の変化に対 し1%程 度の大きな蛍光変化 を

示す.

本論文では神経膜電位応答 の直接イメー ジングを目指す ため, Fast response dyeの みを用い

る. 以後, 膜電位感受性色素 とはFast response dyeを 示すもの とする.

膜電位 の変化に対する膜電位感受性色素の蛍光変化量は小 さく, 100mVの 膜電位変化に対 し

膜電位感受性色素の蛍光強度は0.1%程 度変化するに過 ぎない. さらに, 膜電位 は ミリ秒のオー

ダで変化す る現象であるため, ミリ秒で高速撮影す る必要がある. 微弱な蛍光を ミリ秒オー ダ

で記録 し, そ こか ら蛍光強度の1/1000程 度 の信号を抽出するのが膜電位感受性色素によるイ メ

ー ジ ングであ り, イ メー ジングがノイズとの戦いといわれ る由縁である.

昆虫の匂い処理 一次中枢 である触角葉は脊椎動物の嗅球に相当す る器官である. 両者 とも糸

球体構造 を持 ち, また, 嗅受容細胞, 局所介在神経, 上位 中枢への出力神経よ り構成 されてい

る. これ らを元 に両者の匂い情報処理の基本 ロジ ックの共通性 が示唆 されている [18]. しか し,

昆虫の触角葉は脊椎動物の嗅球 に比べはるかに小規模なシステムであ り, た とえば糸球体の数

ではラッ ト約3,000に 対 しカイ コガ57個 程度である [19]. さらに昆虫触角葉では細胞内記録法

によるin vivoで の単一細胞の匂いに対する応答の膨大な報告がある [20-57]. 小規模な系であ

り, かつ膨大な細胞 内電位記録があることか ら, 昆虫の触角葉は系の把握 のためのモデル とし

て有効である.

嗅球および, 触角葉で匂い刺激時に神経活動 として, 膜電位 の振動現象が報告 されている [58-

70]. 膜電位の振動現象は,(1) 上位脳 の匂い情報処理 の前処理 ,(2) セルア ッセンブル コー

デ ィングによるもの,(3) 匂いのファイ ンチューニ ングに使用 されてい る, 等 の仮説, 示唆が

報告 され てい る. また, 振動 とい う特徴的な応答は神経ネ ッ トワークの構成 を考える上で大 き
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な助 けとな りうる. 振動 の生成 メカニズム (生成回路) を明確化することは, 系全体の機能を

考える上での大きな手がか りを与 える. 現在までの嗅球お よび触角葉の振動現象の報告 は電極

による生理学実験的手法 によるものであ り, 振動の空間的な情報は得 られていない. 神経ネ ッ

トワークの振動系は多 くの神経ネ ッ トワークの研 究者 によ りよ く研究 されている. しか し, 電

気生理学的手法, 組織学的手法では神経応答の時空間的応答の把握が難 しいため, 高速かつ高

空間分解能での膜電位 のイメー ジングに大 きな期待が寄せ られている.

(2) 目的

昆虫の嗅覚系1次 中枢 は脊椎動物 の嗅覚系1次 中枢 と構造上 の共通性 が見 られ るこ とよ り

[18], 昆虫, 脊椎動物 を問わず, 共通の匂い処理原理で機能 していると考え られている. 昆虫の

嗅覚系システムは脊椎動物の嗅覚系に比べ非常に少ない神経 により構成 されてお り, 嗅覚系の

機能 を研究す るには適 した材料 であ ると考えられ る. しか しなが ら本研究以前 に昆虫の神経系

に対 し膜電位感受性色素 を用いた膜電位 イメージングの報告はない. 膜電位 イメージングの成

功の鍵 は受光デバイスの1ピ クセル が受光す る膜電位感受性色素の膜電位 に依存す る蛍光の強

度 をいか に大 きくす るかにかかっている. 脊椎動物での膜電位イメージングの場合, 通常1ピ

クセルがカバーす る神経組織に含まれ る神経の個数は1000個 以上 [17] となるよ うにシステムを

設定す る. これにより, 1ピ クセルの膜電位感受性色素の蛍光は1000個 以上の神経信号の合算

値 となるため, 神経活動信 号は大きな値 を容易 にとりうる. 一方, 膜電位イメージングが広 く

適用 されている他の動物 として, アメフラシなどの軟体動物がある. 軟体動物の神経系の場合,

細胞体の体積が大 きく (アメフラシのR2細 胞では細胞体の直径が約2mm), 受光デバイスの1

ピクセルがカバーする領域が1細 胞 より小 さい. このため, 神経細胞に結合 している膜電位感

受性色素のみの蛍光を受光可能である (昆虫, 脊椎動物のイメージングにおいては神経細胞 を

保持す る骨格細胞 (グ リア細胞) も膜電位感受性色素で染色 されるため, 受光デバイスの1ピ

クセルの受光す る蛍光は神経細胞 由来の蛍光 と神経活動 によって変化 しない グリア細胞由来の

蛍光の合成 となる). この ような状況下で得 られ る信号は神経活動由来の成分のみであるため,

計測に とって有利である [15, 16]. 昆虫の神経系は組織 の大 きさ, 神経の大き さともに脊椎動物

と軟体動物の中間に位 置す る. すなわち嗅覚系1次 中枢の触角葉で膜電位イメージングを行 う

場合, 標準的 なシステムでは受光デバイスの1ピ クセルが含む神経の個数が数十個であると推

定され る. このため, 脊椎動物でのイ メージングの ように多数 の神経の同期 した活動を1ピ ク

セルで得 ることによ り生 じる信号強度の加算による増大効果は少な く, また, 受光デバイスの

1ピ クセル が受光す る膜電位感受性色素の蛍光はグリア細胞由来の蛍光を含 むため軟体動物 に

比べ信号雑音非が低 い.

本研究の 目的は中枢神経系での匂 い情報処理機能 の解 明に適 してい る昆虫神経系で時空間的
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に神経活動を記録す る手法である膜電位 イメージングを成功 させ ることである.

1.2 本研究の概要 と意義

本論文は以下の項 目に付き成果 として報告する.

(1) 膜電位 イメージング法の手法の確立

膜電位イメージング法は神経活動 を可視化 し, 時空間的に神経の電気的活動を観 察すること

を可能 とする手法である. 本手法は脊椎動物, 軟体動物で広 く応用 されている.

しか しなが ら, 昆 虫の神経系での電位感受性色素を用いた膜電位 イメージングの報告は今 ま

でになく, 本研究が最初の成功報告例 となった [71-73]. 脊椎動物では記録視野 に対 し神経密度

が高いため, また軟体動物では神経細胞 自体が大きいことか ら神経に結合 した膜電位感受性色

素分子か らのみの蛍光を受光できる領域 が大きい ことにより, 脊椎, 軟体動物いずれ も膜電位

イメー ジングには有利 な計測対象である と考え られ る. しか しなが ら昆虫においては, 神経細

胞 の記録視野 に対 して神経密度 が脊椎動物に比較 して小 さく, また軟体動物 に比較 して神経細

胞 の大きさも小 さいことか ら, 膜電位イ メー ジングには不利な対象 である.

この ような実験対象を用い膜電位 イメージングを始 めて成功 させ た手法を報告す る.

(2) 膜電位イ メー ジングによる昆虫神経系の解明

確 立 した膜電位イメージング手法を用い, 昆虫の神経系の うち, 主に匂い処理一次 中枢であ

る触角葉の刺激に対する応答の計測結果, な らびに解析結果を示す.

具体的 には触角を匂い刺激す るときに触角葉で発生す る振動応答の可視化, お よび生体ア ミ

ンの1種 であるセ ロ トニンの触角神経 に及 ぼす信号修飾効果の可視化を示す .

本研究の意義は, 神経応答 を時空間的に高分解能で記録 できる非常に強力手法である膜電位

イメー ジング法を昆虫神経系 において適用可能であることを明 らかにしたことである. 手法の

有効性 を示す例 として, 匂 い刺激時に触角葉 で発生す る膜電位の振動現象を時空間的に評価 し

た結果 を示 した. また, 触角葉内に存在す ることが確認 されている生体 ア ミンであるセ ロ トニ

ンは行動学的知見 よ り匂いの濃度 に対す る行動発現の閾値 を変化 させることが知 られている.

このセ ロ トニンの触角葉 にお ける時空間的な効果 を膜電位イメージングにより明 らかにした .
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膜電位イメージング手法の確立
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2.1 膜 立イ メー ジ ングの原 理

膜電位感受性色素の電位感受性の発生原理は現在の所確定は していない. しか し, 現在, 最

も確 か らしい と考 えられてい るモデル を紹介す る [74].

膜電位感受性色素は神経の脂質二重膜上に色素の疎水基 を進入 させた状態 で結合す る. この

際膜電位感受性色素分子は2種 類 の状態をとる. 第1の 状態は2つ の膜電位感受性色素分子が

互いに結合 した状態 (ダイマ) を形成 してい るものであ り, 第2の 状態は膜電位感受性色素分

子が単独で存在 している状態 (モ ノマ) である. モ ノマ , ダイマは平衡状態を形成す る. 膜電

位の変化によ り, 平衡 がモ ノマの方向へ移行す るとともに分子に構造変化が発生する. この こ

とによ り, 膜電位感受性色素分子の量子収率が変化 し, 結果 として蛍光強度が変化すると考え

られ る (図2.1-1).

膜電位感受性色素の相対蛍光変化量 (神経が活動 していない状態での膜電位感受性色素の蛍

光強度 に対す る, 神経活動 による膜電位感受性色素の蛍光変化量の割合) は膜電位変化に比例

す る (図2.1-2). そのため, 膜電位感受性色素の蛍光を時系列データとして計測することで,

膜電位の時間変化 を観察す ることが可能 である.

神経細胞内

神経細胞膜

(脂質二重膜)

神経細胞外

図2.1-1 膜電位感受性色素の電位依存蛍光変化原理

膜電位感受性色素分子 は神経が活動 していない状態ではダイマの状態 (I) とモノマの状態 (II)

を取 り, 両者 はある解離速度定数Kdで 平衡に達 している. 神経活動が発生 し, 膜電位の変化が

発生す ると状態Iか ら状態IIに 平衡が移動 し, かつ状態IIの 分子はその分子構造を変化 させ る

(状態III). これによ り, 膜電位感受性色素の量子効率が変化 し, 蛍光強度 が変化する. 参考

文献 [74] よ り引用.
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図2.1-2 神経膜電位-膜電位感受性色素相対蛍光変化量 (△A/A) の関係

膜電位に対 し膜電位感受性色素の相対蛍光変化量は神経活動の発生す る膜電位変化領域 (-100

mVか ら+100mV) で線形である. 膜電位感受性色素開発段階で-100mVか ら+100mVの 範囲

で相対蛍光変化量が非線形を示す ものは膜電位感受性色素 として不適 とみなされ採用 されない

ことより, 現在使用 されている全ての膜電位感受性色素は膜電位 に対す る相対蛍光変化量の線

形性が保障 されてい る. 参考文献 [75] か ら引用.

