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研究成果の概要（和文）：嚥下中枢の中枢神経機構はあまり多くのことが分かっていない。本研究では、嚥下中
枢を限局して分析するために、嚥下活動を発現できる最小の延髄スライス標本の作成を第一の目的とした。さら
に、この最小の延髄スライス標本を用いて、嚥下活動を形成するために必須となる主要な興奮性神経伝達物質受
容体を明らかにすることを第二の目的とした。
生後２日の新生仔ラットの延髄を抽出し、迷走神経と舌下神経を含む厚さ0.8mmのスライスから嚥下活動を誘発
することができた。これ以上薄いスライスでは嚥下活動を発現することができなかった。この標本を用いて、嚥
下活動の興奮性シグナル伝達は主にNMDA受容体が担っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Not much is known about the central nervous system of the swallowing central
 pattern generator (CPG). The primary purpose of this study was to prepare the smallest medulla 
oblongata slice preparation capable of expressing swallowing activity in order to analyze swallowing
 CPG. Furthermore, using this preparation, the second purpose was to clarify the major excitatory 
neurotransmitter receptors that are essential for the formation of swallowing activity.
The medulla oblongata of a 2-day-old newborn rat was extracted, and swallowing activity could be 
induced from a 0.8 mm-thick slice containing the vagus nerve and the hypoglossal nerve. Swallowing 
activity could not be expressed with thinner slices. Using this slice, it was clarified that the 
excitatory signaling of swallowing activity is mainly borne by the NMDA receptor.

研究分野： 顎口腔機能の神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
嚥下活動は、呼吸と食物輸送のスイッチを担う複雑な反射運動である。この障害によって引き起こされる誤嚥性
肺炎は、本邦の死因第7位であり、超高齢化を迎えたわれわれの社会において重大な問題である。しかしながら
嚥下中枢の中枢神経機構は、あまり多くのことがわかっていない。本研究ではまず、嚥下中枢を選択的に分析す
るための実験標本を作成した。このような標本の報告はこれまでになく、科学的に嚥下中枢にアプローチするた
めの新しい手法となった。この新たなアプローチを用いて、嚥下中枢内の主な興奮性シグナル伝達はNMDA受容体
が担うことを確認できた。以上の結果は嚥下中枢の神経ネットワークを解明するために大きな意味を持つ。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
嚥下活動は、上気道において呼吸と食物輸送のスイッチを担う複雑な反射運動であり、生命維

持に非常に重要な運動である。嚥下活動の障害により引き起こされる誤嚥性肺炎は、本邦の死因
第７位であり、超高齢化を迎えたわれわれの社会において重大な問題である。このように重要な
嚥下活動であるが、その複雑な協調運動がプログラムされている中枢神経機構については、あま
り多くのことが知られていない。 
嚥下活動は、延髄孤束核（nucleus tractus solitarius; NTS）に存在するセントラルパター

ンジェネレーター（central pattern generator; CPG）においてその活動パターンが形成され
る。迷走神経および舌咽神経から伝達される求心性シグナルは、NTS とその周辺に存在する嚥下
中枢のトリガーを担う細胞へ投射する。この神経細胞は興奮性アミノ酸である N-methyl-D-
aspartic acid （NMDA）感受性であるとともに、NTS 周辺の外側網様体からγ-aminobutyric acid 
（GABA）やグリシンによる抑制性制御を受けていることが知られている。しかしながら、嚥下 CPG
内における神経ネットワークのアーキテクチャーは不明である。また CPG 内の主要な興奮性ま
たは抑制性伝達を担う神経伝達物質受容体についても多くは知られていない。 
これまで当研究室では、新生仔ラット延髄 en bloc 標本や若年ラット in situ 標本といった

