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第 1 章 序論 

1.1 本研究の背景 

 

科学の発展が進んだことにより，1 世紀前に比べると人類の医療は爆発的に進

歩している．特に，X 線レントゲン，CT，MRI，NIRS といった画像診断装置の出

現は，様々な疾患の原因の解明や早期診断を可能とする大きな足掛かりとなった

[1-2]．軽度の疾患から重度の疾患まで，原因や治療方法が次々と解明されたこと

により，人類はどんどん健康で長生きすることができるようになってきている．

しかしながら，目覚ましい医療の発展を果たした現在においても，未だ難病と呼

ばれる病気や治療方法の少ない疾患は数多く存在している[3]．これらに対する方

策を発見すべく，世界中で研究が進められている[4-5]．そんな中，がんを含む様々

な疾患の観察や治療が非常に困難である部位が脳である．脳は人体の中でも非常

に重要で繊細な部位であるため，手足や胴体の大部分と異なり，治療や診断方法

はもちろんメカニズムの解明の手法すら他の部位に比べ圧倒的に制限されている．

それゆえに，脳疾患系の，特に神経疾患系の病の原因や治療法の確立は非常に困

難な状況である． 

脳機能のメカニズムの解明や，原因の解明されていない神経疾患系の治療法の

発見のためには，脳の一部における神経活動だけでなく複数の部位における神経

活動を同時に観察し，脳のネットワークを明らかにすることが重要と考えられる．

MRI や超音波診断装置といった非侵襲の計測方法では，神経細胞の活動を観察す

るためには時間・空間分解能的に困難であることから，脳内にある程度侵襲する

手法が必要となる．そのため脳神経活動そのものを計測する手法として，神経科

学分野においてはかつてより神経細胞の活動電位を計測する電気生理学的手法が

用いられてきた[6-9]．ミシガン電極といった多点計測を可能とする電極が開発さ

れ，複数神経細胞の同時計測が実現されるようになったが，本手法では複数神経

細胞の同時計測は可能であっても細胞と細胞の関係性を明らかにするのは困難で

ある．これに対し，遺伝子導入技術や化学試薬を用いることにより多数の細胞を

同時に観察できる蛍光イメージング手法は，神経細胞同士のネットワークを観察

するための非常に有効な手法と考えられる． 

上記の理由から蛍光イメージングは，脳機能解明のための最も強力なツールの

一つとして用いられている．この技術は，細胞や分子の応答を特異的に観察可能

にする．神経科学の分野においては，実験と神経細胞の働きの関わりを実証する

方法として，実験後のマウス脳を摘出し脳スライスを作成後，神経細胞の様子を

観察する in vitro 手法が用いられてきた．神経細胞の活動計測を行う場合の蛍光
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イメージングには，蛍光顕微鏡を用いるのが一般的である．蛍光顕微鏡は 1 光子

顕微鏡と 2 光子顕微鏡が代表的である．どちらも装置が大きなサイズになってし

まうものの，レンズやダイクロックミラー，干渉フィルタといった様々な光学素

子が搭載されているため高い励起光除去性能を持ち，高感度で蛍光イメージング

を行うことが可能である．また，使用する対物レンズの性能に合わせた，高い空

間分解能を持つことも特徴の一つとして挙げられる．脳スライスといった動かな

いターゲットを対象とする場合，蛍光顕微鏡は非常に強力なツールであり電気生

理学手法と合わせて数々の生理現象が解明されてきた．本手法により明らかにな

った事象は多々あるものの，やはり生きた生物から得られる情報とは少なからず

異なる点があるはずであると，in vivo 環境下で神経活動を観察可能な手法が求め

られてきた．しかし，蛍光顕微鏡を用いて生きた動物をターゲットとする場合，

測定時の制限が多く存在する． 

 

 

 

図 1-1 蛍光イメーイング例 
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図 1-2 蛍光顕微鏡 

 

 

 

 

その解決すべき課題の一つとして，蛍光顕微鏡下に動物を拘束しなくてならな

いことが挙げられる[10-11]．動物を拘束した状態での計測は，動物にストレスな

どの影響を与えてしまうと考えられるうえ，実験内容も制限されてしまう[12-13]．

例えば，記憶・学習機能を解明するために，迷路を攻略させたりなどの行動実験

が盛んに行われているが，このような実験を行うことは蛍光顕微鏡を用いた一般

的な手法では困難である．動物が動ける状況で蛍光イメージングを行う手法とし

て，マウスの下に回転するボールを設置することで，疑似的に歩くことができる

手法が報告されている[11]．しかし，この方法では，疑似的に歩行可能とはいえ頭

部を固定されており，先ほど挙げたような行動実験を行うことができない．  
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このような問題を解決するため様々なイメージング手法が研究されている．

例えば顕微鏡とマウス脳の間を光ファイバーでつなぐ方法[11]や，マウスの頭に

搭載可能な超小型蛍光顕微鏡を用いたイメージング手法などが研究されている

[14]．特に蛍光顕微鏡自体を小型化し，マウスの頭部に搭載することで行動中マ

ウスに対する蛍光イメージングを実現することができる手法は高精度の蛍光イメ

ージングが可能である．しかし，デバイスの重量が約 1.9g とマウスにとっては

少々重くマウスの行動が制限されそうなことや，レンズやファイバーといった光

学素子が脳を大きく侵襲してしまうことは解決すべき課題と言える．加えて，デ

バイスのサイズ，重量の観点から二か所以上の同時イメージングが困難であり，

またデバイスの構成上マウス脳の水平方向のイメージングしか通常行うことがで

きない．脳の一部における神経活動だけでなく複数の部位における神経活動を同

時に観察し，脳のネットワークを明らかにするためには，小型かつ軽量で脳の複

数部位を同時に観察することができるようなイメージング手法の開発が求められ

ている． 

 

 

 

図 1-3 顕微鏡を用いた覚醒下における脳機能イメージング[13] 
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図 1.4 光ファイバーを用いた自由行動下の脳機能イメージング[11] 

 

 

 

 

 

 

図 1.5 小型顕微鏡を用いた自由行動下の脳機能イメージング[14] 
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1.2 本研究の目的 

 

本研究では，マウスやラットといった小動物の自由行動下脳神経活動計測を可

能とする，埋植型イメージングデバイスの開発を行う．特に，遺伝子改変技術や

蛍光指示薬と組み合わせることで可能となる，蛍光イメージングに適した埋植型

イメージングデバイスの開発を目的とする．脳表を観察するための広範囲観察用

イメージングデバイスと，脳深部を観察するための刺入型イメージングデバイス

のそれぞれの開発を行う． 

本研究で開発する埋植型イメージングデバイスは，小動物の脳内に埋植可能な

ほど小型かつ軽量であることが求められる．さらに，蛍光イメージングを行うた

めには最低でも撮像素子，蛍光を発現させるための励起光源，励起光を除去し蛍

光のみを観察するためのフィルタを搭載することが必要となる．そこで本研究で

は，小動物の脳神経活動イメージングのためにセンサチップの設計から励起光源

となる小型 LED やフィルタの実装，システム構築までフルカスタマイズで開発を

行った． 

まず撮像素子にはデジタルカメラや携帯電話のカメラによく使用される CMOS

イメージセンサを，観察する脳の部位や測定ターゲットに合わせて専用設計する

ことで小型化を実現した． 

また，蛍光イメージングにおいては蛍光と励起光を高い除去比で分別すること

が必須となる．埋植型デバイスにおいては小型化が求められるため，本研究では

神経活動計測において有用性の高い緑色蛍光計測を中心に，埋植型デバイスに適

した蛍光光学系を確立し，蛍光計測の高感度化を目指した． 

さらに，開発した埋植型イメージングデバイスを用いて生体模擬環境や in vitro

及び in vivo 条件下において蛍光イメージング実験を行い，実際にマウス脳におけ

る脳神経活動に伴う蛍光イメージングが可能であることを実証する． 
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1.3 本論文の構成 

 

以下に本論文の構成を示す． 

 第 2 章では，まず，埋植型イメージングの原理および手法について説明し，一

般的な蛍光顕微鏡を用いた蛍光イメージングの特徴について解説する．さらに，

これまでに提案された埋植型イメージングデバイスの概要を説明し，解決すべき

課題を明確にする． 

 第 3 章では，GFP といった緑色蛍光の観察を目的とし，励起光と蛍光を高精度

に識別を可能とする高性能吸収フィルタを開発し，各フィルタの作製・実装方法

と特性評価結果を報告する．本章で説明する開発した GFP 計測用の高性能フィル

タ搭載埋植型イメージングデバイスは，2 つの吸収フィルタを搭載している．1 つ

目は，励起光を除去し蛍光を透過させる蛍光フィルタ，2 つ目は励起光源である

LED の不要波長成分を除去するための励起フィルタであり，この 2 つのフィルタ

を組み合わせることで GFP 蛍光の観察を達成している． 

 第 4 章では，埋植型イメージングデバイスにおける高感度蛍光検出に向けて，

埋植型イメージングデバイスの構造最適化について説明する．埋植型イメージン

グデバイスは小型であるため，限られた空間に最適な光学系を構築することを試

みた．本章では特に，考案した側面遮光フィルタの導入及び側面遮光フィルタの

特性評価結果，高感度イメージンセンサの設計報告する． 

 第 5 章では，第 3 章から第 4 章で提示したデバイスを用いて実際に神経活動計

測が可能か in vivo 蛍光イメージング実験を行ったデバイス性能実証について報

告する．動物実験を行うための全体の実験系について提示した後，各実験におけ

る蛍光イメージング結果を解説する． 

 最後に，第 6 章では，各章の総括を行い，残された課題について議論し，今後

の展開について述べる． 

  本研究における動物実験は，奈良先端科学技術大学院大学及び生理学研究所

の動物実験等の実施に関する規程に準拠して行った． 
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第 2 章 埋植型 CMOS イメージングデバイスを

用いた神経活動計測システム 

2.1 はじめに 

 

本研究で開発する埋植型イメージングデバイスは，マウスやラットといった小

動物の自由行動下における脳神経活動計測の実現を目指している．マウスやラッ

トは取り扱いや飼育が容易であること，繁殖の期間が短いこと，様々な病気や疾

患のモデル動物が既に多く存在することから，脳神経科学の分野では一般的に実

験に用いられている．前述したとおり，神経活動に伴う蛍光イメージングは蛍光

顕微鏡を用いて拘束下で行うのが一般的であり，マウスやラットに対する自由行

動下計測を行うことは困難である． 

この問題に対し，マウスの頭部に直接搭載可能な超小型顕微鏡が開発されてい

る[14]．このようなデバイスを用いることにより、行動実験下マウスに対し脳神

経活動に伴う蛍光イメージングにも成功しているが，重量が約 1.9 g である．本研

究では，ラットよりも小さなマウスを中心に動物実験を行うことを想定しており，

成体でおよそ 20～30g のマウスに対して使用することを考えると，体重に対し約

1/10～1/15 の重量のデバイスでは十分に小型・軽量化できているとは言い難い． 

そこで所属研究室ではマウス脳に直接埋植可能な超小型 CMOS イメージング

デバイスの開発に取り組んできた[15-19]．埋植型イメージングデバイスを搭載し

たマウスの様子を図 2-1 に示す．本手法を用いることで，多少マウス脳を侵襲す

るものの，自由行動下でも蛍光イメージングを行うことが可能となる． 2 部位同

時イメージングや垂直面方向のイメージングを行うことも可能である．実際に，

これまでに開発した埋植型 CMOS イメージングデバイスにより，マウスの海馬に

おける蛍光イメージングやラットの脳表における血流応答のイメージングを達成

している[20-23]． 

本研究は，高感度蛍光イメージングを可能とする脳表を観察するための広範囲

観察用イメージングデバイスと，脳深部を観察するための刺入型イメージングデ

バイスのそれぞれの開発を行うことを目的とする．この目的を達成するための課

題を以下にまとめる． 
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 マウスの脳に埋植可能なサイズであること 

 マウスの行動に影響を与えない重量であること 

 脳内埋植後，生体に対し無害であること 

 できる限り低侵襲であること 

 蛍光反応を高感度で検出できること 

 

これらの課題を解決すべく，CMOS イメージセンサの設計，デバイス実装方法

の確立，イメージングシステムの開発を行った． 

 

 

 

 

 

図 2.1 埋植型イメーイングデバイスによる自由行動下の脳機能イメージング  
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2.2 埋植型イメージングデバイスの基本構成 

 

本研究で開発する埋植型 CMOS イメージングデバイスは，マウス脳に埋植可能

なサイズであり，また脳に対する侵襲性も低いことが求められる．これに対し，

所属研究室では CMOS イメージセンサを基盤とした，超小型埋植型イメージング

デバイスの開発に取り組んできた．ここでは，本デバイスの基本構成について説

明する． 

埋植型イメージングデバイスには，イメージングを行うための撮像素子，蛍光

を発現させるための励起光源，励起光を除去し蛍光のみを観察するためのフィル

タが最低限必要となる．図 2.2 に埋植型イメージングデバイスの基本構成を示す． 

まず，撮像素子には脳表計測用，脳深部計測用といったように，測定部位に合

わせ専用設計した小型 CMOS イメージセンサを用いている[24-25]．様々な種類の

センサを自分たち自身で設計することで，用途に応じた使い分けが可能となる．

続いて，励起光源には微小 LED チップを採用している．観察したい蛍光反応に合

わせた波長を持つ LED を選択し，イメージセンサ周辺に配置することでイメージ

センサ撮像領域周辺の蛍光を発現させることが可能である．蛍光反応を観察する

ためには，この LED から発せられる励起光を除去し，蛍光のみを透過させる蛍光

フィルタが必要となる．埋植型イメージングデバイスにおいては，蛍光フィルタ

を CMOS イメージセンサの撮像面上に直接搭載する手法を採用している．これら

の素子を，ポリイミドを主材料とするフレキシブル基板上に実装することで，埋

植型イメージングデバイスを用いて蛍光イメージングを行うことが可能となる．

さらに，生体適合性及び防水性を向上させるため，約 5µm 厚のパリレン膜のコー

ティングを施している．これにより in vivo 及び in vitro 環境下でも問題なく実験

を行うことが可能である． 

一般的なデジタルカメラや蛍光顕微鏡では，レンズ等の光学素子を用いて撮像

領域上に結像された画像を取得している[26]．しかし，埋植型イメージングデバ

イスにはレンズといった光学系は搭載していない．これは，光学素子を搭載しな

いことでデバイスサイズの増大を防ぎ，デバイスの重量及び脳内埋植時の侵襲性

の増大を防ぐためである．レンズを搭載していないため，埋植型イメージングデ

バイスはコンタクトイメージング手法である．コンタクトイメージング手法は撮

像面に近いほど空間分解能が高く，撮像面から離れるほど空間分解能が落ちてし

まう手法である．本研究室で開発してきた埋植型イメージングデバイスでは，お

よそ 200µm 離れた位置までの光検出が可能である．レンズを搭載しないことによ

る空間分解能のデメリットはあるものの，埋植型イメージングデバイス単体の重

量はわずか 0.02g と成体マウスのおよそ 1/1000～1/1500 の重量であり，マウス脳
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に埋植可能かつ行動を抑制しない重量という条件を満たしたデバイスを実現して

