
I はじめに

大脳皮質の単一細胞レベルにおける電気生理学

的研究は，主に細胞外から細胞の興奮性を記録す

る細胞外記録法と微細なガラス電極を直接細胞に

刺入し，その細胞のシナプス応答を記録する細胞

内記録法によって多くのことが明らかにされてき

た．しかし細胞外記録法は比較的容易に細胞の興

奮性を記録することが可能であるが，興奮度は発

火頻度として記録され，シナプス応答に関する詳

細な解析は困難である．一方，細胞内記録法はシ

ナプス応答の詳細な分析が可能であるが，ガラス

電極を細胞内に刺入して記録を行うため，in

vivoにおいては，小型の細胞からの安定した記

録は殆ど不可能である．また，比較的高抵抗の電

極を用いるため膜電位固定下でのシナプス電流解

析は困難である．しかし，大脳皮質錐体細胞は比

較的大きな細胞体を有する点で細胞内記録法の適

用があり，近年でもその記録法を用いた研究がな

されている［1］．

1981年Hamillら［2］によって単離細胞に対す

るパッチクランプ法が初めて報告され，その後ラ

ットの大脳皮質slice標本においてもパッチクラ

ンプ法を用いた報告がなされるようになってきた

［3］．sliceパッチクランプ法は細胞内記録法と比

較し，小型の細胞から膜電位固定下での記録が出

来るため，シナプス応答をイオンチャネルレベル

でより詳細に解析できるという利点があり，生理

学者・神経科学者の間で急速にその導入が進ん

だ．しかしながらslice標本では外からの多くの

シナプス入力が切断されるため，シナプス応答の

機能的な解析には限界があった．その欠点を補う

ため1991年Peiら［4］はネコin vivo標本からの

パッチクランプ法を用いた研究を初めて報告し

た．その後，ネコの視覚野でのin vivoパッチク

ランプ法を用いた研究報告が相次いだ［5―7］．

1998年になるとラット［8］，マウス［9］でもin

vivoパッチクランプ法による報告がなされ，特

にラットについては第1次体性感覚野［10，11］，

視覚野［12］からの記録も行われた．しかしラッ

ト大脳皮質でのin vivoパッチクランプ法による

記録は，髭からの入力を受けるバレル皮質や視覚

野での研究が主であり，その他の部位での解析は

少ない．我々の教室では 1999 年に脊髄膠様質

（第II層）細胞からのin vivoパッチクランプ法の

開発に成功し，感覚情報，特に痛覚の情報処理に

関する知見を発表してきた［13，14］．末梢から

直接入力を受ける脊髄後角ニューロンは，その痛

覚情報を統合修飾し，上位中枢に伝達する役割を

担っているが，その痛覚情報が第1次体性感覚野

で最終的にどのように処理されているかを知るこ

とは，幻肢痛などを含む慢性疼痛の発生機序を知

る上で重要である．そこで我々は，脊髄での in

vivoパッチクランプ法の経験を生かし，第1次体

性感覚野ニューロンに本方法を適用し，自発的な

興奮性及び抑制性のシナプス応答，また末梢刺激

による第1次体性感覚野ニューロンのシナプス応

答の解析を行っている．本稿では第1次体性感覚

野ニューロンからのin vivoパッチクランプ法の

実際を詳細に述べ，今までに得られた結果につい

て簡単に紹介したい．
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II 第1次体性感覚野からのin vivoパッチクラン