計測 にあたっては膜電位感受性色素の蛍光強度の変化を高感度, 高速記録可能な受光デバイ

スで受光す ることで, 神経細胞の膜電位 の変化 を時空間的に測定する (図2.1-3).

膜電位感受性色素の蛍光変化量は神経活動がない状態での蛍光強度 (F0) に対 し, 神経活動

により1-0.1%程 度変化す る.(図2.1-4).

ノイズ源 として, シ ョッ トノイズが主である場合, 信号 ノイズ比 は受光デバイスが受光す る

蛍光強度の1/2乗 の比例す る. このことよ り, ノイズの低減化のため明るい光学系 (対物 レンズ

の開口数, 光学 フィル タの透過率) を用いることが重要である. また, 受光デバイスの得 る光

量は同開 口数の対物 レンズの場合, 倍率の逆2乗 に比例するため, 一定の信号ノイズ比 を得 る
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ためには倍率に上限が存在する.

生体の膜電位感受性色素の染色は, 色素により異なる効果限界濃度が存在する.効 果限界濃

度以下では膜電位感受性色素の蛍光強度は組織単位面積当たりのバインドしている膜電位感受

性色素濃度に比例するが, 限界濃度を超過すると膜電位感受性色素濃度を高濃度にしても, 蛍

光強度の増加はあまり望めない.さ らに, 生体に対する膜電位感受性色素の毒性の問題があり,

計測対象に対 し毒性の評価を行った上で総合的に膜電位感受性色素の適用濃度を決定する必要

がある.

図2.1-3膜 電位イメージングの計測システム概略図

信号 ノイズ比を高める方法 として, 励起光強度 を高める方法がある.蛍 光強度 は励起光強度

に比例す るため, 使用す る膜電位感受性色素 を効率 よく励起できる波長での強力 な光源 を用い

ることは効果的である. しか し, 膜電位感受性色素の信号は1.0-0.1%程 度の変化であるため,

光源の安定性はこれ より一桁以上高いものが必要である. 励起光が計測 に与える問題点は (1)

計測対象組織 のフォ トダメージ (2) 膜電位感受性色素の強退色 (3) 生理食塩水の熱対流 によ

る計測対象組織 の動き (4) 組織の熱上昇による膜電位感受性色素の量子収率の変化が挙げ られ

る. これ らを考慮 した うえでの使用光源の選択 が必要 となる.

さらに信号ノイズ比 を高くす るための方法 として, ノイズ特性がホワイ トノイズ と見なす こ

とができる場合 は, 信号を加算平均すること, 1フ レームの露光時間を長大化す ることが考えら

れ る. この時信号 ノイズ比は加算平均回数 の1/2乗 に比例 し, 露光時間に対 しても1/2乗 に比例

す る. 測定にあたっては, 測定対象 の応答時間特性, 定常性等 を考慮 し, これ らの方法を検討
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する必要がある.

著者 はこれ らの条件 を検討 した結果, 膜電位感受性色素RH414に 対 し, 対物 レンズ20倍,

開口数0.75, 励起フィル タ535±25nm, 蛍光フィル タ615nmバ イパス, 直流 ドライブメタ

ルハ ライ ドランプ750W (光量安定性0.008%), 受光デバイス空間分解能128x128ピ クセル

の観測系を開発 し, 本研究では主にこれ を使用 した.

図2.1-4 膜電位感受性色素の膜電位変化に対す る蛍光変化

膜電位感受性色素の蛍光変化量は神経細胞 の活動電位変化 に比例す る.活 動電位の変化に対す

る膜電位感受性色素の蛍光強度変化の遅れ時間は5-3μsで あることが実測によ り確かめられて

いる. 蛍光強度の変化量△F/F0は1/100か ら1/1000の 値 である.
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2.2 実験材 料

2.2.1 昆 虫 の嗅 覚 系1次 中枢

昆虫の嗅覚系1次 中枢である触角葉 の構造および構成神経を示以下に示す . 触角葉は昆虫の

脳 の中央 に座 し, 左右に1対 存在す る (図2.2.1-1). 触角葉は触角か らの触角神経束 (Antennal

nerve, AN) が入力す る.

触角葉は中大脳の大部分を占め, グリア細胞で縁取 られた卵形 の糸球体 とよばれる多数 のニ

ュー ロピル (neuropile) か らなる (図2.2.1-1). ちょうどブ ドウの房 のような構造である. 触角葉

の中心部 は, 比較的太い神経線維か らな り, 糸球体構造はない. 糸球体では触角か らの入力神

経 と, 局所介在神経, および出力神経がシナプスを形成する (図2.2.1-2). 糸球体の数 に関 して

は, 各触角葉にカイコガで約56, タバ コスズメガ約66, アゲハチ ョウ約60, シ ョウジョウバ

エ約43, ミツバチ約166が 報告 されてい る. 個々の糸球体はその空間位置, サイズか ら多くは

同定可能である. 一般の昆虫では触角葉 において このよ うな共通 した構造をもつものの, バ ッ

タでは約1000も の小 さな糸球体か ら構成 され, 個々の糸球体を同定す ることはできず, 異なっ

た構造的特徴 をもつ (図2.2.1-3).

性 フェロモ ンを配偶行動の重要 なコミュニケーシ ョン物質 として利用する鱗翅 目昆 虫な どで

は, 雄のみ に大糸球体 (macroglomerular complex, MGC) といわれ る巨大な糸球体 をもつ. 大

糸球体は通常触角葉の最 も背側領域に1つ 存在 し, 顕著な性的二形性 を示す (図2.2.1-4).大 糸

球体に対 し, 通常の糸球体を常糸球体 (ordinary glomemlus, G) とい う. 雄 カイコガの場合, 常

糸球体 の直径は約50μmで あるのに対 し, 大糸球体の直径は約150Fmで ある. 大糸球体は複数

のニュー ロピル からなるコンパー トメン ト構造の集合体である (図2.2.1-4). 性 フェロモ ンは通

常複数成分か らなるが, それぞれのコンパー トメン トが性 フェロモ ンの構成成分の信号処理に

対応 す る と考 え られ てい る. カイ コガや タバ コス ズメガでは大糸球体 はcumulus, toroid,

horseshoeと 呼ばれる3つ のコンパー トメン トか ら構成 され る. タバ コスズメガでは, 性フェロ

モ ンの主成分に応答する嗅受容細胞はtoroidに, 副成分 に応答す る嗅受容細胞はcumulusに 投

射する. また, 最近雌のタバ コスズメガにおいて, 雌特有の糸球体 も存在 し, ある特有のにお

い物質 (宿主植物 のにおい成分) に応答す る嗅受容細胞の軸索が投射す ることが報告 されてい

る.
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図2.2.1-1 昆 虫の脳 (カイ コガ) の概観 お よび触 角葉 の構造.

カイ コガの脳 (A) お よび触 角葉 (AL) の 正 面 (B), 側 面 (C) の模 式図 . MGC大 糸球体, AMMC機 械

感覚 運 動中枢, AN触 角神 経, G常 糸球体, LC, MC触 角葉神 経 の細胞 体群, MBキ ノ コ体, Oe

食道, SOG食 道下 神経 節. スケー ルバ ー: 200μm. B, Cは 参 考文 献 [76] よ り引用.
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図2.2.1-2 触 角葉構 成神 経お よび そ の結合様 式

A: カイ コガ触角 葉 共焦点 顕微鏡 画像. D背 側, L側 方, M中 心 側, V胸 側 . B: カイ コガ触 角葉

局所 介在 神 経 (LN). C: カ イ コガ常糸 球体 出 力神経 (PN), D: ゴキブ リ糸球体 免疫 電 子顕微 鏡

標 本. E: 糸球体 シナ プ ス コネ クシ ョン模 式 図. Gir: GABA免 疫 反応性 神経 (局所 介在 神経), NN:

非 免疫 反応 性 神経, ORN: 嗅受 容細 胞, PN: 出力神 経, s: シナ プ ス. D, Eは 文献 [77] よ り引用.
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図2.2.1-3 糸 球 体 の 構 造 .(左) 雄 カイコガの触角葉は1つ の大糸球体 (MGC) と多数の常糸球体

(Gs) か ら な る,  大 糸 球 体 はcumulus (C), toroid (T), horseshoe (H) の3つ の コ ンパ ー トメ ン トか ら

構 成 され る. スケールバー: 100μm.(右) 各種昆虫の触角葉a: ゴキブ リ (Leucophaea maderae),

b: バ ッ タ (Schistocerca gregaria),  c: ミ ツ バ チ (Apis mellifera), d: シ ョ ウ ジ ョウバ エ (Drosophila

melanogaster), e: ヤ ガ (spodoptera littoralis) 雄, f: 同 雌, ス ケ ー ル バ ー: 100μm (a, b, c, e, f),

10μm (d). 参 考 文 献 [78] よ り 引 用 。
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図2.2.1-4 嗅 受容 細 胞 の触 角 葉 への投 射様 式. 宿 主植 物 な どの一般 臭 を受容 す る嗅受 容細胞 の

軸 索 は, 常 糸球 体 に投 射す る. 性 フ ェ ロモ ンを受 容 す る嗅受 容細 胞 は, 大糸球 体 に投射 し, 性

フェ ロモ ンの構 成成 分 (こ の 図で は, A, B) に よっ て投射 す る大糸 球体 の コ ンポーネ ン ト (A, B)

が異 な る. 各糸 球 体内 で は, 嗅 受容 細胞, 局所介 在神 経 (LN), 出力神 経 (PNs) が さま ざまな シ

ナ プ ス結合 を構 成 す る.文 献 [78] よ り引用.