いる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.2 埋植型イメージングデバイスの基本構成 
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2.3 これまでの埋植型 CMOS イメージングデバイス 

 

2.2 に記した通り，CMOS イメージセンサチップに励起光源と蛍光フィルタを

統合することにより，単一デバイスでマウス脳に対し蛍光イメージングを行うこ

とが可能となる．これまでに所属研究室では，測定ターゲットや測定部位に合わ

せて，様々なタイプのイメージングデバイスを開発してきた．開発してきたデバ

イスは，主に 2 種類のサイズに分類される．脳表の広範囲を観察するための脳表

計測用イメージングデバイスと，脳深部を観察するための針のような形状のイメ

ージングデバイスである．ここでは本研究に用いたイメージセンサを例に挙げ，

脳表計測用イメージングデバイスと脳深部計測用イメージングデバイスについて，

それぞれ説明する． 

 

2.3.1 脳表計測用イメージングデバイス 

 

大脳皮質の広範囲を同時に観察することは，高次脳機能を調べるうえで非常に

有用である．例えば，大脳皮質に存在する視覚野においては，左右のどちらの目

から光情報を得たかにより，脳の反応する部位が微妙にずれることなどが知られ

ている[27]．大脳皮質には他にも感覚野，運動野，聴覚野などが存在しており，こ

れらの部位を同時に観察しながら様々な条件下で実験を行うことで，これまでに

多くの脳機能が解明されてきた．このように，大脳皮質の脳機能計測をするにあ

たり，広い領域を同時に観察可能なことは大きな利点となる． 

上記の理由から大脳皮質における脳機能イメージングを行う場合，埋植型イメ

ージングデバイスにおいても撮像領域を広くとることが効果的だと考えられる．

そこで本研究においては脳表計測用のイメージセンサとして，1 mm × 2.7 mm 

× 0.15 mm のサイズのイメージセンサを採用した．本イメージセンサの詳細は後

述するが，撮像領域が 0.9mm × 2.01mm とセンサの大半部の面積を占めており，

重量も 0.05g 以下と非常に小型かつ軽量なイメージセンサとなっている．このイ

メージセンサと励起光源となる小型チップ LED(320µm × 280µm × 90µm)をフ

レキシブル基板上に搭載した．広範囲の撮像領域でも問題なく十分な励起光強度

を得るために，6 つまたは 9 つのチップ LED を搭載しており，広い撮像領域にお

いても十分な励起光強度を得ることができるようになっている．脳表計測用広範

囲イメージング用デバイスは，大脳皮質における反応を観察することが主な目的

であり，大脳皮質にイメージセンサ撮像領域を密着させた状態でイメージングを

行う．イメージングを行うために，骨を除去する必要はあるものの，脳組織に密

着するようにデバイスを設置するだけなので，デバイスのサイズが少々大きくて
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も比較的少ないダメージで広範囲イメージングが可能である．図 2-3，2-4 に脳表

計測用埋植型イメージングデバイスの写真とマウスに搭載した様子を示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3 脳表計測用埋植型イメージングデバイス 
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図 2-4 脳表計測用埋植型イメージングデバイスの埋植イメージ 
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2.3.2 脳深部計測用イメージングデバイス 

 

脳の記憶・学習メカニズムは，成長や感情など，様々な要因に応じて変化する．

例えば，強い感情に伴う出来事は記憶に残りやすいことが知られている．このた

め，脳の記憶・学習メカニズム解明のためには，長期記憶を司る大脳皮質，短期

記憶を司る海馬，感情を司る扁桃体など，脳深部を含む複数の器官を同時に観察

することが重要であると言える．脳神経科学研究では，マウス等実験動物の脳神

経活動の計測が行われてきたが，従来のイメージング手法による脳深部の神経活

動計測は侵襲性が高く，特に複数部位のリアルタイムイメージングを行うことは

困難である．そこで低侵襲に特化した脳深部計測専用のイメージングデバイス開

発し，自由行動下マウスの脳深部複数部位同時イメージングを可能とするデバイ

スを実現すれば，感情に伴う記憶・学習機能解明に向けた強力なツールになると

考えられる． 

上記のような理由と脳深部観察用イメージングデバイスは，脳に直接刺入して

用いるためデバイスであるため，体積をなるべく小さくすることが求められる．

そこで，脳表計測用のイメージセンサと異なり，最低限必要な撮像領域だけを確

保した超小型イメージセンサを採用している．ターゲットとなる部位によるが，

どのチップサイズは約 0.5 mm × 3 mm × 0.15 mm であり，撮像領域は 0.3mm × 

0.9mm 程である．可能な限りデバイスサイズを小型に留めるために，励起光源と

なる LED は 1 または 2 つだけ搭載という最小限の構成となっている．脳深部計

測用埋植型イメージングデバイスの外観を，図 2-5 にそれぞれ示す． 

図 2-6 に示すように，脳深部計測用イメージングデバイスは，電気生理に用い

る電極のように脳内に刺入するため，骨の一部を除去する必要はあるものの，脳

表計測用イメージングデバイスを用いる手法に比べると圧倒的に手術範囲が狭く，

最小限の侵襲で脳深部計測を行うことが可能である． 
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図 2-5 脳深部計測用埋植型イメージングデバイス 

 

 

 

 

 

図 2-6 脳深部計測用埋植型イメージングデバイスの埋植イメージ 
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2.4 COMS イメージセンサ 

 

本研究で用いた CMOS イメージセンサは主に AMS (Austriamicrosystems) 社 

（オーストリア）の 0.35 µm 2-poly 4-metal の標準 CMOS プロセスを用いて設計さ

れたものである． 埋植型イメージングデバイスに用いる CMOS イメージセンサ

は小型化が求められるため，一般的なデジタルカメラなどに搭載されているイメ

ージセンサとは異なり最低限の回路のみで構成されている．脳表計測用と脳深部

計測用のそれぞれのイメージセンサのレイアウトと主要な部分であるピクセルア

レイ，カラムアンプ，X スキャナ，Y スキャナ，アウトバッファの部位を図 2-7，

2-8 に示す．  

脳表計測用，脳深部計測用どちらのセンサも 3.3 V の単一電源で駆動し，回路

構成はほぼ同一であり基本的には画素数の差がそのままサイズの差に表れている．

また，センサ駆動のために配線数を増やしてしまうと，自由行動計測時にマウス

の行動を制限してしまう原因となり得るため，CLK 信号，VDD，GND，出力信号

の 4 配線のみで駆動可能な使用となっている．本プロセスでは nwell/psub 型フ

ォトダイオードを用いた 3 トランジスタ型 APS (Active Pixel Sensor) 方式画素回

路を採用しており，画素サイズは 7.5 µm 角，開口率は 44%となっている． 

本研究では上記で紹介した過去に開発されたイメージセンサを元に，後述する

改良を加えた新規イメージセンサの設計と，埋植型イメージングデバイスの開発

に取り組んだ． 

また，図 2-9 にセンサのブロックダイアグラムを示す． 
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図 2-7 脳表計測用イメージンセンサレイアウトと諸元 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8 脳深部計測用イメージンセンサレイアウトと諸元 
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図 2-9 イメージンセンサのブロックダイアグラム 
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2.5 イメージングデバイスの実装方法 

 

埋植型イメージングデバイスを作製するにあたり，フレキシブル基板上に

CMOS イメージセンサチップ，小型チップ LED，蛍光フィルタといった素子の実

装を行う必要がある．ここでは，それぞれの実装方法について説明する． 

本研究では主に脳表計測用と脳深部計測用の 2 種類のイメージングデバイスの

開発に取り組んでいるが，その実装方法は基本的に共通である．実装方法の主な

工程は下記の通りである． 

 

1. LED をフレキシブル基板上へ実装 

2. 蛍光フィルタを CMOS イメージセンサ上へ実装 

3. フィルタ搭載後の CMOS イメージセンサをフレキシブル基板上へ実装 

4. ブラックレジストを用いた CMOS イメージセンサ側面の遮光処理 

5. パリレン膜のコーティング 

 

 まず，フレキシブル基板上へ LED の実装を行う．脳表計測用デバイスには 6 つ

または 9 つの LED を，脳深部計測用デバイスへは 1 つまたは 2 つの LED を実装

する．LED の実装方法は，ウェッジボンダ―を用いたワイヤボンディングによる

方法と，フリップチップボンダ―と異方性導電ペースト用いるフリップチップボ

ンディングの 2 種類の方法を採用している． 

ワイヤボンディングによる実装方法は比較的短時間で実装を終えることがで

きる．しかし，複数の LED を直列に接続するため，1 か所の断線で全ての LED が

点灯しなくなってしまう可能性があることや，LED の個数が増えると駆動するた

めの電圧が大きくなっていってしまう．一方フリップチップボンディングによる

実装方法はワイヤボンディングに比べ実装にかかる時間が長くかかるが，LED を

並列に接続する LED の数が増えても駆動に必要な電圧は変わらない．また，全て

の LED が点灯しなくなってしまうリスクは少ないが，LED によって多少輝度の

ばらつきが生じる場合がある．以上の理由から，2 種類の実装方法を実験内容に

合わせて選択している． 

 続いて，蛍光フィルタの実装方法について説明する．蛍光イメージングを行う

ためには，LED から発される励起光をカットし，蛍光のみを透過するフィルタが

必要となる．埋植型イメージングデバイスにおいては，CMOS イメージセンサの

撮像面上に蛍光フィルタを実装する方法を採用している．蛍光フィルタは，カラ

ーレジストまたは吸収色素と樹脂を溶媒に溶かした溶液をスピンコートすること

で作製される．この蛍光フィルタの仕上がりが，埋植型イメージングデバイスに
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おける蛍光イメージングの精度に直結する要素となる．本研究では蛍光イメージ

ングの高感度化に向け，蛍光フィルタの新規作製に取り組んだので，蛍光フィル

タの新規実装方法を含め，詳細を第 3 章に後述する． 

 蛍光フィルタを実装後，CMOS イメージセンサをフレキシブル基板上へと実装

する．エポキシ樹脂を用いて CMOS イメージセンサをフレキシブル基板に接着

後，ウェッジボンダ―を用いてワイヤボンディングを行い接続した．ワイヤー接

続後，再びエポキシ樹脂を用いてワイヤー及び接着部周辺を補強した．本工程は

LED をワイヤボンディングで接続した場合，同様の処理を行っている．  

 以上の工程を行った後，センサ側面にブラックレジストを用いた遮光処理を施

す．側面の遮光処理を行うのは，励起光源である LED とイメージセンサが密接し

ており，LED 付近の撮像領域が飽和しやすいためである．この側面からの遮光漏

れも蛍光イメージングを行う上での重要な要因となるため，本研究で改善を試み

ている．詳細は第 4 章に後述する． 

最後に，パリレン膜をコーティングして完成となる．埋植型イメージングデバ

イスはマウスの脳内に直接デバイスを埋植するため，デバイスに生体適合性及び

防水性を付加することが重要となる．これらの課題に対し，我々は薄膜でも防水

性を持つ無色透明なポリマーであるパリレン C (SPECIALITY COATING 

SYSTEMS 社) をデバイスにコーティングする手法を採用している．パリレンは

生体適合材料として米国薬局方（ United States Pharmacopeia: USP）の分類Ⅳに認

定されており，埋め込み型医療機器として心臓ペースメーカー等に既に利用され

ている．パリレン C の屈折率が 1.639 であるのに対し，蛍光フィルタに使用され

ている母材 NOA63 の屈折率は 1.56 であり光の屈折の影響も微弱である．とため

イメージングを行うのにも支障をきたさない．本研究では約 5µm 厚のパリレン膜

をコーティングしている． 

 以上の工程により，埋植型イメージングデバイスの完成となる．完成したデバ

イスの写真を図 2-10 に示す．  
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図 2-10 蛍光計測用デバイス完成写真 
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2.6 イメージングシステム 

 

埋植型 CMOS イメージングデバイスを用いて脳神経活動に伴う蛍光イメージ

ングを行うためには，デバイスだけでなくソフトウェアや制御回路を含めた実験

系が必要となる．図 2-11 に埋植型 CMOS イメージングを用いた蛍光イメージン

グシステム全体の構造を示す．本研究手法では，埋植型 CMOS イメージングデバ

イスのイメージセンサや LED の実装された部分のみマウス脳内に埋植される．コ

ネクタ部を含むそれ以外のフレキシブル基板はマウスの体外に露出させ，中継基

板に接続後， CMOS イメージングデバイス用制御基板と LED 電源に接続され

る．イメージングデバイスの駆動制御と出力信号の画像化は PC 上の専用プログ

ラムで操作する仕様となっている．中継基板について，次項目にて詳細を説明す

る． 

 

 

 

 

 

図 2-11 埋植型イメージングデバイスのシステム 
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2.7 中継基板 

 

埋植型イメージングデバイスとへの信号の入出力と電源供給は，イメージセン

サと LED を合わせて 6 本の配線からなっており，フレキシブル基板から制御回

路へと有線で接続する必要がある．本研究では，イメージングデバイスと制御ボ

ードの間にマウスの頭や背中に搭載できるサイズの 2 種類の中継基板を使い分け

ている．軽量であることを重視した端子変換コネクタのみの中継基板と，精度向

上を重視しいくつかの素子を搭載した中継基板である．図 2-12，2-13 に中継基板

の写真と回路構成を示す． 

軽量タイプの中継基板は，端子変換コネクタしか搭載していないためサイズ・

重量が小さくマウスの頭部に固定可能であり，ほとんど行動を抑制しないメリッ

トがある．一方，本研究で用いた CMOS イメージセンサはチップ面積を増大させ

ないため AD コンバータを搭載しておらず，出力信号はアナログ信号である．有

線でアナログ信号を伝達させる場合，自由行動下計測においては特にノイズが信

号に乗りやすいと考えられ，なるべくチップと近い距離内で対処することが求め

られる．精度向上を重視した中継基板には，イメージセンサに入力するクロック

信号用のデジタルバッファ回路，出力信号用のユニティ・ゲイン・ バッファ回路，

電源ラインの安定化のためのノイズフィルタが搭載されている．基板サイズが多

少大きくマウスの頭部に固定するのは困難なため，マウスの背中に搭載しての使

用となる．この際，マウスに基板を搭載させるためのハーネスを着用させるため，

軽量タイプの基板に比べると大掛かりな様相となる． 

本研究で行われた動物実験のうち麻酔下実験と自由行動実験において，上記 2

種類の中継基板を使い分け実験を行った． 
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図 2-12 中継基板 (左：精度重視タイプ 右：軽量重視タイプ) 