プ法の実際

1．in vivo 標本の作成法

3～ 6週令のSDラットを用い，ウレタンの腹

腔内投与（1.5g/kg）によって麻酔を行う．気管

切開を行った後，気管にYチューブを挿入固定

し，人工呼吸器（ハーバード社製　Model683）

で呼吸をコントロールする（130～ 140回/分）．

その際，挿入するチューブは出来るだけ太いもの，

即ち気管の内径よりわずかに細い程度のものを用

いる．その理由は細いチューブではチューブ自体

が気管から外れやすくなり，また長時間の気管内

留置により気管内粘液や血液がチューブ内腔を狭

め，呼吸不全に陥る可能性があるからである．呼

吸による胸郭の動きを抑制するため，気管切開に

引き続き両側の気胸を行う．気胸部位にはミネラ

ルオイルを添加し，乾燥と呼吸による肺の損傷を

極力抑える．実験初期においては，気胸下での人

工呼吸は安定した記録を行うためには必須と考え

ていた．しかしながら最近人工呼吸を行わない状

況下，即ち自発呼吸の状態でも長期に渡ってラッ

トを良好な状態に維持することができ，また安定

した記録を得ることが可能であることが分かっ

た．そこで現在は多くの場合人工呼吸を行わず，

自発呼吸下で実験を行っている．人工呼吸を用い

ず安定した記録を得る上でのポイントは，ラット

への侵襲を出来る限り少なくし，頭部の固定を確

実に行う事である．そのため麻酔深度や体温，お

よび末梢循環状態のチェックを頻回に行う事であ

る．体液の濾出や出血，および麻酔深度が深すぎ

ると全身状態の悪化に伴い細胞の状態が変化し，

安定した記録が困難になる．麻酔にはラット重量

100gあたり0.62mlのウレタン水溶液（ウレタン

濃度250mg/ml）を腹腔内に投与して行う．麻酔

深度は耳および後肢へのピンチ刺激による反応，

髭の自発運動の有無と角膜反射を指標に行ってい

る．また全身状態は直腸温や後肢足底部皮膚の循

環状態を常時チェックして実験を進めている．次

にラットを脳固定装置にセットするが，最近は更

に固定を確実にするためクランプ器具を用いて頭

蓋後部の固定も併せて行っている．ラットを脳固

定装置にセットした後，手術用メスで頭部皮膚を

切開する．出血を極力抑えるためにアドレナリン

添加キシロカイン液を筋膜に覆われた頭蓋表面に

かける．しばらく時間を置いた後，筋膜を切開し

頭蓋骨を露出させる．その間頭蓋縫合線からの出

血が観察されるが，綿等を用いて止血を行う．縫

合線に油性マジックを用いてマーキングを行った

後，一側の頭頂部に2.5mlのシリンジを用いて作

製した円筒をボンドで頭蓋骨に固定し（図1），

シリンジ内の体性感覚野に相当する頭蓋骨を切り

取り，脳表面を露出させ酸素負荷した 38℃の

Krebs液で灌流を行う．試薬を投与する場合には

この灌流チャンバー内に流し，脳表面へと浸透さ

せる．頭蓋骨の切除にはリューター（Model C-

106 Kantokiki）を用いる．頭蓋骨をKrebs液で

冷やしながらゆっくりと削って薄くした後，ピン

セットを用いて薄くなった頭蓋部を切除するとそ

の下に硬膜を観察することができる．硬膜をピン

セットを用いて開いた後，クモ膜と軟膜には手を

加えることなくパッチ電極を第1次体性感覚野に

刺入させていく．

2．パッチクランプ記録法

パッチ電極は外径1.5 mm，内径1.12 mmの

borosilicate（WPI MTW150F-4）を使用する．

電極はP-97（Sutter instrument 社）を用い，

slice標本からのパッチクランプ記録に比べて長

いテーパーを持つ電極を使用する．その理由とし

て，深部に存在する細胞から記録を行うため，テ

ーパーの短い電極では刺入の際に皮質表層細胞へ

の機械的ダメージが大きいからである．電極の先

端抵抗は5～8MΩのものを使用する．電極内液

はEPSCの記録時にはK gluconate 135，KCl5，

CaCl2 0.5，MgCl2 2，EGTA 5，HEPES 5，Mg-

ATP 5（mM）を用い，IPSC記録時にはK glu-

conate の替わりにCs2SO4 110を用い，これに

TEA 5，CaCl2 0.5，MgCl2 2，EGTA 5，HEPES

5，Mg-ATP 5を加えて使用する．Cs＋とTEAを

用いる理由はK＋チャネルのブロックによって膜

電位0mVにおける電位固定を容易にし，ノイズ

を減少させてIPSCの解析を行うためである．ま

た電気生理学的実験後に記録細胞の同定を行う目
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的で，細胞内液には0.2％のneurobiotinを加えて