触 角 葉 を構 成す る神 経 細胞 は, (1) 入 力神 経 で あ る嗅受 容細 胞, (2) 触 角葉 のみ で分 枝す る局

所 介 在 神経, (3) 触角 葉 か ら脳 の他 領域 へ の 出力神 経, お よび (4) 前 大 脳 か らの触 角葉 へ の遠 心

性 神 経 で あ る (図2.2.1-2). 嗅受 容 細胞 の数 は1万 か ら10万 (シ ョウジ ョウバ エ, 約1200; カ

イ コガ, 約4万; タバ コスズ メガ, 約30万; ミツバチ, 6万5千) で ある. これ に対 し局所介

在神 経 の数 は300か ら750 (タバ コスズ メガ, 約360; ミツバ チ, 約750), 出力神 経 の数 は200

か ら1000 (タバ コス ズメ ガ, 約900; ミツバ チ, 約1000) で あ る.各 神経 細胞 の数 の比 か ら,

嗅受 容神 経 に よっ て伝 達 され る にお い情 報 は触 角葉 で収歛 され, におい 情報 は増 幅 され る と考

え られ る. 事 実, 出力 神経 の にお い応 答 の閾値 は嗅 受容 細胞 よ りも低 い こ とが知 られ て い る,

17



2.2.2 計測 に いた昆 虫

膜電位イメージングの実験対象 とて, 微小電極 を用いた細胞内記録法 による触角葉匂い情報

処理の膨大な先行研 究のある事を理由に鱗翅 目昆虫, 特にエ ビガラスズメ, カイ コガを選択 し

た. これ らの昆虫では性 フェロモ ン処理系に関す る研究が盛 んに行われてい る.ま た, 一般臭

に対す る触角葉の情報処理 を調査するための対象 として, マルハナバチを使用 した.

・エビガラスズメ

エ ビガラスズメ (図2.2.2-1) は低温麻酔 (4度) 後, 頭部外骨格, 複眼, 筋肉を除去 した .

その後, 触角葉の気管お よび神経鞘 を鋭利なピンセ ッ トを用い除去 した. 膜電位感受性色素

RH414 (Molecular Probe社 製, T1111, アメ リカ) を生理食塩水 (NaCl117mM, KCl15mM,

CaCl2 4mM, MgCl2 1.8mM, NaHCO3 8.0mM, pH7.5) に溶解 し, 3mg/mlの 濃度 に調整 した

染色液中に脳 を室温, 1時 間放置することで染色 した. 染色後, 膜電位感受性色素を十分 に生理

食塩水で洗浄 し, 実体顕微鏡下にセ ッ トした.

エ ビガラスズメを用いた実験 は実体顕微鏡 での測定系の評価のための実験であ り, 実体顕微

鏡の対物 レンズは十分な長 さの焦点距離をもつ ことか ら, 測定は脳 を摘出せず, 体に脳 をつけ

たまま (頭部 の解剖 により脳 を露出 したのみの状態) での計測をお こなった . 脳 を摘出する測

定法に比較 して, 本方法ではよ り自然に近い状態 で昆虫神経系の神経活動が観察可能である と

考えられ る.
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図2.2.2-1 エ ビガ ラス ズメ

A: エ ビガ ラスズ メ成 虫. B: 触 角 葉ス ライ ス画像. C: 膜 電位感 受性色 素RH414に よ り赤 色 に染

色 され た脳. 白線 四角 が測 定視 野. AL; 触角 葉, AN; 触 角神 経, LC; 側 部神 経細 胞群, MC;

中心神 経細 胞群, MGC; 大 糸球 体, OG; 常糸球 体, OL; 視 葉, SOG; 食 道下神 経節.
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・マル ハナ バチ

材 料 と してマ ル ハナ バチ の働 き蜂 (図2.2.2-2) を使用 した. 温 度4度 で1時 間マ ルハ ナバ チ を

低 温麻酔 し, 触 角, 複 眼 を残 し脳 を摘出 した, 摘 出 した脳 の触 角葉 部 の神 経 鞘 を鋭 利 な ピンセ

ッ トで取 り去 った後, 色素 の染 色効 率 を向上 させ るため, マル ハナ バ チ用生 理食塩 水 に溶解 さ

せ た1%プ ロテア ーゼ (Sigma社 製, type XIV, Bacterial, ア メ リカ) で4分 間室 温 で放 置 した .

使 用 した マ ルハナ バチ 用生理 食塩 水 の組成 は, NaCl130mM, KCl6mM, CaCl2 5mM,MgCl2 4

mM, pH6.7で あった.

イ ンキ ュベ ー ト後, プ ロテ アー ゼ を生理 食塩 水 で完全 に洗 浄 し, そ の後膜電 位感 受性 色素

RH414 3mg/mlを 脳 に滴下 し, 温度4度 で15か ら30分 間放 置す る ことで神 経組織 を染 色 し

た,

図2.2.2-2 マル ハナ バ チ
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・カイ コガ

実験 に使用 した カイ コガ は, 京 ヤ株 式 会社 よ り卵 の 状態 で購入 した もの を飼 育 した, 計測 に

は羽化 後10か ら数 日の雄 カ イ コガ (図2.2.2-3) を用 いた. カイ コ ガの頭 部 を切断 し, 頭 部外

骨 格, 複 眼, 筋 肉 を除 去 した. その 後, 触角葉 の気管 お よび神経 鞘 を鋭利 な ピンセ ッ トを用 い

除 去 した. 膜 電位 感受 性 色素RH414を カイ コガ用 生理 食塩 水 (NaCl 140mM, KCl 5mM, CaCl2

7mM, MgCl2 1mM, NaHCO3 4mM, TES 5mM, trehalose 5mM, sucrose 100mM, pH7.5)

に溶解 し, 3mg/mlの 濃 度 に調整 した染 色液 中に脳 を室温, 5分 間放 置す る こ とで染 色 した. 染

色 後, 生 理食塩 水 に よ り十分 に洗 浄 し, 細 胞膜 に付 着 しな か った色 素 を洗 い流 した.

図2.2.2-3 雄 カ イ コ ガ
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2.3 膜電位 イメージングのための基礎的研究

昆虫神経系に対 し膜電位イメージングを可能 とする実験装置の構築, およびイメー ジングに

最適な実験パ ラメタ (膜電位感受性色素の選択, 濃度, 染色時間等) の調査結果を示す.

2.3.1 励 起光 の 光源

一般 に蛍光色素の蛍光強度Fは 蛍光色素が飽和濃度以下の濃度において次式 (式2.3.1-1) で

表せ る.

(2.3.1-1)

ここで

Φは蛍光色素の量子収率であり, εは分子吸光率, nは 単位面積あた りの蛍光色素の分子数, Iex

は蛍光色素を励起す る励起光の強度である. 膜電位感受性色素ではΦは (式2.3.1-2) で表せる.

(2.3.1-2)

ここでVは 神経 の膜電位,ε'は比例定数である. 以上か ら, 膜電位感受性色素の蛍光強度は励起

光強度に比例す る.

脊椎動物お よび軟体動物の膜電位イメージングシステムの光源はハ ロゲンランプを直流安定

化電源で駆動する方法が一般的である. 昆虫神経系を計測対象 とした膜電位イ メー ジングシス

テムの構築にあた り, 一般的に用いられ る出力300Wの ハ ロゲンランプを直流安定化電源で駆

動 し, エ ビガ ラスズメの触角葉で触角神経電気刺激時の触角葉 の神経応答の記録を試 みたが,

いかなる応答 も記録 できなかった, そ こで, 膜電位感受性色素 の蛍光強度は励起光強度 に比例

す る (式2.3.1-1) ことか ら, 励起光用光源 として以下の条件 を満たす励起光システムを清原光

学株式会社 とともに開発 した.

(1) 膜電位感受性色素の励起波長帯である可視光波長域で高出力であ り,

(2) 出力光強度 のふ ら付きが0.01%以 下である

上記 (1) の条件 を満たす ものは高輝度放電管 (HIDL) である. レーザ光は (1) 出力波長が単波長
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であ り, 膜電位感受性色素の最適励起波長 と一致 しない.(2) 照射面にモア レ干渉像が発生す る

ため測定面に均一に励起光 を照射できない.(3) 出力安定性が2%程 度であ り膜電位感受性色素の

膜電位 に対す る蛍光変化量が1-0.1%で あることか ら励起用光源 として適 さない. HIDL中, 水

銀 ランプは出力波長 が不連続の輝線スペ ク トルであ り, 膜電位感受性色素の最適励起光波長 と

水銀の輝線波長が一致 しないため膜電位感受性色素の励起用光源 としては適 さない. キセノン

ランプ とメタルハ ライ ドランプは直流安定化電源 を使用することで条件 (1),(2) をクリアするが,

発光効率 においてキセ ノンランプが約40lm/Wで あるのに対 し, メタルハ ライ ドランプが約60

lm/Wで あるためメタルハライ ドランプを採用 した. 図2.3.1-1に メタルハ ライ ドランプの出力

波長スペ ク トルを示す. 波長436, 546, 578nmに 水銀の輝線スペ ク トルが見 られ, その他 の

可視光領域 (380-750nm) において連続 した出力を持 っている.

図2.3.1-1 メタル ハライドランプ出力光 波長 スペ クトル

波長436, 546, 578nmに 水銀の輝線が見 られ る. 可視光領域において, 輝線 スペ ク トル以外

の領域 で連続的な出力波長特性を示す.

2.3.2 膜電位感受性色素の選択

図2.3.2-1に 現在使用 されてい る代表的な膜電位感受性色素を示す. 高信号雑音比 を実現するた

め, 単位励起光強度 に対す る蛍光強度 が大きい もの, すなわち量子収率の大 きいものから順次
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昆虫の脳 を用 いスク リーニングを行 った. 評価項 目は脳の染色性である (表2.3.2-1). 染色性の

評価 は各色素を3mg/mlの 濃度で生理食塩水に溶解 させたものを用い, 1時 間室温で染色後, 生

理食塩水で洗浄 し, 染色状態 を比較 した. その結果, RH414お よびRH795に ついて良い染色

結果が得 られた. 量子収率を比較するとRH414がRH795よ り大 きいため, 膜電位感受性色素

としてRH414 (図2.3.2.2) を選択 した.

図2.3.2-1 代表的な膜電位感受性色素の構造式

表2.3.2-1 膜電位感受性色素の昆虫脳組織染色性スク リーニング結果

◎:良 好, △:良, ×:染 色 され な い
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図2.3.2-2 膜 電位感 受性 色 素RH414構 造式

2.3.3 光 学 フィル タ

高信号雑音比で膜電位感受性色素の蛍光変化 を記録するためには, 使用する膜電位感受性色

素に対 し適切な波長特性 を持つ励起光フィル タおよび蛍光フィル タを設定する必要がある.

