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研究成果の概要（和文）：実験動物の特定の脳部位に比較的広範な障害を作成する技術は、脳の機能を調べる基
本的なツールになりうる。本研究ではそのひとつとして放射線照射の実用性を検討するとともに、新たな行動お
よび電気生理学的な指標の開発を行い、さらには放射線照射以外の脳深部への破壊巣作成法の検討を行った。前
頭葉皮質に放射線照射を行ったサルの眼球運動を最長8か月間評価し、その障害の経時変化を明らかにした。ま
た、小脳や大脳基底核の病変を検知するための行動指標の開発を行った。新しい障害作成法として、化学遺伝学
の手法を用いた可逆的な機能脱落を目指してサル小脳への遺伝子導入を試みた。今後の研究につながる貴重な情
報を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Experimental technique to produce focal brain lesions may provide 
opportunities for future research exploring mechanisms of brain function and recovery from injury. 
As a candidate method, we evaluated the radiosurgical technique. We also tried to develop behavioral
 and electrophysiological techniques to examine subcortical brain functions, and explored new 
methods to generate focal brain lesions. We evaluated the oculomotor behavior in monkeys up to 8 
months following irradiation to the frontal eye field. In addition, we have developed several 
behavioral tasks and a method to record cortical potentials through epi-dural electrodes, both of 
which are usable to detect subcortical dysfunction. Further, we performed a feasible study of 
chemogenetic application to monkeys by injecting a viral vector into the cerebellum. Through these 
studies, we could obtain valuable information for future studies.

研究分野：システム神経生理学、認知神経科学
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１．研究開始当初の背景 
脳の損傷例を対象にした神経心理学研究
や、脳の一部を可逆的・不可逆的に障害した
実験動物の行動解析は、脳の機能を知るため
の最も基本的かつ重要な研究手法である。し
かし、臨床的にみられる数ミリ～数センチメ
ートルにおよぶ比較的広範な障害を脳深部
に作成することは技術的に困難であり、効率
的で精度のよい実験手法の開発が待たれる。 
研究代表者は最近、所属機関内に措置され
たがん治療用の放射線定位照射装置を用い
て、ヒトと相同の脳をもつマカクザルの脳の
特定部位に破壊巣を作成することを試みた。
照射した数頭のうち1頭に関しては組織切片
を作成していたが、他の個体に関しては本研
究開始時にはまだ経過観察中であり、行動評
価を引き続き行う必要があった。また、障害
効果を評価する方法も十分ではなかったた
め、それらの改良・開発が必要であった。さ
らに、研究代表者が目的とする小脳外側部の
機能解析にこの技術を適用するためには、放
射線照射後の浮腫が問題となるため、脳深部
の破壊巣を作成する新しい技術を模索する
必要があった。 
 
２．研究の目的 
開頭することなく効率的に実験動物の脳
の特定部位に比較的広範な障害を作成する
技術は、脳の機能を調べる基本的なツールに
なるだけでなく、脳深部の梗塞、出血、腫瘍、
変性などに引き続いて起こる機能代償のメ
カニズムを調べる研究を展開することにも
利用できる。本研究ではその方法のひとつと
して放射線照射の実用性を検討するととも
に、行動の評価方法の開発、電気生理学的な
指標の開発、さらには脳深部に破壊巣を作成
する放射線照射以外の方法の検討などを行
う。本研究の具体的な実践目標は以下の通り
であった。 
 
(1) 研究開始当初にすでに放射線照射を行っ
ていたサル 2 頭の行動評価を継続すると
ともに、待機的にその脳の病理組織切片
を作成し、行動の変化との相関を調べる。 
 
(2) 研究代表者が目指している大脳基底核や
小脳などの機能評価法を開発するため、
種々の眼球運動課題を試行し、さらには
障害時に変化することが期待される行動
上パラメータを探る。 
 
(3) 行動以外の機能指標として、サル大脳か
らの事象関連電位の記録法を確立する。 
 
(4) 上記と並行して、脳深部に効率よく破壊
巣を作成する方法を模索する。 

 
この中で、前者 3項目については申請時点
で計画していた通りであるが、④に関しては
当初は具体的なアイデアが無かった。しかし、
最近げっ歯類でよく用いられている化学遺
伝学の手法がサルで用いられるようになり、
共同研究によって試行できる可能性が生じ、
並行してこれを進めた。 