 

 

 

 

 

図 2-13 中継基板の回路構成 
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2.8 考察とまとめ 

 

本研究では，蛍光計測を目的としたマウス脳内に埋植可能なイメージングデバ

イスを開発することを目的としている．脳機能イメージングに用いられる蛍光色

素や内因性シグナルの輝度変化は変化率が 0.01-5%程度の物が多く，これらを観

察するためには対象の輝度を計測できる感度，S/N 比と輝度付近での線形性が求

められる．本論文で後述する，埋植型イメージングデバイスの性能評価実証で観

察したフラビン蛋白蛍光に関しては，8 fps 程度のフレームレートがあれば十分で

あるため，時間分解能は開発した埋植型イメージングデバイスの仕様で十分観察

可能である．また，同様に後述する実験で観察した GCaMP 蛍光についてもフラ

ビン蛋白蛍光と同程度の反応速度であるため[28]，こちらも開発した埋植型イメ

ージングデバイスの性能で十分観察可能であることが予想された． 

一方，埋植型イメージングデバイスで観察が困難な対象として，電位感受性色

素（VSD：Voltage Sensitive Dye）といった蛍光色素を用いる手法がある[29-31]．

例えば VSD の輝度変化率は 0.5%未満なうえ，求められる時間分解能が 10 ms 以

下とフラビン蛋白蛍光や GCaMP に比べる厳しい条件であり，観察するためには

高い時間分解能が必要となる．高い時間分解能を実現しても，1 フレームあたり

露光時間が短く得られる光量が少量となってしまうため，少ない光量でも観察で

きる感度と低ノイズ特性が必要となる．上記の理由から VSD を観察しようとす

る場合，イメージセンサの感度向上と低ノイズ特性を実現できるような改良が必

須である． 

埋植型イメージングデバイスによる脳機能イメージング手法では，生体埋植に

よるデバイスへの影響が懸念される．本研究室ではこれまでに長期間にわたる計

測が可能であるか評価を行うため，実際にパリレン膜をコーティングした埋植型

イメージングデバイスをマウスに埋め込み，長期埋植実験を行っている．この結

果，3 か月後にもイメージングデバイスが駆動可能であることが確認され，また

イメージセンサと同サイズの Si ダミーセンサを搭載したデバイスを埋め込んだ

マウスが 6 か月間生存可能であることが確認された．またイメージングデバイス

を埋植することによるイメージングへの影響については，脳表計測用，脳深部計

測用のデバイスの違いによって異なる結果が得られている． 

脳表計測用イメージングデバイスではイメージングデバイスの面積分である

約 4.5mm × 2.5mm の頭蓋骨を除去する必要がある．このため脳表計測用イメージ

ングデバイスを用いる場合，実験動物の硬膜や血管が損傷しやすく，出血や結合

組織の生成による影響を受けやすい．結合組織の形成は生体が持つ治癒機能の一

つであり，結合組織で構成された組織が損傷すると，残存する細胞が増殖し損傷
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された組織の治癒へと向かう．実際に過去にニホンザルの脳表へデバイスを埋植

した実験では，術後 9 日後までは脳表の血管を撮像できていたものの，術後 14 日

以降はデバイスの周囲に結合組織が形成され，血管の撮像ができなくなったとい

う結果が得られている． 

一方，脳深部計測用イメージングデバイスは細長い形状のデバイスを垂直に刺

入する手法である．そのため直径 1mm 程度の円状に頭蓋骨を除去するだけで良

く，頭蓋骨除去による血管や硬膜への損傷は脳表計測用デバイスに比べて圧倒的

に少なくて済む．本手法ではむしろデバイスを脳深部に刺入することによる出血

や脳組織への損傷が懸念されるが，これまでの実験で測定部位が深ければ深いほ

どイメージングへの影響が少ないことが分かっている．これは，脳深部は脳表に

比べて圧倒的に血管が少なく，埋植したイメージセンサ付近で血管損傷がほとん

ど生じないことが理由であると考えられる．デバイスを刺入する際に生じた出血

や損傷した組織の一部は脳深部まで引きずり込んでしまっているようであるが，

これはデバイス埋植後 3～4 日で影響が見られなくなるという結果が得られてい

る． 

これらの結果から，埋植型イメージングデバイスを生体埋植することによる影

響を抑えるためには，血管と硬膜の損傷を抑え結合組織の形成を防ぐことが重要

であると考えらえる． 

また，埋植型イメージングデバイスでは LED を励起光源として利用している

ため，LED 点灯時の発熱の問題が存在する．蛍光イメージングでは励起光の強度

を上げることで，蛍光をより明るく発現させイメージング感度を上げることが可

能である．しかし，LED は出力を上げるに連れて発する熱量も大きくなるため，

出力の上げ過ぎは脳組織への損傷の原因となりうる．また蛍光褪色の促進にも繋

がってしまうため，LED の出力を上げてイメージング性能を向上させる手法はあ

まり有効ではないと考えられる．この問題を解決するためには，いかにイメージ

センサの画素の感度や励起光除去性能を向上させることが重要となる．本研究で

は励起光除去性能の向上と高感度イメージセンサの設計に取り組んだので，第 3

章及び第 4 章で説明する． 
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第 3 章 埋植型イメージングデバイス用フィル

タの高性能化 

3.1 はじめに 

 

序論でも述べた通り，蛍光イメージング技術は細胞や分子の応答を特異的に観

察可能とするため，脳機能解明のための最も強力なツールの一つである．特に近

年では，GFP トランスジェニックマウスを用いることにより，蛍光指示薬なしで

脳神経活動に伴う蛍光反応を観察することが可能となっている．蛍光指示薬を何

度も注入する必要がなく，マウスに対し低侵襲で測定を行うことが可能なため，

長期的な測定を行うことが容易となる．これらの理由から，GFP をはじめとした

蛍光イメージング技術は，脳機能イメージングといった生体イメージングにおい

てますます重要な技術となってきている． 

しかし，一般的な蛍光顕微鏡を用いて蛍光イメージング手法では，in vivo 実験

において実験動物を拘束しなくてはならないことが課題である．この課題を解決

するため，本研究では自由行動下計測を可能とする，埋植型 CMOS イメージング

デバイスによる蛍光イメージング手法の確立に取り組んだ．本章では，埋植型イ

メージングデバイスを用いた蛍光イメージングの高感度化へ向けた，埋植型イメ

ージングデバイスに適した高性能フィルタを搭載した新規デバイスの開発と評価

について記す． 
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3.2 蛍光顕微鏡と埋植型イメージングデバイスの蛍光光学系

の比較 

3.2.1 蛍光顕微鏡の蛍光光学系の構成 

 

 序論で少し触れた通り，蛍光顕微鏡にはシンプルな 1 光子励起手法の蛍光顕微

鏡と，2 光子励起や 3 光子励起といった多光子蛍光顕微鏡という種類がある．ど

ちらも装置が大きなサイズになってしまうものの，レンズやダイクロックミラー，

干渉フィルタといった様々な光学素子が搭載されているため高い励起光除去性能

を持ち，高感度で蛍光イメージングを行うことが可能である．本研究で開発する

埋植型イメージングデバイスは 1 光子励起手法であるため，ここでは 1 光子励起

手法の蛍光顕微鏡の光学系について説明する．図 3-1 に一般的な蛍光顕微鏡の光

学系の構成を示す． 

蛍光観察を行うためには，励起光源と励起光と蛍光をいかに高い精度で分別す

ることができるかが 1 つの重要な要素となる．一般的な蛍光観察実験に用いられ

る蛍光顕微鏡では，高い波長選択性を有する干渉フィルタやダイクロックミラー

といった光学素子を用いることで，非常に高い励起光除去性能を実現し高感度蛍

光計測を可能としている． 

 干渉フィルタは，薄膜の界面で生じる反射光の干渉現象を利用し，特定の波長

帯域のみを透過させることができるフィルタである．蛍光顕微鏡においては，主

に蛍光物質の励起に必要な波長帯域のみを透過させる励起フィルタ，励起光の漏

れ光などを除去し測定対象から発せられた蛍光のみを透過させる蛍光フィルタに

使用されている． 

 ダイクロックミラーは特定の波長帯域のみ透過させ，それ以外の波長は反射さ

せるという性質を持ち，励起光と蛍光を分離するために用いられている．図 3-1

中に示す通り，入射光に対し 45°の角度で配置することで，励起フィルタを透過

した光はダイクロックミラーにより反射され測定対象方向へ導かれる仕組みとな

っている． 

 またここでは詳細な説明は省くが，蛍光イメージングにおいてはイメージング

に使用するカメラの性能も当然ながら非常に重要な要素である．蛍光顕微鏡と大

型な高性能のカメラと組み合わせることで，より高精度な蛍光計測が可能となる． 
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図 3-1 蛍光顕微鏡の光学系  

 

3.2.2 埋植型イメージングデバイスの蛍光光学系 

 

続いて，埋植型イメージングデバイスの光学系について説明する．3.2.1 に記載

した通り，蛍光観察を行うためには励起光源と蛍光とを高精度で分別することが

重要であり，蛍光顕微鏡では干渉フィルタやダイクロックミラーを用いることで，

実現している．一方，埋植型イメージングデバイスは侵襲性の観点から可能な限

り小型化することが求められるため，蛍光顕微鏡のように多種の光学素子を搭載

することは困難である．そのため，これまで開発してきた埋植型イメージングデ

バイスの蛍光光学系は，励起光源となる LED，LED の光を除去し蛍光のみを観察

するための蛍光フィルタ，CMOS イメージセンサのみで構成されていた． 図 3-2

に埋植型イメージングデバイスの光学系を示す． 

 通常の蛍光顕微鏡で使用される優れた波長選択性を持つ干渉フィルタであるが，

干渉フィルタは透過波長特性に角度依存性があるため，埋植型イメージングデバイス

には適していない．これは，生体内では LED から照射される励起光が脳組織内で散

乱され，様々な角度で画素領域に照射され励起光除去性能が著しく低下するためであ

る．図 3-3に干渉フィルタの角度依存性を表した図を示す．図 3-3に示す通り，干渉

フィルタは垂直な直射光に対しては非常に優れた波長選択性を示すが，例えば斜め
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45°からの直射光に対しては透過波長帯域が大幅にずれ，励起光の大部分を透過させ

てしまう．この理由から，埋植型イメージングデバイスの蛍光フィルタには，吸収色

素用いて作製した吸収フィルタを採用している．吸収フィルタの角度依存性を示した

図を図 3-3に示す．図に示す通り，吸収フィルタは角度依存性を持たないため，埋植

型イメージングデバイスには干渉フィルタよりも吸収フィルタが適していると言え

る．       

しかし，吸収フィルタのみでは蛍光顕微鏡と比較してやはり蛍光光学系が不十分で

あり，微弱な蛍光反応の検出が困難であった．そこで本研究では，自由行動中マウス

脳における蛍光反応の検出感度向上を目指し，埋植型イメージングデバイスに適した

蛍光光学系について検討を行った．特に，GFPといった生体計測において有用な緑色

蛍光反応を観察するのに適した埋植型 CMOS イメージングデバイスの開発に取り組

んだ． 
 

 

 

 

 

図 3-2 埋植型イメージングデバイスの光学系 
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図 3-3 角度依存性評価 (上：干渉フィルタ 下：吸収フィルタ) 
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3.3 埋植型イメージングデバイスに適した光学系への改良 

 

3.3.1 緑色蛍光観察用吸収フィルタの作製 

 

3.2 に記した通り，埋植型イメージングデバイスの励起光の除去性能は，干渉フ

ィルタを有する蛍光顕微鏡に比べ劣っており，GFP のような微弱な蛍光反応を観

察することは困難であった．そこで本研究では， まず散乱光にも対応できるよう，

入射角に透過スペクトルが依存しない，吸収フィルタの開発に取り組んだ． GFP

イメージング用の角度依存性のないフィルタを実現するため，黄色吸収色素を溶

媒に溶かし，接着用の樹脂と混合した溶液を画素領域上にスピンコートすること

で吸収フィルタを形成した．本研究においてはまず，GFP 蛍光観察に適した黄色

吸収色素の選択を行った．GFP の吸収スペクトルの中心波長は 488nm，蛍光スペ

クトルの中心波長は 509nm であることから，使用する吸収色素は 500nm 付近で

シャープな立ち上がり特性を持つ色素が好ましい．いくつか候補となる色素を試

した結果，本研究では蛍光フィルタの吸収色素として VALYFAST YELLOW 3150 

(オリエント化学工業社)を採用した．VALYFAST YELLOW 3150 は，ケトン系の溶

媒に対し溶解性が高く，500nm 付近において比較的シャープな立ち上がりを示す

ことから採用した．樹脂の選択については，次項目に記す． 

本研究で開発している埋植型イメージングデバイスを用いた蛍光イメージング手

法は，レンズを用いず観察対象にデバイスを密着させるコンタクトイメージング手法

である．これは，先述した通り埋植による侵襲性を低減するためである．蛍光フィル

タを厚く作製してしまうと励起光除去比率は向上するものの，レンズを搭載していな

いため空間分解能が低下してしまう．そこで本研究では蛍光フィルタの厚みを，空間

分解能を十分に保つことができるレベルの約 10 µm 厚とすることを狙いフィルタの

作製を行った． 

埋植型イメージングデバイスに搭載する蛍光フィルタは，平坦かつ均一な厚み

のフィルタであることが求められる．開発当初は，黄色の吸収色素と樹脂を溶媒

に溶かした液体をイメージセンサ上に直接スピンコートし，約 10µm に薄く平坦

に引き延ばし硬化させる手法で作製した．しかし，チップサイズが非常に小さい

ため，画素領域上もエッジビードの影響を受けやすいという問題が見られた．ま

た熱硬化処理の際に溶媒の一部が蒸発し，フィルタ形状が表面張力によりかまぼ

こ状になってしまうといった問題も見られ，平坦かつ均一な厚みの蛍光フィルタ

を形成することが課題となっていた． 

これらの課題を解決するためには，一度イメージセンサ上以外に平坦かつ均一

な厚みのフィルタを作製してからイメージセンサ上に実装する方法が有効である
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と考えられる．そこで本研究では新たにカバーガラス上に形成したシリコーン樹