膜電位感受性色の最適励起波長域 は色素が付着する神経細胞の種類の違いにより数十nmの

範囲で変化す ることが知 られている, そ こで, 以下に示す ように昆虫の脳に付加 した膜電位感

受性色素の吸光波長特性を実測 した (図2.3.3-1). 脳神経に結合 した膜電位感受性色素が吸光を

示す波長域 は膜電位感受性色素が励起 されるのに適切 な波長域 であるか らである.

カイ コガの脳 を取 り出 し, 無染色の状態で脳 自身が持つ吸光特性を分光器 (PMA-11, 浜松 ホ

トニクス株式会社) を使用 し透過光観察にて計測 した. その後同一の脳 に対 し膜電位感受性色

素RH414を3mg/mlの 濃度で5分 間染色 し, 余分な膜電位感受性色素 を洗浄 した後, 染色 さ

れた脳 の吸光特性 を計測 した. 各波長での吸光率absorptivityは 膜電位感受性色素染色前の脳

の各波長 での透過光強度に対す る膜電位感受性色素染色後の脳 の各波長での透過光強度の比率

で表 した.

その結果, カイ コガ脳 に結合 した膜電位感受性色素の吸光波長域は430nmか ら625nmで あ

り, また625nmか ら800nmに 蛍光の発 生が認 められた.

この結果 と後述す る内因性信号の評価結果 (2.3.8参 照) よ り, 膜電位感受性色素 に対する効

果的な励起お よび蛍光フィル タとして, 励起波長用 フィル タ535±25nm, ダイクロイ ックミラ

590FT, 蛍光フィル タ615nmハ イパスフィル タを用いた.
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図2.3.3-1 膜電位感受性色素が結合 した脳 の透過率・波長曲線

2.3.4 光 学 系

膜 電位 イ メー ジ ン グに は膜電 位感 受性 色 素 の蛍 光 を よ り多 く受 光す るた め, 明 るい光学 系 が

必要 とな る. レンズの性 能 (集光能 力, 分解 能) を示 す 一般 的 に使用 され るパ ラメ タ と して,

開 口数 (Numerical Aperture, N.A.) が あ る. 開 口数 の 定義 を式2.3.4-1に 示 す.

(2.3.4-1)

ここでNは 測定物 とレンズ間を満 たす媒質の屈折率, φmaxは焦点にある点光源か ら発生す る光が

レンズの有効径を通過す るときの円錐形光束の最大角である (図2.3.4-1).

観察対象である昆虫の触角葉は小面か ら見ると卵形を してお り, 長径約300-800μmで ある.

後述す る受光デバイスの受光面が一辺約9mmの 正方形であることか ら使用す る対物 レンズは

10倍 または20倍 の倍率が触角葉全体をカバーす るのに適 している. 10倍 および20倍 の倍率を

もつ対物 レンズを調査 した結果, 現行で最 も高い開 口数を持つ レンズは生物顕微鏡ではカール

ツワイス社性の ものであ り, 開口数0.45 (10倍),0.75 (20倍) であった. このため, 光学系

として これ らの対物 レンズを採用 した.
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図2.3.4-1 レ ン ズ 開 口数

レンズの開 口数は焦点・レンズ間の媒質の屈折率 と焦点か ら発生 した光が レンズ有効径 (d), 焦

点距離 (F) によ り決定 され る角φmaxの112の 正弦関数の積で与えられる. 開 口数が大 きい レン

ズほど集光能力が高 く, 明 るいレンズである といえる.

2.3.5 受光デバイス

膜電位感受性色素 を使用 した膜電位イメー ジングにおいて計測す る膜電位感受性色素の蛍光

強度の範囲は光子数で107-1012/cm2・sで ある. この蛍光強度が神経活動により0.1%程 度変化

す る.こ の変化 を記録す るためには受光デバイスの受光強度の レンジが107-1012/cm2・sの 領域

をカバー してお り, かつデー タ分解能が0.01%以 上の ものが必要である. データ分解能が0.01%

を実現す るためにはデバイスの1ピ クセルの出力す るアナログデー タをA/D変 換す る際, 14bit

以上のデー タ長が必要である.

さらに, 神経活動は ミリ秒 の現象であることか ら時間分解能はサブ ミリ秒 (記録周波数1kHz

以上) であることが望ま しい. 膜電位イメージング用デバイス としてCCDカ メラ等イ メー ジン

グデバイスのイメージ記録周波数を高 くする上で最 も問題 となる点が14bit以 上のデータ長 を

1kHz以 上でA/D変 換す るA/D変 換速度である.

イメージング機器 として富士写真 フイルム社製HR Deltaron 1700を 利用 した. この受光デ

バイスは受光強度のダイナ ミックレンジが光子107-1012/cm2・sの 領域 に対応 してお り, 128×

128ピ クセルの空間分解能,最 大時間分解能0.6ms/frame (1フ レームのサンプ リング周波
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数; 1.7kHz) を有す る. 本機器 は信号処理部 に8bit差 分法 を使用す ることで, 8bitデ ー タ長

の処理系であるにもかかわ らず最大18bit相 当のデータ長の処理を行 うことを可能 としている

(図2.3.5-1). イメージングデバイスの記録 レー トを高 くする上でボ トルネ ックとなるA/D変 換

機構は8bitの 変換機 を使用するため, 高速処理が可能である.

このイメージング機器の出力は膜電位感受性色素蛍光変化 とリファレンスデータの差分 (△F)

であるため, 後処理によ り相対蛍光変化量 (△F/F) を求める必要がある (2.4.3参 照).

図2.3.5-1 8bit差 分 法 を用 い たイ メー ジ ングデバ イ ス処理 回路

8bit差 分法による計測は神経活動 による膜電位感受性色素の蛍光変化を計測する直前に神経活

動 のない状態での膜電位感受性色素蛍光強度 を リファレンスデータ として記録 し, 続いて刺激

等 を与えることで発生す る神経活動 による膜電位感受性色素の蛍光強度変化 を測定す ることで

行われ る. A: リファレンスデータの取得時の回路. 神経活動がない状態での蛍光強度を8bit

SRAM1-3に 増幅後 の差分データ として記録す る. B: 神経活動による膜電位感受性色素の蛍光強

度変化記録時の回路. SRAM1-3に 記録 した リファレンスデータを減算 しながら差分デー タのみ

を出力する. 得 られ る出カデータはPhoto Deviceが 受光 した光量 とリファレンスデータの差分

であ り, メモ リに記録 され る.
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次 に本イメージングデバイスを含む, 計測系全体のノイズ評価を行った. 図2.3.5-2に 計測系

のノイズ評価を行った結果 を示す. 図2.3.5-2 (A) はシステム光源 を用い受光デバイス全域を一

定輝度で照射 したときの光量 ノイズ曲線 である. 受光デバイス単体の曲線 (図Aの 点線) はほ

ぼ直線である. 比較のためにイメージインテンシファイア (International社 製, VS54-1845,

アメ リカ) を受光デバイスに組み合 わせ た結果, 光量 ノイズ曲線 は直線にならず, イメージイ

ンテ ンシファイアが膜電位感受性色素の光強度範囲でシ ョッ トノイズ以外のノイズを含んでい

ることを示 した. このため, イメージイ ンテ ンシファイアを受光デバイスに組み込む ことを見

合わせ た.

図2.3.5-2 (B) は, 受光デバイスの全 ピクセル が均一 に, かっ シ ョッ トノイズ レベルの出力

を行 っているか評価 した結果である.

受光デバイス中心に最大輝度 の照明光が照射す るよ う絞 りにより調整 し, さらに同心円状 に

中心か ら外部に向かって輝度が滑 らかに低下す るように受光デバイスの受光面上の輝度の分布

を調整 した.

図中の各色の点は受光デバイスの各画素 (全体で16384点) の受光する照明光の輝度に対す

るノイズ レベル を示す. 図中の点の色の違いは, ランプ装置のNDフ ィル タによ り受光面へ照

射す る照明光の輝度 レベル を変 えた時の測定結果 を表す. 縦軸は雑音の1標 準偏差の値であ り,

横軸は1画 素が受光 した照明光強度の平方根である. 各色の点は相似形 を示 してお り, かつ各

色の点で光量に対 しノイズ レベル はほぼ1/2乗 に比例 している (図の赤直線). この結果 は, 測

定系の雑音の主な成分がシ ョッ トノイズであることを示 している. 光量がデバイス出力値で25

以下の点は光量不足でデバイスの計測 レンジ以下の領域であるため, 直線か らずれが見 られる.

また, 矢印部分は受光デバイスのエ ッジ部分にあた り, この領域の画素の出力の信用度 は低い

ことが判明 した.
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図2.3.5-2 シ ス テ ム ノイ ズ評 価 結 果

A: 受 光デバ イ スの 単 ・ピクセ ル での入射 光 強度-ノ イ ズ曲線 , 実線 がイ メー ジ ングデバ イス とイ

メー ジイ ンテ ン シフ ァイ アを組 み合 わせ た もの . 実線 は イ メー ジン グデバ イ ス単体 での出 力 .

B: イ メー ジ ングデバ イ スの各 ピクセル の出 力の均一 性 の評価 . 一部の ピクセル (矢印) で不正

な 出力 を行 な うピクセル が存 在す る,
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2.3.6 膜 電位感 受 性 色素 の濃度

膜電位感受性色素の濃度は脊椎動物の脳, お よび軟体動物の神経系に対 しては0.1mg/ml程

度の濃度で使用 され る [10, 11, 13, 15, 16]. 昆虫の神経系に対 し同様の濃度 を使用 し計測 した結果

神経活動に伴 う膜電位感受性色素の蛍光強度変化は記録 できなかった。そのため, 膜電位感受

性色素 により染色 された神経細胞の蛍光強度が飽和す る膜電位感受性色素の濃度付近で計測を

試みるため, 神経細胞の膜電位感受性色素の蛍光強度が飽和す るような膜電位感受性色素の濃

度を計測 した.

計測 には材料 としてエビガラスズメお よびカイ コガの脳 を用いた. これ らの昆虫の脳 を摘出

し, 正中線上で脳 を2分 し, 膜電位感受性色素RH414で 脳 を15分 (カイ コガ) または1時 間

(エビガ ラスズメ) 染色 し, 膜電位感受性色素を洗浄後, 蛍光強度 を測定 した. 膜電位感受性

色素の濃度 を1-5mg/mlの 範囲で変えることで飽和染色濃度 を求 めた (図2.3.6-1).

