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要旨

記憶や学習などの脳の高次機能の解明には，多数の神経細胞で構成された神経回路網の電
気活動ダイナミクスを解析することが重要である．この目的のため，細胞外の環境を容易に
変更できる分散培養を用いることは有効である．本研究では，ラット胎児大脳海馬領域由来
の神経回路網を，底面に微小平面電極を設置した培養皿上に培養し，細胞外電位を多点同時
計測して神経回路網の電気活動時空間パターンを解析した．
静止膜電位の維持，及び神経電気活動の発生には多量のエネルギーが必要である．神経細
胞は，他の生細胞と同様に細胞外のブドウ糖を取り込み，代謝したエネルギーを使用してい
る．神経電気活動の発現に細胞外ブドウ糖が重要であるにかかわらず，神経回路網の電気活
動特性と取り込んだブドウ糖量との関係性は未だ不明瞭である．そこで，本研究ではこの関
係性を考察した．
第 1章では，全体の序論として神経電気活動のダイナミクスに関連して神経細胞と細胞外
ブドウ糖の関係性についてこれまでの研究背景を述べた．第 2章では，培養神経回路網の自
発性神経活動の特性を確認した．培養神経回路網の自発性神経活動は，培養日数に依存して
神経活動頻度を増加させる．また，充分に培養され，自発性神経活動が活性化した神経回路
網の細胞外ブドウ糖が欠乏した場合，約 15時間後には自発性神経活動頻度が概ね 3割まで減
少することを明らかにした．第 3章では，神経回路網の自発性神経活動が細胞外ブドウ糖濃
度変化に依存して変化するという現象を報告した．分散培養された神経回路網における自発
性神経活動頻度は，培養中のブドウ糖濃度に近い 15 mMで最大となった．また，細胞外ブド
ウ糖濃度が 20 mM以上の高濃度である場合，神経活動頻度は減衰した．培養神経回路網は培
養時のブドウ糖濃度に適応し，その差分に反応して自発性神経活動を調節している可能性が
示唆された．さらに，一般的な培養条件より高いブドウ糖濃度（30 mM）の自発性神経活動
は飽和し，変化が無かった．また，低いブドウ糖濃度（7.5 mM）で培養した神経回路網はそ
の神経活動頻度が調節されている可能性を示した．
これまでの知見では，自発性神経活動は刺激入力による誘発応答の正確な伝達を阻害する
背景ノイズであると捉えられる傾向にあったが，近年は自発性神経活動パターンが神経回路
網の内部状態を表象していると考えられている．そこで，第 4章では自己組織化マップで自



発性神経活動と誘発応答の時空間パターンを解析した結果を報告した．結果として，培養神
経回路網において，自発性神経活動と誘発応答の時空間活動パターンはある程度再現良く分
離しながらも，自発性神経活動と誘発応答とは互いに共通した神経電気活動パターンを有し
ていた．このことから，神経回路網はある入力に対して特定の出力を発現するのではなく，
ある入力に対する出力はいくつかの活動パターンの選択肢の中から特定のパターンが確率的
に引き出されている可能性が考えられる．また，細胞外ブドウ糖濃度を変化させた場合の神
経電気活動パターン識別を試みたところ，高ブドウ糖濃度条件下では自発性神経活動の識別
確率が上昇した．高ブドウ糖濃度条件下においては，誘発応答と自発性神経活動パターンの
類似性が上昇する可能性が示唆された．
神経活動パターンは，回路網の構成要素となる神経細胞間を電気信号が伝搬した結果発生
する．そこで，第 5章では，平均的な自発性神経活動テンプレートを作成し，その差分から
電流刺激印加の影響が及ぶ空間領域を解析した．結果から，刺激点からの距離に応じて，電
流刺激の直接的な影響の成分と，背景的な活動などが複合した 2次的な神経電気活動パター
ンが発生していることを明らかにした．また，細胞外ブドウ濃度が至適ブドウ濃度と異なる
場合，細胞内の信号伝達が減弱し，結果として自発性神経活動頻度が低下する可能性を示し
た．これは，高ブドウ糖濃度条件下で自発性神経活動と誘発応答の活動パターンの類似度が
上昇した結果と一致する．
神経回路網の電気活動パターンが細胞へのエネルギー供給に影響を受けるということは，
｢生存｣という生物にとって最大の目的が神経回路網の情報処理に適切に組み込まれているこ
とを意味すると考えられる．
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第 1章序論

1.1 神経回路網の情報処理基盤
脳は大脳，中脳，間脳，小脳等で構成され，記憶，学習，認知，運動，感覚などの高次機能
を担っている．脳のそれぞれの領域では，多数の神経細胞が神経突起を伸長し，シナプスを
介して相互に接続された神経回路網が複雑に連携して機能を発揮する．脳の情報処理を実現
する最小単位である神経細胞では，活動電位と呼ばれる膜電位変化が随時発生しており，神
経細胞は活動電位を情報の基本要素として他の神経細胞へ伝達している．活動電位が発生す
る基盤として重要なのは，神経細胞の細胞膜内外に存在しているイオンにより形成される静
止膜電位である．静止膜電位の状態では，細胞膜内でカリウムイオン，細胞膜外でナトリウ
ムイオンが高濃度で維持されており，その電位差は約-70 mVである [1]．シナプスを介した
情報伝達においては，シナプス後細胞の脱分極がきかっけとなり，膜電位が一定の閾値を越
えると電位依存性ナトリウムチャネルが開孔する．このチャネルを通ってナトリウムイオン
が細胞外から細胞内へ大量に流入し，膜電位は急速にナトリウムイオンの平衡電位に近づく．
この脱分極により膜電位はおよそ +30 mVに達する．この急峻な脱分極の後，電位依存性ナ
トリウムチャネルは不活性化して閉孔する．これに続いて，電位依存性カリウムチャネルが
開孔し，カリウムイオンが細胞膜内から細胞膜外へ流出する．この結果，膜電位は再分極さ
れて静止膜電位レベルへと収束する．この単一神経細胞レベルで発生する一連のスパイク状
の膜電位変動を活動電位と呼ぶ（図 1.1）．

-60 mV

60 mV

-20 mV

20 mV

図 1.1 活動電位の模式図

また，一度活動電位が発生した神経細胞は，活動電位の発生直後から約 2ミリ秒の間，電位
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第 1章序論

依存性ナトリウムチャネルの一時的な不活性化により活動電位が発生しない状態となる．こ
の期間を絶対不応期という．これに続いて約 3ミリ秒の間は活動電位の振幅が小さくなる相
対不応期と呼ばれる期間になる．これらの期間を総合して不応期と呼び，活動電位の発生後
は約 5ミリ秒の間活動電位が発生しにくい状態となる．この非線形な不応期の存在が神経回
路網全体のダイナミクスを複雑にしている要因であると考えられている [1]．
発生した活動電位は，神経細胞同士を繋ぐ通信ケーブルの役割を持つ軸索上を長軸方向へ
伝播し，シナプス前終末に達すると，この領域を脱分極させる．これにより電位依存性カル
シウムチャネルが開孔し，カルシウムイオンがシナプス内に流入する．このカルシウムイオ
ンがシナプス小胞に存在する膜貫通型タンパク質に結合すると，シナプス小胞内に蓄えられ
ていた神経伝達物質が放出される [2]．哺乳動物の中枢神経系における主要な興奮性神経伝達
物質はグルタミン酸である．
放出されたグルタミン酸はシナプス間隙を拡散してシナプス後細胞膜上に局在する神経
伝達物質受容体に結合する．シナプス後細胞膜上の神経伝達物質受容体は，α-アミノ-3-
ヒドロキシ-5-メチル-4-イソオキサゾールプロピオン酸（alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid, AMPA）型グルタミン酸受容体（AMPA Receptor，AMPAR）と N－
メチル－ D －アスパラギン酸（N-methyl-D-aspartate-acid, NMDA）型グルタミン酸受容体
（NMDA Receptor, NMDAR）の 2つに大きく分類される．グルタミン酸が AMPARの受容部
位に結合すると，AMPARの陽イオン透過チャネルの開孔確率が上昇して，シナプス後細胞へ
の陽イオン流入が起こり，興奮性シナプス後電位（Excitatory Post Synaptic Potential, EPSP）
が発生する [1]．EPSP が電位依存性ナトリウムチャネルの閾値を越えると活動電位が発生
し，発生した活動電位は再び軸索上を伝播する．これら一連の過程により神経回路網におけ
る電気信号の伝達が実現される（図 1.2）．
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シナプス前細胞

シナプス後細胞

代謝型
神経伝達物質受容体

神経細胞

シナプス間隙

イオンチャネル型
神経伝達物質受容体

シナプス小胞

シナプス結合

活動電位

神経伝達物質

図 1.2 シナプス伝達の模式図

シナプスを介した電気信号の伝達に関して，その伝達効率が柔軟に変更される性質をシ
ナプス可塑性という．シナプス可塑性の内，最も良く研究されているのは，単一神経細胞
への高頻度刺激によりシナプス伝達効率が増大する長期増強現象（Long-Term Potentiation，
LTP）[3] である．LTP は記憶の細胞生物学的基盤として神経科学の重要なテーマの一つと
なっている．LTPの発生には NMDARの関与が重要であると報告されている [4]．NMDAR
はカルシウムイオンチャネルを持つが，静止膜電位付近ではマグネシウムイオンがイオン

4



第 1章序論

チャネルをブロックしているため不活性であることが知られている．このマグネシウムイオ
ンはシナプス後細胞が強く脱分極することで外れ，このときグルタミン酸が NMDAR の受
容部位に結合するとカルシウムイオンチャネルが開孔し，カルシウムイオンが神経細胞内に
流入する．カルシウムイオンは，カルシウム－カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼⅡ
（Ca2+ / calmodulin-dependent protein kinaseⅡ，CaMKⅡ）などのタンパク質リン酸化酵素
を活性化し，細胞内情報伝達系を駆動する．その結果，神経伝達物質受容体のリン酸化や機
能タンパク質の合成が誘導される．これによりシナプス前細胞からの神経伝達物質の放出量
の増加や，神経伝達物質受容体の信号伝達効率の増加が誘導され，結果として LTPが誘導さ
れる [5]．
このように，神経回路網では個々の神経細胞で発生する電気化学的な現象が集合して多様
なパターンを持つ時空間ダイナミクスが形成される．また，神経回路網は外界からの入力に
対して一定範囲のパターンを出力する．この応答出力パターンは動的に生成されるが，シナ
プス可塑性により，ある入力に対しては特定のパターンが出力されやすいよう神経回路網の
物理構造が固定されると考えられる．この一連の過程が学習である．従って，神経回路網の
神経電気活動が形成する時空間ダイナミクスに着目し，その性質を解明することが，脳情報
処理を理解するために重要であると考えられる．

1.2 神経活動の計測手法と神経回路網のダイナミクス
脳の高次機能は，シナプスを介した電気信号の伝達効率が調整されることにより実現され
ていると考えられる．そのため，神経回路網が発する神経活動を時系列活動としてモニタリ
ングし，脳の情報処理機構を解明する電気生理学的な研究が展開されている．
脳の情報処理は神経回路網を構成する神経細胞全体が協調して動作することで発現してい
るため，その解明には生体の脳全体を解析する必要がある．しかしながら，脳は非常に複雑
な器官であり，生体を丸ごと扱う In Vivoの実験系では解析が困難である．そこで，培養した
神経回路網を局所的な脳の情報処理機構のモデルとして用いる In Vitroの実験系による研究
が多数報告されている．
神経細胞の培養系の一つとして生体が持つ脳の神経回路網を酵素処理等により一度分断し
て培養する分散培養が挙げられる．分散播種された神経細胞は神経突起を伸長し，互いにシ
ナプスを形成して培養環境下でも神経回路網を再構成する．培養された神経回路網において，
外部からの入力が無い状態でも自発的な電気活動（自発性神経活動）が発生することが知ら
れている [6]．また，電極から電流刺激を印加し，誘発応答を計測することが出来る．
神経回路網における情報処理を解明するためには，神経回路網が発する電気活動を単一神
経細胞レベル，神経回路網レベルの両面から解析する事が重要である．単一神経細胞の膜電
位変化を記録する手法としては，細胞内電位記録法，パッチクランプ法の一手法であるホー
ルセル記録法が代表的である．これらは，神経細胞内外のイオンの流入・流出によって発生
する電位変化を計測する手法である．細胞内電位記録法は電極を刺入する侵襲的な計測法で
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第 1章序論

あるため，刺入の影響が少ない大きな細胞体からは安定した膜電位の記録が可能であるが，
電極と細胞膜間の絶縁を保つことが難しく，長期的に安定した膜電位計測は難しい．ホール
セル記録法では深々と電極を刺入せず，細胞膜に密着させてギガオーム以上のシールを形成
した上で細胞膜に小孔を開けるため，電流の漏れが少なく，微小な細胞でも S/Nの良い膜電
位・膜電流計測が可能である．
一方，神経回路網は多数の神経細胞が互いに電気信号を伝達することで，時間的，空間的
な広がりを持った電気活動を発生する．従って，脳の情報処理を解明する為には，神経回路
網から発生する活動を多点から同時に計測する手法も大変重要である．一例として，イオン
イメージングによる活動計測が挙げられる [7–10] ．活動電位が発生すると，シナプス後細
胞膜上の電位依存性カルシウムチャネル等から細胞外のカルシウムイオンが細胞内に流入す
る．細胞外から AM体のカルシウム感受性色素を細胞内に非侵襲的に負荷することで，神経
細胞内に流入したカルシウムイオンを可視化して神経細胞内のカルシウムイオン濃度変動を
計測する手法をカルシウムイメージングという．池谷らは大脳皮質のスライス培養標本に対
して，カルシウムイメージングを行い，神経回路網を構成する数 100～数 1000 もの神経細
胞から自発性神経活動を計測し，その時空間パターンを解析した．計測した自発性神経活動
からは，同期的でかつ繰り返しのパターンを持つスパイク列が得られたが，このスパイク列
をコンピュータ上でランダムにシャッフルしたところ，繰り返しパターン数が大きく減少し
た [9]．このことから，神経細胞の自発性神経活動はランダムではなく何らかの再現性のある
パターンを持つことが示唆された．このようにカルシウムイメージングによる解析は，高空
間分解能での計測が可能であるため，神経回路網の性質を解析する目的に適している．しか
しながら，蛍光色素が退色するため長時間の活動計測が困難であるという問題がある．また，
電気活動を直接計測しておらす，かつ時間分解能が低いため，神経回路網ダイナミクスを直
接解析するには不適である（図 1.3）．
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パッチクランプ

細胞外電位計測

カルシウム
イメージング

図 1.3 神経活動を計測する手法．

そこで，ガラス底面基板に微小電極を多数設置した培養基板（多電極アレイ，Multi Electrodes
Array，MEA）による神経回路網電気活動の多点計測は大変有効である．1977年，グロスら
は MEAでカタツムリの神経節から神経活動の検出に成功し，これが世界初の成功例となっ
た [11]．パインらは分散培養したラット脊髄神経回路網から初めて神経活動を検出してい
る [12]．1989年にはほぼ現在一般的に使われている 60電極以上が設置された MEAが完成
した [13]．MEAで計測された細胞外電位の神経活動は，パッチクランプ法で計測した細胞内
電位で計測した神経活動と同期していることが確認された [7]．

MEA は底面基板上に神経細胞を分散播種し，培養条件下で再構成された神経回路網の神
経電気活動を計測する研究 [14–17]，急性スライス標本の神経電気活動の計測 [18]等に用い
られている．MEA を用いることで神経回路網が発する自発性神経活動を長期に安定して計
測することが可能である [6, 19]，また底面に設置された電極に刺激電流を印加することで刺
激入力に依存した特徴的な神経活動である誘発応答を計測することが可能である ．MEA上
で培養された分散培養神経回路網においてもシナプス可塑性に関する研究が多く行われてい
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る．例を挙げると，神保らは MEA上で培養された大脳皮質の神経回路網に対しテタヌス刺
激（10 - 100 Hz）を加えることでシナプス可塑性を誘導した [20]．他にも，刺激入力に依存
した可塑性 [21]や，神経回路網に繰り返し電流刺激を印加することで，反響的な応答を示す
ように可塑的変化が起こること [22]等が報告されている．また，海馬と大脳皮質という異な
る部位の分散培養神経回路網においても，神経回路網の成熟過程で同様の自発性神経活動変
化が起こることが明らかとなっている [23]．培養した神経回路網を使用する利点は，MEAに
よる電流刺激の印加が簡便である以外にも，神経回路網の外部環境を容易に変更して電気活
動を計測することが可能な点にある．村田らは MEA上で培養した神経回路網をマグネシウ
ムイオン不含溶液に短時間暴露し，NMDARのブロックを強制的に外すことでシナプス伝達
効率を増強させた．これにより神経回路網における自発性神経活動パターンが変化し，神経
細胞間の同期性が 1日以上の長期にわたって上昇することを発見した [24]．これらの結果は，
培養された神経回路網においてもシナプス可塑性が発生し，これが神経活動パターンを変更
することを示唆している．このような解析は，MEAが非侵襲的な計測手法であり，長期にわ
たって神経電気活動を解析できることで可能になった．また，清原らは，MEA上で培養した
海馬由来の分散培養神経回路網において，培養日数（Days in Vitro，DIV）30 ‒ 40 日の神
経回路網で自発性神経活動頻度が上昇し，かつ活動パターンが同期的なバースト活動（High
Frequency Burst，HFB）となり，その後は自発性神経活動の領域間の同期性が強くなること
を示した [25]．チアッパローネらは，大脳皮質由来の分散培養神経回路網を MEA上で 5週
間にわたって培養し，培養中の神経回路網の自発性神経活動の発展的変化を解析した．その
結果，神経回路網は 2つのフェイズに分かれて成熟しており，培養 2週間まではシナプスの
機能的な結合が形成され，培養 5週間までに回路網全体に活動が広がる同期的なバースト活
動が発生することを報告した [6]．また，伊東らは大脳皮質由来の神経回路網をMEA上で分
散培養し，自発性神経活動の同期的なバースト活動には培養初期の神経細胞密度が大きく関
与することを報告している [19]．培養中の神経回路網の活動を安定して長期間計測出来るこ
ともMEAを用いる利点の一つである．
神経回路網は多数の神経細胞が互いにシナプスを形成して構成する，空間的な広がりを
持ったネットワークである．脳の情報処理において個々の神経細胞は独立した活動をしてい
るわけではなく，神経細胞集団が必要に応じて相互作用することで機能を発揮する．そこで，
MEA を用いて神経細胞集団の同期性に着目した研究が展開されている [15–18, 26–28]．特
に，ベッグスらは MEAで大脳皮質急性スライス標本の神経電気活動を計測し，同期的な神
経電気活動の周期と持続時間がべき乗に従うことを報告した．このことは，神経電気活動に
関与する細胞数とその細胞集団のサイズが階層的に決定されていることを示す [18, 26]．

MEAを用いた細胞外電位多点計測法は，非侵襲的であり長期的に安定した神経活動を計測
することが可能であるが，計測されているのは電極周辺の局所電位である．従来の MEAで
は空間分解能が低いため，活動している神経細胞の詳細な識別と網羅的な計測が困難である．
そこで，近年では CMOS イメージセンサ技術を用いて最大で 20000 点以上もの電極から同
時に細胞外電位を記録することに成功している [29–31]．CMOS MEA を用いる利点として
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図 1.4 CMOSイメージセンサ技術を用いたMEAの一例（マルチチャネルシステム社 HPより）

は，高空間分解能であることから神経活動の詳細な伝搬経路推定が可能になるという点にあ
る（図 1.4）．

CMOS　MEAは高空間分解能での神経電気活動計測が可能な有用な系であるが，消耗品
が高価であること，取得されたデータが数 1000以上の非常に高次元となり解析が困難である
こと等の理由からまだ一般的な手法であるとは言えない．従って，現在でも従来型の MEA
を用いて神経電気活動を計測する研究は盛んに行われている [32–34]．本研究においても従
来型の 64個の微小平面電極が設置されたMEAを用いている．

1.3 神経回路網の電気活動と細胞外ブドウ糖との関係性
ヒトの全体重における脳の比率が 2％である [35]ことに対し，脳におけるブドウ糖消費量
が体全体で消費するブドウ糖量の 25 ％を占めていることが判明している [36]．このことか
ら，神経回路網は極めて高いエネルギー消費を行なっていると言え，細胞外のエネルギーレ
ベルと神経電気活動には深い関係性があると考えられる．
細胞外のブドウ糖は神経細胞に限らず，全ての細胞の生命活動の源であり，体内にお
いてはその濃度は精密に制御されている．例えば，中脳黒質網様部（Substantia Nigra pars
reticulate，SNr）には，抑制性神経伝達物質であるγ－アミノ酪酸（Gammma-Aminobutryic
Acid，GABA）作動性神経細胞が，酸素やブドウ糖の脳内における濃度低下を感知して活動
頻度を変化させることが知られており，低酸素や虚血時のダメージから脳を保護することが
報告されている [37,38]．SNrには，細胞内の ATP量に依存して開閉を制御される ATP感受
性カリウムチャネル（KATP）が多量に発現し，細胞外ブドウ糖濃度によりその開孔確率が制
御されている．また，KATPは海馬にも存在することが報告されていることから，海馬領域
でも細胞外ブドウ糖濃度を感知している可能性が示唆される [39,40]．ブドウ糖濃度調整と関
係が無く，短期記憶の生成に関係するとされる海馬領域において，細胞外ブドウ糖濃度と神
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血中ブドウ糖量増加

インスリン分泌

中脳黒質網様部
抑制性神経細胞
（KATPチャネル）

脾臓β細胞

図 1.5 KTPチャネルの恒常性維持機構についての概要．

経電気活動との間に関係性があれば興味深いと言える．神経細胞と血中ブドウ糖の関係性は
報告されているが [36–38]，これらは血中ブドウ糖濃度（血糖値）を感知することに特化した
システムの中での働きであり，生体の恒常性を維持するための特別な機能であって，神経回
路網の一般的な性質という訳では無い（図 1.5）．
そこで，本研究では，脳情報処理の基盤となる神経回路網が細胞外から取り込んだブドウ
糖を代謝して得たエネルギーと神経回路網の電気活動との一般的な関係性を解明することを
目的として，MEA上で培養した神経回路網の電気活動を解析した．本研究で用いた培養神経
回路網においては，外部からの入力が無くとも自律的な電気活動が発生し，特定の電流刺激
を印加することで刺激箇所に依存した誘発電気活動（誘発応答）が発生する [41]．本研究で
は，培養された神経回路網の神経電気活動と細胞外ブドウ糖濃度の関係性を解析するための
手法として，細胞外ブドウ糖濃度を変更した場合に生じる神経電気活動の活動頻度，及び空
間活動パターンの変化を解析した．

2 章では，本研究で用いたラット胎児大脳海馬由来神経回路網の神経活動の特性を確認し
た．培養神経回路網は培養日数依存的に自発性神経活動パターンが複雑化することが知られ
ている．活動パターンの複雑化に伴い，充分に培養した神経回路網が要求するエネルギー量
が増加する可能性がある．そこで，2章においては培養神経回路網において細胞外ブドウ糖欠
乏状態で自発性神経活動を維持しうる時間を解析した結果を報告した．培養系において，細
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胞外ブドウ糖を欠乏させた状態では，約 12時間で神経活動頻度が約 3割まで減少することを
示した．

3 章では，培養神経回路網の自発性神経活動頻度と細胞外ブドウ糖濃度の関係性を解析し
た．細胞外ブドウ糖濃度が培養時のブドウ糖濃度までは自発性神経活動頻度は細胞外ブドウ
糖濃度の上昇に伴って増加し，それ以上では自発性神経活動頻度は翻って減少した．このこ
とから培養時のブドウ糖濃度が神経回路網においての最適な細胞外ブドウ糖濃度である可能
性が示唆された．加えて，培養時のブドウ糖濃度を変更して培養した神経回路網の細胞外ブ
ドウ糖に対する至適濃度がシフトしたことから，培養神経回路網は培養時のブドウ糖濃度に
最適化されている可能性を示唆した．
そこで，培養時のブドウ糖濃度を変えて神経回路網の形成過程における自発性神経活動を
解析した．通常のブドウ糖濃度で培養した神経回路網と高ブドウ糖濃度下で培養した神経回
路網は培養日数に依存して自発性神経活動頻度，単一電極のバースト頻度，同期バースト頻
度共に有意な差は存在しなかった．一方，低ブドウ糖濃度で培養した神経回路網では，自発
性神経活動頻度，及び単一電極のバースト頻度が培養日数に依存して増加したが，通常の条
件で培養した神経回路網と比して有意に低かった．この現象は，低ブドウ糖濃度で培養した
ことにより，神経回路網を構成する神経細胞数が低下したことを示唆する．一方，同期バー
スト活動頻度には有意な低下がなかったことから，分散播種された神経細胞は外部環境や神
経細胞密度に適応し，同期的な活動を維持するよう回路網を形成することが示唆された．

3章までは自発性神経活動と細胞外ブドウ糖の関係性について議論した．MEAを用いるこ
とで，神経回路網に電流刺激を印加し，誘発応答を計測することが可能である．そこで 4章
では，培養神経回路網の誘発応答パターンの識別を試みた．培養神経回路網は自発性神経活
動と，入力された刺激に特有の誘発応答とを発生する．従来の知見では，誘発応答が有意な
神経活動であり，自発性神経活動は神経回路網においては雑音として扱う傾向があった．し
かしながら，近年では自発性神経活動が脳の情報処理に積極的に関与していることを示す結
果が報告されている [9,42–44]．本研究では，自己組織化マップを用いて神経活動パターンを
識別した．その結果，神経回路網が発する誘発応答は自発性神経活動が有する豊富な活動パ
ターンから刺激入力により再現よく特定のパターンが引き出された結果である可能性を示し
た．また，細胞外ブドウ糖濃度を変化させて誘発応答を計測し，自己組織化マップを用いて
神経活動パターンを識別した結果，30 mMブドウ糖濃度条件下で自発性神経活動頻度が低く
なった状態では， 10 mMブドウ糖濃度条件下と比して，自発性神経活動パターンと誘発応答
パターンとの類似性が高くなることを明らかにした．

