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研究成果の概要： 本研究課題では、運動課題を遂行中のラットの一次運動野において、どの

インターニューロン・サブタイプがどのように運動機能の発現や調節に関与しているのかを解

明することを目指した。そして、脳定位固定状態のラットが前肢の自発運動課題を効率よく学

習する装置を開発し、傍細胞記録法とマルチユニット記録法を被検動物に適用し、特に

fast-spiking インターニューロンは運動指令の抑制ではなく形成に参加していることなどを示

した。 
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１．研究開始当初の背景 
過去数十年間、金属微小電極をもちいた単

一ユニット記録法によって脳のどの運動野
領域にどのような運動関連活動をもつ神経
細胞が分布しているかを探る研究が数多く
おこなわれてきた。しかし従来の記録法の欠
点は、ユニット記録した細胞が錐体細胞かイ
ンターニューロンか、新皮質の第何層に属す
るのか、どのような樹状突起の伸展や軸索回
路の形成がみられるのか、形態学的にまった
く同定できないことであった。この欠点を克
服するために、ガラス微小電極により単一ユ
ニット活動を記録した後に、バイオサイチン
色素を電気浸透的に記録細胞内へ負荷する

技術が開発され、特にインターニューロン活
動の記録とそのサブタイプ同定に大きな成
果を挙げつつある(傍細胞記録法)。記録細胞
内へ負荷されたバイオサイチンは数時間後
には樹状突起や軸索内を拡散し、灌流固定後
に ABC染色法を施すと記録細胞だけがまるで
ゴルジ染色のように微細にわたり染色され
て詳細な形態観察が可能となる。一方、近年
大きな発展を遂げているマルチユニット記
録法は記録細胞の形態的同定こそできない
ものの、同時に数十ものユニット活動を分離
して記録することができ、ネットワーク活動
を詳細に調べる有力な武器となってきた。そ
こで、この二つの記録技術を組み合わせて運



動の発現と調節に関わる大脳皮質インター
ニューロンを機能的かつ形態学的に特定す
ることが現実的に可能であると判断した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、ラットに前肢によるレバ

ー押し自発運動課題を遂行させ、傍細胞記録
法により対側の大脳皮質一次運動野から運
動の「開始」や「停止」あるいは「調節」に
関連する単一細胞（錐体細胞とインターニュ
ーロン）の発火活動を記録しバイオサイチン
を細胞内へ負荷する。運動関連活動のほか、
平均発火頻度や自己相関性、バースト発火性、
ユニット幅と形状などを定量化したうえで、
パルバルブミンなどの各種細胞マーカーと
バイオサイチンとの二重染色を施して細胞
形態を詳細に観察し、記録インターニューロ
ンを系統的に同定しサブタイプに分類する。
同時に近傍や周辺領域からマルチユニット
活動を記録して、運動時に同定インターニュ
ーロンが周辺の神経細胞に与える作用を解
析する。このように本研究では、一次運動野
におけるそれぞれのインターニューロン・サ
ブタイプが運動の発現や調節に果たす機能
的役割を、これまでに申請者が国内外で培っ
てきた電気生理学的および形態学的手法を
駆使して具体的に特定することを大きな目
標に据えた。 
 
３．研究の方法 
＜平成 18 年度＞ 当該年度の前半は、未訓
練ラットを使用し傍細胞記録とテトロード
記録の予備的実験を繰り返して最適な実験
環境を決定し、これと並行してラットに前肢
によるレバー押し自発運動課題の訓練を開
始した。動物は行動実験に定評ある
Long-Evans 系ラット(オス 200-400g)を採用
し、初期馴化の後に、イソフルラン麻酔下で
脳定位固定用の２本のパイプと電極挿入用
のチャンバーをラットの頭蓋骨に歯科用セ
メントで取付ける手術をおこなった。飼育ケ
ージ内の飲水制限を課したうえで、温湿度、
明暗、環境音などを制御した訓練室にて毎日
一定の時間帯に一定の実験者が課題の訓練
を施した。脳定位固定状態にある被験ラット
は前肢でレバー(可動範囲 2cm, 一定負荷あ
り)を押し切ると試行が開始し、１秒以上保
持した後に自分の意思でレバーを戻すと報
酬の水滴を与えるように設定した。ほとんど
のラットは訓練２週間以内で運動課題を学
習した。当該年度の後半より、課題遂行中の
ラットから細胞活動の記録と同定、および周
辺ユニット活動の解析を実際に開始した。運
動の発現と調節に関与する一次運動野を記
録対象とし、同一個体に傍細胞記録法とマル
チユニット記録法を組み合わせ、近傍の複数
部位のマルチユニット活動を記録しながら、