実験標本を用いて、嚥下活動を形成または修飾する中枢神経機構の一端を明らかとしてきた。し
かし、脳幹内の神経ネットワークが比較的広い範囲で保たれているこれらの標本は、嚥下 CPG に
対する修飾機構も多く温存されていることから、得られた結果の解釈に多様性を残すという問
題があった。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景から、本研究では嚥下 CPG の神経機構をより限局して研究対象とするために、嚥
下活動を発現し得る最小の延髄スライス標本を作成することを第一の目的とした。このような
研究はこれまでになされていなかったため、本研究結果は嚥下CPG仮説に対する確認ともなる。
さらに、確立した最小の延髄スライス標本を用いて、嚥下活動を形成するために必須となる主要
な興奮性神経伝達物質受容体を明らかにすることを第二の目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究における実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の規定（動物実験委員会承
認番号:動歯-22-016-0）と動物の愛護及び管理に関する法律を順守して行った。 
 
延髄スライス標本の作成 
実験には、生後 2 日齢 Sprague-

Dawley 系ラットを用いた。イソフル
ラン（和光純薬工業）を用いて十分
に麻酔を行った後、最尾側肋骨下で
下半身を切断し、前頭縫合で前頭部
分を切除した直後に、4℃に冷却し
95％O2・5％CO2 混和ガスで飽和させ
た人工脳脊髄液内に浸透した。その
後、頭蓋骨を除去し、四丘体上丘よ
り吻側で大脳を除去した。続いて標
本の背側より脊椎骨を除去し脊髄
を剖出した。脳幹は、小脳を除去し
た後、その直下に存在する菱形窩正
中溝、顔面神経丘、第四脳室髄條を明示した。脳幹表面から出現する迷走神経および舌下神経を
周囲骨組織から切離し、できるだけ長く脳幹組織に残すようにした。脳幹組織表面に残存する硬
膜を除去した後に、脳幹ブロックを一塊にして摘出した。脳幹腹側は、脳幹腹側表面の脳底動脈
およびその枝を硬膜とともに除去した後、舌下神経および迷走神経を損傷しないようにそれぞ
れの周囲に残存する硬膜を除去した。舌下神経は、脳幹ブロックの腹側表面から左右それぞれ吻
尾側方向に 6本程度出現するが、それらの内最吻側に出現する左右 1対の神経束のみ残した。続
いて、摘出した脳幹ブロックをマイクロスライス用チャンバーにピン固定した。マイクロスライ
ス作成装置を用いてスライス標本を作成した。迷走神経が出現するレベルから 100μm 吻側の位
置をこのスライスの吻側切断面とし、そこから尾側へ 600-800μm の 100μm ごとに尾側切断面
を設定し、1個体から 1枚の延髄スライス標本を作成した（上図）。 
 
 
神経活動の記録 
記録用チャンバー（RC-26GLP、Warner Instruments）をステージ固定式正立顕微（Axio Examiner 

D1、Carl Zeiss）のステージ上に設置し、室温下（23～25℃）で人工脳脊髄灌流液を 3ml/min の



速度で灌流した。延髄スライス標本を記録用チャンバーに静置し、スライスアンカーにて固定し
た。神経活動の記録は、先端径が 0.15-0.2mm に調節された人工脳脊髄灌流液で満たしたグラス
ピペット（200EA/PKG、外径 1.2mm×内径 0.68mm）をサクションエレクトロードに固定したグラ
ス吸引電極を用いて、延髄スライス標本上の片側の舌下神経を吸引することによって行った。記
録したシグナルは、アンプリファイアーにて増幅し（High-cut filter 10kHz、Low-cut filter 
300Hz）、ADコンバーターを通し、専用のソフトウェアを用いて記録し解析を行った。 
延髄スライス標本を作成する際は、人工脳脊髄灌流液の組成を 124 NaCl、25 NaHCO3、3.0 KCl、
1.5 CaCl2、1.0 MgSO4、 0.5 NaH2PO4、11 glucose （mM）（和光純薬工業）とし、神経活動の記
録の際は、呼吸活動を記録するために KCl の濃度を 8.0mM とした。 
 