脂に 1 度蛍光フィルタをスピンコートする手法を考案した．カバーガラスサイズ

のシリコーン樹脂上にフィルタをスピンコートし熱硬化処理を行うことで，カバ

ーガラス外周部には厚みにむらができてしまうものの，中央部には均一な厚みの

フィルタが形成される．熱収縮の問題もフィルタの中央の平坦な部分から必要な

サイズのフィルタをレーザーでカットし，イメージセンサに搭載することで，平

坦かつ均一な厚みのフィルタ実装が可能となった．図 3-4 に蛍光フィルタの実装

工程を示す． 

 

 

 

 

 

図 3-4 蛍光フィルタ実装手順 
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3.3.2 自家蛍光の評価 

 

蛍光イメージングを行う場合，デバイスや光学系の材料に含まれる自家蛍光に

注意する必要がある．微弱蛍光を観察しようとする場合に観察対象以外の物質が

強い自家蛍光を発していると，肝心の観察対象の蛍光観察が困難となってしまう

ためである．埋植型イメージングデバイスでは画素領域上に直接蛍光フィルタを

搭載するため，蛍光フィルタが観察対象と同じ波長の自家蛍光を発してしまうの

は大きな問題となる．そこで本研究では，蛍光フィルタに用いる樹脂について，

従来使用していたエポキシ系樹脂と，新たな候補としてアクリル系樹脂について

自家蛍光の評価実験を行い，埋植型デバイスに適した樹脂の選定を行った． 

従来使用していたエポキシ系樹脂である SU-8 3000 (日本化薬)は比較的強く緑

色の自家蛍光を発している様子が見られた．そこで本研究では SU-8 に代わる樹

脂の候補としてアクリル系樹脂である NOA63 (NORLAND 社)と SU-8 を石英ガラ

ス状にコーティングし，それぞれに中心波長 473nm の青色レーザーを照射した際

の自家蛍光の強度の測定を行った．図 3-5，3-6 にそれぞれの自家蛍光の様子と強

度測定結果のグラフを示す． 

測定結果の写真から，エポキシ系樹脂よりもアクリル系樹脂の方が明らかに自家

蛍光の強度が小さいことが見て取れる．また，測定結果のグラフからも，レーザ

ー光の除去は完全ではないものの，NOA63 は SU-8 に対して約 1/7~1/9 の自家蛍

光強度であることが見て取れる． 

 本実験結果より，本研究における蛍光フィルタにはアクリル系樹脂を採用する

こととした． 

 

図 3-5 樹脂の自家蛍光評価  
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図 3-6 樹脂の自家蛍光評価 

 

 

 

 

 

3.3.3 励起フィルタの導入 

 

埋植型イメージングデバイスでは小型化するため，GFP イメージング用の励起光源

にはチップ型の青色 LED (中心波長 470 nm) を使用している．本研究で用いている青

色 LED は発光スペクトルが広く，ターゲットとしている GFP 蛍光のピーク波長(510 

nm) 付近における LED の光強度が中心波長のピーク出力の 2%以上ある．従来の埋植

型イメージングデバイスにおいては，蛍光顕微鏡で用いられているような励起フィル

タを搭載していなかったため，この励起光漏れが GFP 蛍光の検出の大きな妨げとな

っていた．そこで本研究では，励起光源である LED の不要波長成分を減少させるた

め，青色 LEDチップ表面上への励起フィルタの形成に取り組んだ． 

本研究では，励起フィルタには青レジスト (SB-3000L，FUJIFILM ELECTRONIC 

MATERIALS 社) を使用し，スピンコートを繰り返すことで形成した．励起フィルタ

ではフィルタを厚くするほど不要波長成分の除去性能は向上するが，同時に主要波長

成分も減少させてしまい，高い励起光強度を得ることが困難となる．本研究では GFP

観察にも用いられる市販の干渉フィルタと同程度の励起光透過率 10-5という性能を，
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蛍光フィルタと励起フィルタを組み合わせることで達成することを目標とし，性能達

成に最低限必要な約 9 µm 厚の励起フィルタを形成することとした． 

蛍光フィルタの透過率，青色 LED，励起フィルタ搭載青色 LED のスペクトル特性

と GFP 蛍光の中心波長を図 3-7 に示す． LED のスペクトル測定は， LED のピーク

出力強度が等しくなるように供給する電流値を設定し，測定を行った． 図に示す通

り，LED表面に励起フィルタを形成したことにより，中心波長のピーク出力を 1とし

た時 GFP 中心波長の 510 nm 付近の相対励起光強度が 1.4×10-4から 2.2×10-2まで減少

していることが見て取れる．この結果から，励起フィルタを搭載することが画素領域

への励起光漏れを減少させるのに有効であることを実証した．また，励起フィルタと

蛍光フィルタを組み合わせることで，目標としていた励起光透過率 10-5を達成した． 

 

 

 

 

図 3-7 スペクトル特性 
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3.3.4 励起フィルタ搭載イメージングデバイスの実装 

 

3.3.1～3.3.3に記した蛍光フィルタ，励起フィルタの実装方法について説明する．こ

れらを搭載したイメージングデバイスの実装工程を図 3-8に示す． 

まず，フレキシブル基板上へ LED の実装を行う．本イメージングデバイスにお

いて LED は LED 上に励起フィルタを形成する必要があるため，フリップチップ

ボンダ―と異方性導電ペースト用いるフリップチップボンディングの方法を採用

している．LED を実装後，LED 上に励起フィルタを実装する．後にイメージセン

サを設置する部分をカプトンテープで覆い，青レジストをスピンコートすること

により励起フィルタを実装する．励起フィルタ実装後，カプトンテープを剥がし，

蛍光フィルタ付イメージセンサを実装する．蛍光フィルタの実装方法については

3.3.1 に既に記載しているのでここでは詳細を省く． 

 エポキシ樹脂を用いて CMOS イメージセンサをフレキシブル基板に接着後，ウ

ェッジボンダ―を用いてワイヤボンディングを行い接続し，再びエポキシ樹脂を

用いてワイヤー及び接着部周辺を補強した．  
完成した GFP 蛍光検出用イメージングデバイスの写真を図 3-9 に示す． LED

表面に励起フィルタ，イメージセンサの画素領域上に蛍光フィルタが形成されて

いる．また，イメージングデバイスに防水性および生体適合性を与えるため，デ

バイス全体にパリレンコーティングを施した． 
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図 3-8 緑色蛍光検出用デバイスの実装工程  

 

 

 

 

図 3-9 デバイス完成写真  
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3.3.5 生体模擬環境下における性能評価 

 

開発した GFP 蛍光検出用イメージングデバイスと従来のイメージングデバイスの

蛍光検出性能を比較するため，生体模擬環境下で評価実験を行った．特に，励起フィ

ルタを搭載したことによる蛍光検出限界の向上について調べる実験を行った． 

本実験では励起フィルタと蛍光フィルタを搭載したデバイスと，蛍光フィルタのみ

しか搭載していないデバイスを用いて，比較実験を行った．測定対象として GFP に

近いスペクトル特性を持つ緑色蛍光色素 FITC- I (Fluorescein-4-isothiocyanate) を

用いた．FITC- Iを濁度標準液に段階希釈し，1 nM 〜10 µMの濃度の FITC- I溶液

を用意し，開発した埋植型イメージングデバイスの測定限界を調べた．実際の脳内で

起こる励起光や蛍光の散乱に近い環境を作るため，溶媒には濁度標準液を用いた．ま

た，励起光漏れによる背景光の光強度を調べるため，濁度標準液と生理食塩水の混合

液を用意した．実験は，LED を点灯した状態でそれぞれのデバイスを用意した濁度

標準液と生理食塩水の混合液と 1 nM 〜10 µM FITC-I溶液に浸漬させ，検出される

光強度を測定した．本実験では，イメージセンサ撮像領域上の 5点の光強度の平均を

取得し，比較評価を行った．図 3-10に実験の様子を，図 3-11にそれぞれのデバイス

から得られた FITC-Iの検量線を示す． 

高濃度溶液領域では FITC-I の濃度にほぼ従う検出値が得られており，どちらのイ

メージングデバイスでもほとんど違いが見られず，少なくとも 1 µM の蛍光検出が可

能であることが見て取れる．一方，低濃度溶液では検出値に励起光漏れに依存する明

らかな差が生じた．まず，励起フィルタの有無により，背景光の光強度が異なること

が見て取れる．この結果から励起フィルタを搭載することで，励起光漏れを低減する

ことが実証された．また撮像領域の 5点の光強度平均を比較すると，励起光漏れが従

来のデバイスと比較し 60%程低減されるという結果が得られた．この励起光漏れを低

減することができたことにより，蛍光フィルタのみを搭載したデバイスでは検出する

ことが困難であった 10 nMの FITC-I溶液においても，生理食塩水との混合溶液と比

較して明確な輝度差の検出に成功した．この結果から，励起フィルタを搭載すること

で，より微弱な蛍光検出が可能であることを実証した． 
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図 3-10 FITC-I 検量実験  
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図 3-11 FITC-I 検量結果 
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3.3.6 in vitro 実験による性能評価 

 

本研究では行動下マウスの in vivo GFP 蛍光イメージングを行うことを目標と

しているが，実際に in vivo 実験を行う前にまずは in vitro 環境下で性能評価を行

うことが重要である．そこで本研究では作製したデバイスを用いて GFP 蛍光を検

出可能か検証するため，GFP が発現している細胞を含むマウス脳スライスを用い

て蛍光イメージング実験を行った． 

本実験では，脳に含まれる海馬全体が観察可能になるよう埋植型イメージング

デバイス上に脳スライスを固定し，撮像実験を行った．実験中に脳スライスが乾

いてしまわないように，脳スライスの撮像部分以外は生理食塩水に浸し，常に脳

スライスが十分な水分を保てる環境とした．また，本実験は蛍光顕微鏡下で行い， 

GFP 発現細胞の位置とイメージングデバイスの位置を同時に観察することで，

GFP 発現細胞を観察できているか検証した．本実験を行った結果，励起光漏れに

よる影響を多少受けているものの， 脳スライスに含まれる GFP 発現細胞の一部

を検出することに成功した．実験の様子と取得画像を図 3-12 に示す．この結果か

ら，開発した GFP 蛍光観察用埋植型イメージングデバイスを用いることで,  当

研究室の従来の埋植型イメージングデバイスでは検出することができなかった

GFP蛍光検出が可能であることが実証された．また，本デバイスを用いて行った，

マウス脳大脳皮質視覚野における視覚刺激反応に伴うフラビン蛋白蛍光の強度変

化の計測実験について，第 5 章で詳細を説明する． 

 

図 3-12 マウス脳スライス撮像実験  

脳スライス 

撮像画像 
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3.4 考察とまとめ 

 

本研究では自由行動下計測を可能とする，緑色蛍光検出用埋植型 CMOS イメー

ジングデバイスの開発を目的とした．特に，埋植型イメージングデバイスに適し

たフィルタ開発，実装方法の確立に取り組んだ． 

緑色蛍光イメージング用の角度依存性のないフィルタを実現するため，黄色吸

収色素を溶媒に溶かし，接着用の樹脂と混合した溶液を薄く伸ばしたシリコーン

樹脂上に 1 度蛍光フィルタをスピンコートする手法を考案した．シリコーン樹脂

上に形成されたフィルタの中央の平坦な部分から必要なサイズのフィルタをレー

ザーでカットし，イメージセンサに搭載することで，平坦かつ均一な厚みのフィ

ルタ実装が可能となった． 

また，LED 表面に励起フィルタを形成したことにより，LED のピーク出力を 1

とした時 GFP 中心波長の 510 nm 付近の LED の相対強度を 1.4×10-4から 2.2×10-2

まで減少させることに成功した．この結果から，励起フィルタを搭載したことに

より画素領域への励起光漏れが減少させることが可能であることを実証した．本

研究で開発した励起フィルタと蛍光フィルタを組み合わせることで，目標として

いた励起光透過率 10-5を達成した． 

開発した緑色蛍光検出用イメージングデバイスの蛍光検出性能を比較するた

め，生体模擬環境下及び in vitro 環境下で評価実験を行った．励起フィルタの搭載

により励起光漏れが 60%程低減され，10 nM の FITC-I 溶液においても標準液に対

して明確な輝度差の検出に成功した．さらに GFP が発現している細胞を含むマウ

ス脳スライスを用いて蛍光イメージング実験を行ったところ，励起光漏れによる

影響を多少受けているものの，GFP が発現した細胞の検出に成功した．これらの

実験結果から，励起フィルタを搭載することで，より微弱な蛍光検出が可能であ

ることを実証した． 

しかしながら，蛍光フィルタと励起フィルタの組み合わせによる励起光除去性

能では，微弱蛍光反応の検出を想定すると，決して十分とは言えないレベルであ

る． 

 ここで，FITC-Iの検量実験において 60% 程度の励起光漏れの低減という結果が得

られたことについて，考察をまとめる．本実験で生じた励起光漏れの差は励起フィル

タの搭載の有無に由来するものである．しかし 3.3.3 で示した通り，励起フィルタを

LED 表面に形成したことにより，GFP 中心波長の 510 nm 付近の相対励起光強度を

1.4×10-4 から 2.2×10-2 までおよそ 2 桁減少させることができている．この数値から，

励起フィルタを搭載することで少なくとも従来の励起光漏れの 90%以上を除去でき

るような成果が期待されるが，実際では 60% 程度と大きな差が生じている．この差
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が生まれた理由として，蛍光フィルタを搭載していないイメージセンサ側面や裏面か

らの入射が考えられる．これまで開発してきた埋植型イメージングデバイスでは，イ

メージセンサ表面に蛍光フィルタを搭載しているのみで，イメージセンサ側面や裏面

への遮光対策がほとんど施されていなかった．特に，イメージセンサと励起光源であ

る LED は密接して配置されているため，遮光対策の施されていなかった側面からの

励起光の入射が大きく影響してしまっていると考えられる．これは，撮像領域の LED

の近傍に励起光漏れが顕著に観察されていることからも推察される． 

また 3.3.6において，GFP発現細胞の一部を検出することに成功しているが，蛍光

顕微鏡に比べると検出できた細胞はごくわずかであった．励起光強度を上げることで

蛍光強度を上げ検出しやすくしたいところであるが，側面からの励起光漏れの影響が

大きくなり困難であった．励起光のイメージセンサ側面からの入射は，微弱蛍光検出

の妨げとなっているだけでなく撮像領域縮小の原因にもなっており，改善に向けたさ

らなるアプローチが必要であると考えられる． 
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第 4 章 埋植型イメージングデバイスの構造最

適化 

4.1 はじめに 

 

