
Freshman技術講座● 261

はじめに

ラット（Rattus norvegicus，Rat（s））は，そ

の取り扱いやすさから，生理学，特に神経生理学

において，in vivoおよび in vitroで頻繁に用い

られる実験動物の一つである．従って，ラットを

用いた in vivoの神経生理学的実験の種類も膨大

な数になると思われる．ここでは，はじめにラッ

トの取り扱いや麻酔について述べ，神経生理学の

実験に必要と思われるいくつかの方法について述

べる．しかし，ここで述べる薬物注入カニューレ

や刺激・破壊電極の作成や植え込み，およびワイ

ヤー電極を用いた慢性神経活動記録や経咽頭的ア

プローチ法は，細かい点では，個々の研究者や研

究室で異なっていると思われる．従って，あくま

でも筆者が経験したことや見聞きした事を中心に

述べるに過ぎないという点を御承知いただきた

い．また，「Freshman技術講座」ということで，

言わずもがなの常識的なことや，論文には記載さ

れないような細かいノウハウについても，重要と

思われることについてはできるだけ述べたい．

I．取り扱い

ラットは，最近ペットとしても飼育されてきて

いるように，元来，おとなしく，人間にも馴れや

すい動物である．しかし，単独で長期間飼育して

いたり，床替えなどを怠っていたりすると（少な

くとも一週間に一度は必要），動きが粗暴になり，

麻酔などの取り扱いに余計なストレスを与えるこ

とになる．さらに都合の悪いことには，麻酔自体

が効きにくくなるような印象があり，過剰な麻酔

のために手術中に死亡する確率も増えることが考

えられる．

しかし，もっと大事なことは，記録電極や，カ

ニューレなどを慢性留置した後の回復期間や，記

録や薬物投与を反復する際に，ハンドリングを十

分しておくことである．すなわち，記録や薬物の

注入時にワイヤーやチューブを装着する必要があ

るが，通常はひざの上で行うことが多い．これを

無麻酔で手早く行うためには，本番の前から，ラ

ットをひざの上に乗せ，馴れさせる動作を少なく

とも一日に一度は行っておくとよい．ハンドリン

グが十分できていないと，ラットが落ち着かずに

記録や注入までに時間がかかってストレスを与え

たり，留置したカニューレ等が取れてしまうなど

のトラブルや，ひいてはデータのばらつきなどの

原因にもなりうる．

II．麻酔

一般に麻酔は，腹腔内投与が多いが，ハンドリ

ングが十分でない時や馴れないうちは，結構死亡

してしまうこともあり，ばかにはできない．死亡

の原因としては，①腹腔内や後腹膜の出血（死後，

開腹すると大きな血腫を確認できる），②血管か

ら急速に吸収された場合，③皮下注射になってな

かなか麻酔が効かず，それが分からずに麻酔薬を

追加し，過剰投与になった場合，などが考えられ

る．ラットは，マウスのように片手で持つことが

できない場合が多いので，最も確実な方法は，二

人で麻酔することであろう．一人の場合には，底

面に金網を張った箱を，中でラットがあまり動け

ないような大きさに作り，金網越し腹腔内注射す

るとよい．あるいは，しっぽを持ち上げて，前脚

がついている状態で比較的細い針（26-7G）を用

いて，素早く行うこともできる．粗暴なラットほ

ど事故も多い．よく用いられる麻酔薬としては，
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以下のものがある．

