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Tungsten微細電極によるmarking　techniqueの改良

ネコの大脳皮質SIII　areaで検出された歯髄性応答

neuronの局在証明への応用

鈴　木　　　隆

高　松　隆　常

　岩手医科大学歯学部

松　本　範　雄　　平　孝　清

林　謙　一　郎

口腔生理学講座＊（主任：鈴木隆教授）

〔受付：1977年9月14日〕

　抄録：従来の電気凝固法によるmarking　techniqueに改良を加え，　spot　sizeと電気量との相関を系統的

に調査した。細胞外液と等価に考えられる模擬回路を用いtungsten微細電極に生ずる分極効果を調べた

ところ，直流方式の分極効果は甚だ大きく電流は僅かに10秒しか流れなかつた。そこで，持続時間0．5秒，

1Hzの矩形波電流を用い分極を可及的に除去した。ネコの大脳皮質に微細電極を刺入し，種々の条件で通

電を行い，それにより生ずるelectrolytic　lesionの大きさを指標に電気量（電流×通電時間／2）とspot

面積の関係を計測した。一定の電流の範囲内では，電気量とspot面積は正比例した。このspot　diameter－

coulomb　curveからlnarkingに最適な電気量を求めたところ12×10’6～15×10’6　coulombであった。体

性感覚野SIIIにある歯髄電気刺激に応ずる単1　neuronを電気生理学的に検出してのち，この方法を適用

し，その細胞の局在部位を調べたところ，その細胞は前suprasylvian回の中部の第3層深部に位置してい

ることが判明した。

緒 言

　微細電極を用いて，中枢神経系の細胞の性質

や神経結合などを研究する際，電極尖端の位置

の確認が重要な意義を持っている。記録部位の

確認法には金属電極による電気凝固法（D，stain・

lcss－steel（2’3）やelgiloy電極（4）の鉄を遊離させ

prussiεn　blue　spotを作る方法，またガラス電

極に種々の色素（fast　grecn　FCF（5’‘），　Niagara

sky　blue　6B（7），　procion　yellow（8’9’1°）など）を

封入して電気泳動的，または圧力により色素を

注入する方法などがある。ガラス電極を用いた

色素注入法には詳細な報告があり良い結果をも

たらしている。しかし鉄遊離によるprussian

blue法や電気凝固法に関しては定量的な観察

報告がない。

　我々はネコで歯髄刺激に応答する大脳皮質体

性感覚野SIIIの細胞の特性をtungsten微細電

極を用いて検索しているが（11◆12’13’14），今回，電

気凝固によるmarkillg法に改良を加えその方
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法を定量的に吟味した。これにより希望する大

きさのspotをより簡単で確実に作ることがで

きるようになり，皮質単1細胞の記録部位を容

易に確認することができたのでその方法と結果

の詳細を報告する。

実験方法

　Tungsten微細電極：tungsten　wire（φ；130

μm，長さ；2cm）をsteel管（内径；180μm，外

径；340μm，長さ；8．5cm）に固着し，飽和亜硝

酸ナトリウムNaNO　2溶液で電解研磨して尖端

直径を1～6μmとした。それをプーラー（成茂

PD－5）で引いた尖端直径1－6μmのガラス

管（内径；0．7mm，外径；1．091nm，長さ；8

cm）に尖端が1～3μm出るように入れ，他端

を接着剤，aron　alpha及びHi－superエポキシ

系で固定し，tungsten微細電極を作製した。

　電極尖端直径と抵抗値の測定：上記のように

して作られた電極24本につき光学顕微鏡（×

400）のマイクロメーターと微小電極抵抗計

（成茂OH－1）を用い，それぞれ尖端直径と

抵抗値を計測した。

　直流と矩形波電流の分極効果の比較：図1の

ように0．9％生理的食塩水溶液槽を通じ，尖端

直径2～4μlnの電極を流れる電流量と分極効

果を計測した。この回路に直流と矩形波電流

（duration　O．5sec．，1Hz）を流しその成績を比

・i・…mp・・e・eter／

m↓croelectrode

0．9％　NaC1

1SO

　図1　微細電極用分極測定装置の模擬回路，ISO
の定電流装置から直流または矩形波電流を供給し，

電極尖端を流れる電流を15KΩの抵抗を介してOSC

で読んだ。ISO；isolator，　OSC；oscilloscope
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較した。流す直流及び矩形波電流は電気刺激装

