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研究成果の概要（和文）：摂食行動の臨界期制御におけるグルタミン酸受容体の役割を解明するため、顎筋支配
運動ニューロンへのグルタミン酸性シナプス伝達の発達様式を電気生理学的に解析した。閉口筋運動ニューロン
では、生後初期にGluN2AとGluN2BをもつNMDA型受容体を介したシナプス入力が豊富で、発育に伴い減少した。一
方、開口筋運動ニューロンでは生後発達期を通してNMDA型シナプス入力に変化はなかった。したがって、興奮性
シナプス入力の生後発育様式は機能の異なる運動ニューロン間で異なること、生後初期のラット閉口筋運動ニュ
ーロンへのNMDA型受容体グルタミン酸性入力にはGluN2AとGluN2Bが関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We electrophysiologically investigated the developmental nature of 
glutamatergic synaptic transmission to the jaw-closing and jaw-opening motoneurons to elucidate the 
role of glutamatergic receptor functions in the regulation of feeding. The synaptic inputs mediated 
by NMDA receptors containing NR2A and NR2B subunits to the jaw-closing motoneurons decreased with 
postnatal age. In contrast, there were no differences of NMDA receptor-mediated synaptic inputs to 
the jaw-opening motoneurons throughout the postnatal period. These results suggest that the NMDA 
receptor-mediated synaptic inputs alter during postnatal period, which may contribute to the 
developmental transition of feeding behavior from suckling to mastication.

研究分野： 口腔生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかとなった、顎筋運動ニューロンにおけるグルタミン酸性シナプス伝達の生後発育変化は、吸啜か
ら咀嚼への転換に重要な役割を果たしている可能性が考えられる。今回の基礎データは、摂食行動の臨界期制御
機構の一端が明らかになっただけでなく、自閉症等の発達障害児で問題となる摂食障害の発症機序の解明にもつ
ながり、歯科医学の分野だけでなく小児医学・生涯発達学などの多くの分野に貢献することができる。さらに
NMDA受容体サブユニットをターゲットとした摂食障害の治療法開発につながるという波及効果も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 咀嚼機能の獲得には、その時期に獲得しなければその獲得の効果が大きく損なわれる時期、す
なわち「臨界期」が存在する（図１）。臨界期より前の適切な時期（感受性期）に適切な食べる
訓練がなされないと、咀嚼機能を十分に獲得することができず、さらには身体的発達にも大きな
影響が出る（二木 小児看護 12: 703-707, 1989）。また、咀嚼機能を適切に獲得できない精神発
達障害児では咀嚼への転換の遅れや摂食障害がみられる（田角勝、向井美惠編、小児の摂食嚥下
リハビリテーション、医歯薬出版 P61-62, 2014）。したがって、臨界期の時期やその制御メカニ
ズムを知ることは、摂食行動の正常な発達にとって不可欠である。しかし、咀嚼の臨界期がどの
ようなメカニズムで決定されるのかは未だ解明には至っていない。 
 歯の萌出しない遺伝子改変動物では、歯からの
感覚入力が遮断されても吸啜から咀嚼への転換が
起こることから（Kobayashi et al J Dent Res. 
81: 594-597, 2002）、摂食行動の臨界期の決定に
は末梢変化だけでなく顎運動を制御する中枢神経
系が関与するとされてきた。しかし、中枢神経系
のどの因子が臨界期の決定に関わるのかを明らか
にするためには、臨界期を含む生後発達期にその
機能や発現が大きく変化する因子を神経回路・ニ
ューロンレベルで探す必要がある。 
 これまで我々は、顎運動に関わる中枢神経系の中で、咀嚼筋を支配する三叉神経運動ニューロ
ンを含む神経回路に焦点を当て、三叉神経運動ニューロンの興奮性と膜特性や GABA 性・グリシ
ン性シナプス伝達が、臨界期を含む生後発達期に大きく変化することを報告してきた。しかし、
興奮性グルタミン酸性シナプス入力については、その重要性にもかかわらず、その生後変化や臨
界期への関与を解析した報告はまだ少ない。 
 興奮性シナプス伝達を担うイオンチャネル型グルタミン酸受容体には、NMDA 型と non-NMDA 型
(AMPA 型、kainate 型)が存在する。近年、顎筋を支配する運動ニューロンの細胞体が存在する三
叉神経運動核に NMDA 型受容体と non-NMDA 型受容体が発現しており、生後発育に伴いその発現
様式が変化することが報告されてきた。したがって、三叉神経運動ニューロンでのグルタミン酸
性受容体の発現・機能変化が、摂食行動の臨界期制御に重要な役割を果たしている可能性が極め
て高い。 
 