（1）Pentobarbital sodium（ネンブタール ®）：

記録電極や薬物注入カニューレの慢性留置など，

一時的な麻酔が必要なときに用いられる．われわ

れは，少なくとも1時間程度持続させるために，

50 mg/kgを目安に腹腔内投与している．

（2）Carbamic acid ethyl ester（Urethane，ウレ

タン）：長時間効果が持続するので，in vivo麻

酔下の急性実験によく用いられる．20～25％溶

液を用いて1～1.5g/kg前後を投与する．ウレタ

ン単独では血糖が著明に上昇するので，高血糖を

避けたい実験系ではウレタンの量を1g/kg以下

に減らして，α-chloralose（0.06g/kg）を混合す

る．ただし，α-chloraloseは水に溶けにくいので，

溶液を作成するときはpHを調整するためSodi-

um Borateを加える．α-chloraloseの溶解を促進

するため，溶液の温度を上昇させるのは，毒性の

強いβアイソフォームが産生されるので避けたほ

うがよい．われわれは，100mlの蒸留水に，ウレ

タンを11.66g，α-chloraloseを 1.0g，Borateを

1.5g溶かし，100g体重当り0.6mlで腹腔内投与し

ている．この場合，ウレタンが0.7g/kg，α-chlo-

raloseが0.06g/kgとなる．

（3）Ketamine hydrochloride（ケタラール ®）：

比較的短時間の麻酔に用いる．100mg/kgで1～

2時間は持続する．一般に，Pentobarbitral麻酔

より神経活動の抑制が少ないので，例えば，慢性

記録電極の植え込み時に，術中に確認のために神

経活動を記録する必要がある場合などにも用いら

れる．

（4）吸入麻酔：Ether（エーテル）は，吸入麻酔

剤としてよく用いられるが，持続時間が短く維持

が困難な場合が多い．気管カニューレによる人工

呼吸下においてHalothaneやMethoxyfluraneが

用いられているが，自律神経系の実験など，麻酔

深度がデータに大きく影響する場合は，麻酔の深

度を一定に保つために有用である．また，Isoflu-

raneを用い，鼻腔から吸入させる小動物用吸入

麻酔器もあるが，換気には十分注意する必要があ

る．

III．脳定位固定装置（stereotaxic apparatus）
と脳地図（brain map）

神経科学の領域において，脳を扱う場合に是非

とも必要になるのが脳定位固定装置を用いた手術

および急性実験である．国産および外国製，さら

に脊髄固定も可能なものまで様々なタイプの固定

装置がある．頭部の固定について最も大事な注意

点は，当然のことながら，確実なear bar（両外

耳道に挿入する鋼鉄の棒）の装着である．馴れれ

ば簡単だが，最初は案外難しい．入ったときの感

触を確認しながら，とにかく練習をするしかない

が，きちんと入れば頭部は1mmたりとも動かな

い，ということを頭において妥協せずに練習する

必要がある．

次に脳地図であるが，最近の論文では，Paxi-

nos G and Watson Cの“The Rat Brain in Stero-

taxic Coordinates”［1］が最も多く使われている

のではないだろうか．このアトラスは，1982年

が初版で現在CD-ROMとともに第4版が出版さ

れている．筆者は，扱いやすいので，やはりCD-

ROM付でA4サイズの第3版を用いている．多く

使われている理由として，（1）目的とする部位の

AP座標が interaural line（両外耳道を結ぶ線）

からだけでなく，ブレグマからの距離が示してあ

り，H座標が脳表面からの距離として読み取れる

ため，0座標の位置（reference）をとる必要がな

く，それまでの脳地図と比較してずいぶん手間が

省けること，（2）実験に最も使用される250～

350 gのラットの脳地図であること，などが考え

られる．ただし注意点として，（1）incisor bar

（切歯棒）の上端がinteraural lineより3.3 mm低

くなるように（この時，ブレグマとラムダは同じ

高さ，すなわち頭蓋骨の表面は水平になっている）

設定しなければならない．特に，incisor barが可

動になっている固定装置が多いので，必ず確認す

る必要がある．また，（2）Strainにより脳がそれ

ほど異なるとは考えにくいが，一応，原典は

Wistarラットを用いている．1998年に出版され

たSwanson L.W.の脳地図［2］は315gのS-Dラ

ットから作成されている．
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その他，以前は，König & Klippel［3］やDe