5章では，局所的な活動パターンテンプレートを作成し，MEA上に培養された神経回路網
の誘発応答の空間的な伝搬を解析した．結果として，刺激電流の影響は印加した直後 20-40
ミリ秒程度で伝播し，その後は自発性神経活動などの入力と電流刺激の影響が混在した特徴
的な神経電気活動が観察されることを明らかにした．
また，細胞外ブドウ糖濃度を変化させて誘発応答を計測し，誘発応答の空間的な伝播を解
析した．結果として，10 mMブドウ糖濃度下と比して 30 mMブドウ糖下で自発性神経活動
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頻度が低くなった影響により，刺激電極周辺では電流刺激による直接的な誘発応答が発生し
にくくなり，刺激により間接的に誘導された自発性神経活動と類似した活動が刺激電極に対
して遠位の領域で発現することが明らかとなった．以上の結果から，神経回路網の自発性神
経活動は細胞外ブドウ糖濃度により変動し，その原因は神経間の伝達効率の減少である事が
示唆された．また，この神経伝達の変化は，神経活動パターンに影響を与え，自発性神経活
動と誘発応答との類似性にも関与する可能性が示唆された．一定の範囲内では細胞外ブドウ
糖濃度の増加に依存して神経電気細胞外ブドウ糖濃度の増加とともに，脳全体の神経電気活
動が活性化する方向に向かう可能性が示された．また，自発性神経活動が最も活性化する細
胞外ブドウ糖濃度は培養条件に依存し，最適な細胞外ブドウ糖濃度を恒常性として維持する
傾向が確認された．これらは，生物の生存と神経電気活動を結び付ける仲介的な条件として
細胞外ブドウ糖濃度が重要であるという仮定と矛盾しない結果であると考えられる．
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第 2章培養神経回路網の生物学的特徴

2.1 序論
記憶や学習を始めとする脳高次機能の解明には，神経回路網における電気活動（神経電気
活動）が表現する時間的，かつ空間的なパターン（時空間パターン）を解析することが非常
に重要である．神経電気活動の時空間パターンは，神経回路網内を伝播する活動電位により
形成されている [1]．
生体が本来持つ神経回路網を一度解離分散し，培養皿上に播種して培養する手法を分散培
養という．分散培養された神経細胞は互いに神経突起を伸長し，シナプス結合を形成するこ
とで神経回路網を自律的に再構築する．特に MEA上に分散培養し，再形成された神経回路
網は広い範囲から神経電気活動を同時に計測出来ることから，脳情報処理の局所的な生物モ
デルとして大変有用である [15–17]．本研究では，ラット胎児大脳海馬由来の神経細胞を底面
に 64個の微小平面電極を設置した培養皿であるMEDプローブ [45]上に分散培養した．
分散培養された神経回路網は，DIV10前後より外部からの入力が無くとも自律的に電気活
動を発生することが知られている [6, 19]．この電気活動は自発性神経活動と呼ばれ，従来は
神経回路網が発する雑音として扱われる傾向があったが，近年の知見では自発性神経活動が
特定の時空間パターンを形成していることが見いだされており [9,42–44]，脳の情報処理にお
いて自発性神経活動の持つ役割に注目が集まっている．培養神経回路網の自発性神経活動は，
培養日数の経過に伴って活動が高頻度化し，複雑な活動パターンを形成することが報告され
ている [6, 19]．自発性神経活動が脳の情報処理に利用されているとすると，回路網の形成及
び，成熟による活動パターンの変化は脳の情報処理に大きく関与していることが考えられる．
自発性神経活動は，神経回路網の構成要素である神経細胞から発生する活動電位が根源で
ある．神経細胞は，通常-70 mV という深い静止膜電位を維持し，細胞外からの急激なナト
リウムイオンの流入による脱分極と，脱分極後にカリウムイオンが細胞外に流出することに
よる静止膜電位への復帰により活動電位が発生する．神経細胞の活動電位は，細胞膜内外の
ナトリウムイオンとカリウムイオンの濃度勾配の平衡が崩れることによって生じるが，濃度
勾配はアデノシン三リン酸（Adenosine triphosphate，ATP）を加水分解して得られるエネル
ギーを用いた Na+/K+ ポンプによる能動輸送によって維持されている [46, 47]．シナプス前
終末には酸素呼吸によって ATPの生成を行う多くのミトコンドリアが集積されていることが
報告されており，シナプス前細胞から神経伝達物質を放出するためにも多量のエネルギーを
必要としていることが知られている（図 2.1）．
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図 2.1 シナプス前終末の透過像（文献 [1]を改変）．赤丸はミトコンドリアを示す．

また，生体が消費する総エネルギー量の約 25%が脳で使用されていることが報告されてい
る [36]．ヒトの全体重における脳の重量の比率が 2%である [48]ことから，脳は極めて高い
エネルギー消費を行っていると言える．このことから，脳の神経細胞は静止膜電位の維持と
その活動電位の発生に多くのエネルギーを必要とすることが明らかとなっている．
他の細胞と同様に，神経細胞も細胞外からブドウ糖を取り込み，分解することで ATPを合
成している．また，ヒトの血中ブドウ糖濃度（血糖値）は 70 - 180 mg/dl（5.5 mM から 10
mM）の間で厳密に制御されており，ラットの場合でも約 150 mg/dl（約 8 mM）と概ね同じ
値である [49]．
生体の脳神経回路網には，神経細胞数の 10倍以上ものグリア細胞が存在する [1]．グリア
細胞はアストロサイト，オリゴデンドロサイト，ミクログリアの総称でありそれぞれ機能は
異なる．特にアストロサイトにおいては，取り込んだブドウ糖をグリコーゲンとして保存し，
細胞外ブドウ糖が欠乏した際にエネルギー源として供給することが報告されており [1]，エネ
ルギー消費と大きく関与する細胞である事が知られている．生体と比してグリア細胞の少な
い培養系においては，細胞外のブドウ糖が不足した場合の栄養サポートが不十分であると考
えられている．そこで，神経細胞の培養に用いられている培養液はブドウ糖濃度が 20 mM程
度の高ブドウ糖濃度の培養液が一般的に用いられている [50–52]．これは電気活動を維持す
るために多量の代謝エネルギーが要求される神経細胞においては，細胞外のブドウ糖濃度を
生体の血中ブドウ糖濃度よりも高濃度に維持しなければ，栄養サポートの少ない培養系では
電気活動を維持することが困難であるためと考えられる．また，神経細胞は増殖能を持たな
いため，培養中に細胞外ブドウ糖量が不足すると培養日数が経過するごとに神経細胞が死滅
し，神経回路網が維持出来ない可能性も考えられる．以上のことからも，生理学的なブドウ
糖濃度よりも高濃度で神経回路網を培養する必要があると言える．

15



第 2章培養神経回路網の生物学的特徴

本研究では，一般的な培養条件で培養したラット胎児大脳海馬由来の神経回路網を MEA
上に培養し，自発性神経活動を計測することで培養日数に依存した自発性神経活動パターン
変化を解析した．また，一般的な条件で培養された神経回路網の自発性神経活動を細胞外ブ
ドウ糖を欠乏させた状態で長期的に計測し，神経回路網が細胞外ブドウ糖欠乏状態で自発性
神経活動を維持しうる時間を解析した．結果として，本研究で用いた MEA上に分散培養さ
れたラット胎児大脳海馬由来の神経回路網においては，培養日数の経過に依存して自発性神
経活動頻度が増加し，その神経電気活動パターンが複雑化することを明らかにした．また，
ブドウ糖欠乏時の自発性神経活動頻度は緩やかに減少し，ブドウ糖欠乏条件下 9時間程度で
約 50％，15時間程度で約 30%に減少した．これらの結果から，培養液の生体条件より高い
ブドウ糖濃度は活発な自発性神経活動の維持に必要十分な条件であることが明らかとなった．

2.2 実験材料・手法
2.2.1 ラット胎児大脳海馬由来神経細胞の初代分散培養

本研究における全ての動物実験は，関西学院大学動物実験管理規定に則り，動物実験委員
会の承認の下に行った．
本研究では実験材料としてラット胎児大脳海馬由来初代分散培養を用いた [25, 53, 54]．分
散培養とは，酵素処理によって神経回路網のシナプス結合を一旦分離した後に培養するもの
である．分散培養系においては元来の神経接続は一旦分断されるが，その後神経細胞は培養
日数の経過に伴って再度神経突起を伸長し，相互に再接続して回路網を構築する．初代培養
とは，動物から採取した細胞を培養皿に播種し，それ以降の継代操作を加えず培養する手法
である．これに対して，培養を継続しながら細胞数を増殖させて複数回分散・解離し直して
再度播種し，培養する手法を継代培養という．また，本研究では培養皿として MEDプロー
ブを用いた（アルファメドサイエンティフィック）を用いた．MEDプローブは，ガラス底面
基板に酸化インジウムスズ（Indium Tin Oxide，ITO）で配線を施し，その終端部に 50 µm四
方の白金黒微小平面電極が設置された培養基板である（図 2.2）．
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導線部

ガラス基板

絶縁膜

白金黒めっき
ITO電極

図 2.2 MEDプローブの模式図．

本研究では，妊娠 18 日のウィスターラット (JCL-Wistar，日本クレア) から摘出した胚齢
18日（Embryonic day18，E18）の胎児の大脳海馬領域を用いた．胚齢 18日の胎児を用いた
理由は，細胞の分化が終了し，予定運命が決定している段階であり，なおかつ神経突起の伸
長が未発達なことから，分散・解離による神経細胞やグリア細胞の損傷が少ないためである．
加えて，海馬領域は培養系で多くの知見が蓄積されている部位であり，回路網の形成過程や
特性がよく知られている．培養手法を以下に述べる．最初に，妊娠 18日の親ラットをイソフ
ルラン（インターベット）麻酔下で安楽死させ，親ラットから胎児を取り出した．取り出され
た胚齢 18日のラット胎児から氷温麻酔下で大脳領域を摘出し，摘出された大脳から海馬領域
を切除した．切除した海馬領域は 35 mmプラスチックディッシュ（イワキ）内の氷温下の培
養液中に保存し，この作業を全胎児分繰り返した．切り出した海馬領域はスポイトで培養液
と共に 15 mL遠沈管（イワキ）に移し，遠沈管から培養液のみを取り除いた．続いて，スポ
イトを用いて 10 mMのブドウ糖（和光純薬）を加えた Ca2+，Mg2+ 不含リン酸バッファー
(Phosphate buffered saline−，PBS−，ニッスイ)で 3回洗浄し，最終濃度 0.175%のトリプシ
ン-EDTA（サーモフィッシャーサイエンティフィック）溶液を加えて 37℃の恒温槽内で 15
分間震盪・撹拌し，酵素処理を行った．酵素処理によって，細胞間を結合している接着タン
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パクが分解され，細胞が解離しやすくなる．震盪後，血清を添加した培養液で 3回洗浄して
酵素処理を終了した．酵素処理終了後，スポイトで 10回程度ピペッティングすることにより
細胞を解離し，細胞懸濁液を作成した．改良ノイバウェル型血球計測盤（エルマ，図 2.3）に
細胞懸濁液を 7 µl入れ，細胞数を計数した．

図 2.3 改良のイバウェル型血球計測版の透過像．赤枠で示した部分の細胞数を計数した．
スケールバーは 100 µm．

細胞外電位を精度良く計測するためには，MED プローブのガラス基板表面への神経細胞
の接着が非常に重要である．そこで，培養前に MEDプローブに以下の前処理を施した．初
回使用以外のMEDプローブは使用前に漂白剤で数 10秒間浸し，付着したタンパク質などを
洗浄した．続いて，水道水と mili-Q 水で残留する漂白剤を洗い流した後，80% エタノール
に 30 分間浸透して，エタノールを取り除いて完全に乾燥させた後，20 分間紫外線ライト下
で殺菌処理を行った．洗浄，殺菌後の MEDプローブには細胞接着性を付加するため，予め
0.02%ポリエチレンイミン (Polyethylene imine，PEI，シグマアルドリッチ)溶液により 24時
間以上コートした．PEI溶液を除去し，mili-Q水で 3回洗浄することで MEDプローブの前
処理を終了した．
前処理後のMEDプローブ中央に内径 7 mm（リング内面積 38.5 mm2）のクローニングリ
ング（イワキ）を静置し，電極が集積されたエリア上のみに培養エリアを制限した．これは
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MEDプローブの外縁部に配置された参照電極に細胞が付着すると電位の基準点が揺らぎ，正
常な電位計測ができないためである．通常の培養手法では，クローニングリング内に細胞数
が 30万個，細胞播種時の細胞密度が 7800 cells /mm2 となるよう細胞を播種した（図 2.4）．

図 2.4 MEDプローブに培養されたラット胎児海馬由来神経回路網の一例（E18DIV29）．
■は微小平面電極を示す．スケールバーは 50 µmを示す．

神経回路網の培養には，25%の双極性イオン緩衝剤（HEPES）を含有したダルベッコ変法
イーグル培地（Dulbeco’s Modified Eagle Medium, DMEM，サーモフィッシャーサイエン
ティフィック）とハム F-12を 1:1で混合した培地（DMEM/F12,サーモフィッシャーサイエ
ンティフィック）を基礎培地とし，5 µg/mlインシュリン（シグマアルドリッチ）, 100 units/ml
- 100 µg/mlペニシリン-ストレプトマイシン （サーモフィッシャーサイエンティフィック），
5% ウシ胎児血清（Fatal Bovine Serum, FBS, サーモフィッシャーサイエンティフィック），
5% 馬血清（Horse Serum, HS, サーモフィッシャーサイエンティフィック）を添加したもの
を完全培地として用いた．インシュリンは，細胞のブドウ糖の取り込みを促進する酵素であ
る．ペニシリン－ストレプトマイシンは抗生物質であり，培養中の雑菌などの繁殖を防止す
る．FBSは細胞の増殖・成長に必要な蛋白質を含み，HSは細胞生存や安定した成長に必要で
ある．DMEM/F12は神経細胞の初代培養において一般的な培養液であり，含有するブドウ糖
濃度は 17.5 mMである．細胞は 5% CO2 － 95%大気，37℃の CO2 インキュベータ内で湿
度 100%で培養した．培養液が蒸発することによる塩濃度の上昇，代謝物質による pH変化
の影響を最小限に抑えるため，完全培地は 2日毎に半量を交換した．血清を用いないニュー
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ロベーサル培地に添加物を加えた培養液を用いた無血清培養や，Ara-C等の細胞増殖阻害剤
を添加して細胞増殖作用があるグリア細胞を神経回路網から除去した培養系を用いた実験例
も多く報告されているが，グリア細胞は神経回路網の情報処理に積極的に関与したり，細胞
外のエネルギー源となるブドウ糖を貯蔵する機能を持っていたりすることから，グリア細胞
除去による細胞外電位への影響が皆無とは考え難い．従って本研究ではグリア細胞を除去せ
ずに神経回路網を培養した．

2.2.2 細胞外電位多点計測システム

　
MED プローブに培養した神経回路網の細胞外電位の計測には細胞外電位多点計測システ
ム（MED64システム，アルファメドサイエンティフィック）を使用した．MED64システム
は，MEDプローブ，MEDプローブの端子配線を信号線に結合するMEDコネクタ，インテ
グレーテッドアンプにより構成されている [45]．本研究で用いた MEDプローブは底面のガ
ラス基板上に微小平面電極を備えた培養皿であり，神経回路網の細胞外電位を非侵襲的に多
数の点から同時かつ長期に渡って計測可能である．MEDプローブ底面基板の中央部には 64
個の微小平面電極が 8× 8のアレイ状に配置されている．また，アレイ状の微小平面電極の
外側に 4個の参照電極が配置されており，これらを基準として細胞外電位を計測する．微小
平面電極のサイズは 50× 50 µm，インピーダンスは初回使用時で約 22 kΩである．電極間
距離は数種類のタイプが市販されているが，本研究では広い範囲から神経活動を計測するた
め，電極間距離が最も広い 450 µmのものを用いた（図 2.5，2.6）．
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参照電極

4 mm

10 cm

図 2.5 MEDプローブ底面の電極配置の模式図．

図 2.6 MEDプローブ底面の微小平面電極の微分干渉顕微鏡像．スケールバーは 200 µm.

MED プローブに設置された微小平面電極で測定された電位信号はインテグレーテッドア
ンプ（アルファメドサイエンティフィック）へ伝送されて 1000倍に増幅された後，A/D変換
ボード（PCI-6071-E，日本ナショナルインスツルメンツ）によってデジタル化される．デジ
タルデータは計測制御 PCのハードディスクに保存した（図 2.7）[45,55]．本研究ではサンプ

21



第 2章培養神経回路網の生物学的特徴

リング周波数 10 kHz，量子化ビット数 12 bitでデジタル化した．

計測・保存PC
(Spike Recorder)

刺激電極選択用PCインテグレーテッドアンプ

MEDコネクタ 培養神経回路網

刺激電極信号

A/D変換

（PCI6071E）

刺激電極

(USB6009)

細胞外電位

細胞外電位

刺激電流

刺激電流

図 2.7 細胞外電位多点計測システムの構成．

また，本システムでは，MED プローブ底面の微小平面電極から刺激電流を印加すること
が可能である．ソフトウェアから DAQデバイス（USB-6009，日本ナショナルインスツルメ
ンツ）を制御することによってデジタル信号をヘッドアンプに送信し，刺激電極を選択した．
刺激電流は，D/A変換ボード，ヘッドアンプ内のアイソレーター，MEDコネクタを経由して
指定された電極から印加した．刺激電極の選択・電位信号の計測・デジタルデータの保存に
は当研究室で LabVIEW（日本ナショナルインスツルメンツ）を用いて独自に開発したソフト
ウェアである Spike Recorder（SPR）を用いた．

2.2.3 電位データの解析

計測された神経回路網の細胞外電位は，電位信号データとして計測制御 PCのハードディ
スクに保存した．保存された細胞外電位データには電源ノイズを始めとした多量のノイズが
含まれているため電位データから，活動電位に対応するスパイク状の神経電気活動（スパイ
ク）を検出した．
本研究で用いたスパイクの検出方法は以下の通りである．まず，保存された細胞外電位信
号の移動平均との差分を求め，100 Hz ‒ 2000 Hz のバンドパスデジタルフィルタを適用し
て波形の基線を平坦化した（図 2.8）．移動平均 T の各点 Ti は以下のように定義される（式
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2.1）．
Ti =

Pi−a + Pi−a+1 + Pi−a+2 + ･･･+ Pi+a−1 + Pi+a

2a
(2.1)

P は 1つの時間窓で記録された波形データ，Pi はその 1サンプルの値であり，aは定数で
ある．計測された波形データとの差分 U の各点 Ui は以下のように定義される（式 2.2）．

Ui = Pi − Ti (2.2)
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(a)

(b)

図 2.8 平坦化処理前後の細胞外電位波形の一例．(a) 計測された細胞外電位波形．(b) 平
坦化処理後の細胞外電位波形．スケールバーは 100 µV× 25 ms．

続いて，閾値を設定し，それを超える振幅を持つ極値（ピーク点）を検出した．ピークの
検出には LabVIEWのピーク検出関数を用いた．この関数は，デジタル化された信号データ
を設定した幅（最小 3データポイント）で取り出して 2次最小 2乗近似し，予め設定した閾
値を超えた最小値，または最大値をピーク点として検出する [56]．
ピーク検出の閾値は，信号の平均値に標準偏差の整数倍を経験的に加えたものとすること

24



第 2章培養神経回路網の生物学的特徴

が一般的である．この手法は，ベースラインノイズの変動に対応しやすいという点から多く
の研究グループが用いているが [6, 20, 31, 52]，細胞外電位の振幅が大きい場合は自ずからス
パイク検出の閾値が大きくなり，ベースラインノイズ付近の振幅の小さいスパイクに対する
検出精度が低い傾向がある (図 2.9)．そこで，本研究では以下のようにしてスパイクの検出を
行った（図 2.10）[55]．

電
圧
（
v）

時間(ms)

＋の閾値

－の閾値

図 2.9 一般的なスパイク検出閾値設定によるベースラインノイズ付近のスパイクの取り
こぼし．緑矢印が取りこぼした振幅が小さいスパイクを示す．文献 [55]より引用．
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𝐸(#) 	+ 𝑎×𝜎(#)

𝐸(*) : 時間窓内の電位ピーク

𝜎(*) : 時間窓内の電位ピークの標準偏差

𝐸(+) 	+ ｂ×𝜎(+)

𝐸(+) : 部分集合の電位ピーク

𝜎(+) : 部分集合の電位ピークの標準偏差

(b)

(a)

図 2.10 スパイク検出の閾値決定法の模式図．(a) 一般的なスパイク検出手法．赤丸が検
出されたスパイクを示す．(b) 本研究で用いたスパイク検出手法．青丸が新手法で検出さ
れたスパイクを示す．

本研究では，電位信号の振幅と標準偏差の整数倍をスパイク検出の閾値 Thとしたが，解
析時間窓内の全電位振幅の平均を計算するのではなく，ある一定の条件を満たす部分集合に
ついてのみ平均と標準偏差を計算した（式 2.3）．
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Th = E(N)±σ (N)× a (2.3)

ここで，E(N)は解析時間窓内である一定の条件を満たした電位振幅の部分集合，σ (N)

は E(N) の標準偏差である．ただし，N は以下の条件式を満たす I の部分集合である（式
2.4）．

|N − E(I)| <
1

N

N∑
I=1

|I − E(I)| (2.4)

ここで，I は解析時間窓内の全電位信号のサンプル数である．この閾値設定手法は，ベース
ラインノイズ付近の振幅の小さいスパイク検出するため，振幅の大きい電位信号を除外した
電位信号からスパイク検出の閾値を設定する．
本手法で算出された閾値を超える振幅を持つピーク点をスパイクとして検出し，個数及び
それぞれの発生時間をスパイク列として記録した．本研究では，スパイク検出の閾値に用い
た標準偏差の乗数は経験的に 9 ‒ 11に設定した．この手法を搭載してスパイクを検出するソ
フトウェアである Spike Counter（SPC）を，当研究室で LabVIEWを用いて独自に開発した．

2.2.4 自発性神経活動の計測

本研究では，培養日数に依存した神経回路網の自発性神経活動パターン変化を解析するた
め，自発性神経活動が計測範囲のほぼ全域で観察される DIV14から 7日ごとに，自発性神経
活動を 300秒間計測した．
また，細胞外ブドウ糖欠乏時における自発性神経活動の維持時間を解析するため，ブドウ
糖濃度 0 mMの細胞外記録溶液に溶液置換して自発性神経活動を計測した．細胞外記録溶液
とは，神経電気活動を計測するために必要な電解質を含んだ溶液である．本研究では，130
mM NaCl，3 mM KCl，2 mM CaCl2，1 mM MgCl2，20 mM HEPES， 0 mMブドウ糖の一
般的な細胞外記録溶液を用いた．
溶液置換時に温度変化による神経回路網への影響を軽減するため，細胞外記録溶液は 37℃
に加温した．また，溶液置換時に，浸透圧の変化やピペッティングに伴う機械的なショック
によりグリア細胞から ATPが放出され，自発性神経活動頻度が一時的に低下する可能性があ
る．当研究室による過去の実験から，この活動頻度低下は溶液置換後 20分でほぼ本来のレベ
ルまで回復することが確認されているため [25]，溶液置換後は神経回路網を 20 分間静置し
た．溶液置換して静置した後，神経回路網の自発性神経活動を 1 時間毎に 10 分間ずつ計測
した．
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2.3 実験結果
MEA上に培養された神経回路網の自発性神経活動は培養 10日目（DIV10）前後から観察
されることが報告されている．
本研究で用いた培養系においても DIV10前後で自発性神経活動が観察された（図 2.11）．
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(a)

(b)

図 2.11 細胞外電位多点計測システムで計測された自発性神経活動の一例（E18DIV28）．
(a)全 64 電極から計測された自発性神経活動．スケールバーは 100 µV × 200 ms．(b)単
一電極（図 2.11-aの赤枠）から計測された自発性神経活動の一例．スケールバーは 100 µV
× 50 ms．

自発性神経活動は外部からの入力が無い状態で発生する神経電気活動であり，脳情報処理
に積極的に関与している可能性が示唆されている [9, 44]．
本研究では，多くの電極から一定の自発性神経活動が観察出来る DIV14から 7日毎に 300
秒間の自発性神経活動を計測した（図 2.12，2.13）．計測された電位信号データから，SPC
によって神経活動に相当するスパイクを検出した．通常の条件で培養した神経回路網におい
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て，全 64 電極から計測された 1 秒間における平均自発性神経活動頻度は DIV14，DIV21，
DIV28，DIV35，DIV42でそれぞれ，22.57± 7.49，79.79± 12.30，191.52± 26.35，305.65
± 26.49，528.75± 16.04（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．培養神経回路網
の自発性神経活動は，培養日数の経過に伴ってその活動頻度を増加させることが確認された．

(a) DIV14 (b) DIV21

(c) DIV28 (d) DIV35

(e) DIV42

図 2.12 培養日数に依存した自発性神経活動の変化．（a）DIV14，（ｂ）DIV21,（c）DIV28，
（ｄ）DIV35，（e）DIV42．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 2.13 培養日数に依存した自発性神経活動頻度の変化．エラーバーは標準誤差を示す
（E18DIV14-42，N = 6）．

自発性神経活動の活動パターンは培養日数の経過に伴ってその活動パターンが複雑化する
ことを本実験系においても確認した．これは，従来の知見と一致する結果である [6, 19, 20]．
DIV35以降のように，自発性神経活動が充分活発に観察される場合，細胞外のブドウ糖を欠
乏させ，細胞外からのエネルギー供給が無い状態で自発性神経活動がどの程度維持可能か解
析した．神経回路網の細胞外液をブドウ糖濃度が 0 mM の細胞外記録溶液に溶液置換し，1
時間ごとに 10分間の自発性神経活動を計測した（図 2.14，2.15，表 2.1）．本実験では，溶液
置換後 20分静置した後の 10分間の自発性神経活動頻度で，それ以降 1時間ごとに計測した
10分間の自発性神経活動頻度で除して正規化した．本実験には，E18DIV37-DIV93の神経回
路網を用いた．
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(a) t = 0 h (b) t = 3 h

