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要旨 

 本論文では、磁気刺激装置の小型化における微小コイル刺激印加システムの

一構成法、および、磁気刺激の脳活動への影響について動物モデルに対する実

験結果を基に論じた。 

 脳磁気刺激法は、電磁誘導によって脳内に渦電流を誘導し、中枢神経系を刺

激する手法である。特に、経頭蓋磁気刺激法は耳鳴りなどの神経疾患の治療法

として広く注目されている。しかし、経頭蓋磁気刺激法に用いる装置は大型で

あり、一回の治療効果は短時間しか継続しないことが知られている。したがっ

て、医療機関に通院する負担を軽減するために、磁気刺激に用いるコイルを小

型化し、携帯可能な磁気刺激治療装置を実現すれば、治療の負担を大幅に軽減

し、日常生活の質の向上が期待できる。 

 近年、直径 0.5 mm の微小コイルがコイル近傍(約 100 µm)において神経細胞

の細胞体や軸索に活動電位を誘発できることが明らかになった。しかし、コイ

ルが作る磁場・電場の強さはコイルからの距離に応じ反比例的に減衰するため、

脳を傷つけずに脳表から磁気刺激を与える場合では、活動電位を誘発するのに

十分な強さの電場を誘導できないと予想される。一方で、近年ではマウス脳ス

ライスを用いた研究から、活動電位を発生しない強度の反復磁気刺激が神経細

胞の興奮性を変化させることが明らかになった。これらの背景から筆者は、微

小コイルの近傍でなくとも神経活動の誘発が可能であり、脳表に磁気刺激を与

えることで脳を傷つけずに皮質神経活動を誘発できる可能性があるという着想

に至った。 

 また、これまで、磁気刺激が神経細胞の興奮性を変化させることは報告され

ているが、皮質神経回路レベルにおける磁気刺激誘発応答の生成機序は明らか

ではない。皮質神経回路は感覚信号の情報処理にも深く関わっていることから、
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磁気刺激が皮質神経回路に与える影響を解明することは、磁気刺激の神経疾患

治療メカニズムを解明する上でも重要である。 

 本論文では、微小コイルを用いた低侵襲磁気刺激法を提案し、具体的に刺激

システムの一構成法を示した。特に、磁気刺激誘発活動の皮質内における空間

局所性、コイルの向きと神経誘発活動の関係、微小コイルを用いた磁気刺激の

どの物理特性が最も神経活動に影響するかについて、実験と数値計算による解

析に基づき検討した。また、そのシステムを用いて、生体脳への影響を皮質神

経回路レベルで明らかにした。さらに、皮質神経回路動態の理解のための基礎

的知見として、麻酔薬が皮質神経回路活動に及ぼす影響を検討した。 

 学位論文は全 5 章で構成されている。第 1 章では、本研究の背景と目的を示

すとともに、本論文の構成について記述した。 

 第 2章では、微小コイルを用いた低侵襲磁気刺激法の確立について記述した。

まず、微小コイルを用いて磁気刺激装置を作製し、磁気刺激システムを構築し

た。そして、構築した磁気刺激システムを用いて、麻酔下のマウス聴覚皮質の

脳表に磁気刺激を与え、多点電極アレイを用いて磁気刺激誘発活動の電気生理

学的計測を行った。また、死後脳を用いて磁気刺激由来の電気的アーティファ

クトの周波数成分を同定することで、電気的アーティファクトと神経活動とを

分離した。加えて、微小コイル磁気刺激法の空間分解能を調べるために、多点

脳表電極を用いて磁気刺激誘発活動の皮質側方方向の伝搬を計測した。その結

果、微小コイル磁気刺激法は脳を傷つけずに皮質神経活動を誘発することがで

き、ミリメートルオーダーの空間分解能を持つことが示された。 

 第 3 章では、磁気刺激の生体脳への影響について記述した。皮質神経回路は

緻密な配線構造を持つことから、磁気刺激によって誘発される活動は皮質神経

回路の構造の制約を受けると予想される。そこで、この仮説を検証するために、
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多点電極アレイを用いてマウス聴覚皮質の層構造横断的に神経活動計測を行い、

微小コイルによる磁気刺激応答活動と感覚刺激(音刺激)応答活動の動態を時空

間的に比較した。その結果、磁気刺激応答活動と感覚刺激応答活動の時空間特

性は類似しており、磁気刺激と感覚刺激は類似の神経回路の活動を誘発するこ

とが示唆された。また、誘導電場の向きが神経誘発活動に影響すると予測され

ていることから、コイルを配置する向きが皮質誘発応答に影響を及ぼす可能性

がある。そこで、コイルの向きと神経誘発活動の関係を調べるために、コイル

の配置が皮質表面に対して水平の場合と特定の角度をつけた場合とで磁気刺激

誘発活動を比較した。加えて、脳内に発生する誘導電場の数値計算を行うこと

で、誘導電場の不均一性が磁気刺激誘発活動に大きく影響することを見出した。 

 第 4 章では、皮質神経回路の活動計測における麻酔薬の影響について記述し

た。実験に用いる麻酔薬は神経活動に影響を及ぼすことから、神経回路活動計

測の実験結果を解釈するうえで麻酔薬の影響を考慮する必要がある。しかし、

使用される麻酔薬の種類は研究者によって異なるにもかかわらず、麻酔薬の種

類が脳の局所神経回路活動にどのように影響するのかについて、詳細な知見は

ほとんど報告されていない。そこで、本章ではケタミン麻酔下および三種混合

麻酔下のラットを用いて聴覚皮質神経活動を層構造横断的に計測し比較した。

それぞれの麻酔下のラットにおいて、自発活動および音刺激誘発活動を計測し

た結果、2 種類の麻酔薬の影響は皮質層構造依存的に異なり、皮質神経回路の動

態を議論するうえで麻酔薬の種類を考慮する必要があることが示された。 

 第 5 章では、本研究で得られた結果をまとめるとともに、将来展望について

記述した。 

 本研究では、微小コイルを用いた低侵襲磁気刺激法を考案した。この方法は

磁気刺激装置の小型化だけでなく、磁気刺激の空間局所性の向上にも大きく寄
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与する。また、皮質局所神経回路における磁気刺激応答活動の in vivo 電気生理

学的計測は本研究が初の試みであり、磁気刺激の神経疾患治療メカニズムを理

解する上で基礎的な知見となる。さらに、麻酔薬の種類によって神経活動が皮

質層構造依存的な影響を受けることを明らかにした点は、局所神経回路の動態

を議論する上で今後の重要な知見となる。 

 微小コイル磁気刺激法の確立は、小型・携帯可能な磁気刺激装置の開発に重

要であり、慢性的な神経疾患に対する新規治療法の開発に繋がると期待される。

今後、微小コイル磁気刺激法が神経疾患治療に応用できるかを検証するために

は、神経疾患モデル動物への磁気刺激の影響の解析や、可塑的変化を誘発する

磁気刺激パラメータの探索が必要である。また、マルチコイルアレイを用いた

小型磁気刺激装置の開発は、より大きい強度の誘導電場を生成可能にし、磁気

刺激を経頭蓋的に施すことで将来的にはヒトに応用可能な低侵襲で小型・携帯

可能な神経疾患治療装置の開発に繋がると考えられる。 
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第 1章 序論 

1-1 本論文の概要 

1-1-1 従来の電磁気刺激法と課題 

電磁気刺激法は電磁気的に脳を刺激する手法であり、近年では耳鳴りやうつ

病の治療に幅広く応用されている。これまで様々な電磁気刺激法が開発されて

おり、中でも脳深部刺激法(deep brain stimulation, DBS)、経頭蓋電流刺激法

(transcranial direct current stimulation, tDCS) 、経頭蓋磁気刺激法

(transcranial magnetic stimulation, TMS)は代表的な電磁気刺激法として知ら

れている。しかし、下に記述したようにそれぞれの刺激法には固有の欠点があ

り、慢性的な神経疾患の抑制に対して効果的な電磁気刺激法を確立するには課

題が存在する。さらに、電磁気刺激が脳に与える影響については、細胞レベル

の研究は広く行われているものの神経回路レベルの研究は限られており、電磁

気刺激の脳への作用機序は未だに明らかになっていない。 

 

1-1-1-1 脳深部刺激法  

脳深部刺激法は、視床など脳深部に埋め込んだ電極を用いて脳内の神経細胞

に電気刺激を与える手法である。この手法はパーキンソン病やジストニアなど

の神経疾患の治療に応用されており(Perlmutter and Mink, 2006)、他の刺激法

に比べて刺激局所性が高くミリメートルオーダーの空間分解能をもつ(Martens 

et al., 2011)。しかし、この手法は、脳に長期的に電極を埋め込む必要があるた

め侵襲性の問題があり、長期間埋め込んだ電極により炎症や電極の腐食が発生

し、脳損傷が引き起こされる恐れがある(Merrill et al., 2005)。加えて、電極を

長期間埋め込むと電極周囲にグリア細胞が集合して電極-組織間のインピーダン
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スが増加し、長期に渡る電気刺激の効果を減少させてしまう(Polikov et al., 

2005)。 

 

1-1-1-2 経頭蓋電流刺激法 

 経頭蓋電流刺激法は、経頭蓋的に数ミリアンペアの弱い電流刺激を与える非

侵襲的な脳刺激法である(Nitsche et al., 2002; Ozen et al., 2010)。経頭蓋電流刺

激法では Anodal 電極と Cathodal 電極の 2 つの電極が頭部に配置され、

Cathodal 電極近傍の細胞は静止膜電位が低下し過分極状態になり、Anodal 電

極近傍の細胞は静止膜電位の増加により脱分極が生じ刺激部位付近の神経活動

を促進する(Nitsche et al., 2002)。しかし、経頭蓋電流刺激法は非侵襲的な利便

性をもつものの、神経疾患の治療効果は個人差が大きいという問題があり、こ

の原因は頭蓋骨・脳回や脳溝の構造の個人差に由来する可能性が指摘されてい

る(Kim et al., 2014)。また、経頭蓋電流刺激法は頭蓋骨越しに電流刺激を与え

るために他の刺激法よりも空間分解能が悪く、刺激する標的脳領域以外の広い

領域にも電気刺激を与えてしまう(Woods et al., 2016; Bestmann and Walsh, 

2017)。さらに、頭皮に電極を配置するため、副作用として紅斑、痛みやかゆみ、

火傷を生じるという欠点も存在する(Liu et al., 2017)。 

 

1-1-1-3 経頭蓋磁気刺激法 

経頭蓋磁気刺激法(図 1-1)は、電磁誘導によって脳内に渦電流を誘導し中枢神

経系を刺激する非侵襲的な脳刺激法であり、近年では耳鳴りやうつ病やなどの

神経疾患の治療法として広く注目されている(De Ridder et al., 2004; Hallett, 

2007; O'Reardon et al., 2007; Rossini et al., 2015)。しかし、従来の磁気刺激法

は装置が大型であるという欠点を持つ。特に、磁気刺激に用いるコイルは直径

が 5-10 cm であり(Deng et al., 2013)、磁気刺激コイルを長期間頭部に配置する
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ことはできないため、慢性的な脳刺激への応用は困難である。さらに、一回の

治療では疾患の抑制期間は数週間程度しか継続しない(Zhang, 2013)。そのため、

耳鳴りなどの日常的に発生する神経疾患の患者は、治療を受けるため頻繁に医

療機関に通院する負担を強いられている。磁気刺激コイルが小型化し、携帯可

能な治療装置が実現されれば、患者は家庭や外出先でも望むときに直ちに治療

を受けられ、通院の負担が大幅に軽減し生活の質が向上する。 

 

 

図 1-1 磁気刺激による誘導電場の生成 

Reprinted with permission from Nature (Ridding and Rothwell, 2007)   
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1-1-2 磁気刺激法の電磁気学的原理 

磁気刺激法では、刺激コイルに時間的に変動する電流が流れたとき、電磁誘導

によって脳内に誘導電場を生じ、渦電流が生成される。このとき、誘導電場 E

は次の式で表される(Krieg and Mogul, 2013)。 

 𝑬 =
𝜕𝑨

𝜕𝑡
− ∇φ (1)  

ここで、式(1)の A はベクトルポテンシャル、φはスカラポテンシャルである。

ベクトルポテンシャル A は、変動電流 I(t)を用いて次の式で表される。 

 𝑨 =
µ0𝑁𝐼(𝑡)

4𝜋
∫

𝑑𝑙

𝑅
 (2)  

ここで、式(2)のµ0は真空の透磁率、N はコイルの巻き数、dl はコイル導線の微

小要素、R は誘導電場の導出点・コイル導線の微小要素の間の距離である。ま

た、式(1)のφは脳組織の境界条件によって決定し、組織の外側が空気の場合は、

次式を解くことで得られる。 

 

∇2φ＝0 

𝜕φ

𝜕𝑛
= 𝒏・

𝜕𝑨

𝜕𝑡
 

(3)  

ここで、式(3)の n は境界面における単位法線ベクトルである。以上の式を解く

ことで磁気刺激によって脳内に発生する誘導電場を導出することが可能であり、

誘導電場の分布はコイルの巻線形状を投射した形になる(図 1-1)。 
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1-1-3 磁気刺激コイルの設計  

 脳磁気刺激法に用いる刺激コイルは、刺激の局所性や深部性を向上するため、

様々な形状が考案されている。円型コイル(図 1-2)は最も初期の磁気刺激法で用

いられていたコイルであるが、脳内に誘導される電場の分布はコイルの巻線形

状を投射した形になることから、大きな円型コイルでは脳の標的部位を選択的

に刺激することはできなかった。この問題に対し、1988 年に Ueno らによって

8 字型コイル(図 1-2)が提案され、2 つの円形コイルの間に局所的に大きい電場

を誘導することで、大脳皮質をセンチメートルオーダーの分解能で刺激するこ

とが可能になった(Ueno et al., 1988)。近年では、数値計算を用いた誘導電流の

推定に基づき、様々な形状の刺激コイルが提案されている(図 1-2)。しかし、従

来の磁気コイルは直径が 5 ~ 10 cm と大型であり(Deng et al., 2013)、加えて脳

深部刺激法と同等のミリメートルオーダーの空間分解能を達成する磁気刺激コ

イルは未だに実現されていない。 
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図 1-2 大きさ・形状の異なる磁気刺激コイルの設計 

①-⑦、㉕-㉗は典型的な円形コイルおよび 8字コイルを示している。 

Reprinted with permission from Elsevier (Deng et al., 2013)  
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1-1-4 磁気刺激法の生理学的メカニズム 

磁気刺激によって脳内に発生する誘導電場は、脳内の神経細胞の膜電位を変

化させ、個々の神経細胞の興奮性に影響する(Hallett, 2007)。神経細胞に脱分極

を引き起こすためには細胞膜に電荷が流れる必要があり、脱分極の大きさは誘

導電場の強さや、神経細胞の形態に対する誘導電場の方向に依存する。具体的

には、細胞膜に脱分極を誘導するには、神経細胞の膜上に電荷の勾配を生成す

る分布をもつ誘導電場が必要であり、このことは神経細胞の古典的な受動的ケ

ーブルモデルによって示されている (図 1-3)。 

古典的な受動的ケーブルモデルでは、誘導電場に対する膜電位変化を計算す

るうえで次の 3 つの条件を仮定している：(1) 神経細胞内の電気的抵抗は均一で

ある；(2) 細胞内の電位差は、細胞内の距離 x の関数 f(x)で記述される；(3)神経

細胞自身の活動による細胞外電位の変化は無視できる(Roth and Basser, 1990; 

Basser, 1994)。神経細胞内の単位長さあたりの抵抗を ri、細胞内に流れる電流

を Ii、膜内外の電位差を V としたとき、オームの法則より次の式が成り立つ。 

 𝑟𝑖𝐼𝑖 = −
𝜕𝑽

𝜕𝑥
 (4)  

また、電流の保存則より膜電流 imは次の式で表される。 

 𝑖𝑚 = −
𝜕𝐼𝑖
𝜕𝑥

 (5)  

細胞膜に能動的な性質がないとき、細胞膜は単位長さあたり抵抗 rm、キャパシ

タンス cmをもつ等価回路と考えることができる(図 1-3)。このとき、膜電流は次

の式で表される。 

 𝑖𝑚 = 𝑐𝑚

𝜕V

𝜕𝑡
+

𝑉

𝑟𝑚
 (6)  

式(4)–(6)より、次のケーブル方程式が導出される。 
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 𝜆2
𝜕2𝑽

𝜕𝑥2
− V = τ

𝜕V

𝜕𝑡
 (7)  

ただし𝜆は長さ定数𝜆 = √
𝑟𝑚

𝑟𝑖
  、τは時定数τ = 𝑐𝑚𝑟𝑚である。また、細胞内に電場𝑒𝑖

は次の式で表される。 

 𝑒𝑖 = −
𝜕𝑽

𝜕𝑥
 (8)  

 ここで、電磁誘導による誘導電場𝐸(𝑥, 𝑡)が与えられると、細胞内の電場の式(8)

は誘導電場の項が加えられ次の式で表される。 

 𝑒𝑖 = −
𝜕𝑽

𝜕𝑥
+ 𝐸(𝑥, 𝑡) (9)  

同様に、式(5)は次の式に変換される。 

 𝑟𝑖𝐼𝑖 = −
𝜕𝑽

𝜕𝑥
+ 𝐸(𝑥, 𝑡) (10)  

以上より、式(5), (6), (10)から誘導電場 E(x, t)の存在下でのケーブル方程式は次

の式で表される。 

 𝜆2
𝜕2𝑽

𝜕𝑥2
− V = τ

𝜕V

𝜕𝑡
+ 𝜆2

𝜕𝐸(𝑥, 𝑡)

𝜕𝑥
 (11)  

すなわち、受動的ケーブルモデルでは膜電位は誘導電場そのものではなく、誘

導電場の空間微分成分によって決定する。そのため、誘導電場の空間微分成分

は活性化関数(activation function)と呼ばれる。 
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図 1-3 神経細胞の等価回路モデル。 

rm：単位長さあたりの膜抵抗、cm：単位長さあたりの膜のキャパシタンス、ri：

単位長さあたりの神経細胞内の抵抗。 

 

 

 以上の受動的ケーブルモデルより、無限遠に伸びる神経線維(軸索や樹状突起)

に平行に均一な誘導電場が印可される場合には、膜電位の変化は生じない(図

1-4A)。一方、誘導電場に勾配がある場合には神経線維上に膜電位の変化が生じ

る(図 1-4B) (Ilmoniemi et al., 1999)。また、神経線維が折れ曲がった形状をす

る場合、局所的に神経線維に沿った電場勾配が大きくなるため分極が生じる(図

1-4C) (Roth, 1994; Bestmann and Walsh, 2017)。さらに、神経線維に直交する

誘導電場も分極を生じる。神経線維の直径が a のとき、神経線維に直交する誘

導電場 E による膜電位の変化は 2Ea で表される。しかし、神経線維に平行な電

場の膜電位への影響は神経線維に直交する向きの電場と比較して小さいことが

知られている(図 1-4D) (Roth, 1994)。加えて、神経線維の末端では膜電位の変

化が誘導電場の強度と神経線維の長さに比例して発生することが知られている
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(図 1-4E) (Rahman et al., 2013)。以上のように、磁気刺激が神経細胞の興奮性

に影響を与えることは知られている。しかし、大脳皮質神経回路レベルにおけ

る磁気刺激の機序は明らかになっていない。 

 

 

 

図 1-4 磁気刺激による神経活動生成のメカニズム 

A, 無限遠に伸びる軸索に平行に均一な電場が印加される場合は、軸索に沿った

電場勾配は存在しないため膜電位の変化は生じない。 

B, 軸索に平行に不均一な電場が印加される場合は、部分的に膜電位の変化が生

じる。 

C, 均一な電場が折れ曲がった形状の軸索に印加された場合は、構造の変化があ

る場所で大きい膜電位変化が生じる。 

D, 軸索に垂直に電場が印加されると膜電位変化が生じる。 

E, 軸索末端で膜電位変化が生じる。 

D は脱分極(depolarization)、H は過分極(hyperpolarization)を示す。 
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磁気刺激が皮質神経回路に与える影響は、ヒトにおいて経頭蓋磁気刺激法に

対する運動誘発電位 (motor evoked potential, MEP) 計測や脳波計測

(electroencephalography, EEG)の結果から考察されてきた (Rossini et al., 

2015)。磁気刺激によって誘発される脳波は、潜時の異なる複数の波を持ち、こ

の波は大きく 2 種類に分類される。1 つは、磁気刺激後 7 ms 以内に発生する

direct wave (D-wave)と呼ばれる波形であり、皮質興奮性細胞(錐体細胞)が直接

刺激されることにより発生する活動電位に由来すると考えられている。2 つ目は

18 ms 以上の潜時を持ち、1.5～2.0 ms 間隔の振動成分を持つ indirect wave 

(I-wave)と呼ばれる波形であり、錐体細胞にシナプス結合を持つ抑制性神経細胞

の活動に由来すると考えられている(Ferreri et al., 2011; Rossini et al., 2015)。

また、I-wave は興奮性細胞の層と抑制性細胞の層によって構成される皮質神経

回路モデルによって再現されることが報告されている(図 1-5) (Esser et al., 

2005; Di Lazzaro et al., 2012; Di Lazzaro et al., 2013)。このことは、磁気刺激

によって誘発される神経活動は、皮質神経回路が元々持っている構造の制約を

受けることを示唆している。しかし、これまで皮質の異なる層で磁気刺激誘発

活動を直接記録した報告は存在せず、磁気刺激の神経回路レベルでの機序の理

解の妨げとなっている。 
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図 1-5 大脳皮質神経回路モデルと磁気刺激誘発神経活動 