これまでの開発してきた埋植型イメージングデバイスを用いて，マウス脳の海

馬におけるプロテアーゼ活性に蛍光変化の計測[20]や，大脳皮質視覚野における

フラビン蛋白蛍光の計測などに成功している[21]．埋植型イメージングデバイス

に適した蛍光フィルタ，励起フィルタを導入することで，従来よりも励起光除去

性能も改善されてきているものの，微弱蛍光の検出を目的とした場合を考えると

さらに改良を加える必要がある． 

先述した通り，微弱な蛍光反応の観察を行う場合には励起光漏れをできる限り

除去することが求められる．しかし，3 章の終わりに少し触れた通り，埋植型イ

メージングデバイスは小型化するため LED とイメージセンサが近接して配置さ

れており LED 付近の撮像領域が漏れ光の影響により飽和しやすく，撮像領域が狭

くなってしまうことが課題となっている．例えば第 5 章で後述する本来広範囲の

脳機能イメージングが可能なことがフラビンイメージングの特性も，LED 付近の

撮像領域が飽和してしまい活かせていない結果となってしまっている．そこで本

章では上記の課題解決を目指し，埋植型イメージングデバイスに適した遮光構造

を検討し，新たに遮光フィルタを作製した．また，開発した遮光フィルタを脳表

計測用，脳深部計測用デバイスにそれぞれを新たに搭載できるような実装方法の

確立に取り組んだのでこれを報告する．そして，開発した遮光フィルタを導入し

た埋植型イメージングデバイスを用いてそれぞれ性能評価実験と in vivo 実験を

行い，性能の向上を実証したのでこれを報告する． 
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4.2 黒色遮光フィルタの開発と実装 

4.2.1 黒色遮光フィルタの開発 

 

 埋植型イメージングデバイスにおいて LED 近傍が飽和しやすいのは，厚み

125µm または 150µm イメージセンサと厚み 90µm の LED が近接して配置されて

いるうえ，これまでイメージセンサ側面には蛍光フィルタのある表面と異なりほ

とんど遮光対策を施していなかったことが原因だと考えられる．これまでの埋植

型イメージングデバイスでは，側面には市販のブラックレジストを微量付着させ

るだけであった．しかしこれでは十分な遮光ができておらず，またブラックレジ

ストの付着具合ばらつきが出やすいことから，より遮光性能が高い遮光フィルタ

の作製とばらつきの出にくい実装方法の確立が求められる． 

そこで本研究では蛍光フィルタと同様に，吸収色素を用いて遮光フィルタを作

製することを検討した．イメージセンサ側面に導入する遮光フィルタは，測定タ

ーゲットの蛍光，吸光スペクトルに関わらず，どのような波長に対しても高い吸

収特性を持つことが重要と考えられる．また，イメージセンサ表面に搭載する蛍

光フィルタと密着させることができるのが好ましい．本研究では黒色吸収色素

(VALYFAST BLACK 2620，オリエンタル化学 )とアクリル系樹脂  (NOA63，

NORLAND 社)を溶媒に溶かした混合溶液（以下，遮光フィルタ原液と呼ぶ）を用

いることで，遮光フィルタを作製することとした． 

カバーガラス状に遮光フィルタ原液をスピンコートし作製した約 10µm 厚の遮

光フィルタの透過スペクトル特性を図 4-1 に示す．蛍光イメージングにおいてよ

く用いられる 400nm～600nm の波長帯域における透過率は 0.1%以下であり，イメ

ージセンサと LED 間の距離は 20µm 以上あることから，十分な遮光性能が期待さ

れる結果だと考えられる．続いて，この黒色吸収色素を主成分とする遮光フィル

タを脳表計測用，脳深部計測用イメージングデバイスのイメージセンサと LED の

間に形成する実装方法の確立を試みたので，これについて報告する． 
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図 4-1 スペクトラル特性 

 

 

4.2.2 脳表計測用イメージングデバイスへの遮光フィルタの実装 

 

 ここでは，脳表計測用イメージングデバイスへの遮光フィルタの実装方法につ

いて説明する．脳表計測用イメージングデバイスは図 4-2 に示すように，フレキ

シブル基板上にイメージセンサとその周囲を LED が取り囲むように設置されて

いるが，比較的空白となっているスペースが広い．そこで，イメージセンサと LED

が搭載されている以外のフレキシブル基板上の全てのスペースに遮光フィルタ原

液を流し込み，硬化させ遮光フィルタを実装する手法を考案した．遮光フィルタ

原液はややとろみのある液体であるため，イメージセンサと LED 間の僅かなスペ

ースにも自然に充填させることが可能である．遮光フィルタ原液を LED と同じ高

さになるまで流し込み，LED の表面だけ覆われていない状態で加熱及び UV 硬化

処理を行うことで，イメージセンサと LED 間に遮光フィルタが形成される．また

フレキシブル基板全体に LED と同じ高さまで一様に遮光フィルタを実装するた

め，ばらつきが生じにくい実装方法と考えられる．本実装方法を行うにあたって

は，LED をフリップチップボンディングにて実装するのが有効である．遮光フィ

ルタ原液が LED 表面に付着，もしくは表面全てを覆ってしまうと十分な強度の励

起光を得ることが困難となる．しかし，フリップチップボンディングによる LED

の実装であれば LED の発光面が底部，サファイア基板が上面となるため，LED 表

面の硬化した遮光フィルタをレーザーで除去することが可能となる． 
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実際に作製した遮光フィルタ付埋植型イメージングデバイスの実装順序につ

いて簡単に説明する．まず，イメージセンサ及び LED をフレキシブル基板上に実

装する．続いて遮光フィルタ原液をフレキシブル基板上に流し込み，プレベイク

を行う．この工程により，遮光フィルタの高さが均一化され，LED の高さと同じ

高さの遮光フィルタが形成される．続いてイメージセンサよりも 40µm ほど大き

くカットした蛍光フィルタをイメージセンサ上に配置し，真空状態でさらにベイ

クを行う．真空状態とするのは，蛍光フィルタとイメージセンサ表面・遮光フィ

ルタを密着させるためである．また，蛍光フィルタと遮光フィルタには同じ樹脂

を使用しているため，本工程での両フィルタの密着を容易にしていると考えらえ

る．最後にワイヤボンディングにてイメージセンサとフレキシブル基板を接続し，

エポキシ樹脂で補強後パリレン膜をコーティングして完成となる．実際に作製し

た遮光フィルタ付イメージングデバイスの写真を図 4-3 に示す．また，本デバイ

スを用いて行った励起光除去性能評価実験について，4.3.3 で，動物実験について

第 5 章で説明する． 

 

 

 

 

図 4-2 遮光フィルタ実装のコンセプト 
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図 4-3 デバイス完成写真  

 

 

 

4.2.3 脳深部計測用イメージングデバイスへの遮光フィルタの実装 

 

続いて，脳深部計測用イメージングデバイスへの遮光フィルタの実装方法につ

いて説明する．脳深部計測用イメージングデバイスは図 4-4 に示すように，イメ

ージセンサと LED 及び Al 配線がフレキシブル基板のほとんどを全てのスペース

を占めているため，脳表計測用イメージングデバイスのように遮光フィルタ原液

を流し込む手法でフィルタを実装するのが非常に困難であった．そこで，遮光フ

ィルタをフレキシブル基板上ではなく，イメージセンサチップ自体に直接実装で

きる方法が求められた． 

 

図 4-4 脳深部計測用イメージングデバイス  
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本研究で作製した遮光フィルタは，先述した通り吸収色素以外の溶媒とアクリ

ル系樹脂は蛍光フィルタと同じ材料を同じ混合比で作製している．蛍光フィルタ

が簡単にレーザーでカットできるのと同様に遮光フィルタも加工できることが確

認できたため，蛍光フィルタと遮光フィルタをまとめてイメージセンサチップ自

体に実装可能な実装方法を考案した．以下，考案した実装工程の手順を説明する． 

 第一に，遮光フィルタ原液を薄くアルミ製のカップに薄く引き伸ばし，イメー

ジセンサチップを遮光フィルタ原液上に配置する．この際，イメージセンサチッ

プ側面に遮光フィルタ原液を少量付着させておく．この状態において 100℃でベ

イクを行うと遮光フィルタ原液が重力に従い平坦化する．イメージセンサ側面は

遮光フィルタ原液に埋まり，表面張力によりセンサ表面と遮光フィルタの表面が

同じ高さとなる．ここで，イメージセンサよりも少し大きめにカットした蛍光フ

ィルタをイメージセンサ上に配置し，真空引きをしつつ 120℃でさらにベイクを

行う．ベイク完了後イメージセンサから 30um 離れた外周を，レーザー加工機を

用いて切り出すことで，蛍光フィルタと遮光フィルタが実装されたイメージセン

サチップを得ることが可能となる．実装工程を図 4-5 に，実際に作製した脳深部

計測用イメージングデバイスを図 4-6 に示す． 
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図 4-5 遮光フィルタ実装工程 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-6 デバイス完成写真  
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4.3 励起光除去性能評価 

 

本研究で開発した遮光フィルタ付埋植型イメージングデバイスの励起光除去

性能の評価実験を行ったので，ここで実験内容と結果を説明する．なお，脳表計

測用・脳深部計測用イメージングデバイスの両方のデバイスに対し評価実験を行

った． 

遮光フィルタの搭載は，励起光漏れの総量と撮像領域の減少を抑えることが目

的である．そこで本実験では，遮光層の有無のみが異なる埋植型イメージングデ

バイスを用いて，励起光漏れの比較評価実験を行った．LED を点灯した状態でそ

れぞれのデバイスを生理食塩水中に浸漬させ，検出される光強度を測定した．生

理食塩水中で実験を行ったのは，励起光漏れのみを検出する環境で光強度計測を

行うためである．図 4-7 に，それぞれのデバイスを用いて取得した画像を示す．

脳表計測用・脳深部計測用イメージングデバイスのどちらのデバイスにおいても，

撮像領域内の 5 点の光強度を計測し平均を比較したところ，励起光漏れを従来の

10%以下にまで低減することに成功した．本実験結果から，遮光フィルタを導入

することで，従来のデバイスよりも圧倒的に励起光除去性能を向上でき，イメー

ジングに使用可能な撮像領域を広げることができることを実証した．また，励起

光除去性能が向上したことにより，より微弱な蛍光反応の計測が可能になること

が期待される． 
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図 4-7 励起光除去性能評価 (脳表タイプ) 

 

 

図 4-7 励起光除去性能評価 (脳深部タイプ) 
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4.4 高感度イメージセンサの設計 

 本研究で使用している CMOS イメージセンサは，nwell/psub 型フォトダイオー

ドを用いた 3 トランジスタ型 APS 方式画素回路を用いており，画素サイズ 7.5 µm

角，開口率 44%の画素を搭載したイメージセンサを採用している．この画素を搭

載したイメージセンサを用いて，これまでに神経活動に伴う血流応答計測や GFP

を発現した細胞の検出など，様々な神経活動計測に成功している．しかし微弱な

光反応の観察を目的とし，かつ空間分解能がそれ程求められない測定対象である

ならば，空間分解能をある程度犠牲にして光検出感度を高感度化した方が有効な

場合もある．例えば，本研究で行った蛍光イメージング実験の測定対象であるフ

ラビン蛋白の蛍光は非常に微弱である．しかし，フラビン蛋白の蛍光反応は個々

の神経細胞レベルではなく，脳の一領域がまとめて反応するため，個々の細胞を

観察可能なレベルの空間分解能は求められない． 

 そこで，本研究では上記で紹介した過去に開発されたイメージセンサを元に，

微弱な光反応検出用のイメージセンサを新たに設計した．画素サイズを従来の 4

倍とすることで，光検出感度の向上を目指した．新たに設計したイメージセンサ

の画素と従来の画素の比較を，詳細を図 4-8 に示す．これにより，従来よりもフ

ォトダイオード面積が約 5.4 倍となり，高感度計測が可能になることが期待され

る． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-8 イメージセンサ写真と諸元 
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4.5 考察とまとめ 

 

本研究では GFP 蛍光を観察するのに適した埋植型イメージングデバイスの開

発を行ってきた．しかし，微弱な蛍光を観察するためにはさらに蛍光光学系の改

善を行い，励起光除去性能を向上させることが必要となる． 

従来の埋植型イメージングデバイスは，イメージセンサ側面への遮光対策が弱

く，側面からの励起光の入射が課題となっていた．特に，励起光源である LED 付

近の撮像領域が飽和してしまいやすく，本来広範囲の脳機能イメージングが可能

な特性を活かせていないことの解決が求められた．そこで，励起光漏れによる撮

像領域の減少を抑えることを狙い，黒色吸収色素を主成分とする遮光フィルタを

イメージセンサと LED の間に形成することを考案し，遮光フィルタの作製と実装

方法の確立に取り組んだ．遮光フィルタの有無のみが異なるデバイスを用いて励

起光漏れの比較評価実験を行ったところ，励起光漏れを従来の 10%以下にまで低

減することに成功した．遮光フィルタの最適な実装プロセスを確立するまでは，

イメージセンサの外周の一部に蛍光フィルタが密着せず，励起光がその隙間を抜

けてしまうといった問題が見られた．しかし実装プロセス確立後にはこの問題も

解決され，遮光フィルタを埋植型イメージングデバイスに導入した結果，撮像領

域全体を用いた広範囲イメージングを実現した． 

遮光フィルタの実装工程において、現在はアルミカップを用いていたが，今後

シリコーン樹脂製の専用の治具を作製し利用する方法を検討している．シリコー

ン樹脂にイメージセンサと遮光フィルタ分の体積を持つポケットを作製した治具

を用いる実装工程を図 4-9 に示し，実装方法を簡単に説明する． 

治具に作製された各ポケットにイメージセンサとイメージセンサのサイズに

合わせた遮光フィルタ原液を注入し，100℃でベイクを行う．この工程によりイメ

ージセンサ表面と遮光フィルタ表面が水平となる．この水平となる原因について，

イメージセンサが遮光フィルタ原液よりもわずかに軽く，表面張力が働いている

ものと考えている．イメージセンサ表面に遮光フィルタが付着してしまった場合

もアセトン洗浄を行うのみで良いため，遮光フィルタの実装は比較的容易に行え

ると考えられる．続いて，カバーガラスにスピンコートして作製した蛍光フィル

タをイメージセンサの撮像面側を密着させ，真空中にて 120℃でベイクを行う．

最後に，イメージセンサの外周に沿って蛍光フィルタをレーザー加工機で切り出

し，完成となる． 

本手法を用いるメリットは，効率よく多数のイメージセンサに蛍光フィルタと

遮光フィルタを実装できる点にある．先述した専用の治具を用いない方法では，

蛍光フィルタ＋遮光フィルタの 100µm 以上をレーザー加工で切り出すため，加工
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時間が長くかかってしまう点が問題である．一方，専用の治具を用いる手法では，

