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Results of the doctoral thesis defense 

博士論文審査結果 
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論文題目
T i t l e

 Large-scale two-photon imaging of living mouse brain utilizing 

hydrophilized fluoropolymer nanosheet 

 

脳機能の全容を解明するためには、局所領域の単一神経細胞の活動から、広範囲の神経

ネットワーク全体の活動までを多層的に計測する必要がある。細胞の局在と機能を同時に

可視化できる「二光子顕微鏡」を用いて、マウス生体脳深部を高解像度で観察するために

は、光の散乱・吸収の原因となる頭蓋骨を除去し、観察対象領域の直上にカバーガラスに

よる透明な観察窓を作成するための外科手術を実施する必要がある。しかし、一般的な本

手法の適用領域は直径数  mm 程度であった。これは、広範囲の頭蓋骨を除去する場合、脳

の出血、炎症等が生じやすくなるためである。また、一般的に使用される平坦なカバーガ

ラスは脳の曲率に対応できないため、広範囲観察窓の素材として使用した場合は生体脳を

強く圧迫する。これにより、血液や脳脊髄液等の体液循環に障害を及ぼすことも問題であ

った。  

出願者は、上記の課題に対して、新規生体適合性ナノ材料であるナノシートをマウスの

頭蓋骨の代替物として活用する広範囲観察窓の作成法を考案した。ナノシートとは高分子

を素材とする厚さ 100 nm 前後の薄膜である。出願者は、マウス生体脳への接着性を高め

た PEO-CYTOP ナノシートを、観察窓の素材として活用した。PEO-CYTOP ナノシート

は、優れた光学特性を有する CYTOP を主な構成素材とし、さらに生体組織への接着力を

高めるために、polyethylene oxide（PEO）を用いて接着面の親水化処理を行ったもので

ある。出願者は、PEO-CYTOP ナノシートが生体脳表面に強く接着し、出血を抑制するこ

とを実証した。また、PEO-CYTOP ナノシートを頭頂域全体に渡る広範囲観察窓の作成に

応用することで、大域的な Ca2+イメージングに成功した。さらに、広範囲かつ脳深部の神

経細胞の形態イメージングを行った。取得した形態の情報を三次元再構成することによっ

て、PEO-CYTOP ナノシートを用いた広範囲観察窓においては、脳を圧迫していないこと

を実証した。  

上述の PEO-CYTOP ナノシートを用いた広範囲観察窓には、ナノシートの柔軟性ゆえ

に、覚醒下マウスの観察時に視野ブレが生じることと、外部からの異物等から長期的に観

察窓を維持できないという問題点があった。出願者は、これらの課題を解決するために、

新しい観察窓作成手法である NIRE 法（Nanosheet Improved by light curable REsin）を

考案した。NIRE 法は、PEO-CYTOP ナノシートを脳に貼り付けたのち、UV 硬化性樹脂

でナノシートをコーティングすることで観察窓を作成する手法である。出願者は、この新

規手法によって、覚醒下マウスの観察時に生じる視野ブレの低減および、長期的な脳組織

の保護が可能であることを実証した。また、NIRE 法を用いた観察窓を利用し、同一個体

の脳内において、神経細胞の形態および Ca2+イメージングを領野サイズから樹状突起スパ



インサイズまでマルチスケールに取得することに成功した。さらに、本手法の適用領域を

拡張することによって、大脳皮質、中脳、小脳に位置する神経細胞を、同一個体において

イメージングが可能な広範囲観察窓の作成に、世界に先駆けて成功した。  

出願者の研究によって開発された観察窓作成手法は、MRI 等によるマクロな領野レベル

の機能計測手法と、光学顕微鏡によるミクロな細胞および分子レベルの活動を計測する手

法の隙間を埋める方法論である。本手法は、多層的に実現されている高次脳機能を解明に

大いに貢献することが期待される。  

以上の理由から、審査委員会は、本論文が学位の授与に値すると判断した。  
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