神経回路モデルは 2 層の興奮性細胞と 1 層の抑制性細胞によって構成されてい

る。下の波形は磁気刺激に応答する脳波の計測例を示している。最初に TMS に

よる神経活動の直接誘発に由来する波形(D-wave)が発生し、その後皮質神経回

路によって振動波形(I-wave)が生成される。 

Reprinted with permission from Elsevier (Di Lazzaro et al., 2012)  
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1-1-5 磁気刺激法の臨床・神経科学研究への応用 

1-1-5-1 磁気刺激法の臨床応用  

1985 年に Barker らによって、ヒトに経頭蓋的に磁気刺激を与えることで手

の誘発筋電位を記録することに成功して以来(Barker et al., 1985)、磁気刺激法

は臨床の現場や神経科学研究に幅広く応用されている。例えば、経頭蓋磁気刺

激法による誘発筋電図検査 (運動誘発電位計測)は、運動誘発電位の大きさや潜

時、2 連磁気刺激パルスを与えたときの静止期を調べることにより、脳卒中後の

運動機能の客観的評価指標として用いられている(Cortes et al., 2012)。1990 年

代に入ると磁気刺激パルスを連続して繰り返し与える反復経頭蓋磁気刺激法 

(rTMS, repetitive transcranial magnetic stimulation) が 開 発 さ れ 

(Pascual-Leone et al., 1994)、中枢神経系の興奮性変化を長期間誘導できるよう

になった。反復経頭蓋磁気刺激法の効果は磁気刺激パルスを与える頻度によっ

て異なり、1 Hz 以下の低頻度反復磁気刺激では興奮性の低下を、5 Hz 以上の高

頻度反復磁気刺激では興奮性の増加が誘導される(Valero-Cabre et al., 2017)。

反復経頭蓋磁気刺激法の開発により、磁気刺激法は臨床検査法だけでなく神経

疾患の治療法として応用されるようになり、耳鳴り(De Ridder et al., 2004; 

Zhang, 2013)、脳卒中(Hoffman et al., 2000)、てんかん(Fregni et al., 2006)、

うつ病(O'Reardon et al., 2007)、統合失調症(Hoffman et al., 2000)、慢性疼痛

(Pridmore et al., 2005)など様々な神経疾患の治療に応用されている。磁気刺激

法の疾患治療への有用性は広く認められており、2017 年 9 月には日本において

経頭蓋磁気刺激装置が医療機器として薬事承認されるに至った (平成 29 年 9 月

29 日 薬生監麻発 0929 第１号)。一方で、磁気刺激法による疾患治療効果は個人

差が大きく、疾患抑制期間は短いことが知られている(Ridding and Rothwell, 

2007; Zhang, 2013)。例えば、耳鳴り疾患の治療では、疾患抑制効果が 6 か月続
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いたという報告も存在するものの(Kleinjung et al., 2005)、多くの報告では疾患

抑制期間は一回の治療では数日～数週間程度であり (Folmer et al., 2006; 

Londero et al., 2006; Minami et al., 2011)、数秒しか疾患が抑制されなかった

という報告も存在する(De Ridder et al., 2005)。このような疾患抑制期間の短さ

は、神経疾患の患者に頻繁に医療機関に通院する負担を強いており、医療機関

以外でも患者が治療を受けられる小型・携帯可能な磁気刺激装置の開発が必要

とされている。また、磁気刺激による治療効果の個人差を生む原因は疾患の発

症期間(De Ridder et al., 2005)や、患者の年齢や性別、頭蓋骨から皮質までの距

離、皮質の興奮性、異なる脳領域間の結合の強さや、神経可塑性に関わる遺伝

子発現の個人差が考えられている(Valero-Cabre et al., 2017)。しかし、これら

の個人差に対応する磁気刺激法は開発されておらず、疾患抑制に効果的な刺激

法を開発するためには、神経疾患モデル動物を用いた磁気刺激の強度や刺激位

置、刺激回数などの疾患を抑制する最適な刺激パラメータの探索や、磁気刺激

の作用機序の解明といった基礎研究が必要である。 

  

1-1-5-2 磁気刺激法の神経科学研究への応用 

 磁気刺激はヒトにおける認知神経科学研究や精神・神経疾患の機序解明など

の基礎神経科学分野にも広く応用されている。例えば、低頻度反復磁気刺激を

用いて大脳皮質の背外側前頭前野領域の活動を抑制すると、被験者は不公平な

提案を受け入れるようになることが観察され、この実験により背外側前頭前領

域は公平な意思決定行動を実施する役割をもつことが示唆された(Knoch et al., 

2006)。また、磁気刺激法とポジトロン断層法  (PET, positron emission 

tomography)を組み合わせることで、前頭前野や島皮質への磁気刺激がドーパミ

ン放出を増加させることが観察されている(Malik et al., 2017)。ドーパミン神経
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回路は脳の報酬系としても知られており、磁気刺激による報酬系神経回路の修

飾は精神・神経疾患治療だけでなく薬物依存症の治療への応用も期待されてい

る(Diana et al., 2017)。しかし、ヒトを対象とした磁気刺激法の基礎研究は、実

験の困難さや倫理的な問題から十分な実験を行うことは困難である。  

 この問題に対し、近年では霊長類を用いた磁気刺激実験による精神・神経疾

患の機序解明が試みられつつある。最近では筒井らの実験により、内側前頭皮

質領域の活動がうつ病に関係しているという仮説のもとで、マカクザルの内側

前頭皮質領域に低頻度磁気刺激を与えたところ、磁気刺激後のサルはうつ病様

の行動を示し、内側前頭皮質領域の活動が情動や気分の調節に関わることが強

く示唆された(Tsutsui and Nakamura, 2017)。また、近年は遺伝子改変技術が

霊長類に応用されるようになり(Sasaki et al., 2009; Okano and Kishi, 2017)、

自閉症のカニクイザルモデル(Liu et al., 2016)や神経変性疾患マーモセットモ

デル(Tomioka et al., 2017)が作成されている。現時点では磁気刺激法をこれら

のサルモデルに応用した報告は存在しないものの、疾患サルモデルにおける磁

気刺激法の応用は、疾患治療に最適な磁気刺激パラメータの探索や、磁気刺激

法の機序解明に貢献すると期待されている。 

 一方、サルを用いた実験は多大な手間やコストがかかるという問題が存在す

る。ラットやマウスをはじめとする齧歯類は、神経科学研究に用いられる実験

動物のうち最も一般的な動物であり、霊長類と比べてコストが安い、サイズが

小さい、遺伝的な統制がとれている系統が存在する、遺伝子改変技術による様々

な疾患モデルマウスが既に存在するといった利点がある。これまで、齧歯類を

用いた磁気刺激実験(Luft et al., 2001)により、反復磁気刺激による可塑性誘導

の神経基盤の解明(Mix et al., 2014; Muller et al., 2014; Sykes et al., 2016)、神

経細胞レベルの磁気刺激の作用機序の解明(Murphy et al., 2016)や、新たな磁気
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刺激法の開発(Rotem et al., 2014)が試みられてきた。しかし、既存の磁気刺激

コイルは齧歯類の脳に対して巨大で(Rodger and Sherrard, 2015)、脳全体に誘

導電場を発生してしまうという問題が存在する(Crowther et al., 2014)。近年は

齧歯類への使用を目的とした直径 8 mm の磁気刺激コイルも開発され、これに

より空間分解能は従来の刺激コイルのセンチメートルオーダーの大きさから半

値全幅で 7 mm 程度に向上した(Mulders et al., 2016; Tang et al., 2016b)。しか

し、マウス聴覚皮質領域の大きさは直径約 2 mm 程度であり(Tsukano et al., 

2016)、聴覚皮質などの特定の脳領域を選択的に刺激するには空間分解能が不足

している。複数の脳領域に同時に刺激が与えられると、異なる脳領域間にわた

って神経活動が伝搬することで(Lakatos et al., 2007; Wylie et al., 2015)、特定

の脳領域のみに刺激を与えた場合とは脳活動に異なる影響が現れる可能性があ

る。 
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1-1-6 本論文の目的 

 磁気刺激法は非侵襲的な脳刺激方法として広く応用されているが、刺激に用

いるコイルは大型のため、慢性的に脳に刺激を与え続けるには患者に通院の負

担を強いている。さらに、大型のコイルは空間分解能の向上を阻害する要因と

なっている。加えて、磁気刺激が脳に与える影響は細胞レベルでは広く研究さ

れているものの神経回路レベルでの機序は明らかになっていない。本研究では、

将来的に臨床応用が可能な小型・携帯可能な磁気刺激装置の開発を目指し、微

小コイルを用いた脳磁気刺激法の確立と、皮質神経回路レベルにおける磁気刺

激の影響の解明を目的とした。 
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1-2 本論文の構成 

第 1 章では、本研究の背景、目的について記述した。第 2 章では、サブミリメ

ートルサイズの微小コイルを用い、生きたマウスに応用し、低侵襲脳磁気刺激

法の確立について述べる。第 3 章では、微小コイル磁気刺激法を生きたマウス

に応用し、聴覚皮質神経回路の動態を計測することで、磁気刺激の機序を明ら

かにする。第 4 章では、第 3 章で得られた実験結果を比較・解釈するための基

礎的知見として、麻酔薬の種類が神経活動に及ぼす影響を明らかにする。 
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第 2章 低侵襲微小コイル磁気刺激法の確立 

2-1 背景と目的 

2-1-1 微小コイルを用いた磁気刺激法 

これまで、磁気刺激に用いられる刺激コイルは十分な刺激強度を達成するた

めに直径5～10 cmの大型のコイルが用いられてきた(Deng et al., 2013)。一方、

近年では Bonmassar らによって、サブミリサイズの微小コイルであってもコイ

ル近傍では神経活動の誘発に十分な刺激強度が得られることが示された (図

2-1)。さらに、脳スライスを用いた実験から実際に微小コイル磁気刺激によって

神経活動を誘発することが可能であると報告された(図 2-2) (Bonmassar et al., 

2012)。加えて、その翌年には Park らによって、脳の一部を手術で除去し微小

コイルを脳内の軸索に 100–300 µm まで近づけることで、侵襲性の大きい手法

を用いれば in vivoでも微小コイル磁気刺激によって神経活動を誘発できること

が示された(Park et al., 2013)。しかし、臨床に用いるためには低侵襲的な手法

が望ましいが、コイルが作る磁場・電場の強さはコイルからの距離に応じて反

比例的に減衰するため(図 2-1)、脳を傷つけずに脳表から磁気刺激を与える場合

では、活動電位の誘発には十分な強さの電場を誘導できないと予想される。 
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図 2-1 サブミリサイズの微小コイルが発生する誘導電場 

A, B, 誘導電場の 3 次元分布。 

C, コイルに対して放射方向の電場分布。コイル直近では電場強度が 10 V/m を

超えており、活動電位の生成に十分な誘導電場が発生する。 

D, コイルに対して軸方向の電場分布。 

Reprinted with permission from Nature (Bonmassar et al., 2012)  
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図 2-2 微小コイル磁気刺激による神経活動誘発の in vitro 実験 

A, 実験構成。脳スライスと微小コイルは 300 µm 離れている。 

B, 活動電位の誘発時の神経活動波形。 

Reprinted with permission from Nature (Bonmassar et al., 2012)  
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2-1-2 弱磁場による磁気刺激 

 磁気刺激法では、頭蓋骨越しに脳内に渦電流を発生させるために、一般的に

は 1 テスラ (T) 以上の強い磁場を用いた磁気刺激が利用されている(Ridding 

and Rothwell, 2007; Zhang, 2013)。一方で、近年では直接活動電位を誘発しな

い数ミリ～数十ミリテスラ程度の弱磁場を用いた磁気刺激でも、神経細胞の興

奮性に影響を与え(図 2-3) (Tang et al., 2016a)、ヒトの脳活動を修飾可能である

ことが判明した(Di Lazzaro et al., 2013)。これらの背景から、筆者は微小コイ

ルの近傍でなくとも弱い強度の磁気刺激によって神経活動の誘発が可能であり、

微小コイル用いて脳を傷つけずに脳表から磁気刺激を与えることで、脳を損傷

しない低侵襲小型磁気刺激法を確立できるという着想に至った。 

 

 

 

図 2-3 弱磁場刺激による海馬神経細胞の興奮性の変化 

A, 反復弱磁場刺激 (LI-rMS; 85.4 mT)による活動電位発生閾値の低下。 

B, 反復弱磁場刺激による自発的発火頻度の増加。 

Reprinted with permission from Elsevier (Tang et al., 2016a)  

  



31 

 

2-1-3 本研究の目的 

本研究では、微小コイルを用いた低侵襲磁気刺激法の確立を目的とした。ここ

で、低侵襲磁気刺激法の確立については、微小コイルを脳に刺入せずに皮質神

経活動を誘発することを目標とする。まず、微小コイルを用いた磁気刺激シス

テムを構築した。さらに神経活動を誘発可能か調べるために、構築した磁気刺

激システムを用いて麻酔下のマウス聴覚皮質の脳表に磁気刺激を与え、多点電

極アレイを用いて磁気刺激誘発活動の電気生理学的計測を行った。また、死後

脳を用いて磁気刺激由来の電気的アーティファクトの周波数成分を同定するこ

とで、電気的アーティファクトと神経活動とを分離した。加えて、微小コイル

磁気刺激法の空間分解能を調べるために、多点脳表電極を用いて磁気刺激誘発

活動の皮質側方方向の伝搬を計測した。その結果、脳を傷つけずに皮質神経活

動を誘発することが可能な低侵襲微小コイル磁気刺激法が確立し、さらに微小

コイル磁気刺激法はミリメートルオーダーの空間分解能を達成することが示さ

れた。 
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2-2 実験方法 

2-2-1 微小コイルを用いた磁気刺激デバイスの作製  

微小コイルを用いた磁気刺激システムを構築するため、磁気刺激に用いる刺

激コイルは商用の微小コイル(ELJ-RFR10JFB; Panasonic Electronic Devices 

Corporation of America, Knoxville, TN, USA; 0.5×0.5×1.0 mm)を用いた(図

2-4A) (Bonmassar et al., 2012)。微小コイルを脳表から離れた位置で保持する

ため、微小コイルはプリント基板 (0.1-mm flame retardant type 4 circuit 

board (FR-4) ) に固定した (図 2-4B)。そして、導線部をはんだ付けした後、絶

縁コーティングのために 15 µm 厚の生体適合性素材 Parylene-C (DPX-C, 

Speedline Technology) を 蒸 着 装 置  (LABCOATERPDS2010, Specialty 

Coating Systems, Indianapolis, IN, USA) を用いてコーティングした。 

 微小コイルから変動磁場を発生させるために、コイルに電圧パルスを印加す

る磁気刺激システムを構築した(図 2-5)。電圧パルスの生成は D/A コンバータ 

(40 sample points 、  800-kHz sampling rate; NI USB-6341; National 

Instruments, Austin, USA) を用い、矩形波で異なる大きさの電圧パルス (パル

ス幅: 50 µs、入力電圧：Vin = 0–5 V (0.5 V もしくは 1 V ステップ) )を生成した。

Vin = 6 V 以上では微小コイルが破損するため、6 V 以上の電圧は印加しなかっ

た。D/A コンバータで生成した電圧パルスはアンプによって増幅し(3×; PB717, 

Pyramid Inc., Brooklyn, NY, USA)、増幅後の両極性出力波形をコイルに印加し

た。各トライアルにおいて、磁気刺激は 1.0–1.5 秒のランダムな刺激間隔で 50

回提示した。実験では、インピーダンスが 3.5–4.5Ω のコイル(1 V, 1 kHz で LCR

メーターを用いて測定; ZM2371; NF Corporation, Yokohama, Japan)のみを使

用した。また、Parylene-C コーティングのインピーダンス低下(Xie et al., 2013)
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に伴うリーク電流の影響を避けるため、各実験の開始前・終了直後でコイルの

絶縁インピーダンスを LCR メータ (1 V, 1 kHz) を用いて測定し、絶縁インピ

ーダンスが 7 MΩ を超えることを確認した。 

 

 

図 2-4 微小コイル磁気刺激インターフェース 

A, 磁気刺激に用いる微小コイル 

B, プリント基板に固定後の磁気刺激インターフェース 
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図 2-5 磁気刺激システムおよび電気生理学的計測システム 
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2-2-2 オープンスカル手術 

本研究において動物実験を遂行するにあたり、北海道大学における動物実験

に関する教育訓練を受け、「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に

定められた指針に従い実験を行った。 

微小コイル磁気刺激による誘発活動を計測するため、6-10週齢のC57BL/6J マ

ウス (Japan SLC, Hamamatsu, Japan) を 15 個体使用した (「各実験における動物

使用数」参照)。オープンスカル手術を施す 3–7 日前に、マウスを 3 種混合麻酔 

(ミダゾラム：2 mg/kg,  Astellas Pharma, Tokyo, Japan; メデトミジン： 0.15 

mg/kg; Kobayashi Kako, Awara, Japan; ブトルファノール： 2.5 mg/kg, Meiji 

SeikaPharma Co., Ltd., Tokyo, Japan) (Kawai et al., 2011)を用い腹腔内投与

によって麻酔を施し (第 4 章参照)、手術中にマウス頭部を固定するために自作

の固定具をマウス頭部にデンタルセメントを用いて装着した。そして、磁気刺

激実験を実施する日に、マウスに対しアトロピン(0.04 mg/kg, Mitsubishi 

Tanabe Pharma, Osaka, Japan)を投与し、ウレタン(1.3 g/kg, Wako, Osaka, 

Japan)を腹腔内投与して麻酔を施した。さらに、脳浮腫の発生を防ぐためにデ

キサメタゾン(0.5 mg/kg, Kobayashi Kako) の筋肉注射を行った。オープンスカ

ル手術を行うにあたり、開頭位置を決定するためにフラビンタンパク質内因性

蛍光イメージングを経頭蓋で行い、聴覚野の位置を同定した(詳細は 2-2-3 に記

述)。そして、歯科用ドリルを用いて頭蓋骨および硬膜を除去し、左脳の聴覚皮

質を露出させた。オープンスカル後は、脳表の乾燥を防ぐために人工脳脊髄液

(ACSF, artificial cerebrospinal fluid ) (in mM, 119 NaCl, 26.2 NaHCO3, 2.5 

KCl, 2.5 CaCl2, 1.3 MgSO4, 1.0 NaH2PO4, and 11.0 D-glucose (pH = 7.4) )を

脳表に滴下した。麻酔の深度は後肢刺激に対する反射の大きさによって判断し、

マウス直腸温を温度計(RT–30S; ESPEC, Osaka, Japan)で測定して温度が
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36 °C に保たれるように使い捨てカイロを用いてマウスの体温維持を行った。 

 

2-2-3 フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングによる聴覚皮質

領域の同定 

聴覚皮質領域の同定のために、フラビンタンパク質内因性蛍光イメージング

を用いた。この手法は電気生理学的計測実験に必要な時間を短縮する。聴覚皮

質領域の同定の詳細については第 4 章に記述した。 

フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングは内因性の蛍光を用いて神経活

動を計測する手法である(Shibuki et al., 2003; Shibuki et al., 2006; Tsukano et 

al., 2015)。フラビンタンパク質はミトコンドリアの電子伝達系にかかわるタン

パク質であり、好気呼吸における ATP 合成の過程で還元型(FMNH2)から酸化型

(FMN)へと変化する。酸化型フラビンタンパク質は青色光の照射に伴い緑色の

自家蛍光を発するという性質があり、フラビンタンパク質内因性蛍光イメージ

ングではこの性質を利用する。感覚刺激等によって神経活動が誘発されると、

それに伴いミトコンドリア活動が亢進し、酸化型フラビンタンパク質が増加し

緑色蛍光が増加する(図 2-6Aa)。この蛍光変化を観察することにより、脳を染色

せずに間接的に脳内の神経活動をイメージングすることができる(図 2-6Ab)。 

聴覚皮質のサブ領域である一次聴覚野(primary auditory cortex, A1)および

前聴覚野(anterior auditory field, AAF)を同定するために、正立顕微鏡(THT, 

BrainVision, Tokyo, Japan) を用い、CMOS カメラシステム (MiCAM02; 

BrainVision) および 1 倍対物レンズ (PLAN APO 1x, Leica Microsystems, 

Tokyo, Japan) を使用してフラビンタンパク質内因性蛍光イメージングを実施

した。励起光照射には青色 LED (LEX2-B; BrainVision)を用い、バンドパスフ
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ィルター (466±20 nm)を通して皮質に青色光を照射した。フラビン蛍光の取得

には、ダイクロイックミラー(509 nm)およびバンドパスフィルター (525±22.5 

nm)を通し、CMOS カメラシステムで緑色蛍光を取得した。顕微鏡観察は 20 フ

レーム/秒で行い、純音刺激 (60-dB SPL, 100-ms 継続時間 with 5-ms linear 

rise and fall time)の 1 秒前から 5 秒後までの蛍光変化を記録した。音刺激は 6–

8 秒の擬似ランダム間隔で 10 回提示され、各試行の蛍光画像は BV_ANA ソフ

トウェア(BrainVision)を用いて平均化された。得られた蛍光画像から、聴覚皮

質のトノトピー構造の特徴に基づき A1 および AAF 領域を同定した(図 2-6B)。 

音刺激波形は Python によって書かれたプログラムと D/A コンバータ (NI 

USB-6341) によって 800 kHz のサンプリングレートで生成され、2 Hz–100 

kHz のバンドパスフィルター (Multifunction Filter 3611; NF Electronic 

Instruments, Yokohama, Japan) およびパワーアンプ (SA1; Tucker-Davis 

Technologies, Alachua, FL, USA)を通し、スピーカー(MF1; Tucker-Davis 

Technologies)から音刺激が提示された。音刺激の音圧校正には音量計 (Type 

2636, Brüel and Kjaer, Naerum, Denmark) およびマイクロホン  (Type 

4939-L-002; Brüel and Kjaer) を使用した。 
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図 2-6 フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングによる聴覚皮質領域の同定 

A, フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングの概要。Aa, フラビンタンパク

質内因性蛍光イメージングの原理、Ab, 実験装置の構成。 

B, 聴覚皮質領域の同定。Ba-c, 純音刺激(4, 8, 16 kHz)に対する応答。Bd, 聴覚

皮質領域の同定と磁気刺激・電気生理学的計測の記録位置。  
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2-2-4 磁気刺激誘発活動の電気生理学的計測 

 聴覚皮質領域の同定後、マイクロマニピュレーター(Narishige; Tokyo, Japan)

を用い、聴覚皮質 A1 領域上の脳表から 50–100 μm 離れた場所に微小コイルを

配置した。次に、電気生理学的計測を行うために、刺入型多点電極アレイを AAF

領域に微小コイルから 0.7-1.5 mm 離して刺入し(図 2-6 Bd)、もしくは、多点脳

表電極(electrocochleography, ECoG)を AAF と A1 の全体の領域を覆うように配

置した(図 2-12 参照)。 

電気生理学的計測を行うにあたり、刺入型多点電極アレイは電極間隔 50 µm、

1 シャンク、16 チャネルの電極 (A1×16-5mm-50-177-A16; NeuroNexus, Ann 

Arbor, MI)を使用し、多点脳表電極は電極間隔 300 µm、32 チャネルの ECoG

電極(E32-300-20-50-HC32; NeuroNexus)を使用した。スパイク活動および局所

電場電位(local field potential, LFP)は計測ソフト (OmniPlex; Plexon Inc, 

Dallas, TX, USA)の設定上で 250 倍に増幅し、それぞれバンドパスフィルター

(300-8,000 Hz)もしくはローパスフィルター(0.1-600 Hz)を用い、40 kHz もし

くは 1 kHz のサンプリング周波数で計測した。音刺激誘発活動は、0.3–0.4 秒の

ランダム間隔で 100 回提示したクリック音(80 dB SPL)に対する応答を記録し

た。刺入型多点電極により皮質のどの層からの記録が得られたのか確認するた

めに、電流源密度(current-source density, CSD)を、LFP の深さ方向の空間 2

階微分の計算により解析した(Muller-Preuss and Mitzdorf, 1984; Kaur et al., 

2005)。そして、CSD 解析結果における source-sink-source のトリプレットパ

ターンから 4 層の位置を決定した(Kaur et al., 2005; Sakata and Harris, 2009)。

この結果は、皮質各層の厚み(DeFelipe et al., 2002)と電極の刺入深さとの関係

性と矛盾しなかった。スパイク活動は Offline Sorter (Plexon Inc.) を用い、活

動波形の 3 倍の標準偏差(SD)を閾値にした主成分分析によって、シングルユニ
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ットの活動にソーティングされた。 

磁気刺激の提示は、電極を脳に刺入後、音刺激活動(スパイク応答、LFP 応答)

が安定してから行った。また、磁気刺激応答活動の記録は、に初めて磁気刺激

を提示してから 30 分以内でのみ行った。全ての動物は実験終了時に麻酔の過剰

投与により安楽死させ、エンドポイントは心拍および呼吸の有無で評価した。

また、電気的アーティファクトの周波数成分を調べるために、エンドポイント

を確認してから 30 分後に磁気刺激応答波形を記録した。加えて、ナトリウムチ

ャネル阻害剤であるテトロドトキシン(tetrodotoxin, TTX, 20 µM; Wako)を脳表

に滴下し、活動電位の発生を阻害した状態でも電気的アーティファクトの計測

を行った。TTX 処理後の電気生理記録は、TTX 投与の 1 時間後に音刺激誘発活

動の消失を確認してから行った。 

磁気刺激・音刺激誘発活動の有無は LFP の z-score によって計算した。刺激

後のある時間における LFP の電位(V)の z-score は、刺激前 10–50 ms 間の電位

の平均(V̅)とその標準偏差(σ)によって計算され(z =
V−V̅

𝜎
)、刺激後 100 ms 以内に

z-score が 6 を超える場合に応答性の活動を示したと判断した。 
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2-3 結果 

2-3-1 低侵襲微小コイル磁気刺激による皮質神経活動の誘発 

微小コイルによる脳表磁気刺激によって皮質活動を誘発できるかを検証する

ために、多点電極アレイ(n = 9)および多点脳表電極(n = 8)を用いて磁気刺激応

答活動の電気生理学的計測を行った。微小コイルは脳表から 50-100 µm 離し、

脳表に対して 60°の角度で配置された(図 2-7A)。図 2-7B は磁気刺激後 1 秒間の

LFP とスパイク活動の例を示しており、磁気刺激パルス後に LFP の変化やスパ

イク発火頻度の顕著な増加が現れた。磁気刺激前後(刺激前 < 200 ms および刺

激後< 50 ms)のスパイク波形は同じ時間変化パターンを示し(図 2-7C)、図 2-7Bb

で示された磁気刺激後のスパイク数の増加は電気的アーティファクトに由来す

るものではないことを示している。LFP 応答およびスパイク活動の増加は異な

る電極位置においても観察され (図 2-7D)、 微小コイルを用いた脳表の磁気刺

激によって皮質の層構造全体に神経活動が誘発されることが示された。 

 

  



42 

 

 

図 2-7 微小コイル磁気刺激誘発活動の電気生理学的計測 

A, 16 ch 多点電極アレイを用いた実験の概略図。 

B, 微小コイル磁気刺激の誘発活動の例(電極位置: 8 ch)。Ba, フィルター前の神

経活動波形。Bb, スパイク活動。Bc,局所電場電位(LFP)活動。 

C, 磁気刺激前(-200–0 ms, Ca)および磁気刺激後(0–50 ms, Cb)のスパイク波形 

D, 微小コイル磁気刺激の誘発活動の多点電極記録。Da, LFP, Db, スパイク活

動のラスタープロット , Dc, スパイク活動の PSTH (Post-stimulus time 

histogram)。ビン幅：0.5 ms。  
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2-3-2 コイル由来のノイズ音および熱の測定 

 2-3-1 節で観察された誘発活動が、コイルが発する音や熱に由来するものでは

ないことを確認するために、磁気刺激の際にコイルに発生する熱と音圧を測定

した。まず、コイルが発するノイズ音の音圧を測定するために、微小コイルに

Vin = 5 V、パルス幅 50 µs の入力電圧を印加し、コイルから 1 cm 離れた位置に

配置したマイクによって音圧変化を収録した(図 2-8A)。得られた音圧変化の時

間周波数解析を行ったところ、磁気刺激によって 2-4 kHz において約 40 dB SPL

の短い音を発することが観察された(図 2-8B)。しかし、磁気刺激応答が観察され

たマウスを用い、脳表から微小コイルを 3 cm離してコイルに電圧パルス (Vin = 5 

V)を印加したところ、磁気刺激に応答した LFP 変化やスパイク数の増加は観察

されなかった (n = 3)。この結果より、磁気刺激によってコイルからノイズ音は

発生するものの、2-3-1 節で観察された誘発神経活動は音に由来するものではな

いことが示された。 

 次に、コイルが発する熱の測定を行った。空気中で微小コイルにパラフィル

ムを挟んで熱電対を接触させ(図 2-9A)、コイルに Vin = 5 V、パルス幅 50 µs の入

力電圧を 1 秒間隔で印加したところ、温度は印加開始後に 1 分間で約 1.2℃上昇

し、その後は安定していた(図 2-9B)。熱による神経活動の誘発は 10℃以上の温

度変化を必要とするため(Chen et al., 2015)、2-3-1 節で観察された誘発活動は熱に

由来するものではないことが判明した。 
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図 2-8 コイル由来のノイズ音の測定 

A, コイル由来ノイズの測定。Aa, コイルとマイクの配置。Ab, コイル由来ノイ

ズの計測例 

B, コイル由来ノイズ(Ab)の時間周波数解析。Ba, 0-50 kHz。 Bb, Ba の拡大図。

0-20 kHz の範囲を表示。 

 

 

 

図 2-9 微小コイルの温度測定 

A, 微小コイルと熱電対の配置 

B, コイルの温度変化。コイルには Vin = 5 V, パルス幅 50 µs, 刺激間隔 1 s の入

力を 100 回印加した。 
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2-3-3 電気的アーティファクトの計測 

次に、磁気刺激による電気的アーティファクトの影響を調べるために、死後

脳(図 2-10 A, B)や TTX 投与後の脳(図 2-10C–E)における LFP 波形の時間周波数

解析を行うことでアーティファクトの周波数成分を調べた。マウスに安楽死を

施す前は、LFP は磁気刺激に応答して負の方向に大きく遅い変化(peak after µMS: 

30–50 ms)する成分と、早い振動成分(inter peak interval: ~20 ms) が足し合わされ

た波形を示していた(図 2-10Aa)。一方で、麻酔の過剰投与により動物に安楽死を

施した後は、大きく遅い LFP の変化が消え、早い振動成分のみが残った (図

2-10Ab)。マッチング追跡法(Chandran Ks et al., 2016)を用いて時間周波数解析を

行ったところ、死後脳における LFP 波形には 40 Hz 以上の周波数成分が見られ

(図 2-10 B)、TTX 投与後の脳でも同様の結果が得られた(図 2-10C–E)。そこで、

0.5–35 Hz のバンドパスフィルターを使用することで、電気的アーティファクト

を分離し、明瞭な磁気刺激の誘発活動波形を得た (図 2-10Ac, Ca)。さらに、ス

パイク活動測定に使われる高い周波数帯(0.3–8 kHz)における電気的アーティフ

ァクトの周波数成分を調べた (図 2-11)。広周波数帯域で時間周波数解析を行っ

たところ、スパイク活動に伴って高い周波数成分(1–6 kHz)の増加は見られたが

(図 2-11b)、TTX 投与後の脳では、このような高い周波数成分の増加は見られな

かった (図 2-11d)。以上の結果より、従来の磁気刺激実験では電気的アーティフ

ァクトのために磁気刺激の誘発活動の電気生理学的計測は困難だった状況に対

し、本研究ではアーティファクトを周波数フィルターで分離することで明瞭な

磁気刺激の誘発活動の取得に成功した。この結果により、2-3-1 節で観察された

磁気刺激誘発活動はアーティファクトではなく、神経活動であることが示され

た。 
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図 2-10 電気的アーティファクトと神経活動の分離 

A, 安楽死前後の磁気刺激の応答波形(Aa, Ab)および電気的アーティファクトの

分離(Ac)。 

B, 電気的アーティファクトの周波数成分の時間周波数解析(Ba)および電気的

アーティファクトの周波数成分の増加率(Bb, Bc)。 

C-E, TTX 投与前後の磁気刺激応答波形および電気的アーティファクトの分離。 
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図 2-11 スパイク活動と電気的アーティファクトの周波数成分 

a, b, TTX 投与前の広帯域神経活動の磁気刺激応答波形(a)および周波数成分(b)。

矢印：スパイク活動。 

c, d, TTX 投与後の広帯域神経活動の磁気刺激応答波形(a)および周波数成分(b)。 
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2-3-4 微小コイル磁気刺激法の空間分解能 

磁気刺激の空間分解能は磁気刺激コイルの大きさに依存するため (Deng et al., 

2013)、微小コイル磁気刺激法では従来の磁気刺激法と比べて空間分解能の向上

が期待される。そこで、皮質水平方向に対する空間分解能を評価するため、多

点脳表電極を用いて磁気刺激誘発活動の皮質水平方向の伝搬について測定を行

った。微小コイル磁気刺激は図 2-7A と同様に脳表の上に配置し、入力電圧 Vin = 

5V を印加した。磁気刺激誘発活動は、32 チャネルの多点脳表電極を聴覚皮質上

に微小コイルから 150±54 µm 離して配置し計測した(図 2-12 A)。音刺激(80 dB 

SPL click sound) を与えたとき、音刺激誘発活動は聴覚皮質全体に表れた(A1、

AAF の両方、図 2-12 Ba, Ca)。次に、音刺激誘発活動の分布を調べるために各電

極で計測された LFP を電極全体の最大のピーク時振幅で正規化した(normalized 

peak amplitude)。その結果、音刺激誘発活動のピーク時振幅は、最大の応答を示

した場所から離れるに従って減少し、1.2–1.5 mm 離れた領域ではピーク時振幅

は半分以下(正規化後のピーク時振幅: 0.27 ± 0.08)にまで減少した(図 2-13A; p = 

0.001, Tukey-Kramer test)。一方、微小コイル磁気刺激の誘発活動は 6 個体中 5 個

体でコイル近傍で最大の応答を示し(図 2-12Bb, Cb)、ピーク時振幅はコイルから

離れるに従い単調に減少して、コイルから 1.2–1.5 mm 離れた場所ではピーク時

振幅は半分(正規化後のピーク時振幅: 0.50 ± 0.02)にまで減少した (図 2-13 B; p 

= 0.001, Tukey-Kramer test)。以上により、微小コイル磁気刺激法の空間分解能は

ミリメートルオーダーで、従来の脳磁気刺激法がもつセンチメートルオーダー

の空間分解能 (Deng et al., 2013)と比較して、大幅に向上したことが示された。

一方で、微小コイル磁気刺激法の空間分解能は音刺激応答 (80 dB SPL)が示した

活動領域よりも大きく、聴覚皮質のサブ領域を選択的に刺激するには空間分解

能がより高い刺激法を開発する必要がある。 
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図 2-12 微小コイル磁気刺激誘発活動の多点脳表電極計測 

A, 脳表電極と磁気刺激インターフェースの位置関係。 

B, 微小コイル磁気刺激誘発活動および音刺激誘発活動の多点脳表電極計測の

応答波形。 

C, 磁気刺激・音刺激誘発活動(Ba, Bb)の時間変化。 
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図 2-13 音刺激と微小コイル磁気刺激の応答(正規化後のピーク時振幅)と微小

コイルからの距離との関係 

A, 微小コイルからの距離と音刺激の誘発活動の関係。 

B, 微小コイルからの距離と磁気刺激の誘発活動の関係。 

** p < 0.01, # p < 0.001 
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2-4 考察 

2-4-1 従来の電磁気刺激法との比較 

本研究では、脳表から離した微小コイルによって、低侵襲的に皮質神経活動

を誘発できることを示した。この低侵襲性微小コイル磁気刺激法は従来の電磁

気刺激法と比較し多くの利点がある。 

経頭蓋電流刺激法は非侵襲に神経活動を修飾できる(Ozen et al., 2010)が、頭

皮・脳組織間の距離や頭蓋骨の形状などの要因により、局所的な刺激は困難で

ある。脳深部刺激法はミリメートルオーダーの空間分解能を持つものの(Merrill 

et al., 2005; Deliano et al., 2009)、電極の腐食や電極周囲でのグリア細胞の集

合により、侵襲性や長期刺激において課題が残る(Polikov et al., 2005)。近年、

Leeらによってシャンク幅100 µmの刺入型磁気刺激プローブが開発された(Lee 

et al., 2016)。この技術は脳深部刺激法で使われる刺入電極の代替となる可能性

がある。しかし、磁気刺激プローブが損傷したときに脳に大きいダメージを与

える可能性があり、行動中の動物やヒトへの臨床応用において問題となる恐れ

がある。本研究で提案した低侵襲性微小コイル磁気刺激法は、上記の問題を解

決する新たな神経活動の修飾法である。 

 

2-4-2 磁気刺激誘発活動の計測 

2-3-2 節ではコイルが発する音や熱の影響について検討した。これら以外の非

磁気要素、たとえば音振動による皮質への機械的な刺激については、神経活動

の誘発にはメガパスカルオーダー(> 230 dB SPL)の圧力が必要である(Tyler et al., 

2008)ため、本実験のコイルではほとんど影響しない。このことは、微小コイル

磁気刺激法は微小コイルが生成する磁場・誘導電場によって神経活動を修飾し

ていることを示唆している。 

また、2-3-3 節では神経活動と電気的アーティファクト成分の分離を試みた。
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一般的に、磁気刺激は大きく長時間継続する電気的アーティファクトを生成す

るため(Ilmoniemi and Kičić, 2009; Casula et al., 2017)、磁気刺激を与えた領域での

電気生理学的計測を行うには特殊な装置構成や技術が必要があり(Mueller et al., 

2014; Pashut et al., 2014)、電気生理学的計測は避けられる場合が多かった

(Kozyrev et al., 2014)。そのため、大脳皮質の層構造横断的に電気生理学的計測を

行った報告は本研究が初の試みであり、この技術により第 3 章で述べる磁気刺

激の皮質神経回路への影響を調査することが可能となった。 

 

2-4-3 微小コイル磁気刺激法の空間分解能 

 2-3-4 節において、脳表電極を用いて磁気刺激誘発活動が伝搬する領域を計測

したところ、微小コイル磁気刺激法はミリメートルオーダー (半径 1.2–1.5 mm) 

の空間分解能を達成することが判明した。この分解能は刺入電極による局所電

気刺激と同等(分解能：半径~1.2 mm)であり(Deliano et al., 2009)、これまで報

告されている磁気刺激法の中で最小の空間分解能が達成された。 

従来の磁気刺激法の欠点の一つは空間分解能がセンチメートルオーダー(1-2 

cm)と高くなかったことが挙げられる(Deng et al., 2013)。そのため、従来の磁

気刺激法ではマウスの脳全体に誘導電場を発生してしまい(Crowther et al., 

2014)、齧歯類を用いて磁気刺激の機序解明の研究を行う上で、標的部位以外へ

も広く磁気刺激を与えてしまう。そのため、異なる機能を持った脳領域に広く

刺激を与えてしまい、異なる脳領域間で神経活動が伝搬することで(Lakatos et 

al., 2007; Wylie et al., 2015)特定の脳領域を刺激した場合とは異なる様相の脳

活動が観察されてしまう恐れがある。微小コイル磁気刺激法は高い空間分解能

を達成するため、この問題を解決し微小脳領域における磁気刺激の影響を調べ

るのに適した刺激法である。 
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2-4-4 将来展望 

 本研究により、サブミリメートルの微小コイルが低侵襲的に皮質神経活動を

誘発できることが明らかになった。しかし、コイルが生成する誘導電場の大き

さはコイルの距離に反比例して減衰するので、より侵襲性の低い経頭蓋磁気刺

激では皮質活動を誘発できないと予想される。また、微小コイル磁気刺激法の

空間分解能は従来の磁気刺激法と比べ大幅に向上しているものの、マウスにお

いて聴覚皮質のサブ領域を選択的に刺激するには十分ではない(Tsukano et al., 

2016)。これらの課題を解決するため、今後、マルチコイルアレイ(Ruohonen et 

al., 1999)を用いた小型磁気刺激装置を開発することで、磁気刺激強度や刺激局

所性の向上を狙える。 

 また、本研究では皮質神経活動の誘発を確認したものの、神経疾患治療に応

用するためには、今後微小コイル磁気刺激の神経疾患治療への効果について検

証する必要がある。具体的には、微小コイル磁気刺激によって脳に可塑的な変

化を誘導する刺激パラメータの探索や、耳鳴りモデルマウスなどの神経疾患モ

デル動物に対する微小コイル磁気刺激の影響の調査は今後の課題として残され

ている。 
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2-5 本研究のまとめ 

本研究では低侵襲性の微小コイル磁気刺激法を提案し、皮質神経活動を誘発

できることを示した。さらに、皮質神経活動の誘発において熱や音などの非磁

気要素の影響は小さく、電気的アーティファクトの周波数帯域をバンドパスフ

ィルターで除去することで神経活動成分を分離できることを示した。また、微

小コイル磁気刺激法の空間分解能においてはミリメートルオーダーを達成し、

従来の磁気刺激法と比較し空間分解能が大きく向上した。これらの結果は、微

小コイル磁気刺激法の確立が小型・携帯可能な磁気刺激装置の開発に繋がると

いうことだけでなく、微小コイル磁気刺激法は脳の微小領域に対する磁気刺激

効果を調べる上でも有用なツールとなることを示唆している。 
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3 章 微小コイル磁気刺激法の生体脳神経回路活動修飾へ

の応用 

3-1 背景と目的 

3-1-1 磁気刺激による神経修飾 

電磁気刺激法は神経活動の修飾に用いられており、中でも磁気刺激法は神経

科学研究(Rossini et al., 2015)から耳鳴り神経疾患治療などの臨床目的(De 

Ridder et al., 2004; O'Reardon et al., 2007)まで幅広く使用されている。脳に磁

気刺激を与えると磁気刺激コイル直下の皮質活動は興奮または抑制されること

が知られている(Hallett, 2007)。一方、磁気刺激の作用機序は明らかになってい

ない点が多く、これまで細胞集団レベル(Allen et al., 2007; Thut et al., 2011)、

単一神経細胞レベル(Pashut et al., 2011; Pashut et al., 2014)、神経細胞の微小

構造レベル(Murphy et al., 2016)で磁気刺激の作用機序の解明が試みられてき

た。しかし、皮質の層構造内や層構造間における局所神経回路に磁気刺激がど

のように作用するのかは明らかではない。 

 

