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学 位 論文 題 名

    Pre―motoneuronal inputs to postnatal developing

    trigeminal motoneurons

（プレモーターニューロンから三叉神経運動ニューロンヘのシナプス入カの発育変化）

学位論文内容の要旨

  咀嚼運動は，食物の大きさや硬さなどの咀嚼ごとに変化する物理的性状に合わせて，咀

嚼カや下顎の運動方向を調節し，食物の性状に合った運動として遂行される．そのような

複雑な運動パターンは脳内に存在する，っまり，食物を咀嚼する際の顎運動パターンは，

食物の性状を歯根膜機械受容器や筋紡錘が感受し，それらの感覚情報や大脳皮質や扁桃体

からの情報を元に脳幹にある咀嚼のパターンジェネレータが食物の性状にあった運動パタ

ーンを形成し，その運動指令は最終的にプレモーターニューロンを介して閉口筋および閉

口筋運動ニューロンに伝えられる，これまで三又神経運動核(MoV)周囲の網様体にプレ

モーターニューロンが豊富に存在し，歯根膜機械受容器や筋紡錘からの入カや大脳皮質や

扁桃体からの入カを受けることが組織学的，電気性理学的に報告されてきた．我々は，三

叉神経上核(SupV)と顔面神経背外側網様体に，咬筋運動ニューロン(MMN)あるいは

顎二腹筋運動ニュー口ン(DMN)にシナプスを送るプレモーターニューロンが存在するこ

とを示してきた．さらに，生後1―5日齢の新生仔ラットにおいて，三又神経主感覚核(PrV)，

三又神経上核，PrVの背外側網様体（dRt）およぴIntertrigem血alre西on（IntV）からの

入カがMMNとDMNに収束していることを示した．しかし，複数のプレモーター領域か

ら単一運動ニューロンヘの入力様式の発育変化にっいては未だ不明である，そこで本研究

では，幼若期ラット前頭断脳幹スライス標本を用いて，MOV周囲領域を広くレーザー光誘

発性化学刺激したときのMMNおよびDMNの応答をホールセルパッチクランプ法を用い

て記録し，プレモーターニューロンから，これらの運動ニューロンでの応答性の差異につ

いての発育変化を解析した．

  実験には，生後9・12日齢のW・istar系ラッ卜（n‘62）を用いた，イソフルランで深部麻

酔後断頭し，氷冷したスクロース含有人工脳脊髄液（260sucr08e，3KCl，2CaC12，2

MgC12，1，25NaH2P04，26NaHC03，10glucose）中で脳幹を摘出し，MOVとその周囲の領域

を含む厚さ400弘mの前頭断脳幹スライス標本を作製した，MMNあるいはDMNからパッ

チクランプ記録を行い，あらかじめスライス標本に潅流投与したcaged．glutamate（300p

M，600弘M）に対して，レーザー光を照射して局所的にグルタミン酸を解離させ，遊離グ

ルタミン酸刺激により誘発される電流応答を解析した．レーザー光はMicropo血tレーザー

システ ム（PhotonicIn8trumentKawasaki）を用いて，SupVおよびIntvを含むMOV

を囲うL字型とPrVを含むI字型に設定した76個と40個の格子の中心点に照射した．

MMNおよびDMNの同定は，標本作製1―2日前に咬筋およぴ顎二腹筋にローダミンある

いはalexa488含有コレラトキシンをそれぞれ注入し，対応する運動ニューロンヘの逆行性
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標識により行った，今回用いたレーザー光化学刺激の空間解像度を調べるため，もっとも高

