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1．はじめに
　てんかんやうつ病などの神経・精神疾患では、約
1～3割の患者に薬物療法が奏効しない⑴。近年、その
ような患者には、電気や磁気など物理的な手法を用
いて脳活動に介入する脳刺激法が用いられてきた。
例えば脳深部刺激法（Deep Brain Stimulation；DBS）
は、特定部位に電極を挿入し電気刺激を与える手法
であり、適応患者の約50％に治療効果が認められる。
しかし、DBSは侵襲的であり、脳出血や感染症等合
併症のリスクを伴うため、より低侵襲な刺激法が求
められている。また、非侵襲的脳刺激法として経頭
蓋磁気刺激（Transcranial Magnetic Stimulation；
TMS）がある。TMSは電磁誘導を利用して脳を刺
激する方法であるが、標準的なコイルでは刺激範囲
が広く標的部位周辺への影響を避けることができな
いため、空間分解能の高い刺激法が望ましい⑵。
　そこで、近年我々は、経頭蓋超音波照射による脳
刺激技術に注目している。超音波は生体透過性が高
いため、非侵襲的に脳活動へ介入できる。また、球
面状の振動子を用いる、または複数の振動子の出力
を位相制御等により集束することで、ミリメートル
またはサブミリメートルの精度で脳深部を標的でき
る⑶⑷。我々は、超音波脳活動制御法の効果および
メカニズムについて、げっ歯類動物を用いて検討を
進めている。本稿では、まず、哺乳類大脳神経細胞
の超音波感受性におけるTRPC6チャネルの重要性
を紹介する。
　また、自由行動下動物の特定の脳部位に超音波照
射を行うことで、てんかんをはじめとする神経疾
患・精神疾患への介入も行っている。この際には、
標的脳部位に対して正確に超音波を照射すること、

および自由行動動物の頭蓋上に超音波トランスデュ
ーサーを安定して慢性留置することが重要である。
本稿では、自由行動動物に対する経頭蓋超音波照射
法のためのトランスデューサーの作製法および慢性
留置のための手術法を紹介する。

2．神経細胞の超音波感受性メカニズム
　超音波照射により神経活動が誘発される。この過
程には神経細胞膜に発現し、膜の張力や細胞骨格の
変化を感知する、“機械受容チャネル”が重要であ
ることが示唆されてきた。しかし、数多く存在する
機械受容チャネルのうち、どのチャネルが超音波感
受性において特に重要な役割を果たすのかは未解明
であった。そこで我々は、量子科学技術研究開発機
構の脳機能イメージングセンターとの共同研究によ
り、哺乳類神経細胞の超音波感受性に重要なチャネ
ルの特定を行った⑸。
　まず、マウスの初代培養神経細胞を用いた研究に
より、神経細胞が超音波応答性を示すことを確認し
た（第 1 図⒜）。様々な機械受容チャネルの機能を
薬理学的に阻害していくと、TRPC6チャネルの阻
害時にのみ神経の超音波応答が消失することが明ら
かになった（第 1 図⒝、⒞）。
　さらに、マウス個体においてもTRPC6が重要で
あるかを、麻酔下マウスにおける細胞外記録法によ
り検討した（第 2 図⒜、⒝）。神経活動をタングス
テン電極により記録した状態で、経頭蓋超音波照射
を行うと、神経の超音波応答性は強度依存的に増加
した。一方、TRPC6チャネルを薬理学的に阻害し
た際にはその応答性が減少した（第 2 図⒞、⒟）。
　この結果は、神経の超音波応答性におけるTRPC6
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チャネルの重要性を示すとともに、超音波を用いた
神経活動制御の可能性を拓くものである。この発見
を基にして、我々は現在、TRPC6チャネルなどの
機械受容チャネルを目的の神経細胞に過剰発現させ
ることで、より効果的な超音波神経活動制御を行う、

“超音波遺伝学”⑹の研究開発を進めている。

3．自由行動動物における 
経頭蓋超音波照射のための 
超音波トランスデューサー設計および
慢性留置法

　我々は、げっ歯類動物に対して経頭蓋的に超音波
照射を行い、脳活動等の生体活動の制御法を検討し
ている。マウス、ラット、ハムスターなどの小型げ
っ歯類の頭蓋骨は、幅が10 mm程度と小さく、超音
波トランスデューサーの安定した設置や、慢性的な
行動実験を可能にするための技術的課題が存在す
る。本節では、当核課題に対する我々の取り組みを
紹介する⑺。

3－1　超音波トランスデューサーの設計
　超音波の発生には、中心周波数1〜10 MHz、口径
10〜20 mm、焦点距離10〜30 mmの集束型ピエゾ素
子を使用している。ピエゾ素子は3Dプリンターで
作成した筒状のハウジングの先端部に取り付けら
れ、エポキシ系接着剤により素子の固定と水の浸入
による電極間の絶縁低下防止を実現している（第 3
図）。これは、ピエゾ素子を衝撃による破損から守
ることにも役立つ。
　ピエゾ素子の両面には電極が付加されており、電
極間に電圧を印加することにより超音波を発生す
る。動物に対する電撃を防ぎ、電気的ノイズを低減
するために動物側の電極を接地側としている。刺激
に用いる数MHz帯の超音波は空気中をほとんど伝
搬しないため、ピエゾ素子の前面と頭蓋骨の間を超
音波ゲルで満たしている（超音波ゲル封入部位）。
この際、ゲル内への気泡の混入を防ぐためにゲル排
出口を設置している。素子背面には特別な構造は付
加せず、エアバッキング型の構造とすることで素子