3-1-2 大脳皮質神経回路の構造 

 大脳皮質は 6 層構造を持ち、多数の神経細胞が緻密な配線構造を形成してい

る(図 3-1)。皮質の各層は神経細胞の密度や投射様式によって解剖学的に定義さ

れ、それぞれの層は異なる機能を有すると考えられている(Allene et al., 2015)。

一般的に、聴覚皮質などの感覚皮質では、末梢から送られてくる感覚信号は視

床を通り、主に皮質第 4 層に入力され、第 4 層から皮質における感覚情報処理

は開始される。次に、第 4 層の活動は第 2/3 層の神経細胞に伝搬し、さらに第
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2/3 層の活動は第 5 層・第 6 層の神経細胞に伝搬し、5 層・6 層から他の皮質領

域に活動が出力される。感覚皮質では皮質神経回路で神経活動が伝搬する過程

で感覚信号の情報処理が行われている。例えば、聴覚皮質では音の周波数情報

の抽出などの情報処理が行われていると考えられている(Haeusler and Maass, 

2007; O'Connell et al., 2014)。また、耳鳴りモデル動物の聴覚皮質では第 1 層

へのシナプス入力活動が増加することが示唆されており(Stolzberg et al., 2012)、

皮質神経回路における情報処理は神経疾患にも深い関りがある。そのため、磁

気刺激が皮質神経回路に与える影響を解明することは磁気刺激の神経疾患治療

メカニズムを解明する上でも重要である。しかし、皮質神経回路において磁気

刺激誘発活動を直接計測した報告は存在せず、磁気刺激が皮質神経回路活動に

与える影響は明らかになっていない。 
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図 3-1 聴覚皮質神経回路の 6 層構造と投射様式 

視床からの感覚信号は主に第 4 層に入力され、付随的に第 5 層・第 6 層にも入

力される(水色)。また、異なる種類の感覚信号(視覚など)は第 1 層や第 5 層に入

力する。オレンジ色の細胞(第 4 層、第 5b 層)は主に同じ皮質内(聴覚皮質内)の

細胞に投射し、黄色の細胞(第 2/3 層、第 5a 層、第 6 層)は主に他の皮質領域に

投射する。 

Reprinted with permission from Elsevier (Allene et al., 2015) 
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3-1-3 本研究の目的 

磁気刺激は電気的アーティファクトを生じるため、磁気刺激を与えた領域で

の電気生理学的計測はこれまで避けられる場合が多かった。一方、第 2 章に記

述した通り、微小コイル磁気刺激法では深刻な電気的アーティファクトを生じ

ず、磁気刺激誘発活動の電気生理学的計測ではバンドパスフィルターによって

神経活動とアーティファクト成分とを分離することが可能である。そこで、本

研究では磁気刺激の局所神経回路レベルでの作用機序の解明を目指した。ここ

で、磁気刺激の作用機序の解明については、感覚刺激と磁気刺激によって誘発

される活動の時空間特性の類似性もしくは差異を評価することを目的とする。

特に(1)磁気刺激誘発活動の層方向の伝搬様式、(2)コイル配置の磁気刺激誘発活

動への影響、(3)皮質神経活動を誘発する物理パラメータの 3 つについて検証す

るために、磁気刺激誘発活動の電気生理学的計測を 6 層構造全体で行った。さ

らに、磁気刺激の誘発活動に重要な物理パラメータを探索するために、脳内に

生成される誘導電場の数値計算を行った。 
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3-2 実験方法 

3-2-1 磁気刺激誘発活動の電気生理学的計測 

本研究において動物実験を遂行するにあたり、北海道大学における動物実験

に関する教育訓練を受け、「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に

定められた指針に従い実験を行った。 

 微小コイル磁気刺激の皮質神経回路への影響を調べるため、生後 6-10 週齢の

C57BL/6J マウス ( Japan SLC, Hamamatsu, Japan) を 15 個体使用した(「各

実験における動物使用数」参照)。微小コイルは第 2 章で使用した刺激コイルと

同一のものを用い、磁気刺激方法・フラビンタンパク質内因性蛍光イメージン

グによる聴覚皮質領域の同定方法および音刺激生成方法・電気生理学的計測方

法も第 2 章 2-2 節 実験方法に記載された内容と同一の方法を用いて実験を行っ

た。得られた電気生理学的計測データを解析するにあたり、電気的アーティフ

ァクトの除去のために 0.5-35 Hz のバンドパスフィルターを使用した(第 2 章

2-3-2 節 参照)。さらに、コイルの配置と磁気刺激誘発活動の関係性を調べるた

め、微小コイルの配置が異なる 2 種類の刺激コイルを作製した(Type-A coil vs. 

Type-B coil、図 3-2)。 
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図 3-2 2 種類の刺激コイル 

a, Type A coil 

b, Type B coil 

 

 

3-2-2 誘導電場・磁場の数値計算  

脳内に生成される誘導電場を計算するにあたり、Python 3.4 を用いて数値計

算プログラムを作成した。数値計算を行う上で、マウス脳に比較して磁気刺激

に用いた微小コイルは十分に小さいため、単純化してマウスの脳平面が平坦な

構造であると仮定して数値計算を行った(Tofts, 1990)。微小コイルは脳表面から

50 µm 離れた位置に配置し、コイルはACSFの中に存在すると仮定し、脳とACSF

間の境界条件を考慮して計算を行った。この条件において、誘導電場は次の式

のように 1 次電場𝐸𝑝
⃗⃗⃗⃗ と 2 次電場𝐸𝑠

⃗⃗⃗⃗ の合計によって計算される。 

 �⃗� (𝑟 , 𝑡) = 𝐸𝑝
⃗⃗⃗⃗ (𝑟 , 𝑡) + 𝐸𝑠

⃗⃗⃗⃗ (𝑟 , 𝑡) , (12)  
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ここで、𝑟  は座標空間における位置であり t は時間を示している。また、1 次電

場𝐸𝑝
⃗⃗⃗⃗ (𝑟 , 𝑡)はコイルに流れる電流から直接計算され、2 次電場𝐸𝑠

⃗⃗⃗⃗ (𝑟 , 𝑡) は脳表面と

ACSF の境界に発生する電荷分布から計算される(図 3-3) (Krieg and Mogul, 2013)。 

 

図 3-3 誘導電場の計算方法 

脳表における 1 次電場(Ep)の分布から、境界面に発生する電荷と 2 次電場(Es)の

分布が決定する。 

 

 

 1 次電場は、次の式のようにコイルが生成するベクトルポテンシャル𝐴  から計

算される。 

 𝐸𝑝
⃗⃗⃗⃗ (𝑟 , 𝑡) = −

𝜕𝐴 (𝑟 , 𝑡)

𝜕𝑡
 . (13)  

ベクトルポテンシャルの計算のため、まずコイルに印加した電圧𝑣(𝑡)からコイ

ルに流れる電流𝑖(𝑡)を計算した(図 3-4)。電圧𝑣(𝑡)はアンプによる増幅後、オシロ

スコープ (GDS1062A, NF Corporation)を用いて測定した。コイル電流の計算では
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単純化のために磁気刺激システムは RLC 回路と等価であると考えて計算した。

コイル電流はキルヒホッフの法則から導出される 2 階微分方程式, 𝑅𝑠𝑖(𝑡) +

𝐿𝑠
𝑑𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
+

1

𝐶𝑠
∫ 𝑖(𝑡) = 𝑣(𝑡), に 2 次のルンゲ・クッタ法を用いることで計算した(図

3-4)。ここで、𝑅𝑠 = 4.2 [Ω, impedance], 𝐿𝑠 = 3.1 [µH, inductance], and 𝐶𝑠 = 7.6 

[mF, capacitance]であり、この値は実験に使用した磁気刺激システムにおいて

LCR メーター (ZM2371, NF Corporation)を用いて 1 V、 1 kHz で測定した結果で

ある。 

 

図 3-4 微小コイルに流れる電流の計算 

緑：コイルに印可される電圧。青：コイルに流れる電流。赤：コイルに流れる

電流の時間微分成分。 

 

 

次に、準定常状態を仮定し、ビオ・サバールの法則からベクトルポテンシャル

の計算を行った。ここで、単純化のために、刺激に用いた微小コイルは長さ 𝑙, 巻

き数 𝑁, 半径 𝑎の有限長理想コイルとした。計算では円柱座標を考え、円柱座標
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中の点(𝜌, z)におけるベクトルポテンシャル𝐴  は次の式により計算される。 

 𝐴 (𝑟 ) =
𝜇𝑁𝑖(𝑡)

2𝜋𝑙
∫ 𝑑𝑘

1

𝑘
𝐽1(𝑘𝜌)𝐽1(𝑘𝑎)𝑓(𝑘; 𝑧)

∞

0

 , (14)  

ここで、𝜇は真空の透磁率, 𝐽1は 1 次の第 1 種ベッセル関数であり、円柱座標で

コイルの一端を z = 0、もう一端を z = l に設定した時、𝑓(𝑘; 𝑧) = |𝑒−𝑘(𝑧−𝑙) −

𝑒−𝑘𝑧|  (z ≥ 𝑙, 𝑧 < 0) も し く は 𝑓(𝑘; 𝑧) = 2 − 𝑒−𝑘(𝑧−𝑙) − 𝑒−𝑘𝑧 (0 ≤ z < 𝑙) で あ る

(Labinac et al., 2006)。そして、式(13)の通り、1 次電場は式(14)の時間微分によっ

て計算される。 

2 次電場は境界面の電荷分布から計算され、電荷分布は 1 次電場と脳組織

-ACSF 境界条件によって決定する(Krieg and Mogul, 2013)。まず、境界面におけ

る 2 次電場の𝛻𝜑の計算を行う。ACSF と脳の導電率をそれぞれ𝜎𝑏と𝜎𝑎としたと

き、境界条件を満たすために次の式が成立する(図 3-3):  

 𝜎𝑏( 𝐸𝑝
⃗⃗⃗⃗ + 𝛻𝜑 ) ∙ �⃗� = 𝜎𝑎( 𝐸𝑝

⃗⃗⃗⃗  − 𝛻𝜑 ) ∙ �⃗�  (15)  

ここで𝜎𝑎 > 𝜎𝑏であり、�⃗�  は境界面に対する単位法線ベクトルである。式 (13)か

ら、この式は次のように変形できる：𝛻𝜑 ∙ �⃗� = (
𝜎𝑎−𝜎𝑏

𝜎𝑎+𝜎𝑏
)

𝜕𝐴 

𝜕𝑡
∙ �⃗�  (Miranda et al., 2003)。 

次に、脳内の任意の場所で 2 次電場を計算するため、境界面における電荷分布

を計算する(Tofts, 1990)。ガウスの法則より、微小面積における電荷Σは、Σ =

𝜀𝑎𝛻𝜑 ∙ �⃗� 𝑑𝑆 + 𝜀𝑏𝛻𝜑 ∙ �⃗� 𝑑𝑆によって記述できる。ここで、𝜀𝑎  と 𝜀𝑏  はそれぞれ

ACSF と脳の誘電率で、𝑑𝑆 は境界面の微小面積要素である。この式を変形する

と、境界面の電荷分布は Σ = (𝜀𝑎 + 𝜀𝑏) (
𝜎𝑎−𝜎𝑏

𝜎𝑎+𝜎𝑏
)

𝜕𝐴 

𝜕𝑡
∙ �⃗�  で表される。よって、クー

ロンの法則より 2 次電場は次の式で表現される。 

 𝐸𝑠
⃗⃗⃗⃗ (𝑟 , 𝑡) = ∫

Σ𝑑𝑆 𝑑 

4𝜋𝜀𝑑3
= ∫(𝜀𝑎 + 𝜀𝑏) (

𝜎𝑎 − 𝜎𝑏

𝜎𝑎 + 𝜎𝑏
)
𝜕𝐴𝑛

𝜕𝑡

𝑑𝑆 𝑑 

4𝜋𝜀𝑑3
 (16)  

ここで d は微小面積要素 dS から座標 𝑟  までの距離である。 
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以上より、式(12)の通り、脳内の電場は 𝐸𝑝
⃗⃗⃗⃗  (式 (13) と 𝐸𝑠

⃗⃗⃗⃗  (式 (16))の和によ

って計算される(図 3-5、図 3-6)。 計算に使用するパラメータは次の通りである： 

𝜇 = 4𝜋 × 10−7 [𝐻/𝑚] , 𝑎 = 0.2235 [mm] , 𝑙 = 0.6 [mm],  𝑁 = 21 turns 

(Bonmassar et al., 2012), 𝜎𝑎 = 1.5 [
𝑆

𝑚
]および𝜎𝑏 = 0.3 [S/m] (Miceli et al., 2017), 

𝜀𝑎 = 83および𝜀𝑏 = 74  (Voigt et al., 2011; Michel et al., 2017)。また、1 次電場は

コイル周囲に電流と同じ向きで生成されるため、誘導電場の水平方向の曲率は 1

次電場ベクトル(円方向)を脳表面に投射した形(楕円)の曲率によって計算した。

加えて、コイルが生成する磁場�⃗� はビオ・サバールの法則より次の式で計算され

た：|�⃗� | = |∫
𝜇𝑖(𝑡)

4π

𝑑𝑠×(𝑟 −𝑟 0)

|𝑟 −𝑟 0|3
|、ただし ds コイルの長さの微小要素である (Minusa et 

al., 2017)。 

 

 

 

図 3-5 1 次電場(Ep)・2 次電場(Es)とその和の xz 平面における分布 

コイル中心から y 軸方向に 200 µm における電場分布を表示した。 
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図 3-6 脳内の各深さ(z)における 1 次電場(Ep)・2 次電場(Es)とその和の x, y, z

成分の最大値 

A, 脳内の各深さ(z)における 1 次電場(Ep)の各成分の最大値。 

B, 脳内の各深さ(z)における 2 次電場(Es)の各成分の最大値。 

C, 脳内の各深さ(z)における 1 次電場と 2 次電場の和の各成分の最大値。 
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3-2-3 解析方法 

  磁気刺激の誘発活動の特徴を捉えるために、LFP の 3 つのパラメータ、すな

わちピーク時振幅(peak amplitude), 潜時(latency), 継続時間(duration)の解析を行

った。ピーク時振幅は、音刺激または磁気刺激後の 0–100ms 間の LFP の最大振

幅によって決定した。潜時は LFP が音または磁気刺激後 0–200ms 以内に最大振

幅を示す時間として決定した。継続時間は、LFP 波形の半値全幅により決定し

た。さらに、LFP の層方向の分布を調べるために、ピーク時振幅を各電極で得

られた最大の値により正規化した。 

電場計算以外の全ての解析はMATLAB(2016a, MathWorks, USA)を用いた。 p < 

0.05 を有意水準とし、すべてのデータは、平均±標準誤差で表した。統計的な

有意性は、* p <0.05、** p <0.01、＃p <0.001 として表した。 
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3-3 結果 

3-3-1 磁気刺激および音刺激の誘発活動の計測 

微小コイル磁気刺激が誘発する神経活動の特徴について検証するために、微

小コイルを、第 2 章 2-3-1 節に記述した方法と同様に配置し、脳表から 50-100 µm

離して刺激した(図 2-7A)。皮質の各層における誘発活動の特徴を捉えるために、

刺入型多点電極アレイを用いて聴覚皮質 AAF 領域の音刺激誘発活動 (80 dB 

SPL のクリック音; 図 3-7 A) および磁気刺激の応答活動 (図 3-7 B) を層横断的

に計測した(n = 6 個体)。コイルへの入力電圧が小さいとき(Vin = 1 V) は磁気刺

激の誘発活動は観察されなかったが(図 3-7Ba)、どの個体でも十分な強度の電圧

を入力すると磁気刺激の誘発活動が観察された (Vin ≥ 2 V; 図 3-7Bb, c)。音刺

激・磁気刺激誘 LFP に対し CSD 解析を行ったところ、音刺激・磁気刺激ともに

第 2/3 層、第 4 層、第 5 層に類似した sink-source パターンが表れ、音刺激を用い

た先行研究と同様の CSD パターン(Kaur et al., 2005; Sakata and Harris, 2009)が得

られた。図 3-7 C は誘発活動の CSD パターンの一例を示しており、音刺激およ

び磁気刺激の CSD パターンの類似性を示している。次に、誘発応答活動の時空

間的特徴を解析するために、LFP 波形の 3 つのパラメータ(ピーク時振幅、潜時、

継続時間)に注目して解析を行った (図 3-8 )。 
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図 3-7 音刺激・微小コイル磁気刺激誘発活動の皮質 6 層からの計測 

A, 音刺激誘発活動の計測。 

B, 磁気刺激誘発活動の計測。Ba, Bb, Bc は入力電圧が各々1, 3, 5 V に対応。 

C, 音刺激の誘発活動(Ca)および磁気刺激の誘発活動(Cb; Vin = 5V)に対する

CSD 解析。 
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図 3-8 解析した LFP の 3 つのパラメータ：(i)ピーク時振幅, (ii) ピーク潜時, 

(iii) 継続時間。 

 

 

3-3-2 磁気刺激誘発活動の空間分布 

 まず、磁気刺激応答活動が刺激強度によってどのような影響を受けるかにつ

いて調べた。異なる刺激強度に対する磁気刺激誘発活動を計測したところ、6 個

体中 5個体の動物で磁気刺激誘発活動の刺激強度依存性が見られた(図 3-9 A; p < 

0.05, one-way ANOVA を用いて同一の電極における異なる入力電圧のデータ間

で検定)。より詳細には、磁気刺激強度を大きくすると、3 個体の動物ではピー

ク時振幅が単調に増加し(Mouse #1, #2, #5; 図 3-9 Aa, b, e)、他の 3 個体では非単

調的に増加もしくは刺激強度に依存しなかった (Mouse #3, #4, and #6; 図 3-9 Ac, 

d, f)。各動物の結果を平均すると、磁気刺激強度の増加に従ってより大きい LFP

応答を示す傾向が観察された(図 3-9 B; p = 0.044, p = 0.047, p = 0.0049, p = 0.0034, 

それぞれ Vin = 2–2.5 V vs. 4–4.5 V, 2–2.5 V vs. 5 V, 3–3.5 V vs. 4–4.5 V, and 3–3.5 V 

vs. 5 V に対応、, one-way ANOVA 後に Tukey-Kramer 補正を使った t-test)。 

 次に、磁気刺激応答活動が皮質各層でどのように異なるかを調べるため、ピ

ーク時振幅を各電極における最大の値を用いて正規化し、正規化後のピーク時
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振幅の層方向の分布に注目した(図 3-9 C, D)。磁気刺激誘発活動の正規化後のピ

ーク時振幅の分布は、磁気刺激強度に関わらず音刺激と類似しており、どちら

の刺激でも全ての個体で第 4 層もしくは第 5 層で最大のピーク時振幅を示した 

(図 3-9 C, 表 3-1; p < 0.05, one-way ANOVA)。また、磁気刺激と音刺激の誘発活

動の分布は、1 個体(Mouse #3)を除いて各個体で強い相関関係を示した(図 3-9 C; 

r > 0.78, p < 0.001, Pearson’s correlation coefficients and test)。全ての個体の平均で

は、音刺激誘発活動のピーク時振幅は第 2/3 層・第 6 層よりも第 4 層・第 5 層の

方が大きかった (図3-9D; 正規化後のピーク時振幅: 0.33 ± 0.08 (第2/3層), 0.82 ± 

0.04  (第 4層), 0.77 ± 0.05 (第 5層), 0.52 ± 0.05 (第 6層); 第 2/3層 vs. 第 4層: p = 

0.0001, 第 2/3 層 vs. 第 5 層: p = 0.0004, 第 4 層 vs. 第 6 層: p = 0.0268, 

Tukey-Kramer test)。磁気刺激においても同様に、誘発活動のピーク時振幅は第

2/3 層・第 6 層よりも第 4 層・第 5 層の方が大きかった(図 3-9 D; 正規化後のピ

ーク時振幅: 0.37 ± 0.08 (第2/3層), 0.84 ± 0.04  (第4層), 0.69 ± 0.08  (第5層), and 

0.46 ± 0.09  (第 6 層); 第 2/3 層 vs. 第 4 層: p = 0.0019, 第 2/3 層 vs. 第 5 層: p = 

0.0377, 第 4 層 vs. 第 6 層: p = 0.0236, Tukey-Kramer test)。以上の結果より、磁気

刺激の誘発活動の大きさは刺激強度に依存するものの、誘発活動の分布様式は

刺激強度に関わらず音刺激の誘発活動の分布様式に類似していた。 
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図 3-9 磁気刺激誘発活動の空間分布 

A, peak amplitude の分布。 

B, 誘発活動の大きさの磁気刺激強度依存性。 

C, 正規化後の peak amplitude の分布。 

D, 音刺激および磁気刺激の誘発活動の空間分布の類似性。 

* p < 0.05, p < 0.01, # p < 0.001 
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表 3-1 図 3-5 C の ANOVA 検定結果 

NR： no responsive activity 
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3-3-3 磁気刺激誘発活動の時間変化 