確率で運動ニューロンに応答を誘発したSupVニューロンにパッチクランプを行い，パッチ

クランプしたニューロンの周りに100個の格子を設定し，レーザー刺激を行い，ニューロ

ンにLucifer Yellowを注入することでニューロンの形態を確認し，実験終了後脳スライス

の組織像と刺激格子を重ねることにより，刺激の空間解像度を確認した，全ての実験では，

実験終了後，刺激電極より直流電流を流し、脳スライスに3つの穴を開け透過光像の写真

を撮り，脳スライスをホルムアルデヒドで固定し，100皿mの厚さで再切し，クリシルバイ

オレッ卜で染色後，脳スライスの透過光像と組織像をCorelDRAW software上で重ねるこ

とで刺激部位を確認した，

  今回用いたレーザー光化学刺激では，記録したニューロンの細胞体を刺激すると、活動電位

が連発で誘発されるが，57pm離れた部位の刺激では，小さな脱分極しか生じなかった，したがっ

て，レーザーで解離されたグルタミン酸が刺激できる範囲はかなり限局していた，しかし，細胞体だ

けでなく，樹状突起に沿って活動電位が誘発される場所が広がっており，細胞体からもっとも離れ

た活動電位を誘発する部位と細胞体との距離を調べると、平均で126Umでした．以上より，今回

用いたレーザー光刺激の空間解像度は126pmといえる，この結果を用い，データを解析すると，

生後1-5日齢と同様に生後9-12日齢ラッ卜でもMoV周囲の複数のプレモーターニューロ

ン領域 刺激によって単一のMMN (23/26)およびDMN (15/20)にシナプス後電流(PSC)

が誘発された，誘発されたPSCは30ms以内の間隔で3発以上繰り返して高頻度に応答が

誘発さ れるバース卜状のPSCと単発や2つのシナプス応答の間隔が広い低頻度PSCの2

っに分類することができ，2っを区別して解析を行った，PrVの刺激においても，MIVIN

(6/8)お よび DMN (4/8)とも PSCが誘 発さ れた，特にSupVではPSCが誘発されやす

く，MMNのほうがDMNよりも有意に高かった(Mann-WhitneyUtest，Pく0．05)，さら

に，1・5日齢と異なり，9-12日齢では，低頻度のPSCが誘発される割合がバース卜状のPSC

の誘発 割合に比べてMMN．DMNとも高かった(Mann-WhitneyUtest，PくO.OOl)，しか

し，l-SupVへ刺激強度を上げるため高濃度のcaged-glutamate  (600p M)を用い刺激する

と，バース卜状のPSCを高確率で誘発することができた，これは、生後発達変化により，

プレモーターニューロンの活動閾値が上昇したことが示唆された，

  今回得られた結果より，生後発育に関わらず単一の運動ニューロンヘ複数のプレモータ

ーニューロン領域から入カが収束していることが示された，また，生後発育変化により

SupV刺 激時MMNのほうがDMNより多くのプレモーターニューロン からの入カを受け

ていた．さらに，咀嚼中の食物の硬さの変化により，咬筋のほうが顎二腹筋より，筋紡錘

や歯根膜機械受容器の影響を受け、筋活動量の促進が起こりやすく，SupVは豊富な筋紡錘

や歯根膜機械受容器からの求心性の入カを受け，SupVに存在するニューロンがMoVへ軸

索を送 っていることが知られている，したがって，DMNと比較し，MMNがSupVから多

くの入カを受けることは，咀嚼中の咬筋活動の増大が，歯根膜や筋紡錘の求心性の入カを

受けSupVを介して咀嚼のコン卜ロールを行っていることを示唆している，もうひとっ大
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きな変化として，得られたPSCがバース卜状から低頻度のPSCへ変化していた，これは，

プレモーターニューロンが成長したことにより，ニューロン膜の膜容量が増大したことに

より，生後1-5日齢のラッ卜と比較し、同じ量のグルタミン酸では，バースト状のPSCを

誘発することができなくなったことが考えられる，今回，caged glutamateの濃度を2倍に

することにより，刺激したグルタミン酸の量を増やすことでバース卜状のPSCを得ること

ができた，これは，上記の考えを支持する，しかし，今回の実験では，生後発育変化によ

ルプレモーターニューロンの特性に変化が生じ，バースト状の発火を生じなくなったこと

を完全には否定できない。これは，今後の課題となる，以上，このような三叉神経運動ニ

ユーロンへのプレモーターニューロンからの入力様式の発育変化は，吸啜から咀嚼への摂

食行動転換に関与する可能性が考えられた，
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学位論文審査の要旨

