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３．研究成果の概要等について 

 

マルチモーダルイメージングの開発（的場） 

 我々のグループでは光遺伝学を用いた細胞機能操作のための多点同時３次元光刺激と

してのホログラフィック光刺激技術と，光操作により生じる細胞活動の３次元モニタリ

ングのために高速３次元蛍光イメージング技術の開発を行っている。この光刺激と観察

を同時に行うことのできる一体化ホログラフィック顕微鏡の構築を進めている。また，植

物細胞の幹細胞化プロセスの解明に向けて，蛍光と位相の同時３次元イメージング可能

なマルチモーダルイメージング技術を開発している。本年度は，マルチモーダルイメージ

ングにおいて，ディジタルホログラフィー及び強度輸送方程式を用いた２つのアプロー

チについて研究を行った。特にディジタルホログラフィーでは，３次元蛍光観察に適した

同軸型新規配置を提案し，神戸大学特許として出願した。この技術を用いて，蛍光と位相

の同時測定をヒメツリガネゴケを用いて行った。また，強度輸送方程式では，0.8 mm 厚

の蛍光ビーズを再構成することに成功し，超深度観察手法を確立した。 

 

生きた３次元神経細胞の制御実験（和氣） 

今年度はニコン正立型 2 光子顕微鏡ベースにホログラフィック操作・計測の

光路を導入し，これによる刺激の最適化を図り，細胞数 50-100 個までの刺激を

30Hz で行うことを可能にした。また刺激の形状を最適化することによって，刺

激効率の向上を図った。さらに網羅的に画像内の神経細胞の組み合わせを自動

で変更し，これを全てのパターンで刺激することが可能となった。開発したホロ

グラフィック顕微鏡を用いて，神経細胞間の機能的結合の評価を行い，慢性疼痛

モデルにおいて，神経細胞間の機能的結合が強化されていることによって，同期

性及び活動強度が増加することがわかった。さらにこれらの神経細胞活動を操

作することで痛みという感覚の人為的操作に成功した (Okada et al., Sci Adv, 

2021)。さらに現在ニコンソリューションズとともに現行の２光子ホログラフィ

ック顕微鏡を市販化するための改良に取り組むとともに，生物応用のアプリケ

ーションを開発している。  

 

培養細胞におけるホログラフィック光刺激応答（森田） 

ホログラム光照射が光遺伝学において有用であることを実証するために，培養細胞に

カルシウム蛍光タンパク質 RCaMP と光活性化タンパク質 ChR2 または opto-a1AR を発

現させたものを用いて，光依存的な応答を検討した。初代培養神経細胞に RCaMP と

ChR2 を発現させた場合，80 nm の 1 光子ホログラム刺激により，標的細胞特異的な応

答が誘導されたが，800 nm の２光子ホログラム刺激による応答は見られなかった。これ

に対し，CHO 細胞または培養アストロサイトに RCaMP と opto-a1AR を発現させた場

合，上記の 1 光子と 2 光子ホログラム刺激に対する応答が見られ，2 光子を利用すること

により，細胞局所的な応答が誘導できることが明らかとなった。照射条件の影響を検討し

たところ，スポット径は 1-10 um の範囲で影響が見られなかったが，照射時間は 50-200 

msec の範囲で顕著に応答を増加させた。さらに，培養アストロサイトについては２光子



ホログラムによる細胞局所のカルシウム上昇が細胞内を伝搬する過程について詳細な検

討を行い，単発刺激ではほとんど伝搬が見られないのに対し，連続刺激をした場合，スト

ア作動性カルシウム流入が誘導されることにより，カルシウム上昇が細胞内で伝搬する

現象，いわゆるカルシウム波が発生することが明らかになった。 

 

光遺伝学用光操作ツール開発（塚本） 

 現在，光受容タンパク質を神経細胞などに強制発現させて，光刺激によって細

胞応答を操作する，光遺伝学解析が進展している。これまでの光遺伝学解析で

は、光によってイオンを透過する光感受性イオンチャネルのチャネルロドプシ

ンが光操作ツールとして最もよく用いられてきた。続いて，光感受性 G タンパ

ク質共役受容体 (GPCR)である，動物が持つオプシンが第２世代光操作ツールと

して，細胞のイオン電流のみならず代謝応答も操作するために用いられ始めて

いる。これまでに数千種類同定されているオプシンの中でも，ヒトなど哺乳類の

視細胞で機能するオプシンがよく用いられているが，これらは光によってオン

反応しか起こせないという欠点があった。この点に対して，無脊椎動物ではたら

くオプシンを用いることで，特定の波長（色）の光でオン反応を起こすととも

に，異なる波長の光によってオフ反応も引き起こせることを利用することで，第

３世代の光操作ツールとして活用できるのではないかということを提案した。

これまでに光操作ツールとして有用な光応答を示すいくつかの無脊椎動物由来

オプシンについて，その光応答特性を詳細に検討し，紫外領域から青領域の波長

で細胞応答をオンし，緑領域から橙領域でオフできるよな光操作ツール群を揃

えることができている。  

 

観測データに基づいた神経ダイナミクスの推定と動的制御（大森） 

近年の光計測と光操作の進展により，神経

応答を踏まえた神経制御の数理基盤の確立が

求められている。本年度は，観測データに基づ

いた神経ダイナミクスの推定と動的制御を同

時に実現するアルゴリズムの開発を行った。

これまでに構築してきた単一神経細胞のダイ

ナミクス推定・制御技術をさらに進展させ，複

数神経細胞の非線形ダイナミクス推定と回路

制御を実現するアルゴリズムの構築を行っ

た。加えて，大脳皮質の層状構造を考慮した数理

モデルに注目し，スパイク系列から，ネットワーク構造を推定するためのデータ駆動型手

法を構築した。尤度の計算が困難な複雑システムの推論に有効である近似ベイズ計

算と神経回路網モデルとを融合した数理・データサイエンス解析技術を構築し

た。得られた成果は，北米神経科学会や脳型人工知能に関する国際会議において

公表するとともに，関連する研究会において依頼講演を受けた。  

 

図：神経回路ダイナミクス推定とダイ
ナミクス制御へのデータ駆動型アプロ
ーチ 



深層学習を用いた脳内電流源推定（滝口） 

本研究では，頭の外側のセンサで非侵襲に測定したノイズを含む観測信号から，

脳内の活動を予測する逆問題に対して，Deep Prior に基づく深層学習法を提案

した。電流源（活動源）の推定は，人間の複雑な認知機能に関わる脳の領域の発

見や，脳疾患や精神疾患によっ

て変化した部分の発見に応用

されることが期待される．一般

的な深層学習では大量の学習

データが必要とされるが，本研

究では教師データ不要のニュ

ーラルネットワークを提案し

た。明示的に電流源の事前分布

を与える必要のある従来手法

と比較して，本提案手法では深

層ニューラルネットワークを

用いて複雑なデータの事前分

布をモデル化することで，誤差が削減されることが示された。  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図. 推定電流源の空間分布 

従来法 

Deep Prior 
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