(c) t = 6 h (d) t = 9 h

(e) t = 12 h (f) t = 15 h

図 2.14 ブドウ糖濃度欠乏時の自発性神経活動の一例（E18DIV56）．(a) 溶液置換直後，
(b)溶液置換 3時間後，(c)溶液置換 6時間後，(d)溶液置換 9時間後，(e)溶液置換 12時
間後，(f)溶液置換 15時間後．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 2.15 細胞外ブドウ糖欠乏時の正規化された自発性神経活動頻度の変化．点線は溶液置
換直後の自発性神経活動頻度の 50%，破線は溶液置換直後の自発性神経活動頻度の 30%を
示す．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV37-93，N = 5）．
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表 2.1 溶液置換後経過時間と自発性神経活動頻度の関係性

溶液置換後経過時間 正規化自発性神経活動頻度（平均値±標準誤差，N = 5）

1時間後 0.85± 0.05
2時間後 0.79± 0.08
3時間後 0.70± 0.10
4時間後 0.69± 0.07
5時間後 0.65± 0.09
6時間後 0.63± 0.10
7時間後 0.55± 0.05
8時間後 0.49± 0.04
9時間後 0.46± 0.04
10時間後 0.40± 0.03
11時間後 0.38± 0.03
12時間後 0.33± 0.03
13時間後 0.32± 0.03
14時間後 0.30± 0.03
15時間後 0.30± 0.04

正規化された自発性神経活動頻度は，ブドウ糖濃度 0 mMの細胞外記録溶液に溶液置換し
た直後の自発性神経活動頻度を 1として，溶液置換後 3時間で 0.70± 0.10，6時間後で 0.63
± 0.0.10，9時間後で 0.46± 0.04，12時間後で 0.34± 0.03，15時間後で 0.30± 0.04（それ
ぞれ平均値±標準誤差，N = 5）であった．本研究で使用した培養神経回路網の自発性神経活
動頻度は，ブドウ糖濃度 0 mM条件下において緩やかに減少し，9時間後で約 50%，15時間
後で 30%程度に減少したことが明らかとなった．これらの結果は，神経回路網が 15時間以
上の自発性神経活動を維持出来る程度のエネルギーが細胞に蓄積されていることを示唆する．

2.4 考察
2.4.1 培養日数に依存した自発性神経活動パターン

細胞外電位多点計測システムを用いて，MED プローブ上に培養されたラット胎児海馬領
域由来の神経回路網の自発性神経活動を計測した．培養神経回路網において，DIV10 前後
で自発性神経活動が観察される．本研究で用いた神経回路網においても，自発性神経活動が
DIV10前後から確認された（図 2.11）．分散培養した神経回路網の自発性神経活動は，培養
日数の経過に伴って活動頻度が増加し，培養日数に依存して活動パターンを変化させること
が報告されている [6, 19]．また，培養された神経回路網は培養約 5-6 週間目から高頻度バー
スト活動が発現し，これが神経回路網の機能的構造の自己組織的な再構成を行う過程である
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事が示唆されている [57]．本研究で用いた培養系においても，培養日数の経過に伴って自発
性神経活動頻度が増加し，活動パターンが複雑化した（図 2.12，2.13）．また，自発性神経活
動頻度の増加に伴い，自発性神経活動はバースト状の活動を示し，かつ電極全体から同期的
な神経活動を示した．これらの結果，本培養系においても従来の報告と同様の現象が起こっ
ていることを示唆している [6, 19]．分散播種された神経細胞は，それぞれが軸索を伸長し，
神経細胞同士が自己組織的に機能的結合を形成することで複雑な構造を形成する．自発性神
経活動は，この培養神経回路網形成過程の指標として有効である．MED プローブ上に培養
された神経回路網は，神経回路網の特性を維持しつつ発展を長期にわたって解析可能であり，
培養日数と自発性神経活動パターンの関係性を解析するために有効な系である．神経細胞に
とってブドウ糖は細胞の生存，及び神経活動の発生に要するエネルギー源としての役割があ
るため，培養日数に依存した自発性神経活動頻度の増加に伴い，培養神経回路網を構成する
細胞のエネルギー要求量も培養日数に依存して増加していると考えられる．

2.4.2 ブドウ糖欠乏状態で自発性神経活動を維持出来る時間

神経細胞の静止膜電位の維持と，活動電位の発生には多くのエネルギーが要求されると予
想される．
本研究で使用した培養神経回路網の場合，ブドウ糖欠乏状態では自発性神経活動頻度は 15
時間程度で約 3 割程度に減少することが明らかとなった．（図 2.14，2.15，表 2.1）．本研究
や他の関連研究において，培養神経回路網は 20 mM 前後のブドウ糖濃度下で培養されてい
る [50–52]．これは生理的な血中ブドウ糖濃度（5.5 mM ‒ 10 mM）と比して高濃度である
が，培養系においては栄養的なサポートを行うグリア細胞の密度も小さく，血流も存在しな
いことから外液置換も少ないため，生体と同じブドウ糖濃度では細胞の生存を維持出来ない
と考えられている．本研究で用いた培養系は，初期密度が 7800 cells / mm2 であり，関連す
る他の研究よりも高密度で播種・培養されている．このことからも，本研究で用いた神経回
路網を活性度が高い状態で維持するためには生理的条件よりも多くのブドウ糖が必要である
ことが考えられる．
神経回路網の細胞外ブドウ糖濃度が必要量より下回った場合，神経回路網の自発性神経活
動頻度は低下することが考えられる．従って，本実験で得られた結果は蓋然性があると言え
る．細胞外ブドウ糖が長時間にわたって欠乏した場合に自発性神経活動頻度が低下する理由
として，神経回路網を構成する細胞数の減少，もしくは細胞がエネルギー消費量を抑えるた
めに自発性神経活動頻度を低下させることが考えられる．
細胞外ブドウ糖が欠乏した場合，神経細胞の生存に用いるエネルギーが不足して神経細胞
が死滅し，神経回路網を構成する細胞数が減少している可能性がある．細胞外ブドウ糖が欠
乏した場合，神経回路網全体で平均的に神経細胞が死滅することが考えられるが，本研究で
得られた結果として，細胞外ブドウ糖が欠乏した状態で 15時間経過した後の自発性神経活動
は，特定の電極においてのみ観察された（図 2.14）．仮に細胞外ブドウ糖の欠乏により平均的
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に神経細胞が死滅しているのであれば，自発性神経活動が観察される電極数は減少せずにそ
れぞれの電極において自発性神経活動頻度が低下する可能性が高い．神経回路網は神経細胞
集団を同期的に活動させることで機能を発揮していると考えられている [18]．細胞外ブドウ
糖が欠乏した状態で長時間経過した後，エネルギー消費量を抑えるために神経回路網の一部
が同期的に活動する状態を維持している可能性がある．
また，培養液のブドウ糖濃度が神経回路網を維持する下限に近い場合，細胞外のブドウ糖
を欠乏させた直後から神経細胞死が起こり，急速に自発性神経活動頻度が減少することが考
えられる．本実験で得た結果により，細胞外ブドウ糖欠乏時の自発性神経活動は緩やかに減
少したことを確認した．このことから，一般的な培養条件におけるブドウ糖濃度は神経回路
網の維持と活動の活性化に必要十分であることが示唆された．

2.5 結論
ラット海馬由来分散培養神経回路網の自発性神経活動の特性を確認した．自発性神経活動
は培養日数の経過に依存して活動頻度が増加し，活動パターンが複雑化した．本研究の条件
で充分に培養した神経回路網を細胞外ブドウ糖欠乏状態にした場合，約 15 時間後には自発
性神経活動頻度が概ね 3割前後に減少するが，自発性神経活動が維持されることを明らかに
した．
分散培養した神経回路網において，神経細胞にとっての栄養的なサポートが不足した状態
であっても，神経細胞の初代培養において一般的な高ブドウ糖濃度で培養することで，神経
回路網の機能が十分に維持されていることを確認した．
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3.1 序論
脳の高次機能を担う神経回路網において，単一の神経細胞は回路網を構成する素子である．
神経細胞において発生した活動電位は，軸索上を伝播し，回路網を構成する他の神経細胞にシ
ナプスを介して入力される．シナプス伝達効率は回路網内で常に制御されており，神経電気
活動に依存して可塑的に変化していることが知られており，可塑的変化により脳内の情報処
理が行われていると考えられている．脳を離散的な数理モデルで模倣した情報処理手法は多
く提案され，特に最近はディープラーニング [58]が特徴学習を実現するとして注目を浴びて
いる．しかしながら，生体系は，生存を前提にした情報処理や，神経回路網のフレームワーク
そのものの改変など，機械学習では模倣しにくい特性も多く持っている．従って，生体素子
を用いた情報処理の可能性を追究することも一つの興味深い方向であると考える [41,59,60]．
動物におけるエネルギーは主としてブドウ糖により供給される．培養した神経回路網で発
生する自発性神経活動は培養日数の経過に伴って活動パターンを変化させることが報告され
ている [6, 19, 33]．自発性神経活動が脳情報処理に利用されているとすると，回路網の形成及
び成熟による活動パターンの変化は脳情報処理に関与していることが考えられる．
機械による情報処理と同様に，生体による情報処理にもエネルギーが消費される．他の細
胞と同様に，神経細胞は主に細胞外のブドウ糖を取り込んで，細胞内の生化学系ネットワー
クである代謝経路（図 3.1）によって分解し，生体内におけるエネルギーの共通通貨とされる
ATPに変換して，エネルギーの運搬，貯蔵を行なっている．
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ブドウ糖

ブドウ糖

解糖

ATP2H

2H

8H

ピルビン酸

アセチル-COA

クエン酸回路

β- 酸化 脂肪酸

ATP 4H

H

O2

電子伝達系 エネルギー

GLUT
細胞内

細胞外

図 3.1 酸素呼吸する細胞の糖代謝経路．

ATPは糖質，及び脂肪酸の化学結合の中に蓄えられているエネルギーを細胞にとって利用
しやすい形に濃縮したものと言える．ATPは主に酸素呼吸によってミトコンドリア内で生成
される．ブドウ糖は細胞内の経路で代謝されて，細胞は大量の ATPを産出し，生体の脳にお
いてもエネルギー源として活用される．脳循環代謝の解析により，ヒトの脳では重量比を考
慮すると 10倍以上ものブドウ糖を消費している [35, 36]．脳が通常時にエネルギーとして利
用する基質は細胞外から取り込まれたブドウ糖がほとんどであり，少なくとも脳の基礎活動
時に主に働いている代謝系はブドウ糖の酸化反応である．脳機能の正常な保持には，その活
動を支えるエネルギー代謝が必要であり，糖代謝はその中心的な役割を果たしている．細胞
外ブドウ糖は全ての細胞の生存に必要であり，それは脳神経細胞においても例外では無い．
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例えば，中脳の SNrや海馬には血糖値を感知するために KATPが存在し，細胞内ブドウ糖濃
度の量を感知し，制御している可能性が示唆されている [40]．
一方で，30 mM の高ブドウ糖濃度下に 3 日程度暴露された神経細胞はグルコース毒性と
いう代謝ダメージを受けることが報告されている．グルコース毒性においては，解糖系や電
子伝達系におけるタンパク分子の糖化，分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ (Mitogen-
activated Protein Kinase, MAPK) 系の活性化によって細胞死が引き起こされることが知られ
ており [61]，それを防止するためにも生体内においてはブドウ糖濃度が厳密に制御されてい
る．その濃度は生物種にもよるが，概ね 8 mM前後である [49]．
脳においては神経細胞の周囲を覆う形でグリア細胞が存在する．ヒトの脳においてグリア
細胞は神経細胞の 10倍以上の数が存在すると言われる [1]．グリア細胞の一種であるアスト
ロサイトは，これまで神経細胞を生理的に保持する役割を持つと考えられていたがその他に
も重要な機能を有していることが明らかになってきている．神経細胞とグリア細胞にはグル
コース輸送体である GLUTが発現しており，相互にエネルギーをやり取りしていることが知
られている．特にアストロサイトは，神経細胞から放出された興奮性の神経伝達物質である
グルタミン酸を吸収し，再び神経細胞へ供給する働きを有する他 [62]，取り込んだブドウ糖
をグリコーゲンとして保存し，ブドウ糖欠乏時にはエネルギー源として神経細胞へ供給する
ことも報告されている [63]（図 3.2）．

神経細胞アストロサイト

ブドウ糖

乳酸

グルタミン酸

ピルビン酸

グリコーゲン

グルタミン

GLUT1

ブドウ糖

乳酸

グルタミン酸

ピルビン酸

ブドウ糖

クエン酸
回路

グルタミン

GLUT3

クエン酸
回路

MCT2

MCT1

MCT4

ブドウ糖

図 3.2 神経細胞とアストロサイトとの間のエネルギーのやりとり．

また，InVitro の系では培養した神経細胞はブドウ糖のみならず培養液中に加えられた乳
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酸をエネルギー基質として使用できることが知られてきた [64]．神経細胞は，潜在的には乳
酸等の解糖系生産物，さらにはグルタミン酸からも ATPを生産し得る．ペレソンとマジスト
レッティは培養されたアストロサイトがグルタミン酸刺激によりブドウ糖消費量を増加させ
ると共に，乳酸生産量を増大させ，細胞外に放出することを報告した [65]．また，代謝経路
によって発生した乳酸がアストロサイトから神経細胞とトランスポーターを介して受け渡さ
れることが，記憶の長期的維持に関与しているという報告がなされ，乳酸と記憶の関係性に
ついても注目が集まっている [64]．従って，グリア細胞と神経細胞は情報処理・エネルギー
代謝において，相互に作用して脳機能を実現している．
これまでの議論の様に神経細胞は，電気活動を維持するために多量のエネルギーを消費す
ることから神経活動と細胞外ブドウ糖濃度は大きく関与している可能性が高い [62,66]．しか
しながら，ブドウ糖から活動に必要なエネルギーを得る過程と神経回路網の活動変化を関連
付けて解析した研究はほとんど存在しない．また，神経回路網の形成及び成熟による神経活
動パターンの変化が脳情報処理に大きく関与しているにも関わらず，神経回路網の形成過程
における細胞外ブドウ糖濃度の神経電気活動への影響を解析した知見はない．そこで，本研
究では神経回路網の細胞外液中のブドウ糖濃度と自発性神経活動パターンの関連性について
解析した．加えて，培養液のブドウ糖濃度を調整することで，高ブドウ糖濃度及び低ブドウ
糖濃度下で培養した神経回路網において，自発性神経活動パターンの培養日数経過に依存し
た変化についても解析した．

3.2 実験材料・手法
実験材料は，本論文の 2章で記述した MEDプローブ上に培養したラット胎児大脳海馬領
域由来の初代培養神経回路網である．また，細胞外電位多点計測については 2章に記述した
手法と同様である．本章で記述する実験において異なるのは，自発性神経活動の計測スキー
ムであるので以下に記述する．

3.2.1 細胞外ブドウ糖濃度に依存した自発性神経活動の計測

本実験では，自発性神経活動は通常培養に用いる培養液を細胞外記録溶液に置換して計測
を行った．細胞外記録溶液は神経細胞が電気活動を起こすために最低限必要なイオンを含む
電解質液に細胞のエネルギー源としてブドウ糖を添加した溶液であり，細胞の活動に影響し
うる要因を極力排除することを目的に使用している．細胞外記録溶液の基本的な組成は，130
mM NaCl，3 mM KCl，2 mM CaCl2，1 mM MgCl2，20 mM HEPES，10 mM ブドウ糖で
ある．作成時点での細胞外記録溶液は pHが 6前後であるため，NaOHで滴定して，溶液の
pHを 7.2前後に調整した．また，本研究では通常の細胞外記録溶液以外にブドウ糖濃度を 0
mM，5 mM，10 mM，15 mM，20 mM，30 mM，50 mMにそれぞれ変更した細胞外記録溶
液を準備した．細胞外の溶液を置換することによる神経細胞への浸透圧変化等のショックを
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最小限に防ぐため，全ての細胞外記録溶液はショ糖（和光純薬）を用いて浸透圧を培養液と
同じ約 300 mOsm/kgに調整した．二糖類であるショ糖は細胞へは直接取り込まれないため，
神経電気活動に影響せず浸透圧を調整することが可能である．
神経回路網の細胞外液を置換する際に，ピペッティングによる機械的なショックや温度，
浸透圧変化によるショックを与えるとグリア細胞から ATP が放出されることが知られてい
る [67]．また，この ATPにより自発性活動頻度が減少し，回復するまでに約 20分間程度の
時間を要することが確認されている [25]．本実験では，液置換の直接的な影響をできるだけ
排除するために，細胞外記録溶液に溶液置換を行った後に 20分間静置し，10分間自発性神経
活動を計測した．対照実験として 10 mMブドウ糖濃度の細胞が記録溶液のみで複数回溶液置
換して自発性神経活動を計測し，溶液置換が自発性神経活動に与える影響を確認した後（図
3.3-a），ブドウ糖濃度の異なる細胞が記録溶液下で自発性神経活動を計測した（図 3.3-b）．

5 mM ブドウ糖
Rec.Sol.

溶液置換

5 mM ブドウ糖
Rec.Sol. ・・・

溶液置換

10 mM ブドウ糖
Rec.Sol.

10 mM ブドウ糖
Rec.Sol.

溶液置換

20 分静置 10 分計測 20 分静置 10 分計測

10 mM ブドウ糖
Rec.Sol.

溶液置換

10 mM ブドウ糖
Rec.Sol. ・・・

溶液置換

10 mM ブドウ糖
Rec.Sol.

10 mM ブドウ糖
Rec.Sol.

溶液置換

20 分静置 10 分計測 20 分静置 10 分計測

(a)

(b)

図 3.3 細胞外記録溶下で自発背神経活動を計測する実験スキーム．(a)溶液置換による自
発性神経活動への影響を確認する実験スキーム．(b) ブドウ糖濃度の異なる細胞外記録溶
液下で自発性神経活動を計測する実験スキーム．

実験では，ブドウ糖濃度の異なる細胞外記録溶液に細胞外液を置換して，自発性神経活動
と細胞外ブドウ糖濃度の関係性を解析した．本研究では，最大 6回の溶液置換を行うことか
ら，対照実験としてブドウ糖濃度が 10 mMである通常用いられる細胞外記録溶液で同回数溶
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液置換を行い，20分間静置した後の 10分間の自発性神経活動計測を計測した．

3.2.2 高ブドウ糖濃度下におけるブドウ糖毒性の検討

高ブドウ糖濃度溶液に神経回路網を暴露し，LIVE/DEAD 生存率/細胞毒性キット（サー
モフィッシャーサイエンティフィック）を用いて，生細胞と死細胞の割合を定量した．
LIVE/DEAD 生存率/細胞毒性キットは，カルセイン-AM と，エチディウムホモダイマー－
1を組み合わせて生細胞と死細胞を染色する．カルセイン-AMは，生細胞内のエステラーゼ
により加水分解され，AM基が外れると膜不透過性のカルセインとなり蛍光を発する．エチ
ディウムホモダイマー－ 1は，DNAに結合する膜不透過性の物質で，細胞膜を破壊された死
細胞に取り込まれ，DNAと結合して蛍光を発して死細胞の指標となる．

LIVE/DEAD 生存率/細胞毒性キットを用いた細胞染色手順を以下に述べる．カルセイン
AMとエチディウムホモダイマー－ 1を PBS− で希釈し，それぞれ 2 µMに調整した．培養
神経回路網から培養液を取り除き，PBS− で 2回洗浄した後，カルセイン-AM及びエチディ
ウムホモダイマー－ 1を含む PBS− をMEDプローブに添加し，遮光して 15分間クリーンベ
ンチにて静置した．その後，PBS− で 3回洗浄して，カルセイン-AMとエチディウムホモダ
イマー－ 1を取り除いた．透過像は，倒立顕微鏡 (IX71,オリンパス)と 10倍の対物レンズで
観察し，蛍光染色画像は冷却式 CCDカメラ（BH-51L,ビトラン）で 800×　 600ピクセル
の蛍光画像を撮影した．
生細胞観察には，NIBA励起法 (励起波長 470-490 nm, U-MNIBA3,オリンパス)，死細胞に
は，WIG励起法 (励起波長 520-550 nm, U-MWIG3, オリンパス)を用いた．ネガティブコン
トロールとして，培養神経回路網に 70%エタノール水溶液を 2 ml滴下し，30分間クリーン
ベンチに静置したものの生存状態を定量した（図 3.4）．

(b)(a)

図 3.4 LIVE/DEAD 生存率/細胞毒性キットを用いて生細胞と死細胞を染色した例
（E18DIV29）．(a)生細胞，(b)死細胞．スケールバーは 50 µm．

本研究では死細胞比率を解析するため，同一視野の任意に設定した 5領域から蛍光像を取
得し，撮影した 5領域の生細胞と死細胞の面積をそれぞれ粒子解析した．粒子解析を行うソ
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フトウェアは，LabVIEWを用いて独自に開発した．

3.2.3 培養時のブドウ糖濃度，培養時の神経細胞密度を調整した神経回路網

培養神経回路網の細胞外ブドウ糖濃度への活動頻度と培養時のブドウ糖濃度との関係性
を解析するため，通常用いる培養液である DMEM/F12をベースとしたブドウ糖濃度が 17.5
mMの培養液と共に，本研究ではブドウ糖濃度を 7.5 mM，及び 30 mMに調整した培養液で
神経回路網を培養した．ブドウ糖濃度 7.5 mMの培養液は，DMEM no glucose（サーモフィッ
シャーサイエンティフィック）にハム F12（サーモフィッシャーサイエンティフィック）を 1
: 1の割合で混合して DMEM/F12を作成し，さらにブドウ糖を添加することでブドウ糖濃度
を 7.5 mMに調整した．また，ブドウ糖濃度 30 mMの培養液は，ブドウ糖濃度が 17.5 mM
である DMEM/F12 にブドウ糖を添加して調整した．ブドウ糖濃度を変更した培養液は，ブ
ドウ糖添加時の雑菌等の混入による培養時のコンタミネーションを防ぐため，0.22 µm フィ
ルター（メルクミリポア）を用いて加圧滅菌した．
通常の培養条件では，クローニングリング内に 30万個の神経細胞を播種するため，神経細
胞の初期密度は 7800 cells/mm2 であるが，本実験では通常の初期密度で培養した神経回路網
の他に，クローニングリング内に播種する細胞数を 10万個，初期播種密度が 2600 cells/mm2

とした神経回路網を培養した．

3.2.4 自発性神経活動パターンの解析手法

培養神経回路網において，神経回路網の成熟過程で自発性神経活動が短期間に高頻度で発
生するバースト活動を呈することが報告されている．本実験では，培養日数が経過すること
で単一電極で派生する自発性バースト活動（図 3.5-a），及びバースト活動が同期的に複数の
電極で発生する自発性同期バースト活動（図 3.5-b）を検出した．
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(a)

(b)

図 3.5 神経回路網の自発性バースト，同期バースト活動の一例（E18DIV42）．(a)単一電
極における自発性バースト活動の一例．赤線はバースト活動を示す．スケールバーは 25
ms× 100 µV．(b)複数電極における自発性同期バースト活動の一例．スケールバーは 100
ms× 100 µV．

自発性バースト活動はチアッパローネらの手法を改変して検出した [6]．自発性バースト活
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動は，検出されたスパイクの発生時刻をもとに 100ミリ秒内にスパイクが 10個以上検出され
た場合に検出した（図 3.6-a）．
また，培養神経回路網の自発性神経活動は培養日数の経過に伴い広範囲に同期的に発生す
る．本研究では，この同期的な神経電気活動を自発性同期バーストと定義した．自発性同期
バーストはチェンらの手法を改変して検出した [68]．自発性同期バーストは全 64電極から計
測された 100ミリ秒ごとの神経電気活動頻度を合計し，神経電気活動頻度のヒストグラムを
全計測時間分作成した．続いて，100 ミリ秒ごとの合計神経電気活動頻度が閾値を超えた場
合にバーストとして検出した．自発性同期バースト検出の閾値は，時間窓毎の神経電気活動
頻度の平均値＋標準偏差の 3倍とした（図 3.6-b）．

100 ms

∑

(a)

時間 [ms]

合
計

ス
パ

イ
ク

数

(b)

・・・

100 ms

100 200 300 400

100 ms

𝑀𝑒𝑎𝑛＋3	×	𝜎

図 3.6 自発性バースト活動検出方法．(a)自発性バースト活動検出方法． (b)自発性同期
バースト活動検出方法．
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3.3 実験結果
3.3.1 細胞外ブドウ糖濃度と自発性神経活動頻度の関係性

本研究では，対照実験として培養神経回路網の細胞外液を，10 mMブドウ糖の細胞外記録
溶液のみで 6回溶液置換した場合の自発性神経活動を 10分間計測した（図 3.7 - 3.8）．本実
験では 1 回目の計測時の 10 分間の自発性神経活動スパイク数で，2 回目以降に記録した 10
分間の自発性神経活動スパイク数を除して正規化した．本実験には E18DIV28-34 の培養神
経回路網を用いた. 本実験における 64 電極より計測した 1 秒間の平均自発性神経活動頻度
は，溶液置換 1回目で 491.09± 31.39，2回目で 576.14± 46.71，3回目で 584.73± 46.50，
4回目で 556.25± 37.41，5回目で，512.45± 38.33，6回目で，438.04± 40.84（それぞれ
平均値±標偏誤差，N = 5）であった．正規化されたスパイク数は，初回に計測された自発
性神経活動頻度を 1として，溶液置換 2 回目以降 1.16 ± 0.19，1.18 ± 0.21，1.14 ± 0.17，
1.05± 0.23，0.88± 0.28（それぞれ平均値±標偏誤差，N = 5）と推移した．全試行におい
て，クラスカル・ウォリス検定による有意差は認められなかった．従って，10 mMブドウ糖
濃度の細胞外記録溶液で溶液置換を行うことでは自発性神経活動頻度の有意な変化は起こら
ないことが確認された．
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(a) (b)

(c) (d)

2 回目 3 回目

5 回目4 回目

図 3.7 10 mMブドウ糖濃度の細胞外記録溶液のみで溶液置換した時の自発性神経活動の
一例（E18DIV31）．(a)溶液置換 2回目，(b)溶液置換 3回目，(c)溶液置換 4回目, (b)溶
液置換 5回目．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 3.8 10 mMブドウ糖濃度の細胞外記録溶液のみで溶液置換した時の自発性神経活動頻
度．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV28-34，N = 5）．

