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研究成果の概要（和文）：私たちは、マウスでの経頭蓋電気刺激法を開発し、それを使って大脳

皮質一次感覚野からマルチモダルな連合野へとつながる皮質経路を解析した。この方法で誘起

した神経活動は、経頭蓋フラビン蛋白質蛍光イメージングにより検出し、一次感覚野からの皮

質経路は、この刺激法を逐次用いることで追跡した。解析によって、各モダリティの感覚情報

は視覚野・体性感覚野・聴覚野に囲まれた２野に集まり、そこから頭頂の連合野へと送られる

ことが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a transcranial electrical stimulation technique to 

investigate cortical pathways linking primary to multimodal sensory association areas in 

mice. The evoked cortical responses by this method were revealed by transcranial 

flavoprotein fluorescence imaging. Cortical pathways arising from primary sensory areas 

were tracked by sequential applications of this technique. The results indicate that area 2, 

surrounded by visual, somatosensory and auditory cortices, receives input from all three 

primary sensory areas, and projects to the parietal association cortex. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）大脳皮質高次感覚野 

高次感覚野は、異なるモダリティの感覚情
報の統合や、逆行的に一次感覚野の修飾をお
こなうとされているが、その詳しいメカニズ
ムはよく分かっていない。そこで研究代表者
のグループは、分子機構の解析が容易な齧歯
類を用いて高次感覚野の機能とそのメカニ

ズムの解明に取り組んできた。 

 

（２）フラビン蛋白蛍光イメージング 

この問題に取り組むにあたり、研究代表者
らのグループでは、フラビン蛋白質蛍光イメ
ージング（ミトコンドリア酸素代謝とカップ
リングしたフラビン蛋白質の自家蛍光を使
った脳機能イメージング）という新しい手法
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を開発し、主要な研究手段として大脳皮質の
解析をおこなってきた。脳切片における in 

vitro イメージングでは、領野間の機能結合の
特性や可塑性を解析してきた。また、麻酔動
物における in vivo イメージングでは、聴覚
野・体性感覚野・視覚野の特性や経験依存的
可塑性を明らかにしてきた。これらの研究に
より、大脳皮質の神経活動を、簡便かつ再現
性高く定量的に測定できる方法として、フラ
ビン蛋白質蛍光イメージングを発展させて
きた。特にマウスの場合、頭蓋骨の透明度が
高く、経頭蓋イメージングが可能であり、通
常は難易度が高いとされるイメージング実
験を、簡便かつ脳への侵襲も少ないものにす
ることができる。我々は、このマウスの経頭
蓋イメージングが特に有効な手法であるこ
とを実証してきた。 

 

（３）高次感覚野のイメージング 

ところが、高次感覚野の経頭蓋イメージン
グは、自然刺激を用いる限り困難である。そ
の理由は、麻酔により高次感覚野の反応性が
低下し、さらには高次感覚野を活性化させる
至適刺激が不明であることによる。しかし、
脳切片における in vitro イメージングでは、
一次感覚野とその周辺の高次領野との機能
結合を、電気刺激を用いることで活性化し、
その機能の一端を解析することができる。そ
こで麻酔動物の経頭蓋イメージングにおい
ても、電気刺激により一次感覚野と高次感覚
野をつなぐ機能結合を活性化させれば、高次
感覚野の機能の手がかりが得られるのでは
ないかと期待した。 

 

２．研究の目的 

（１）経頭蓋電気刺激法の確立 

一般に大脳皮質を電気刺激するには、従来
の方法(図１左)では、頭蓋骨に穴を開け、電
極を皮質に刺入する必要があり、経頭蓋イメ
ージングと両立しない。そこで頭蓋骨に穴を
開けない経頭蓋電気刺激法を試みた(図１右)。
まず、歯科用ドリルの刃でマウス頭蓋骨を削
り、わずかな力で歪曲するまで薄くした。そ
こへ先端を丸めた太目の電極を、頭蓋骨に押
し当て、圧力を加えると、頭蓋骨と脳実質の
間のスペースが変形し、電極が薄い頭蓋骨を
介して大脳皮質に接する。この状態で電流を
流すと、脳脊髄液に拡散せずに、電極→頭蓋
骨→大脳皮質へと刺激電流が流れると考え
た。実際、予備実験をおこなったところ、刺
激部位付近の大脳皮質を活性化することが
できた。 

この経頭蓋電気刺激法の特性を調べ、手法
として確立するとともに、大脳皮質領野間の
機能的結合の活性化に適切な方法であるか
を調べることにした。 

 

 