置（日本光電SEN－1101）およびアイソレー

ター　（日本光電SS－101」）から供給され，

その強さは微細電極を陰極，不関電極（Ag－Ag

Cl板）を陽極とし，15KΩ（微細電極の抵抗に

対しnegligible　smallな値）の抵抗を介してそ

の両端に生ずる電位差から測定した。観測・記

録はstrage　oscilloscope（TEKTRONIX　Type

－ 13D）を用いて写真撮影した。

　ネコ大脳皮質での通電電気量とspot面積と

の関係：ネコ4匹（予備実験2匹，本実験2匹）

を用いて大脳皮質に微細電極を刺入し，深さ

500μmごとに通電電気量を変えmarking　spotを

作成した。極性は模擬回路での実験と同様にそ

れぞれ微細電極を陰極，頭皮に置いた銀・塩化

銀の不関電極を陽極とした。電流量はオッシロ

スコープの電位化変を目安にアイソレーターで

3μAの定電流におさえ，通電時間を8～30秒

と変えて通電電気量（12×10’6～45×10’6coul－

omb）を調節した。また，それによって大脳皮

質に生じたspotの直径は連続切片を作り組織

学的に計測し，電気量とspot　sizeの関係を観

察した。

　単1細胞放電を記録した皿itのmarki皿g：

ネコの大脳皮質体性感覚野SIIIで歯髄刺激に

応答する単1細胞の放電を記録し，その後，上

記実験の成績で得たデータをもとに，導出した

細胞の周辺を直径約100μmのspotを得られるよ

うmarkingした。

　ネコでの実験法は著者等の誘発電位の記録

法（15）に順じるが，今回はクローズド・チャン

パー法dosed　chamber　methodを活用した。

それは歯科用エンジンで直径約12mmのcranio－

tomyを行ったのちDAVIS型chamberを頭蓋

骨にresinで固定し，硬膜を切開して後，流動

パラフィンでchamber内を満たした。単1細

胞放電は高入力インピーダンス前置増幅器（自

作）および増幅器（日本光電AVH－2）で増

幅し，MIC（Medical　input　converter；level

slicerの1種）を介してから統計処理用小型電子

計算機（800CUSC；東芝，　Type　EDS－34801M）
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でpost＿stimulus　time　histogram（PSTH）とし

て計測され，tape　puncher（川崎エレクトロニ

ヵTMA－801）に出力してのち，東北大学大型

計算機センター時間分割システムで作図処理を

行った。（14）

　実験終了後，脳を10％ホルマリンで心臓灌流

固定してから取出し，更に10％ホルマリンで一

昼夜以ヒ固定し，凍結切片法を用いて50μmの

前額断連続切片’標本とし，marking　areaを組

織学的に検査した。染色はcreSyl　violetにより

Nissl染色した。

実験成績

　1．Tungsten微細電極尖端直径と抵抗値の

関係1尖端直径1～6μm，長さ1～3μmの電

極24本を作製し，尖端直径と抵抗値の関係を見

た。図2はその結果を示し，横軸は電極尖端直

径（μm）を，縦軸は抵抗値（Meg－ohm）を表

わしている。図より抵抗値は尖端直径に反比例

するようだが，尖端直径2～4μmの竃極では

2～5MΩとある程度分散した抵抗値を示して

いる。これは同じ尖端直径であっても，micrc－

pipetteより露出する尖端の長さの不同にもと

つく，電極の実効表面積の相違によるものであ

ろう。電極尖端の露出部分を円錐形とみなし．
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　図2　電極尖端直径と抵抗値の関係，縦軸：抵抗

値（megohm），横軸1電極尖端直径（μm），白丸の

電極は実際に大脳皮質でmarking　spotの作成に
使用されたもの。
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試みに全例につきその実効表面積と電極抵抗の

関係を計測したところ相変らず分散があった。

従って，この分散の原因としては，更に電極と

rnicropipetteの問に介在する空隙要素，つまり

その空隙に侵入する電解質の量などについて考

慮する必要があろう。従って以後の実験では可

及的に1定で正確な成績を得るため直径2～

3μm，長さ1～3μm，実効表面積10～25μm2

で，電極とpipettcの空隙の少ない電極を使用

することにした。

　2．直流と矩形波電流の分極効果：図1のよ

うな模擬回路を用い．直流と矩形波電流により

tungsten微細電極に生じる分極効果を観察し

た。図3Aは直流で，　Bは矩形波電流で得られ

た電圧変化と分極過程を示す。この図から知ら

れるように，従来の直流方式では分極効果が大

A

B

」マニ≡7ニママセ

　　　　　　　　　，30sεc・

　図3　Tungsten微細電極の直流と矩形波電流に
対する分極効果，A：直流。　B：矩形波電流，　A・

B，それぞれの写真の下端は通電時間を表わす。用
いた電極の抵抗値は2．4MΩ（A）と2．　OMΩ⑧である。

較正電圧；20mV，時標；2sec．
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きく，電流は通電後僅かに10秒程しか流れな