続いて，細胞外液を 0，5，10，15，20，30 mMブドウ糖濃度の細胞外記録溶液に溶液置換
した場合の自発性神経活動を解析した (図 3.9 - 3.10)．本実験には E18DIV27-33の培養神経
回路網を用いた．それぞれの細胞外ブドウ糖濃度における 10分間の自発性神経活動スパイク
数を，細胞外ブドウ糖濃度 0 mM における 10 分間の自発性神経活動スパイク数で除して正
規化を行った．スパイク数は全 64 電極で記録されたものの合計である．64 電極より計測し
た 1秒間の平均自発性神経活動頻度は，ブドウ糖濃度が 0 mMで 281.54± 30.40，5 mMで
509.56 ± 52.31，10 mM で 708.72 ± 80.25，15 mM で 773.52 ± 92.68，20 mM で 639.51
± 79.48，30 mMで 471.57± 66.30（それぞれ平均値±標偏誤差，N = 5）であった．また，
正規化した自発性神経活動スパイク数は，細胞外ブドウ糖濃度 0 mMで計測された自発性神
経活動頻度を 1として，ブドウ糖濃度が 5 mMで 1.82 ± 0.09，10 mMで 2.50 ± 0.25，15
mMで 2.70± 0.20，20 mMで 2.23± 0.28，30 mMで 1.60± 0.21（それぞれ平均値±標
偏誤差，N = 5）であった．また，マン・ホイットニーの U検定により，細胞外ブドウ糖濃度
5 mMと 15 mMの間，及び細胞外ブドウ糖濃度 15 mMと 30 mMの間で，正規化自発性神
経活動頻度に p < 0.01で有意差が認められた．細胞外ブドウ糖濃度が 15 mMまでは神経回
路網の自発性神経活動頻度が上昇し，それ以上の濃度では活動頻度が上昇せず逆に減少した．
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5 mM (b)

(c) (d)

(a) 10 mM

15 mM 30 mM

図 3.9 細胞外ブドウ糖濃度変化依存した自発性神経活動の変化の一例（E18DIV29）．(a)
5 mMブドウ糖濃度，(b) 10 mMブドウ糖濃度，(c) 15 mMブドウ糖濃度, (b) 30 mMブド
ウ糖濃度．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 3.10 細胞外ブドウ糖濃度変化依存した自発性神経活動頻度の変化．エラーバーは標準
誤差を示す（E18DIV27-33，N = 5）．∗はマン・ホイットニーの U検定による有意差を示
す（p < 0.01）．

3.3.2 高ブドウ糖濃度下におけるブドウ糖毒性の検討

培養神経回路網において，高ブドウ糖濃度下において自発性神経活動頻度が減少すること
が明らかとなった．高ブドウ糖濃度下に培養神経細胞を長時間 3日程度暴露した際にブドウ
糖毒性が発現し，細胞死が発生することが報告されている [61]．本研究では，およそ 40分間
という短時間の暴露であるが，生体においては 30 mMブドウ糖濃度はブドウ糖毒性を発現さ
せるのに十分な細胞外ブドウ糖濃度である．そこで，本実験においてブドウ糖毒性の影響が
自発性神経活動に現れるかを確認した．
初めにインキュベータから取り出した直後に 10 分間の自発性神経活動を計測し，続いて

30 mMブドウ糖濃度の細胞外記録溶液に 40分間暴露した．暴露後の培養神経回路網の細胞
外液を培養液に溶液置換した後，CO2 インキュベータにおいて 24時間培養し，インキュベー
タから取り出した直後に 10 分間の自発性神経活動を計測した（図 3.11-3.12）．本実験には
E18DIV24-35の培養神経回路網を使用した．

64 電極より計測した 1 秒間の平均自発性神経活動頻度は，30 mMブドウ糖濃度暴露前に
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おいて，495.89± 93.77，30 mMブドウ糖暴露 24時間後では 588.59± 24.09（それぞれ平
均値±標準誤差，N = 4）であった．また，両条件間でマン・ホイットニーの U検定による
有意差は認められなかった．

(a) (b)Before exposure After exposure

図 3.11 30 mMブドウ糖濃度の細胞外記録溶液に暴露前，暴露 24時間後の自発性神経活
動（E18DIV31）．(a) 30 mMブドウ糖濃度細胞外記録溶液暴露前，(b) 30 mMブドウ糖濃
度細胞外記録溶液暴露 24時間後．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 3.12 30 mMブドウ糖濃度細胞外記録溶液に暴露前，暴露後 24時間後の自発性神経活
動頻度．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV24-35，N = 5）．

30 mM ブドウ糖濃度溶液に暴露前後で自発性神経活動頻度に有意差は認められないもの
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の平均的な自発性神経活動頻度は若干増加し，高ブドウ糖濃毒性による神経細胞死が発生し
ていないことが示唆された．しかしながら，自発性神経活動頻度は神経回路網内の細胞死を
直接反映しない可能性がある．そこで，LIVE/DEAD生存率/細胞毒性キットを用いて暴露後
の神経細胞の生死を評価した（図 3.13）．実験には E18DIV24-DIV30の培養神経回路網を用
いた．
同一面積である 5 領域の蛍光画像における死細胞の面積比率は 10 mM ブドウ糖濃度細胞
外記録溶液に暴露後は 4.28± 0.82%，30 mMブドウ糖濃度細胞外記録溶液に暴露後は 6.53
± 0.76 %（それぞれ平均値±標準誤差，N = 4)，70%エタノール処理による死細胞の蛍光
面積は 97.32± 0.53%(平均値±標準誤差, N = 6)であった．また，マン・ホイットニーの U
検定により，ブドウ糖濃度 10 mM細胞外記録溶液の暴露後とエタノール処理による死細胞面
積比率との間，ブドウ糖濃度 30 mM細胞外記録溶液の暴露後とエタノール処理後の面積比率
との間に p < 0.01で有意差が認められた．以上の結果より，30 mMブドウ糖濃度下での自発
性神経活動活動頻度の低下は，ブドウ糖毒性による神経細胞死は殆ど関係していないことが
明らかとなった．

53



第 3章自発性神経活動と細胞外ブドウ糖濃度との関係性

(b)

(c)

(a) 10 mM 30 mM

EtOH

100

80

60

40

20

0

(d)

N.S.

＊
EtOH

図 3.13 LIVE/DEAD 生存率/細胞毒性キットを用いた生細胞，死細胞の染色像．(a) 10
mMブドウ糖細胞外記録溶液暴露後 (E18DIV24)，(b) 30 mMブドウ糖細胞外記録溶液暴
露後 (E18DIV24)，(c) 70%エタノール暴露後 (E18DIV29)，スケールバーはそれぞれ 100
µm．(d) (a) ‒ (c)の死細胞比率．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV24-35，N = 4, 4,
6）．∗はマン・ホイットニーの U検定による有意差を示す（p < 0.01）．

3.3.3 培養時のブドウ糖濃度と細胞外ブドウ糖濃度の関係性

培養神経回路網の自発性神経活動頻度は細胞外ブドウ糖濃度 15 mM において最も高頻度
であった．通常使用している培養液のブドウ糖濃度は 17.5 mMであり，最も自発性神経活動
頻度が高かった 15 mMと近い．このことから，培養神経回路網の自発性神経活動頻度と細胞
外ブドウ糖濃度の関係性は，培養液のブドウ糖濃度によって調整されている可能性が考えら
れる．
そこで，ブドウ糖濃度を 30 mMに調整した培養液で培養した神経回路網において細胞外ブ
ドウ糖濃度を変化させて自発性神経活動の計測を行った（図 3.14）．通常の 17.56 mMブドウ
糖濃度培養液で培養した培養神経回路網における 64電極より計測した 1秒間の平均自発性神
経活動頻度は 668.37± 14.12（平均値±標準誤差，N = 5），30 mMブドウ糖濃度培養液で
培養した培養神経回路網における 64 電極より計測した 1 秒間の平均自発性神経活動頻度は
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620.40± 27.36（平均値±標準誤差，N = 5）であった．また，両条件の間に有意差は認めら
れなかった． 30 mMブドウ糖濃度の培養液で培養した培養神経回路網においても，ブドウ糖
濃度 17.56 mMの培養液で培養した培養神経回路網と自発性神経活動頻度との間に有意な差
はなかった．

(a) (b)17.5 mM 30 mM

図 3.14 培養液のブドウ糖濃度を変化させて培養した神経回路網の自発性神経活動の
一例．(a) 17.5 mM ブドウ糖濃度培養液（E18DIV31），(b) 30 mM ブドウ糖濃度培養液
（E18DIV31）．スケールバーは 100 µV× 200 ms．

続いて，細胞外液を 10，30，50 mMブドウ糖濃度の細胞外記録溶液に溶液置換した場合の
自発性神経活動を解析した（図 3.15 - 図 3.16）．実験には DIV27-33 の培養神経回路網を用
いた．

64電極より計測した 1秒間の平均自発性神経活動頻度は細胞外ブドウ糖濃度が 10 mMの
時，193.80± 11.69，30 mMの時 357.32± 13.91，50 mMの時 220.20± 14.63（それぞれ
平均値±標準誤差，N = 5）であった．マン・ホイットニーの U検定により，細胞外ブドウ
糖濃度が 10 mMと 30 mM，30 mMと 50 mMの間で p < 0.01でそれぞれ有意差が認められ
た．これらの結果から，培養神経回路網の自発性神経活動頻度と細胞外ブドウ糖濃度との関
係性は，培養液のブドウ糖濃度により調整されることが示唆された．
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(a) (b)

(c)

10 mM 30 mM

50 mM

図 3.15 30 mMブドウ糖濃度で培養した神経回路網における，細胞外ブドウ糖濃度変化依
存した自発性神経活動の変化の一例（E18DIV33）．(a) 10 mMブドウ糖濃度，(b) 30 mM
ブドウ糖濃度，(c) 50 mMブドウ糖濃度．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 3.16 30 mMブドウ糖濃度で培養した神経回路網において，細胞外ブドウ糖濃度変化依
存した自発性神経活動頻度．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV27-33，N = 4）．∗は
マン・ホイットニーの U検定による有意差を示す（p < 0.01）．

3.3.4 異なるブドウ糖濃度で培養した神経回路網の自発性神経活動

本研究において，17.5 mMブドウ糖濃度の培養液，初期密度 7800 cells / mm2（30万 cells
播種）で培養した神経回路網において DIV10 前後から確認される自発性神経活動を確認し
た．通常の完全培地で培養された神経回路網において，自発性神経活動が培養日数に従って
高頻度化し，かつ活動パターンが複雑化する傾向を確認した（図 3.17）．これらの結果はこれ
までの報告と一致している [19]．
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図 3.17 17.5 mM ブドウ糖濃度の培養液，初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回
路網の，培養日数に依存した自発性神経活動波形の変化．（a）DIV14，（ｂ）DIV21,（c）
DIV28，（ｄ）DIV35，（e）DIV42．スケールバーは 100 µV× 200 ms．

続いて，7.5 mMブドウ糖濃度の培養液で，初期密度 7800 cells / mm2，30 mMブドウ糖濃
度の培養液で，初期密度 7800 cells / mm2，の場合で培養した神経回路網において DIV10前
後から確認される自発性神経活動を確認した．7.5 mM ブドウ糖濃度の培養液で培養された
神経回路網においても，自発性神経活動が培養日数に従って高頻度化し，かつ活動パターン
が複雑化する傾向を確認した（図 3.18-3.20）．
同一の神経回路網に対して DIV14から 7日毎に神経回路網の自発性神経活動を 300秒間計
測した．計測した全 64電極における 1秒間の平均自発性神経活動頻度は，7.5 mMブドウ糖
濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網において，DIV14で 4.00±
0.62，DIV21で 61.32± 9.61，DIV28で 236.32± 42.19，DIV35で 288.20± 31.45，DIV42
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で 429.04± 54.61（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6），17.5 mMブドウ糖濃度の培養液・
初期密度 7800 cells / mm2 において，DIV14 で 74.05 ± 25.39，DIV21 で 118.04 ± 16.51，
DIV28で 183.65± 33.96，DIV35で 346.38± 30.18，DIV42で 532.76± 28.27（それぞれ
平均値 ± 標準誤差，N = 6），30 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で
培養した神経回路網において，DIV14で 7.67 ± 1.54，DIV21で 60.34 ± 13.01，DIV28で
202.29± 12.46，DIV35で 300.61± 28.50，DIV42で 539.93± 9.61（それぞれ平均値±標
準偏差，N = 6）であった．7.5 mMブドウ糖濃度と 17.5 mMブドウ糖濃度との間，7.5 mMブ
ドウ糖濃度と 30 mMブドウ糖濃度との間の DIV42の自発性神経活動頻度において，マン・
ホイットニーの U検定で有意差が認められた（p < 0.01）．このように一般的な培養条件であ
る 17.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網の自発
性神経活動は，培養日数が経過するに伴って高頻度化したが，7.5 mMブドウ糖濃度で培養し
た神経回路網の自発性神経活動は 17.5 mM，30 mMブドウ糖濃度で培養した神経回路網と比
して有意に低かった．
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(d)(c)

(e)

DIV14 DIV21

DIV28 DIV35

DIV42

図 3.18 7.5 mM ブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回
路網の，培養日数に依存した自発性神経活動波形の変化．（a）DIV14，（ｂ）DIV21,（c）
DIV28，（ｄ）DIV35，（e）DIV42．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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(b)(a)
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図 3.19 30 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網
の，培養日数に依存した自発性神経活動波形の変化．（a）DIV14，（ｂ）DIV21,（c）DIV28，
（ｄ）DIV35，（e）DIV42．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 3.20 7.5，17.5，30 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養し
た神経回路網の培養日数に依存した自発性神経活動頻度．エラーバーは標準誤差を示す
（E18DIV14-42，N = 6）．∗はマン・ホイットニーの U検定による有意差を示す（p < 0.01）．

続いて，7.5 mM ブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5 mM ブドウ糖
濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網，及び 30 mM ブドウ糖濃
度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 の条件で培養した神経回路網の自発性神経活動から
バースト活動と同期バースト活動を検出した（図 3.21-図 3.22）．計測した全 64 電極におけ
る 1分間の平均自発性バースト活動頻度は，7.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800
cells / mm2 で培養した神経回路網において，DIV14で 4.00± 0.62，DIV21で 61.32± 9.61，
DIV28で 236.32± 42.19，DIV35で 288.20± 31.45，DIV42で 429.04± 54.61（それぞれ
平均値±標準誤差，N = 6），17.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で
培養した神経回路網において，DIV14 で 34.84 ± 7.75，DIV21 で 144.48 ± 12.71，DIV28
で 354.32± 22.03，DIV35で 704.16± 62.08，DIV42で 1062.40± 18.33（それぞれ平均値
± 標準誤差，N = 6），30 mM ブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養し
た神経回路網において，DIV14で 0.43± 0.051，DIV21で 7.45± 0.98，DIV28で 35.39±
1.03，DIV35で 51.36± 1.82，DIV42で 85.99± 2.63（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6）
であった．
また，計測した神経回路網における 1分間の平均自発性同期バースト活動頻度は，7.5 mM
ブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網において，DIV14
で 6.16± 0.69，DIV21で 19.88± 0.91，DIV28で 27.00± 1.52，DIV35で 44.88± 7.38，
DIV42で 29.48± 1.68（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6），17.5 mMブドウ糖濃度の培
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養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網において，DIV14 で 14.32 ± 1.15，
DIV21で 22.96± 0.53，DIV28で 27.72± 1.19，DIV35で 36.64± 1.93，DIV42で 51.48
± 4.91（それぞれ平均値 ± 標準誤差，N = 6），30 mM ブドウ糖濃度の培養液・初期密度
7800 cells / mm2 で培養した神経回路網において，DIV14で 0.73± 0.071，DIV21で 1.76±
0.050，DIV28で 2.58± 0.064，DIV35で 4.91± 0.56，DIV42で 4.95± 0.49（それぞれ平
均値 ± 標準誤差，N = 6）であった．ブドウ糖濃度 30 mMの培養液・初期密度 7800 cells /
mm2 で培養した神経回路網の自発性バースト活動，及び自発性同期バースト活動は，ブドウ
糖濃度 17.5 mM の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網と同様にバー
スト活動頻度，同期バースト活動頻度が増加することが明らかとなった．また，それぞれの
DIVにおいて通常の完全培地で培養した神経回路網の自発性神経活動と比して頻度について
は有意差は認められなかった．
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図 3.21 7.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5 mMブドウ糖
濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，30 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800
cells / mm2 で培養した神経回路網の培養日数に依存した自発性バースト活動頻度．エラー
バーは標準誤差を示す（E18DIV14-42，N = 6）．∗はマン・ホイットニーの U検定による
有意差を示す（p < 0.01）．
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図 3.22 7.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5 mMブドウ糖
濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，30 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800
cells / mm2 で培養した神経回路網の培養日数に依存した自発性同期バースト活動頻度．エ
ラーバーは標準誤差を示す（E18DIV14-42，N = 6）．

3.3.5 低密度で培養された神経回路網の自発性神経活動

ブドウ糖濃度 7.5 mMの培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網におい
て，自発性神経活動頻度は培養日数が経過するに伴って増加したが，ブドウ糖濃度 17.5 mM
の培養液・初期密度 7800 cells / mm2 で培養した神経回路網と比して自発性神経活動頻度が
有意に低かった．これは，培養過程で神経細胞同士がシナプスを形成し，神経回路網が成熟
することで要求されるエネルギー量が増加するのに対し，培養液中のブドウ糖量が少ないこ
とによる低エネルギー量が律速条件となって神経回路網を構成する個々の神経細胞の活動頻
度が減少して擬似的に神経細胞数が少ない場合と同等の自発性神経活動頻度になった可能性
と，もしくは神経回路網の成熟に伴って，残存する神経細胞やシナプスの密度が減少した可
能性とがあると考えられる．
一般的に分裂増殖しない神経細胞は，培養日数の経過と共に細胞数が減少する．培養系で
は，神経細胞は培地に添加されているブドウ糖からしかエネルギーを得ることが出来ないこ
とから，神経回路網を構成する残存神経細胞数又はシナプス密度と培養時のブドウ糖量は相
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関があることが考えられる．そこで，ブドウ糖濃度 7.5 mMの培養液・初期密度 7800 cells /
mm2 で培養した神経回路網の自発性神経活動と，培養された神経細胞数の相関を解析する
ため，培養開始時にMEDプローブに播種する神経細胞の初期密度を 2600 cells/mm2（10万
cells播種），ブドウ糖濃度 17.5 mMの培養液で培養した神経回路網の自発性神経活動を計測
した．本実験においても，ブドウ糖濃度 17.5 mMの培養液・初期密度 2600 cells/mm2 で培養
した神経回路網の自発性神経活動を DIV14から 7日毎に 300秒間計測した（図 3.23，3.24）．

(b)(a)

(d)(c)

(e)

図 3.23 17.5 mM ブドウ糖濃度の培養液・初期密度 2600 cells / mm2 で培養した神経回
路網の，培養日数に依存した自発性神経活動波形の変化．（a）DIV14，（ｂ）DIV21,（c）
DIV28，（ｄ）DIV35，（e）DIV42．スケールバーは 100 µV× 200 ms．
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図 3.24 7.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5ブドウ糖濃度の
培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 2600 cells
/ mm2 で培養した神経回路網の培養日数に依存した自発性神経活動頻度．エラーバーは標
準誤差を示す（E18DIV14-42，N = 6）．∗はマン・ホイットニーの U検定による有意差を
示す（p < 0.01）．

計測した全 64 電極における 1 秒間の平均自発性神経活動頻度は，ブドウ糖濃度 17.5 mM
の培養液・初期密度を 2600 cells/mm2 で培養した神経回路網において，DIV14 で 29.89 ±
14.22，DIV21で 53.59± 20.00，DIV28で 83.44± 19.50，DIV35で 175.78± 19.91，DIV42
で 194.32± 31.33（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．マン・ホイットニーの
U検定によりブドウ糖濃度 17.5 mMの培養液・初期密度 7800 cells/mm2 で培養した神経回
路網との間で，DIV28以降の自発性神経活動頻度で p < 0.01で有意差が認められた．ブドウ
糖濃度 17.5 mMの培養液・初期密度を 7800 cells/mm2 で培養した神経回路網と比して，初期
に播種した細胞数が少ない神経回路網の場合，自発性神経活動の頻度は特に DIV28以降で有
意に低かった．
低密度で培養された神経回路網では，培養日数に依存して自発性神経活動頻度が増加する
が，自発性神経活動頻度そのものは高密度で培養された神経回路網に比べて有意に低下した．
自発性神経活動頻度の低下に伴い，自発性バースト活動や自発性同期バースト活動に変化が
あると考えられる．そこで，本研究では 17.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 2600 cells
/ mm2 で培養した神経回路網の自発性神経活動からバースト活動と同期バースト活動を検出
した（図 3.25,3.26）．計測した全 64電極における 1分間の平均自発性バースト活動頻度は，
DIV14で 57.24± 14.30，DIV21で 100.28± 20.47，DIV28で 151.56± 22.36，DIV35で
299.28± 14.51，DIV42で 249.68± 20.95（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．
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両条件で培養した神経回路網の自発性神経活動頻度の間において，マン・ホイットニーの U
検定により DIV35の場合に p < 0.01，DIV42の場合に p < 0.01の有意差が認められた．
また，計測した神経回路網における 1分間の平均自発性同期バースト活動頻度は，DIV14
で 11.88± 1.26，DIV21で 22.68± 3.00，DIV28で 22.04± 0.48，DIV35で 38.68± 3.21，
DIV42で 33.64± 2.31（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．ブドウ糖濃度 17.5
mMの培養液・初期密度 2600 cells / mm2 で培養した神経回路網において，自発性バースト活
動，及び自発性同期バースト活動は，ブドウ糖濃度 17.5 mMの培養液・初期密度 7800 cells /
mm2 で培養した神経回路網と同様にバースト活動頻度が増加することが明らかとなったが，
自発性バースト活動頻度においては DIV35以降で有意に減少した．
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図 3.25 7.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5ブドウ糖濃度の
培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 2600 cells
/ mm2 で培養した神経回路網の培養日数に依存した自発性バースト活動頻度．エラーバー
は標準誤差を示す（E18DIV14-42，N = 6）．∗はマン・ホイットニーの U検定による有意
差を示す（p < 0.01）．
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図 3.26 7.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5ブドウ糖濃度の
培養液・初期密度 7800 cells / mm2，17.5 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度 2600 cells
/ mm2 で培養した神経回路網の培養日数に依存した自発性同期バースト活動頻度．エラー
バーは標準誤差を示す（E18DIV14-42，N = 6）．

17.5 mM，30 mMブドウ糖濃度の培養液・初期密度が 7800 cells/mm2 の培養神経回路網に
おいて，自発性神経活動頻度，自発性バースト活動頻度，同期バースト活動頻度に有意差は
無かった．自発性神経活動が神経回路網の内部状態を表象する指標であるとすれば，両条件
で培養された神経回路網は，培養中のブドウ糖濃度に適応した状態で形成されることが示唆
された．
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3.4 考察
3.4.1 細胞外ブドウ糖濃度と自発性神経活動頻度との関係性

本研究において，培養神経回路網からMEDプローブ上に培養された培養神経回路網の自発
性神経活動は細胞外ブドウ糖濃度に依存して変化することが明らかとなった（図 3.9 - 3.10）．
培養液のブドウ濃度である 17.5 mM付近までは，自発性神経活動は細胞外ブドウ糖濃度の増
加に伴って増加し，それ以上の細胞外ブドウ糖濃度では，逆に自発性神経活動頻度が減少し
た．従って，培養神経回路網において，至適なブドウ糖濃度は培養液のブドウ糖濃度に近く
なることが示唆された．ブドウ糖は神経細胞の主要なエネルギー源であり，生体の脳におい
ては必要量より血糖が不足した場合，神経活動を維持するためアストロサイトに貯蔵されて
いるグリコーゲンの分解によってただちに補填され神経細胞に供給される [69]．しかし，生
体と比してグリア細胞の数が少ない培養系では栄養的なサポートが不充分であるため，低ブ
ドウ糖濃度における自発性神経活動頻度の低下は蓋然性がある．活動電位の発生は直接的に
ブドウ糖濃度によって制御されている訳ではないので，自発性神経活動頻度が細胞外ブドウ
糖濃度に強く依存するのは別途何らかのメカニズムが内在していることが考えられる．

3.4.2 ブドウ糖毒性に関する検討

本研究においては 30 mM ブドウ糖の条件で自発性神経活動の減少が観察される，30 mM
ブドウ糖は糖尿病において現実的に生じうるブドウ糖濃度であり，グルコース毒性を誘導す
る条件として用いられる [61]．グルコース毒性とは，解糖系や電子伝達系におけるタンパ
ク分子の糖化，分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（Mitogen-activated Protein Kinase,
MAPK）系の活性化によって細胞死を引き起こす現象である．しかしながら，30 mMの高ブ
ドウ糖濃度の外液に置換して 40分間経過した後にも，通常の完全培地に戻すことで再び培養
を継続することが可能であり，その翌日には自発性神経活動の頻度も実験前と同程度かやや
高頻度な状態にまで回復した（図 3.11 - 3.12）．また，カルセイン-AMとエチディウムホモダ
イマー-1で染色した画像を解析した結果，10 mMブドウ糖濃度 細胞外記録溶液に暴露した
ことによる神経細胞の生存率と，30 mMブドウ糖濃度細胞外記録溶液に暴露したことによる
神経細胞の生存率との間に有意な差は見られなかった（図 3.13）．
神経細胞死は培養中でも日常的に起こっている現象であり，自発性神経活動頻度が有意に
低下するほどの神経細胞死が起こっている可能性は低い．従って本系においては，30 mMブ
ドウ糖下でブドウ糖毒性による不可逆的な変化が生じて，そのために自発性神経活動の頻度
が減少している可能性は少ないと考えられる．グルコース毒性の作用は細胞死や神経栄養因
子の不全など，その効果が現れるまでに 3日程度の時間が必要であると考えられるが，本研
究で報告している高ブドウ糖濃度での自発性神経活動の減弱は溶液置換後 20分程度で発現す
る現象である．時間スケールを考えると，MAPキナーゼ系の活性化 [61]など，グルコース
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毒性を引き起こす化学変化が直接シナプス伝達に作用して短期的・可逆的にシナプス伝達を
低下させる可能性は考えられる．また，自発性電気活動は神経細胞間の相互作用によって発
生するので，過密な回路網活動に伴う頻繁な活動電位発生後の不応期の積算などにより，自
発性神経活動が抑制される可能性も考えられる．
細胞外の高ブドウ糖濃度が自発性神経活動頻度を減少させるメカニズムについては，様々
な可能性が考えられ，その候補の一つとして ATP依存性 K+ チャネル (KATP)による影響が
考えられる．SNrにおける GABA作動性神経細胞の場合は，KATPが活動頻度の調整に主要
な役割を果たしている．KATPは，細胞内の ATP量が多い場合に，開孔確率が上昇する K+

