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研究成果の概要（和文）：脳波とは大脳皮質に発生するリズム性電位変化の集合であり、樹状突起に起こるシナプス後
電位の集積であると教科書的には言われている。しかし、いまだその波形の成り立ちは詳細に解明されてはいない。従
来の研究では、技術的な問題から麻酔下動物の記録しか安定せず、覚醒動物の様々な脳波とニューロン膜電位変化との
比較は困難であった。本研究では、無麻酔覚醒ラットの前肢レバー押し運動中の脳波とニューロン膜電位を同時誘導し
、両者の連関を解析することを試みた。技術的困難は克服され解析に耐えうるデータ取得に成功した。無麻酔ラットの
脳波とニューロン膜電位の間には高い相関があり、それが行動の局面によって変動することが分かった。

研究成果の概要（英文）：It is said that electrocorticogram (ECoG) reflects the summation of the 
synchronous activity of post synaptic potentials occured in cortical neurons. However, the generation 
mehcanisms of ECoG isn't elucidated in detail yet. Since the movement of animals causes the failure of 
stable whole-cell patch-clamp recordings, the comparison of the fluctuations of membrane potentials with 
ECoG without anesthesia has been difficult. In this study, we succeeded in stable simultaneous recordings 
of ECoG and the membrane potentials of pyramidal cells in cortical M1 area or of medium spiny neurons in 
striatum in awake, task-performing rats. We observed high correlation between membrane potential 
fluctuations and the wave form of ECoG, and its behavior-related changes were apparent.

研究分野： 神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
（1）研究代表者は、海馬および大脳皮質に
おける急性スライス標本を用いて、ホールセ
ルパッチクランプ法により錐体細胞および
種々の介在細胞の膜電位記録を行い、「脳リ
ズム活動の発現メカニズム」について細胞レ
ベルでの解析を行ってきた。同時ダブルパッ
チ法、リパッチ法、グラミシジンパッチ法な
ど、スライス標本で行える様々なパッチクラ
ンプ技術を駆使し、錐体細胞群の同期的律動
的発火のもととなる基本リズムが、介在細胞
ネットワークによって形成され得ることを
明らかにした。しかし、これらの実験結果は
あくまでも、スライス標本という限られたニ
ューロンネットワークについての、局所てん
かんなどを反映する病理学的な知見と考え
られる。しかも、細胞のおかれた環境が人工
的であることから、脳波をはじめとした脳リ
ズム活動の発現メカニズムについて、一般的
な説明ができるわけではないことは認識し
ていた。 
 
（2）研究開始時期に、研究代表者の所属し
ていた玉川大学脳科学研究所の礒村研究室
では、無麻酔脳定位固定状態でラットに前肢
のレバー押し運動を効率的に学習させ、課題
運動遂行中のラットの大脳皮質神経活動の
細胞外記録を行うという、従来不可能とされ
てきた実験方法が確立されつつあった。研究
代表者が過去十数年間にわたって研鑽を積
んできたスライス標本でのホールセルパッ
チクランプ技術をこの実験系に適用し、イン
ビボの膜電位記録を試験的に行ったところ、
麻酔下はもとより無麻酔運動課題遂行中で
も錐体細胞の膜電位記録が可能であり、行動
の局面に依存して膜電位上に解析可能なシ
ナプス入力や活動電位が観察されることが
分かった。 
そこで、脳波の波形の成り立ちに貢献する

神経活動の詳細を明らかにする目的で、前肢
運動（レバー押し運動）課題遂行中ラットの
一次運動野の前肢領域における錐体細胞あ
るいは介在細胞の膜電位と同領域の皮質脳
波（ECoG）を同時誘導することにより、両者
の活動の連関を解析できないかと考えた。 
 