い。この事実はmarklng　spotのslzeを任意に

変えるためには，10秒以上の通電は無意味で，

瀧

ン　　灘蛭

　フ

み
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最初に流す電流量の調節が大切であることを示

唆する。しかしunlt放電を記録中の皮質に強

電流を流すことは望ましくないことと言えよ
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　図4　大脳皮質で作成した種々のmarklng　spotの実例。　A　一本の電極を用い，同一track

内で500μmずつ電極を進め1penetratlon中に得られた4個のspot。通電電気量をそれぞれ

約35，75，125，225，45，60×106coulombと変えたとき得られたmarkmg　spotを表わし
ている。通電電気量が少なすぎたために矢印1，2の点ではspotがないことに注意。　B　a，　b，　c

それぞれ3μAで8，10，13秒間の通電で得られたmarklng　spot　scale・ABともに200μm。
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う。図3Bは持続時間0．5sec　IHzの矩形波電

流を用いると，分極効果は減少し，そのため数

μAの1定の電流が断続的に流しやすくなるこ

とを示している。この事実は通電時間，電流の

強さをともに制御でき，可及的に少ない電気量

を使ってspot　sizeを調節できる利点を意味し

ている。従って以後の実験では矩形波電流を使

用することとした。

　3．通電電気量とSPot面積との関係：ネコ

の大脳皮質SIII－areaにtullgsten微細電極を

刺入し，種々の条件下で垣形波電流を流し，色

々なsizeのspotを作成した。それにより生ず

る凝固面積と通電電気量との相関を計測したの

が図5である。まず体性感覚野SIIIで作成し

たspotの顕微鏡写真が図4で，同図Aは同一

電極を用い皮質内を500μmずつ進め，通電電気

量を大略3．5，7．5，12．5，22．5，45，60×10’6

coulombと幾段階にも分けて与えた時に得られ

たmarking　spotの大きさの変化を表わす組織

像である。実際には6点脳軟膜下で通電を行っ

ているが，最初の2点（矢印1，2）は電気量

が少なかったのでspotが認められない。従っ

て，電気量が充分であった4点についてmar－

kingが成功し，唯1枚の切片標本に4つのspot

がとらえられている。ここでspotの大きさは，

通電電気量が増加するに従って増大し，電気量

に依存して変化することが知られる。更に同図

Aで第6番目のspotが小さいのは電極が通電電

気量が増大するに従って電解的に消耗され，実

効電流量が減少するからであると考えられる。

事実，この実験終了後，抜き取った電極を検

鏡してみると，その尖端は完全に消耗して，

micrcpipctte内に嵌入していた。

　上記実験から直径100～200μmのspotを得ら

れるおよその電気量が分ったので，次いで通電

電流の強さを3μAにおさえ，矩形波電流の通

電時間を8，10，13秒と細かに変えたとき得ら

れたspot　sizeの検討を行った。図4B，　a，b

とcはその組織像である。それぞれ8，10およ

び13秒の通電に対し短径40，80および120μm，

長径70，150および180μmのIn二rking　spotが

岩医大歯誌　2：136－144，1977

得られた。この事実は，通電時間の僅かな差が

spot　sizeに相当大きい影響を与えることを示

唆する。そこで他の2匹のネコにつき，7－penet－

ration，17点の部位で3μAの矩形波電流を流

し，その通電時間（電気量）を系統的に規制し

てmarking　spotを作ってみた。そして，横軸

に通電時間（電気量）をとり，縦軸にそれぞれ

の通電時間で得られたspot　size（面積μm2）を

プロットしたのが図5である。両老の関係は大

略直線的で，spot面積は通電電気量に比例して

いることが知られよう。しかし実用的には，通

電時間（sec）とspotの直径との相関を知りた

いのであるから，spotは大体正円とみなし，そ

の面積に対応する直径を同図右側の縦軸として

求めてみた。この図から，通電時間8秒から30

秒までの範囲で，spotの直径は100μmから350

μmの間で変化する。従って，組織学的に検索

しやすいspotの直径は100～150μm程度である

から，それに要する通電時間は8～10秒（電気

量12×10’6～15×10’6coulombに相当する）が

最適と考えられる。また，この値は図4Bで得

られた結果ともよく一致する。
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　図5　電気量一スポット・サイズ曲線（coulomb－