Grootの脳地図がよく用いられていたが，0座標

の位置をとる必要がある．また，König & Klip-

pel［3］の脳地図は，150gのラットを用いてい

る点や，incisor barと interaural lineとの距離が

2.4mmである点などが異なっている．

IV．薬物の脳室および脳実質内投与

神経科学の実験において，脳内に種々の薬物を

投与することは，しばしば必要となる．ここでは，

ラットの脳室（側脳室，第三脳室），および脳実

質内への薬物の微量注入法について述べる．

（1）脳室内注入：

細かい点ではそれぞれ独自の方法があると思わ

れるが，筆者は，基本的には，注入日の約1週間

前にガイドカニューレを留置しておき，当日は薬

物を先端まで満たした注入カニューレを用いて注

入する．図1aは，術後の最終的な模式図である

が，以下に手順を追って述べる．

①ガイドカニューレの作製：

（a）側脳室の場合は21G，第三脳室の場合は23G

のステンレスチューブを，先端を少し斜めに削っ

て一定の長さにそろえる．長さは，ラットの障害

にならないためにも，あるいは回復中に外れるな

どのトラブルを避けるためにも，できるだけ短い

にこしたことはないが，刺入用のマニプレータに

取り付ける余裕が必要なので，通常側脳室の場合

は12mm，第三脳室の場合は16mm程度にしてい

る．

（b）留置した時に，頭蓋骨の直上にあたると思

われる部分に，小さなハンダの球を付けておく

（チューブがステンレスなのでフラックスが必

要）．これがないと，デンタルセメントで固めて

もカニューレが容易に脳の中に入ってしまうこと

がしばしばある．

②植え込み：

（a）先端がガイドカニューレからほんの少し出る

長さのスタイレットを用意する．ステンレスチュ

ーブで作るときは，21Gに対しては26G，23Gに

対しては30Gがよい（図1aおよびb）．

脳定位固定装置のマニプレータに電極固定ネジ

で固定するが，われわれはガイドカニューレを短

くするためと，後述するように脳室へ入ったこと

を確認するためのスタイレットの上下を容易にす
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図1．薬物の脳室内および脳内注入法の模式図
a．脳室内カニューレの慢性留置．b．カニューレのマニプレータへの装着．
c．注入用カニューレ（詳細は本文参照）．