２．研究の目的 
 このような背景から、本研究では以下のサブテーマを設定し、臨界期の決定におけるグルタミ
ン酸性受容体を介した興奮性シナプス伝達の役割の解明に取り組むこととした。 
(1) 閉口筋・開口筋運動ニューロンに誘発される興奮性微小シナプス後電流 
 三叉神経運動核には閉口筋を支配する運動ニューロンと開口筋を支配する運動ニューロンが
存在し、それぞれ閉口相と開口相で活動する。開口と閉口ではその運動様式が大きく異なるため、
運動ニューロンレベルでもその生理学的・形態学的性質に違いがあることがこれまで報告され
ている。そこで、発達期の両運動ニューロンから興奮性微小シナプス後電流（mEPSC）を記録し、
その性質を両運動ニューロン間で比較・解析する。 
(2) 三叉神経上核刺激により閉口筋・開口筋運動ニューロンに誘発されるシナプス後電流 
 閉口筋および開口筋運動ニューロンは、多くのプレモーターニューロン領域から興奮性入力
を受ける。そこで、そのうちの一つである三叉神経上核を電気刺激し、その際に誘発されるシナ
プス電流の生後発育様式を解析する。 
(3) 生後初期咬筋運動ニューロンの NMDA 型シナプス後電流を構成するサブユニット 
 NMDA 型受容体は、複数のサブユニット（GluN1、GluN2A～D、GluN3A～B）から構成される。そ
こで NMDA 型受容体シナプス電流を記録し、発現する NMDA 型受容体サブユニットの性質の生後
変化を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 閉口筋または開口筋運動ニューロンの逆行性トレーサーによる標識化 
 本研究は、昭和大学動物実験実施指針に基づいて施行した。実験には生後 2～17 日齢の Wistar
系ラットを使用した。脳組織採取の 2～3 日前に、逆行性蛍光トレーサーである 10% dextran 
tetramethylrhodamine lysine (DRL, Thermo Fisher Scientific 社)をイソフルラン麻酔下のラ
ットの左右咬筋または顎二腹筋にハミルトンシリンジを用いて注射した。色素が軸索中を逆行
性に輸送される性質を利用して、閉口筋または開口筋を支配する運動ニューロンの細胞体を標
識した。 
(2) 脳スライス標本の作成 
 DRL を咬筋、顎二腹筋に注入してから 2～3 日後、イソフルラン深麻酔下にて動物を断頭し、
混合ガス（95% O2、5% CO2）で飽和させた氷冷スクロース置換人工脳脊髄液（Sucrose ACSF）中
で、閉口筋および開口筋運動ニューロンの存在する三叉神経運動核を含む脳幹部を摘出した。
Sucrose ACSF の組成は以下のとおりである（mM）：260 sucrose、3 KCl、2 CaCl2、2 MgCl2、1.25 
NaH2PO4、26 NaHCO3、10 glucose。摘出した脳幹を振動刃ミクロトーム（VT 1200S、 Leica 社）