spot　diameter　curve）。通電時間とspotの直径と

の相関を知るため求められたもの。通電電流；3
μA，左縦軸；spotの面積（μm2），右縦軸；それぞ

れのspot面積に対応するspotの直径（μ皿），

上横軸；電気量（coulomb），下横軸；通電時間
（sec），通電時間とspot面積は正比例することに
注意。
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　4．ネコ大脳皮質における単一細胞放電記録

とその記録部位のmarking：ネコの歯髄（犬歯

4本，臼歯4本；計8本）の電気刺激により，

大脳皮質体性感覚野SIIIで誘発される単一細

胞放電を記録した。図6はそのpost－stimulus

time　histogram（PSTH）で，この細胞は上顎右

側臼歯の刺激に潜時の短かい（約8～20msec．）

initial　burstで応答するspecific　typeの細胞で

ある。このように極めて稀有なspecific　type細

胞の局在部位を大略同定するため，前記実験3

の成績を引用し100μmのspotを作る目的で3

11［

141

μAの矩形波電流を8秒間通電して見た。図7

はその条件で得られたmarking　spotを表わし，

直径100μmのspotが，深さ600μmの位置に限

局していた。この値は電極の打ち込み距離から

推定されていたrecording　siteの位置と大体一

致する。上述の事実から，組織学的にspecific

typeの細胞の1つは皮質第3層深部に位置し

ていることが確かめられた。図7Bはその強拡

大である。
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　図6　歯髄刺激で誘発された大脳皮質単1ニューロンの放電histogram
（specific　type）。上4　traceは犬歯刺激で下4　traceは臼歯刺激で得られ
たPSTH，　U．　L．：上顎左側，　U．　R．：上顎右側，　L．　L．：下顎左側，　L．　R．：

下顎右側の歯牙をそれぞれ示す。縦軸；1BIN当りのスパイク数，横縦；掃

引時間（msec．），掃引回数：50回，刺激強度：50V。
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　図7　speclflc　type（図6）の細胞のlnarklng　spot

A，弱拡大の組織写真，矢印はmarklng　spotを示す。

scaleは200μm，　B・Aの強拡大，　scaleは100μm

察

　ネコの中枢神経系における歯髄情報処理過程

を研究する際，大脳皮質内の細胞の特性をよく

知り，そのヒ，微細電極尖端の位置を確認する

ことは重要な意義を持つ。この位置同定のため

には，電極が脳軟膜表面に触れた部位を起点と

し，そこから進む電極の深度を機械的に言1測す
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る方法が用いられてきた。これには次の欠点が

ある。まず，軟膜に対する電極尖端の接触点は

正確に求めにくい。特に著者等のようにclosed

chamberを用いた場合，脳脊髄液の貯留量の

変化によって一層この操作は困難となる。さら

に，直径1～2．5μm程度の電極の刺入点では

皮質表面に200～500μmの陥凹が生ずるから電

極尖端の位置を正確に推定することはかなり困

難が伴う。従って電位を導出した細胞の局在を

正確に知るにはmarking法を用いることが多

い。marking法には，大別して，電気凝固法と

色素または，金属イオンを電気泳動的に注入す

る方法とがある。後者は，著者らが永年経験的

に使用して来たtungsten微細電極に適用する

ことは不可能であるから，今回，Hubel（1）以来

使われている電気凝固法につき吟味した。従来

のtungsten微細電極による電気凝固法には2つ

の問題点があった。1つは組織の崩壊をもたら

す範囲が大きく，一度markingを行った近辺

の細胞から正常の活動電位を再び導出すること

は不可能ということ，他は皮質の1層から7層

に渡って連続的な記録や1track中の多点mar－

kingの実施が困難であることである。これら

の原因は直流方式では電極尖端の分極が大き

く，その結果比較的強電流を使用することにな

り，spot　sizeを任意でしかも，微細に調節する

ことができないためと思われる。本実験のよう

に矩形波電流を用いると，上記の問題点はある

程度解決する。矩形波電流は電極尖端の分極効

果を減少させ，ほぼ一定のcurrel▲tを流すのに

都合がよい。また等しい尖端直径の電極を用い

た場合，10秒の通電で，直流方式に比し，約2

倍から3倍の電気量を流すことができる。従っ

て使用する電流の強さを充分低く保つことがで

きるから，微妙な調節もでき，任意の大きさの

spotを作りやすくなる。図5より得た条件で直

径100μmぐらいのmarking　spotを作成した場

合，電気凝固により機能脱落を来たした細胞の

分布範囲は直流方式に比し狭いから，電極の進

め（electrode　advance）をノ1・さくしても，次の

新しい細胞探索を行うことができる。つまり比
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較的細かいstepで細胞からの電位導出ができ