目的とする運動関連活動を示す単一細胞が
見つかるまで傍細胞記録電極を進め、良好な
記録(数十試行、約 15 分間)が得られるとす
ぐさま正電流を与えてバイオサイチンを記
録細胞内に負荷した。前肢の運動は常にレバ
ー位置の経時的変化として記録しておき、さ
らに必要に応じて前肢に被覆付銀線電極を
埋め込んで筋電図の測定もおこなった。約 2
‐6時間後にパラホルムアルデヒドをもちい
て灌流固定し、摘出した脳から組織切片を作
成してアビジン－ビオチン複合体(ABC)法に
より記録細胞を染色し、細胞タイプ、層、樹
状突起・軸索投射などを観察した。またパル
バルブミンやカルレチニンなどのインター
ニューロン・マーカーの免疫組織染色との二
重染色も施して、形態学的に記録細胞のサブ
タイプを同定し分類した。 
＜平成 19 年度以降＞ 基本的に前年度の記
録実験を踏襲した。形態学的に同定・分類さ
れたインターニューロンは、平発火頻度や自
己相関性、バースト発火性、ユニット幅と形
状などの基本的な機能的特徴を詳細に解析
したうえで、前肢の位置、速度、加速度など
の運動パラメーターと運動関連発火活動と
の関連性を定量解析し、それぞれが運動の発
現と調節のどの機能に関与しているのかを
特定した。 
 
 
４．研究成果 
本研究の実施により、我々はラットの一次

運動野の運動発現を担う興奮性錐体細胞と
抑制性インターニューロンの役割を明らか
にすることができた。この目的のために、多
数のラットに効率よくオペラント学習課題
を訓練できる脳定位固定オペラント訓練装
置を開発し(特許出願中)、単一神経細胞の発
火活動記録と形態学的同定ができる傍細胞
記録法と複数の神経細胞の発火活動を同時
に記録できるマルチユニット記録法を行動
中のラットに適用する行動学的･生理学的研
究手法を確立した。さらに所属研究チームの
竹川高志研究員を中心としてマルチユニッ
ト記録データから個々の細胞のスパイク活
動を高精度で自動検出するスパイク･ソーテ
ィング･プログラム(ウェーブレット変換を
使ったロバスト変分ベイズ法：実装プログラ
ム EToS)を開発し実用化した(論文投稿中)。 
これらの実験技術をもちいて、ラットが自

発性運動を遂行中に一次運動野の局所回路
における運動情報の流れを追跡した。まず傍
細胞記録法により運動関連活動を示す神経
細胞のサブタイプを形態学的に可視化し同
定した。自発性運動の準備、開始、実行に関
与すると思われる興奮性の錐体細胞(図
1A-C)は各層にわたって分布していた。一方、
バスケット細胞などの抑制性 Fast-spiking



介在細胞のほとんどは運動実行中に活動し
ており(図 1D)、これらの抑制性細胞は運動コ
マンドの｢ゲーティング｣でなく｢シェーピン
グ｣に関与することを示した。次に、マルチ
ユニット記録法により運動関連活動を示す
神経細胞の間にみられる単シナプス性興奮
結合を調べて、一次運動野の局所回路におけ
る運動情報の流れを調べた(図 2A)。そして、
運動開始に関与する神経細胞は、同じ運動開
始グループを興奮させるだけでなく準備や
実行に関与する錐体細胞や介在細胞にも単
シナプス性に信号伝達するという｢機能的皮
質回路｣を解明した(図 2B)。以上の研究成果
は論文投稿中である。 
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