蛍光フィルタ分約 10µm 厚の加工のみで済むため，加工時間を大幅に短縮するこ

とが期待される．また，イメージセンササイズにカットした蛍光フィルタをイメ

ージセンサに手作業で配置する工程も省略可能であり，歩留まりの向上も期待さ

れる． 

 以上の理由から，今後遮光フィルタをイメージセンサに実装する場合には，専

用の治具を作製し実装を行う手法が有効だと考えられる． 

続いて，第 3 章に記載した FITC-I の検量実験及びマウス脳スライスを用いた in 

vitro 実験についてここでもう一度考察する．まず FITC-I の検量実験において，本

実験では励起フィルタを導入したことにより，少なくとも従来よりも励起光漏れ

を 90%以上カットできることが見込まれていたが，実際には約 60%のカットと十

分な励起光除去性能が得られていなかった．この結果からイメージセンサ側面か

ら励起光が入射して可能性に考えが至り，本研究で励起フィルタを導入するとい

う改良を行うきっかけとなった．このきっかけから上記に記した通り，遮光フィ

ルタを導入することで励起光漏れを従来よりも 10%以下まで低減できたという成

果を得ることができた．しかしこの結果は，遮光フィルタを搭載していなかった

FITC-I の検量実験時は，イメージセンサ側面からの励起光が入射してしまってい

たことを示唆している．励起フィルタを搭載し LED の波長を制限したことで，蛍

光フィルタを透過する励起光漏れは減少させることができていたものの，イメー

ジセンサ側面から蛍光フィルタを通さず励起光が入射してしまったことが，励起

光除去性能が期待されるよりも低い結果になったものと考えらえる．本研究で遮

光フィルタの実装方法を確立することができたため，遮光フィルタ，励起フィル

タ，蛍光フィルタを組み合わせたデバイスを作製し，再度評価実験を行うことで

励起フィルタの有用性を改めて実証する予定である． 

また，マウス脳スライスを用いた in vitro 実験について，本実験においても遮光

フィルタをさらに組み合わせることで，より GFP 発現細胞の検出感度が向上され

ることが期待される．遮光フィルタを導入することにより励起光漏れが低減され

るため，励起光強度を本実験時よりも強めることができ，蛍光強度の高まった GFP

発現細胞を観察することが可能となるからである．第 5 章で説明する動物実験に

おいて，GFP と非常に近いスペクトル特性を持つ GCaMP 蛍光を遮光フィルタ搭

載デバイスで十分に観察できていることから，励起フィルタ，遮光フィルタ，蛍

光フィルタを組み合わせる手法は非常に有効であると考えられる． 
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図 4-9 冶具を用いた実装工程 
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第 5 章 動物実験による埋植型 CMOS イメージ

ングデバイスの性能実証 

5.1 はじめに 

 

本研究では，マウスの頭部に埋植可能な小型イメージングデバイスを用いるこ

とで，自由行動下マウスの脳神経活動計測を実現可能なデバイス及びシステムの

開発を目指している．脳神経科学の分野で行われてきた麻酔下，覚醒下の動物実

験の結果から，麻酔下と覚醒下では脳活動が異なる場合があることが示されてい

る[12-13]．このような研究成果から考えても，行動下における脳神経細胞の活動

を観察する技術は非常に重要である．本章では，本研究で開発した埋植型 CMOS 

イメージングデバイスを用いた行動下における脳神経活動計測の実現へ向け，動

物実験を行った．in vivo 環境下で蛍光イメージングが可能か性能を実証すべく取

り組んだ動物実験の中で，特に第 3 章で開発したデバイスを用いて行ったフラビ

ン蛋白蛍光イメージングと，第 4 章で開発したデバイスを用いて行った GCaMP

イメージングについて報告する． 

本研究の動物実験で使用した埋植型 CMOS イメージングデバイスは，第 3 章で

説明した緑色蛍光観察用励起フィルタ付イメージングデバイスと遮光フィルタ付

イメージングデバイスである．第 3 章，第 4 章で記した通り，フレキシブル基板

上に CMOS イメージセンサと青色 LED，蛍光フィルタ，励起フィルタもしくは

遮光フィルタを搭載し，防水性と生体適合性の向上のためパリレン膜をコーティ

ングしている．本研究で行った動物実験の測定対象はどちらも緑色蛍光を発する

フラビン蛋白蛍光と GCaMP であるため，中心波長 470nm の青色 LED を励起光

源とし，500nm 付近に立ち上がりを持つ蛍光フィルタを採用している． 

本章ではまず，フラビン蛋白を用いた蛍光イメージング手法についてそれぞれ

説明する．続いて実験で使用する実験動物と実験装置といったシステムについて

説明した後に，実際に行った視覚刺激に伴う大脳皮質視覚野におけるフラビン蛋

白蛍光イメージングの結果を報告する． 

さらに，GCaMP を用いた蛍光イメージング手法について説明し，フラビン蛋白

蛍光の実験と同様に実験で使用する実験動物と実験装置といったシステムについ

て説明する．最後に視覚刺激に伴う大脳皮質視覚野における GCaMP イメージン

グの結果を報告する． 
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5.2 フラビン蛋白蛍光イメージング 

 

脳神経活動を観察する光学イメージング手法の一つに，内因性シグナルイメー

ジングがある[32-34]．内因性シグナルの計測対象には，血流変化や細胞のエネル

ギー代謝によって変化するフラビン蛋白の蛍光変化が挙げられる．蛍光イメージ

ング手法は脳神経活動計測の有力な手法であるが，長期にわたり蛍光イメージン

グを行う場合，蛍光指示薬を用いる実験は複数回指示薬を追加する必要があるた

め，実験動物への負荷が大きい[35-36]．GFP といった遺伝子を導入したトランス

ジェニックマウス用いる場合，蛍光指示薬を投与などは必要ないがマウスの系統

維持に労力や費用がかかるため，脳が本来持っている内因性シグナルであるフラ

ビン蛋白を利用した蛍光イメージングは非常に有用性が高い． 

フラビン蛋白は，自家蛍光を持って脳活動を反映する性質を持つ．ここで，神

経活動に伴うフラビン蛋白蛍光の反応メカニズムについて説明する．神経細胞が

興奮すると，細胞内の Ca2+の濃度が上昇しミトコンドリアの活性が高まる．ミト

コンドリアの酸素代謝が高まると，電子伝達系のフラビン蛋白が酸化型に変化し，

酸化型のフラビン蛋白は青色の励起光を照射すると緑色の自家蛍光を発する性質

を持つ．よって参加型のフラビン蛋白の緑色自家蛍光を観察することで，副次的

に脳神経活動を可視化することが可能となる仕組みである．フラビン蛋白蛍光の

メカニズムについて，図 5-1 に示す．このフラビン蛋白を用いた蛍光イメージン

グ技術を自由行動下の動物に対して適用することで，行動と脳神経活動を関連づ

けることが可能となる． 

 

 

 

図 5-1 フラビン蛋白蛍光の発現メカニズム 
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5.3 蛍光顕微鏡によるフラビン蛍光イメージング実験 

 

 本項では蛍光顕微鏡を用いた一般的なフラビン蛋白イメージング実験について

説明する．本研究では埋植型イメージングデバイスを用いて視覚刺激に伴うフラ

ビン蛋白の蛍光強度変化の測定実験を行った．そこで，ここでは蛍光顕微鏡を用

いた視覚刺激に伴うフラビン蛋白蛍光イメージングの実験系について説明する． 

本実験は，マウス前方に設置したモニターから出力される視覚刺激前後におい

て，大脳皮質視覚野で視覚刺激に伴うフラビン蛋白の蛍光強度変化を観察する実

験である．実験系の様子を図 5-2 に示す．図に示すように，本実験ではマウスが

蛍光顕微鏡下に拘束され，マウスから一定の距離に視覚刺激用のモニターが設置

されている．一定間隔ごとに視覚刺激をモニターから出力し，視覚刺激前後の蛍

光強度の計測を行い，これを 10～20 試行ほど繰り返し加算平均処理を行う．これ

は，フラビン蛋白の蛍光変化量が非常に微弱であるため，心拍ノイズ等のノイズ

を除去するためである．図 5-3 に代表的な蛍光顕微鏡を用いて取得した視覚刺激

に伴うフラビン蛍光強度変化のグラフを示す．グラフに見て取れるように，フラ

ビン蛍光の強度変化には褪色反応と視覚刺激に伴う蛍光量の増大反応が見られる． 

本研究では，視覚刺激に伴うフラビン蛍光の強度変化を，蛍光顕微鏡の代わり

に埋植型イメージングデバイスを用いて測定が可能であることを実証すべく，実

験を行った． 

 

図 5-2 視覚刺激に伴うフラビン蛋白蛍光イメージング実験例  
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図 5-3 視覚刺激に伴うフラビン蛋白蛍光の反応例  

 

 

5.3.1 実験動物と手術 

 

本研究で行った動物実験は，奈良先端科学技術大学院大学及び生理学研究所の

動物実験に関する規定に基づいて行なった．本実験では，手術開始前に麻酔とし

て 10%ウレタン及びクロルプロチキセンを腹腔投与した．まず，麻酔したマウス

を Stereotaxic instrument (Narishige) にイヤーバーを用いて頭部を固定した．麻酔

後のマウスの体温を良好に保つため，ホットプレートをマウスの下に設置した．

本実験では大脳皮質視覚野のフラビン蛍光イメージングを目的としているため，

従来の研究で明らかになっているマウスの脳地図に従い，開頭部位を決定した．

大脳皮質視覚野は，本研究で開発した脳表用埋植型イメージングデバイスの撮像

領域の半分程で収まるサイズである．そこで頭皮を切開して頭蓋骨露出させ，太

い血管を避けたうえ，視覚野が撮像領域に収まるよう頭蓋骨の一部を除去した．

頭蓋骨除去後に、露出した脳表に埋植型イメージングデバイスを設置した． 
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5.3.2 視覚刺激表示とイメージングデバイスの連動システム 

 

本実験では、マウスに対して定期的に視覚刺激を与える必要がある．先に少し

記した通り，視覚刺激はマウス前方のモニターより表示される仕様となっている．

視覚刺激の表示は MATLAB により PC で制御することが可能である．埋植型イメ

ージングデバイスを用いて本実験を行うためには，MATLAB の視覚刺激表示プロ

グラムをイメージングプログラムへのトリガー信号入力と LED の点灯・消灯と連

動させる必要があった．そこで，本研究ではパルススティミュレーターとアナロ

グ IC チップを組み合わせた，視覚刺激表示システムとイメージングデバイスの

連動システムを開発した．図 5-4 に連動システムのイメージ図を示す．連動シス

テムの仕組みについて，簡単に説明する． 

まず，フラビン蛋白蛍光イメージング実験では実験終了後に加算平均処理を行

うため，埋植型イメージングデバイスのイメージングシステムに視覚刺激のタイ

ミングを記憶させる必要がある．そこで，視覚刺激の表示と同時に MATLAB から

トリガー信号をパルススティミュレーターに出力し，埋植型イメージングデバイ

スの制御回路にスイッチ信号を入力するシステムを考案した．続いて，LED の点

灯・消灯について説明する．フラビン蛋白蛍光は非常に微弱であり，長時間励起

光を照射しているとすぐに蛍光褪色してしまうため，視覚刺激の前後のみ点灯し，

それ以外は消灯しているという設定が求められる．そこで，LED の制御に関して

も MATLAB のプログラムからトリガー信号を出力しアナログスイッチ IC と組み

合わせることで，視覚刺激表示の 8 秒前から 5 秒後の 13 秒間のみ LED を点灯さ

せるように設定した． 

本実験では、イメージングデバイスの制御ボードと LED を点灯するため電源

は，それぞれ異なる定電圧源へと接続した．また 2 章で紹介したオペアンプとデ

ジタルバッファを搭載した中継基板を用いて，制御ボードへと接続した．麻酔下

実験においては中継基板をマウスに搭載する必要がないため，性能を重視したた

めである．なお，フラビン蛋白蛍光イメージングは 8fps 程で行われることが多い

ことから，本実験では埋植型イメージングデバイスの設定上都合の良い 8.3fps で

蛍光イメージング実験に取り組んだ．  
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図 5-4 視覚刺激表示システムとイメージングデバイスの連動システム 
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5.3.3 フラビン蛍光反応の解析 

 

埋植型イメージングデバイスを用いて取得したフラビン蛍光イメージングの

結果は、専用の解析プログラム (Visual C++) により解析した．取得した 25 試行

分のデータを加算平均処理し，心拍ノイズ等のノイズ成分を除去した．加算平均

処理は，視覚刺激開始時を基準とし刺激前 40 フレーム，刺激後 160 フレームの合

計 201 フレームを加算平均処理した．なおこのフレーム数はフラビン蛋白蛍光イ

メージングで重要となる刺激前後のデータ量としては十分である．加算平均処理

によって得られた結果は，蛍光顕微鏡で用いられるのど同じ MATLAB の解析プ

ログラムを用いて輝度変化の解析を行った．このプログラムを用いることにより，

各フレームの輝度変化率を擬似カラー化して表示することが可能である． 

なお，蛍光顕微鏡を用いたフラビン蛍光イメージングでは、感度を向上させる

ためにビニング処理を用いることが多い．ビニング処理とは複数の画素をまとめ

て一つの画素とみなすことで，微弱な光反応を検出しやすくする技術である。埋

植型イメージングデバイスには、ビニング処理機能を搭載していないが，空間分

解能よりも光検出感度が優先されることもあると考え，第 4 章に記した高感度

CMOS イメージセンサを設計した．空間分解能が求められる神経細胞レベルのイ

メージングには不向きであるが，フラビン蛍光イメージングといった領域レベル

でのイメージングにおいては有効と考えられ，今後の結果が期待される． 
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5.4 埋植型イメージングデバイスによるフラビン蛋白蛍光イ

メージング実験 

 