 次に、磁気刺激誘発活動波形の時間的特徴を捉えるため、LFP 波形の潜時お

よび継続時間を解析した(図 3-10)。異なる磁気刺激強度に対する誘発活動につい

て調べたところ、刺激強度と潜時・継続時間の間に一定の傾向は見られなかっ

た。具体的には、Mouse #5 の場合では皮質各層で潜時に刺激強度依存性が観察

されたが、他の 5 個体の動物には刺激強度依存性は見られなかった (図 3-10)。

動物全体での潜時の平均は、第 2/3 層で 31.9 ± 2.6 ms、第 4 層で 31.8 ± 2.3 ms、

第 5 層で 31.9 ± 0.8 ms、第 6 層で 31.4 ± 1.0 ms であった(図 3-10A)。また、継続

時間の平均は第 2/3 層で 34.5 ± 4.2 ms、第 4 層で 41.5 ± 5.1 ms、第 5 層で 42.0 ± 5.7 

ms、第 6 層で 42.2 ± 8.8 ms であり(図 3-10C)、各動物個体の潜時と継続時間の平

均値に刺激強度依存性は見られなかった(図 3-10B, D; 潜時: p = 0.957, df = 3, F = 

0.1, one-way ANOVA; 継続時間: p = 0.714, df = 3, F = 0.46, one-way ANOVA)。 
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図 3-10 磁気刺激誘発活動の時間的特性 

A, 磁気刺激誘発活動の潜時の分布 

B, 潜時の磁気刺激強度依存性。 

C, 磁気刺激誘発活動の継続時間の分布 

D, 継続時間の磁気刺激強度依存性。 

* p < 0.05, p < 0.01, # p < 0.001  
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 次に、磁気刺激の誘発活動の時間的特性を捉えるため、磁気刺激と音刺激の

誘発活動の時間変化を比較した。磁気刺激および音刺激の誘発活動を共に同一

の電極を用いて記録したところ、皮質各層でそれぞれの刺激後 50 ms 間の誘発活

動は類似していた (図 3-11A)。さらに、磁気刺激・音刺激誘発活動の相互相関

は刺激前後 50 ms で最も高い値を示し、1 個体(Mouse #3)を除いて皮質第 4 層か

ら第 6 層までの相互相関値は第 2/3 層よりも高い値を示した(図 3-10B)ものの、

統計的には有意な差は見られなかった (図 3-11C, D; maximum correlations = 0.42 

± 0.04 (第 2/3層), 0.66 ± 0.07 (第 4層), 0.61 ± 0.08 (第 5層), 0.70 ± 0.11 (第 6層); p = 

0.054, df = 3, F = 3.06, one-way ANOVA)。これらの解析により、磁気刺激と音刺

激誘発活動の時間変化は類似することが判明した。 
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図 3-11 音刺激および磁気刺激の誘発活動の相互相関関係 

A, 音刺激および磁気刺激の誘発活動の例。 

B, 音刺激および磁気刺激の誘発活動の相互相関解析の例。 

C, 各動物個体の音刺激・磁気刺激の誘発活動の最大相互相関の分布。 

D, 皮質各層の音刺激・磁気刺激の誘発活動の最大相互相関。グレー：各個体に

おける最大相互相関、黒：各個体の平均値 
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また、音刺激と磁気刺激の誘発活動の空間分布についての類似性を評価する

ために、各層間における誘発活動の時間的特性の相関パターンを調べた。図

3-12A は、誘発活動の各層間の相関パターンを表しており、磁気刺激・音刺激が

類似した相関パターンをもつことを示している。さらに、それぞれの刺激にお

いて、各層間の最大相互相関値は似た値を示していた(図 3-12; correlations > 0.69, 

p > 0.30, t-test (磁気刺激–音刺激))。これらの結果は、音刺激と磁気刺激の誘発活

動の空間分布は類似することを示している。 

 以上の結果から、磁気刺激と音刺激の誘発活動の時間特性は、特に皮質深層(第

4–第 6 層)で類似することが判明した。すなわち、磁気刺激強度は誘発活動の大

きさに影響するものの時間特性には影響せず、音刺激・磁気刺激誘発活動の時

空間特性は特に皮質深層で類似することが判明した。 
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図 3-12 音刺激および磁気刺激の誘発活動の各層間の相関パターン 

A, 誘発活動の各層間の相関パターン。Aa, 音刺激、Ab, 磁気刺激。 

B, 音刺激および磁気刺激誘発活動における各層間の相互相関係数。 青：音刺

激、赤：磁気刺激。  
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3-3-4 コイルの向きと神経誘発活動の関係 

 磁気刺激において、誘導電場のベクトルは神経活動の誘発に大きく影響する

ことが示唆されている (Bonmassar et al., 2012; Lee and Fried, 2015; Lee and 

Fried, 2016)。そこで、微小コイルの向きと誘発活動の関係を調べるため、2 種

類の刺激コイルを作製した。1 つは 3-3-3 節まで記述したコイルと同様に微小コ

イルをプリント基板のシャンクの長軸方向に対して平行に縦に固定したコイル 

(Type A coil)であり(図 3-2A)、もう 1 つは垂直方向にコイルを配置したコイル

(Type B coil)である(図 3-2B)。 

 この 2 種類のコイルを用い、コイルの向きと神経誘発活動の関係について調

べた。Type A coil は微小コイルが脳表に対して 60 度の向きになるように配置し

(図 3-13Aa)、Type B coil は微小コイルが脳表に対して水平の向きになるように配

置した (図 3-13Ba)。これまで、大脳皮質のカラムの向きの誘導電場が神経活動

誘発に大きい影響を及ぼすと考えられていたことから(Amassian et al., 1992; 

Bikson et al., 2004; Fox et al., 2004; Rahman et al., 2013; Krieg et al., 2015)、コイルを

脳表に対して水平の向きに配置したほうが誘発活動に大きく影響すると考えら

れる。しかし、異なるコイルの向きで磁気刺激を与えたところ、予想に反し、

脳表に対して角度をつけてコイルを配置した場合では 11 個体中 10 個体で誘発

活動が見られたものの (図 3-13Ab, 表 3-2)、水平方向に配置した場合では 5 個

体中 1 個体も誘発活動が観察されなかった(p = 0.0037, Fisher’s 2×2 exact test) (図

3-13Bb, 表 3-2)。この結果は微小コイル磁気刺激の先行研究において、コイル電

流が神経細胞の axo-dendritic axis の平行に流れるときに誘発活動が最も大きく

観察されたという結果に反している (Bonmassar et al., 2012; Lee and Fried, 2015; 

Lee and Fried, 2016)。この原因について考察を行うため、次に脳内に発生する誘

導電場ベクトルの数値計算を行った。 
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図 3-13 コイルの向きと神経誘発活動の関係 

A, 脳表に対して微小コイルを 60°の傾きで配置した場合 (Type A coil) 

B, 脳表に対して微小コイルを水平方向に配置した場合 (Type B coil) 

 

 

 

 

表 3-2 コイルの向きと神経活誘発の成功率 

Coil orientation 

in degree 

Number of animals Zmax Success rate  

in % 

60 10/11 28.8 ± 7.8 90.9 

0 0/5 4.2 ± 0.3 0 

Zmax: 磁気刺激後 100 ms 以内における LFP の z-score の最大値 (2-2-4 節 参照) 
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3-3-5 誘導電場ベクトルの数値計算 

 細胞外の電場が皮質神経活動を誘発することは古くから知られていた (Roth, 

1994)。皮質神経活動の誘発は電場によって膜電位の変化が引き起こされると考

えられており、神経細胞に対する電場の向きが膜電位の変化に影響すると考え

られている。特に、(i)神経細胞に沿った電場の空間微分成分、(ii) 神経細胞の末

端や細胞体と軸索の間などのインピーダンスミスマッチが発生する場所におけ

る電場成分 (Roth and Basser, 1990; Nagarajan et al., 1993; Silva et al., 2008)、(iii)磁

場成分(Lu et al., 2015) の 3 つの要素が皮質の興奮性に影響すると考えられてい

る。 

 3-3-4 節で磁気刺激誘発活動が微小コイルの向きに依存することを観察したこ

とから、角度をつけた配置は水平方向の配置よりも物理的な利点があると考え

た。この仮説を検証するために、磁場 B、電場 E、電場の空間微分の 3 つの要素

の数値計算を行った。電場の方向、具体的には脳表面に水平(Ex、Ey)および垂直

(Ez)の電場成分およびそれらの空間微分成分は、電場のノルムよりも重要である

と考えられている。誘導電場の数値計算には、脳の表面から 50 µm 離した位置

で ACSF 中に配置された円柱形の微小コイルのモデルを用いた(図 3-14A)。コイ

ルに提示される電流から時間変化する磁場および電場が計算されるが、単純化

のために、最大の強度を示す時間における電場・磁場分布を解析した。 

まず、微小コイルが作る磁場分布について計算したところ(Minusa et al., 2017)、

コイルを水平に配置した場合の方が角度をつけて配置した場合よりも強い磁場

強度が表れた(表 3-3)。角度をつけてコイルを配置した場合は水平方向の配置よ

りも磁場強度は小さいため、磁場強度では 3-3-4 節で見られたコイルの向きの依

存性を説明できないことになる。 
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同様に、x 軸、y 軸、z 軸方向の電場(Ex、Ey、Ez)および電場ノルム(|E|)の皮質

表層から 200 µm における数値計算結果を図 3-14B, C および図 3-15、図 3-16、

図 3-17、図 3-18 に図示した。微小コイルを皮質に対して水平方向(θ= 0°)に配

置すると、y 軸及び z 軸の方向に大きい電場成分(Ey、Ez)が観察された。また、x

軸に沿った電場(Ex)は、Eyおよび Ezより小さく、電場の方向は y 軸に沿って直線

的であり曲率は小さい(図 3-14B、表 3-3)。一方で、微小コイルを角度をつけて

配置したとき(θ= 60°)、Eyおよび Ezは、水平方向にコイルを配置したときより

も小さかった。さらに、Exは水平方向のコイル配置よりも大きい値が表れ、水

平方向の電場成分は回転する向きを示した(図 3-14C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

表 3-3 誘導電場の数値計算結果（z = -200 µm） 
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図 3-14 脳内に生成される誘導電場の数値計算 

A, 微小コイルの配置。θ = 0°の場合は x 軸方向(脳表に対し水平方向)、θ = 90°の

場合は z 軸に沿ってコイルが配置される。 

B, 水平方向のコイル配置における誘導電場分布 (図 3-13B)。 

C, 角度のあるコイル配置における誘導電場分布 (図 3-13A)。 

B, C は脳表から 200 µm (z = -200 µm)における誘導電場分布を示している。 a, Ex, 

b, Ey, c, Ez, d, |E|。矢印は誘導電場の xy 方向の向きを示す。 
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図 3-15 コイルの角度が θ = 0° (図 3-14A)のときの脳内の各深さにおける誘導電

場の空間分布 

a, Ex, b, Ey, c, Ez, d, |E|。矢印は誘導電場の xy 方向の向きを示す。 
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図 3-16 コイルの角度が θ = 30° (図 3-14A)のときの脳内の各深さにおける誘導

電場の空間分布 

a, Ex, b, Ey, c, Ez, d, |E|。矢印は誘導電場の xy 方向の向きを示す。 
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図 3-17 コイルの角度が θ = 60° (図 3-14A)のときの脳内の各深さにおける誘導

電場の空間分布 

a, Ex, b, Ey, c, Ez, d, |E|。矢印は誘導電場の xy 方向の向きを示す。 
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図 3-18 コイルの角度が θ = 90° (図 3-14A)のときの脳内の各深さにおける誘導

電場の空間分布 

a, Ex, b, Ey, c, Ez, d, |E|。矢印は誘導電場の xy 方向の向きを示す。 
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皮質の各深さにおける電場成分の最大値は、コイル配置に角度がある場合 (θ 

> 0° )は、水平方向の配置 (θ= 0° )における電場成分のよりも小さいため(Ey、Ez; 

図 3-19、表 3)、電場の大きさでも磁場の数値計算結果と同様に、3-3-4 節で皮質

誘発活動の見られたコイルの向きの依存性を説明できないことになる。 

 

 

図 3-19 皮質各深さにおける最大の誘導電場強度 

a, Ex, b, Ey, c, Ez, d, |E|。 

 

 次に、電場の空間微分成分を計算し、皮質各深さにおける最大値を比較した 

(図 3-20)、コイルの角度が θ> 0°のときは水平方向の配置(θ= 0°)よりも空間微分

成分は小さかった(∂Ey/∂y、∂Ez/∂z; 図 3-21、表 3-3)。従って、電場の空間微分成

分も同様に3-3-4節における皮質誘発活動のコイルの向き依存性を説明できない

ことになる。 
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図 3-20 誘導電場の空間微分成分の分布 

A, 皮質表層(z = 0 µm) における誘導電場の空間微分成分 (コイルの角度: 0°)。 

B, 皮質表層(z = 0 µm) における誘導電場の空間微分成分 (コイルの角度: 60°)。 

C, 皮質表層から 200 µm における誘導電場の空間微分成分 (コイルの角度: 0°)。 

D, 皮質表層から200 µmにおける誘導電場の空間微分成分 (コイルの角度: 60°)。 
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図 3-21 皮質各深さにおける誘導電場の最大の空間微分成分 

a, Ex, b, Ey, c, Ez, d, |E|。 

 

 

さらに、それぞれのコイル配置における誘導電場の方向に注目した。θ > 0°の

コイル配置は、水平方向に回転する方向の電場(図 3-14 B、C)を生じ、水平方向

の配置(θ = 0°)と比べ、より不均一な電場分布を生じる。誘導電場の水平方向成

分の発散および回転は、どちらも水平方向のコイル配置(θ = 0°)の方が大きかっ

た(図 3-22)。また、脳表から 200 µm の深さにおいて、水平方向のコイル配置(θ = 

0°)における誘導電場は主に y 軸方向である(図 3-23Aa)。一方で、コイルの角度

が θ > 0°のときは誘導電場は様々な方向を示した(図 3-23Ab)。さらに、皮質各深

さにおいて電場の最大強度示した場所における水平方向の電場ベクトルの曲率

は、コイルの角度が θ > 0°の時の方が大きく、水平方向のコイル配置(θ = 0°)の時

は曲率は 0 であった(図 3-23B、図 3-24、表 3-3)。以上により、脳表に対して角

度をつけたコイル配置の物理的利点の一つは、水平方向に不均一な(湾曲した)

電場を生成できることである。 

 

 

 



91 

 

 

図 3-22 誘導電場の発散および回転 

A, 誘導電場の水平方向成分の発散 (z = -200 µm)。Aa, θ=0°, Ab, θ=30°, Ac, θ=60°, 

Ad, θ=90°。 

B, 誘導電場の水平方向成分の回転 (z = -200 µm)。Ba, θ=0°, Bb, θ=30°, Bc, 

θ=60°, Bd, θ=90°。 

C, 皮質各深さにおける誘導電場の水平方向成分の最大の発散。 

D, 皮質各深さにおける誘導電場の水平方向成分の最大の回転。 
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図 3-23 誘導電場の不均一性 

A, 2 種類のコイル配置(Type A coil vs. Type B coil; 図 3-13)が作る誘導電場の向

きの円形ヒストグラム。 

B, 各皮質深さで誘導電場強度が最大を示した位置における誘導電場の水平方

向成分の最大の曲率。 
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図 3-24 誘導電場の水平方向成分の曲率の分布 

A, コイルの角度が θ = 0°のときの誘導電場の曲率。 

B, コイルの角度が θ = 60°のときの誘導電場の曲率。 

a, 皮質表層(z = 0 µm), b, z = -200 µm, c, z = -400 µm。 
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3-3-6 不均一な誘導電場の膜電位への影響 

誘導電場による神経細胞の興奮性への影響は、これまでは均一な電場の仮定

の下で調べられることが多く (1-1-4 節 参照)、電場の不均一性の影響は明らか

になっていない。近年、空間的に不均一な電場は、神経細胞に沿って局所的な

電流源(sink/source)を生成し、均一な(直線的な)電場よりも個々の神経細胞の空間

的な膜電位分布に大きな影響を及ぼすことが示唆された(Anastassiou et al., 2010)。

そこで本研究では、湾曲した電場が神経細胞の興奮性に与える影響を明らかに

するため、受動的ケーブルモデルを用いて湾曲した電場による膜電位への影響

を調べた。 

従来の受動的ケーブルモデルでは、神経細胞の膜電位の変化は神経細胞の向

きに沿った誘導電場の空間微分成分によって決定する(1-1-4 節 参照)。誘導電場

の空間微分成分は活性化関数(activation function)と呼ばれ、神経線維が x 軸に平

行して走行する場合は活性化関数は
𝜕𝐸

𝜕𝑥
で表される(図 3-25A)。そのため、空間的

に均一な電場では
𝜕𝐸

𝜕𝑥
= 0となり、神経線維上に膜電位変化は誘導されない。一方、

神経線維が 𝑟 = 𝑟(𝑠) に表現される湾曲した形状をもつとき、活性化関数は次の

関数に置き換えられる。 

 
𝜕

𝜕𝑠
(𝐸(𝑟(𝑠) ∙ τ⃗ (𝑠)  ) (17)  

ここでτ⃗ (𝑠)は点 s における神経線維の接線方向の単位ベクトルである。よって、

均一な電場(電場強度: |𝐸|)の下で神経線維が曲率半径 r で円形に湾曲するとき、

点(r, θ)における活性化関数は次の式で表される(図 3-25B) (Roth and Basser, 

1990)。 

 
1

𝑟

𝜕

𝜕𝜃𝑟

(|𝐸|cos𝜃𝑟 ) = −
|𝐸|

𝑟
sin𝜃𝑟 (18)  
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また、曲率半径 R の電場(電場強度: |𝐸|)のもとで神経線維が x 軸に平行して走行

するとき、点(x, 0)における活性化関数は次の式で表される(図 3-25C) 

 
𝜕

𝜕𝑥
(|𝐸|cos𝜃𝑅 ) =

𝜕

𝜕𝑥
(|𝐸|

𝑥

𝑅
) =

|𝐸|

𝑅
 (19)  

さらに、曲率半径 R の電場(電場強度: |𝐸|)のもとで神経線維が曲率半径 r で円形

に湾曲するとき、点(r, θ)における活性化関数は次の式で表される(図 3-25D) 

 

1

𝑟

𝜕

𝜕𝜃𝑟

(|𝐸|cos𝜃𝑅 ) =
1

𝑟

𝜕

𝜕𝜃𝑟
(|𝐸|

𝑥

R
 ) =

1

𝑟𝑅

𝜕

𝜕𝜃𝑟

(|𝐸|cos𝜃𝑟) 

        = −
|𝐸|

𝑟𝑅
sin𝜃𝑟 

(20)  

式(19)、式(20)により、湾曲した電場における活性化関数は曲率(1/R)に比例して

増加するため、強度が一定の誘導電場のもとでは空間的に不均一な電場は均一

な電場よりも神経細胞の膜電位に大きな影響を及ぼす。以上より、微小コイル

磁気刺激において誘導電場の不均一性が磁気刺激の誘発応答に影響した可能性

が示された。 

また、樹状突起の能動性が不均一な電場による膜電位変化に影響を及ぼす可

能性も考えられる。HCN (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated)チャネ

ルは過分極状態で活性化するチャネルで、神経細胞の興奮性を調整する機能を

持つ(Wahl-Schott and Biel, 2009)。HCN チャネルは、皮質錐体細胞では特に

Tuft (第 1 層)に高密度に分布することが知られている(Berger et al., 2001; 

Harnett et al., 2015)。また、HCN チャネルの動態は時定数が 25–300 ms と遅く

(Wahl-Schott and Biel, 2009)、過分極による HCN チャネルの活性化は神経細胞

の興奮性を長期間上昇する(Grenier et al., 1998; Surges et al., 2006)。湾曲した電場

は、個々の神経細胞上に局所的に過分極と脱分極を同時に引き起こす。そのた

め、湾曲した電場は神経細胞上に部分的に過分極が誘導することで、均一な電

場よりも神経細胞の興奮性を上昇させる可能性が考えられる。このことを検証
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するには、従来の受動的ケーブルモデルだけでなく、樹状突起上のチャネル特

性も考慮に入れた能動的な樹状突起モデルが必要である。 

 

 

図 3-25 均一な電場と湾曲した電場による膜電位変化への影響 

A, 均一な電場における直線的な神経線維上の活性化関数。 

B, 均一な電場における湾曲した神経線維上の活性化関数。 

C, 曲率半径 R で湾曲した電場における直線的な神経線維上の活性化関数。 

D, 曲率半径 R で湾曲した電場における湾曲した神経線維上の活性化関数。 

電場強度|E|は一定と仮定した。  
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3-4 考察 

近年、低磁場を用いた磁気刺激は神経活動に影響を及ぼすことが次第に明ら

かになりつつある。例えば、低磁場を用いた磁気刺激によって、サイン波のよ

うな周期性のある磁場変化を脳に与えた場合は、ヒトの脳において刺激した周

波数に対応する神経活動を増加させることが分かった(> 0.1 mT; Di Lazzaro et al., 

2013)。また、マウスを用いた in vivo 実験により、低磁場を用いた反復磁気刺激

は脳内の神経回路の投射様式に影響を与え、脳由来神経栄養因子 (BDNF, brain 

derived neurotrophic factor)の産生を増やすことも発見された (12 mT; 

Makowiecki et al., 2014)。さらに、マウス脳スライスを用いた in vitro 実験により、

低磁場を用いた反復磁気刺激実験は個々の神経細胞の興奮性を変化させること

が示された (85.4 mT; Tang et al., 2016a)。これらの結果に加え、弱い電場刺激(> 

0.2 V/m)も神経活動を修飾することが示されている(Francis et al., 2003; Reato et 

al., 2010, 2013)。しかし、これまで低強度の磁気刺激パルスに対する誘発活動を

直接記録した報告は存在しない。加えて、磁気刺激が脳活動にどのような影響

を及ぼすかについて皮質神経回路レベルで調べた報告は本研究が初の試みであ

り、磁気刺激の神経回路レベルでの機序を理解するうえで重要な知見となる。 

 