図2.3.6-1 RH414濃 度 ・蛍 光強 度 曲線

膜電位感受性色素の濃度 を1-5mg/mlの 範囲で変化 させたときのカイコガ脳の蛍光強度の変化.

膜電位感受性色素の濃度4mg/mlで 飽和 してい る.

膜電位感受性色素RH414は カイ コガ, エ ビガラスズメとも低濃度ではほぼ濃度 と蛍光強度 は

31



線形 であったが, 濃度3mg/mlで 変曲点を迎え4mg/mlで 最大蛍光強度 を示 した. 2.3.7で 示す

色素の神経細胞 に対する毒性の評価結果 とあわせて考慮 し, 膜電位感受性色素RH414の 濃度は

最大蛍光強度が得 られ る濃度の近傍 である3mg/mlが 最適であると結論 した.

2.3.7 膜電位感受性色素の毒性の評価

膜電位感受性色素 として流通 している色素は一般的に神経に対 し低毒性である. これは膜電

位感受性色素開発段階で毒性が高い ものは除外 され るためである. しか し, 昆虫の神経系を膜

電位感受性色素で染色する際の濃度が脊椎動物, 軟体動物で通常使用 され る濃度の約10倍 の濃

度であるため, 膜電位感受性色素の毒性の評価 を実際に昆虫の生きている脳を使用 し評価 した.

これ までの考察によ り得 られ た昆虫神経系での膜電位イメージングに対す る最適な実験条件

を満 た した計測系を構築 した (具体的 には2.4節 参照). その結果カイ コガ, エビガラスズメ,

ワモンゴキブ リに対 して, 触角神経 を電気刺激 した際 に触角葉 で膜電位感受性色素の蛍光強度

変化 を記録することに成功 した (図2.3.7-1). 膜電位感受性色素の毒性の評価 はカイ コガ脳 を膜

電位感受性色素RH414 (濃度: 3mg/ml) で染色 し, 膜電位感受性色素の染色時間を変えて触

角神経 を電気刺激 した際の触角葉で得 られ る膜電位感受性色素の蛍光変化を比較す ることで行

った.

図2.3.7-1に 膜 電位 感受 性色 素 の脳染 色 時間 を5分 (図2.3.7-1A), 10分 (図2.3.7-1B), 20

分 (図2.3.7-1C) の条件 で染 色 した各 ケー スで の触 角神 経 を電 気刺激 した際 の雄 カイ コガ の大

糸 球体 領域 での膜 電位 感受 性 色素 の相 対蛍 光 変化 量 (△F/F) の5分 ご との時 間変化 を示 す .

最 も膜電位感受性色素の神経に与 えたダメージが少ないと考えられ る膜電位感受性色素を5

分間染色 したケースでは時間経過 とともに相似形で応答が減少 した. それに対 し10分 間染色 し

たケースでは膜電位感受性色素の蛍光変化の最大値 を取る時間が時間経過 とともに遅れ る現象

が観察 された. さらに, 20分 染色 したケースでは波形が5分 間, 10分 間の膜電位感受性色素染

色のケースと大 きく異なっていた.

膜電位感受性色素の毒性 によ り一定の確率 で神経がダメージを受 け応答 しなくなると考える

と活動 可能な神経 の数N (t) の時間変化は式2.3.7-1に 従 う.

(2.3.7-1)

ここでNOは 染色終了直後に活動可能であった神経細胞の数 , λは単位時間に不活性化す る神経

細胞 の割合である.
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図2.3.7-1 膜 電位 感受 性 色素 染色 時間 に よる

膜電位感受性色素の蛍光変化の時間変化の比較

A: 膜電位感受性色素で5分 間カイコガ脳を染色 した条件での触角神経電気刺激 による触角葉

MGCの 相対蛍光強度変化, B: 膜電位感受性色素で10分 間カイ コガ脳を染色 した条件での触角

神経電気刺激による触角葉MGCの 相対蛍光強度変化, C: 膜電位感受性色素で20分 間カイ コ

ガ脳 を染色 した条件での触角神経電気刺激による触角葉MGCの 相対蛍光強度変化 ,
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図2.3.7-1の 膜電位感受性色素染色時間の異なる各ケースの波形 の最大値 を時間ごとにプロッ ト

す ると, 5分 間染色, 10分 間染色のケースで式2.3.7-1に 従 うことがわかる図 (2.3.7-2). ただ

し膜電位感受性色素の蛍光変化 が50%に 減衰するまで5分 間染色ケースでは膜電位感受性色素

洗浄後約40分 間であ り, 10分 間洗浄ケースでは30分 であることより, 5分 間の染色のケース

がよ り良好な結果が長時間得 られ ると考え られた. 20分 間の膜電位感受性色素染色 を行ったケ

ースでは応答強度の時間変化は式2.3.7-1に 従わなかった. これは波形も変形 していることを考

えると膜電位感受性色素の毒性 の影響が大 きいと推論 された. 以上のことよ り, 膜電位感受性

色素の毒性 を評価 した結果 は5分 間の膜電位感受性色素の染色が色素の毒性 に対 し良好である

といえた.

図2.3.7-2 カイコガ触角神経電気刺激時の触角葉MGCで の

膜電位感受性色素蛍光強度変化

膜電位感受性色素による脳 の染色時間を5, 10, 15分 間 とした各ケースのMGCで の最大応答

の時間変化. 比較のため異 なる染色時間で脳を染色 した各ケース毎に最大応答で規格化 した.
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2.3.8 内因性 信 号 の評価

膜電位 イメー ジングにおいて考慮 しなければな らない事柄 に, 内因性信号 (intrinsic signal)

の膜電位感受性色素の蛍光変化 に対す る影響がある. 内因性信号の代表的な原因は,(1) 神経活

動に伴 う神経細胞 の光の透過率, 屈折率, 副屈折率の変化,(2) 神経活動 による脂肪の代謝によ

る神経組織の光透過率の変化等が挙 げられる [79]. また, 脊椎動物では神経活動による酸素消費

のための脳血 中ヘモ グロビン量の変化による光学変化が代表的である. この内因性信号 を積極

的に用いて昆虫においても内因性信号によるイメージングが行われている [80]. しか し, 内因性

信 号によるイ メー ジングは膜電位感受性色素によるイメージングとは異 な り, 神経膜電位 が直

接信号 に反映 してい るものではない. そのため,(1) 神経活動に対す る信号の時定数が数百 ミリ

秒以上 と大きく,(2) 一般的に得 られ る信号か ら興奮性応答, 抑制性応答 の区別が不能である点

で膜電位感受性色素によるイメージングと比べ短所 を持つ. しか しなが ら信号強度は通常数%か

ら数十%で あ り, 膜電位感受性色素 よ り2桁 以上大きい.

神経膜電位を記録す る際, 膜電位の直接の反映である膜電位感受性色素の蛍光変化 に内因性

信号が含 まれ るか否かを評価する必要が ある. そのため, 昆虫の脳の無染色状態での吸光スペ

ク トル を計測 した (図2.3.8-1). その結果400-450nmの 波長の光に対 し大きな吸光を示す領域

があ り, また, 460-570nmに わずかであるが吸光を示す領域が確認 された. これはこれ らの波

長域を最適な励起光 とする物質が脳内に存在す ることを意味す る. 波長600-750>nmに おいて,

これ らの物質が励起 された結果発生す る蛍光 (自家蛍光) と考えられ る透過光強度の増大領域

が観察 された.

図2.3.8-1 カイ コガ脳 の 吸光 スペ ク トル
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脳内に存在す る自家蛍光 を発生す る物質が神経活動 に依存 し変化するか, すなわち内因性信

号源 と成 りうるか, 実際に膜電位感受性色素 によるイメージング用 に構築 されたイメージング

システムで内因性信号が観察 され るか否かを確認 した (図2.3.8-2).

確認 の手法は次の通 りである.

(1) 生きている状態で雄カイ コガの脳 を摘 出 し, 触角神経 を電気刺激 し, 膜電位感受性色素によ

る膜電位イメー ジングと同 じ光学系を使用 して触角葉の 自家蛍光の蛍光変化 を計測 した.

(2) 刺激用電極 を保持 したまま, 前記 (1) で使用 した同 じ脳 に膜電位感受性色素 を滴下することで

染色 し, その後灌流によ り膜電位感受性色素 を洗浄 し,(1) と同様 に蛍光変化 を測定 した.

その結果, 膜電位感受性色素の蛍光変化が確認できた脳に対 し, 自家蛍光による蛍光強度変

化は観察 されなかった. 図2.3.8-2に 触角神経 を電気刺激 した場合の触角葉の同一領域 (大糸球

体領域中の10x10ピ クセルの領域. 面積=70x70μm2) か ら記録 した 自家蛍光お よび膜電位感

受性色素の蛍光強度 と刺激前の蛍光強度に対す る蛍光強度変化率である相対蛍光変化量 (△F/F)

を示す. 同領域 での 自家蛍光の蛍光強度はデバイス出力値で0.1±0.7 (SD.) であ り, 膜電位感

受性色素で染色 した ものの蛍光強度 (19.1±1.9SD.) に比べ約1/20程 度の大きさしかない. 図

2.3.8-2Bで は この理 由によ り自家蛍光 (No stain赤 線) の相対蛍光変化量のノイズ レベルが高 く

なっている.

以上 より, 構築 した光学系が使用す る波長域では内因性信号は観察 されず, 膜電位感受性色

素を使用 した場合得 られる蛍光変化 は膜電位感受性色素 による成分のみであると結論付 けた.