第1図　培養神経細胞の超音波応答にはTRPC6が重要である
⒜細胞内カルシウムイオン濃度センサーであるGCaMP6sを発現した培養神経細胞の、超音波応答の時系列画像。スケールバーは
GCaMP6sの蛍光強度を示す。⒝機械受容チャネルであるPiezo1またはTRPC6に対する選択的拮抗薬の効果を示す模式図。Dooku1

（10 µM）およびBI-749327（1 µM）は、それぞれPiezo1およびTRPC6の活性化を阻害するために使用された。⒞コントロール、
Dooku1、BI-749327の条件下における、超音波照射に対する神経細胞のカルシウムイオン濃度変化（平均±SEM）。n＝14, 13, 12 
experiments for control, Dooku1, and BI-749327, respectively.
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の出力増加を図っている。
　さらに、ピエゾ素子には固有の焦点距離があり、
ピエゾ素子と標的脳部位との距離をこの焦点距離と
一致させる必要がある。そのため、ゲル封入部の高
さを調整することで、適切な焦点距離を確保する設
計としている。一方でベースアタッチメントを頭蓋
骨にセメントで固定し、ここにゲルを封入した超音
波トランスデューサーを装着することで、自由行動
下での安定した超音波照射を可能にしている。

3－2　慢性留置法
　ここでは成獣ラットでの手術法を紹介する⑺。
⑴　前処理

　手術は、イソフルラン（1～2％）麻酔下で脳定位
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第2図　マウス生体内での神経超音波応答にはTRPC6が重要である
⒜⒝TRPC6遮断薬BI-749327を用いた生体内神経活動記録の模式図。麻酔下マウスにおいて、記録用のタングステン微小電極は頭蓋
にあけた小さな穴から大脳皮質に挿入され、超音波は、記録部位に経頭蓋的に照射された⒜。TRPC6選択的拮抗薬であるBI-749327
は、記録開始30分前に脳室内に投与された。⒞⒟BI-749327投与前⒞と投与後⒞の、超音波照射時の生体内神経活動記録の代表例。
上：ハイパスフィルター後の細胞外電位のトレース。下：刺激周辺時間ヒストグラム（Peri-Stimulus Time Histogram；PSTHs）。⒠
異なる強度の超音波照射に対して、応答を示した神経集団の割合。各刺激強度における有意性は、2×2（有意性×コントロールまたは
BI-749327）度数表におけるカイ二乗検定により決定した。n＝73, 80 sessions from three mice for pre- and postrecordings, 
respectively. ＊P<0.05.
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第3図　超音波トランスデューサーの模式図
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固定装置を用いて実施している。イヤーバーで頭蓋
骨を固定し、頭部を剃毛・消毒後、皮下に鎮痛薬

（1％リドカイン塩酸塩、約0.1 mL）を注射する。 5
分後、メスで頭皮を正中線に沿って切開して頭蓋骨
を露出し、頭皮の筋膜 4 か所をクランプで固定し、
術野を確保する。鏡匙で側頭骨周りの側頭筋を剥離
し、開創器で側頭筋を固定する。頭蓋骨からの出血
を止めた後、0.3％（w/v）過酸化水素水を使用し頭
蓋骨を洗浄する（第 4 図⒜）。続いて、のちに使用
する歯科用重合レジンと頭蓋骨の接合材として、歯
科接着用レジンセメント（ESTECEM Ⅱ、トクヤ
マデンタル）を、超音波照射領域を除いた頭蓋骨全
体に塗布する。ESTECEM ⅡのペーストA/Bを順に
薄く塗布したのち、多方向からUV照射を行う。（こ
の時点ではレジンセメントは固まらないが、のちに
歯科用重合レジンを塗布し真空状態になると固定さ
れる。）
⑵　ベースおよび銅メッシュの設置

　さらに、ベースアタッチメントを標的部位に設置
し、歯科用重合レジン（ユニファストトラッド、
GC）で固定する。この際、超音波照射領域（ベー
ス内領域）への塗布は避ける。また、側頭骨上に

「壁」（高さ約2 mm、幅約1 mm）を歯科用重合レジ
ンで形成し、当核壁に銅メッシュをセメントで固定
する（第 4 図⒝）。この銅メッシュは、電気的なノ
イズの除去に加え、動物が露出された頭蓋骨に触れ
られないようにしている（第 4 図⒞）。

　上記に加えて、タングステン線電極の頭蓋内慢性
留置やねじ電極の頭蓋骨への固定などを行い、脳活
動をモニタリングしながらの超音波照射も可能であ
る（第 4 図⒝、⒞）。

4．おわりに
　本稿では、超音波による神経活動制御の基盤メカ
ニズムとして、TRPC6チャネルが神経の超音波感
受性において重要な役割を果たすことを明らかにし
た。また、自由行動下のげっ歯類に安定して超音波
を照射するための装置設計と手術手技を紹介した。
　今後は、より精密な超音波による神経活動制御技
術の確立を目指す。さらに当核技術は、脳機能の解
明や新たな疾患治療法の開発に貢献すると期待され
る⑻。
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第4図　自由行動下超音波刺激のための手術手順
⒜洗浄後のラット頭蓋骨。血や皮下組織が残らないように綺麗に洗浄する。⒝ベースアタッチメントおよび銅メッシュ設置後。手前には、
脳波記録用の線電極およびねじ電極が埋め込まれている。⒞組み立て後の銅メッシュと、実際の超音波トランスデューサー配置の様子（銅
メッシュ内奥）。銅メッシュ内手前には脳波記録システムが配置されている。
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