（3）脳波は、大脳皮質の広範囲のニューロ
ンに発生するリズム性の電位変化を巨視的
にとらえたもので、様々な周波数帯域の波形
から構成されるものである。現象論的に、脳
波がさまざまな高次機能と密接に連関した
周波数を示すことが分かっており、その「電
位変化」は、「樹状突起に起こるシナプス後
電位が集積されたもの」と教科書的には説明
されている。しかし、活動電位発生の寄与が
全く否定されているわけでもなく、その波形
の成り立ちについての詳細は明らかになっ
ていない。したがって、当然ながら、大脳皮
質ニューロンのうち、2/3 層、および 5 層の
錐体細胞、さらに介在細胞のうちの、どのニ

ューロンへの入力が脳波波形に対する貢献
度の高いものなのか、あるいは、皮質のどの
局所神経回路の活動が脳波に一番貢献して
いるのか、線条体の影響はどのぐらいなのか、
などの疑問に答えられるような知見も皆無
であった。このように解明が進まない背景に
は、閾値以下の膜電位軌跡を in vivo 標本か
ら取得することの電気生理学的な困難さが
ある。特に覚醒動物が様々な高次機能を発現
している際には、動物の動きに合わせて脳が
動いてしまうためパッチが外れやすく、個々
のニューロンの膜電位を長時間記録するこ
とは極めて難しいと言われていた。実際、当
時「麻酔下」において皮質ニューロン膜電位
と脳波を同時誘導した報告は多数あったが、
「無麻酔」の動物において脳波とニューロン
膜電位について検討した報告は希少であり、
「課題運動遂行中」の動物において検討した
報告は見当たらなかった。 
 
２．研究の目的 
（1） １で述べたような背景から、覚醒動
物で、脳定位固定状態の運動課題遂行中ラッ
トから、錐体細胞膜電位と皮質脳波の同時誘
導を行い、集合電位として記録される脳波の
波形と、細胞内記録でなければ得られない閾
値以下のシナプス入力や膜電位軌跡の関連
を検討することを目的として研究計画が立
てられた。一次運動野の錐体細胞には、レバ
ー押し運動の各局面に特異的に発火する
様々なタイプがあることがすでに分かって
いたが、これはあくまでも細胞外記録の結果、
つまり活動電位の有無のみの情報であり、発
火閾値以下でのシナプス入力がどのように
観察されるかはいまだ明らかではなかった。
前肢運動中に発現するガンマ波の周波数が、
レバー押し運動の局面によって異なる可能
性も示されつつあり、これらを手掛かりとし
てシナプス入力による閾値下の膜電位変動
を解析し、脳波の波形の成り立ちに関する基
礎的なデータを得て脳内神経活動の機序と
機能の解明につながる知見を得ることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）Long-Evans ラット(♂約 200g)を馴化さ
せた後、イソフルラン吸入麻酔下でスライド
式頭部固定具と脳波用電極ならびに接地･参
照電極を頭蓋骨に取り付ける手術を行った。
手術回復後、飲水制限したうえで脳定位固定
オペラント訓練装置を使って頭部固定状態
での前肢レバー操作課題の訓練を施した。こ
の課題は約 3～5 日間で学習することが可能
であり、玉川大学・礒村研究室と同様、月４
～８頭の訓練完了ラットを行動･生理記録実
験に効率よく供給できる体制を同志社大
学・藤山研究室においても整えた。 
 
（2）訓練完了後、一次運動野の前肢領域直
上の頭蓋骨と硬膜を開窓し、あらかじめ手術



時に仮留置しておいた脳波用電極を挿入固
定することにより、安定した皮質脳波が記録
できるようにした。そして運動課題遂行中に、
バイオサイチン 5ｍＭを含むパッチ電極内液
を詰めたガラス微小電極を慎重に皮質内に
挿入して、錐体細胞をホールセルパッチ記録
し、運動に関連した活動を記録した。当初の
目的は皮質ニューロンであったが、電極をさ
らに進めて線条体まで刺入しても、中型有棘
神経細胞から膜電位記録できることが分か
った。そこで、電極形状の改良等を行い、脳
表面から3㎜以上深い位置からも安定的な膜
電位記録ができるように工夫した。このよう
に、大脳皮質錐体細胞と線条体中型有棘神経
細胞の両者をターゲットに実験を行った。 
得られた電気生理学的データ（膜電位、皮