いる．電極ホルダーは水圧式の1次元マニピュレ

ーター（MHW-4，Narishige）に固定し，さらに

機械式の粗動マニピュレーター（MP-2，Nar-

ishige）に固定している．電極を水平面から約60

度の角度で表面の血管を避け，刺入させる．その

際10mVの短い矩形波パルスを電極に与え，電極

先端抵抗の変化をモニターする．電極には20ml

シリンジを用いて強めに陽圧をかけ（300 ～

400mmHg），電極先端への膜破片などの付着を

少なくしておく．クモ膜に電極が接触すると矩形

波パルスの振幅が減少するのを観察することがで

きる．そのまま先に進めると，矩形波パルスが膜

に接触する前の状態に戻ることが確認できる．次

に血管拍動由来と考えられる律動的な揺れが矩形

波パルスに加わる．これが大脳皮質内に電極が入

ったことの指標である．まず機械式の粗動マニピ

ュレーターを用い電極を約750μm進め，その次

に水圧式の1次元微動マニピュレーターで電極を

刺入していく．目標とする深さまで機械式マニピ

ュレーターで電極を進める理由は，水圧式微動マ

ニピュレーターに比較し，機械式のそれはドリフ

トを最小限に抑えることができるからである．ま

た電極を刺入する深さについては，以下のような

理由による．即ち視床から大脳皮質への直接入力

は主に大脳皮質の第III層～V層に投射すると言

われている［15］．実際に各層の脳表面からの深

さを同週令のラット大脳皮質スライス標本を用い

て計測すると，第III～ IV層は約750μmの深さ

にあり，この値はBrechtら［10］の報告ともほ

ぼ一致したものである．電極先端が細胞に接触す

ると，矩形波パルスの振幅が減少するのを確認す

ることができる．元の矩形波パルスの振幅になる

まで電極を戻し，再度約20～30％矩形波パルス

振幅が減少するところまで電極を進め，シリンジ

に加えた陽圧を解除することによってギガオーム

シールを行う．ギガオームシールが完成した後，

膜電位を約－70mVに固定する．Leak currentが

少なくとも10pA以下になった時点でシリンジに

陰圧を加え，whole-cell modeにする．ギガオー

ムシールしてからwhole-cell patchにするには，

経験的に約1～ 3分ほど時間をおいたほうが良

い．

III 第一次感覚野細胞からの記録

1．自発的なシナプス応答

人工呼吸下で，大脳皮質から約800μmの深さ

の細胞から－70mVの膜電位固定下で記録した
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図1．ラット頭蓋に装着したチェンバーの写真と各縫合線，頭蓋に開けた穴
との関係
A：2.5 ml用シリンジの一部を切ったものをラット頭蓋上部に取り付けた
ところ．本実験では頭蓋後部の固定は行っていない．
B：各縫合線と頭蓋に開けた穴との関係を模式的に示したもの．



sEPSC（spontaneous EPSC：自発性EPSC）を

示す（図2A）．ベースラインは非常に安定してお

り，呼吸や血管拍動による基線の揺れは殆ど観察

されなかった．但し，記録の状態が悪化した時に

は血管拍動に同期した膜電流の揺れが観察される

ことがあった．今までのところいくつかの細胞か

らは長時間に渡る記録（最長7時間）ができ，脳

表面からの薬剤投与による作用の検討も可能であ

った．しかし脳表層の細胞（100～300μm）と

比較すると，脳深層の細胞に対する薬剤の作用は

時間を要し，且つより高濃度の薬剤を用いる必要

があった．図2の下図は別の細胞から記録した

sIPSC（spontaneous IPSC：自発性IPSC）であ

る（図2B）．この細胞は脳表面から1mmの深さ

に存在し，Cs+内液を用いて膜電位0mVで記録

したものである．深部の細胞においては比較的

oscillationの少ない安定した記録が得られるが，

浅層に存在する細胞では多くの場合，膜電流の

oscillationが見られ，膜電流固定下ではバースト

状に活動電位が惹起される細胞が認められた．図

3は－70mVの保持電位で表層から100μmの比

較的浅い層の細胞から記録したsEPSCである．

膜電流はoscillationを示し，その平均周波数は約

1.2Hzであった．内向き電流のピークではEPSC

様の電流の振れが認められた．そこで記録された

sEPSCに対して100μMのCNQXを大脳表面に

投与すると，oscillationはほぼ完全に抑制された

（図3B）．以上のことから，このoscillationは幾

つものsEPSCが同期して入力し，加重されて起

こった現象ではないかと考えられた．

2．末梢刺激によって誘起されたシナプス応答

末梢刺激に対する大脳皮質の応答を記録した．

図4は末梢刺激に対するバレル皮質のシナプス応

答を示している．膜電位－70mVの条件下で，記

録した細胞と反体側の髭に触刺激を加えると，

EPSCの頻度の著明な増加が認められた．この増

加は他の部位の触刺激では見られなかった．

ラットの体性感覚野は前肢，後肢及び体幹に比

し，顔面感覚の占めている割合が極めて大きく，

とりわけ髭の一本一本に対応する大脳皮質細胞が

コラム状に密集して存在していることは良く知ら

れている．その皮質細胞は樽のように密集してい

ることからバレル皮質と呼ばれている［16］．今

回髭に対して反応があった部位はBregma と

Lambdaの間を結ぶ前1/3，やや側方に位置する

部分から記録されたものであり，これは大脳皮質

における髭の体性感覚野に照らし合わせても，バ

レル皮質に相当する部位である［16］．一方，後

肢からの入力を受ける感覚野は非常に狭い範囲に

限局し，現在細胞外記録によって後肢から入力を

受ける領域の特定を行っている所である．
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図2．膜電位固定下におけるsEPSCとsIPSC
A：膜電位－70mVで記録したsEPSC．B：膜電位
0mVで記録したsIPSC．A，Bの下段は速い時間軸で
記録したものを示す．