ることになり，これが実験の能率向上につなが

る。一方，直流および矩形波方式ともに通電に

よる電極尖端の電解的消耗はさけられないが，

後者の消耗は前者のそれに比し，かなり少な

く，著者等の経験では前者の場合（直流方法）

同一電極で2回以上のmarkingを行うことは

困難であった。しかし後者（矩形波方式）の同

一電極で可能なmarking回数は4回に及ぶも

のがあった。

　本実験ではmarkillg　spotの発見を容易にす

るため直径100μm以下のspotについては吟味

しなかった。これはspotが比較的大きいと組

織標本上でspotを探しやすいことと，通電電

流の強さを3μA以下に保つことが難かしかっ

たことなどによる。今後，より小さいspotを

正確に作成するためには通電電流の強さを下げ

て通電時間を延長するか，通電電流を3μA以

下に任意の期間clampする方法などが考えら

れよう。しかしspot　sizeが小さいと正常組織

との境界が不鮮明となり，spot位置の発見が困

難になることが経験された。

　次に．本法の長短であるが，電気凝固法は細

胞外導出電極の大略の尖端位置を知るためには

簡易な方法であるが，50μm以下の小さいspot

のmarkingには適さない。また本法ではspot

の部位は組織に対してdamageとして残ること

も甚だしい欠点であろう。小spot　markingや

細胞内染色のためには，色素注入法が勝れてい

ることは論をまたない。

　本論文では微細電極の導出部位を知るための

markillg　technique改良を主目的としたが，他

に次のような応用の展開が期待される。それ

は，本法では直径50～400μmの境界の比較的鮮

明なspotが作りやすい。このspotは組織に対

し損傷として残存することはすでに述べたが，

逆に，この方法を活用すれぽ，特定の神経核ま

たは，脳皮質にInicro－lesionを容易に作るこ

とができる。これは手術的にabrasion，または

異物注入などを行って人工的損傷を作る手法よ

りは確かな技法であり，しかも組織の表層を甚



144 岩医大歯誌　2：136－144，1977

だしく傷めることなく，その深部にlesion－focus

を作ることができる。これは解剖学領域で，順

行性または逆行性変性実験の精度の向上に役立

つことであろう。

　　謝辞；組織標本の製作に協力した浦田静子嬢
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　　　Ab8tract：In　order　to　control　the　size　of　marking　spot　in　cerebral　cortex，　a　new　electro－

lytic　method　was　improved　and　the　rectangular　current（1　Hz，0．5sec．　duration）was　supPlied

by　a　constant　current　iso】ator．　This　technique　indicates　that出e　polarizing　effect　occured　at　the

tip　of　lungsten　microelectrode　was　much　less　than　the　ordinary　method．　Inserting　the　microelec－

trodes　into　the　cortices，　the　electrolytic　lesions　were　made　by　the　several　current　flows　in　vivo．

The　relationship　between　the　spot　size（μm2）measured　histologically　and　quantity　of　electricily

（coulomb）supplied　through　the　electrode　was　determined　systematically．　Within　some　current

range，　the　marking　spots　varied　proportionally　in　diameter　with　increase　in　quantity　of　electricity

and　the　range　of　optimum　quantity　was　12×10’6　to　15×10’6　coulomb．　After　the　single　neuron　wh－

ich　responded　to　the　tooth　pulp　stimulation　was　detected　electro予hysiologically，　the　rectangular

current　of　12×10’6　coulomb　was　supPlied　to　make　a　micro－lesion　for　histological　identification．

Then　the　location　of　the　neuron　was　pursued　microscopically　and　the　spot　dyed　by　Nissl　method

showed　that　the　identified　neuron　was　located　at　the　deep　layer　of　lamina　III　in　the　n1五dd】e　part

of　anterior　suprasylvian　gyrus．
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