（２）感覚情報伝達の大脳皮質マップの作製 

経頭蓋電気刺激法では刺激電極の位置を
容易に何回も変更できるので、一次感覚野か
して複雑な感覚情報処理システム全体を解
析する、逐次経頭蓋電気刺激法という手法が
可能である。 

この手法を用いて、一次視覚野・一次体性
感覚野・一次聴覚野から、様々な高次感覚野
へと感覚情報が伝播する様相を明らかにし、
全体の流れを俯瞰する機能マップを作製し
て、高次領野の機能に関する洞察を得ること
にした。 

 

（３）頭頂連合野の生理的機能の解明 

 逐次経頭蓋電気刺激法を用いた予備実験
をおこなったところ、複数の一次感覚野から
の機能投射は頭頂連合野に収束するらしい
ことを見いだした。霊長類の頭頂連合野は、
異なるモダリティの感覚情報を統合し、空間
認知・記憶・学習を担うとされているので、
これに相当するような機能をマウスの頭頂
連合野も有するかもしれないと考え、検証す
ることにした。 

 研究代表者のグループの吉武らは、プリズ
ム装着による斜視マウスの視覚野応答を解
析した。その結果、プリズム斜視により視覚
野の応答が減弱するが、ヒゲが予め切除され
たマウスではこの減弱が生じないことを見
いだした。この結果は、ヒゲによる空間情報
と視覚による空間情報とがプリズムにより
食い違った場合、視覚情報が抑圧されるが、
ヒゲを切ったマウスではヒゲ情報が入力さ
れないので、この抑圧が生じないことを示唆
している。このような視覚情報とヒゲ情報の
干渉が生ずるためには視覚情報とヒゲ情報
という２つの空間情報を統合する脳部位が
必要だと考え、両者が収束する頭頂連合野は
視覚情報とヒゲ情報の統合を担っているの
ではないかと推測した。そこで、この仮説の
是非を調べることにした。 

 

３．研究の方法 

 本研究は、新潟大学動物実験指針に基づい
ておこなった。 

①手術 

 マウスはウレタン(1.65 g/kg, i.p.)で麻酔し
た。局所麻酔(bupivacaine)を注入後、頭蓋骨

大脳皮質

頭蓋骨

流動パラフィン
（乾燥を防ぐ） 薄く削られた

頭蓋骨
電極

先の丸い
太目の電極

電気刺激により誘起された興奮

脳脊髄液

直接電気刺激法 経頭蓋電気刺激法

図１　大脳皮質を電気刺激する２つの方法



 

 

上の皮膚と左側の側頭筋を切除した。歯科用
レジンを用いて右頭蓋骨に金具を接着し、頭
部を固定した。左頭蓋骨は歯科用ドリルの刃
を使って削り、わずかな力で歪曲するまで薄
くした。その後、表面を流動パラフィンで覆
うことで乾燥を防ぎ、頭蓋骨の透明度を維持
した。 

②麻酔下マウスのイメージング 

 イメージング実験は麻酔開始から１時間
以上経過してから始めた。マウスを 30°～45°

傾け、左半球の視覚野・体性感覚野・聴覚野
を蛍光実体顕微鏡の視野に収めた。75 ワット
のキセノンランプを光源とする青色光
(λ=470-490 nm)で励起し、得られた緑色蛍光
画像(λ=500-550 nm、128×168 pixels)を、冷
却 CCD カメラ(浜松ホトニクス ORCA-ER)

を使って毎秒７コマの速度で６０コマ取り
込んだ。画像を滑らかにするため、5×5 pixel

の空間フィルターをかけた。20-60 秒間隔で
20 セットの画像を取り込み、平均加算した。
その画像を刺激直前の３枚の画像の平均で
割るという正規化をピクセル毎におこなっ
た。 

③自然刺激による一次感覚野のマッピング 

 一次視覚野は赤色LEDを使って刺激した。
LED はマウスから３０センチ離れた水平面
に設置した。LED を１秒間点灯して、オン反
応を記録した。一次体性感覚野のバレル野は、
ガルバノメーターで１０ヘルツの振動刺激
を何本かのヒゲに１秒間与えておこなった。
前肢・後肢に相当する大脳皮質領野は、２極
電極を用いて前肢・後肢の皮膚に電気刺激
(500 μA ・200 μs の２相性電流を１０ヘル
ツで３発)を与えて可視化した。一次聴覚野は
5-20 kHz の AM 音を使って刺激した。音の
持続時間は 0.5 秒、音圧は 60 dB SPL を用い
た。 