るため，留め金を図1bのように四角に切り込ん

でいる．

（b）ラットを脳定位固定装置につけ，頭蓋骨を

露出する．骨表面を綿花などでしっかりとこすり，

結合組織などを残さないようにする．以下に述べ

るcoordinatesに従い，刺入位置の骨表面に印を

つけ，骨に歯科用ドリルで穴を開ける．第三脳室

の場合は，正中（L：0mm）なので骨片を取り

除く際には，上矢状静脈洞（superior sagittal

sinus）に注意する．硬膜はとっておく必要はな

い．

（c）ガイドカニューレ先端のcoordinates（Paxi-

nos & Watson）は，側脳室が，［A：ブレグマよ

り0.8mm後ろ，L：1.6mm，H：脳表面より4.3

～ 4.5mm］，第三脳室が，［A：ブレグマより

1.8mm後ろ，L：0mm，H：脳表面より7.8～

8.0mm］にしている．

植え込みで最も重要なことは，脳室内に確実に

入ったことを確認することである．そのために，

はじめに0.3～0.5mm深いところまで入れ，少し

ずつ上に上げながらスタイレットを数mm上下

させる．脳室に入っているとスタイレットを完全

に抜いたときに髄液がガイドカニューレからあふ

れ出てくる．この時のHは，ほとんど上記の値

になっている．側脳室の場合は，出ないときに対

側を試みることもできる．しかし，第三脳室の場

合は，上矢状静脈洞を貫いているので（L： 0

mm），一旦，刺入した後抜いてしまうと出血が

ひどい．小さな鈎を作り，静脈洞をどちらかに引

っ張って刺入すると出血しないが，正中を貫いて

もその直後から血液を綿花などで吸い取っている

と案外早く止血するし，その後の脳浮腫もほとん

どない．

（d）アンカーは，4～5mmの長さでねじ山が荒

い方がよく，先端にタップを切っているものを用

いている．ドリルで骨を少し削った後，たたいて

も全く動かないほど，しっかりと骨にくい込ませ

る．デンタルセメントをはけでのせていく前に，

骨表面をしっかり乾燥させておくことが重要であ

る．スタイレットを挿入し，その末端をセメント

で固定しておく（図1a）．

③注入：

（a）術後少なくとも1週間は回復期にあてる．注

入カニューレは，スタイレットと同じ大きさの

26または30Gのステンレスチューブで作製する．

図1cに示すように，ガイドカニューレと同じチ

ューブを短く切ったストッパーをハンダで固定す

る．ストッパーから先端までの距離は，ガイドカ

ニューレより0.5mm長くする．ガイドカニュー

レの長さを一定にしているので，同じカニューレ

を複数のラットで使用できる．

（b）無麻酔のラットを取り扱うときに共通する

が，イスに座ってひざの上にタオルを載せ，軽く

包み込むようにする．同様のハンドリングを回復

期に十分しておくとラットはおとなしい．スタイ

レットをニッパーで切って引き抜き，薬物が先端

から出てくるのを確認した注入カニューレをガイ

ドカニューレに差し込み，ひざの上またはホーム

ケージの戻して薬物を注入する．

ラットの髄液の量は約300μlといわれている

が，注入量は多くても10μlぐらいまでで，通常

30秒～1分間に1μlの割合でゆっくり注入する．

最後の注入後に，Pontamine Skyblueなどの色素

を注入しておくと，後で注入がうまくいったか確

認できる．

（c）脳室注入の変法であるが，筆者は以前，ガイ

ドカニューレを使わずに29Gのステンレスチュー

ブを直接第三脳室に刺入し固定した［4］．その時

は，同時に視床下部に慢性記録電極を留置するた

め，前方から斜めにカニューレを刺入する必要が

あった．この場合，カニューレの先端の位置を予

め0座標から計算して決めておく必要がある．し

かし，ハンダやスタイレット（径100μmのステ

ンレスワイヤー）を使用するなど，基本的には，

同じ操作を行う．

④大槽への注入および髄液の採取：

大槽（Cisterna Magna）へは，脳定位固定装

置を使わずに到達できる．すなわち，先のとがっ

たカニューレを後頭骨にそって下ろしていくと，

大槽に到達し髄液が出てくる．大槽は，第四脳室

とつながってはいるが，空間として大きいので，

薬物の注入より髄液の採取のためにカニューレを
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入れることも多い．