IV 大脳皮質細胞からin vivo パッチクランプ記

録を行う上での問題点

1．脳の膨隆

時間経過と共に起こる頭蓋骨除去部でのある程

度の脳の膨隆（浮腫）は避けられない．脳の膨隆

は頭蓋部の一部の除去（除圧）により，その除圧

部分に脳圧が集中することによって起こる物理的

なものと細胞へのダメージによる炎症に伴うもの

が推察される．脳局所の圧力上昇は神経細胞，グ

リア細胞及び動静脈循環に悪影響を及ぼす．この

ような状況が長く持続すると安定したパッチクラ

ンプ記録を行うことは困難となってくる．

脳の局所膨隆を避けるためには大きく2つの方

法があると考えられる．1つはできるだけ頭蓋除

去部分を大きくすること．もう1つは逆に頭蓋除

去部分を小さくすることである．前者は局所へ脳

圧が集中することを避けるためであり，後者は脳

が膨隆することができない位に頭蓋除去部の面積

を狭めるためである．また別の方法として硬膜を

開かずに，そのままパッチ電極を脳内に刺入させ

ることも考えられる．この場合，問題はパッチ電

極が硬膜を通過するか否かという点であるが，そ

のままではパッチ電極は通過しない．ラットの週

令にも関係していると思われるが，4～5週令の

ラットにおいて硬膜上からパッチ電極を刺入する

と，電極先端部の折れることが多く経験された．

これを打開する方法として電極刺入部位の硬膜だ

けを最小限カットする方法が良いかもしれない．

また最近Zhuら［12］は，硬膜を柔らかくする
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図 3．大脳皮質感覚野ニューロンで見られた
oscillationとCNQXの作用．
A：異なる時間軸で記録したoscillationを示す．
OscillationのピークにはsEPSCの加重が見られる
（最下段トレース）．
B：浅層で記録された細胞（大脳皮質下約100μm）
に起こったoscillationに対するCNQX（100μm）
の作用．Oscillationはほぼ完全に抑制されている．