チャネルであり，これが細胞内 ATPの検出に関与している可能性が報告されている [37,38]．
KATPは海馬領域にも存在することが報告されており [39]，本系においても細胞の興奮性が
KATPにより調節されることで自発性神経活動頻度が制御されている可能性がある．
本研究では，生体内のホメオスタシスやブドウ糖のセンシングには積極的に関与していな
いと考えられる海馬の神経細胞においても，ブドウ糖濃度の増加に伴って自発性神経活動が
活発化すること，20 mM以上の高濃度では却って自発性活動は減弱することを示した．これ
は神経細胞の代謝により細胞内 ATPの量が影響を受けた結果であると考えられる．

3.4.3 高ブドウ糖濃度下で培養された神経回路網のグルコース至適濃度のシ
フト

本研究では，ブドウ糖濃度を 30 mMの高濃度にして培養した培養神経回路網における自発
性神経活動も計測した．30 mMブドウ糖濃度の培養液で培養した神経回路網と，通常の 17.5
mMブドウ糖濃度の培養液で培養した神経回路網における自発性神経活動頻度には有意な差
がなく (図 3.14)，高ブドウ糖濃度の培養液を用いた培養によって自発性神経活動頻度が著し
く低下することはなかった．これは，自発性神経活動頻度が単純にブドウ糖の多寡によって
決定されているわけではなく，神経細胞の成熟，グリア細胞の数，神経回路網におけるシナ
プス密度や興奮/抑制性シナプスの割合など様々なパラメータによる影響を受け，最終的にあ
る平衡状態に達することでその神経回路網特有の活動パターンが生成されているためであり，
ブドウ糖濃度によってこれらのパラメータが変化しても相互に補填されるためであると考え
られる．また，30 mMブドウ糖濃度の培養液で培養した培養神経回路網における細胞外ブド
ウ糖濃度が 30 mMの時，自発性神経活動頻度が最大であった (図 3.15 - 3.16)．このことは，
培養時のブドウ糖を高濃度に変更したことで，自発性神経活動頻度に対する培養神経回路網
の自発性神経活動頻度と細胞外ブドウ糖濃度の間にある至適濃度が高濃度側にシフトしたこ
とを示唆している．従って，神経細胞は培養時のブドウ糖濃度に適応し，その濃度との差分
によって自発性神経活動頻度を決定していると考えられる．
細胞外ブドウ糖濃度は，生体にとって生存か死を決定する重要性をもつ．生存に結びつく
状態が「快」であると解釈すれば，ブドウ糖の至適濃度は各神経細胞が個別に識別しうる報
酬信号と考えることができる．あえて飛躍を恐れずに言えば，細胞外ブドウ糖濃度に依存し
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た自発性神経活動の変化は，生体の最も始原的な情動を反映した活動の変化だと考えられる．

3.4.4 培養時のブドウ糖濃度に依存した神経回路網形成

本実験において，ブドウ糖濃度 17.5 mM・初期密度 7800 cells/mm2 で培養した神経回路網
の自発性神経活動を DIV10 前後から確認した．分散培養した神経回路網の自発性神経活動
は，培養日数の経過に伴って自発性神経活動頻度が増加し，活動パターンが変化するという
知見が多く報告されており [6, 19, 20]，分散播種された神経細胞が自律的にシナプス結合を
形成して，再構成された神経回路網においても，回路網の成熟と情報処理には相関があると
考えられる．本研究においても，神経細胞の初代培養において一般的なブドウ糖濃度である
17.5 mMで培養した神経回路網の自発性神経活動を DIV14から 7 日毎に計測した結果，培
養日数の経過に依存して自発性神経活動パターンが複雑になり，自発性神経活動頻度が増加
したことが確認された．
培養神経回路網の自発性神経活動は，培養日数の経過に伴って広範囲で同期的なバースト
状の活動を呈することが報告されている [6, 19, 25]．本研究で用いた培養系でも培養日数が経
過することでバースト活動が観察された（図 3.21-図 3.22）．通常の条件で培養された神経回
路網において，培養日数の経過に伴って自発性バースト活動頻度と自発性同期バースト活動
頻度が増加した．バースト活動は神経回路網の機能的な構造変化を表現していると考えられ
ており [25]，神経回路網の成熟・発展において重要な役割を示すと考えられている．
また，ブドウ糖濃度を低濃度（7.5 mM），及び高濃度（30 mM）に調整した培養液を用いて

MEDプローブ上で神経回路網を培養した．培養中に自発性神経活動を計測，解析することで
神経回路網培養時の細胞外ブドウ糖濃度の変化による影響を解析した．ブドウ糖濃度 30 mM
の培養液・初期密度 7800 cells/mm2 で培養した神経回路網を培養の自発性神経活動を DIV14
から 7日毎に計測した結果，ブドウ糖濃度 30 mMの培養液・初期密度 7800 cells/mm2 で培
養した神経回路網と同様に自発性神経活動頻度，自発性バースト頻度，自発性同期バースト
頻度が培養日数の経過に伴って増加した（図 3.20）．また，自発性同期バースト活動に関して
は，DIV35において僅かに自発性同期バースト活動頻度が増加したが，有意差は無く自発性
神経活動を指標とした場合に両条件の間に差は少ないことが示された．自発性神経活動が神
経回路網の内部状態を表象すると考えると，この両条件の間に内部条件の差が無く，分散播種
された神経細胞は培養時のブドウ糖濃度に適応して神経回路網を形成することが示唆された．
一方，ブドウ糖濃度 7.5 mMの培養液・初期密度 7800 cells/mm2 で培養した神経回路網の
自発性神経活動頻度は，培養日数の経過に伴って増加したが，ブドウ糖濃度 17.5 mM の培
養液・初期密度 7800 cells/mm2 で培養した神経回路網と比して自発性神経活動頻度と自発
性バースト活動頻度が有意に低下し，自発性同期バースト活動頻度には有為な差は無かった
（図 3.23，3.24）．これは，低ブドウ糖濃度下で培養することにより，自発性神経活動やバー
スト活動を発生させるためのエネルギーが不足し，活動を分散して同期的な活動を維持した
可能性がある．また，神経細胞を低密度で播種し，培養した神経回路網においても通常の条
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件で培養した神経回路網と比して自発性神経活動頻度，自発性バースト活動頻度は低下する
が，自発性同期バースト活動頻度に有意な差は無かった．これらの結果から，神経回路網は
構成する細胞数が少ない場合でも一部の神経細胞が同期的な神経活動を維持するよう調整さ
れたことが考えられる．

3.5 結論
分散培養された神経回路網における自発性神経活動頻度は，細胞外ブドウ糖濃度により変
化し，培養中のブドウ糖濃度に近い 15 mM で最大となった．また，細胞外ブドウ糖濃度が
20 mM以上の高濃度である場合，神経活動頻度は却って減衰することが明らかとなった．
培養液のブドウ糖濃度である 17.5 mMは，自発性神経活動頻度を最大にする 15 mMに近
く，さらにブドウ糖濃度が 30 mMである培養液で培養した培養神経回路網では，細胞外ブド
ウ糖濃度 30 mMで自発性神経活動頻度が最大となった．この結果から，培養神経回路網は，
培養時の細胞外ブドウ糖濃度に適応し，その差分に反応して自発性神経活動を調整している
可能性が示唆された．
神経細胞の初代培養に一般的なブドウ糖濃度よりも高いブドウ糖濃度で培養した場合，自
発性神経活動頻度は飽和し，変化しなかった．また，一般的な条件よりも低ブドウ糖濃度で
培養した場合，培養条件に合わせた形で全体的な神経活動頻度が調整されている可能性を示
した．特に低ブドウ糖濃度で培養した神経回路網では，自発性神経活動頻度，自発性バース
ト活動頻度が減少したが，同期バースト活動頻度を維持するよう神経回路網が形成されるこ
とが示唆された．
これらのことから，分散培養神経回路網は回路網形成の段階で外部の環境に適応してその
規模や活性度を調整している可能性が考えられる．
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4.1 序論
外界の事象は，それぞれに対応する感覚器からの入力によって誘導された神経活動パター
ンに表象されると考えられている [70]．従来の知見では，外界の情報が単一の神経細胞及び
複数の神経細胞によって一対一対応的に表現されるという仮説が提唱されてきた [71]．この
仮説には，有限である単一神経細胞の活動が外界の無数の事象と対応付けられるのか，とい
う問題が生じる．また，ある事象に対応した神経細胞が死滅した場合，その事象に関する記
憶を全て失ってしまうという脆弱性が生じる．脳内において，神経細胞の死滅は日常的に起
きる現象であり，この仮説では脳内での情報の保持に支障をきた可能性が高い．現在では脳
の情報表現は特定の神経細胞集団により分散的に実現されているという説が有力であり [72]，
神経回路網は実際にこの分散表現に適した特性を持つ．神経回路網は多数の神経細胞により
構成されており，その電気活動は複雑な時空間ダイナミクスを形成している．従って，物理
的な構造が同一であるような神経回路網においても多数の同期的な神経電気活動パターンが
形成され得る．このような，同期的な活動パターンを形成する神経細胞集団を D.O.ヘッブは
セルアセンブリと表現した [70]．神経回路網においては，特定の情報に対して対応するセル
アセンブリが存在し，活動する神経細胞の組み合わせによる神経活動の時空間パターンが情
報表現となることを提唱した．このように，神経回路網が動的にグループを形成して活動す
ることで，複雑で多様な活動パターンを形成し，外界の無数にある事象に対して組み合わせ
で表現することが可能である．現在，このセルアセンブリ仮説は神経科学において基本的な
理論となっている．
本研究では，MED プローブ上に培養したラット胎児大脳海馬由来の神経回路網が発する
神経電気活動を計測し，解析した． MEDプローブ上で培養した神経回路網は，外部からの
刺激入力が無い状態で発生する自発性神経活動を計測可能である他，選択した特定の電極に
対して刺激電流を印加することで誘発応答を計測することが可能である [45]．特定の電極
を複数回電流刺激した際に発生する誘発応答の活動パターンは互いに類似しており，概ね再
現可能である．更に，異なる電極を電流刺激した際の誘発応答は互いに異なり，その活動パ
ターンは分離することがある [41]．この活動パターンの分離は，神経回路網が独立した固有
のサブネットワークを持ち，異なる入力に対して複数の神経電気活動パターンで表象するこ
とが可能であることを示唆する．このように，神経回路網が発する神経電気活動の時空間パ
ターンは，神経回路網の内部状態を表現しており，何らかの情報表現を行っていると考えら
れる [44]．また，自発性神経活動は神経回路網の応答にとっては雑音であり，誘発応答は互
いに独立した神経電気活動であるとされてきが，近年では自発性神経活動は特定の時空間パ
ターンを内包し，神経回路網の内在的な状態を表現していると考えられつつある [9, 31, 73]．
さらに自発性神経活動と誘発応答は同一の神経回路網が発生する神経電気活動であるため，
その 2つの活動は相互に影響し合っていると予想される．
神経回路網の時空間ダイナミクスにおいて，自発性神経活動を神経回路網の内部状態の指
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標として解析した例が報告されている [74]．分散培養された神経回路網において，自発性神
経活動が DIV10前後から観察される．MEAを用いた研究例により，自発性神経活動は培養
初期には無相関に神経活動を起こしているが，1 週間を経過するまでに周期的かつ同期的に
活動する傾向に変化することが報告されている [75]．一定期間以上培養された神経回路網は，
その自発性神経活動が培養日数に依存して同期的に変化する [6, 19, 76]．特徴的なのは，神経
電気活動が高密度にかつ同期的に発生するネットワークバーストと呼ばれる神経電気活動で，
神経回路網の情報表現において重要な空間パターンであるとされている．このように，外部
からの入力に応答して神経回路網が発する神経電気活動は特徴的な空間パターンとして外界
の事象を表現することが理論のみならず生体の神経回路網においても確認されている．
本研究では，MEDプローブ上で培養されたラット胎児海馬由来神経回路網の自発性神経活
動と誘発応答を計測し，神経電気活動が表現する空間パターンを識別することを試みた．結
果として，自発性神経活動と誘発応答は同じ空間パターンを共有し，誘発応答は自発性神経
活動が持つ豊富な空間パターンを電流刺激の印加により再現よく引き出された結果である可
能性が示唆された．

3 章で報告したように，自発性神経活動パターンが細胞外ブドウ糖濃度変化によって影響
されるのであれば，同じ空間パターンを共有している誘発応答の空間パターンも大きく影響
を受けると考えられる．つまり，自発性神経活動と誘発応答との関係性が細胞外ブドウ糖濃
度によって影響されるのであれば，神経電気活動による情報表現が個々の細胞のエネルギー
供給状態によって影響を受けることになり大変興味深い．

4.2 実験材料・手法
本章での実験に関しては，細胞培養と細胞外電位多点計測の基本的な手法については第 2
章で記述した手法と同様である．ここでは，実験スキームについてのみ記述する．

4.2.1 誘発応答

本研究では，自発性神経活動に加え，電流刺激による誘発応答を計測した．MEDプローブ
上の 2個の異なる電極に電流刺激を印加した際に発生する誘発応答を計測した．誘発応答を
解析するためには，誘発応答が再現よく発生する電極に刺激電流を印加する必要がある．本
研究において，刺激電流を印加する電極（刺激電極）の選定スキームは以下の通りである．ま
ず，自発性神経活動を 3分間計測し，電極ごとの自発性神経活動頻度を検出した．自発性神
経活動が高頻度で検出される電極は，電極近傍に神経細胞が存在する可能性が高いため，検
出された自発性神経活動頻度が上位の電極から順に刺激電流を 5 秒ごとに 10 回印加し，誘
発応答が再現よく確認出来る電極を刺激電極として選定した．また，本研究では誘発応答パ
ターンが異なる 2個の刺激電極を選択するため，誘発応答の活動パターンが出来る限り重複
しない 2電極を選定した．印加する刺激電流の振幅は，培養された神経細胞と電極との位置
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関係や，電極の状態によって変化するが，刺激印加による細胞へのダメージを最小限に抑え
るため，充分な誘発応答が確認出来る最低限の振幅に留めた．本研究では，刺激電流の振幅
は 5 µA程度であった．
細胞外電位多点計測システムで計測・保存されたデジタル化された細胞外電位データに対
し，低域カットオフ周波数 200 Hz，高域カットオフ周波数 2000 Hz のバンドパスデジタル
フィルタを適用し，移動平均との差分を算出して波形を平坦化させ，本論文の第 2章で記述
した手法により平均値と標準偏差を基準として算出された閾値を 100 ミリ秒ごとに設定し，
閾値を超えた振幅のピーク点をスパイクとして検出した．
続いて，計測されたデジタル細胞外電位データから神経活動を表すスパイクを検出した．
本実験では，刺激電流印加直後 3ミリ秒の細胞外電位は刺激電流印加によるアーティファク
トとして，スパイク検出前に除外した．
本実験では，神経電気活動パターンを 64電極それぞれから 100ミリ秒ごとに検出されたス
パイク数を要素とする 64次元特徴ベクトルとして表現した．この特徴ベクトルはある時刻に
おける神経電気活動の空間パターンのスナップショットである（図 4.1）．
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図 4.1 64次元特徴ベクトルの作成方法概要．

4.2.2 自己組織化マップによる神経電気活動パターンの識別

本研究では，64 個のそれぞれの電極から計測された神経活動のスパイク数を 64 次元特徴
ベクトルを入力とし，随時教師無し学習を行いながら入力された多次元ベクトルを 2次元平
面上に写像する自己組織化マップ（Self-Organization Map, SOM）を用いて神経電気活動パ
ターンを識別した．SOMはニューラルネットワークの一種であり，高次元データ同士の類似
度を指標として 2次元マップ上に次元縮約するパターン解析手法である．本研究では，類似
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度の指標としてベクトル間のユークリッド距離を用いた SOM（Euclidian-SOM，E-SOM）を
用いた．

E-SOM の 2 次元出力層の各ユニット t は，i 番目に入力された入力ベクトルの各要素に
対応した 64 次元の参照ベクトルを持つ．それぞれの参照ベクトルは神経電気活動の空間パ
ターンを示す．SOMの入力層に特徴ベクトルを時系列順に入力し，参照ベクトルとのユーク
リッド距離が最小となるユニットをそれぞれの勝者ユニットとして決定した（図 4.2，式 4.1，
4.2）．

While loop

①勝者ユニットを算出

②勝者ユニットと周辺を学習

特徴ベクトル

参照ベクトルの学習

勝者ユニットの学習: α=0.3
勝者ユニットの周辺学習: α=0.2

3

0

7

9

・
・
・

勝者ユニット算出

𝑖#$ 𝑡 = argm𝑖𝑛
,

𝐼𝑛 𝑡 	− 	𝑟𝑒𝑓,(𝑡)

𝑟𝑒𝑓,,6 𝑡 + 1 = 𝑟𝑒𝑓,,6 𝑡 + 𝜌(𝐼𝑛6 	 𝑡 	− 𝑟𝑒𝑓,,6(𝑡))

図 4.2 E-SOMの概要．

iwe(t) = arg min
i

∥In(t)− refi(t)∥ (4.1)

We(t) = W (iwe(t)) (4.2)

ここで，iwe(t)は，t番目の入力に対する勝者ユニットのユニット番号，We(t)は t番目の入
力に対する E-SOMの勝者ユニットを，In(t)は t 番目の入力ベクトル，refi(t)は t 番目の
入力ベクトルと比較する i 番目の参照ベクトルを示す．勝者ユニットの選出後，選出された
ユニットの参照ベクトルを入力された特徴ベクトルの値に近づけるように学習させた．同時
に，勝者ユニットの周辺のユニットの参照ベクトルも入力された特徴ベクトルの値に近づけ
た．本研究では，勝者ユニットと勝者ユニットの周辺半径 3ユニットを学習させた（式 4.3）．

refi,j(t+ 1) = refi,j(t) + ρ(Inj(t)− refi,j(t)) (4.3)

ここで，refi,j(t+ 1)は i番目の参照ベクトルの j 番目の要素を，ρは学習係数を，Inj(t)

は入力ベクトルの j 番目の要素を示す．学習計数は，勝者ユニットにおいては 0.3，勝者ユ
ニットの周辺ユニットにおいては 0.2と経験的に決定した．
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自己組織化マップは，時系列順に入力されたベクトルに対して教師無し学習を繰り返し行
い，結果として 2次元マップ空間（出力層）上の近傍同士のユニットは類似した参照ベクト
ルを持ち，互いに類似した入力パターンに対する勝者ユニットとなる．

E-SOM は類似した神経活動パターンに対応する勝者ユニットは出力層の近傍に写像する
が，勝者ユニットが出力層のどのユニットに写像されるかは各ユニット（参照ベクトル）の
初期値に大きく依存する．従って，特定の神経活動パターンを識別するためには，予め想定
された領域に勝者ユニットを写像する必要がある．そこで，本研究では異なる 2個の電極に
電流刺激を印加した時に発生する誘発応答（誘発応答１，2）と刺激が入力されていない時に
発生する自発性神経活動を計測し，E-SOM出力層に対する初期値として設定した．
初期値には，5秒ごとに誘発応答 1，誘発応答 2，自発性神経活動を 100ミリ秒計測する試
行を 1スウィープとし，それぞれの活動から得た 64次元特徴ベクトルを E-SOMの各初期値
として設定した．本研究では，E-SOMの出力層を経験的に 30× 30の 900ユニットとした．
初期値設定の回数は経験的に 300スウィープとし，出力層の 1－ 10列目は誘発応答 1，11－
20列目は自発性神経活動，21－ 30列目は誘発応答 2の特徴ベクトルを入力した（図 4.3）．

× 300 sweeps

5 s

誘発応答1 誘発応答2 自発性神経活動

刺激1
自発性

神経活動
刺激2

・・・
・・・

3 6 0 2

2 8 3 2

誘発応答計測スキーム

初期値決定スキーム

（a）

（b）

図 4.3 E-SOM 出力層の初期ベクトル決定方法．（a） 誘発応答の計測スキーム，（b）
E-SOMの初期値決定スキーム．
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4.2.3 ファジィ自己組織化マップによる神経電気活動パターンの識別

神経電気活動を初めとする生物のデータはばらつき，曖昧性を持つ．本研究では，曖昧性
を取り扱う目的で SOMをファジィ化した Fuzzy-SOM（F-SOM）を用いた． F-SOMでは，
入力ベクトルと参照ベクトルとの類似度の指標を三角型メンバシップ関数の適合度とし，参
照ベクトルの各要素にメンバシップ関数を格納した（図 4.4-a）．

While loop

①勝者ユニットを算出

②勝者ユニットと周辺を学習

特徴ベクトル

勝者ユニットの学習: α=0.3
勝者ユニットの周辺学習: α=0.2

3

0

7

9

・
・
・

勝者ユニット算出
𝑖#$ 𝑡 = argmax

,
	𝜇(𝑖, 𝑡)

(b)

適
合

度

入力値

min Max

0
.1

2
.0

peak

(a)

適合度𝜇,(𝑡)の算出

入力ベクトルを
初期値として設定する

図 4.4 F-SOM の概要．(a) 三角型ファジィメンバーシップ関数の概要と適合度 µi(t) の
算出，(b) F-SOMの勝者ユニット決定方法の概要．
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メンバシップ関数は入力の最小値（min），適合度のピーク（peak），最大値（Max）で構成
される．本研究では，メンバシップ関数の入力の最小値を 0，最大値を各電極における 100
ミリ秒毎の最大のスパイク数とした．また，適合度は 0.1から 2とした．

F-SOMの 2次元出力層の各ユニット iは，t番目に入力された入力ベクトルの各要素に対
応した 64次元の参照ベクトルを持つ．SOMの入力層に特徴ベクトルを時系列順に入力し，t

番目の入力ベクトルと i番目の参照ベクトルとの適合度を求めた（式 4.4）．

µi(t) =
64∏
j=1

µj (4.4)

ここで，µi(t)は t番目の入力ベクトルと i番目のファジィルールとの適合度を，µj は入力
ベクトルの j 番目の要素と参照ベクトルの j 番目の要素のメンバシップ関数に入力したとき
のファジィ数を示す．F-SOM では，µi が最大となるユニットをそれぞれの勝者ユニットと
して決定した（図 4.4-b，式 4.5，4.6）．

iwf (t) = arg max
i

(µ(i, t)) (4.5)

Wf (t) = W (iwf (t)) (4.6)

ここで，ここで，iw ｆ(t)は，t 番目の入力に対する勝者ユニットのユニット番号，Wf (t)

は t番目の入力に対する F-SOMの勝者ユニットを，In(t)は t番目の入力ベクトル，refi(t)

は t番目の入力ベクトルに対応する i番目の参照ベクトルを示す．勝者ユニットの選出後，選
出されたユニットのメンバシップ関数のピークに対する入力を，入力された特徴ベクトルの
値に近づけるように学習させた．同時に，勝者ユニットの周辺のユニットの参照ベクトルに
ついても同様にした．本研究では，勝者ユニットと勝者ユニットの周辺半径 3ユニットを学
習させた．学習は最急降下法を用い，学習係数は勝者ユニットにおいては 0.3，勝者ユニット
の周辺ユニットにおいては 0.2と経験的に決定した．

F-SOMにおいても，E-SOMと同様に異なる 2個の電極に電流刺激を印加した時に発生す
る誘発応答（誘発応答１，2）と刺激が入力されていない時に発生する自発性神経活動を計測
し，F-SOM出力層に対する初期値を設定した．
初期値には，5 秒ごとに誘発応答 1，誘発応答 2，自発性神経活動を 100 ミリ秒計測する
試行を 1 スウィープとし，それぞれの活動から得た 64 次元特徴ベクトルの各要素を，三角
型メンバーシップ関数の頂点の位置として F-SOMの各初期値として設定した．本研究では，
F-SOMの出力層を経験的に 30 × 30の 900 ユニットとした．初期値設定の回数は経験的に
300 スウィープとし，出力層の 1－ 10 列目は誘発応答 1，11－ 20 列目は自発性神経活動，
21－ 30列目は誘発応答 2の特徴ベクトルを入力した（図 4.5）．
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× 300 sweeps

5 s

誘発応答1 誘発応答2 自発性神経活動

刺激1
自発性

神経活動
刺激2

・・・
・・・

誘発応答計測スキーム

初期値決定スキーム

（a）

（b）

図 4.5 F-SOM出力層の初期ベクトル決定方法．（a）誘発応答の計測スキーム，（b）F-SOM
の初期値決定スキーム．

4.2.4 神経活動パターン解析の実験スキーム

電流刺激に対する神経活動の応答パターンを解析するため，5 秒ごとに 100 ミリ秒の誘発
応答 1，誘発応答 2，自発性神経活動を計測した．この 1連の計測を 1スウィープとし，本研
究では 500スウィープ計測した細胞外電位データから得た特徴ベクトルを E-SOM，F-SOM
にそれぞれ入力した．