（2）脳実質内注入：

脳実質内への薬物注入は，基本的には脳室内注

入と同じ方法で行う．ガイドカニューレと注入カ

ニューレは，それぞれ23および30Gを用いる．

脳室内注入と異なっている点を列挙すると，

①スタイレットはガイドカニューレと同じ長さ

にするが，ガイドカニューレの先端は，目的とす

る部位の1mm上に留置する．従って，注入カニ

ューレはガイドカニューレの先端より1mm突出

するようにする．ガイドカニューレによる脳組織

の破壊を防ぐためである．

②注入量は，よほど広い範囲を目的にしないか

ぎり，0.1μlぐらいまでにする．薬物が脂溶性か

水溶性かによるが，0.1μlでおよそ直径1mmは

広がると考えられる．0.1μlを少なくとも1分間

はかけてゆっくりと注入し，注入後も数分そのま

まにしておく．

③薬物の注入を何回も繰り返すのはよくない．

筆者の経験では，血圧や自律神経活動を指標に視

床下部内にグルタミン酸を注入した場合，2回目

までは同じ反応が出るが，3回目は出ない場合も

多い．組織のダメージが大きいと考えられる．最

後は，色素を薬物と同量注入して後で注入部位を

確認する．

V．脳の電気刺激，破壊

脳局所の電気的刺激および凝固破壊を行い，そ

の影響を観察するのは，脳の各部位の機能を評価

するためによく用いられる方法である．ただし，

通電による刺激や破壊は，通過線維をも刺激破壊

することを，頭に入れておかなければならない．

電気刺激または破壊に用いられる電極は，大きく

わけて単極（monopolar）と双極（bipolar）に分

けられる．

（1）単極電極（monopolar electrode）：

単極電極は，電極の先端と通常は動物の皮膚や

皮下との間で通電する（図2a）．双極電極と比較

して，電極をかなり細くできるという長所はある

が，通電時の電流の広がりが大きくなる可能性が

ある．

（2）双極電極（bipolar electrode）：

①双極電極はさらに，平行（parallel）と同心

（coaxial）電極に分けられる．平行双極電極（図

2b）は，脳表面から刺激するときなどに用いる

が，筆者は後述する経咽頭的記録において下垂体

茎を脳底表面から刺激する際に用いた［5］．エナ

メル線を2本より合わせて簡単に作ることもでき

る．

②同心双極電極は，電極先端部に電流の湧き出

しと吸い込みがあるため，電流の広がりが小さい．

いずれも市販されているが，結構高価で全長が長

いものが多い．急性実験で電気刺激を行うときは，

脳定位固定装置につけたままなので長くても全く

構わないし，他にも内筒がステンレスチューブで

電気刺激と薬物注入のどちらも可能な電極など，

様々なものが市販されている．しかし例えば，脳

局所の刺激や破壊による自律神経活動の変化など

を調べるときなどは，麻酔下ではあるが脳定位固

定装置には固定せずに実験を行うことになる．こ

のようなときは，回復期を考えて約1週間ほど前

に刺激電極を脳内に固定しておく必要がある．こ

のように，ラットに刺激電極を慢性的に留置する

ため，短い電極が多数必要な場合などは，自分で

作製することになる．刺激電極の基本的な作り方

は以下のごとくである．

（a）26Gのステンレスチューブ（内径0.23mm）

とこれにぴったり入るエナメル線を用意する．急

性実験では電極が長くても構わないが，予め電極

を慢性的に留置しておきたいときは，ラットに負

担にならないようにできるだけ短いほうがよい．

長さをそろえた後，先端の全周を斜めに削った後

バリをとっておく（図2c）．

（b）エナメル線を先端から1 cmほど出るまで通

し，別のエナメル線をチューブの上端にハンダで

付ける．内筒のエナメル線は，被覆がはがれて外

筒と短絡していないか確認しておく．

（c）絶縁コーティングは，ポリウレタン樹脂塗料

を用いる．われわれは，カシュー（株）のストロ

ン（A液（2）：B液（1））に専用シンナーを少

量混ぜたものを用いている．（b）の電極をアセ

トンなどでよく拭き，樹脂の中に1本づつ浸して
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数分かけてゆっくり引き上げ，ムラのないように

コーティングする．数日間乾燥させた後，実体顕

微鏡下でかみそりの刃を用い絶縁をはがす．

（d）図2cの断面図に示すように，エナメル線を

先端から0.5mmで切り，その先端部0.25mmだけ

絶縁をはがし，ステンレスチューブは先端から

0.75～1.0mmの間を帯状に樹脂をはがすと，tip

separationは0.5mmになる．樹脂を帯状にはが

すのは，全周にかみそりで切れ目を2本入れ，か

みそりの先端ではじくようにすると，きれいには

がれる．

（e）刺入した後，慢性的に留置する場合は，市販

のSIPソケット（通常，幅3mmで20ピンが一列

に並んでいる）を2ピン分だけ切って，ソケット

として用いる．エナメル線をピンにハンダ付けし，

デンタルセメントで固める．もちろんアンカーは

必要である．通電は，同じソケットで作ったコネ

クターを用いて行う．また，両側性に刺激，破壊

する場合は，2本の刺激電極を平行で同じ高さに

マニプレータに取り付ければ，同時に植え込むこ

ともできる．

（3）通電：

通電は，図2の矢印で示したように，電極の先

端を陰極にして，吸い込みになるようにする．先

端が目的とする部位の中心になるように植え込む

ので，そこが興奮したときをシミュレートしたと

考えればよい．

①刺激

刺激は通常矩形波で行うが，強度や持続時間は，

色々と変えてみるべきである．われわれは，脳実

質の神経細胞の興奮を目的とする場合は，持続

0.1msec，強度0.1mAを基本にし，逆行性興奮を

確認するために軸索を刺激する場合は，無髄線維

であることを想定して持続時間をもっと長くして

いる．また，連続刺激に対する生体反応を見る場

合には，100Hz程度まで変化させてみる．視床下

部外側野を刺激して，副腎交感神経活動の変化を

観察した実験では，0.1msec，0.1mA で 5 ～

100Hzまで変えたが，50Hz以上はほぼ同じ反応

が見られた．また，視床下部外側野には，内側前

脳束が通過しているが，刺激部位を前後に動かす

と異なる反応が見られたことから，通電の効果は，

通過線維を刺激したことによるものではないと判

断した［6］．
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図2．刺激電極の模式図
a．単極電極．b．平行双極電極．c．同心双極電極．