主査  教授  横山敦郎
副査  教授  舩橋  誠
副査  特任教授  大畑  昇

学 位 論 文題 名

    Pre-motoneuronal inputs to postnatal developing

    trigeminal motoneurons

（プレモーターニューロンから三叉神経運動ニューロンへのシナフpス入カの発育変化）

  審査は、主査、副査が一堂に会し、まず論文提出者が提出論文の内容の要旨

を説明し、次いで論文の内容について審査委員の口頭試問を行った。以下に提
出論文の要旨と審査の内容を述べる。

論文要旨

  咀嚼運動は、食物の大きさや硬さなどの咀嚼毎に変化する物理的性状に合わ

せて、咀嚼カや下顎の運動方向を調節し、食物の性状に合った運動として遂行

される。そのような複雑な運動を遂行するシステムは脳内に存在する。っまり、

食物の性状を歯根膜機械受容器や筋紡錘が感受し、それらの感覚情報や大脳皮

質や扁桃体からの情報を元に脳幹にある咀嚼のパターンジェネレータが食物の

性状に合った運動パターンを形成し、その運動指令は最終的にプレモーターニ

ユーロンを介して閉口筋および開口筋運動ニューロンに伝えられる。また、三

又神経運動核(MoV)周囲の網様体には、三又神経運動ニューロンのプレモータ

ーニューロンが豊富に存在することが形態学的、電気生理学的に知られている。

これまでに新生仔ラット（生後1―5日齢）において、三叉神経主感覚核(PrV)、

三叉神経上 核(SupV)、PrVの背外側網様体(dRt)および三叉神経間領域

(IntV)からの入カが単一の咬筋運動ニューロン(MMN)と顎二腹筋運動ニューロ

ン(DMN)に収束していることが明らかにされている。しかし、複数のプレモー

ターニューロンから三叉神経運動核の単一運動ニューロンへの入力様式の生後

発達変化についてはよくわかっていない。そこで、本研究では、幼若期ラット

（生後9一12日齢）の前頭断脳幹スライス標本を用いて三叉神経運動ニューロン

のプレモーターニューロンからMMNおよびDMNのシナプス入力様式の生後発達

変化を電気生理学的に解析した。実験には、生後9ー12日齢のWistar系ラット

を用いた。吸入麻酔（イソフルラン）を用いて深部麻酔後、断頭し、氷冷した

スクロース含有人工脳脊髄液中で脳幹を摘出し、MoVとその周囲の領域を含む

厚さ400Limの前頭断脳幹スライス標本を作製し、チャンバー内に標本を固定し
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た。本研究では、caged―glutamate  (300LiM．600pM)を用い、レーザー光を照射
してグルタミン酸を局所的に解離させることによって、プレモーターニューロ
ンの電気的活動を誘発しMMNあるいはDMNの電流応答を調べた。レーザー光は

SupVおよびIntVを含むMoVを囲うL字型に配置した76個の格子とPrVを含む
40個の格子の中心点に照射した。結果は、生後1―5日齢ラットと同様に生後9－12
日齢ラット(n二ニ62)でもMoV周囲の複数のプレモーターニューロン領域刺激に
よって単一のMMN（n二二ニ26)およびDMN(n二ニ20)にシナプス後電流(PSC)が誘
発された。さらに、PrVの刺激においても、MMN (6/8)船よびDMN (4/8)とも
PSCが誘発された。特に、SupVではPSCが誘発されやすく、MMNの方がDMNより
も有意に高かった(Mann―WhitneyUtest、尸く0．05)。さらに、1―5日齢と異
なり、9一12日齢では、低頻度のPSCが誘発される割合がバースト状のPSCの誘
発割合に比べてMMNとDMNともに高かった(Mann－WhitneyUtest、尸くO．001)。
しかし、1―SupVヘ高濃度のcaged－glutamateを用いた刺激では、バースト状の
PSCを誘発することができた。これはヾ生後発達変化で、プレモーターニューロ
ンの活動閾値が上昇したことが示唆された。以上の結果は、9－12日齢のラット
も1－5日齢と同様にSupVやIntVおよびPrVから入カが収束しており、SupVか
らの入カの変化は、吸啜から咀嚼への転換に寄与していることが示唆される。

審査の内容
  審査における各委員からの主な質問は以下の通りであった。

1．咀嚼におけるパターンジェネレータと歯根膜の関係にっいて
2.パッチクランプ法の手技について
3.ス ポ ッ ト エリ ア の 大 き さ （ 半径 ）と 結果 の関連 につ いて
4.活動電 位の パター ン（ 単発と 3発） の変 化の理 由に ついて

5.生後9―12日において咬筋が顎ニ腹筋に比較し優勢た理由について
6.吸啜期における咀嚼パターンの発現にっいて
7.吸啜への舌の関与にっいて

  これらの質問に対して、学位申請者から明快な回答が得られたともに、今後

の研究に対する課題と展望も示された。
  本研究は、三叉神経運動ニューロンへのプレモーターニューロンからの入力
様式の発育変化が吸啜から咀嚼への摂食行動転換に関与している可能性を示す

ものであり、その内容は高く評価された。よって学位申請者は博士（歯学）の
学位授与に値するものと判定した。
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