SOMは入力された特徴ベクトルに対応する勝者ユニットを選定した．全計測時間分の特徴
ベクトルを入力後，SOMの出力結果よりそれぞれの勝者ユニットの空間的分布を解析した．
また，本論文 3章で用いた手法と同様の方法で細胞外記録溶液に溶液置換し，細胞外ブド
ウ糖濃度が 10 mM，30 mM の場合の電流刺激に対する神経活動の誘発応答パターンを解析
した．5秒ごとに 100ミリ秒の誘発応答 1，誘発応答 2，自発性神経活動を計測した．この 1
連の計測を 1スウィープとし，本研究では 500スウィープ計測した細胞外電位データから作
成した得た特徴ベクトルを E-SOM，F-SOMにそれぞれ入力した．本実験では，細胞外ブド
ウ糖濃度が 10 mMの状態で 5秒ごとに誘発応答 1，誘発応答 2，自発性神経活動を 100ミリ
秒計測する試行を 1スウィープとし，300スウィープ計測した 64次元特徴ベクトルを初期値
とした．
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4.3 実験結果
4.3.1 自発性神経活動と誘発応答パターンの識別

本研究で用いた培養神経回路網において，自発性神経活動，誘発応答 1，誘発応答 2を確認
した（図 4.6）．自発性神経活動，誘発応答 1及び誘発応答 2はそれぞれ異なった空間パター
ンを示した（図 4.7）．
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(a)

(b)

誘発応答1

誘発応答2

図 4.6 誘発応答 1，2 の神経電気活動の一例（E18DIV43）．(a) 誘発応答 1．赤枠は刺激
電極を，赤線は刺激誘発応答を示す．(b)誘発応答 2．青枠は刺激電極を，青線は刺激誘発
応答を示す．スケールバーは 200 µV× 100 ms．
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(a)

(b)

64

32

0
10050

64

32

0
10050

誘発応答1

誘発応答2

図 4.7 電流刺激印加直後における誘発応答 1，2 のラスタープロット（E18DIV43）．図
4.6と同じ神経回路網のデータを用い，それぞれ 10スウィープ分をオーバーレイした．(a)
誘発応答 1． (b)誘発応答 2．
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初期値設定を行った E-SOMの出力層に，500スウィープ計測した 100 ミリ秒の自発性神
経活動と誘発応答 1，及び誘発応答 2から生成した特徴ベクトルを入力し，勝者ユニットを
写像した（図 4.8）．本実験には E18DIV22-54の培養神経回路網を用いた．

(a) (b)

(c)

100％

0％

誘発応答1

誘発応答2

100％

0％

100％

0％

自発性神経活動

図 4.8 E-SOMで誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2を写像した結果を濃淡マップ
で表した一例（E18DIV37）．(a) 誘発応答 1, (b) 自発性神経活動，(c) 誘発応答 2．スケー
ルは選択回数が最大のユニットの選定回数を 100%とする．

E-SOMの出力層において，自発性神経活動，及び誘発応答 1，誘発応答 2はそれぞれ初期
学習を行ったエリアを中心に再現よく写像された．そこで，自発性神経活動，誘発応答 1，及
び誘発応答 2がそれぞれの初期値を設定したエリアに写像された割合を解析した（図 4.9）．
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(a) (b)
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誘発応答1 自発性神経活動

誘発応答2

＊
＊

＊

＊

図 4.9 誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2が E-SOMによってそれぞれの初期値設
定を行ったエリアに写像された割合．(a) 入力が誘発応答 1，(b) 入力が自発性神経活動，
(c)入力が誘発応答 2．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV22-54，N = 6）．∗はマン・
ホイットニーの U検定による有意差を示す（p < 0.01）．

500 スウィープの誘発応答 1に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリア
に写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 65.35± 2.64%，自発性神経活動のエリ
アにおいて 25.40± 4.07%，誘発応答 2のエリアにおいて 17.30± 5.59%（それぞれ平均値
±標準誤差，N = 6）であった．勝者ユニットが誘発応答 1のエリアに写像された割合と自発
性神経活動のエリアに写像された割合との間，誘発応答 1のエリアと誘発応答 2のエリアに
写像された割合との間において，マン・ホイットニーの U検定により p < 0.01で有意差が認
められた．500 スウィープの自発性神経活動に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれ
ぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 26.77± 2.89%，自発性神
経活動のエリアにおいて 62.13± 3.40%，誘発応答 2のエリアにおいて 11.10± 2.61%（そ
れぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．勝者ユニットが自発性神経活動のエリアに写
像された割合と誘発応答 1のエリアに写像された割合との間，自発性神経活動のエリアと誘
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発応答 2のエリアに写像された割合との間において，マン・ホイットニーの U検定により p
< 0.01で有意差が認められた．500スウィープの誘発応答 2に対する勝者ユニットが初期値
を設定したそれぞれのエリアに勝者ユニットが写像された割合は，誘発応答 1のエリアにお
いて 15.13± 3.35%，自発性神経活動のエリアにおいて 24.30± 3.20%，誘発応答 2のエリ
アにおいて 60.57± 5.33%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．勝者ユニット
が誘発応答 2のエリアに写像された割合と自発性神経活動のエリアに写像された割合との間，
誘発応答 2のエリアと誘発応答 1のエリアに写像された割合との間において，マン・ホイッ
トニーの U検定により p < 0.01で有意差が認められた．これらの結果は，予め初期値として
設定したエリアに，自発性神経活動，及び誘発応答 1，2がそれぞれ比較的再現よく写像され
たことを示す．
続いて，初期値設定を行った F-SOMの出力層に，500スウィープ計測した 100 ミリ秒の
自発性神経活動と誘発応答 1，及び誘発応答 2から生成した特徴ベクトルを入力し，勝者ユ
ニットを選定した（図 4.10）．F-SOMの出力層において，自発性神経活動，及び誘発応答 1，
誘発応答 2はそれぞれ初期学習を行ったエリアに再現よく写像された．

(a) (b)

(c)

100％

0％

誘発応答1

誘発応答2

100％

0％

100％

0％

自発性神経活動

図 4.10 F-SOMで誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2を写像した結果を濃淡マップ
で表した一例（E18DIV37）．(a) 誘発応答 1, (b) 自発性神経活動，(c) 誘発応答 2．スケー
ルは選択回数が最大のユニットの選定回数を 100%とする．

F-SOMの出力層において，自発性神経活動，誘発応答 1，及び誘発応答 2がそれぞれの初
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期値を設定したエリアに写像された割合を解析した（図 4.11）．
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図 4.11 誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2が F-SOMによってそれぞれの初期値
設定を行ったエリアに写像された割合．(a)入力が誘発応答 1，(b)入力が自発性神経活動，
(c)入力が誘発応答 2．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV22-54，N = 6）．∗はマン・
ホイットニーの U検定による有意差を示す（p < 0.01）．

500 スウィープの誘発応答 1に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリア
に写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 65.35± 2.64%，自発性神経活動のエリ
アにおいて 30.27 ± 6.33%，誘発応答 2 のエリアにおいて 2.27 ± 1.74%（それぞれ平均値
± 標準誤差，N = 6）であった．勝者ユニットが誘発応答 1のエリアに写像された割合と自
発性神経活動のエリアに写像された割合との間，誘発応答 1のエリアと誘発応答 2のエリア
に写像された割合との間において，マン・ホイットニーの U検定により p < 0.01で有意差が
認められた．500 スウィープの自発性神経活動に対する勝者ユニットが初期値を設定したそ
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れぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 9.90± 4.88%，自発性神
経活動のエリアにおいて 88.13± 4.53%，誘発応答 2のエリアにおいて 1.97± 0.93%（それ
ぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．勝者ユニットが自発性神経活動のエリアに写像
された割合と誘発応答 1のエリアに写像された割合との間，自発性神経活動のエリアと誘発
応答 2のエリアに写像された割合との間において，マン・ホイットニーの U検定により p <
0.01で有意差が認められた．500回の誘発応答 2に対する勝者ユニットが初期値を設定した
それぞれのエリアに勝者ユニットが写像された割合は，誘発応答 1 のエリアにおいて 15.13
± 3.35%，自発性神経活動のエリアにおいて 24.30± 3.20%，誘発応答 2のエリアにおいて
60.57± 5.33%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6）であった．勝者ユニットが誘発応答 2
のエリアと誘発応答 1のエリアに写像された割合との間において，マン・ホイットニーの U
検定により p < 0.01で有意差が認められた．これらの結果より， F-SOMで写像した自発性
神経活動，誘発応答 1，誘発応答 2の勝者ユニットは，予め初期値を設定したエリアに最も
多く写像された．特に，同一のユニットが再現良く何度も選定される傾向があった．
続いて，自発性神経活動，誘発応答 1，誘発応答 2の特徴ベクトルを初期値として設定した
エリアに E-SOM，F-SOMが選定した勝者ユニットがそれぞれのエリアに写像された割合を
解析した（図 4.12）．500スウィープの誘発応答 1に対する勝者ユニットが誘発応答 1で初期
値を設定したエリアに写像された割合は，E-SOM では 57.30 ± 2.64%，F-SOM では 67.47
± 7.10%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6），500スウィープの自発性神経活動に対する
勝者ユニットが自発性神経活動で初期値を設定したエリアに写像された割合は E-SOMでは
62.13± 3.40%，F-SOMでは 88.13± 4.53%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 6），500ス
ウィープの誘発応答 2に対する勝者ユニットが誘発応答 2で初期値を設定したエリアに写像
された割合は E-SOMでは 50.17± 7.22%，F-SOMでは 60.57± 5.33%（それぞれ平均値±
標準誤差，N = 6）であった．また，F-SOMと E-SOMの間において，自発性神経活動の特徴
ベクトルを初期値として設定したエリアに自発性神経活動が写像された割合において，マン・
ホイットニーの U 検定により p < 0.01 で有意差が認められた．これらの結果から，E-SOM
と比して F-SOMは微小な活動パターンの差異を吸収して類似のパターンを 1つのユニット
に対応させるので，誘発応答，及び自発性神経活動の識別に有効な手法であることが示唆さ
れた．
神経電気活動を E-SOM，F-SOMのいずれで解析した場合も，自発性神経活動と誘発応答
は類似した空間パターンを共有したことを確認した．さらに，例えば誘発応答 1 の空間パ
ターン入力に対し，誘発応答 2の空間パターンと類似した神経電気活動が 5-20%発生した．
この結果は，神経回路網に対する入力と出力とが 1対 1で対応せず，電流刺激の印加により
特定の神経電気活動パターンが確率的に引き出されている可能性を示唆する．
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図 4.12 E-SOM，F-SOMにおいて，誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2がそれぞ
れの初期値を設定したエリアに写像された割合．(a) 入力が誘発応答 1，(b) 入力が自発性
神経活動，(c)入力が誘発応答 2．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV22-54，N = 6）．
∗はマン・ホイットニーの U検定による有意差を示す（p < 0.01）

4.3.2 細胞外ブドウ糖濃度と誘発応答パターンの再現性

E-SOM，F-SOM により誘発応答パターンと自発性神経活動パターンを識別可能であるこ
とが確認されたが，この指標を用いて細胞外のエネルギー源と神経電気活動パターンの再現
性との関係性を解析した．電気生理学的実験に通常用いられる濃度である 10 mM ブドウ糖
濃度下で初期値設定を行った E-SOMの出力層に，10 mMブドウ糖濃度下，30 mMブドウ糖
濃度下で 500スウィープ計測した 100ミリ秒の自発性神経活動と誘発応答 1，及び誘発応答
2から生成した特徴ベクトルを入力してそれぞれの勝者ユニットを写像し，自発性神経活動，
誘発応答 1，及び誘発応答 2がそれぞれの初期値を設定したエリアに写像された割合を解析
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した（図 4.13-4.16）．本実験には，E18DIV27-36の培養神経回路網を用いた．
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0％

自発性神経活動

図 4.13 10 mMブドウ糖下において E-SOMで誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2
を写像した結果を濃淡マップで表した一例（E18DIV34）．(a)誘発応答 1, (b)自発性神経活
動，(c)誘発応答 2．スケールは選択回数が最大のユニットの選定回数を 100%とする．
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図 4.14 10 mM ブドウ糖濃度下で誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2 が E-SOM
によってそれぞれの初期値設定を行ったエリアに写像された割合．(a) 入力が誘発応
答 1，(b) 入力が自発性神経活動，(c) 入力が誘発応答 2．エラーバーは標準誤差を示す
（E18DIV27-36，N = 3）．
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図 4.15 30 mMブドウ糖下において E-SOMで誘発応答 1，自発性神経活動，誘発応答 2
を写像した結果を濃淡マップで表した一例（E18DIV34）．(a)誘発応答 1, (b)自発性神経活
動，(c)誘発応答 2．スケールは選択回数が最大のユニットの選定回数を 100%とする．
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図 4.16 30 mM ブドウ糖濃度下で自発性神経活動，誘発応答 1，誘発応答 2 が E-SOM
によってそれぞれの初期値設定を行ったエリアに写像された割合．(a) 入力が誘発応
答 1，(b) 入力が自発性神経活動，(c) 入力が誘発応答 2．エラーバーは標準誤差を示す
（E18DIV27-36，N = 3）．

10 mMブドウ糖濃度下において，E-SOMで 500スウィープの誘発応答 1に対する勝者ユ
ニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1のエリアにお
いて 59.93± 5.92%，自発性神経活動のエリアにおいて 23.87± 2.13%，誘発応答 2のエリ
アにおいて 16.20± 4.00%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 3）であった．勝者ユニット
が誘発応答 1のエリアに写像された割合と自発性神経活動のエリアに写像された割合との間，
誘発応答 1のエリアと誘発応答 2のエリアに写像された割合との間において，マン・ホイッ
トニーの U検定により p < 0.01で有意差が認められた．500スウィープの自発性神経活動に
対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1
のエリアにおいて 25.47± 2.34%，自発性神経活動のエリアにおいて 60.00 ± 3.02%，誘発
応答 2のエリアにおいて 14.53± 2.71%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 3）であった．勝
者ユニットが自発性神経活動のエリアに写像された割合と誘発応答 1のエリアに写像された
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割合との間，自発性神経活動のエリアと誘発応答 2のエリアに写像された割合との間におい
て，マン・ホイットニーの U検定により p < 0.01で有意差が認められた．500スウィープの
誘発応答 2に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに勝者ユニットが写
像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 15.60± 4.93%，自発性神経活動のエリアに
おいて 23.00± 2.60%，誘発応答 2のエリアにおいて 61.40± 7.50%（それぞれ平均値±標
準誤差，N = 3）であった．勝者ユニットとして選定されたユニットの数は，培養液下（17.5
mMブドウ糖）と比して低下したが，それ以外の勝者ユニットの分布の特徴は培養条件下と
ほぼ同様であった．
また，30 mMブドウ糖濃度下において，500スウィープの誘発応答 1に対する勝者ユニッ
トが初期値を設定したそれぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて
60.23± 2.89%，自発性神経活動のエリアにおいて 24.80± 0.25%，誘発応答 2のエリアにお
いて 14.93 ± 2.80%（それぞれ平均値 ± 標準誤差，N = 3）であった．500 スウィープの自
発性神経活動に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに写像された割合
は，誘発応答 1のエリアにおいて 20.13± 4.68%，自発性神経活動のエリアにおいて 62.20±
3.39%，誘発応答 2のエリアにおいて 17.67± 3.68%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 3）
であった．500 スウィープの誘発応答 2に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれ
のエリアに勝者ユニットが写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 26.20± 5.48%，
自発性神経活動のエリアにおいて 23.60 ± 2.78%，誘発応答 2 のエリアにおいて 50.20 ±
3.55%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 3）であった．未だ実験数が少なく，限定的な結果
ではあるが E-SOMにおいては，10 mMブドウ糖濃度下と 30 mMブドウ糖濃度下において，
それぞれのエリアに写像される確率には概ね同等であった．
他方，F-SOMによる写像は培養液条件下と異なる傾向を示した．10 mMブドウ糖濃度下
で初期値設定を行った F-SOMの出力層に，10 mMブドウ糖濃度下，30 mMブドウ糖濃度下
で 500スウィープ計測した 100ミリ秒の自発性神経活動と誘発応答 1，及び誘発応答 2から
生成した特徴ベクトルを入力してそれぞれの勝者ユニットを写像し，自発性神経活動，誘発
応答 1，及び誘発応答 2がそれぞれの初期値を設定したエリアに写像された割合を解析した
（図 4.17-4.20）．
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図 4.17 10 mMブドウ糖下において F-SOMで自発性神経活動と誘発応答 1，誘発応答 2
を写像した結果を濃淡マップで表した一例．(a)誘発応答 1, (b)自発性神経活動，(c)誘発
応答 2．スケールは選択回数が最大のユニットの選定回数を 100%とする．
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図 4.18 10 mMブドウ糖濃度下で自発性神経活動，誘発応答 1，誘発応答 2が F-SOMに
よってそれぞれの初期値設定を行ったエリアに写像された割合．(a) 誘発応答 1，(b) 自発
性神経活動，(c)誘発応答 2．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV27-36，N = 3）．
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図 4.19 30 mMブドウ糖下において F-SOMで自発性神経活動と誘発応答 1，誘発応答 2
を写像した結果を濃淡マップで表した一例．(a)誘発応答 1, (b)自発性神経活動，(c)誘発
応答 2．スケールは選択回数が最大のユニットの選定回数を 100%とする．
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図 4.20 30 mMブドウ糖濃度下で自発性神経活動，誘発応答 1，誘発応答 2が F-SOMに
よってそれぞれの初期値設定を行ったエリアに写像された割合．(a) 誘発応答 1，(b) 自発
性神経活動，(c)誘発応答 2．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV27-36，N = 3）．

10 mMブドウ糖濃度下において，F-SOMで 500スウィープの誘発応答 1に対する勝者ユ
ニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1のエリアにお
いて 56.93± 14.27%，自発性神経活動のエリアにおいて 33.93± 10.45%，誘発応答 2のエ
リアにおいて 9.13± 3.83%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 3）であった．500スウィー
プの自発性神経活動に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに写像され
た割合は，誘発応答 1 のエリアにおいて 1.93 ± 1.50%，自発性神経活動のエリアにおいて
91.80± 2.98%，誘発応答 2のエリアにおいて 6.27± 2.77%（それぞれ平均値±標準誤差，
N = 3）であった．500 スウィープの誘発応答 2 に対する勝者ユニットが初期値を設定した
それぞれのエリアに勝者ユニットが写像された割合は，誘発応答 1 のエリアにおいて 2.73
± 2.00%，自発性神経活動のエリアにおいて 42.53± 7.22%，誘発応答 2のエリアにおいて
54.73± 7.67%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 3）であった．また，30 mMブドウ糖濃
度下において，500 スウィープの誘発応答 1に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれ
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ぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 39.80± 3.84%，自発性神
経活動のエリアにおいて 48.47± 3.00%，誘発応答 2のエリアにおいて 11.73± 5.42%（そ
れぞれ平均値 ± 標準誤差，N = 3）であった．500 スウィープの自発性神経活動に対する勝
者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに写像された割合は，誘発応答 1のエリア
において 2.00± 1.47%，自発性神経活動のエリアにおいて 92.60± 5.40%，誘発応答 2のエ
リアにおいて 5.40± 2.41%（それぞれ平均値±標準誤差，N = 3）であった．500スウィー
プの誘発応答 2に対する勝者ユニットが初期値を設定したそれぞれのエリアに勝者ユニット
が写像された割合は，誘発応答 1のエリアにおいて 2.60± 2.04%，自発性神経活動のエリア
において 54.00± 7.33%，誘発応答 2のエリアにおいて 43.40± 6.34%（それぞれ平均値±
標準誤差，N = 3）であった．実験回数が少なく限定的な結果ではあるが，F-SOMにおいて
は，10 mMブドウ糖濃度下と 30 mMブドウ糖濃度下において，それぞれのエリアに写像さ
れる確率が大きく変化し，30 mMブドウ糖濃度下では誘発応答が自発性神経活動と類似した
活動パターンであると識別される確率が高くなった．

4.4 考察
4.4.1 自己組織化マップにより選定された勝者ユニットの空間的分布

本研究で用いた MEDプローブ上に培養したラット胎児大脳海馬由来分散培養神経回路網
おいて，自発性神経活動と選定した 2電極に刺激電流を印加した際の誘発応答を確認した（図
4.6）．独立した 2 個の刺激電極に対応した誘発応答は，互いに異なる空間パターンを示した
（図 4.7）．本研究では，自発性神経活動，及び異なる 2個の電極に刺激電流を印加した直後に
発生する誘発応答を 100ミリ秒ずつ計測し，その空間パターンを 64次元特徴ベクトルとして
表現した．また，作成した特徴ベクトルを自己組織化マップに入力して勝者ユニットを選定
した（図 4.8 -図 4.9）．勝者ユニットは入力された神経活動パターンを 2次元平面に写像した
ものであり，勝者ユニット同士の距離は活動パターン間の類似度を反映している．特定の電
極に刺激電流を印加した際の誘発応答の空間パターンは全く同一では無く，相当多くの異な
るパターンを含有していた．特に，刺激電流の印加により，自発性神経活動と類似した空間
パターンも比較的多く誘発されることが示された．

E-SOMにおいては自発性神経活動，誘発応答 1，２のエリアにそれぞれ写像された勝者ユ
ニットの空間的分布のばらつきが大きくなった．これは，ユークリッド距離の算出結果が神
経電気活動パターン同士の微小な違いに大きく影響されることを反映している（図 4.8）．

SOM の出力層を 3 つに分割し，その参照ベクトルの初期値として異なる誘発応答と自発
性神経活動パターンに対応する特徴ベクトルを割り当てた．それぞれの区分ごとに 300個の
データを割り当てたが，これまでの実験から経験的にこの数は充分 1刺激に対する誘発応答
パターンのバリエーションを網羅していると考えられる．例として，1つの電極からの刺激で
誘発された活動パターンの勝者ユニットが自発性神経活動のエリア内で選定された場合，そ
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れはその入力された誘発応答パターンが，その 300スウィープ分の誘発応答パターンのどれ
よりも自発性神経活動で現れた活動パターンの 1つとよく類似していたことを意味する．す
なわち，この勝者ユニットの参照ベクトルに対応する自発性神経活動パターンが電流刺激に
よって発現したことを意味している．
一方，F-SOMで写像された結果は初期値設定と周辺学習によって，一部の領域に集まった

（図 4.10）．これはユークリッド距離とは対照的に，ファジィ化により F-SOMが類似した神
経電気活動空間パターンの微小な相違を吸収したためだと考えられる．つまり，ある程度類
似した活動パターンは同一のものとして同じユニットが勝者として選定されるため，1 つの
勝者ユニットあたりの選定回数が多い傾向となる．加えて F-SOM の場合，メンバシップ関
数により特徴ベクトルの要素であるスパイク数の多寡がある一定の範囲内に正規化されるた
め，それぞれの要素の勝者ユニット選定に対する影響が均一化された可能性がある．しかし
ながら，F-SOMで解析した場合においても，誘発応答と自発性神経活動は初期値を設定した
それぞれのエリアに再現よく写像されたため，神経電気活動空間パターンの分類に有効であ
ることが示された（図 4.11）．
また，F-SOMは，E-SOMと比して自発性神経活動の初期値を設定したエリアに自発性神
経活動に対応した勝者ユニットが写像された割合が有意に高かった（図 4.12）．これは，自発
性神経活動が表現する豊富な神経電気活動空間パターンをファジィ化の過程が吸収したため
であると考えられる．結果として，それぞれの誘発要因による活動パターンに対応する勝者
ユニットの分布が互いに分離する傾向になった．以上より，神経電気活動などの生体データ
を扱うためにファジィ数を用いる有効性を示せたと考える（図 4.12）．

4.4.2 自発性神経活動と誘発応答との関係性

自発性神経活動は外界の事象とは独立して発生しており，外界の事象との対応を持たない
と考えられる傾向にあった．この考え方に従うと，外界からの入力により誘発される活動パ
ターンに背景的に存在する自発性神経活動が加算されることで，誘発応答の活動パターンの
再現性が損なわれることになる．これらのことから，自発性神経活動は刺激誘発応答に対す
る雑音であると捉えられる傾向があった．しかしながら，近年の知見では自発性神経活動の
中に特定の時空間パターンが存在し [9]，これが神経回路網の内部状態に対応しているとされ
る．本研究での解析により，自発性神経活動と誘発応答の空間パターンは類似の活動パター
ンを共有し，対応する勝者ユニットの分布の境界は曖昧であった．すなわち，従来の考え方
における雑音と応答信号との一部の類似性が示されたことになる．
自発性神経活動と誘発応答はそれぞれ独立した神経電気活動であると考えられていた．一
例として，神経電気活動を数学的にモデル化する際，膜電位変動の項とノイズ項とがそれぞ
れ独立して定義されることが多い [77]．神経電気活動とノイズとを分けて定式的に定義する
のは，自発性神経活動と誘発応答は全く別物の神経電気活動という考えによるものであるが，
そうであれば，自己組織化マップによって自発性神経活動と誘発応答が同じ領域に写像され
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る可能性は殆どないはずである．勝者ユニットの写像が参照ベクトルの初期値にのみ依存す
るのであれば，自発性神経活動は自発性神経活動を初期値として設定させたエリア，誘発応
答 1，誘発応答 2はそれぞれの神経電気活動は初期値を設定したエリアにのみ写像されるは
ずであるが，誘発応答 1，誘発応答 2はしばしば他の神経電気活動を初期値として設定させ
たエリアに写像された．これは，刺激電流の印加により誘発された誘発応答の空間パターン
に自発性神経活動の空間パターンと類似したパターンが多く含まれていたためであると考え
られる．すなわち電流刺激により特定の神経電気活動パターンが誘発されるが，それはそれ
ぞれの刺激入力と出力が 1対 1対応している訳では無く，電流刺激により自発性神経活動と
類似した神経電気活動パターンが誘発される，すなわちこれらのパターンは誘発応答と自発
性神経活動とに共有されていることになる．
これらの結果は，神経回路網において誘発された神経電気活動の持つパターンは自発性神
経活動にも内包されており，刺激電流の印加によって自発性神経活動パターンに内包された
豊富な空間パターンから限定的な空間パターンが確率的に引き出されているという仮定と一
致する（図 4.21）．

State 1

State 2

State 3

State 4

State 1

State 2

State 3

State 4

Stim.A

Stim.B

自発性神経活動

誘発応答

いくつかの状態が
遷移している

刺激入力により特定の
状態が引き出されやすくなる

図 4.21 自発性神経活動と誘発応答との関係性の模式図．
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4.4.3 細胞外ブドウ糖濃度と誘発応答パターンの再現性