②破壊

脳の局所を凝固破壊するには，直流電流を通電

する．筆者は，視床下部視索前野，腹内側核，お

よび室傍核の破壊は0.8～1.0mAで，外側野の場

合は2mAで10～15秒間通電した［6─8］．特殊

な例として，刺激電極のtip separationを少し長

めにし，第三脳室内の吻側部［A：ブレグマより

0.3mm後ろ，L：0mm，H: 脳表面より7.3mm］

に刺入して，3.0mAを20秒間通電すると，第三

脳室壁前腹側領域（Anteroventral region of the

third ventricle，AV3V）を破壊することができ

る［7］．

VI．神経活動の記録

In vivoのラットにおいて脳の活動を電気生理

学的に記録する方法は，脳波や誘発電位，単一神

経細胞の細胞外記録，および微小電極による細胞

内記録などがあり，最近では吸引電極によるパッ

チクランプ法も試みられている．また，テレメト

リーシステムを用いて，体温，血圧，脳波等だけ

でなく，単一神経活動も記録できる様な周波数特

性をもつ送信器も開発されている．ここでは，無

麻酔ラットにおけるワイヤー電極を用いた単一神

経細胞活動の記録，および麻酔下ラットの経咽頭

法による脳底部からのアプローチ法を中心に述べ

る．

（1）無麻酔無拘束ラットの単一神経活動記録：

無麻酔ラットの単一神経細胞の活動電位を記録

するための電極としては，頭部を固定している場

合はガラス電極を用いることができるが，無拘束

自由行動下においては，タングステンやステンレ

ススチール電極，およびワイヤー電極がよく用い

られる．前2者は，頭上にマイクロドライブをつ

けることによって，電極を上下に移動させること

ができる．一方，ワイヤー電極は通常，数本を束

ねて刺入するが，記録が安定して数時間持続する

一方で，電極が時間とともに脳内で動きうるので

一度植え込むと，異なった何個かのニューロンの

活動がとれることもある．以下に，有線による慢

性記録の方法の一例［4］を述べる（図3）．

①ワイヤー電極の作成

（a）26Gのステンレスチューブ（長さは記録部位

に応じて決める）にテフロン被覆白金・イリジウ

ムワイヤー（筆者は，Medwire社製，直径35μ

mを用いた）を5～8本束ねて通し，先端を鋭い

はさみ等で切りそろえる．

（b）ポリエチレングリコール（Polyethylene Gly-

col 6,000（PEG））を60～70℃に温めて溶かし，

先端が多少とがるようにワイヤーの束を固める．

PEGは，室温ではすぐに固まる．電極の先端に

湯気をあて，先端部からかろうじて見えるほどに

ワイヤーが露出するようにPEGを溶かす．結局
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図3．ワイヤーによる慢性記録電極の作成（詳細は本文参照）．