④大脳皮質の電気刺激 

 大脳皮質に、50-600 μA ・200 μs の２相性
電流を１０ヘルツで１０発加えた。経頭蓋電
気刺激法では、縫い針や先を尖らせた針金を
電極として用いた。直接電気刺激法では、タ
ングステン電極を用いた。グラント電極は側
頭筋に設置した。 

⑤スライスの調整 

 マウスをエーテルで深く麻酔して断頭し
た後、氷冷した生理食塩水中に脳を取り出し
た。マイクロスライサー(Dosaka、DTK-2000)

を使って、一次視覚野と一次聴覚野含む厚さ
500 μm の冠状スライスを切り出した。その
スライスを生理食塩水中で１時間以上培養
した後、実験に使用した。 

⑥スライスのイメージング 

 酸素ガスで飽和した生理食塩水を 0.8-1.1 

ml/minの速度で還流したチャンバーの中に、
ポリテトラフルオロエチレン膜を設置した。
その膜上に置いたスライスを倒立顕微鏡で

観察した。青色光(λ=470-490 nm)で励起し、
得られた緑色蛍光画像(λ=500-550 nm)を、冷
却 CCD カメラ(浜松ホトニクス HiSCA)を使
って毎秒 2コマの速度で４０コマ取り込んだ。
2 分間隔で 5 セットの画像を取り込み、平均
加算した。 

⑦スライスの電気刺激 

 刺激電極には、テフロンコートした白金線
(金属部分直径 50 μm)を用いた。白金線の切
断面をスライス表面に置き、100 μA ・200 μs

の２相性電流を１０ヘルツで２０発加えた。 

 

４．研究成果 
（１）経頭蓋電気刺激法の特性 

①刺激電極の形状 
適切な電極を選択するため、幾つかの形状

の電極を使って経頭蓋電気刺激をおこない、
比較検討した(図２)。 

先端のとがった縫い針は骨を貫通してし
まい、皮質を刺激できなかった。先端を砥石
で鈍らした縫い針は、効果的に刺激すること
ができた。太さ 1mm の針金では、刺激でき
はするものの、低い電流密度のため効率が低
く、太い形状がイメージングの邪魔になった。
以上から、経頭蓋電気刺激法には先端を鈍ら
した縫い針が最適であるとの結論を得た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②経頭蓋電気刺激法の特性 

従来の方法である直接電気刺激法と比較
して、経頭蓋電気刺激法の特性を調べた。 

まず、刺激強度と反応との関係を比較した
(図３)。様々な刺激強度を皮質に加え、それ
によって誘起された神経活動を計測し、刺激
効率の差異を明らかにした。経頭蓋電気刺激
法では、直接電気刺激法と同程度の反応を得
るには、より大きな電流強度が必要であるこ
とが分かった。 

次に、誘起された神経活動の空間分布パタ
ーンと経時変化について比較した(図４)。一
次視覚野中央付近を直接電気刺激法および
経頭蓋電気刺激法で刺激し、その反応を計測
した。刺激効率の差異は、刺激強度に差をつ
けることで補正した。電気刺激により誘起さ

図２　電極の形状と誘起された反応　



 

 

れた神経活動の皮質上での広がり方と時間
経過は、経頭蓋電気刺激法と直接電気刺激法
とで大きな差異は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③経頭蓋電気刺激法の刺激層 

経頭蓋電気刺激法で主に刺激される皮質
層を特定するため、浅い層または深い層に電
極を刺入した直接電気刺激と、誘起された神
経活動の空間分布パターンについて比較し
た(図５)。 

直接電気刺激法で一次視覚野中央付近を
刺激した。II/III 層を刺激した場合に比べ、V

層を刺激した時には神経活動の誘起は顕著
な広がりを見せた。同様の傾向は、スライス
を用いた実験でも観察された。一方、経頭蓋
電気刺激法で同部位を刺激した時に見られ
た活動の空間パターンは、II/III 層を刺激し
た時と類似していた。従って、経頭蓋電気刺
激法は、大脳皮質の浅い層・II/III 層を主に
刺激していると結論できた。 

一般に、大脳皮質の異なる領野には II/III

層の錐体細胞から投射されているとされて

いる。従って、II/III 層を主に刺激する経頭
蓋電気刺激法は、大脳皮質領野間の機能的結
合を刺激・可視化するのに適した方法である
と考えられる。 

 

 

 

④可視化された機能的結合の薬理学的特性 

経頭蓋電気刺激法によって可視化された
機能的結合の基本的特性を調べた。その機能
的結合を含むスライスを調整し、in vitro イ
メージングを用いた薬理学的実験によって、
その結合のグルタミン酸受容体依存性を調
べた(図６)。 