3-4-1 磁気刺激の時空間特性と大脳皮質層構造モデル 

3-4-1-1 従来の電磁気刺激法との比較 

微小コイル磁気刺激の誘発活動は、層構造全体で音誘発活動と同様の LFP お

よび CSD パターンを示すという特徴を持つ(図 3-4)。 LFP の大きさは組織の導

電率などにも影響を受けるため、LFP パターンの機能的意義を直接解釈するこ

とは困難である(Herreras, 2016)が、皮質微小電気刺激などの他の刺激法におけ

る誘発活動の分布様式と比較することは可能である。本研究において、微小コ
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イル磁気刺激による誘発活動は音刺激誘発活動に対して0.4-0.7の相互相関値を

示し、LFP の大きさは皮質第 4 層が最大であった。一方、聴覚皮質における微

小電気刺激は、電気刺激した層と同じ層で最大の LFP 応答を示し、音刺激誘発

活動との相互相関係数の値も低い(< 0.3) (Voigt et al., 2017)。また、本研究にお

ける CSD 解析結果では、磁気刺激と音刺激ともに、第 4 層に明瞭な sink が観

察された。感覚信号入力がない状態における第 4 層の sink は、第 2-6 層から 4

層神経細胞への皮質内投射(Kratz and Manis, 2015)によって説明することがで

きる。一方、電気刺激法では本研究の結果とは異なり、in vitro で第 2/3 層に電

気刺激を与えた場合は、第 2/3 層および第 4 層の sink/source が生成された

(Yamamura et al., 2017)。さらに、微小コイル磁気刺激誘発活動は、潜時が従

来の TMS 研究で報告されたもの (0.2~0.5 ms, 1.3-1.5 T, 2.4-8 V/m;Mueller et al., 

2014; Pashut et al., 2014)よりも長いという特徴を持つ(約 32 ms; 図 3-6)。本研究

で観察された潜時は、先行研究において海馬スライスで弱電場刺激(約 0.3 V/m)

を与えた場合に、単一神経細胞の発火頻度が刺激後の数十ミリ秒後に最大を示

したという結果と一致している(Francis, et al.,, 2003)。したがって、弱い磁気

刺激は、強力な電磁気刺激と異なる作用を皮質神経回路に及ぼすことが示唆さ

れた。 

  

3-4-1-2 皮質誘発活動の局所神経回路モデル 

皮質回路に対する TMS の影響は、運動誘発電位(motor evoked potential, 

MEP)および EEG (electroencephalography)による脳波計測によって調べられ

ている(Rossini et al., 2015)。これらの計測では、単一の TMS パルスに応答し

て連続的な神経活動の波が観測される。最も初期に現れる波は D-wave と呼ば

れ、錐体細胞の直接的な活性化に由来し、約 7 ms の潜時を有する。D-wave の
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後には I-wave と呼ばれる波が発生し、この波は 18 ms 以上の潜時をもちシナプ

スを介した GABAA受容体の活動活性に由来する(Ferreri et al., 2011; Rossini 

et al., 2015)。I-wave は、錐体細胞層と抑制性細胞層からなる皮質微細回路モデ

ルによって再現され、I-wave は皮質神経回路がもつ構造によって生成されるこ

とを示唆している (Esser et al., 2005; Di Lazzaro et al., 2012; Di Lazzaro et al., 2013)。

本研究では、磁気刺激の誘発活動の潜時は刺激後 30~60 ms であり、ヒトにお

ける TMS 実験で観察された脳波の I-wave の潜時と一致する(Ferreri et al., 2011; 

Premoli et al., 2014)。さらに、発火活動を誘発するための刺激閾値は、電場で 57 

V/m (Radman et al., 2009)、電場の空間微分成分で 11 kV/m2と報告されており 

(Maccabee et al., 1993)、本研究における磁気刺激よりも 2 桁大きい。このことは、

微小コイル磁気刺激は皮質活動を直接誘発するのではなく、活動電位が発生し

ない閾値下の興奮性変調を細胞に与えることで、間接的に皮質活動を誘発する

ことを示唆している。また、本研究で見られた磁気刺激と音刺激の誘発活動の

LFP パターンの類似性は、同様の皮質神経回路の活動が誘発されたことを示唆

している。したがって本研究における磁気刺激が誘発する活動の時空間特性の

解析結果は、上述したモデル研究が示す通り、微小コイル磁気刺激による閾値

下の興奮性活動の変化によって皮質神経回路の活動が誘発されたことを示唆し

ている。また、先行研究において、感覚皮質では自発的活動と感覚刺激の誘発

活動が同様の時間的構造を示し、皮質活動は皮質が持つ神経回路構造による制

約を受けることが示唆されている(Luczak et al., 2015)。この報告と同様に、本研

究の結果は、磁気刺激誘発活動は皮質神経回路の構造の制限を受けるために、

感覚刺激応答活動と同様の時空間構造を持つことを示唆している。 
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3-4-2 誘導電場ベクトルと皮質誘発活動 

3-4-2-1  皮質誘発活動の微小コイルの向き依存性 

誘導電場の方向は刺激コイルの向きに依存し、TMS 研究においては皮質活動

の誘発に適切なコイルの配置が調べられている(Richter et al., 2013)。本研究で

は微小コイルが脳表に対して角度をつけて配置されたときは磁気刺激誘発活動

が見られたが、一方で脳表に水平の向きに配置した場合は誘発活動は観察され

たかった。本研究では、異なる 2 つのコイルの向きのみで磁気誘発活動への影

響を比較しており、微小コイル配置の条件をより細かく変えることで、神経活

動の誘発により適切な位置の条件を見つるけることが出来る。 

 

3-4-2-2 皮質誘発活動の発生機序 

 磁気刺激の誘発活動がコイルの向きに依存していたことから、神経活動の誘

発に影響のある物理パラメータを探索するために脳内に発生する誘導電場の数

値計算を行った。従来、皮質のカラムの方向に発生する誘導電場が皮質活動の

誘発に不可欠であると考えられてきた(Fox et al., 2004)。これに対し、本研究の実

験および数値計算の結果は、カラム方向の電場ではなく水平方向の電場の不均

一性が皮質活動に影響することを示唆している(図 3-13)。水平方向の電場は錐体

細胞の分極に大きく影響しないが、脳表面に平行して走行する神経細胞は強く

分極する(Rahman et al., 2013)。特に、磁気刺激ではコイル近傍の方が誘導電場強

度は強くなるため、皮質上層(第 1 層や第 2 層)の方が皮質深層よりも磁気刺激に

よる誘起電場の影響をより大きく受ける可能性がある。したがって、本研究の

微小コイル磁気刺激法は、皮質上層で水平方向に走行する神経細胞(第 1/2 層の

軸索や樹状突起(Winer and Prieto, 2001; Palmer et al., 2014)、介在神経細胞 

(Letzkus et al., 2011; Jiang et al., 2013) )を刺激の標的にしていると推測される。特
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に、第 1 層は従来の磁気刺激研究では刺激の標的と考えられていなかったが、

近年の TMS 動物実験では、TMS によりまず第 1 層の介在神経細胞が影響を受

け、その結果として第 5 層錐体細胞の活動が調節されると示唆している(Murphy 

et al., 2016)。したがって、本研究の微小コイル磁気刺激法では、まず水平方向の

誘導電場によって皮質上層の神経細胞が影響を受け、その結果、元々生体が保

有する神経回路構造に制約された活動が誘発されたと推測できる。しかし、水

平方向の電場の不均質について、正確な効果を検証するためには、細胞の形態

も考慮した詳細な回路網のモデリングを行う必要がある。 
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3-5 本研究のまとめ 

本研究では皮質神経回路において微小コイルによる磁気刺激の応答活動の電

気生理学的計測を行うことで、弱い磁気刺激がどのように皮質神経回路を駆動

するのかを調査した。その結果、感覚刺激と磁気刺激によって発生する神経活

動パターンは類似しており、磁気刺激によって誘発される神経活動は皮質神経

回路の構造の制限を受けることが示唆された。さらに、コイルの向きと誘発活

動の関係性や誘導電場の数値計算の結果から、これまで注目されてこなかった

誘導電場の不均一性が、皮質活動を誘発する物理パラメータの一つとなる可能

性が示された。磁気刺激の作用を神経回路レベルで観察した研究は本研究が初

の試みであり、本研究の結果は、今後磁気刺激による神経疾患治療の機序解明

に迫るうえで基礎的な知見になる。 
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第 4章 大脳皮質神経回路における自発・音刺激誘発活動へ

の麻酔薬の影響 

1-1 背景と目的 

4-1-1 動物実験における麻酔薬 

麻酔は脳の情報処理に影響を及ぼすことが知られている。しかし、実験にお

ける利便性の都合上、麻酔下の動物は未だに脳の情報処理機構の研究に広く用

いられている(Alkire et al., 2008; Devonshire et al., 2010; Sellers et al., 2015)。特に、

麻酔薬は聴覚皮質における周波数チューニング特性や音刺激誘発活動の発火頻

度を変化させ、音刺激に対するオンセット・オフセット反応にも影響すること

が知られている(Astl et al., 1996; Thornton and Sharpe, 1998; Gaese and Ostwald, 

2001; Qin et al., 2007; Noda and Takahashi, 2015)。そのため、聴覚皮質における情

報処理を理解するためには、麻酔薬が神経活動に及ぼす影響を考慮することが

必須である。しかし、使用する麻酔薬は研究者によって異なるにもかかわらず、

麻酔薬の選択が聴覚皮質における音信号の情報処理にどのように影響を及ぼす

のかは明らかになっていない。 

 

4-1-2 ケタミン麻酔薬と 3種混合麻酔薬 

ケタミンは動物実験で使用される麻酔薬の中でも最も一般的な麻酔薬の一つ

であり、N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体の阻害剤として働くことが知

られている (MacDonald et al., 1987; Franks and Lieb, 1994)。ケタミンを麻酔薬と

して投与する場合は、通常、麻酔効果を高めるためにキシラジンやメデトミジ

ンなどの alpha-2 adrenoceptor 促進剤と共に投与される(Meyer and Fish, 2011)。
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また、ケタミンは急速な抗うつ作用を示すことから、近年ではうつ病治療薬と

しても注目されている (Li et al., 2010; Newport et al., 2015) 。しかし、ケタミン

は幻覚や依存性といった副作用を持ち、ケタミンの乱用は社会問題となってい

る(Newport et al., 2015)。 

近年、ケタミンの中毒性を避けるため、ケタミンの代替麻酔薬としてミダゾ

ラム・メデトミジン・ブトルファノールの混合麻酔薬である 3 種混合麻酔が齧

歯類に対して使用され始めている (Kawai et al., 2011; Kirihara et al., 2016)。ミダ

ゾラムは水溶性のベンゾジアゼピンであり、g-aminobutyric acid type A 

(GABAA)受容体活動を促進して神経活動を抑制する作用を持つ (Kohno et al., 

2000; Saari et al., 2011)。また、ブトルファノールはオピオイド受容体に対する作

動拮抗薬としての作用を持つ (Commiskey et al., 2005)。そのため、3 種混合麻酔

はケタミンのように NMDA 受容体の阻害剤として作用しない。日本では特に、

2007 年にケタミンが麻薬指定され、取り扱いが困難になったことから(Kawai et 

al., 2011)、ケタミンの代わりに 3 種混合麻酔薬が用いられる機会が多くなった。

しかし、これまで 3 種混合麻酔下の動物で神経活動計測を行った報告は存在せ

ず、ケタミンや他の麻酔と比較し 3 種混合麻酔が神経活動にどのような影響を

及ぼすのかは明らかになっていない。 

 これまで、異なる麻酔薬は神経活動に異なる影響を及ぼすことが報告されて

きた。ケタミンと作用機序が異なる麻酔薬、例えば GABAA受容体の促進剤とし

て働くペントバルビタールは、聴覚皮質における自発的活動や音刺激誘発活動

にケタミンとは異なる影響を及ぼすことが知られている (Zurita et al., 1994)。こ

のことから、ケタミンとは作用機序の異なる 3 種混合麻酔は、聴覚皮質神経活

動にケタミンとは異なる影響を与えると予想される。 
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4-1-3 本研究の目的 

本研究では、3 種混合麻酔薬とケタミン麻酔薬の聴覚皮質神経活動への影響に

ついて比較した。具体的には、各麻酔下のラットにおける自発的活動・音刺激

誘発活動の電気生理学的計測を行い、それらの特性を比較した。特に、音刺激

誘発活動の比較では、特徴周波数 (characteristic function, CF)、帯域幅 

(bandwidth, BW)、最小閾値(Minimum threshold, MT)に注目して聴覚応答特

性を評価した。聴覚皮質は複数のサブ領域によって構成され、それぞれの領域

は聴覚情報処理に異なる機能を有していると考えられている。中でも一次聴覚

野(A1)は聴覚皮質において初期の情報処理を担う領域の一つである。本研究で

は一次聴覚野における麻酔薬の影響を調べるため、内因性蛍光イメージングを

用いて一次聴覚野を同定した。さらに、第 3 章の背景に記述したように皮質層

構造は感覚信号の情報処理に関わるものの、皮質の各層を区別して麻酔薬の選

択の影響を調査した例はこれまで存在しない。本研究では、皮質層構造に注目

しながら各麻酔条件における神経活動特性の比較を行った。 

 

  



106 

 

4-2 実験方法 

4-2-1 手術および麻酔の維持 

実験には 8–16 週齢のオスの Wistar/ST ラット (Japan SLC, Hamamatsu, 

Japan)を 7 個体用いた。ケタミン (80 mg/kg; Daiichi Sankyo, Tokyo, Japan) とキ

シラジン(8 mg/kg; Bayer Japan, Tokyo, Japan)の混合液、もしくはミダゾラム (2 

mg/kg; Astellas Pharma, Tokyo, Japan)、メデトミジン (0.15 mg/kg; Kobayashi Kako, 

Fukui, Japan)、ブトルファノール (2.5 mg/kg; Meiji Seika Pharma Co., Ltd., Tokyo, 

Japan)の混合液を腹腔内投与により麻酔を施した (Kirihara et al., 2016)。麻酔の深

度は後肢反射の有無によって確認し、後肢反射が観察された場合はその度に初

回麻酔投与の 4 分の 1 量の麻酔薬を投与した。 

 電気生理学的計測を行うために、第 2 章で述べた方法と同様の方法でラット

に Open-skull 法を施した。ラットに視覚刺激が入ることを避けるため、実験中

は接着剤によってラットのまぶたを閉じた状態を維持した。実験中にラット頭

部を固定するため、デンタルセメントを用いてラット頭蓋骨に固定具を装着し

た。そして、脳浮腫を避けるためにデキサメタゾン(0.5 mg/kg; Kobayashi Kako)

を筋肉注射した後、歯科用ドリルを用いて頭蓋骨と硬膜を取り除いた。頭蓋骨

の除去後は実験中に脳表が乾燥することを防ぐために、脳表面を生理食塩水で

カバーした。また、神経活動計測は動物の体温を平熱よりも低い温度に維持し

た方が安定的な計測を行えることから(Song et al., 2006; Noto et al., 2016)、実験中

は温度計(RT–30S; ESPEC, Aichi, Japan)を用いてラット直腸温を計測し、カイロを

用いて体温を 33±1℃に維持した。この軽い低体温状態は、出血性のショック状

態に対する耐性が高くなるという利点も存在する(Iwamoto et al., 2010)。 

 動物の個体差の影響を低減するために、異なる麻酔下の神経活動を同一のラ
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ットで計測した。具体的には、ケタミン-キシラジン麻酔 (KX)で電気生理学的

計測を行った後、動物が麻酔から覚め、後肢反射が観察された時間に 3 種混合

麻酔(KX-MMB)を投与し電気生理学的計測を行い、その後さらに後肢反射が観

察された時間にケタミン-キシラジン麻酔を投与し (KX-MMB-KX)電気生理学

的計測を行った (n = 3 個体)。同様に、まず 3 種混合麻酔(MMB)を投与し電気

生理学的計測を行い、その後ケタミン-キシラジン麻酔下の条件 (MMB-KX)で電

気生理学的計測を行った後、3 種混合麻酔(MMB-KX-MMB)を投与し電気生理学

的計測を行った。ケタミン-キシラジン麻酔 (KX)から 3 種混合麻酔(MMB)へ、

もしくは MMB から KX に麻酔を変更するときは、後肢反射が観察された場合

のみ、もう一方の麻酔を上述した麻酔投与量の 4 分の 1 量で投与した。麻酔を

交換する前の麻酔の影響を減らすため、新たな麻酔を投与後に 2 時間以上経過

してから神経活動の電気生理学的計測を行った(図 4-1)。 

 

 

 

図 4-1 麻酔交換実験の流れ。 

 

 

4-2-2 音刺激 

D/A コンバータ(NI USB-6341; National Instruments, Austin, TX, USA) を用いてサ

ンプリング周波数 800 kHz で音刺激波形を生成し、2 Hz–100 kHz のバンドパ
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スフィルター (Multifunction Filter 3611; NF Electronic Instruments, Yokohama, 

Japan)を通したのち、パワーアンプ (SA1; Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL, 

USA)を介してスピーカーに音刺激信号を送った。スピーカーは低周波用(0.5–2 

kHz; MF1, Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL, USA)・高周波用(2-64 kHz; 

T250D, Fostex, Chesterfield, MO, USA)の 2 種類を使用した。音刺激の音圧校正は

各実験開始時に毎回行い、音圧計(Type 2636; Brüel and Kjaer, Naerum, Denmark) 

およびマイクロホン(Type 4939-L-002; Brüel and Kjaer)を使って校正した。それぞ

れの麻酔条件下における周波数応答領域(FRA, frequency response area) や時

間周波数応答領域(STRF, spatiotemporal receptive field)を調べるため、音刺激

は周波数が 0.5–64 kHz 、8 分の 1 オクターブステップの複数の純音をランダム

に出力した(音刺激継続時間: 30 ms、立ち上がり・立下り時間: 5 ms)。音刺激の

音圧は 0-80 dB SPL もしくは 20–80 dB SPL で 10 dB 刻みでランダムに出力し

た。また、音刺激は 0.25-0.5 s のランダムな刺激間間隔で出力し、それぞれの音

刺激を 10 回ずつ提示した。音刺激の周波数・音圧の組み合わせは 406 種類 (音

圧: 20–80 dB SPL のとき)もしくは 522 種類 (音圧: 0–80 dB SPL のとき)あり、

各音刺激に対する神経応答活動の電気生理学的計測を行った。また、聴覚皮質

の層構造の同定のために、クリック音を 0.3-0.45 s のランダム間隔で 100 回提

示し、得られた LFP 波形から CSD 解析を行った(4-2-4 節 参照)。 

 

4-2-2 フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングによる聴覚皮質

領域の同定 

聴覚皮質 A1 領域の場所を同定するため、第 2 章に記述した内容と同様の方法

を用いてフラビンタンパク質内因性蛍光イメージングを行った。異なる周波数
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の純音刺激(2, 4, 8, 16, 32 kHz; 継続時間: 100 ms; 音圧: 60 dB SPL)を 5-10 s

のランダムな間隔で 8 回提示し、BV_Ana ソフトウェア(BrainVision)を用いて平

均画像を取得した。取得した蛍光画像から得られた聴覚皮質のトノトピー構造

や、脳表の血管走行位置を指標に聴覚皮質 A1 領域を同定した (4-3-1 節 参照)。 

 

4-2-3 電気生理学的計測 

 電気生理学的計測は第 2 章に記述した内容と同様の方法で行った。16 チャネ

ル、電極間隔 50 µm の刺入型多点電極(0.98–2.03 MΩ at 1 kHz; A1x16-5mm-50-177 

-A16; NeuroNexus, Ann Arbor, MI, USA)を用い、フラビンタンパク質内因性蛍光イ

メージングの観察結果により同定した聴覚皮質 A1 領域にマイクロマニピュレ

ーター (Narishige, Tokyo, Japan)を用いて電極を刺入した。神経活動計測には計測

ソフトウェア(OmniPlex; Plexon Inc, Dallas, TX, USA)の設定で 250 倍に増幅し、

300–8,000 Hz のバンドパスフィルターを通してマルチユニット活動(スパイク

活動)を記録した。また、LFP は 0.1-300 Hz のバンドフィルターを通して取得

した。計測時には、電源ノイズを除去するために 50 Hz のノッチフィルタを使

用した。マルチユニット活動データからシングルユニットを分離するために、

マルチユニット活動データにおける電位変化の標準偏差の 3 倍の電位を閾値に

設定し、主成分分析を用いてスパイクソーティング(Offline Sorter; Plexon Inc.)を

行った。安定した神経活動データを取得するために、刺入電極の位置を変えた

場合は、電極の位置を変えた後 30 分以上経過してから神経活動を記録した。 

 

4-2-4 解析方法 

 シングルユニット活動から FRA および STRF を導出するために、自発活動を
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ベースにした z-score を用いて音刺激応答活動の特性を評価した。FRA の計算