PEGは，脳内においてすべて溶けてしまう．

（c）電極の上部は，ワイヤーをそれぞれICソケ

ットのピンにハンダ付けし，デンタルセメントで

固める．電極の刺入は，硬膜をはがして行う．慢

性留置の方法は，上述した刺激電極等の場合と同

じである．

②記録

（a）電極の作成において，S/N比の良い単一神経

活動を記録するためには，（1）ワイヤーは断端面

のみがテフロン被覆から露出することになるの

で，ワイヤーの先端を切りそろえる時はできるだ

け切れのいいはさみを使うこと，（2）ワイヤー電

極を湯気で先端から少し露出させるのは，記録部

位での組織の損傷を少なくするためであるが，露

出部分が長すぎるとワイヤーが屈曲するので注意

すること，などが大事なポイントになる．

（b）ラットの動きや咀嚼によるノイズをできる

だけ少なくするために，束ねて刺入したワイヤー

電極のうち，2本を選んで，差動増幅により活動

電位を記録する．さらに，第1段の増幅器をでき

るだけ電極の近くに置くために，ラットの頭上の

ICソケットに直接つなげる．増幅器としては，

以前はdual-typeのfield effect transistor（FET）

を使用していたが，最近では，小型でもっと高性

能のオペレーショナルアンプがある．増幅器の入

力端子を同じICソケットのピン（メス）のうち

2つを選んでハンダ付けし，全体をデンタルセメ

ントで固める．

（c）数本のワイヤー電極のうち2本を選んで記録

するので，日をおいて記録すると，異なった神経

細胞の活動を記録できることがある．ただし，以

前に記録したものと同じではないことを，活動電

位の波形や，外界からの刺激に対する応答性など

で注意深く確認する必要がある．

（d）記録終了後，記録が目的とする部位からで

きているか否かを同定する必要がある．一般にタ

ングステン電極は直流陰性電流を通電して組織を

破壊したり，鉄を含むステンレススチール電極は

直流陽性電流の通電により鉄イオンを溶出させ，

フェリシアンカリウム等による鉄染色で記録部位

が同定できる．筆者らは，白金イリジウムワイヤ

ー電極において，電極の一本に10μAの直流陰

性電流を10秒間通電し，直径が200～300μmで

組織を破壊することにより記録部位を同定した

［4］．

（2）経咽頭（transpharygealまたはventral ap-

proach）法による神経活動の記録：

麻酔下のラットから中枢神経細胞の活動を記録

する場合は，脳定位固定装置を用いるのが通常で

あるが，視床下部室傍核や視索上核の神経内分泌

ニューロンの活動を記録する方法として開発され

たのが経咽頭法である．この方法は，正中隆起や

下垂体を露出できるので，下垂体茎の刺激による

逆行性興奮から，下垂体後葉に軸索を送る神経内

分泌ニューロンの同定が可能である．また，筆者

らは，第三脳室壁前腹側領域（AV3V）の神経細

胞の記録も，この方法で行った［9］．

①手術

（a）麻酔したラットに気管カニューレを挿入，固

定する．気管カニューレは，太めのポリエチレン

チューブを用いるが，後に咽頭部を操作するので

邪魔にならないように，90度以上角度をつけて

曲げておく（図4a）．

（b）両側の外頚動脈を結紮した後，仰臥位のま

ま，頭部を手前にして舌および下顎を正中で切断

する．直ちに，切断した舌と下顎に，左右それぞ

れ，タコ糸をしっかりと巻き付けて止血する．

（c）下顎から舌にかけて小型（長さ5～8cm）の

開創器で広げ，開創器のアームと下顎と舌を，左

右それぞれタコ糸で固定する．咽頭から気管上部

までを電気メスで切開し，軟口蓋の部分の粘膜を

焼灼しながら深く進んでいくと，幅が約2mm，

前後が7～8mm程度の深い空間がでてくる．そ

の表面の粘膜や結合組織を焼灼すると底部に頭蓋

骨が露出される．ヒトの蝶形骨にあたると思われ

る．その両側には大きな静脈が存在するので傷つ

けない様に注意する．ここから先は，実体顕微鏡

下で行う．

（d）まず底部の骨を削っていくわけであるが，

骨の中にはおそらく板間静脈と思われる大きな静

脈があり，いわば二重構造の様になっており，無

造作にドリルを使うと，小さな穴でも大出血にな
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る．それを避けるために，歯科用ドリル（径

