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要 旨
遺伝子工学の技術進歩に伴い，蛍光標識されたニューロンからパッチクランプ記

録を行う機会が増えている．しかし，ガラス電極はほぼ無蛍光性であるため，標的
細胞へアプローチする前に，透過光型顕微鏡下で電極を再視認する必要があった．
我々はこの問題を蛍光性アルブミンでガラス電極先端をコートすることで解決し
た．これにより蛍光標識ニューロンとガラス電極を蛍光顕微鏡下で同時に可視化で
き，標的細胞へのアクセスが容易になった．

キーワード：ホールセル記録，GFP，蛍光，イメージング，共焦点レーザー顕微鏡

I．緒 言
脳は様々なタイプのニューロンの集合ダイナミ

クスによって作動しているため，その機構を解明
するためには，特定のニューロンの活動を選択的
に記録することが不可欠である．そのための代表
的な手法として，標的パッチクランプ記録法があ
る．たとえば，脳スライス標本において微分干渉
コントラスト顕微鏡［1］やドットコントラスト顕
微鏡［2］を用いて特定のニューロンを同定し，ホー
ルセル記録を行うことができる．
近年，遺伝子工学の技術進歩により，特定の

ニューロンに蛍光タンパク質を発現させることが
できるようになっている．たとえば，細胞の種
類［3―7］や位置［8, 9］，細胞の発達［10, 11］，あ
るいは，活性依存的［12, 13］に，特異的な蛍光標

識が可能になった．ニューロンを生きた状態で可
視化できることは，機能解明のうえで強力な武器
となる［9, 14, 15］．しかし，パッチクランプ記録に
用いるガラス電極は可視光領域ではほぼ無蛍光性
であるため，蛍光標識されたニューロンを同定し
たのちに，蛍光顕微鏡から透過光型顕微鏡に切り
替えて細胞と電極を再度観察する必要がある．こ
のため光学的に複雑な顕微鏡システムが必要であ
り，また光学収差が問題となることもある．
上記の問題を解決するために我々は，蛍光性ア

ルブミンでガラス電極の表面を被覆する手法を開
発した．アルブミンは，血清や卵白に豊富に存在
する水溶性の生体タンパク質である．水中で安定
であり無毒だが，高いガラス接着性がある．この
性質を利用し，蛍光色素が共役したウシ血清アル
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図1．蛍光BSA被覆電極とコントロール電極との観察像の比較
A．通常のガラス電極（コントロール）と蛍光BSAを被覆したガラス電極
の比較（上段：透過光像，下段：蛍光像）．蛍光BSA被覆電極は蛍光顕微
鏡下で視認できる．
B．走査型電子顕微鏡像．蛍光BSA被覆を行っても目立った汚れや形状の
変化は観察されない．

ブミン（bovine serum albumin：BSA）でパッチク
ランプ記録用電極の表面被覆を行った．とりわけ，
Alexa Fluor 488 を共役したBSA（BSA-Alexa
488；A-13100，インビトロジェン）を用いると，
緑色蛍光タンパク質（green fluorescent protein：
GFP）と同じ励起波長で可視化できるため汎用性
が高い．

II．方 法
非特異的吸着を防ぐために，蛍光BSA溶液の

調製に使用するすべてのチップやチューブをあら
かじめ 0.1％BSAに 60 秒間ほど浸したものを用
いる．最終濃度 0.02％となるように蛍光BSAを
0.1Mリン酸緩衝生理食塩水に溶解させ，これを 1
ml のチューブに分注し，4℃にて保存する．長期
保存する場合はアジ化ナトリウム（NaN3）が最終
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図2．蛍光電極を用いた樹状突起ホールセル記録
通常のホールセル記録法により海馬CA3錐体細胞に蛍光色素Alexa Fluor 
488を注入し，神経線維を可視化したのち，蛍光BSA被覆電極を用いて樹
状突起にホールセル記録を行った．細胞体の活動電位よりも時間遅れを
持った活動電位が樹状突起から記録される．

濃度 3mMとなるように添加しておくとよい．
被覆はガラス電極をパッチクランプ記録に用い

る直前に行う．あらかじめ内液を注入した電極に
50～60hPa の陽圧を負荷した状態で，電極尖頭部
を蛍光BSA溶液に 5～10 秒間浸した．以上の手
順により，図 1Aで示すように，蛍光顕微鏡下でガ
ラス電極を可視化できるようになる．図 1Bは電
極先端の走査型電子顕微鏡像である．蛍光BSA
を被覆してもパッチクランプ記録に問題となるよ
うな塵埃等は電極先端に付着していない．また，
被覆前後で電極抵抗に変化は認められなかった．
蛍光BSA被覆電極は落射型蛍光顕微鏡や二光

子励起レーザー顕微鏡でも可視化できるが，オン
ライン画像化という観点から，高速で画像を取得
できるニポウ式ディスク型共焦点顕微鏡を用いる
ことを推奨する．我々は，ニポウ式ディスク型共
焦点ユニット（CSU-X1，横河電機）および背面照
射CCDカメラ（iXon DV897，アンドール）を用い，
高開口数の 16 倍または 40 倍の水浸型対物レンズ
を通じて毎秒 10 フレームの撮影速度で蛍光像を
取得している．必要に応じて中間変倍レンズを挿
入することもある．

蛍光BSA被覆電極を用いることでパッチクラ
ンプ記録の質に影響が出るかどうかを調べるた
め，培養海馬スライス標本のCA3 錐体細胞から電
気生理学的記録を行った．膜容量，膜抵抗，直列
抵抗を測定したが，蛍光BSA被覆電極と非被覆
のガラス電極（コントロール電極）との間で統計
的に有意な差は観測されなかった．
実験例を図 2に示す．Alexa Fluor 488 を錐体細

胞の細胞体からホールセル記録によって注入し，
神経突起を可視化した．蛍光BSA被覆電極の先
端を 40 倍対物レンズと 2倍中間変倍レンズで拡
大モニターしながら，樹状突起から再現性よく
パッチクランプ記録を行うことができた．
なお，実験例は少ないながら，類似の方法でガ

ラス電極の内壁を被覆することもできることを確
認している．したがって，二光子レーザー顕微鏡
を用いた in vivo脳における標的パッチクランプ
記録にも応用可能であると考えられる．

III．結 論
我々は，蛍光BSAによりガラス電極先端の表

面を被覆することで可視化し，蛍光顕微鏡のみを
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用いて標的ニューロンまたはその神経突起から
パッチクランプ記録を行った．蛍光BSA被覆は，
実験操作的に簡便で，信頼性が高いため，標的パッ
チクランプ記録の多くの事例に柔軟に適用できる
と期待している（特許出願番号 2010-027141）．
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