図4．反対側の髭への触刺激に対する第1次体性感覚
野細胞のシナプス応答
反対側の髭に触刺激を加えるとsEPSCの振幅と頻
度の著明な増加が観察された．



ために硬膜の上にコラゲナーゼ（Sigma）を染み

込ませた濾紙を乗せ20～30分間処理し，patch

電極を硬膜上から脳内に刺入させる方法を発表し

ている．我々の教室においても最近この方法に準

じ，コラゲナーゼ（Clostridiopeptidase A，type

I，Sigma）処理による深層細胞の記録に成功し

ている．但し，コラゲナーゼ処理は単に硬膜を柔

らかくするばかりでなく，クモ膜下腔にある血管

にも作用し，血管膜を脆弱にするようである．そ

れは酵素処理後の操作によって血管が容易に破れ

てしまうことからも推測される．大きな血管が一

度破れると，止血にしばらく時間がかかり，パッ

チ電極刺入に際しても電極先端部の汚れにつなが

りやすい．また出血によって脳の循環状態にも悪

影響を与える可能性も考えられる．さらに実験後

に脳を灌流固定し，細胞の同定を行う際に，その

出血がバックグラウンドシグナルとなり細胞同定

が困難になることも考えられる．いずれにしても

コラゲナーゼを用いた場合，適切な酵素処理時間

を決定すること，及び酵素処理後の操作を慎重に

行うことは重要な点であろう．また脳の膨隆に関

しては，ラットの全身状態と刺入部位での電極に

よる細胞へのダメージも関与していることが推察

され，脳の膨隆を軽減させるため，脳浮腫を抑制

するグリセロールや脳圧降下・浸透圧利尿剤であ

るマンニトールの投与も検討する必要がある．

2．Oscillationの起源

記録された細胞がoscillationを起こすことに関

して，このoscillationがどの部位に由来している

のか，またoscillationを起こす細胞と起こさない

細胞があるのは何故かという問題がある．前者に

関してはintrinsicであるか，またextrinsic，即

ち記録細胞外からの入力によって起きているか明

らかにする必要がある．今までの報告では，大脳

皮質細胞で見られるoscillationはextrinsicな入力

に起因しており，intrinsicな原因で起こっている

とする報告はない．CNQXを用いた我々の実験

からも外部入力に起因している事が示唆される

が，さらにこの点を確認するため，記録細胞と同

一部位を含む冠状断のslice標本を作製し，各層

の細胞から記録を行ったが，全ての細胞でoscil-

lationは観察されなかった．Oscillationの起源と

して考えられるのは，同側大脳皮質からのシナプ

ス入力［15］と神経細胞同士のギャップ結合の存

在［17］がある．また同側大脳皮質以外として，

脳梁を介した他側大脳皮質からの入力［18］，視

床［19］，海馬［20］及び大脳基底核［21］から

大脳皮質への入力の存在がある．特にSteriade

ら［19］は視床で観察されるoscillationを報告し

ており，視床は直接体性感覚野へ投射する中継核

であることから，oscillationの起源の1つとして

最も重要な役割を果たしていると考えられる．麻

酔深度との関連からoscillationの頻度とラットの

覚醒度には何らかの相関があるものとおもわれ

る．我々は記録部位の近傍に脳波記録用の電極を

置き脳波との関連を調べている．今のところ結論

を出すには早すぎるが，ある程度相関がある結果

が得られている．脳波の構成波はα波，β波，δ

波，θ波に分類でき，それぞれ覚醒度に対応して

いるが，記録された細胞は平均1.2Hzの oscilla-

tionを示し，この周波数は深睡眠時に現れるδ波

の周波数（2Hz以下）に近く，ラットの麻酔深度

を反映している可能性がある．

大脳皮質細胞ではoscillationを起こす細胞と起

こさない細胞が存在する．この違いは，一つには

記録細胞の深さもある程度関係しているようであ

る．現在，neurobiotinを用いた形態的特徴や存

在部位との関連を検討しているところである（図

5）．

3．大脳皮質細胞からのin vivoパッチクランプ記

録法の比較

In vivoパッチクランプ法を用いて，第1次体

性感覚野の機能解析を行っている研究グループの

1つとしてマックスプランク脳機能研究所のSak-

mannグループが挙げられる．彼らは主として髭

刺激によるバレル皮質の反応を深層及び浅層の細

胞から記録解析を行っている［9，10，22，23］．

彼らの実験の有利な点は，電気生理学的手法，形

態学的手法及び電位感受性の蛍光色素を用いたイ

メージング手法のコンビネーションであろう［10，

23］．特にbiocytinを用いた形態学的二次元構築

の解析は多くのデータの蓄積があり，それら手法
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のコンビネーションによる実験は他のグループを

リードしている．しかし，彼らの実験では血管拍

動による動きを抑制する目的で脳表面を寒天で覆

うなどの処置を行い，記録電極を刺入している実

験が多く，未だ薬理学的な実験結果は発表してい

ない．一方，我々の開発した方法では頭蓋骨上に

チェンバーを設置しており，脳表面を灌流するこ

とによって薬理学的な解析も行う事ができる利点

を持つ．さらに筆者らの教室では既に脊髄後角細

胞からのin vivoパッチクランプ法によって脊髄

レベルにおける感覚情報処理機構の解析を行って

おり（古江の稿を参照），末梢からの入力を受け

る脊髄での感覚情報の修飾・統合と併せて中枢神

経全体における感覚情報処理機構の解析が出来る

等の利点を有している．しかしながら，脊髄から

大脳皮質への中継核である視床は深部に存在する

ため，パッチクランプ記録が困難でアプローチに

苦慮しているところである．今後解決すべき問題

点と考えられる．

V 今後の発展性

第一次体性感覚野からのin vivoパッチクラン

プ法の実際と今まで得られたデータについて述べ

てきたが，今後の発展性という点で種々の方面へ

の応用が期待される．1つはマウスへの応用であ

ろう．これは遺伝子操作マウスでの解析を意図し

たものである．現在用いているラットの幼若なも

のは体重約50～60gであり，成熟マウスは体重

20～40g程度であることから比較的その応用は

容易と考えられる．2番目として後肢からの応答

が安定して記録できるようになれば，前述したよ

うに脊髄でのin vivoパッチクランプ記録で得た

データと併せて検討することによって，感覚情報

系の処理機構を全体的に理解する礎となるであろ

う．また本方法は体性感覚野だけではなく，視覚

野，聴覚野，さらには海馬などの深部に存在する

細胞からの記録も可能と考えられ，今後，高次脳

機能を単一細胞レベルでのシナプス応答変化とし

て解析できる発展性を秘めている．さらに，大脳

のみでなく小脳や脳幹の細胞からの記録も可能と

考えられ，中枢神経における様々な機能の解析に

応用出来るものと期待される．
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