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初代培養された神経細胞が形成する神経ネットワークは、脳内における情報伝達の仕組みを解

明するためのモデルとして利用されている。基板上に播種された神経細胞は複雑なネットワーク

を再構築し、シナプスを介して神経細胞間の情報伝達を行う。細胞内小器官のひとつであるミト

コンドリアは、その内膜に結合するシトクロム c（cyt c）による電子授受を介してエネルギーの生

産と供給を行い、シナプス形成時には突起部分に集積することで神経ネットワークの形成に寄与

していると考えられている[1]。本研究では、神経ネットワーク形成を評価する手法の構築を目指

して、培養下の神経細胞内 cyt c の空間的分布の変化を無染色で観察し、培養日数の経過に伴うミ

トコンドリアの局在分布を調べた。 

培養日数の異なる海馬神経細胞を顕微ラマン散乱分光計測し、神経ネットワーク形成に関与す

るミトコンドリアの分布変遷を cyt c 画像から評価した。標本には胎齢 18 日の Slc:Wistar ラット

の海馬を使用した。胎児から摘出した海馬組織をトリプシン処理によって個々の細胞に単離し、

石英基板上に播種した後、5 % CO2 下のインキュベーター内で培養した。観察には自作のライン

走査型ラマン顕微鏡を使用した。励起光として波長 532 nmのCWレーザー光（試料面：3 mW/µm2）

をライン状に成形し、水浸対物レンズ（倍率：×25、N.A.：1.1）で試料面に集光させ、露光時間

10 s/line でラマン画像を取得した。波長 532nm のレーザー光を使用することで、共鳴ラマン効果

による cyt c 由来のラマン散乱光を選択的に増強し、可視化した。 

 培養日数の異なる神経細胞の cyt c 画像を

図１に示す。培養 3 日目では細胞体に cyt c が

多く分布している一方で、培養日数の経過に伴

って神経突起への分布の広がり及び局所的な

集積が確認できた。本研究の結果から、神経細

胞のネットワーク形成における cyt c の空間分

布変化をラマンイメージングによって無標識

かつ低侵襲で観察することに成功し、細胞体と

神経突起の両方で発現量が増加した cyt c によ

るエネルギー生産が神経シナプス形成の一助

となっていることが示唆された。 

参考文献：[1] L. Zheng et al., Cell, 119, 873 (2004). 

Figure 1. Raman images of cyt c in neuronal cells 

at each DIV. Scale bar corresponds to 10 µm. 
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