計測に使用 したデバイスは8bit整 数処理系 (図2.3.5-1) である. 蛍光強度および相対蛍光変化

量をこのデバイスの出力よ り算出す る方法は 「2.4.3信号処理」 において後述す る.
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図2.3.8-2 内因性信号の膜電位感受性色素蛍光変化 に対する影響の評価

A: 無染色のカイコガの脳での 自家蛍光強度変化を赤で, 同一の脳に対して膜電位感受性色素

(RH414) を付加 し計測した蛍光強度変化を黒で示す. 矢印は刺激タイミングである. B: 無線色の脳お

よび膜電位膜電位感受性色素で染色した脳での相対蛍光変化量 (△F/F). 膜電位感受性色素を使用し

た膜電位イメージング用に構築されたシステムでは内因性信号は観察されなかった. これより膜電位感

受性色素の蛍光強度変化は内因性信号を含まないと結論できた.
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2.3.9 電 気 刺激 に よ るアー チ フ ァク トの評価

神経細胞 を電気刺激 した際の神経細胞の応答 は2種 類のコンポーネン トを含む. 1つ は電気刺

激, スパイクの発生, シナプス後電位な どの神経細胞上に発生 した電圧によ り, 電圧源周 りに

形成 される電場 を原因 とする神経細胞膜 の電位変化であ り, 電気緊張性電位 と呼ばれる. 2種 類

目の神経応答は神経細胞膜上のナ トリウムチャネル の開 口とその後発生す るカ リウムチャネル

の開 口による神経スパイクの発生メカニズムによるものである. 電気緊張性電位 の中で, 電気

刺激 により印加 された電圧 を原因 とする電気緊張性電位 を, 信号 を発生す る原因が生体信号で

はない点を考慮 し電気刺激によるアーチファク トとして生体信号 と区別する必要がある. 電気

刺激電極か ら一定の距離 にある点でのアーチファク トの大きさは刺激強度に比例す る. それに

対 しナ トリウムチャネル, カ リウムチャネルの開 口に伴 う神経電位 の変化は電気刺激強度 に比

例せず, スパイ ク発生閾値以下ではスパイクは発生せず, 閾値以上では一定の大 きさのスパイ

クを発生するいわゆる 「全か無か」の法則 に従 う.

以上 を考慮 し, これ までの考察によ り触角神経を電気刺激 した際得 られ た触角葉での膜電位

感受性色素の蛍光変化がアーチファク トであるか, 生体由来のものであるかを切 り分ける必要

がある. そのため, 雄カイ コガの脳 を用い触角神経 にセ ッ トした電気刺激用電極 の極性 の正負

を入れ替え, 電極付近の触角神経の膜電位感受性色素蛍光変化および触角葉 の膜電位感受性色

素蛍光変化を計測 した (図2.3.9-1). 刺激 にはサ クシ ョン電極を使用 した. サクシ ョン電極はガ

ラス管の先端直径 を触角神経 の直径 と同 じになるよ う加工 し, ガラス管内を負圧 にす ることで

触角神経 を吸引するもので, ガ ラス管内に電極 となる銀線 をセ ッ トし, ガ ラス管外にガ ラス管

内の電極 と対 の極性用の銀線電極 をセ ッ トした. 以下ガ ラス管内の電極 を刺激電極, ガ ラス管

外 に設置 した銀線電極を リファレンス電極 と便宜上 よぶ.

刺激電極 の極性を正 として刺激 した場合 (図2.3.9-1黒) 触角神経, お よび触角葉での膜電位

感受性色素の蛍光変化 は蛍光強度増大のみの単相性 の変化 をしめした. それに対 し同一の固体

に対 し, 刺激電極の極性を負に変えて記録 した結果, 触角神経および触角葉での膜電位感受性

色素の蛍光変化は刺激 (図2.3.9-1矢 印) に対 し最初 に蛍光強度の減少を示 し, その後蛍光強度

の増大 を示す2相 性の変化を示 した. アーチファク トは刺激強度に比例することよ り, 刺激電

極 が正の場合アーチファク ト, 神経応答いずれ も膜電位感受性色素の蛍光強度を増大す る方向

に働 き, アーチファク トと神経応答 を分離す ることは難 しい. これに対 し刺激電極の極性 を負

とした場合アーチファク トは膜電位感受性色素蛍光強度が減少す る方向, 神経応答は蛍光強度

が増大す る方向に現れ るため, アーチファク トと神経応答を分離するのは容易であると考えら
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れる. 以上 のことよ り, 刺激電極の極性 を負 とす ることで, アーチファク トによる膜電位感受

性色素蛍光強度変化 と神経膜電位変化によるものを容易に分離す ることが可能であることが判

明 した.
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図2.3.9-1刺 激電極 の極性 を変えたときの触角神経 と触角葉の膜電位感受性色素蛍光強度変化

A: 刺激電極の極性が正 (黒) お よび負 (赤) の時の刺激電極近傍の触角神経の膜電位感受性色

素蛍光変化. B: 刺激電極の極性が正 (黒) および負 (赤) の時の触角葉の膜電位感受性色素蛍

光変化, 矢印は刺激 タイ ミングを示す. 刺激電極の極性 を負 にした場合膜電位感受性色素蛍光

強度変化 は2相 性 を示 し, 刺激 のアーチファク トによる蛍 光強度変化 と神経膜電位変化 による

蛍 光強度変化 の分離が容易である.
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さらに, 刺激電極の極性 を負に した状態で触角神経を電気刺激 した場合触角神経および触角

葉で得 られる2相 性 の波形の うち蛍光強度 が減少する方向の信号成分が電気刺激のアーチファ

ク トであることを刺激強度 と信号強度の関係 よ り確認 した.

図2.3.9-2に 電気刺激時に与える電流の強度 を20-160μAま で20μA毎 に変化 させた ときの

触角神経の刺激電極近傍の膜電位感受性色素の蛍 光強度変化の波形 (図2.3.9-2A) お よび, 刺

激直後の蛍光強度が減少を示す部分の最小値 と刺激電流の関係 (図2.3.9-2B) を示す.

刺激強度 と刺激直後 の蛍光強度が減少す る部分の最低値の関係はほぼ線形 であった. このこ

とより刺激直後に発生す る蛍光強度 の減少は電気刺激 によるアーチファク トであることが確認

で きた.

図2.3.9-2触 角神経の電気刺激強度 に対す る触角神経応答強度

A: 刺激強度 を変化 させ た際の触角神経 (刺激電極近傍) の膜電位感受性色素の蛍光変化. 刺激

直後の負の応答は刺激強度の増大 とともに増大 した. 矢印は刺激 タイ ミングB: 刺激直後の負の

応答の最小値の刺激強度 に対する変化. 刺激強度 と負の応答の最小値はほぼ線形であった, こ

れ よ りこの負の応答は電気刺激のアーチファク トを源 とする膜電位感受性色素の蛍光変化であ

る と結論できた.
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一方刺激電極か ら離れた触角葉 での刺激強度に対す る膜電位感受性色素の蛍光変化 を図

2.3.9-3に 示す. 図2.3.9-2と 比較すると減少を示す部分の応答が小 さく, 増大を示す部分が大

きくなっている, また, 蛍光強度 が増大する部分 を刺激電流に対 して示す と図2.3.9-3Bの よ う

にな り, で非線形を示 した. 刺激強度が40μA応 答以下では蛍光強度がわず かに増大 し, 60μA

では急激 に応答強度が増大 した. また, 刺激電流120μAで 応答 は最大値を とりその後刺激強度

を増大 させて も応答強度は減少 した. これは (1) 刺激強度に対 し応答する閾値が存在す る.(2) 最

適な刺激強度 が存在する, の2点 で神経膜電位応答の特徴 とよく一致 した. このことよ り電気

刺激で発生す る2相 性信号の うち波形の正の成分は神経活動 を反映 した ものであると考えられ

る.

図2.3.9-3 触角神経の電気刺激強度に対す る触角葉応答

A: 刺激強度 を変化 させ た際の触角葉 の膜電位感受性色素の蛍光変化. 2相 性信号の うち正の応答

は刺激強度 と非線形の関係 を示 した. 矢印は刺激タイ ミングB: 正の応答の最大値の刺激強度に

対する変化.刺 激強度が40-60μA間 で急激な応答強度の増大がみ られ, 120μAで 応答は最大

値 を取 った. 更なる刺激強度の増大に対 し応答強度は減少 した. これ よりこの正の応答は神経

膜電位 を源 とす る膜電位感受性色素の蛍光変化であると結論できた.
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2.4膜 電位 イ メー ジ ング システ ム

膜電位感受性色素を用いた膜電位イメー ジングは著者が報告す るまで昆虫において成功例が

なかった [71]. ここでは, 鱗翅 目昆虫のエ ビガラスズメ (Agrius convolvuli), マルハナバチ

(Bombus terrestris), お よびカイ コガ (Bombyx mori) の触角葉での計測成功例を報告す る.

また, 目的の一つに実体顕微鏡での計測 をあげた. 通常膜電位イ メージングに使用 され る対物

レンズの焦点距離は1mm以 内であり, 測定に当たっては刺激電極 の設置が困難になる等の問題

のため測定対象 の神経組織 を摘出す る必要がある場合 が多い. これに対 し対物 レンズの焦点距

離が長い (55mm) 実体顕微鏡 を使用す ることで, 計測対象に対す る十分な作業スペースが確保

できるため, 計測対象 となる神経組織を摘出す る必要がな く, たとえば体か ら計測対象神経組

織を覆 う外皮 を除去 し, 神経組織 を露出す るだけで計測できる利点がある. これにより, 神経

組織 を摘 出する場合 に比べ よりダメージの少ない状態で神経応答を計測可能である. しか しな

が ら, 長焦点 レンズを使用す る実体顕微鏡 は通常の顕微鏡の対物 レンズにくらべ, 集光できる

光量が小 さい とい う欠点 を持つ.

2.4.1計 測 装 置

計測装置は光源, 顕微鏡,光 学 フィル タ, 受光デバイスよりなる. 目的別 に2種 類の測定系

を構築 した. 1つ は顕微鏡 に実体顕微鏡 を用いることで広い作業領域 を計測対象付近に得 ること

のできる系 (図2.4.1-1) であり, 2つ めは倒立顕微鏡 を用いることで蛍光の作業性 よりも受光

効率 を優先 した, よ り感度 の高い系 (図2.4.1-2) である.
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図2.4.1-1実 体 顕微 鏡膜 電位 イ メー ジ ン グシステ ム

a: 光源, b: 励 起 フ ィル タ, c: 集 光 レン ズ, d: 計 測対 象物, e: 実 体顕微 鏡対 物 レンズ, f: 蛍 光 フ ィ

ル タ, g: 受 光 デバ イ スカ メ ラ部, h: ア ンプ ・カ メ ラ制 御 ユ ニ ッ ト, i: 刺激 装 置 (記録 開始 の トリ

ガ入 力), j: システ ム制御 ・デー タ記 録用 コ ン ピュー タ.
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・実体顕微鏡 を用いたシステム

信号 ノイズ比 を高 くするために, 高輝度放電管であるメタルハ ライ ドランプシステム (清原

光学株式会社製, KMH1644, 日本) を用いた. このランプシステムは3台 のランプハ ウスと電

源部 よ りなる. このランプシステムの輝度 は最大62,000lxで あ り, 440kHzの 交流放電 を行 う.