1mm以下）で注意深く一ヶ所を削っていき，骨

を薄く残したところで，骨ロウと細かくちぎった

スポンゼルなどをよくこねあわせたものを，薄皮

を破りながらピンセットや針で素早く押し込んで

いく．かなりの量が入っていく（図4b）．ある程

度抵抗があるまで埋め込んだら，ドリルで骨を削

っていく．

（e）全領域の骨を削ると，もう一度骨が現れる．

その下は脳組織なので，硬膜を傷つけないように

丁寧に骨を削る．最後に硬膜を破ると，吻側から

真っ白な視交叉，下垂体門脈が走る正中隆起，お

よびややピンクがかった下垂体が確認できる（図

4c）．

②記録

（a）室傍核の神経内分泌ニューロンの記録は，視

交叉の尾側縁を中心に前後1mmにわたり，正中

から1mmの幅の領域（図4cの①）から記録電極

を刺入する．正中隆起と下垂体の移行部の下垂体

茎を平行双極電極（図2b）で刺激しながら記録

電極を進めていくと，深さが脳底表面から1.5～

3mmで下垂体茎の刺激で逆行性興奮をするニュ

ーロンが得られる．視交叉上核から記録する場合

は，左右をさらに1～2mm広げる必要がある．

筆者らは，この方法で室傍核ニューロンの in

vivo細胞内記録を試みたところ，人工呼吸を行

わなくても，比較的安定した記録が得られ，神経

内分泌ニューロンのinput resistanceや小脳室頂

核刺激に対するシナプス電位を記録することがで

きた［5］．

（b）経咽頭法により，第三脳室壁前腹側領域

（AV3V）ニューロンの活動が記録できる．刺入

部位は，視交叉の尾側縁から前方0.5mmから吻

側縁までで，ほぼ正中領域（幅0.25mm）（図4c

の②），深さが0.5～2.8mmであった．この実験

では，予め脳背側から室傍核および内側視索前野

に刺激電極を刺入して慢性留置しておき，それら

の刺激に対する応答を記録した［9］．室傍核や
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図4．経咽頭的アプローチ法
a．気管カニューレの模式図．b．脳底骨の削り方の模式図．c．脳底部の模式図①，および
②：室傍核（①）およびAV3V（②）ニューロンを記録する時の記録電極の刺入領域．



AV3Vなど，視床下部の脳底部領域からの記録は，

電極を脳背側部から刺入しても記録できるが，経

咽頭法を用いた方が，より正確に効率良く記録で

きると考えられる．

（c）記録部位の同定は，ガラス電極を用いた細胞

外記録の場合，Pontamine sky blue（2％）など

の色素を電極液に溶かしておき，記録終了後に記

録電極から直流陰性電流（20～50μA，または

200～500V）を数分間流して色素のスポットを

作り，後述する潅流固定後に組織切片を作成して

確認する．

VII．潅流固定

これまで述べてきた方法は，ごく通常の脳実質

の刺激や破壊，および記録法であり，潅流固定後

に組織切片を作成するのは，部位の同定がおもな

目的である．そのために用いられる最も一般的な

方法が経心腔的潅流（transcardial perfusion）で

ある．

ネンブタール等で深く麻酔した後，開胸し心尖

部を切開して，先端があまりとがっていない太め

の針を左心室に刺入し，鉗子で心臓とともに固定

する．この時，針の先端が大動脈まで入っている

ことを確認しておくのが，失敗を防ぐことになる．

直ちに右心耳を切開し，ペリスタポンプ等を用い

て10～50ml/min程度の流速で潅流液を流す．は

じめに生理食塩水またはヘパリン─生理食塩水

（50～100ml）で血液を洗い流し，続いて10％ホ

ルマリンを200mlほど潅流する．切片を免疫組織

化学的染色やその他特定の処理をする場合は，そ

れに合わせて潅流液を変える．

ホルマリンが全身に運ばれ，潅流がうまくいっ

ているかどうは，ホルマリンを流した時に全身が

けいれん様に動くことで容易に確認できる．取り

だした脳は，10％ホルマリン液中に保存してお

くが，切片を作る前は少なくとも一昼夜30％シ

ョ糖液に浸けておく．切片の作成や染色の方法に

ついては，ここでは省略する．

おわりに

ラットを用いた神経生理学実験において，取り

扱いについて注意すべき点や，脳内薬物注入，お

よび電気刺激・破壊法について基本的なことを述

べた．さらに，神経活動の記録法については，や

や特殊であるが，慢性記録法および経咽頭的なア

プローチによる記録について述べた．結果的には，

「ラットの手術法」というタイトルにしては，神

経生理学的方法のみで，その中でも限られたもの

しか紹介できなかった．すなわち，末梢自律神経

系や脊髄，および形態学的な研究法など，ここで

述べられなかった重要な神経生理学的研究方法は

多数ある．これらの点をふまえた上で，ここに述

べたことを，これから実験を行おうとする際に，

少しでも参考にしていただければ幸いである．
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