フラビン蛋白蛍光イメージングは，蛍光指示薬や遺伝子導入をすることなく脳

の活動の様子を観察することが可能である．本研究の第 3 章で開発した蛍光フィ

ルタ・励起フィルタ搭載埋植型イメージングデバイスの性能評価を含め，in vivo

フラビン蛋白蛍光イメージングを行ったので，実験内容と結果をまとめる． 

本実験では，本研究で開発し 3 章で説明した励起フィルタ・蛍光フィルタ搭載

埋植型イメージングデバイスを用いて，視覚刺激に伴うフラビン蛋白蛍光イメー

ジング実験を行った．埋植型イメージングデバイスを直接右脳の視覚野に設置し，

マウスの左目に対する視覚刺激入力に伴う蛍光量変化を計測した．視覚刺激には

神経科学の分野で良く使用される白黒の格子状の画像を表示し，視覚野の神経細

胞活性化させる手法を採用した．本実験では右眼の前方に障害物を設置すること

により，左眼だけに視覚刺激が入力されるような条件とした．また，埋植型イメ

ージングデバイスに対する視覚刺激表示画面からの光の影響を回避するため，帽

子状に加工した黒色金属でマウスの頭部を覆い，遮光できるようにした．本実験

の実験系のイメージ及びマウス周辺の写真を図 5-5 に示す．また，視覚刺激に伴

う蛍光イメージングの 1 試行のフローチャートを図 5-6 に示す．本実験では，視

覚刺激前後の蛍光変化を測定した．できるだけフラビン蛋白の蛍光の退色を避け

るため，先述した通りと連動させることで，LED は視覚刺激の前後の短時間だけ

点灯されるように設定した．試行と試行の間には，褪色してしまったフラビン蛋

白の自家蛍光が回復する時間を待つために， 1 分間の休憩を取ることとした． 

LED の点灯・消灯のスイッチ制御と同様に，イメージングプログラムへのトリガ

ー信号入力も視覚刺激プログラムと連動システムによって制御した．25 回の試行

を行った後，得られたデータを用いて加算平均処理を行った． 
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図 5-5 埋植型イメージングデバイスによるフラビン蛋白蛍光イメージング  

 

 

 

 

 

 

図 5-6 フラビン蛋白蛍光イメージングの 1 試行のチャートフロー 
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25 試行分の加算平均処理を行った結果を図 5-7，5-8 に示す．図 5-7，5-8 から

見て取れる通り，視覚刺激後に蛍光強度の増加反応が観察された．この反応は，

先行研究で報告されている蛍光顕微鏡を用いて得られるフラビン蛋白蛍光イメー

ジングの結果とほぼ一致しており[37]，また視覚刺激を入力しなかった場合，こ

の増加反応は観察できなかった．よって，本実験で観察された蛍光強度の増加反

応は視覚刺激の反応に伴う蛍光反応だと考えられる．以上の結果から，励起光漏

れの影響を強く受けてしまっているものの，第 3 章で開発した励起フィルタ・蛍

光フィルタ搭載埋植型イメージングデバイスを用いて，マウス脳視覚野における

視覚刺激に伴う蛍光変化の観察が可能であることを実証した．開発した埋植型イ

メージングデバイスは 1%程度の蛍光強度変化が検出可能な性能を有することが

実証された．これらの結果から今後埋植型イメージングデバイスを用いることで，

自由行動下マウスにおいても視覚刺激に伴うフラビン蛋白の蛍光イメージングが

できるようになると期待される．本実験に関する考察は，本章末にまとめる．現

在，埋植型イメージングデバイスを用いた神経活動に伴うフラビン蛋白蛍光イメ

ージングを実現すべく自由行動下実験の実験系の確立に取り組んでおり，この詳

細も本章末で説明する． 
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図 5-７ 埋植型イメージングデバイスによるフラビン蛋白蛍光計測結果  

 

 

 

図 5-8 埋植型イメージングデバイスによるフラビン蛋白蛍光計測結果  
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5.5 GCaMP イメージング実験 

5.5.1 GCaMP イメージング 

 

GCaMP とは GFP 蛍光の強度変化を観察することで，細胞内のカルシウムイオ

ン濃度の変動を追うことができる蛍光カルシウムイオンプローブの 1 種である

[38]．GCaMP は EGFP と非常によく似たスペクトル特性を持っており，励起波長

の極大 489nm，蛍光波長の極大は 509nm である．カルシウムがない状態でも微弱

な蛍光を発しており，カルシウムの有無により蛍光強度は最大で何十倍もの蛍光

強度変化を示す．GCaMP が開発される以前にもカルシウムイオン濃度変化を追

うことができる同種のバイオセンサーは開発されていたものの， GCaMP は他の

約 30 倍もカルシウムイオンに対する感受性が高く，従来のバイオセンサーでは

観察できなかった現象の観察をも可能としている．例えば，培養したマウスの筋

肉細胞において GCaMP を用いてカルシウムイオンの濃度の変化を観察したとこ

ろ，顕微鏡を通して肉眼でも細胞内のカルシウムイオンの濃度が上昇する様子を

リアルタイムに観察することに成功したという報告がある．このように，GCaMP

蛍光イメージングは神経活動計測において非常に重要な役割を担っていると言え

る．さらに，近年では GCaMP をさらに改良した GCaMP3，GCaMP6, GCaMP8 と

いった新しいシリーズが開発されていることから，GCaMP 系統の蛍光反応を自

由行動下で観察可能なイメージングデバイスの開発は非常に有用であると考えら

れる． 

 

5.5.2 実験動物と手術 

 

本実験における埋植型イメージングデバイスの埋植手術は、基本的には頭蓋骨

を除去して脳表を露出させる過程までフラビン蛋白蛍光イメージング実験と同様

である．ただし，本実験で用いた麻酔はイソフルランであり，吸入マスクを用い

て常時麻酔を吸入している状態で手術及びイメージング実験を行った．脳表を露

出させた後，埋植型イメージングデバイスを大脳皮質視覚野領域に設置し，麻酔

から覚醒後に行動下実験を行うことを見越しデバイスの固定を行った．デバイス

の固定は歯科用セメントを用いてデバイスのフレキシブル基板部分を頭蓋骨に固

定した．さらに，埋植型イメージングデバイスに外部からの光が入ることがない

よう，歯科用セメントが硬化後セメント表面に黒色の色素を塗り付けることで，

外部光の遮光を試みた．以上の手術に，マウスの頭皮を接着した．図 5-9 に手術

後の写真を示す．これらの処置を行っても，マウスの覚醒後の様子を見る限りデ

バイスを設置したことによる行動制限や生体への影響は観察されなかった． 
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図 5-9 イメージングデバイスの埋植後 

 

 

 

 

5.5.3 視覚刺激表示とイメージングデバイスの連動システム 

 

本実験では、フラビン蛋白蛍光イメージングと同様に，マウスに対して定期的

に視覚刺激を与える必要がある．フラビン蛋白蛍光イメージング実験では，LED

の制御に関しても MATLAB のプログラムからトリガー信号を出力しスイッチと

することで，視覚刺激表示の 8 秒前から 5 秒後の 13 秒間のみ LED を点灯させる

ように設定していたが，本実験では連動させず常時点灯している状態とした．本

実験で用いる GCaMP はフラビン蛋白蛍光と異なり，蛍光褪色の影響を考えなく

て良いためである．よって MATLAB の視覚刺激表示時にトリガー信号をイメー

ジングデバイスの制御回路へ入力する部分のみを連動させるだけでよく，これに

ついてはフラビン蛋白蛍光イメージングのために開発した連動システムをそのま

ま流用した．以上に記した LED を常時点灯しておくという条件以外は，全てフラ

ビン蛋白蛍光イメージング実験と同様のセットアップとした． 
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5.5.4 GCaMP イメージング実験の解析 

 

解析についてもフラビン蛍光イメージングと同様に，専用の解析プログラム 

(Visual C++)により解析した．取得した 10～20 試行分のデータを加算平均処理

し，心拍ノイズ等のノイズ成分を除去した．加算平均処理は，視覚刺激開始時を

基準とし刺激前 40 フレーム，刺激後 160 フレームの合計 201 フレームを加算平

均処理した．GCaMP イメージングで得られた蛍光変化反応はフラビン蛋白蛍光

に比べ変化率が大きかったため，リアルタイムイメージングで十分に解釈可能な

データを取得することができた．  

 

5.6 埋植型イメージングデバイスによる GCaMP イメージン

グ実験 

 

GCaMP イメージングは，遺伝子改変やウイルスインジェクションを用いてマ

ウスに GCaMP を導入することで，様々な脳の部位を特異的に観察することが可

能である．本研究の第 4 章で開発した遮光フィルタ搭載埋植型イメージングデバ

イスの性能評価を含め，in vivo 条件下における GCaMP イメージング実験を行っ

たので，実験内容と結果を以下にまとめる． 

本実験では，本研究で開発し 4 章で説明した遮光フィルタ搭載埋植型イメージ

ングデバイスを用いて，視覚刺激に伴う GCaMP イメージング実験を行った．埋

植型イメージングデバイスを直接左脳の視覚野に設置し，マウスの右目に対する

視覚刺激入力に伴う蛍光の変化を計測した．視覚刺激にはフラビン蛋白蛍光イメ

ージング実験と同様に，白黒の格子状の画像を表示し，視覚野の神経細胞活性化

させる手法を採用した．本実験ではマウスの右眼の正面に視覚刺激表示モニター

を設置し，右目のみに視覚刺激が入力されるような条件とした．また，埋植型イ

メージングデバイスに対する視覚刺激表示画面からの光の影響を回避するため，

本実験では埋植型イメージングデバイスを固定した歯科用セメントを黒く塗った

うえで頭皮を閉じ，遮光できるようにした．これは，麻酔下実験後に行動下実験

を行うことを見越しての処置である． 

本実験においても，視覚刺激前後の蛍光変化を測定した．フラビン蛋白の蛍光

と異なり，GCaMP では褪色反応があまり見られないため，本実験では LED を実

験中常時点灯しているように設定した．蛍光が回復する時間を待つ必要もないた

め，試行と試行の間は 4 秒とし実験を行った．本実験では LED は常時点灯してい

るが，イメージングプログラムへのトリガー信号入力は視覚刺激プログラムと連
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動システムによって制御した．20 回の試行を行った後，得られたデータを用いて

加算平均処理を行った． 

本実験では GCaMP が撮像領域左中央付近に特に強く発現しており，その周囲

5 点を注目画素と設定した．GCaMP が発現している部位周辺に設定した 5 つの注

目画素のリアルタイムデータと，20 試行分の加算平均処理を行い得られた蛍光強

度変化の取得画像を図 5-10(a), (b)にそれぞれ示す．図 5-10 から見て取れる通り，

視覚刺激後に蛍光強度の増加反応が観察された．この反応は，先行研究で報告さ

れている蛍光顕微鏡を用いて得られる結果とほぼ一致しており[39]，また視覚刺

激を入力しなかった場合，この増加反応は観察できなかった．よって，本実験で

観察された蛍光強度の増加反応は視覚刺激の反応に伴う蛍光反応だと考えられる．

以上の結果から，本研究で開発した埋植型イメージングデバイスを用いて，マウ

ス視覚野における視覚刺激に伴う GCaMP 蛍光変化のリアルタイムイメージング

が可能であることを実証した．さらに，これまでの課題であった LED 近傍領域の

励起光漏れの影響も十分に低減できており，従来よりも広範囲にわたるイメージ

ングが可能となっていることが見て取れる．図また，本実験では加算平均処理を

行わずとも，十分に反応していることが分かるくらいの蛍光強度変化を取得でき

ていた．この結果から，自由行動下マウス対する実験において多少行動由来のノ

イズが増えても，視覚刺激に伴う GCaMP 蛍光イメージングができると期待され

る．本実験に関する考察は，本章末にまとめる．続いて，行動下マウスに対する

GCaMP 蛍光イメージング実験に取り組みについて説明する． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-10(a) GCaMP 蛍光強度変化のリアルタイムデータ  

 

 

 

 

 

図 5-10(b) GCaMP 蛍光強度変化の取得画像 
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5.7 行動下 GCaMP 蛍光イメージング実験 

 

ここでは，トレッドミルを用いた行動下 GCaMP 蛍光イメージング実験を行っ

たので実験内容について説明する．埋植型イメージングデバイスをマウスに埋植

後，イソフルラン麻酔の吸入を止め，完全に覚醒させてからトレッドミルを用い

た行動下における GCaMP 蛍光イメージング実験を行った．本実験はトレッドミ

ルの前方に視覚刺激表示用のモニターを設置し，マウスがトレッドミル前方を歩

行中に視覚刺激を表示し，刺激に伴う GCaMP 蛍光強度変化の計測を達成するこ

とが目的である． 

麻酔から覚醒するまでの間は中継基板や制御基板には接続せず，埋植型イメー

ジングデバイスのみをマウスに埋め込んだ状態で放置し，回復を待った．本実験

で用いたイソフルラン麻酔は吸入を止めると短時間で覚醒させることができる麻

酔である．しかし，イソフルランの吸入時間が長いほどやはり覚醒しにくくなる

ことが知られているため，本実験では完全に麻酔から覚醒させるため，念のため

術後 3 時間以上経過してから実験を行った． 

本実験では，マウスに埋植したイメージングデバイスを端子変換コネクタだけ

を搭載した軽量タイプの中継基板にデバイスと制御基板を接続し，中継基板も浮

かせた状態にすることで，マウスに対し負担をかけることなく行動できるような

セットアップとした．セットアップ後のマウスの様子を図 5-11 に示す． 

本実験結果であるが，マウスの脳に発現している GCaMP 蛍光の検出には成功

した物の，麻酔下で得られたような視覚刺激に伴う蛍光強度変化の計測データを

得ることはできなかった．主な原因として，トレッドミルを自由に歩行するマウ

スへ一様な視覚刺激を入力するのが困難であることと，行動に由来するノイズが

主な問題だと考えている．本実験では行動中のマウスに対しても視覚刺激を入力

できるように，トレッドミルを用いることでマウスの行動をある程度制限するこ

とを試みた．しかし，刺激の瞬間マウスが後ろを向いてしまったり，立ち上がっ

てしまったりと，一定の条件で刺激入力を行うのが困難であった．脳神経活動に

は自発発火と呼ばれる流動的に発生する神経活動が存在する．一様な刺激・計測

を行える条件で計測を行わないと計測したデータが刺激入力によるものなのか自

発発火によるものなのかを区別することが困難である．このため，行動下実験に

よるデバイス評価を行うためには，一様な刺激入力・計測が可能な実験系を構築

することが重量となる． 

また，行動由来のノイズについてはマウスがトレッドミルを歩行することに起

因するイメージングへの障害はほとんど見られなかったが，中継基板周辺の配線

部を手や足でいじられると少々ノイズが見られた．この問題に対しては，イメー
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ジング実験時にマウスの行動も録画し，マウスの行動によるノイズが混入したデ

ータを除去することで解決することが可能だと考えられる．よって今後埋植型イ

メージングデバイスを用いた行動下イメージングを実現するためには，マウスに

対し一定の条件で刺激を入力することが可能な実験系を構築することが最も重要

であると考えられる．  

 

 

 

 

 

 

 

図 5-11 トレッドミルを用いた行動実験  
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5.8 考察とまとめ 

 

