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研究成果の概要（和文）：本研究では、摘出全脳に覚醒様状態を誘導し、神経活動パターンに応じた報酬を与え
ることで学習可能性を検証することを目的とした。研究期間を通じ、摘出全脳標本の海馬でsharp wave ripple
（SWR）を安定して観察し、その発生機序や半球間伝播を明らかにした。また、神経伝達物質適用や感覚器付随
摘出による覚醒誘導、GCaMP6の高効率発現、GABA抗体染色の確立にも成功した。今後は、情報入力に伴うSWR変
化を解析し、学習機構の理解を目指す。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to induce an awake-like state in ex vivo whole-brain 
preparations and to test the possibility of learning by providing rewards based on neural activity 
patterns. We successfully achieved stable observation of sharp wave ripples (SWRs) in the 
hippocampus of the ex vivo brain and elucidated aspects of their generation mechanisms and 
interhemispheric propagation. We also succeeded in inducing an awake-like state by applying 
neurotransmitters or preserving sensory organs during brain extraction, enhancing GCaMP6 expression 
efficiency in cortical neurons, and establishing reliable GABA immunostaining. Moving forward, we 
will analyze SWR changes following information input to better understand the mechanisms underlying 
learning.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、摘出全脳において覚醒様状態と記憶関連脳波の再現に成功し、神経活動と学習との因果関係を直接検
証できる新たな実験モデルを提示した点で学術的意義が大きい。また、sharp wave rippleの発生機序や情報伝
播機構の解明は、記憶形成メカニズムの理解を深め、脳機能障害の治療法開発にも貢献する可能性がある。今
後、基礎神経科学のみならず、医療・工学分野への波及効果も期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
脳内報酬系への電気刺激は、強力な学習強化手段として古くから知られている。OldsとMilner
の古典的研究（1954 年）以来、動物が脳内の特定部位に電気刺激が与えられることを報酬とし
てレバー押し行動等を自発的に学習する現象が確認されている。こうした「脳刺激による報酬」
（Brain Stimulation Reward, BSR）は非常に強力で、例えば空腹のラットでさえも自ら電気刺激を
与える行動を優先し、目の前の餌を無視することさえあると報告されている。 
研究代表者らは、近年、爬虫類であるオーストラリアドラゴン（Pogona vitticeps、以下ドラゴン）
から全脳を摘出し、その標本上でノンレム睡眠状態を再現することに成功した。この標本に覚醒
状態を誘導することに成功すれば、摘出標本上で BSR を再現することができるかもしれない。
これに成功すれば、学習中の脳全体のネットワーク動態を観察することが可能となり、学習の仕
組みへの理解は劇的に進むであろう。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、摘出全脳標本に覚醒様状態を誘導する方法を見つけること、および BSRを
試みることである。 
 
３．研究の方法 
 成体のドラゴンを対象に、イソフルランにより深麻酔を施し、角膜反射が消失した後に断頭し
た。頭部は迅速に冷却した ACSF（人口脳脊髄液）に移し、95% O₂/5% CO₂ガスでバブリングし
た。 
脳を ACSF 中で摘出し、ACSF 中で最低 60 分間回復させた後、実験に使用した。生理学実験中
は、ACSFを 4–20℃で毎分 3-8 mlの速度で灌流した。局所場電位（LFP）記録には、マイクロ電
極アレイ、シリコンプローブ、または ACSFで満たしたガラスピペットを用い、ターゲット領域
にマニピュレーターを用いて慎重に配置した。記録信号は 2 kHzでローパスフィルタをかけ、20 
kHz でデジタル化した。免疫染色については、灌流固定後、脳を 4℃で 16 時間後固定し、その
後 30%ショ糖溶液中で 24時間浸漬した。脳は−24℃のミクロトームで冠状断（厚さ 60 μm）にス
ライスした。切片は PBST 中で 30 分間透過処理後、一次抗体（GABA など）で 4℃・一晩イン
キュベートした。洗浄後、二次抗体で 4時間室温インキュベートし、さらに洗浄した。共焦点ま
たは蛍光顕微鏡（倍率 10×、20×、40×）で撮像した。 
 
４．研究成果 
 研究成果は大きく分けて三点ある。： 
１．まず、様々な条件検討の末、覚醒時に濃度が上昇されることが知られる神経伝達物質を適用
することにより、全脳摘出標本に覚醒状態を誘導することに成功した。また、全脳を眼球ととも
に摘出し、網膜に直接光を照射することでも覚醒様状態を誘導することに成功した（図１）。 
 
２．哺乳類の海馬で観察されることが知られている sharp wave rippleを爬虫類の海馬で観察する
ことに成功した。Sharp wave ripple発生時には学習時に活動した神経活動の再生（リプレイ）が
生じることが知られているため、摘出全脳標本上でもリプレイを観察できる可能性が浮上した。 
 
３．本研究の遂行中に、これまで本実験動物でワークしていなかった GABA の抗体染色にも成
功したため、今後は生理学実験後に、細胞種を分けて解析することが可能となった。 
 
反対に、唯一達成できなかった点がオペラント学習の系の立ち上げである。覚醒状態を誘導す
る条件の検討に時間を要したこと、一部予定を変更して sharp wave rippleの発生メカニズムの検
討に時間を割いたこと、そして研究遂行中に名古屋大学へ異動することになり、実験を行えない
期間ができてしまったことが挙げられる。本研究助成を頂けたおかげで申請研究を無事に軌道
に乗せることができたため、引き続き挑戦を続けてゆきたい。本研究成果が今後の ex vivo脳研
究の発展の一助となることを期待している。 



 

 
 
 

      

図 1-1眼球-脳摘出標本（左）と実験の模式図（右） 

眼球-脳標本の立ち上げに成功したため、全脳 ex vivo標本に、視覚刺激を与えながらパッチクランプ、多電極
アレイ（MEA）記録、カルシウムイメージングを同時に行うことが可能となった。 

 

図 1-2 全脳標本上で再現した徐波睡眠・レム睡眠・覚醒状態 
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