一次視覚野の外側・内側に位置する二次視
覚野 lV2 と mV2 が互いに投射していること
を経頭蓋電気刺激法によって明らかにした
が、同部位を切り出したスライスにおいても、
相互への結合を可視化することができた。そ
のスライスイメージングにおいて、グルタミ
ン酸受容体のアンタゴニスト CNQX を投与
すると、相互への活動伝播が消失したことか
ら、lV2・mV2 間の機能的結合はグルタミン
酸依存的であることが分かった。 

以上から、グルタミン酸依存的な皮質内機
能的結合を経頭蓋電気刺激法によって可視
化できることが実証できた。 

 

 
 
（２）感覚情報伝達経路の探索 
初めに、各モダリティの自然刺激により、

各一次感覚野をマップした。次に、一次感覚
野を経頭蓋電気刺激して誘起された神経活
動を記録した。『その後、伝播した活動部位
に電極を移し、同じく電気刺激して活動を記
録した。』以降、『』で囲まれた操作を繰り返
す逐次経頭蓋電気刺激法をおこない、感覚情
報の伝播経路を調べた。 
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まず、視覚情報の皮質内伝達経路を解析し
た(図７)。一次視覚野 V1 を刺激したところ、
外側と内側の二次視覚野 lV2 と mV2 に活動
が伝播した。lV2 および mV2 に電極を移し
て刺激すると、lV2・mV2 間の相互結合が可
視化された他に、活動の一部が２野へと伝播
することが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
同様の実験を、一次体性感覚野と一次聴覚

野を起点としておこなった。一次体性感覚野
のバレル野・前肢・後肢および一次聴覚野か
ら２野への伝播が観察できた(図８)。 
以上の結果から、視覚・聴覚・体性感覚野

という３つの異なるモダリティの感覚情報
は、視覚野・聴覚野・体性感覚野に囲まれた
２野に収束することが明らかになり、２野が
マルチモダルな統合に機能していることが
示唆された。 

次に、２野からの伝達経路を解析するため、
２野を起点とした逐次経頭蓋電気刺激法を
おこなった(図８)。２野からは内側の頭頂連
合野へと活動は伝播し、さらにその後は正中
線に沿って前方の前頭葉へと伝播した。また、
２野と頭頂連合野は相互に投射していた。こ
の結果は、両者の機能が互いに関連している
ことを示しているのかもしれない。以上より、
異なるモダリティの感覚情報を２野および
頭頂連合野が受け取ることから、霊長類の頭
頂連合野と同様に、マウスの頭頂連合野も感
覚情報を統合して空間認知・記憶・学習など
の機能を持つかもしれないという示唆を得
られた。 
 
（３）空間認知に機能するマウス頭頂連合野 
 頭頂連合野を破壊、その機能を損傷させた
マウスと、何も処置をしていないマウスとに、
プリズムを装着した。１週間の飼育の後、LED
光刺激に対する一次視覚野の応答をイメー
ジングによって定量した。 

抑圧の程度を比較したところ、頭頂連合野
を破壊したマウスでは視覚野応答抑圧が見
られなかった。従って、マウス頭頂連合野に
は、異なるモダリティの感覚情報を統合して
空間を認知する機能があるという結果が得
られた。つまり、霊長類の頭頂連合野の機能
の少なくとも一部については、マウス頭頂連
合野も相同な機能を持っていると考えられ
る。 
 

 
 
（４）まとめ 
高次領野の機能とそのメカニズムを解析

していくうえで、遺伝子改変動物を利用しや
すいという利点を持つモデル生物・マウスは
大変有用な実験対象である。ところが意外な
ことに、マウスの神経解剖学的な知見は驚く
ほど少なく、感覚情報の大脳皮質経路も明ら
かにされていなかった。おそらくはその小さ
さ故、より大きな齧歯類・ラットが解析の対
象に古くから選択されてきたからだと思わ
れる。もちろん同じ齧歯類であるので、解剖
学的にはマウスとラットはよく似ていると
期待できる。しかし、マウスを使った解析を
進めていくには、マウスの神経解剖学的知見
をおさえることが必要である。本研究で確立
した経頭蓋電気刺激法は、フラビン蛋白質蛍
光イメージングと組み合わせることで、非常
に簡便に皮質内の機能的結合を可視化する
ことでき、本研究でも実証したように、マウ
スの神経解剖学的知見の穴を素早く埋める
ことができる。この方法を利用することで、
高次感覚野の機能とそのメカニズムの解明
という研究が、今後さらに発展することが期
待できる。 
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