後述する通 り, 記録デバイスの記録周波数は約1.67kHzで あ り, ランプの交流成分 の記録 に与

える影響 は無視可能である. 光 ファイバ を用い ランプハ ウスか ら照明光 を導出 した. その際 ,

光ファイバ先端に膜電位感受性色素励起 フィル タ (通過波長; 520nm±5nm) を設置 し, フィ

ル タ リング後の励起光 を焦点距離300mmの レンズを用いエ ビガラスズメの脳に直接照射 した.

これは, 通常の同軸落射照明を用いる場合 に使用するダイ クロイ ックミラでの光強度の損失を

防ぐためである. すなわち, ダイ クロイ ックミラは励起光の反射率, 蛍光の透過率が約90%で

あ り, 励起, 蛍光 フィルタの該 当波長の透過率は80%程 度である. 本システムの場合 , 光路上

には励起フィル タと蛍光フィル タしかないため, 36%の 光量が ロス され ることになる. これ に

対 し同軸照明の場合, 光は励起フィルタ, ダイクロイック ミラ (反射), 計測対象,ダ イクロイ

ック ミラ (透過), 蛍光フィル タの順に通過することになる. この場合は48%の 光量損失 が見込

まれ る. 3台 のランプハ ウスは120度 毎の等間隔に設置 し, 照明時に照明対象物に影 ができる

ことを防止 した. 蛍光フィル タ (透過波長域; 600nm以 上) は計測デバイスカメラ部直前に設

置 した. また, 励起光 による膜電位感受性色素の退色, 神経組織 の光ダメージを最小に抑 える

ため, 光源部にシャッタを用い, 計測中のみ神経組織 を照明す るよ う調整 した.

顕微鏡 は実体顕微鏡 (ライカ社製, M10,ド イツ) を用いた. 計測時の倍率は10倍 で行った .

受光デバイス (富士写真 フイルム製, HR Deltaron 1700, 日本) を使用 し, 膜電位感受性色

素の蛍光強度を時空間的に記録することで膜電位イ メージングを行 う. 受光デバイスのカメラ

ユニ ッ トに供給する直流電流の整流系がノイズを含むため, 外部 より, 高安定化電源 (菊水社

製, PDM35-3, 日本, 高砂社製, GM08-10, 日本) によりカメラ部分の電源 を供給するよ う改

良 した. 本計測デバイスの受光部 は128x128ピ クセルのMOS型 イメージセンサにより構成 さ

れてお り, 16,382個 所か らの同時記録が可能である. 光学系の倍率は10倍 を使用 したため, 1

ピクセルが覆 う脳 の面積 は7x7μm2で ある. また, 神経応答 の計測は0.6ms/frameの 時間分解

能で行 った. さらに, 信号ノイズ比を大き くす るため, 32回 の記録 を加算平均 した.
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図2.4.1-2 倒 立顕微 鏡膜 電位 イ メー ジ ン グシステ ム

A: シ ステ ム概観, B: シ ステ ム構 成 図. a: 光源, b: 励 起 フ ィル タ, c: ダイ ク ロイ ック ミラ, d:

蛍光 フ ィル タ, e: 対 物 レン ズ, f: 計測 対象 物, g: 匂 い刺激 用 ピペ ッ ト, h: 排 気 装置, i: 受 光デバ

イ スカ メ ラ部, j: ア ンプ ・カ メ ラ制御 ユ ニ ッ ト, k;刺 激装 置 (記録 開始 の トリガ入力), l: シス

テ ム制 御 ・デ ー タ記 録用 コン ピュー タ.
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・倒立顕微鏡 を用いたシステム

光源 として前述の高周波交流メタルハライ ド放電管を改良 し, 高安定化電源 を用いたメタル

ハ ライ ド直流放電管 (清原光学株式会社製, MBH-250D, KMH250D, 日本) を使用 した. 出力

は750Wで ある.

照明方法 としては倒立顕微鏡 の構造上, 外部か ら直接励起光 を照射す ることが, 不可能なた

め, 同軸落射法を用いた. 使用 したフィル タ特性は励起フィル タ535±25nm, ダイクロイ ッ

ク ミラ590FT, 蛍光 フィルタ615nmバ イパスを用いた.

また, 使用 した顕微鏡 システムはカール ツワイス社製Axiovert100 (ドイツ), 対物 レンズは

10倍 お よび20倍 を使用 した. 本顕微鏡 は倒立顕微鏡 であ り, 対物 レンズの焦点距離は実体顕

微鏡 に比べ はるかに小 さく (10倍;2.8mm, 20倍; 0.61mm) 作業性は悪いが, 測定物か らの

蛍光を広い範囲にわた り受光できるため光学系として明るく (開 口数10倍; 0.45, 20倍; 0.75),

膜電位 の測定には有利 である.

膜電位の測定のレー トは2.4ms/frameで 行 った. また, 嗅受容器 の応答特性 は複数回連続的

に刺激す ることで変化す る可能性がある. 応答を複数回記録 し加算平均す ることは, 信号雑音

比 を改善できる長所はあるが, これ らの触角葉への繰 り返 し入力信号のため計測結果が歪む可

能性がある. このため,本 システムの高信号雑音比の長所 を生かして, 加算平均化は行わず1

度の掃記で応答 を記録 した.
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2.4.2刺 激 装 置

・電 気刺 激

内径1mmの ガ ラス管 (WPI社 製, TW-100-4, ア メ リカ) を使 用 し微 小 電極 作成器 で作成 し

た ガ ラス電極 の先端 を触 角神 経 の直 径 と同 じにな る よ う折 る こ とに よ り, サ クシ ョン用 電極 を

作成 した. 電極 中に銀線 (φ: 0.3mm) を挿 入 し, ま た, 電極 の外側 に も同径 の銀線 を撒 きつ け,

両者 の 間 に電機 刺 激装 置 (日本 光電 工業社 製, SEN-7203, 日本) にて, 電圧 をか け るこ とで触

角神 経 を刺激 した. 刺 激周 波数 は1Hz, 500μsの 間1mAを 負荷 した. 使 用 した電機 刺激 装置

は3チ ャ ンネル の 出力 を持 ってお り, チ ャンネル1を アイ ソ レー タ (日本 光電 工業社 製, SS-202」,

日本) に接続 し, 刺激 チ ャ ンネル と した. チ ャンネル2を 受 光デ バイ ス の トリガ信 号用 に用 い,

またチ ャンネル3は 光源 の シ ャ ッタ用 に用 いて この刺激 装 置 が計測機 器 の計 測時 の起 動 タイ ミ

ン グを制 御 す る よ うに系 を構 成 した.

・匂 い刺 激

パ フ刺 激 に よ り匂 い刺激 を行 った. 10x20mm2の ろ紙 に匂 い物 質 を滴 下 し, 先 端 内径1mm

のパ ス ツール ピペ ッ ト (井 内盛 栄堂社 製, 9250101, 日本) 内 に挿 入 した. 3本 の空気 洗瓶 にそ

れ ぞれ 綿, 活性 炭, 水 を見た し, エ ア コンプ レッサ (井内盛 栄 堂社製, NUP-1, 日本) か らの

空気 をそれ らに通過 させ た. これ ら洗 瓶 の機 能 は, 綿 がエ ア コ ンプ レ ッサ の脈 動 のた め のバ ッ

フ ァ, 活性 炭 が空気 の浄化, 水 が空気 の加 湿 をそれ ぞれ 目的 としてい る. これ ら洗 瓶 を通過 し

て得 られ た清浄加 湿 空 気 を前記 の匂 い 物質 を含 ん だ ろ紙 を装着 した パ スツール ピペ ッ トへ通 過

させ 匂 い刺激 とした (図2.4.2-1). 刺激 タイ ミング は ソ レノイ ドバ ル ブの開 閉 に よ り制 御 した.

ソ レノイ ドバル ブ は電 気刺 激装 置 に よ りコ ン トロー ル した. 電 気刺激 装 置 は, 光源 の シ ャ ッタ

の 開 閉制御, 記 録 装置 の トリガ, 刺 激 タイ ミン グを一 定 のシー ケ ンス に従 い制 御す る. 刺激 持

続 時間 は1秒 と した. パ フ刺 激 時 の圧 力 に よ り神 経組 織 が動 くの を避 けるた め, 流速 は刺 激 に

よ る動 きが発 生 しない値 に設 定 した. 具体 的 にはパ ス ツール ピペ ッ ト先 端 での流速 は0.5m/sec

(流量0.37ml/s) と した.

刺 激 として パ ス ツール ピペ ッ トか ら放 出 され た匂 い 分子 は測 定対 象 の昆 虫の触 角 を通過 後,

排気 装 置 に よ り速や か に外 部 へ排 出 され るよ う, 排 気 装置 をセ ッ トした.

匂 い物 質 としてisoamyl acetate (和光社 製, 3-Methylbutyl acetate, 日本), citrai (東京化 成

工 業社 製, 3, 7-Dimethyl-2, 6-octadienal, 日本), octanol(東 京 化成 工業 社製, 1-Octanol, 日本),

hexanol(東 京 化成 工業社 製, 1-Hexanol, 日本) を使 用 した. ろ紙 に滴 下す る各匂 い物 質 の量 と

して1, 4, 10, 4050μlを 実験 で使 用 した.
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図2.4.2-1 匂 い刺激 装置

a: エア コンプ レッサ, b: 綿, c: 活 性炭, d: 水, e: 流量計 , f: ソ レノイ ドバル ブ, g:

電 気刺 激 装置, h: 匂 い 物質 を しみ込 ませ た ろ紙 を内包 したパ ス ツー ル ピペ ッ ト.
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2.4.3信 号 処理

信号処理 は受光デバイスにより得 られた16384画 素か らの時系列蛍光強度データに対 し, 計

測終了後オフライ ンで一括 して行った. これ らの処理 に使用 したソフ トウエアは全て筆者が開

発 した. 使用言語はCで あ り, Dos/Vコ ンピュータ上で処理 を行 った.

・イ メー ジングデバイスの出力値の再計算

使用 したイメージングデバイスは高速な信号処理を行 うために8bit差 分法を採用 している

(図2.3.5-1).