質脳波、レバーの動きの同時誘導）はすべて
コンピュータのデジタルメモリに格納し、解
析を行った。 
 

（3）記録終了後は灌流固定し脳を取りだし
切片下ののち、ディアミノベンジジン（DAB）
を発色基質としたアビジン－ビオチン複合
体（ABC）法により記録細胞を可視化し、そ
の存在位置や形態的特性による細胞種を同
定した。中型有棘神経細胞のサブタイプ同定
を行う際には、免疫組織化学的手法によりサ
ブタイプ特異的マーカー（プレプロエンケフ
ァリン）を染色した（同志社大学・藤山教授
との連携研究）。 
 
４．研究成果 
（1）研究期間中、運動課題訓練に成功し電
気生理学実験を行えたのは 88 匹であった。
そのうち、解析に耐えうる十分な時間、安定
的な膜電位記録に成功したのが 57 ニューロ
ン、中でも特に状態の良い例は 34 ニューロ
ンであった。 
 
（2）5層錐体細胞からは、レバー押し運動の
レバーを引くタイミングに発火するニュー
ロンの膜電位と、レバーを押すタイミングに
発火するニューロンの膜電位記録に成功し
た（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．前肢レバー押し運動関連ニューロン 

礒村研究室における細胞外記録の実験か
ら、このようなタイプのニューロンが存在す
ることは分かっていたが、発火閾値以下の膜
電位変化やシナプス入力が観察されたのは
大きな進歩と考えられる。 
 
（3）実験中、動物は常にレバー押しをして
いるのではなく、むしろ長い休憩時間の合間
に渇きをいやすために短時間レバー押し運
動による飲水をしていた。この長い休憩時間
の間には睡眠もするが、明らかに覚醒状態で
ありながら無動である場合があった。このよ
うな状態では、high voltage spindle（HVS）
と呼ばれる 7-12 Hz の大きな振動活動が脳波
に見られることが報告されていた。本研究に
おいてもHVS様の大きな振動活動が観察され
た（図２）。その際、5層錐体細胞の膜電位に
も大きな膜電位オシレーションが惹起され、
閾値を超えて活動電位が発生する場合もあ
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．無動状態における HVS 様振動活動 
 
（4）大脳皮質 5 層錐体細胞よりも深い位置
に存在する線条体中型有棘神経細胞の安定
した膜電位記録にも挑戦し、成功した（図３）。
皮質脳波との連関については、現在定量的か
つ詳細な解析を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．膜電位記録した線条体中型有棘神経細胞 
 
5 層錐体細胞や中型有棘神経細胞の膜電位

に見られる振動のうち、過分極方向の振れが
GABA 作動性シナプス入力によりもたらされ
る過分極なのかどうかを確かめるために、パ



ッチ電極内液を高 Cl 溶液にしてホールセル
パッチクランプを行った。この条件下では、
GABA の逆転電位が上昇し、GABA 入力が脱分
極性になるはずであったが、膜電位の軌跡は、
高 Cl内液でも低 Cl内液でもあまり違いがあ
るようには見えなかった。したがって、膜電
位の過分極性の振れは、必ずしも GABA 作動
性の抑制性シナプス入力によるものではな
いのかもしれないと考えている。 
 

（5）膜電位記録の成功した線条体中型有棘
神経細胞が、大脳皮質-大脳基底核ループの
直接路と間接路どちらのニューロンなのか
を識別する目的で、間接路ニューロンに特異
的に発現しているプレプロエンケファリン
（PPE）とバイオサイチンとの二重染色を試
みた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．PPE 陽性の記録ニューロン 
 

 このように、無麻酔運動課題遂行中のラッ
トにおいて、インビボホールセルパッチクラ
ンプ法により、皮質錐体細胞や線条体中型有
棘細胞からの膜電位記録が可能であり、解析
に耐えうる時間長のデータが取得できるこ
とが明らかとなった。また、組織学的な手法
を用いた神経回路内のニューロンの同定も
可能であった。得られた電気生理学的データ
に関しては、現在詳細な解析が連携研究者で
ある玉川大学礒村教授の指導のもと、続けら
れている。 
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