細胞外ブドウ糖濃度を変更した場合に，自発性神経活動頻度が変化することから，自発性
神経活動パターンも大きく変化していると予想された（第 3章図 3.10）．本実験において，細
胞外ブドウ糖濃度を変えて，E-SOM，F-SOM でによりそれぞれ神経活動空間パターンの分
類を試みた（図 4.13-4.20）．まだ例数が少なく限定的な結果ではあるが，E-SOMにおいては
初期値設定したエリアにそれぞれの神経電気活動が再現良く写像され，細胞外ブドウ糖濃度
が変化してもそれぞれの選定確率に大きな違いは無かった．しかしながら，F-SOMにおいて
は 10 mMブドウ糖濃度条件下と比して 30 mMブドウ糖濃度条件下では自発性神経活動の選
定確率が上昇し，相対的に誘発応答の選定確率が減少した．F-SOMは神経電気活動の活動頻
度がメンバシップ関数によりある一定の範囲内に正規化される傾向があるため，自発性神経
活動の識別確率が E-SOMと比して有意に高い（図 4.12-b）．自発性神経活動パターンの変化
に起因して類似した誘発応答と自発性神経活動とを 1つの活動パターンであると識別した可
能性がある．30 mMブドウ糖条件では自発性神経活動の頻度は大きく変わらなかったが，誘
発応答の再現性は低くなっているのでは無いかと予想される．
活動パターンを表現した特徴ベクトルは，スパイクを検出する時間窓の幅に強く影響され
ることが考えられる．本研究では，100 ミリ秒という比較的長い時間窓で特徴ベクトルを作
成している．培養された神経回路網においても，リカレントネットワークが形成されている
ことが知られており，刺激電流を印加するタイミングに依存して神経電気活動の空間パター
ンが変化することが報告されている [53]．従って，100 ミリ秒という長い時間窓で特徴ベク
トルを作成することで刺激直後の誘発応答と，刺激が伝播した後の神経電気活動が加算され
た特徴ベクトルとなる可能性がある（図 4.22）．50 ミリ秒以下の時間窓で特徴ベクトルを作
成することで，自発性神経活動と誘発応答の境界が明確に示され，分類精度が向上する可能
性がある．これは今後の解析における課題としたい．
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50 ms 50 ms

刺激電流による
誘発応答

伝搬後の誘発応答

図 4.22 刺激電流を印加した結果発生する誘発応答と，回路網内を伝搬した結果発生する
誘発応答の一例．赤矢印は刺激電流印加時刻を示す．スケールバーは 100 µV× 25 ms．

4.5 結論
培養神経回路網において，自発性神経活動と刺激による誘発応答の空間的活動パターンが
ある程度再現良く分離することを確認しながらも，両者は互いに共通した神経電気活動パ
ターンを有していることを明らかにした．このことから，神経回路網は特定の入力に対応し
た特定の出力をするのではなく，ある入力に対する出力は，いくつかの活動パターンの中か
ら確率的に選択されたものである可能性が考えられる．
細胞外ブドウ糖濃度を変化させた場合の神経電気活動パターンについて，ファジィ SOM
を用いて識別を試みたところ，高ブドウ糖濃度下では自発性神経活動の識別確率が上昇した．
このことから，高ブドウ糖濃度条件下においては自発性神経活動パターンと誘発応答パター
ンの類似性が上昇する可能性が示唆された．
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5.1 序論
神経回路網を構成する神経細胞は互いに電気信号（活動電位）をやりとりすることで高次
機能を実現している [1]．神経細胞で発生した活動電位は，神経細胞間を繋ぐ通信ケーブルの
役割をする軸索を伝播し，他の神経細胞に伝播される．
一度活動電位が発生した神経細胞は，活動電位の発生直後数ミリ秒間活動電位が発生しな
い状態，あるいは活動電位の振幅が小さくなる不応期と呼ばれる期間になる．活動電位の発
生後は約 5ミリ秒の間活動電位が発生しにくい状態を生じることが，神経回路網を伝播する
信号伝播を非線形にし，神経回路網の複雑なダイナミクスを発生させる [1]．
ネットワークダイナミクスを定量化する手法として，神経活動の同期性に着目した研究が
行われている [16, 78–82]．神経細胞の同期的活動は，シナプス形成の密度や培養神経細胞の
数に影響を受ける可能性があるが，この予想に反し，同期性のパラメーターは分散培養され
た神経細胞の密度に非依存的であることが報告されている [16]．この報告ではネットワーク
ダイナミクスを表現するものとして，全計測電極から，全計測時間で観測されたスパイク活
動を切り出し，加算平均したものをネットワークスパイクと定義した．ネットワークスパイ
クは，培養系における神経回路網全体の出力の平均値として捉えることが出来る．培養する
神経細胞の密度を変え，ネットワークサイズを増減させながら各条件におけるネットワーク
スパイクの特性を比較したところ，算出されるネットワークスパイクには本質的な相違は認
められず，ネットワークスパイクの特性はネットワークサイズに依存しないことが示唆され
た．また，バーストリーダーと呼ばれるバースト活動の初期相から安定的に活動する神経細
胞が存在することや，ネットワークスパイクのピークに近づくにつれて多くの神経細胞が同
期的に活動することが示唆されており [79]，ネットワーク中の神経細胞の集団としての振る
舞いが詳細に報告された．さらに，刺激を加えることで神経細胞間の機能的結合は変化する
と考えられ，ネットワーク活動の時空間パターンもまた，これに伴って変化することが示唆
されている [83]．これらのネットワークダイナミクスは活動電位の伝播により生成されてお
り，この信号の伝搬は回路網の物理的構造とシナプス伝達効率によって制御される機能的結
合状態によって調整される．
神経回路網において，神経細胞間の機能的な結合は物理的なシナプス結合と同義ではない．
シナプス結合の構造を形成していることを意味する物理的結合に対し，シナプス前細胞から
後細胞へ電気化学的シグナル伝達が実際に行われる状態であるとき，この 2つの神経細胞は
機能的結合を形成しているという．シナプス結合が物理的に存在していても，それのみでは
シナプスが機能しない場合がある．例えば，軸索を伝播してきた活動電位がシナプス前終末
に達した時にシナプス前終末から神経伝達物質が放出されない場合がある．さらに神経伝達
物質がシナプス前細胞において放出されたとしても，シナプス後膜上の受容体が活性化しな
ければシナプス伝達は成立しない．例えば，海馬 CA1 領域では，NMDAR が発現していな
いシナプスが存在し，この場合シナプス前細胞から神経伝達物質が放出されてもシナプス後
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電位は発生しない．このシナプスは，シナプス後細胞が強く脱分極したときのみシナプス伝
達という機能を発揮する．このようなシナプスをサイレントシナプスという [84]．機能的な
結合は神経細胞の状態に依存し，物理的構造と機能的結合とは互いに影響し合うため，シナ
プスの空間分布はシナプス可塑性とネットワーク構造の双方に依存することが報告されてい
る [85]．
神経回路網において，特定の電極に対する電流刺激による誘発応答パターンは互いに類似
しており，ほぼ再現可能である．他方，異なる電極への電流刺激による誘発応答パターンは
互いに異なる場合があることから [41]，培養神経回路網は独立した複数のパターンを表現
することが可能であることが示唆されている．すなわち，神経回路網の時空間パターンは，
神経回路網全体の一つの状態を表しており，何らかのシンボルを表象している可能性があ
る [9, 44]．一方，自発性神経活動はネットワークの内在的な状態に影響を与えると考えられ
るため [31, 73]，自発性神経活動と誘発応答パターンは相互に影響を与えあっていると予想
される．従って，自発性神経活動の時空間パターンが系の内部状態，つまり基底的なネット
ワークダイナミクスを構成し，入力応答を制御しているという仮説が立てられる．神経活動
の時空間パターンダイナミクスを刺激誘発応答の伝播という観点で解析することは神経回路
網における情報処理伝達機構を解明する上で大変重要であると考えられる．
神経回路網に対する電流刺激入力の影響が回路網内を伝播し，これによって誘発応答パ
ターンが形成されるのであれば，刺激入力の影響は入力点を中心として周辺に向かうと考え
られる．松井らは，自発性神経活動に近い神経電気活動パターンのテンプレートを作成し，
電流刺激の入力が活動パターンに影響する時間領域を明らかにした [86]．そこで，本研究で
はこのテンプレートを用いた解析を適用し刺激信号が伝播して自発性神経活動と誘発応答が
互いに影響し合う様式を解析した．本研究では，MEDプローブを用いた細胞外電位多点計測
データから神経電気活動を表すスパイクを検出し，その空間パターンを解析した．解析する
際に，従来の研究では特定の時間窓を設定し，この幅に存在する各電極の活動電位スパイク
数を算出することで特徴ベクトルを生成し，神経回路網の状態を表現していた．このような
解析方法は，時間窓の幅が特徴ベクトルの性質に大きな影響を及ぼすが，この時間窓の幅を
特定する明確な基準はなく，経験的又は慣習的に設定されることがほとんどである．神経細
胞の活動電位が発生した後，次に発生可能となるまでの時間（不応期）はほぼ一定であるこ
とから，最小限の時間窓を 5ミリ秒に設定することで，時間窓ごとに精々 1個の活動電位し
か入らないようにすることができ，時間窓幅の恣意性を解消できる [86, 87]．
そこで本章で扱う実験においては，刺激入力によって神経活動を誘発したことによる影響
の継続時間及び空間領域を推定し，誘発応答の伝播様式の推定を試みた．複数回の刺激入力
によって誘発された活動を全試行分加算平均し，安定的神経電気活動パターンと言えるテン
プレートを設け，時間軸方向において局所的な神経電気活動パターンとこのテンプレートと
の差分値を計算した．この差分値の時間推移を指標として，刺激による誘発応答活動パター
ンの安定性を解析し，自発性神経活動との関係性を検討した．
また，誘発応答の伝搬特性を解析して得た結果をもとに，細胞外ブドウ糖濃度を変化させ
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て誘発応答の伝播解析を試みた．

5.2 実験材料・手法
実験材料は，本論文の 2章で記述した MEDプローブ上に培養したラット胎児大脳海馬領
域由来の培養神経回路網である．また，細胞外電位多点計測については 2章に記述した手法
と同様であり，刺激電極の選定と電流刺激・誘発応答の計測は 4章で記述した手法と同様で
ある．細胞外電位多点計測は２章で記述した通常の培養液（17.5 mMブドウ糖濃度）のまま
行い，実験によって 10 mM，30 mMブドウ糖濃度を含む細胞外記録溶液を用いて行った．本
章で記述する実験において異なるのは，電流刺激スキーム及び解析手法であるので以下に記
述する．

5.2.1 誘発応答計測実験スキーム

選定した 1つの刺激電極に対する電流刺激を 60秒ごとに印加し，誘発応答を計測した．本
章に記述する実験では，刺激ごとの細胞外電位計測を 1スウィープとし，合計 50スウィープ
の誘発応答を計測した．計測された細胞外電位から，3 章で記述した手法により電流刺激印
加によるアーティファクトを除外した後，2 章で記述した活動電位スパイクを検出した．続
いて，64 個の各電極から検出されたスパイク数から 64 次元特徴ベクトルを作成した．検出
されたスパイク数から特徴ベクトルを作成する場合，特定の時間窓を設定し，その時間窓内
で検出されたスパイク数を要素として用いる必要がある．しかしながら，時間窓の範囲にお
いて活動頻度が偏る等，時間窓の決定には恣意性が生じる可能性がある．一例を挙げると，
ある 100ミリ秒の区間の内に同じ個数のスパイクが発生したとする．さらに，そのスパイク
が前半の 50ミリ秒にのみ集中して発生し，後半の 50ミリ秒では発生しない場合，逆に前半
の 50ミリ秒ではスパイクが発生せず，後半の 50ミリ秒ではスパイクが多く発生する場合が
あったとする．特徴ベクトルを作成する時間窓を 50ミリ秒とするとこの 2例は違うパターン
として記述されるが，時間窓を 100ミリ秒とすると，この 2例は同様の活動パターンとして
認識される．このように，ある特定の時間窓におけるスパイク数の変遷を解析する場合，時
間窓の決定に伴う恣意性が生じることが考えられる（図 5.1）．
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4	spikes 8	spikes

50 ms 50 ms

12	spikes

100 ms

9	spikes 3	spikes

異なる
入力

同じ
入力

図 5.1 64次元特徴ベクトルの作成方法概要．

スパイク状の活動を示す神経細胞の活動電位において，電位変動は発生から収束までが約
2ミリ秒であり，活動電位発生直後に約 2-3ミリ秒の不応期が存在する．従って，5ミリ秒の
時間窓においては，精々 1回の活動電位が発生する [87]．そこで，本章で行う実験では 100
ミリ秒毎にスパイクを検出した際の検出時刻を記録し，スパイク数を 5ミリ秒毎に計数する
ことで，5 ミリ秒の幅を持つ時間窓で計数した活動電位スパイクをもとに特徴ベクトルを作
成した．特徴ベクトルの要素の値は 0か 1となり，スパイク発生の有無を表現することにな
る（図 5.2）．
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5 ms

0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0

図 5.2 解析時間窓 5ミリ秒での特徴ベクトル作成の概要．

1つの電極近辺に複数の神経細胞が存在する場合，上記の仮定が崩れ，0，1以外の要素を
持つ特徴ベクトルが生成される．ただし，本実験では殆どの電極でこのような例は発生しな
かった．このような，0，1以外の要素を持つ特徴ベクトルが生じる電極は解析から除外した．
本研究では，50分間の自発性神経活動と 60秒に 1回刺激電流を印加する試行を 1スウィー
プとし，合計 50スウィープの誘発応答を計測した（図 5.3）．
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Sweep1
(60 s)

Sweep2
(60 s)

Sweep49
(60 s)

Sweep50
(60 s)

Stim1 Stim2 Stim50Stim49

・・・・・・

図 5.3 誘発応答計測の実験スキーム．

また，本論文 3章で用いたブドウ糖濃度 10 mM，または 30 mMの細胞外記録溶液に溶液
置換し，細胞外ブドウ糖濃度がそれぞれ 10 mM，30 mMの状態で 60秒に 1回刺激電流を印
加する試行を 1スウィープとし，合計 50スウィープの誘発応答も解析した（図 5.4）．

・・・
静置

20 min

溶液置換溶液置換

計測
50 min

静置
20 min

計測
50 min

10 mM ブドウ糖細胞外記録溶液 30 mM ブドウ糖細胞外記録溶液

図 5.4 細胞外記録溶液を用いた誘発応答計測の実験スキーム．

5.2.2 局所的神経活動パターンテンプレート

本研究では，64個それぞれの電極において 5ミリ秒の時間窓でスパイクが検出された場合
を 1，検出されなかった場合を 0とした特徴ベクトルを作成した．さらに，電流刺激印加に
よる誘発応答の特徴的な活動パターンを解析するため，神経活動パターンテンプレートを作
成した [86]．テンプレートの作成方法を以下に記述する．初めに，各スウィープの平均スパ
イク数を算出した．続いて，テンプレート作成の閾値として 64電極全ての平均スパイク数を
算出し，各電極における平均スパイク数がこれを上回った場合に，この電極における活動を
1とし，下回った電極における活動を 0として，各スウィープにおける空間領域が制限され
た神経活動空間パターンのテンプレートを作成した．このテンプレートを時間軸集約活動パ
ターンテンプレート（Time Overlaid Spatial Pattern template, TOSPテンプレート）と定義し
た (図 5.5）．
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図 5.5 TOSPの概要．

これにより得られた TOSP テンプレートと，各時間窓におけるスパイクの有無を表現し
た特徴ベクトルとの差の絶対値を算出し，全スウィープに渡って時間窓毎に平均した．ス
ウィープ番号を sw，64 個の電極を 8 × 8 のアレイ状に配置した際の電極番号を i，時間窓
t における合計スパイク数を nsw

i,t とすると，計測時間 tm としたときの計測時間全域の合計
ST sw

i は，

ST sw
i =

tm∑
t=1

nsw
i,t (5.1)

また，スウィープ swにおける TOSPテンプレート作成の閾値 Thsw を以下のように設定
した．

Thsw =
1

64
×

64∑
i=1

ST sw
i (5.2)

時間軸集約活動パターンである TOSP sw
i,j は，

TOSP sw =

{
1, (ST sw ≥ Thsw)
0, (ST sw < Thsw)

(5.3)

また，TOSPとの差分の絶対値の合計 DT sw
t は，

DT sw
t 　 =

64∑
i=1

|nsw
i,t − TOSP sw

i | (5.4)
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これらより，全スウィープ数を swm とし，TOSPとの差分値の合計を全スウィープで平均
した値である mDTt を算出した．

mDTt =
1

swm

swm∑
sw=1

(5.5)

mDTt は，各スウィープ，各電極における 5ミリ秒ごとの空間パターンを，全計測時間に
渡って時間軸に沿って集約し，平均したテンプレートとの差分の各スウィープ間で平均した
ものを示す．すなわち，mDTt は全計測時間において平均的な神経電気活動パターンとの差
異を示す（図 5.6）．

𝑚
𝐷
T 𝑡

Time [ms]

TOSPテンプレート
誘発応答𝑚𝐷T𝑡

特徴的な活動パターン

平均的な活動パターン

図 5.6 mDTt の概要．赤矢印は刺激電流印加時刻を示す．

本実験では電気信号の伝搬を解析するために，注目した電極の周囲に限定した局所的な
TOSPテンプレート（局所 TOSPテンプレート）を作成し，各領域における mDTt の時間推
移を解析した．この場合，ある電極を中心として半径 1電極分の範囲（3× 3）の 9電極から
局所的テンプレートを作成し，mDTt を計算した．注目電極を 1つずつずらして解析し，8×
8電極の内 36領域について解析した（図 5.7）．
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・・・

TOSP36TOSP1 TOSP2

図 5.7 空間領域を限定した TOSPの作成方法の概要．

5.3 実験結果
5.3.1 誘発応答の局所的伝播

本研究で用いた細胞外電位多点計測システムを用いて，MEDプローブ上に培養されたラッ
ト胎児大脳海馬領域由来神経回路網の自発性神経活動を計測した．（図 5.8-a）．
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(a)

(b)

図 5.8 自発性神経活動と誘発応答の一例（E18DIV42）．(a) 自発性神経活動，(b) 誘発応
答．赤枠は刺激電極，赤線は誘発応答の例を示す．スケールバーは 100 µV× 100 ms．

自発性神経活動の計測には E18DIV28-56の神経回路網を用いた．全 64電極から計測され
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た合計自発性神経活動の 1秒間における自発性神経活動頻度は 548.44± 36.78（平均値±標
準誤差，N = 6）であった．
自律的に観察される自発性神経活動に対し，刺激電流を印加した際に発生する神経電気活
動を誘発応答という．本研究では，60秒ごとに特定の刺激電極に電流刺激を印加した際の誘
発応答を確認した（図 5.8-b）．誘発応答の計測には E18DIV31 - 64 の神経回路網を用いた．
刺激電流を印加した際，特に刺激電極付近で高頻度の神経電気活動が観察される．全 64電極
から計測された合計誘発応答の 1秒間における誘発応答神経活動頻度は 386.84± 90.46（平
均値±標準誤差，N = 6）であった．
計測された自発性神経活動から作成した空間領域を制限した TOSP テンプレートと，各
電極の神経電気活動から作成した 5 ミリ秒ごとの特徴ベクトルとの差分値平均の時間変動

mDTt を算出した（図 5.9）．自発性神経活動から算出した局所的 TOSP テンプレートとの

mDTt は全計測時間においてほぼ一定の値で推移したことから，自発性神経活動は全計測時
間において安定して背景的に存在している神経電気活動であることが示唆された．
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(a)

(b)

図 5.9 局所的 TOSPテンプレートと，各電極周辺の自発性神経活動から算出された局所
mDTt．(a) 計測された自発性神経活動の一例 (E18DIV44)．(b) 計測された自発性神経活
動から算出した mDTt.赤枠は刺激電極を示す．スケールバーは 3スパイク× 500 ms．
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続いて，誘発応答と自発性神経活動から算出した局所的 TOSPテンプレートとの mDTt を
算出した（図 5.10）．刺激電極を中心に mDTt が刺激電流印加直後に増加した．興味深いこ
とに，刺激による活動電位が伝播することにより発生すると考えられる 2次的な活動は，刺
激電極より遠位で顕著であり，これは誘発された活動が刺激点より遠位になるほど拡散し，
分岐した信号が作用し合っていることを示す．
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(a)

(b)

図 5.10 局所的 TOSPテンプレートと，各電極周辺の誘発応答から算出された局所mDTt．
(a)計測された誘発応答の一例 (E18DIV44)．(b)計測されて誘発応答から算出した mDTt.
赤枠は刺激電極を示す．スケールバーは 3スパイク× 500 ms．
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刺激電流印加の影響，及び誘発応答の伝播をより詳細に解析するため，刺激電極，刺激電
極に隣接した 3× 3領域の 8電極（中心の刺激電極を除く），および刺激電極から 2電極離れ
た周辺の 5× 5領域内の 16電極の 3つの領域について局所的な mDTt を平均して比較した
（図 5.11，5.12，5.13）．

刺激電極（単独）

500 µm（平均）

1000 µm（平均）

図 5.11 刺激電極，刺激電極に隣接した領域，刺激電極から 2電極離れた領域の概念図．
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(a) (ｂ)

(c)

刺激電極 500 µm

1000 µm

図 5.12 刺激電極周辺の誘発応答波形の一例（E18DIV44）．(a) 刺激電極，(b)500 µm 遠
位，(c)1000 µm遠位.それぞれ，赤矢印の時点で電流刺激を印加した．スケールバーは 50
µV× 50 ms．

121



第 5章活動パターンテンプレートを用いた誘発応答伝播の推定

1.5

1.0

0.5

0.0
5004003002001000

1.5

1.0

0.5

0.0
5004003002001000

1.5

1.0

0.5

0.0
5004003002001000

1.5

1.0

0.5

0.0
5004003002001000

(a) (ｂ)

(c)
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図 5.13 刺激電極，刺激電極に隣接した 500 µm 以内，刺激電極から 1000 µm 以内の平
均 mDTt．(a)刺激電極，(b)500 µm遠位，(c)1000 µm遠位.エラーバーは標準誤差を示す
（E18DIV28-56，(a) N =6，(b) N = 48，(c) N = 96）．(d) (a)-(c)の平均値．

電流刺激電極を中心として作成した局所 TOSPから算出した差分値 mDTt は，刺激電流印
直後に上昇し，刺激電流印加後 40ミリ秒以降は一定値で推移した．このことから，刺激電極
では電流刺激印加直後に誘発応答が発生し，40ミリ秒前後で収束することが示唆された．続
いて，刺激電極に隣接した 500 µm以内の電極（8電極）の局所 mDTt の平均値は刺激電流印
加から 20ミリ秒後に増加し，約 40ミリ秒後から低い値で安定した．また，刺激電極におけ
る mDTt と比して高い値で推移した．このことから，刺激電極付近で発生した誘発応答が約
40 ミリ秒で刺激電極を中心とした 500 µm の範囲に少し遅れて伝播したことが示唆された．
続いて，刺激電極から 1000 µmの位置にある電極（16 電極）における局所 mDTt を解析し
た．局所 mDTt は刺激電流印加から 20ミリ秒後に増加した後，減衰に転じ約 80ミリ秒後か
ら安定した．また，刺激電極から 500 µmの位置にある隣接電極から算出した局所 mDTt の
平均と比して高い値で推移した．このことから，刺激電極付近で発生した誘発応答が約 80ミ
リ秒で刺激電極を中心とした 1000 µm遠位の領域に遅れて伝播し，しかもその電位変動は遠
位になる程，ばらつきが大きいことが示唆された．
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5.3.2 細胞外ブドウ糖濃度と誘発応答の関係性

刺激の伝播過程に対する細胞外ブドウ糖濃度の影響を明らかにするために，電気生理学実
験で一般的に使用されている 10 mMのブドウ糖濃度を含有した細胞外記録溶液と，30 mM
のブドウ糖を含有した細胞が記録溶液を用いて同様の実験を行った（図 5.14，5.15）．誘発応
答の計測には E18DIV26-34の神経回路網を用いた．10 mM，30 mMブドウ糖を含有した細
胞外記録溶液の場合，培養液下と比して概ね低い値となる傾向があった．特に，刺激後 250
ミリ秒程度に発生する 2次的なピークがほぼ観察されず，信号伝達効率が低下したことが考
えられる．
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(a)

(b)

図 5.14 10 mMブドウ糖濃度下で局所的 TOSPテンプレートと，各電極周辺の自発性神
経活動から算出された局所 mDTt．(a)計測された誘発応答の一例（E18DIV29）．(b)計測
された誘発応答から算出した mDTt.赤枠は刺激電極を示す．スケールバーは 3 スパイク
× 500 ms．
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(a)

(b)

図 5.15 30 mMブドウ糖濃度下で局所的 TOSPテンプレートと，各電極周辺の自発性神
経活動から算出された局所 mDTt．(a)計測された誘発応答の一例（E18DIV29）．(b)計測
された誘発応答から算出した mDTt.赤枠は刺激電極を示す．スケールバーは 3 スパイク
× 500 ms．
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10 mMブドウ糖条件下で刺激電極における局所的 mDTt は，刺激電流印加直後は高値を示
したが，急速に減衰し，ほぼ一定値で推移した（図 5.16，5.17）．このことから，刺激の影響
はごく短時間で収束し，その後自発性神経活動が優位な平均的な電気活動と類似した神経電
気活動が発生したことが示唆された．

(a) (ｂ)

(c)

刺激電極 500 µm

1000 µm

図 5.16 10 mM ブドウ糖濃度条件下における刺激電極周辺の誘発応答波形の一例
（E18DIV29）．(a) 刺激電極，(b)500 µm 遠位，(c)1000 µm 遠位. それぞれ赤矢印の時点
で電流刺激が印加された.スケールバーは 50 µV× 50 ms．
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図 5.17 10 mM ブドウ糖濃度条件下における刺激電極，刺激電極に隣接した 500 µm 以
内，刺激電極から 1000 µm以内の平均 mDTt．(a)刺激電極，(b) 500 µm遠位，(c) 1000 µm
遠位．エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV26-34，(a) N =4，(b) N = 32，(c) N = 64）．
(d) (a)-(c)の平均値．