３．研究の方法 
サルの飼養に関しては札幌市の許可を得
ており、動物実験は北海道大学動物委員会の
事前承認を得た上で、文科省ナショナルバイ
オリソース計画の指針を遵守して行った。サ
ルをあらかじめ訓練し、頭部の MRI を撮像
した。イソフルレンによる全身麻酔下で無菌
的操作によって眼位測定用のアイコイルと
頭部固定用の器具を埋め込んだ。手術後は十
分な鎮痛を行い、必要に応じて抗生剤の投与
を行った。十分な回復期間の後、眼球運動課
題を数ヶ月にわたって訓練した。 

以下、目的の項であげた 4点について、そ
れぞれの研究方法を述べる。 



(1)前ページ図１のように全身麻酔下で頭部
を固定し前頭眼野を中心に130-150Gyの照射
を行った。照射前後で経時的に眼球運動の評
価を行った。照射後最長 8か月間の行動観察
の後、深麻酔下で心臓灌流した上で抜脳し、
組織切片を作成した。 

(2)行動指標の開発に関しては、小脳や大脳
基底核が関与すると考えられる時間生成課
題やオドボール検出課題、アンチサッカード
課題での潜時変化などの解析を行った。また、
アンチサッカードや時間生成課題での小脳
外側部の機能評価も行った。 

(3)一部の個体で硬膜上に金属プレートを埋
設し、事象関連電位の記録を試みた。 

(4)新たな破壊巣を作成する技術として化学
遺伝学の手法の小脳への導入を目指して技
術開発を行った。共同研究を通じて、小脳外
側にウイルスベクターの接種を行った。 

４．研究成果 
(1)放射線深部照射後の機能評価を継続的に
行った。記憶誘導性サッカード（図２）と滑
動性追跡眼球運動（図３）で明らかな変化が
認められ、これを最長８か月間追跡調査した。
これらの研究成果を英文原著として発表し
た（Kunimatsu et al., 2015）。 

(2)脳損傷後の機能評価に用いるために、
様々な課題でサルの行動解析を行い、多くの

学会発表を行った。また、小脳外側部の機能
評価のパラメータを探るために、アンチサッ
カードへの小脳の薬理学的不活化の影響を
調べた（図４）。また、時間生成課題への小
脳の関与や、潜時と瞳孔径の相関なども調査
した。これらの研究成果の一部を原著論文と
して発表することができた（Kunimatsu et 
al., 2016; Suzuki et al., 2016; Ohmae et 
al., 2017）。これらの行動指標は今後、脳深
部の破壊巣や回復過程の評価に利用できる
と考えられる。 

(3)サルの事象関連電位を計測することに挑
戦した。最初は頭皮上からの記録を試みたが、
日ごとに波形が変化して、信頼できるデータ
を得ることができなかった。そのため、1 頭
の硬膜上に複数のプラチナ板を慢性的に埋
設し、ここから脳波を導出することを試みた。
現在、良好な事象関連電位の記録が得られて
おり、様々な行動課題での測定を試みている。
今後は上記の行動指標とともに、硬膜上電極
からの脳波記録も脳深部の障害とその回復
過程の機能評価に用いることができると期
待される。 

(4)最後に、これらの研究と並行して、放射
線照射に代わる脳深部の破壊巣の作製技術



を模索した。共同研究を通じて小脳プルキン
エ細胞特異的なプロモータ下に変異型のヒ
トムスカリン性受容体（hM4）を発現するア
デノ随伴ウイルスベクターを入手し、小脳外
側への接種を試みた。マンガンを加えること
で、注入部位を正確に MRI で確認することが
できた（図５）。接種量が少なく、リガンド
投与による行動変化を確認するには至らな
かったが、化学遺伝学的手法を用いた研究を
進めるにあたっての様々な課題が明らかに
なり、今後の研究につながる大変貴重な情報
を得ることができた。 
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