図１ 摂食行動の臨界期 



を用いて三叉神経運動核を含む前頭断脳幹スライス標本（厚さ 400 μm）を作製した。34ºC で 1
時間、室温で 30 分以上インキュベートした後、正立顕微鏡に設置した記録用チャンバーにスラ
イス標本を移し、記録用 ACSF を灌流させた。記録用 ACSF の組成は以下のとおりである（mM）：
130 NaCl、3 KCl、2 CaCl2、2 MgCl2、1.25 NaH2PO4、26 NaHCO3、10 glucose。 
(3) ホールセルパッチクランプ記録 
 咬筋または顎二腹筋運動ニューロン細胞体を蛍光顕微鏡下で同定した後、近赤外微分干渉顕
微鏡下で両運動ニューロンからボルテージクランプモードにてホールセルパッチクランプ記録
を行った（図２）。パッチクランプ内液の組成は以下のとおりである（mM）：125 Cs-gluconate、
10 CsCl、10 HEPES、10 EGTA、1.2 MgCl2、2 MgATP、0.3 Na2GTP、10 phosphocreatine、5 QX314。
mEPSC の記録は、Na チャネル阻害薬（tetrodotoxin、1 μM）、GABAA受容体拮抗薬（bicuculline、
10 μM）およびグリシン受容体拮抗薬（strychnine、10 μM）の存在下で行った。三叉神経上核
の電気刺激で誘発される興奮性シナプス後電流の記録は、GABAA受容体拮抗薬（bicuculline、10 
μM）およびグリシン受容体拮抗薬（strychnine、10 μM）の存在下で行った。non-NMDA 型 EPSC
は膜電位を-60 mV に保持した状態で記録し、NMDA 型 EPSC は膜電位を+40 mV に保持した状態か
つ non-NMDA 型受容体拮抗薬（CNQX、10 μM）投与下でそれぞれ記録した。記録後に、NMDA 型受
容体拮抗薬（AP-5, 
10 μM）を投与し、
NMDA 型 EPSC を確認
した。得られた結果
は、生後 2～5、9～
12、14～17 日齢にグ
ループ化し、比較・
解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 閉口筋・開口
筋運動ニューロン
に誘発される mEPSC 
 生後 2～5、9～12、14～17 日齢の全てのグループにおいて、tetrodotoxin、bicuculline およ
び strychnine 存在下でグルタミン酸性 mEPSC が咬筋および顎二腹筋運動ニューロンで観察され
た。グルタミン酸性 mEPSC は non-NMDA 成分および NMDA 成分両方とも誘発された。non-NMDA 型
mEPSC の振幅と発生頻度は、各日齢群で差はみられなかった。上昇時間と減衰時間は日齢が進む
につれて大きく減少した。一方、NMDA 型 mEPSC の振幅と発生頻度は、2～5日齢の咬筋運動ニュ
ーロンで最も大きく、9～12 日齢、14～17 日齢よりも有意に高かった。顎二腹筋運動ニューロン
では、NMDA 型 mEPSC の振幅と発生頻度で生後発達期を通して差はなかった。 
(2) 三叉神経上核刺激により閉口筋・開口筋運動ニューロンに誘発されるシナプス後電流 
 プレモーターニューロンが存在する三叉神経上核を電気刺激し、その際に誘発される non-
NMDA 型および NMDA 型 EPSC を記録した。咬筋運動ニューロンでは、non-NMDA 成分の振幅に対す
る NMDA 成分の振幅の割合（NMDA/non-NMDA ratio）が 2～5日齢で最も高く、日齢が進むととも
にその割合が有意に減少した。顎二腹筋運動ニューロンでは、NMDA/non-NMDA ratio に日齢グル
ープによる差はみられなかった。 
(3) 生後初期閉口筋運動ニューロンの NMDA 型シナプス後電流を構成するサブユニット 
 生後 2～5日齢咬筋運動ニューロンに誘発される NMDA 型 EPSC が、どのサブユニット成分から
構成される受容体を介しているのかを検索した。GluN2A サブユニットを含む NMDA 型受容体の拮
抗薬である PEAQX を投与すると NMDA 型 EPSC の頻度が減少した。また、GluN2B サブユニットを
含む NMDA 型受容体の拮抗薬である ifenprodil を投与すると PEAQX と同様に頻度が減少した。 
 これまで吸啜から咀嚼への摂食行動の変化には、歯の萌出など顎口腔器官の形態変化が大き
く影響すると考えられてきた。本研究の結果から、吸啜から咀嚼への移行期に脳幹に存在する神
経回路も変化することが明らかとなっ
た（図３）。生後初期には NMDA 型受容体
を介した興奮性シナプス入力がラット
咬筋運動ニューロンで活発であり、発育
が進むにつれてその寄与が減少するこ
とが示された。また、この生後初期の
NMDA 型受容体型シナプス入力は NR2A お
よび NR2Bサブユニットを含む NMDA型受
容体を介して行われることが示唆され
た。これらの生後変化が吸啜から咀嚼へ
の転換に寄与する可能性が考えられる。 
 今後、生後発達期の閉口筋・開口筋運
動ニューロンにおける NMDA 型および
non-NMDA 型受容体が摂食行動の生後発

図２ 三叉神経運動ニューロンとパッチクランプ記録 

図３ ラットの摂食行動と中枢神経系の生後発達 



達にどのように機能的に関与するのかを行動学的に明らかにする必要があると考える。そのた
めには、光遺伝学や化学遺伝学的手法等を用いてこれらの受容体機能を操作することで、吸啜か
ら咀嚼への転換に NMDA 型受容体がどのように働くのか、より一層明らかにできると考えられる。 
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