続いて，刺激電極に隣接した 500 µm以内の領域における平均 mDTt は，刺激電流印加時に
高い値を示した後，急速に減衰して約 100ミリ秒後から低値で安定した．また，1000 µmの
位置にある領域の平均 mDTt は刺激電流印加直後から急激に増加した後，減衰に転じ約 100
ミリ秒後から安定し，その値は隣接 500 µmにおける平均 mDTt とほぼ同等の値で推移した．

30 mMブドウ糖条件下で刺激電極における局所 mDTt は，刺激電流印加直後はやや高値を
示したが，すぐに減衰しほぼ一定値で推移した（図 5.18，5.19）．
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(a) (ｂ)

(c)

刺激電極 500 µm

1000 µm

図 5.18 30 mMブドウ糖濃度下における刺激電極周辺の誘発応答波形の一例（E18DIV29）．
(a)刺激電極，(b)500 µm遠位，(c)1000 µm遠位.それぞれ赤矢印の時点で電流刺激が印加
された．スケールバーは 50 µV× 50 ms．
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刺激電極 500 µm

1000 µm (d)

図 5.19 30 mM ブドウ糖濃度条件下における刺激電極，刺激電極に隣接した 500 µm 以
内，刺激電極から 1000 µm 以内の平均 mDTt．(a) 刺激電極，(b) 500 µm 遠位，(c) 1000
µm遠位.エラーバーは標準誤差を示す（E18DIV26-34，(a) N =4，(b) N = 32，(c) N = 64）．
(d) (a)-(c)の平均値．

このことから，刺激の直接的な影響は弱く，かつごく短時間で収束し，その後自発性神経
活動が優位な平均的な電気活動と類似した神経電気活動が発生したことが示唆された．続い
て，刺激電極に隣接した 500 µm以内の領域における平均 mDTt は，刺激電流印加時に高い
値を示した後，急速に減衰して約 100ミリ秒後から低値で安定した．また，1000 µmの位置
にある領域の平均 mDTt は刺激電流印加直後から急激に増加した後，減衰に転じ約 100ミリ
秒後から安定し，その値は隣接 500 µmにおける平均 mDTt とほぼ同等の値で推移した．

30 mMブドウ糖濃度下では自発性神経活動による揺らぎが少なく，局所 mDTt，平均 mDTt

は，10 mMブドウ糖濃度下での場合と比して概ね低い値で推移した．特に刺激電極，刺激電
極に隣接した 500 µm以内の領域での mDTt は刺激直後のピークが小さく，刺激電流による
影響が伝播しにくい状態であったことが観察された．
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5.4 考察
5.4.1 刺激入力位置における誘発応答

本研究において，5ミリ秒ごとの自発性神経活動から作成した特徴ベクトルと，自発性神経
活動から作成した局所的 TOSPテンプレートとの空間領域を限定した差分値である mDTt を
算出した結果，mDTt は一定の数値範囲内で推移した（図 5.9）．TOSPテンプレートは自発
性神経活動が持つ神経電気活動パターンを平均化しているため，この結果は蓋然性のある結
果であると言える．自発性神経活動は安定して発生し，背景活動を形成していると言える．
刺激電極における神経電気活動から算出した mDTt は，刺激電流印加直後から急激に減
少し，刺激電流印加後 100 ミリ秒以降は小さな値で推移した（図 5.10）．空間領域を制限し
た TOSPテンプレートは，局所的な自発性神経活動に近い平均的な神経電気活動パターンを
示している可能性が高い．このことから，刺激電極では刺激電流印加直後 100ミリ秒以内に

mDTt のピークがあり，自発性神経活動と大きく異なる神経電気活動パターンが出現したこ
とを示唆する．この時間領域では，刺激電流の印加によって直接誘発された活動電位と，刺
激電流の印加により活動電位が発生したシナプス後細胞からシナプス伝達によって誘起され
た活動電位が含まれていると考えられる．

5.4.2 領域限定 TOSP

mDTt はある電極周辺での自発性神経活動に類似した神経電気テンプレートとの差分であ
るので，大きな値は刺激電流の印加による影響，すなわち刺激による誘発応答の特徴的な活
動パターンを示している．刺激電極周辺では，mDTt は刺激電流の印加後 40ミリ秒で最大に
達し，その後減少した（図 5.13-a）．つまり，刺激電極周辺では誘発応答の特徴的な神経電気
活動が発生した後，自発性神経活動に近い神経電気活動に復帰した．培養系においても反響
的な回路が形成されていることが知られており，その回路により刺激電極周辺では，刺激電
流による直接誘発された活動が発生した後に，これらの活動電位が伝播して反響的な活動が
戻ってくると考えられる [22]．
また，刺激電極の隣接 500 µmの領域から算出した mDTt は刺激電極における mDTt と同
様に 20ミリ秒で最大値となり，その後は約 40ミリ秒から刺激電極における mDTt より高い
値で推移した（図 5.13-b）．これは，刺激入力により直接的に誘発された活動電位の伝播は 20
ミリ秒以内に完了し，その後この活動により反響的に生じた応答が拡散しながら緩やかに伝
播することによると考えられる．刺激電極周辺 1000 µmの領域から算出した mDTt において
は，刺激電流印加直後 20ミリ秒で最大となり，約 80ミリ秒後からほぼ一定の値で推移した
（図 5.13-c）．また，刺激電極の隣接 500 µmの領域の神経電気活動から算出した mDTt と比
して安定して高かったことから，神経回路網の誘発応答は刺激電極から 1000 µm以上の範囲
まで伝播し，さらにこの活動はばらつきが大きいと考えられる．複数の経路に分散して伝播
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した信号が時間がずれて再び集約される過程がある可能性がある．
刺激電極からの物理的距離が遠い電極周辺での神経電気活動は，伝播してきた誘発応答と
自発性神経活動，反響回路によって 2次的に誘発された活動などが融合された神経電気活動
パターンを形成していると考えられる．それ以上に遠い領域では，自発性神経活動が支配的
になっていると考えられる．
以下は未だ限定的な結果に基づく考察に過ぎないが，自発性神経活動と誘発応答とで共通
の活動パターンが観察されることを考えると，刺激入力による直接的な誘発応答パターンは
自発性神経活動の平均値とは異なったパターンであるが，個別の自発性神経活動パターンと
は類似したパターンを含んでいる可能性がある．直接的な刺激の影響とは，単一シナプスを
介して連続的に接続している神経細胞に伝播する活動である．さらに，信号伝達の分岐，反
響回路によって戻ってきた信号のさらなる伝播，または背景的な自発性神経活動を含む複数
のソースからの入力が複合されることで，刺激入力時刻から遅れて 2次的に発生する活動の
伝播が存在する．この 2次的な活動が非同期的に伝播するため，刺激入力から遠位の領域で
は，mDTt のピークは裾野が広くなり，かつこの広がり方は刺激位置より遠い領域で顕著に
なることが考えられる．すなわち，直接的な誘発応答ではないが，刺激によって引き起こさ
れる半誘導的な自発性神経活動のようなばらつきのある活動が，刺激電極より遠位の領域で
生成されている可能性がある．
電流刺激による誘発応答は，テンプレートとして用いた平均的な自発性神経活動とは異な
る活動パターンを有しているが，電流刺激から遠い領域では自発性神経活動に近くなり，自
発性神経活動と類似した活動パターンが発生することが示唆された．

5.4.3 細胞外ブドウ糖濃度変化による誘発応答の伝播特性

本実験では，細胞外ブドウ糖濃度を変化させた状態で誘発応答を計測し，TOSPテンプレー
トとの差分値である mDTt を算出した（図 5.14，5.15）．10 mM，30 mMブドウ糖濃度条件
下では，mDTt の推移は培養液下（17.5 mMブドウ糖濃度条件）の場合とほぼ同等であった
が，刺激電極近傍で mDTt 上昇が顕著ではなかった（図 5.17，5.19）．

30 mMブドウ糖濃度条件下では，10 mMブドウ糖濃度条件下と比して mDTt が小さく推
移し，特に刺激点付近においては電流刺激印加直後の mDTt のピークが小さかった（図 5.19
-a，b）．このことから，30 mMブドウ糖濃度条件下では，電流刺激による直接的な応答が小
さく，刺激点より遠位で半誘発的な自発性神経活動が発生しやすい状況があることが推測さ
れる．
培養液下（17.5 mMブドウ糖濃度条件）と比して，10 mM，30 mMブドウ糖濃度条件下で
は，各細胞間の刺激入力，及び伝播に対するロバスト性が低下し，相互作用で発生する自発
性神経活動頻度も低下すると考えられる．本実験において細胞外ブドウ糖が至適濃度でない
場合は，電流刺激による直接的な影響が減弱し，これにより誘起された 2次的な信号の伝搬
が優勢となるのではないかと考えられる．
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5.5 結論
平均的な神経電気活動パターンテンプレートを作成し，その差分から電流刺激印加の影響
が及ぶ空間領域を解析した．結果として，刺激点からの距離に応じて電流刺激印加の直接的
な影響の成分による神経電気活動パターンと，背景的な自発性神経活動などが複合した 2次
的な活動パターンが発生していることを明らかにした．また，細胞外ブドウ糖濃度が至適ブ
ドウ糖濃度と異なる場合，神経回路網内の信号伝達が減弱し，結果として自発性神経活動の
活性が落ちる可能性を示した．これは，高ブドウ糖濃度条件下で自発性神経活動と誘発応答
との類似性が上昇したという結果と一致する．
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6.1 培養神経回路網の細胞外ブドウ糖要求性
培養神経回路網は培養日数に依存して自発性神経活動頻度が増加し，神経活動パターンが
複雑化した．神経細胞の静止膜電位の維持と活動電位の発生には多くのエネルギーが要求さ
れると予想される（2章，図 2.12，2.13）．培養された神経回路網においても，培養日数が経
過するに伴い，自発性神経活動頻度が増加するが，これに伴って神経回路網のエネルギー要
求量が増加する可能性が高い．
本研究で用いた培養系の場合，0 mMブドウ糖条件下で 15時間後には，自発性神経活動頻
度が 3割程度維持されていた（2章，図 2.14，2.15，表 2.1）．これは，神経回路網を構成する
細胞群が，培養液中のブドウ糖を取り込み，代謝することにより，細胞外のブドウ糖が欠乏し
た状態で 3割程度の自発性神経活動を生成しうるエネルギーを蓄積していたことを示唆する．
栄養サポートの少ない培養系の神経回路網の場合，一般的な条件では哺乳動物の生理的な
血中ブドウ糖濃度（5.5 mM-10 mM，[49]）より高濃度の 20 mM 前後のブドウ糖濃度条件
下で培養が行われている [50–52]．また，本研究では，細胞播種時の神経細胞の初期密度が
7800 cells / mm2 と，関連する他の研究よりも高密度で播種・培養した神経回路網を用いた．
これは，神経細胞の密度を多くし，シナプスの形成確率を上昇させることで自発性神経活動
の長期の活性化を意図したものである．細胞数の多さと神経電気活動の活性化はより多くの
エネルギーを要求すると考えられ，本研究で用いた神経回路網を活性状態で維持するために
は生理的条件よりも多くのブドウ糖濃度が必要であることが考えられる．
神経回路網の細胞外ブドウ糖濃度が必要量より下回った場合，神経回路網の自発性神経活
動頻度は低下することが考えられる．細胞外ブドウ糖が長時間にわたって欠乏した場合に自
発性神経活動頻度が低下する理由として，エネルギー消費量を抑えるために神経回路網が敢
えて自発性神経活動頻度を低下させ，生理的に要求ブドウ糖量を減少させている可能性があ
る．一方で，細胞外ブドウ糖が欠乏した場合は，細胞の生存に必要なエネルギーが不足して
細胞が死滅し，神経回路網を構成する細胞数が減少している可能性も考えられる．細胞外ブ
ドウ糖が欠乏した場合，神経回路網全体で平均的に神経細胞が死滅することが考えられる．
しかしながら，本研究で得られた結果においては，細胞外ブドウ糖が欠乏した状態で 15時間
経過した後の自発性神経活動は特定の電極からのみ観察された（図 2.14）．
細胞外ブドウ糖の欠乏により平均的に神経細胞が死滅しているのであれば，自発性神経活
動が観察される電極数は減少せずにそれぞれの電極において自発性神経活動頻度が低下する
ことが考えられる．また，神経回路網はその電気活動を維持するために回路網内の機能的構
造を調整している可能性がある．細胞外ブドウ糖濃度が欠乏した状態で自発性神経活動頻度
が低下するのは，外部のエネルギー量が減少することで通常より速いペースで細胞死が起こ
ることが原因ではなく，自発性神経活動頻度を積極的に低下させ，エネルギー要求量を下げ
てでも神経回路網の同期的な活動を維持しようとしているのでないかと考える．
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6.2 自発性神経活動と細胞外ブドウ糖濃度との関係性
培養神経回路網の自発性神経活動は，細胞外ブドウ糖濃度変化に依存して変化することが
明らかとなった (3章，図 3.9 - 3.10)．細胞外ブドウ糖は神経細胞を含む細胞にとっての主要
なエネルギー源であり，生体と比して栄養的サポートの少ない培養系では，外部のブドウ糖
濃度はその生存や活性の維持に大変重要な要素である．従って，低ブドウ糖濃度における自
発性神経活動頻度の低下は充分起こりうる現象である．
自発性神経活動頻度は至適ブドウ糖濃度までは細胞外ブドウ糖濃度の上昇に伴って増加し
たが，30 mMブドウ糖濃度条件下では翻って活動頻度が低下した．神経細胞は 30 mMブド
ウ糖濃度に 2日以上暴露されることでブドウ糖毒性が発現し細胞死を引き起こすことが報告
されているが [61]，本実験で 30 mMブドウ糖に暴露する時間は精々 1時間であり，ブドウ糖
毒性が発現する程長時間ではない．また，30 mMブドウ糖濃度下に 1時間程度暴露された神
経回路網では，10 mMブドウ糖濃度下に 1時間程度暴露された神経回路網と比して有意な細
胞死の増加は確認出来なかった（3章，図 3.13）．これらの結果から，少なくとも本実験条件
においてブドウ糖毒性による神経細胞死が発現していないことが明らかとなった．
また，神経回路網の至適ブドウ糖濃度は培養条件によって調整される可能性が示された（3
章，図 3.15， 3.16）．ブドウ糖濃度 30 mM条件下で培養した神経回路網は，通常条件下で培
養された神経回路網と同様に培養日数経過に伴って自発性神経活動頻度，自発性バースト活
動頻度，自発性同期バースト活動頻度が増加した（3章，図 3.21-3.22）．高ブドウ糖濃度条件
下で培養した神経回路網は，自発性神経活動を指標とした場合，通常条件下で培養した神経
回路網と同様であった．一方，低ブドウ糖濃度下で培養した神経回路網は通常条件下で培養
した神経回路網より自発性神経活動頻度と自発性同期バースト活動頻度が有意に低下したが
（3章，図 3.21-3.22），自発性同期バースト活動頻度については有為な低下はなかった．低ブ
ドウ糖濃度条件下で外部エネルギー量が少ない神経回路網は，その環境に適応し同期的な神
経電気活動を維持するよう発展する可能性がある（図 6.1）．

通常・高ブドウ糖濃度培養 低密度・低ブドウ糖濃度培養

細胞数：多
活動頻度：高
構造：複雑

細胞数：少
活動頻度：低
構造：シンプル

図 6.1 通常条件，高ブドウ糖濃度条件，低ブドウ糖条件下で培養した神経回路網の模式図．
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6.3 誘発応答パターンと細胞外ブドウ糖濃度との関係性
従来の知見では自発性神経活動は，刺激入力によって発生した誘発応答の正確な伝播を妨
げる雑音として扱われる傾向があった．しかしながら，自発性神経活動と有効な情報を含ん
だ誘発応答との境界は曖昧であり，明確な識別がされてこなかった．そこで本研究では，自
己組織化マップを用いて自発性神経活動と誘発応答の活動パターン識別を試みた．
結果として，自発性神経活動と個々の刺激入力に対応した誘発応答は類似した神経活動パ
ターンを共有していることが明らかとなった（4章，図 4.8，4.10）．また，異なる電極を刺激
した場合の誘発応答同士が類似した神経活動パターンを持つと識別される場合があった．さ
らに，自発性神経活動は誘発応答と比して，多くの活動パターンを持っていることが示唆さ
れた（4章，図 4.9，4.11）．これらのことから，自発性神経活動は神経回路網の多様な状態に
相当する豊富な活動パターンを内包し，誘発応答は電流刺激によってその一部の活動パター
ンが確率良く引き出されている可能性がある（4章，図 4.21）．
また，10 mMブドウ糖濃度条件下と比して 30 mMブドウ糖濃度条件下において，F-SOM
では自発性神経活動と識別される確率が増加した（4章，（図 4.13-4.16））．30 mMブドウ糖
濃度条件下では自発性神経活動頻度が減少することが明らかとなっている（3章，図 3.10）．
このことから，30 mM ブドウ糖濃度条件下では神経電気活動自体が起こりにくい状態とな
り，電流刺激の影響が弱く，自発性神経活動と誘発応答の差異が小さくなっている可能性が
考えられる．自発性神経活動の基礎は神経細胞間の自発性神経活動の伝播であり，高ブドウ
糖濃度条件下では電気信号の伝搬が弱くなっている可能性が考えられる．
神経電気活動パターンは活動電位の伝播の結果発生する．そこで，本研究では平均的な自
発性神経活動パターンテンプレートを作成し，電流刺激を印加した時の特徴的な神経電気活
動パターンを解析した．結果として，刺激電流印加による直接的な神経電気活動は刺激印加
直後 20-40ミリ秒で刺激電極の周辺に拡散し，その後は背景的な自発性神経活動等からの入
力と，電流刺激による影響が複合した 2次的に発生する誘導的神経活動パターンが発生する
ことが明らかとなった．また，この誘導的神経活動パターンは自発性神経活動パターンに含
まれてはいるが，平均的ではない活動が発生することが示唆された（5章，図 5.12，5.13）．
また，30 mMブドウ糖濃度条件下では，10 mMブドウ糖濃度条件下と比して電流刺激印加
の直接的な影響が弱く，半誘発的な自発性神経活動の影響が強く発現している可能性がある
（5章，図 5.16-5.19）．細胞外ブドウ糖濃度が至適濃度より低い（10 mM），もしくは高い（30
mM）場合，電流刺激により発生した活動電位が，少ない数のシナプス結合で次の神経細胞へ
と伝播する 20ミリ秒前後の速い電気信号強度が低下し，これにより細胞間の相互作用によっ
て発生する自発性神経活動頻度も低下することが考えられる（第 3章，図 3.10）．刺激の伝播
領域の減少（5章，図 5.17，5.19）と自発性神経活動頻度の減少により，局所的かつ直接的な
誘発応答の伝播が減少し，2次的に発生する誘導的神経活動が優位となり，その結果自発性神
経活動と類似したパターンの神経電気活動が増大すると考えられる（4章，図 4.16）．30 mM
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ブドウ糖濃度条件下で自発性神経活動と誘発応答の類似活動パターンが増大するのであれば，
刺激電極から 1000 µm遠位の領域における平均 mDTt の刺激電流印加直後のピーク増大は，
自発性神経活動に含まれる一定の活動パターンが引き出されていることを示している可能性
がある（5章，図 5.19）．
従って，高ブドウ糖濃度条件下では誘発応答と自発性神経活動が複合した神経電気活動が
減弱し，自発性神経活動のパターンが優位に呼び出されるというという傾向があるのではな
いかと考えられる．本研究では，高ブドウ糖濃度条件下での自発性神経活動頻度低下の状況
しか観察していないが，細胞外ブドウ糖濃度が 15－ 20 mMの最も自発性神経活動が活性化
された状態で誘発応答を解析する必要がある．これは今後の課題としたい．

6.4 生体報酬系学習と血中ブドウ糖濃度
細胞外ブドウ糖は細胞の生死に直結するパラメータであるとともに，神経細胞の活性化は
動物の行動活性化に繋がるため，生体にとってブドウ糖の最適濃度は個体の生存と細胞の生
存を同時に保障する基礎的な条件であると言える．また，記憶の形成や，認知・学習にも関
与すると考えられている海馬領域の神経細胞においても，細胞外ブドウ糖濃度が活動に影響
しているとすると，ブドウ糖の代謝は生物の認知や記憶にも影響を与える可能性がある．
脳において，欲求が満たされた際に活性化し，個体に快の感覚を与える神経系を報酬系と
呼ぶ．一般的に，報酬系はドーパミン作動性の神経細胞による働きだと言われている．ドー
パミン作動性神経細胞の殆どは中脳部位に存在することが知られており [88]，それらの神経
細胞が投射対象に信号を送信することで動物は生物的な快を感じるとされる．脳における報
酬系は，行動の結果に意味や価値を記号接地するために重要なシステムであるが，ドーパミ
ンという神経伝達物質の機能は，一部の領域の神経細胞間の伝達効率を上昇させるだけに過
ぎない．すなわち，ドーパミン作動性神経細胞が活動すれば動物は「快」を感じるが，では
何故ドーパミンでなくてはならないのか，ドーパミンが「快」と何故結び付くのかに関して
は不明である．
生物の進化が環境に適応した個体の自然選択によって駆動されていることを考えると，ドー
パミン作動性神経細胞の活動と個体の生存とが進化の過程で結び付いた可能性が考えられる．
こうして初めて生存と「快」とが結び付き，生物内部の記号である「快」が「生存しやすい状
態」という実環境に存在する状態に結び付けられる（記号接地する）と言える．
そもそも記号接地という概念は人工知能開発研究や，認知科学の領域で活発に議論されて
いる概念であり [89]，記号システムにおけるシンボル（記号）が実世界の意味と結び付いた
状態を指す．この場合は，「ドーパミンの分泌量」（すなわち快）という記号が「生存に適し
た状況」という意味に結び付いているということを記号接地と呼んでいることになる．すな
わち生物らしい行動の意味や価値を自律的に記号接地させるには，神経回路網のある状態を
「生存」と結び付けることが必要であるではないか，と仮定している．
機械の情報処理とは違い，生物は生存を目的とした情報処理を行う必要がある．生存に最
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重要なのは外部からのエネルギー獲得であり，細胞外ブドウ糖は生体にとって生存か死を決
定する重要なパラメータである．特に，生体の脳においては，神経細胞は外からブドウを取り
込み代謝する以外のエネルギー獲得経路を殆ど持たない．細胞外のブドウ糖から得たエネル
ギーと神経電気活動との間に何らかの相関性があれば，細胞の生存や生物の活動性と，ドー
パミン作動性神経細胞の活性化とが関連付けられ，「細胞外ブドウ糖が充分に満たされてい
る」すなわち「生存しやすい状態」にドーパミンの分泌量が意味的に結合する可能性がある
のではないかと考えられる．この仮説において，神経細胞の「一般的な性質」として，エネ
ルギーすなわち細胞外ブドウ糖の量と神経電気活動との関係性を解析することは重要である．
実際に，血中ブドウ糖のホメオスタシスに関係なく，記憶形成に関与すると言われる海馬
領域において，神経回路網が細胞外ブドウ糖濃度の上昇に伴って活性化することは，エネル
ギー量の増大と個体の行動の活発化とを結び付け，これにより生存に適した状態とブドウ糖
濃度の上昇が結び付けられることになる．さらに，ドーパミンの分泌が受容体を介し，同様
に神経電気活動の活性化に結び付くならば，ドーパミンと細胞外ブドウ糖が同じ意味「生存」
に結び付くことになると仮定出来る（図 6.2）．

「快」を表象する
物理現象

ブドウ糖濃度
の上昇

ドーパミンレベル
の上昇

神経電気活動の
活性化

神経活動パターンの
曖昧性
柔軟性
の上昇

記号「快」

行動の
生物学的活発化 「生存しやすい状態」

意味

図 6.2 生体の報酬系と記号接地問題の概念図．

6.5 結論
MED プローブ上で培養したラット胎児大脳海馬領域由来の初代分散培養神経細胞におい
て発現する神経電気活動と，細胞外ブドウ糖濃度との関係性について解析した．
培養日数が経過し，自発性神経活動が充分活性化した神経回路網は，細胞外部のブドウ糖
が欠乏した状態で，活動頻度を減弱させつつも 15時間以上自発性神経活動を維持した．一般
的な神経細胞の初代培養に用いられる高ブドウ糖濃度条件は，神経回路網の栄養的なサポー
トが不足した場合においても，その機能を維持するために必要であることを確認した．
培養神経回路網の自発性神経活動頻度は，細胞外ブドウ糖濃度の上昇に伴って増加するが，
至適ブドウ糖濃度を超えると低下した．また，神経回路網における至適ブドウ糖濃度は，培
養条件に依存して変化している可能性を示した．さらに，神経回路網は培養中の外部ブドウ

138



第 6章考察・結論

糖濃度や神経細胞数に適応し，同期的な神経電気活動を維持できるよう神経回路網を形成す
ることを明らかにした．
培養神経回路網において，自発性神経活動と誘発応答は類似した活動パターンを共有する
ことが明らかとなった．このことから，誘発応答は自発性神経活動が持つ豊富な活動パター
ンが，特定の入力により確率的に引き出されたものである可能性を示した．また，高ブドウ
糖濃度条件下では自発性神経活動と誘発応答との類似性が上昇することを明らかにした．
神経電気活動パターンは，刺激入力の影響が神経回路網内を伝播した結果発生する．そこ
で，平均的な神経電気活動パターンテンプレートを用いて電流刺激印加の影響が及ぶ空間領
域を解析した．その結果，電流刺激の直接的な影響による神経活動パターンと，自発性神経
活動などの背景的な神経活動が複合した 2次誘導的な活動パターンが発生していることを確
認した．また，高ブドウ糖濃度条件下では神経回路網内の信号伝達が減弱し，結果として自
発性神経活動の活性が落ちる可能性を示した．これらの結果から，細胞外ブドウ糖濃度に依
存して神経細胞間の信号伝達効率が定まり，ひいては神経電気活動パターンが変化すること
が明らかとなった．
神経回路網内の電気活動パターンが細胞外からのエネルギー供給に影響を受けているとす
れば，神経回路網における情報処理に「生存」という生物にとって最大の目的が組み込まれ
ていることを示唆すると考えられる．
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