本研究で開発した埋植型 CMOS イメージングデバイスを用いた行動下におけ

る脳神経活動計測の実現へ向け，動物実験を行った．in vivo 環境下で蛍光イメー

ジングが可能か性能を実証すべく，フラビン蛋白蛍光イメージングと GCaMP イ

メージングに取り組んだ． 

まず本研究で開発した励起フィルタ・蛍光フィルタ搭載埋植型イメージングデ

バイスでフラビン蛋白蛍光イメージングが可能であることを実証するため，デバ

イスを麻酔下のマウス脳視覚野に固定し，視覚刺激に伴うフラビン蛋白の蛍光強

度変化反応の観察実験を行った．マウス前方に設置したモニターから出力される

視覚刺激前後の蛍光強度を測定したところ，視覚刺激に伴うフラビン蛋白の蛍光

強度の増大反応の観察に成功した．この反応は，先行研究で報告されている蛍光

顕微鏡を用いて得られる結果とほぼ一致しており，また視覚刺激を入力しなかっ

た場合この増加反応は観察できなかった．よって，本実験で観察された蛍光強度

の増加反応は視覚刺激の反応に伴う蛍光反応だと考えられる．以上の結果から，

本研究で開発した埋植型イメージングデバイスを用いることで，これまでの埋植

型イメージングデバイスでは観察することができなかった 1%程度のフラビン蛋

白蛍光強度変化の観察が可能であることを実証した． 

先行研究からフラビン蛋白蛍光の変化量はおよそ 1%程度であることが知られ

ているが，図 5-7 の縦軸に注目すると埋植型イメージングデバイスを用いて計測

した視覚刺激に伴う蛍光量の増大反応は 0.1%前後の変化率であることが見て取

れる．この変化率の差は背景光強度の差，及び背景光の処理プログラムの差が理

由であると考えられる．本実験結果は埋植型イメージングデバイスから得られた

測定結果を，蛍光顕微鏡に搭載された CCD カメラ用の解析プログラムに適用し

て得られた結果である．埋植型イメージングデバイスを用いた計測では背景光強

度，すなわち励起光漏れ強度が蛍光顕微鏡よりも大きいため，フラビン蛋白蛍光

の占める割合が小さくなり，蛍光強度変化量も見かけ上小さくなってしまってい

ると考えられる．よって，今後は背景光をバックグラウンドとして処理し，蛍光

強度変化量だけを解析するためのプログラムを構築する必要がある． 

また，本研究結果は開発した埋植型イメージングデバイスを用いてフラビン蛋

白蛍光の反応を最低限観察可能であることを実証した結果である．しかし，蛍光

強度変化自体を観察することはできているものの，図 5-8 から見て取れる通り

LED 近傍の撮像領域は励起光漏れの影響により飽和してしまっており，全くイメ

ージングを行うことができていない．本実験結果もまた，第 4 章で説明した遮光

フィルタを導入する考えに至ったきっかけの一つである．本実験では，遮光フィ
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ルタを搭載していない励起フィルタ・蛍光フィルタ搭載デバイスで蛍光強度変化

を観察することができていることから，遮光フィルタを導入することで撮像領域

全体を使った広範囲イメージングが可能になると考えられる．撮像領域全体を使

った広範囲イメージングが可能になれば，神経科学の分野で重要視されるフラビ

ン蛍光反応の生じる位置や大きさについても議論できるようになることが期待さ

れる． 

続いて，本研究で開発を進めてきた遮光フィルタ搭載埋植型イメージングデバ

イスの性能評価を含め，in vivo 条件下における GCaMP イメージング実験を行っ

た．本実験では，遮光フィルタ搭載埋植型イメージングデバイスを用いて，視覚

刺激に伴う GCaMP イメージング実験を行った．本実験においても，視覚刺激に

伴う蛍光強度変化の反応が検出に成功し，本研究で開発した埋植型イメージング

デバイスを用いて，GCaMP 蛍光のリアルタイムイメージングが可能であること

を実証した．さらに，これまでの課題であった LED 近傍領域の励起光漏れの影響

も十分に低減できており，従来よりも広範囲にわたるイメージングが可能となっ

た．リアルタイムイメージングが可能な蛍光検出性能を達成できていることから，

行動下計測を実現することができれば行動に伴う神経活動計測用のデバイスとし

て，神経科学の分野における非常に強力なツールとなることが期待される．  

 最後に，トレッドミルの前方に視覚刺激表示用のモニターを設置し，マウスが

トレッドミル前方に来た際に視覚刺激を表示し，刺激に伴う GCaMP 蛍光の強度

変化の計測実験を行った．本実験ではマウスの行動をうまく制御できず，マウス

に対し一様な視覚刺激を与えることが困難であった．麻酔下実験で得られた

GCaMP の蛍光反応強度は加算平均処理を行わずとも，十分に反応していること

が分かるくらいの蛍光強度変化を取得できていたことから，視覚刺激を一様に与

えることができる実験系を確立することができれば，自由行動下における GCaMP

イメージンングの実現に大きく近づくと考えらえる．マウスの視覚応答を計測す

るための先行研究において，マウスにプリズムゴーグルを装着する手法が報告さ

れている．そこで，埋植型イメージングデバイスに使用しているような LED チッ

プを搭載したゴーグルを作製しマウスの眼前に装着することで，任意のタイミン

グでマウスに光刺激を与えることができるような実験系が有効であると考えらえ

る．最終的には神経科学の分野で行われている様々な行動実験に適用できるよう

にすることが求められるが，まずは上記のような実験系を構築し，行動下におけ

る GCaMP 蛍光イメージングが可能であることを実証することが必要だと考えら

える． 
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第 6 章 結論 

6.1 本研究の成果 

 

本研究では、自由行動下マウスの脳神経活動計測に向けた埋植型CMOSイメー

ジングデバイスの開発を目指し，蛍光計測の高感度化を主な目標として研究を行

った．本研究では蛍光イメージングに適したCMOSイメージセンサの設計，光学

系の改良，実装方法の改良に取り組んだ．特に，CMOSイメージングデバイスの

励起光除去性能を向上させるフィルタの開発と実装方法の確立に注力し，従来よ

りも高感度蛍光計測を可能とする埋植型イメージングデバイスの開発を達成した．

また開発したイメージングデバイスを生体模擬環境下及びin vitro，in vivo環境下

において性能評価実験を行った．in vivo環境下における動物実験では，実際にマ

ウス脳大脳皮質における視覚刺激に伴うフラビン蛋白の蛍光強度変化反応と，

GCaMP蛍光の強度変化反応の計測が可能であることを実証した．本研究の成果に

より，フラビン蛋白蛍光の1%程度の蛍光強度変化を検出可能とし，また視覚刺激

に伴うGCaMP蛍光強度変化反応をリアルタイムでイメージング可能とするレベ

ルまで，蛍光計測用埋植型CMOSイメージングデバイスの高感度化を実現した．  

本研究で行った実験によって得た具体的な成果を以下にまとめる． 

 

 

・ 蛍光計測用埋植型イメージングデバイスの開発 

マウスやラットといった小動物の頭部に埋植可能なサイズの，蛍光計測用超小

型CMOSイメージングデバイスを開発した．デバイスの重量は0.02gであり，成体

マウスの1/1,000の重量を実現している．励起光源であるチップLEDの不要波長成

分を除去する励起フィルタを導入し，蛍光フィルタと組み合わせることでGFP観

察に求められる励起光除去性能10-5を達成した．またマウス脳スライスにおける

GFP発現細胞を観察可能であることを実証した．続いてイメージセンサ側面から

入射する励起光を除去するための遮光フィルタを新たに作製，導入した．これに

より励起光漏れを従来の10%以下に低減し，イメージセンサの撮像領域全体を用

いた広範囲イメージングを実現した．  
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 フラビン蛋白蛍光イメージング実験によるデバイスの性能実証 

本研究で開発した励起フィルタ・蛍光フィルタ搭載埋植型イメージングデバイ

スの性能実証として，マウス脳におけるフラビン蛋白蛍光イメージング実験を行

った．デバイスを麻酔下のマウス脳視覚野に固定し，視覚刺激に伴うフラビン蛋

白の蛍光強度変化反応を観察した．マウス前方に設置したモニターから出力され

る視覚刺激前後の蛍光強度を測定したところ，視覚刺激に伴うフラビン蛋白の蛍

光強度変化の観察に成功した．この結果から，励起フィルタ・蛍光フィルタ搭載

埋植型イメージングデバイスを用いることで，1%程度のフラビン蛋白蛍光の強度

変化を計測可能であることを実証した． 

 

 GCaMP蛍光イメージング実験によるデバイスの性能実証 

本研究で開発した遮光フィルタ搭載埋植型イメージングデバイスの性能実証

として，視覚刺激に伴うin vivo GCaMP蛍光イメージング実験を行った．遮光フィ

ルタ搭載埋植型イメージングデバイスを直接マウス脳視覚野に固定し，マウスへ

の視覚刺激入力前後の蛍光強度を計測し，視覚刺激に伴うGCaMP蛍光変化の観察

が可能であることを実証した．また，これまでの課題であったLED近傍領域の励

起光漏れの影響も十分に低減できており，従来よりも広範囲にわたるイメージン

グが可能となっていることを実証した．さらに，本実験では加算平均処理を行わ

ずとも，リアルタイムイメージングで十分に蛍光強度変化を観察可能であるレベ

ルの蛍光検出性能を達成した． 

 

・ トレッドミルを用いた自由行動下における蛍光イメージング実験 

本研究で開発した遮光フィルタ搭載埋植型イメージングデバイスを用いて，ト

レッドミルを用いた行動下マウスにおける GCaMP 蛍光イメージング実験を行っ

た．本実験ではトレッドミルの前方に視覚刺激表示用のモニターを設置し，マウ

スがトレッドミル前方に来た際に視覚刺激を表示し，刺激に伴う GCaMP 蛍光の

強度変化の計測を試みた．結果，マウスの脳に発現している GCaMP 蛍光の検出

には成功したものの，一様な視覚刺激を入力することが困難であり，視覚刺激に

伴う蛍光強度変化の計測データを得ることはできなかった．マウスがトレッドミ

ルを歩行することに起因するイメージングへの障害はほとんど見られなかったた

め，今後マウスに対し一定の条件で視覚刺激を入力することが可能な実験系を実

現することで，行動下計測が可能になると期待される．  
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6.2 今後の展望 

 

本研究では、GFPやGCaMP，フラビン蛋白といった神経活動計測に有用な緑色

蛍光イメージングに向けた埋植型イメージングデバイスの開発に取り組み，従来

よりも蛍光検出感度を向上させた埋植型イメージングデバイスの開発を達成した．

特に脳表計測用イメージングデバイスのin vivo動物実験による蛍光イメージング

性能の実証において，実際に神経科学の分野で行われる実験と同様の実験を行い

良好なデータの取得に成功している．一方，本研究では脳深部計測用埋植型イメ

ージングデバイスの開発にも取り組み，蛍光イメージング性能を向上させること

に成功しているものの，動物実験による性能実証の実験にあまり取り組めておら

ず，現時点では十分なデータを取得することができていない．本研究で開発して

いる脳深部計測用埋植型イメージングデバイスは，世界的にもあまり存在しない

自由行動下動物に対し，脳深部蛍光イメージングを行うことが可能なデバイスで

ある．よって脳深部計測用埋植型イメージングデバイスを用いて神経活動計測に

おいて汎用性の高いGCaMP蛍光の自由行動下計測を実現すれば ,  神経メカニズ

ムや脳疾患の原因解明に向けた強力なツールとなると考えられる.  例えば，埋植

型イメージングデバイスが小型，軽量であるというアドバンテージを活かすこと

で，他のイメージング手法では計測が困難な成長過程の体の小さなマウスの行動

下計測や複数部位の同時計測に取り組むことで，未だ解明されていない成長に伴

う神経メカニズムや，脳のネットワークの解明への足掛かりとなることが期待さ

れる．今後は積極的に脳深部計測用埋植型イメージングデバイスを用いて，本研

究で行ったようなマウスの脳神経活動に伴う蛍光イメージング実験を行っていく

ことが重要だと考えられる． 

本論文の5章で説明したフラビン蛋白蛍光イメージング実験は，本研究で開発

した励起フィルタを搭載した緑色蛍光計測用埋植型イメージングデバイスを用い

て実験を行っている．本実験結果を踏まえ，新たに遮光フィルタ付き埋植型イメ

ージングデバイスを開発したため，フラビン蛋白蛍光イメージングにおいても遮

光フィルタを導入することでより精度の高いイメージング結果が得られるように

なることが期待される．また，本論文の実験では励起フィルタを搭載した埋植型

イメージングデバイスはGFP計測にも使用できるよう，中心波長470nmのLEDを

励起光源として使用している．しかし，フラビン蛋白の吸収波長のピークは450nm

付近にあるため，搭載するLEDを中心波長450nmのものに変更することで，蛍光

フィルタを透過する励起光成分も減り，さらに精度の高い蛍光イメージングがで

きるようになると考えられる．今後は以上に記したように埋植型イメージングデ

バイスを実装し，再度フラビン蛋白蛍光イメージング実験を行う予定である． 
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本論文の最後に記載したトレッドミルを用いた行動下における蛍光イメージ

ング実験において，マウスの脳に発現している GCaMP 蛍光の検出には成功した

物の，麻酔下で得られたような視覚刺激に伴う蛍光強度変化の計測データを得る

ことはできていない．麻酔下マウスにおける GCaMP イメージング実験にて得ら

れた蛍光反応の大きさから考えると，配線を嚙まれたり引っ張られない限り心拍

や歩行によるノイズは問題にならないレベルだと考えられる．無線通信及び無線

給電を実現することができれば，完全自由行動下のマウスに対する脳機能計測を

可能とする革新的なデバイスとなるが，現時点ではマウスに搭載可能なサイズで

画像データの無線通信を実現するのは困難である．現時点ではマウスが触れるこ

とができない位置に配線を搭載し，マウスに対し一定の条件で刺激入力を行うこ

とが可能な実験系を確立することが最も重要な課題であると考えられる．そこで，

トレッドミルを用いた視覚刺激に伴う蛍光変化の観察実験は最終目的とし，まず

はより簡単な実験系で自由行動下 GCaMP 蛍光イメージングが可能であることを

実証することを目指す．トレッドミルを用いた行動した実験で分かったことであ

るが，マウスの行動を思い通りに制限することは困難である．よって，マウスが

どのような行動をしていても視覚刺激を与えることができる実験系が求められる．

このような条件を満たす方法として，例えば透明な立方体の箱にマウスを入れ，

6 面全てに視覚刺激用モニターを搭載し 360°どこを向いていても刺激を与えるこ

とができるような実験系や，マウスの眼前に LED を搭載したゴーグルを装着させ

るといった実験系が考えらえる．今後は上記のような実験系の準備を行い，改め

て行動下における蛍光イメージングが可能であることを実証する実験を行う予定

である． 
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