では各音刺激後 100 ms 間のスパイク数(s)をカウントし、音刺激開始前の 100 

ms 間のスパイク数の平均(�̅�)と標準偏差(σ)から z-score を算出した(z =
s−�̅�

𝜎
)。そ

して、各周波数・音圧の音刺激による誘発活動の z-score を計算することで FRA

を導出した。次に、特徴周波数 (CF)や最小閾値 (MT)を調べるために、求めた

FRA を用いて各音圧で最大の z-score を生じる周波数を特定した。ｚ-score が 2

以上の応答を音刺激による誘発活動とし、最小閾値は音刺激誘発活動が生じる

最小の音圧として定義した。また、特徴周波数は最小閾値の音圧の音刺激を提

示した時に最も大きい z-score を示す音刺激周波数として定義した。FRA の境

界は、最小閾値における特徴周波数を提示したときの z-score を用いて等高線を

描くことで決定した。また、帯域幅 (BW)は最小閾値より 10 dB または 30 dB

高い音圧における FRA の周波数方向の幅とし、それぞれ BW10 および BW30

として定義した。さらに、FRA の尖度は BW30 / BW10 により評価した

(Rutkowski et al., 2003; Noda and Takahashi, 2015)。これらの解析に加えて、音刺激

の音圧と発火頻度 (z-score) の関係の単調性を評価する発火頻度–音圧レベル関

数(RLF, rate-level function) (Polley et al., 2007)の解析を行った。非単調な RLF の定

義は、80 dB の音刺激よりも 0–70 dB の音刺激誘発活動でより大きい z-score を

示し、各音圧の音刺激のいずれかに最大 z-score よりも 20%以上の大きさの谷が

RLF に表れるものとした。そして、非単調な RLF として分類されない場合は単

調な RLF として分類した。 

STRF の導出は、各音圧・周波数の音刺激に対する peri-stimulus histogram 

(PSTH)を描くことで行なった(Pienkowski and Eggermont, 2009)。PSTH の bin 幅

は 2.5 ms で計算し、音刺激開始前の 50 ms 間のスパイク活動を基に z-score を

計算した。STRF の境界は、最大応答の 30％の等高線を取ることで決定した。
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次に、STRF の特性を評価するため応答開始潜時、ピーク潜時、継続時間を評

価した。応答開始潜時、ピーク潜時、継続時間は、それぞれ z-score が最大応答

の 30％を初めて超えた時間、音刺激後に最大発火頻度を示した時間、および最

大発火頻度を示した周波数における STRF の時間軸方向の幅として定義した。

また、音刺激誘発活動の発火頻度は STRF 中の最大発火頻度で評価した。平滑

化のため、STRFおよび FRAには 3×3ピクセルの空間フィルターを適用した。 

また、CSD 解析を行うことで電極が皮質 6 層構造のどの深さに存在するかを

推定した。CSD 解析にはクリック音の音刺激に誘発された LFP 活動波形を用い、

LFP の電圧波形を電極深さ方向に空間 2 階微分を取ることで CSD パターンを

計算した(Muller-Preuss and Mitzdorf, 1984; Kaur et al., 2005)。層構造の同定には

sink-scoure の対のうち sink を示した位置を第 4 層の位置とした(DeFelipe et al., 

2002) (図 3-1Bb)。 

本研究では、7 匹のラットから 663 個のシングルユニットの神経データを分

析した。 シングルユニットは、KX-MMB-KX 条件では 3 匹のラットから 336

個、MMB-KX-MMB 条件では 4 匹のラットから 327 個得た。データは、平均±

標準誤差(SEM)で表し、統計検定は R ソフトウェア(http://www.r-project.org/)

を用いて one-way repeated-measures ANOVA または paired t-testを使用した。 

p < 0.05 を統計的に有意であるとした。 
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4-3 結果 

4-3-1 一次聴覚野および層構造の同定 

一次聴覚野における神経活動への麻酔薬の影響を調べるためには、聴覚皮質に

おける一次聴覚野の場所を同定する必要がある。そこで、各実験で電気生理学

的計測を行う前に、フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングを用いて、聴

覚皮質領域における純音刺激誘発活動を計測した (図 4-2A)。トノトピー構造を

観察するために、異なる周波数の音刺激(2, 4, 8, 16, 32 kHz)に応答した領域の

うち、蛍光変化が最大蛍光変化率の 60%以上を示した領域に注目した(図

4-2Aa-e)。低い周波数の音刺激 (2, 4, 8 kHz)では、音刺激に応答する領域が 2

つ観察され(図 4-2Aa-c)、音刺激の周波数が高くなるにつれ 2 つの音刺激応答領

域が近づく様子が観察された。図 4-2Af は音刺激応答領域の周波数依存性を示

している。A1 領域および前聴覚野(AAF, anterior auditory field) 領域は、空間

的に対称的なトノトピー構造を持つことが知られている(図 4-2Af; Noto et al., 

2016). また、A1 および AAF 領域において、各周波数の音刺激応答領域は背側

–腹側方向に帯状に配置されている。さらに、A1 領域では低い周波数に応答す

る領域は尾側に、高い周波数に応答する領域は吻側に現れるという特徴をもつ。

本研究では、音刺激による誘発神経活動の蛍光変化画像から、これらの特徴を

示す領域を A1 領域として同定した。以上の方法により、本研究ではフラビンタ

ンパク質内因性蛍光イメージングを用いて、膜電位感受性色素や他の指示薬を

使用せずに聴覚皮質 A1 領域を同定した。  

 次に、多点電極アレイを用い、ケタミン麻酔下および 3 種混合麻酔下のマウ

スで A1 領域における神経活動を皮質層構造全体で計測した(図 4-2B)。電極の刺
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入位置は、フラビンタンパク質内因性蛍光イメージング実験で 8-16 kHz の音刺

激に対する応答が観察された領域に決定した(図 4-2A)。 

次に、皮質の層構造と電極の位置関係を同定するために、第 4 層の位置をク

リック音に対する LFP 応答の CSD 解析により判断した(図 4-2B)。CSD 解析に

おける sink 活動は興奮性活動(軸索の脱分極やシナプス活動)の表れと解釈され

ており(Mitzdorf, 1985)、聴覚皮質における音刺激誘発活動では第 4 層に sink

が現れる。図 4-2B は音刺激誘発活動の CSD パターンの代表例を示しており、

皮質表面から 600–750 µm の位置において音刺激の 20–25 ms 後に明瞭な sink

活動が表れている。この特徴は、先行研究においてラット A1 で観察された CSD

パターンの特徴と一致していた (Kaur et al., 2005; Sakata and Harris, 2009; 

Szymanski et al., 2011)。そこで、解剖学的な知見(DeFelipe et al., 2002)から、

sink-source の境界が観察された深さから脳表側に 150 µm までを第 4 層の位置

とし、第 4 層よりも浅い領域を第 2/3 層、第 4 層よりも深い領域を第 5 層とし

た (図 4-2 B) 。各麻酔条件で同じ位置における神経活動を比較するために、電

極の位置を一度決定した後は実験中に電極の移動は行わなかった。 
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図 4-2 実験の概要。 

A, フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングによる聴覚皮質領域の同定。B, 

聴覚皮質領域の同定。Aa-e, 純音刺激(2. 4, 8, 16, 32 kHz)に対する応答。Ad, 聴

覚皮質領域の同定。×: 電気生理学的計測の記録位置。 

B, 神経活動の多点電極記録(Ba)と CSD 解析による層の同定(Bb)。 
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4-3-2 自発的活動 

麻酔薬の神経活動の影響を調べるうえで、動物の個体差の影響を減らすため、

電気生理学的計測は、各実験で同一のラットを用いて異なる麻酔条件における

神経活動を計測した。実験では、ラットにケタミン麻酔–3 種混合麻酔–ケタミン

麻酔(KX-MMB-KX)の順番、または 3 種混合麻酔–ケタミン麻酔–3 種混合麻酔

(MMB-KX-MMB)の順番で麻酔を投与した(図 4-1)。 

各麻酔条件における聴覚応答特性を比較する前に、まず自発的発火頻度の比

較を行った。同一のラットでケタミン麻酔下・3 種混合麻酔下の自発発火を計測

したところ、KX-MMB-KX と MMB-KX-MMB のどちらの投与順序でも、3 種

混合麻酔下の条件よりもケタミン麻酔下の条件で自発発火頻度が高くなる傾向

が見られた(図 4-3)。4 個体のラットで MMB-KX-MMB の投与順序で各麻酔条

件下の自発的発火頻度を計測したところ、皮質第 5 層では麻酔薬を 3 種混合麻

酔からケタミン麻酔に変更した時に発火頻度が有意に増加し、再び 3 種混合麻

酔を投与すると発火頻度が減少した(図 4-4 Ac, MMB: 4.8 ± 0.3 Hz; MMB-KX: 

7.3 ± 0.5 Hz; MMB-KX-MMB: 4.3 ± 0.6 Hz, p < 0.01)。同様に、3 個体のラット

で KX-MMB-KX の投与順序で各麻酔条件下の自発的発火頻度を計測したとこ

ろ、皮質第 5 層では、ケタミン麻酔から 3 種混合麻酔に変更し、再びケタミン

麻酔に戻した場合にも自発発火頻度にわずかな変化が現れる傾向が見られた 

(図 4-4 Bc, KX: 7.8 ± 0.5 Hz; KX-MMB: 4.8 ± 0.7 Hz; KX-MMB-KX: 6.3 ± 0.8, p 

= 0.06)。 一方で、皮質第 2/3 層や第 4 層では、KX-MMB-KX の投与順序、

MMB-KX-MMB の投与順序どちらの場合でも、各麻酔条件において自発的発火

頻度に明確な差は観察されなかった。第 2/3 層の自発的発火頻度は、

KX-MMB-KX の投与順序では KX: 2.3 ± 0.4 Hz; KX-MMB: 2.4 ± 0.5 Hz; 

KX-MMB-KX: 3.2 ± 0.3 Hz であり(図 4-4 Aa; p > 0.05)、MMB-KX-MMB の投
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与順序では MMB: 1.6 ± 0.3 Hz; MMB-KX: 0.7 ± 0.2 Hz; MMB-KX-MMB: 1.0 ± 

0.3 Hz; p > 0.05 であった(図 4-4 Ba; p > 0.05)。また、第 4 層の自発的発火頻度

は、KX-MMB-KX の投与順序では KX: 6.5 ± 1.0 Hz; KX-MMB: 5.2 ± 0.7 Hz; 

KX-MMB-KX: 4.7 ± 1.0 Hz であり(図 4-4 Ab; p > 0.05)、MMB-KX-MMB の投

与順序では MMB: 2.1 ± 0.7 Hz; MMB-KX: 2.1 ± 0.6 Hz; MMB-KX-MMB: 1.6 ± 

0.0 Hz であった(図 4-4 Bb; p > 0.05)。この結果は、ケタミン麻酔と 3 種混合麻

酔の選択は 2/3 層と 4 層では影響しないが、5 層では大きく影響することを示し

ている。 
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図 4-3 自発的活動の計測 

A, KX-MMB-KX の順で麻酔を投与した場合の自発的活動例。Aa, ケタミン麻酔

下(KX)、Ab, 3 種混合麻酔下(KX-MMB)、Ac, ケタミン麻酔下(KX-MMB-KX)

の自発的活動例。 

B, MMB-KX-MMB の順で麻酔を投与した場合の自発的活動例。Aa, 3 種混合麻

酔下(MMB)、Ab, ケタミン麻酔下(MMB-KX)、Ac, 3 種混合麻酔下(MMB-KX 

-MMB)の自発的活動例。  
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図 4-4 各麻酔条件における自発的発火頻度 

A, KX-MMB-KX の順で麻酔を投与した場合の自発的発火頻度。 

B, MMB-KX-MMB の順で麻酔を投与した場合の自発的発火頻度。 

a, 第 2/3 層、b, 第 4 層、c, 第 5 層。グレー：各動物個体、黒：各個体の平均値。

** p < 0.01 
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4-3-3 特徴周波数、最小閾値、帯域幅 

次に、麻酔薬の選択が周波数チューニング特性に与える影響を調べるために、

FRA を用いて特徴周波数、最小閾値、帯域幅を解析した。図 4-5 は各麻酔条件

下におけるFRAの代表例を示しており、それぞれのFRAを用いて特徴周波数、

最小閾値、帯域幅を解析した。特徴周波数は、KX-MMB-KX、MMB-KX-MMB

の投与順序どちらの場合でも、投与する麻酔薬を変更した時に変化を示さなか

った (図 4-6)。また、KX-MMB-KX における第 2/3 層の計測結果を除いて、最

小閾値は各麻酔条件の間で有意な差を示さなかった(図 4-7)。さらに、最小閾値

よりも 10 dB および 30 dB 大きい音圧における帯域幅 (BW10 および BW30)

を解析したところ、各麻酔条件の間で帯域幅に有意な差は見られなかった(表

4-1)。また、FRA の尖度を BW30 と BW10 の比率(BW30/BW10)により調べた

ところ、有意な差は見られなかった (表 4-1)。したがって、異なる麻酔条件間で

特徴周波数と帯域幅は差は見られず、最小閾値も一定の傾向を示さなかった。 

 

 

図 4-5 各麻酔条件における FRA の典型例 

a, KX, b, KX-MMB, c, KX-MMB-KX の場合の FRA。 
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図 4-6 第 2/3 層、第 4 層、第 5 層での各麻酔条件における特徴周波数の変化 

A, KX-MMB-KX の投与順序における特徴周波数。 

B, MMB-KX-MMB の投与順序における特徴周波数。 

a, 第 2/3 層、b, 第 4 層、c, 第 5 層。グレー：各動物個体、黒：各個体の平均値。 
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図 4-7 第 2/3 層、第 4 層、第 5 層での各麻酔条件における最小閾値の変化 

A, KX-MMB-KX の投与順序における最小閾値。 

B, MMB-KX-MMB の投与順序における最小閾値。 

a, 第 2/3 層、b, 第 4 層、c, 第 5 層。グレー：各動物個体、黒：各個体の平均値。

* p < 0.05  
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 さらに、FRA における発火頻度–音圧レベル関数 (RLF)の単調性について調

査した。その結果、非単調性を示した細胞は全体の 8.8%–16.9%のみで、この割

合はケタミン麻酔と 3種混合麻酔の間に差は見られなかった (KX vs. MMB, 第

2/3 層: 8.8 ± 0.9% vs. 11.4% ± 2.5%; 第 4 層: 10.1 ± 1.2% vs. 15.1 ± 1.1%; 第 5

層: 14.3 ± 1.4% vs. 16.9 ± 1.0%; p > 0.05, paired t-test)。また、3 種混合麻酔下

の第 5 層において非単調な RLF を示す細胞の割合は、ラットにおいてペントバ

ルビタール麻酔を用いた先行研究(細胞全体の 17%が非単調 RLF を示す)の結果

と一致していた(Polley et al., 2007)。  

表 4-1 各麻酔下における帯域幅 
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4-3-4 時間周波数受容野(STRF) 

次に、個々の神経細胞の時間周波数受容野(Spectro-temporal receptive field, 

STRF)に注目することで、麻酔薬の選択が神経活動の時間的特徴に与える影響

を調べた。図 4-8A は各音圧における STRF の代表例を示している (図 4-8A; 20, 

40, 60, and 80 dB SPL)。STRF の音圧依存性について調べたところ、先行研究

(Heil and Irvine, 1997)と同様に音圧が大きくなると潜時が短くなる傾向が観

察された(図 4-8B, C)。また、音圧が大きくなると受容野は周波数方向に大きく

なる傾向が得られた (図 4-8A)。一方、各麻酔条件の間で神経活動の応答開始潜

時、ピーク潜時、継続時間を比較したところ、どのパラメータも異なる麻酔条

件間で一定の傾向は見られなかった (図 4-8B-D)。具体的には、第 2/3 層におけ

る MMB-KX-MMB の投与順序の場合の応答開始潜時とピーク潜時を除いて、ケ

タミン麻酔下と 3 種混合麻酔下の条件で潜時、ピーク潜時、継続時間に差は見

られなかった。さらに、第 2/3 層における KX-MMB-KX の投与順序では応答開

始潜時とピーク潜時に異なる麻酔条件間で有意な差は観察されなかった。 
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図 4-8 各麻酔下における神経活動の時間周波数特性 

A, 各音圧(20, 40, 60, 80 dB SPL)における STRF の典型例。 

B, 各麻酔条件下における応答開始潜時。 

C, 各麻酔条件下におけるピーク潜時。 

D, 各麻酔条件下における継続時間 。  

a, KX-MMB-KX、b, MMB-KX-MMB の投与順序。* p < 0.05 
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一方で、音刺激誘発応答の最大発火頻度に注目したところ、第 5 層でのみ、

40 dB SPL 以上の音圧が提示されるとケタミン麻酔下の方が 3 種混合麻酔下よ

りも高い発火頻度を示した(p < 0.05, 図 4-9)。一方で、第 2/3 層と第 4 層におい

ては、各麻酔条件の間で最大発火頻度に差は見られなかった(図 4-9)。 

 

図 4-9 各麻酔下における音刺激による誘発活動の発火頻度 

a, KX-MMB-KX 条件での音刺激による誘発活動の発火頻度 

b, MMB-KX-MMB 条件での音刺激による誘発活動の発火頻度 

* p < 0.05, ** p < 0.01 
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さらに、麻酔薬の選択が音刺激に誘発される神経活動の時間変化パターンに

与える影響について注目した。STRF のパターンを、神経活動の時間変化に注

目して、(1) 一峰型(onset type、音刺激に対して 15–40 ms 後にのみピークを持

つ)と、(2) 二峰型(two-peak type、音刺激に対して 50 ms 後に z-score > 2 とな

る 2 回目のピークを持つ)の二つに分類した(図 4-10A)。その結果、第 2/3 層や第

4層ではケタミン・3種混合麻酔のどちらもほぼ全ての細胞が onset typeであり、

この割合は異なる麻酔条件間で差は見られなかった(第 2/3 層, 一峰型/二峰型: 

99.2 ± 0.8%/0.8 ± 0.8% (KX), 93.9 ± 2.5%/ 6.1 ± 2.5% (MMB); 第 4 層: 97.7 ± 

2.2%/2.3 ± 2.2% (KX), 88.4 ± 3.9%/11.6 ± 3.9% (MMB) )。対称的に、第 5 層で

は 3 種混合麻酔下では一峰型の細胞は全体の半分以下であったのに対し、ケタ

ミン麻酔下では 8 割以上の細胞が一峰型を示した (第 5 層, 一峰型/二峰型: 80.7 

± 4.5%/19.3 ± 4.5% (KX), 33.4 ± 7.3%/66.6 ± 7.3% (MMB) ) (図 4-10B)。したが

って、神経活動の時間変化パターンはケタミン麻酔と 3 種混合麻酔の条件で層

依存的に大きく異なっていた。 
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図 4-10 各麻酔下における神経活動の発火パターン 

A, 各発火パターンの代表例。Aa, 一峰型(onset type), Ab, 二峰型(two-peak type) 

B, 各麻酔下・各層における一峰型/二峰型の発火パターンを示す細胞の割合 

** p < 0.01  
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4-4 考察 

麻酔は聴覚システムに影響を与えることが知られている(Gaese and Ostwald, 

2001; Rennaker et al., 2007)。近年は聴覚研究において覚醒下の動物を用いた実験

が行われるようになってきたものの、実験における利便性の都合上、麻酔を使

った動物実験は現在も広く行われている。一方で、使用する麻酔薬は研究者に

よって異なるが、麻酔薬の選択が聴覚皮質の神経活動が麻酔によって変化する

と報告されている (Zurita et al., 1994; Cheung et al., 2001; Huang et al., 2013)。しか

し、3 種混合麻酔が他の麻酔と比べどのように聴覚皮質活動に異なる影響を及ぼ

すのかということや、麻酔薬の選択が聴覚皮質の局所神経回路に及ぼす影響は

明らかになっていない。 

 ケタミンは迅速な麻酔効果を持ち、全身麻酔の導入や麻酔の維持に広く用い

られている。ケタミンは NMDA 受容体の阻害剤であり、異なる脳領域間の結合

を遮断し麻酔状態を生成する(Franks, 2008)。また、ケタミンはニコチン性アセチ

ルコリン受容体も阻害することが知られている (Franks and Lieb, 1994; Sleigha et 

al., 2014)。脳波計測の研究から、ケタミンはバルビツール系の麻酔と比較して、

視床-皮質間の結合の抑制の程度は大きくないことが示唆されている (Miyasaka 

and Domino, 1968)。このことは、バルビツール系麻酔薬と比較して、ケタミンは

視床から皮質への主要な入力を受ける皮質第 4 層(Smith et al., 2012)の神経活動

に大きく影響しないことを示唆している。 

本研究では、ケタミン麻酔とミダゾラム・メデトミジン・ブトルファノール

の混合麻酔である 3 種混合麻酔が聴覚皮質神経活動に与える影響を比較した。

ミダゾラムは、動物において顕著な鎮静作用を生じる水溶性ベンゾジアゼピン

として知られている(Meyer and Fish, 2011)。しかし、ミダゾラム単体の投与では

鎮痛効果や麻酔の効果がないため、ミダゾラムは他の薬剤と組み合わせること
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で麻酔薬として使用されている (Kawai et al., 2011; Meyer and Fish, 2011; Kirihara 

et al., 2013)。メデトミジンは、キシラジンよりもα-2 アドレナリン受容体に対し

高い選択性の促進作用を持ち(Scheinin et al., 1989)、ミダゾラムとメデトミジンの

組み合わせはイヌ(Hayashi et al., 1994)や他の動物(Raekallio et al., 1998; Shilo et al., 

2010)に鎮静作用を与えることが知られている。また、オピオイド受容体の促進・

阻害剤であるブトルファノールは、獣医学において鎮痛薬として使用されてい

る(Commiskey et al., 2005)。3 種混合麻酔はミダゾラム・メデトミジン・ブトル

ファノールの組み合わせを用いており、齧歯類 (Kirihara et al., 2013; Kirihara et al., 

2016)や他の大型の動物 (Spelman, 2004; Ochi et al., 2014)に対して実績のある麻

酔薬である。しかし、これまでの 3 種混合麻酔を聴覚神経科学の研究に使用し

た研究は報告されていない。本研究の目的の一つは、聴覚研究において 3 種混

合麻酔をケタミン代替麻酔として使用するにあたり、麻酔薬の選択が齧歯類(ラ

ット)の聴覚皮質神経活動に与える影響を明らかにすることにある。 

 