図2.3.5-1 8bit差 分法を用いたイメージングデバイス処理回路 (再記)

8bit差 分法による計測 は神経活動 による膜電位感受性色素の蛍光変化を計測する直前 に神経活

動のない状態での膜電位感受性色素蛍光強度 をリファレンスデータ として記録 し, 続いて刺激

等 を与えることで発生す る神経活動による膜電位感受性色素の蛍光強度変化 を測定す ることで

行われ る. A: リファレンスデータの取得時の回路. 神経活動がない状態での蛍光強度 を8bit

SRAM1-3に 増幅後の差分データとして記録す る. B: 神経活動による膜電位感受性色素の蛍光強

度変化記録時の回路. SRAM1-3に 記録 した リファレンスデータを減算 しなが ら差分データのみ

を出力す る. 得 られ る出カデー タはPhoto Deviceが 受光 した光量 とリファレンスデータの差分

であ り, メモ リに記録 され る.(2.3.5参 照).
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このイメージングデバイスは神経活動のない状態での蛍光強度 と神経活動 による蛍光強度の

差 (△F) を出力す る. しか し, △Fは 後述す る蛍光色素の蛍光強度 を示す式 (2.4.3-2) より単位

面積 あた りの蛍光色素の分子数に比例す ることが分かる. このため, 脳が膜電位感受性色素で

均一に染色 されない場合 (一般的に均一に染色 されない), 脳において同 じ強度 の神経応答が発

生 しても領域によ り異なる大きさの△F値 を計測 して しま うことになる. これ を回避す るため後

述の相対蛍光変化量△F/Fを 使用す る.

相対蛍光変化量△F/Fを 求 めるにあた り, イメージングデバイスの出力値△Fお よびSRAM1

～3の 値s1, s2, s3を 使用 し, 次式によ り蛍光強度F (t) を計算 した.

(2.4.3-1)

ここでa1, a2, a3は 図2.3.5-1に 示す増幅器の増幅率である.

F (t) の計算は計算bit長 による打ち切 り誤差 を避 けるため, 16bit浮 動小数点演算 を行った.

・膜電位感受性色素の組織染色ムラによる信号への影響 の補正

受光デバイスの出力 よ り, 各 ピクセル独立に度相対蛍光変化量△F/Fを 次式 より求 めた.

(2.4.3-2)

ここで, F (t) は計測期 間中の蛍光強度, Foは 刺激前16フ レームの蛍光強度加算平均値である.

この操作を受光デバイスの各画素の出力に対 し独立に行 うことによ り, 膜電位感受性色素の脳

の場所 による染色ム ラが計測結果 に及ぼす影響 を補正 した.

一般に蛍光色素の蛍光強度Fは

(2.4.3-3)

で表現 され る. ここでΦは量子収率, εは分子吸光効率 , nは 単位面積 当た りの蛍光色素分子

数, Iexは励起光強度である. 膜電位感受性色素は, 膜電位の変化 により量子収率 Φの値が変化
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す ることで蛍光強度の変化を引き起 こす と考え られている. 色素開発段階でのスク リーニング

で, 通常の神経膜電位の変化領域である-100mVか ら+100mVの 範囲で , Φの値が膜電位 に線

形である色素のみ選別 され る. すなわち膜電位感受性色素の場合, 量子収率Φは膜電位Vに 比例

す る. この ことと式 (2.4.3-2), (2.4.3-3) より, 相対蛍光変化量△F/Fは膜電位の変化量に比例

す る.

・周波数 フィルタ リング

膜電位 イメージングで得 られた信号が含む周波数は最大周波数が1700-400Hz (データ記録

周波数) であ り, 最小周波数がデータ計測時間の逆数 (3-0.2Hz, 記録装置のメモ リ容量による

制限) の範囲にある. また計測 中の蛍光色素の退色 による蛍光強度の減衰が含まれている. 退

色は一般に指数関数的に減衰す る. 退色 による低周波補正お よび実験 目的に合わせて, 得 られ

た信号に対 し128個 のイ ンパル スレスポンスか らなるFIRフ ィル タを適用 した [81, 82]. 図

2.4.3-1に 今回解析に使用 したフィル タのインパルス レスポンス列, 振幅を示す. FIRフ ィルタ

は直線位相特性 を持つフィル タであり, フィル タ後 の信号 に位相歪は生 じず , 信号の時間シフ

トが生 じるのみである.
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図2.4.3-1 FIRフ ィル タ特性

A: FIRフ ィル タイ ンパ ク トレス ポ ンス列, B: フ ィル タ振 幅 特性 . FIRフ ィル タは直線位 相 特性

を持 ち, 位 相 歪 は生 じない.
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・周波数解析

測定系のノイズがシ ョッ トノイズまで追い込まれていれば, 得 られるノイズは理想的 には白

色 ノイズとなる [74]. 従って, 記録 され た蛍光強度の変化は膜電位によるものとシ ョッ トノイズ

による白色 ノイズの合成信号 となる. 信号ノイズ比が低いために時間軸で応答を表現 しても信

号 とノイ ズの判別 が明確 でない場合 においても, 周波数軸 で応答 を見た場合 , バ ックグラウン

ドノイズがホワイ トであれば, パ ワ密度がバ ックグラン ドよ り高い周期信号を見出す ことがで

きる.

周波数解析法 としては最大エン トロピ法を用いた. 最大エ ン トロピ法は, FFT (Fast Fourier

Transform) に比較 し, 以下の利点 を持つ.

(1) デー タの切 り出 した区間を全データ とす るため, 切 り出 し区間データの最初 と最後の値の不

連続性 によるスペ ク トル誤差がない.

(2) スペク トルが連続関数 として得 られ るため, スペ ク トル の周波数分解能がデータ長 に依存 し

ない.

最大エ ン トロピ法は1967年 ボルグにより発表 され [83-86], 地震波の解析等, 1970年 代か

ら広 く利用 されてきた.

最大エ ン トロピ法 は, ある時間の信号が, それ以前 の信号 とイ ンパル ス レスポンスの畳み込

み 積 分 に 白色 ノイ ズ が 加 わ っ た もの で 表 現 で き る と仮 定 す る . す な わ ち信 号x (n),

(n=0,1,2,...N-1) に対 し, 次式 を考 える.

(2.4.3-3)

akは 自己回帰係 数, pは モデ ル の次数, e (n) は残 差 で あ る .

式2.4.3-3のe (n) を最小 にす る よ うakを 決 定す る と, 残 差 は 白色 ノイ ズ であ る ことを示す こ と

が で きる. 最 大 エ ン トロ ピ法 は この性 質 を利 用す る .

まず 始 めに, 残 差 が 白色 ノイ ズ にな る こ とを示 す.

今e (n) e (n-k) の期 待値 をE [e (n) e (n-k)] とす る. 式2.4.3-3で 表せ るモデル で はe (n)とx (n-k, k

≧1) は無相 関 (最 大エ ン トロ ピ原理) で あ るので, この性 質 を用 い,
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k≧1の 場 合

k=0の 場 合

ここで, E [e2 (h)] を最小にす るよ うakを求めるのであるか ら, 下記式を上式 に適用す る.

その結果

を 得 る. よ っ て,
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とな る. ま とめ る と

(k=0の 時)

(k≠0の 時)

(2.4.3-4)

とな り, 平均=0, 分散=σp2の 白色 ノイ ズ とな る こ とが示 され た .

つ ぎに,

(2.4.3-3再 記)

で あ るモ デル か らe (n) が 白色 ノイ ズ であ る こ とを利 用 し, パ ワスペ ク トル を求 め る方 法 を示 す.

式2.2-3を 変 形 し,

(2.4.3-5)

とす る. これ をZ変 換す る と,

(2.4.3-6)

で あ り, X (z) は
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となる. 上式 は, e (n) を伝達関数H (z) を持つシステムに入力 した場合計測値x (n) が得 られ

る系だ と考え られ るので, 伝達関数H (z) は

で あ り, z=exp(j2πf△t) と お く こ と に よ り

(2.4.3-7)

を得 る. この伝達関数はフィー ドバ ックシステムの形をしてお り, この点で式2.4.3-3で 表すモデ

ル を自己回帰モデル とも呼ぶ.

信号のパワスペ ク トル は伝達関数の絶対値の2乗 に入力信号のパ ワスペク トル を乗 じたもの

であ り, この場合入力は平均=0, 分散=σp2の 白色ノイズであるから, 測定信号のパ ワスペク ト

ルXpは 下式2.4.3-8で 示す ことができる.

(2.4.3-8)

これ よ り, 入力信号x (n) のパ ワスペ ク トルXpを 連続関数 として求 めることができた. スペ ク ト

ル関数が連続関数 なため, 計算機 上の計算では出力間隔 (パ ワスペク トル 出力周波数分解能)
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を自由に設定可能である. これはFFTの 周波数分解能が解析時間の逆数で固定であることに比

較す ると大 きな違いである.

次 にボル グ法 による自己回帰係数akを 求 める方法を示す. ボル グの方法では, 前向き予測誤差

fe (p)(n), お よび後 ろ向き予測誤差be (p)(n) の2つ を用い , 自己回帰モデルを,

(2.4.3-9)

(2.4.3-10)

と定 義 す る. た だ し, n=p, p+1,・ ・・・, N-1で あ る.

こ こ で, 反 射 係 数Cpを 用 い て 式2.4.3-9, 2.4.3-10を 書 き 直 す と,

(2.4.3-11)

(2.4.3-12)

反射係数Cpは 前向き, 後 ろ向き予測誤差の2乗 和平均 を最小にするように決定する. すなわち,

前向き, 後 ろ向き予測誤差の2乗 和平均 は

(2.4.3-13)

よ り与 えられ るので, これ を最小にす るCpは
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(2.4.3-14)

で あ る.

得 られ た反 射係 数 を用 い, ak (p) を次 の漸化 式2.4.3-15よ り求 め る .

(2.4.3-15)

である.

このよ うに自己回帰係数が求まったため次数pを 決定すれば, 式2.4.3-8よ り, スペク トルを

求めることが可能 となった.

(2.4.3-8再 記)

最後に使用 した次数pの 決定法 を示す. いくつの信号の線形和よ りスペ ク トル 関数X (f) を推定

するか, すなわち, 次数の決定は, 最終予測誤差FPEを 用いた. 次数 の決定法 には決定的な方

法がな く, FPEは 最 も良 く使用 され る次数の決定法の1つ である. FPEは 次式で定義 され る.
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(2.4.3-16)

2√N≦P≦3√Nの 範囲でFPEを 最小にす るpを 次数 として採用 した. FPEは 赤池によ り提

案 された [87].
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