4-4-1 フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングを用いた脳領域

同定 

聴覚皮質における神経応答特性を理解するためには、聴覚皮質サブ領域の正

確な同定が必須である。本研究では第 2 章・第 3 章と同様にフラビンタンパク

質内因性蛍光イメージングによって、聴覚皮質のトノトピー構造に基づいて 2

つのコア領域(A1 および AAF)を同定した。本研究でフラビンタンパク質内因性

蛍光イメージングによって観察されたトノトピー構造の特徴 (図 4-2)は、先行研

究における電気生理学計測の結果(Guo et al., 2012) や、膜電位感受性色素を用い

た光学イメージングの結果 (Kalatsky et al., 2005; Noto et al., 2016)と一致する。 
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本研究は、フラビンタンパク質内因性蛍光イメージングを電気生理学的計測

における電極刺入位置の決定に利用した最初の研究である。一般的に、計測位

置決定のために電極を複数の部位に挿入し皮質領域を同定するには多大な時間

と労力がかかり、加えて長時間の記録は組織の損傷を引き起こす(Johnson et al., 

2007)。また、電位感受性色素を利用するイメージング技術は、色素の毒性のた

めに長時間の神経活動の記録には必ずしも適していない。一方、フラビンタン

パク質内因性蛍光イメージングは自家蛍光を利用するために毒性はなく、イメ

ージングにかかる時間は準備も含め 30 分未満で済む。したがって、本研究で用

いたフラビンタンパク質内因性蛍光イメージングを電気生理学的計測における

電極刺入の決定に利用する方法は、A1 や他のサブ領域の効率的な同定を可能に

する。 

 

4-4-2 麻酔薬の自発的活動への影響 

本研究では皮質第 2層から第 5層にわたって神経細胞の自発的活動を計測し、

麻酔薬の選択によって第 5 層の自発的発火頻度が異なることが示された。本研

究で観察されたケタミン麻酔下における第 5 層の発火頻度は、先行研究の報告

と同程度である(6.7 ± 0.7 Hz; Turner et al., 2005)。また、ケタミン麻酔下の発火頻

度が 3 種混合麻酔より高いという結果は、3 種混合麻酔と同様に GABA 受容体

活動を増加させるペントバルビタールがケタミンよりも発火頻度を大きく低下

させるという報告と矛盾しない(Zurita et al., 1994; Muroi et al., 2009)。加えて、ケ

タミン麻酔下の自発的発火頻度は、NMDA 受容体や GABAA受容体など様々な

神経伝達物質受容体に影響を及ぼすウレタン麻酔下の状態と比較すると低いこ

とが報告されている (Huang et al., 2013)。これらの報告は、麻酔薬の作用機序の

違いにより自発的発火頻度に差を生じる可能性を示唆している。 
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一次視覚野(V1)における先行研究では、覚醒下とイソフルラン麻酔下の自発

的活動の計測により、イソフルラン麻酔は自発的活動に層構造依存的な影響を

与えることが報告されている(Sellers et al., 2013)。この研究では、他の脳領域領

域や層からフィードフォワード抑制を受ける V1 の第 4 層において、覚醒下より

もイソフルラン麻酔下で発火頻度が低かったことを示している。一方で、本研

究ではケタミン麻酔と 3 種混合麻酔で第 5 層のみ自発発火頻度が異なり、第 2/3

や第 4 層には差が見られなかった。このことは麻酔薬の種類によって大脳皮質

の各層に与える影響が異なることを示唆しており、麻酔薬の選択が神経活動に

層構造依存的な影響を与えることを示した報告は本研究が初である。 

 

4-4-3 麻酔薬の音刺激誘発活動への影響 

4-4-3-1 特徴周波数、最小閾値への影響 

本研究では、異なる麻酔間で特徴周波数に差は見られなかった。この結果は、

特徴周波数は麻酔薬の種類の影響を受けず安定していることを示唆している。

また、最小閾値に関して、先行研究ではケタミンによる聴性脳幹反応の閾値は、

ペントバルビタールやイソフルランよりも低いと報告されている(Cohen and 

Britt, 1982; Cederholm et al., 2012; Ruebhausen et al., 2012)。ミダゾラムはペントバ

ルビタールおよびイソフルランと同様に GABA 受容体活動を促進する(Kohno et 

al., 2000; Wang et al., 2003; Saari et al., 2011)ことから、ケタミン麻酔と 3 種混合麻

酔の間で最小閾値は差があると予想されたが、本研究の結果では最小閾値に一

貫した差は見られなかった。この原因は、ミダゾラムの GABA 受容体活動の促

進に対する薬理的な機序はペントバルビタールやイソフルランとは異なること

に起因している可能性がある(Yu et al., 1988)。 
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4-4-3-2 時間周波数受容野(STRF)への影響 

覚醒状態とケタミン麻酔状態の帯域幅・潜時は異なることが報告されており

(Talwar and Gerstein, 2001; Rennaker et al., 2007)、ケタミン麻酔は帯域幅や潜時に

影響を及ぼすことが示されている。一方、本研究では帯域幅や潜時についてケ

タミンと 3 種混合麻酔間で差は見られなかった。この結果は、3 種混合麻酔は帯

域幅や潜時に対してケタミン麻酔と同様の影響を及ぼす可能性を示唆している。 

また、本研究で観察された音刺激誘発活動の発火頻度や時間変化パターンは、

ケタミン麻酔と 3 種混合麻酔の間で異なる傾向にあった。さらに、この差は第

2/3 層および第 4 層と比較して、第 5 層に顕著に観察されることが示された。聴

覚皮質 A1 領域では、音刺激誘発活動は視床から皮質第 4 層に入力する。皮質第

4 層の活動は第 2/3 層に伝搬し、第 2/3 層の活動は第 5 層に伝搬する。このこと

から、本研究でみられた発火頻度や時間変化パターンの差の層依存性が生じる

理由は次のような仮説によって説明することができる。まず、ケタミン麻酔に

よって NMDA 受容体が阻害されると、興奮性シナプス入力が低下した結果、第

4 層から抑制性神経細胞が多く分布する第 2/3 層への出力が低下する。次に、第

2/3 層の抑制性神経細胞の活動は低下し、第 2/3 層から第 5 層抑制性細胞への抑

制性入力が低下する。それにより、第 5 層抑制性細胞の活動が促進され、この

結果ケタミン麻酔下では大部分の細胞が一峰方の発火パターンを示し、音刺激

誘発活動の発火頻度も高くなる。一方、3 種混合麻酔は GABAA受容体活動を高

め、皮質神経活動を全体的に抑制するため、ケタミンとは異なり二峰型の発火

パターンを持つ細胞が多く存在できる。さらに、GABAA受容体活動の促進は音

刺激誘発活動の発火頻度の低下にもつながる。 
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4-4-4 うつ病研究に対する示唆 

ケタミンに代表される NMDA 阻害剤は、麻酔薬以外にも急速な抗うつ作用を

示すうつ病治療薬として注目されている (Li et al., 2010; Newport et al., 2015)。ケ

タミンの急速な抗うつ効果は mTOR (mammalian target of rapamycin)を介したシ

グナル経路を阻害すると消失することから(Li et al., 2010)、mTOR シグナル経路

を介したグルタミン酸受容体の増加やシナプス形成がケタミンの抗うつ効果の

背後にあると考えられている(Browne and Lucki, 2013)。一方で、ケタミンが皮

質神経回路活動にどのように影響することで抗うつ作用を示すのかは明らかに

なっていない。本研究では、ケタミン麻酔と、ケタミンとは作用機序の異なる 3

種混合麻酔が聴覚皮質神経回路の活動に与える影響を比較した。この比較は、

ケタミンなどの NMDA 受容体阻害剤に特徴的な神経回路活動への作用を見出

すことに貢献できる。 

うつ病患者の脳では、前頭前野や辺縁系における神経活動の変化や神経変性

が発生していることが報告されている (Shrestha et al., 2015)。また、うつ病で

は情動や認知機能だけでなく、幻覚や幻聴に代表される感覚情報処理の異常が

起きることも知られており、感覚刺激に対する神経応答活動も変化することが

報告されている(Linka et al., 2004)。また、最近では、うつ病患者脳では聴覚皮

質の抑制性細胞が減少していることも報告された(Smiley et al., 2016)。この報

告では抑制性細胞の減少率に層構造依存性は観察されなかった。しかし、抑制

性細胞は第4層や第5層よりも第2/3層に高い密度で分布するため(Smiley et al., 

2016)、うつ病患者における抑制性細胞の減少は皮質深層よりも表層の神経活動

に顕著に影響し、第 2/3 層の興奮性を高めると予想される。一方、ケタミン麻酔

下の感覚皮質における自発発火活動は、覚醒下の状態と比較して低下すること

が知られている(Patel and Chapin, 1990; Gaese and Ostwald, 2001)。特に本研
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究では、3 種混合麻酔と比較しケタミン麻酔では第 2/3 層の神経活動頻度は差が

なく、第 5 層の神経活動頻度は高いという結果が得られた。この結果は、ケタ

ミン麻酔は第 2/3 層の活動を低下させる一方で 5 層の神経活動には大きな影響

を及ぼさない可能性を示唆している。さらに、このケタミン麻酔の層依存的な

作用は、ケタミンはうつ病患者脳における聴覚皮質第 2/3 層の興奮性の高まりを

層構造選択的に抑え、うつ病患者脳の抑制性神経細胞の減少による興奮性の変

化を補償する作用を持つという可能性を示唆している。今後、この仮説につい

て検証するには、聴覚皮質の各層の活動を覚醒下とケタミン麻酔下の状態で比

較することや、うつ病モデル動物を用いてケタミンの投与によって層構造依存

的な神経活動の変化が誘導されるかを観察することが必要である。 
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4-5 本研究のまとめ 

本研究では、一次聴覚皮質領域において、ケタミン麻酔薬と 3 種混合麻酔薬

の神経活動への影響を比較した。2 つの麻酔間で周波数チューニング(特徴周波

数、最小閾値、帯域幅)への影響に差は見られなかったものの、自発・音刺激誘

発活動の発火頻度には差が見られ、3 種混合麻酔下の聴覚皮質ではケタミン麻酔

と比較し興奮性が抑えられていることが判明した。さらに、麻酔薬の種類によ

って音刺激応答活動の時間変化パターンに皮質層構造依存的な差が生じること

を見出した。本研究の結果は、皮質神経回路の特性を明らかにするうえで、実

験に使用する麻酔薬の種類の影響を十分に考慮する必要があることを示してい

る。 
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第 5章 本論文の結論と今後の展望 

5-1 本論文の結論 

 本論文では、微小コイルを用いた低侵襲磁気刺激法を提案し、刺激システム

の一構成法を示した。特に、磁気刺激誘発活動の皮質内における空間局所性、

コイルの向きと誘発活動の関係、磁気刺激におけるどの物理特性が最も神経活

動に影響するかについて、実験と数値計算による解析に基づき検討した。また、

構築した磁気刺激システムを用いて、磁気刺激の生体脳への作用を皮質神経回

路レベルで明らかにした。さらに、皮質神経回路動態の理解のための基礎的知

見として、麻酔薬が皮質神経回路活動に及ぼす影響を検討した。 

 第 2章では、微小コイルを用いた低侵襲磁気刺激法の確立について記述した。

まず、微小コイルを用いた磁気刺激インターフェースを作製し、磁気刺激シス

テムを構築した。そして、構築した磁気刺激システムを用いて、麻酔下のマウ

ス聴覚皮質の脳表に磁気刺激を与え、刺入型電極を用いて磁気刺激による誘発

活動の電気生理学的計測を行った。さらに、死後脳を用いて磁気刺激由来の電

気的アーティファクトの周波数成分を同定することで、電気的アーティファク

トと神経活動とを分離した。その結果、微小コイルを用いた磁気刺激は脳を傷

つけずに皮質神経活動を誘発することができることが実証された。さらに、微

小コイル磁気刺激法の空間分解能を調べるために、多点脳表電極を用いて磁気

刺激による誘発活動を、皮質側方方向に広範囲にわたって計測した。その結果、

微小コイル磁気刺激法はミリメートルオーダーの空間分解能を持つことが示さ

れた。 

 第 3 章では、磁気刺激の生体脳への影響について記述した。皮質神経回路は

緻密な配線構造を持つことから、磁気刺激によって誘発される活動は皮質神経

回路の構造の制約を受けると予想される。そこで、この仮説を検証するために、

刺入型の多点電極アレイを用いてマウス聴覚皮質の層構造横断的に神経活動計

測を行い、微小コイルによる磁気刺激応答と感覚刺激(音刺激)応答の動態を時空

間的に比較した。その結果、磁気刺激と感覚刺激の活動の時空間特性は類似し

ており、磁気刺激と感覚刺激は類似の神経回路の活動を誘発することが示唆さ
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れた。また、誘導電場の向きが神経誘発活動に影響すると予測されていること

から、コイルを配置する向きが皮質誘発応答に影響を及ぼす可能性がある。そ

こで、コイルの向きと神経誘発活動の関係を調べるために、コイルの配置が皮

質表面に対して水平の場合と特定の角度をつけた場合とで磁気刺激誘発活動を

比較した。加えて、脳内に発生する誘導電場の数値計算を行うことで、誘導電

場の不均一性が磁気刺激誘発活動に大きく影響することを見出した。 

 第 4 章では、皮質神経回路の活動計測における麻酔薬の影響について記述し

た。実験に用いる麻酔薬は神経活動に影響を及ぼすことから、神経回路活動の

計測の実験結果を解釈するうえで麻酔薬の影響を考慮する必要がある。しかし、

使用される麻酔薬の種類は研究者によって異なるにもかかわらず、麻酔薬の種

類が脳の局所神経回路活動にどのように影響するのかについて、詳細な知見は

ほとんど報告されていない。そこで、本章ではケタミン麻酔下および 3 種混合

麻酔下のラットを用いて聴覚皮質神経活動を層構造横断的に計測し比較した。

それぞれの麻酔下のラットにおいて、自発的活動や音刺激誘発活動を計測した

結果、2 種類の麻酔薬の影響は皮質層構造依存的に異なり、皮質神経回路の動態

を議論するうえで麻酔薬の種類を考慮する必要があることが示された。 

 本研究では、微小コイルにより脳を傷つけずに神経活動を誘発できることを

実証し、低侵襲微小コイル磁気刺激法は神経活動修飾に応用できることを示し

た。この方法は磁気刺激装置の小型化だけでなく、磁気刺激の空間局所性の向

上にも大きく寄与する。また、皮質局所神経回路における磁気刺激誘発活動の

in vivo 電気生理学的計測は本研究が初の試みであり、磁気刺激の神経疾患治療

メカニズムを理解する上で基礎的な知見となる。さらに、麻酔薬の選択によっ

て神経活動が皮質層構造依存的な影響を受けることを明らかにした点は、今後

の局所神経回路の動態についての議論の上で重要な知見となる。 

 

5-2 今後の展望 

微小コイル磁気刺激法の確立は、小型・携帯可能な磁気刺激装置の開発に重

要であり、慢性的な神経疾患に対する新規治療法の開発に繋がると期待される。
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今後、微小コイル磁気刺激法が神経疾患治療に応用できるかを検証するために

は、神経疾患モデル動物への磁気刺激の影響の解析や、可塑的変化を誘発する

磁気刺激パラメータの探索が必要である。また、マルチコイルアレイを用いた

小型磁気刺激装置の開発は、より大きい強度の誘導電場を生成可能にし、磁気

刺激を経頭蓋的に施すことで将来的にはヒトに応用可能な低侵襲で小型・携帯

可能な神経疾患治療装置の開発に繋がると考えられる。 

耳鳴り研究における動物実験は、耳鳴り誘発剤であるサリチル酸の投与

(Stolzberg et al., 2012)や大音量(約 120 dB SPL)のノイズ音曝露(Longenecker 

and Galazyuk, 2011)による神経疾患モデル動物を用いて行われている。これま

で、磁気刺激を耳鳴り患者の聴覚皮質に与えると疾患が抑制されることは広く

知られてきた(Kleinjung et al., 2005)。近年では、耳鳴りモデルラットを用いた

実験により、85 mT 程度の弱磁場を用いた反復磁気刺激において耳鳴り様の動

物行動が抑えられ、耳鳴りに関連する自発活動の増加も抑制されたと報告され

た(Mulders et al., 2016)。これらの報告は、本研究で用いた微小コイルによる弱

い磁気刺激でも耳鳴り疾患を抑制できる可能性を示唆している。 

磁気刺激による可塑性の誘導は、単一の磁気刺激治療では短期間しかない治

療効果を長期間継続させるために必須である。反復磁気刺激はシナプス可塑性

を誘導し、その刺激頻度によって運動誘発電位を増強または抑制することが知

られている(Huerta and Volpe, 2009)。近年では、12 mT 程度の弱磁場を用いた

反復磁気刺激により運動誘発電位を可塑的に増強できることが明らかになった。

(Tang et al., 2016b)。しかし、神経活動に可塑的変化を誘導する最適な刺激パラ

メータは報告されておらず、磁気刺激が可塑的変化を引き起こす神経回路レベ

ルでの機序も明らかになっていない。微小コイルを用いた反復磁気刺激によっ

て可塑的変化を誘導する最適な刺激パラメータ、例えば刺激の反復回数や刺激

頻度、刺激強度を探索することは、耳鳴りなどの神経疾患治療への応用につな

がる。さらに、磁気刺激に可塑的変化誘導の神経回路レベルでの機序を明らか

にすることは、神経疾患が治療される機序の解明に繋がる。 

本研究で用いた微小コイルは、大電圧を印可すると破壊されてしまうため刺
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激強度には限界がある。したがって、経頭蓋刺激の場合は、コイルと脳までの

距離が長くなるので、刺激強度が弱くなり神経活動に影響を与えにくくなる恐

れがある。さらに、微小コイル磁気刺激法による空間分解能の向上は、刺激標

的部位である疾患関連の脳領域を正確に同定しなければ、その脳領域を刺激す

ることが困難になるという問題も生じる。マルチコイルアレイ(Ruohonen and 

Ilmoniemi, 1998; Ruohonen et al., 1999)を用いた小型磁気刺激装置の開発は、

より強い強度の磁気刺激を生じるだけでなく、任意の誘導電場分布を生成可能

にする。そのため、小型マルチコイルアレイを用いた磁気刺激装置が開発され

れば、疾患を効果的に抑制する刺激位置を探索することが容易になり、個々の

患者に適した磁気刺激を経頭蓋的に施すことができるようになる可能性がある。

したがって、小型マルチコイルアレイ磁気刺激装置の開発は、臨床応用に適し

た非侵襲で小型・携帯可能な神経疾患治療装置の開発に繋がる。 
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各実験における動物使用数 

 

      第 2・第 3 章         動物使用数 

コイルの向き 60° 0° 

 計測電極 刺入型電極 脳表電極 刺入型電極 脳表電極 計 

マウス使用数 6* ** 6*  3** 2 15 

      

      第 4 章         動物使用数 

麻酔投与順序 KX-MMB-KX MMB-KX-MMB 計 

ラット使用数 

 

3 

 

4 7 

 

* 1 個体、同一個体で刺入型電極と脳表電極の両方で記録 

** 1 個体、コイルの向き(3-3-4 節 参照)が 0°と 60°の場合の両方で記録 
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略語 

A1 primary auditory cortex; 一次聴覚野 

AAF anterior auditory field; 前聴覚野 

ACSF  artificial cerebrospinal fluid; 人工脳脊髄液 

BW bandwidth; 帯域幅 

CF characteristic frequency; 特徴周波数 

CSD current-source density; 電流源密度 

ECoG electrocochleography; 脳波(脳表電極記録) 

EEG electroencephalography; 脳波(頭皮電極記録) 

FRA frequency-intensity response area; 周波数-音圧受容野 

GABA γ-aminobutyric acid; γ-アミノ酪酸 

HCN  Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated; 過分極活性化陽イオン

チャネル 

KX the mixture of ketamine and xylazine; ケタミン-キシラジン麻酔薬 

LFP local field potential; 局所電場電位 

MEA multielectrode array; 多点電極 

MMB the mixture of medetomidine, midazolam and butorphanol; 3 種混合

麻酔薬 

MT minimum threshold; 最小閾値 

NMDA N-methyl-D-aspartate; N-メチル-D-アスパラギン酸 

PSTH peri-stimulus time histogram; 刺激前後のヒストグラム 

RLF rate-level function; 発火頻度-音圧関数 

SD standard deviation; 標準偏差 

STRF spectrotemporal receptive field; 時間周波数受容野 

TMS transcranial magnetic stimulation; 経頭蓋磁気刺激 

TTX tetrodotoxin; テトロドトキシン 

µMS micro-magnetic stimulation / magnetic stimulation using a 

micro-coil; 微小コイル磁気刺激 
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