嚥下活動の誘発 
嚥下活動を誘発するために以下の 2 つの方法を用いた。延髄スライス標本に温存した迷走神

経に対する電気刺激と、延髄スライス標本内の NTS へ GABAA 受容体拮抗薬である Bicuculline
（（-）-Bicuculline methiodide；BIC、フナコシ）を局所微量投与する方法である。いずれの誘
発刺激も、記録を行う舌下神経と同側の迷走神経または片側 NTS に対して行った。 
迷走神経への電気刺激： 先端径が 0.2-0.3mm に調節し、人工脳脊髄液で満たしたグラスピペッ
トを用いてスライス標本に温存した迷走神経に対して電気刺激を行った。刺激にはエレクトリ
カルスティミュレーターを用い、電気刺激強度は 5.0V、刺激時間 1ms、刺激頻度は 50Hz とし、
一部の実験では単発刺激（刺激強度 5.0V、刺激時間 1ms）とした。 
 
薬剤投与実験 
嚥下活動を発現するために必須となる興奮性神経伝達物質の受容体を調べる目的で、non-NMDA

受容体拮抗薬である CNQX（6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione；CNQX、abcam）または、NMDA
受容体拮抗薬である D-AP5 （D-（-）-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid；AP5、abcam）を、
10μM となるように人工脊髄灌流液に投与し、投与前後での嚥下活動の変化を調べた。嚥下活動
の誘発は迷走神経の電気刺激によって行った。薬剤投与後の評価は、薬剤投与後少なくとも 10
分以上経過した後に行った。薬剤投与前後の検討項目は、呼吸活動および嚥下活動の神経活動時
間の変化、神経活動の最大振幅の変化、嚥下活動発現頻度の変化、呼吸間隔の変化とした。 
 

延髄スライス標本の評価 
 実験終了後に 600-800μm の厚さの延髄スライス標本を 10%中性緩衝ホルマリン液（和光純薬
工業）にて固定し、正立顕微鏡（Leica DM2000、Leica）で観察した。 
 
統計処理 
 データは平均±標準偏差の形で表示した。二群間の有意差検定は Student's t-test を用い、
有意水準は 5%とした。 
 
 
４．研究成果 
延髄スライス標本からの嚥下活動の誘発 
標本作成で示した図に示したように、延髄側面から出現した左右の迷走神経知覚枝の吻側端

を結ぶレベルから吻側へ 100μmの位置を吻側切断面と設定し、そこから尾側へ 600μm（上図点
線①、n=10）、700μm（上図点線②、n=10）または 800μm（上図点線③、n=26）の厚さで作成し
たスライス標本の舌下神経より記録さ
れた神経活動を右図に示す（スライス
厚さ 600μm；右図 A、厚さ 700μm；右
図 B、厚さ 800μm；右図 Cおよび D）。
600μmの厚さのスライス標本からは、
安静時においても、また迷走神経への
電気刺激を行った後にも神経活動は記
録されなかった（A）。700μmの厚さの
スライス標本は、安静時に自発的な周
期性の呼吸活動を示した（B）。しかし、
迷走神経への電気刺激によって神経活
動を誘発することはできなかった。800
μm の厚さのスライス標本では、安静
時に自発的な呼吸活動を認めた（C）こ
とに加え、迷走神経への電気刺激によ
って（D）呼吸活動とは異なる波形を示
す神経活動が誘発された（右図 a、b）。
このスライス標本から記録された。 
呼吸活動と迷走神経への刺激反応性の活動を比較すると、活動時間は迷走神経刺激反応性の

活動において有意に大きく（呼吸活動；0.7±0.1s、迷走神経刺激反応性活動；1.3±0.3s、n=13、



p < 0.05）、さらに活動パターンの特徴として、活動時間に対する最大振幅に到達するまでの時
間の割合を見ると、呼吸活動が 16.9±6.9%であったのに対して迷走神経刺激反応性活動は 51.1
±4.3%と、統計学的有意差を認めた（n=13、p < 0.05）。これは、呼吸活動は漸減型活動パター
ン（rapidly peaking-slowly decrementing pattern）であるのに対し、迷走神経刺激反応性の
活動は漸増型活動パターン（slowly peaking-slowly decrementing pattern）の特徴を持つこと
を示す結果であった。これまで当研究室において、新生仔ラット延髄 en bloc 標本および若年ラ
ット in situ 標本の迷走神経へ電気刺激を行うことによって誘発された活動が嚥下活動である
ことを確認してきたが、今回の研究における延髄スライス標本から誘発された神経活動の活動
パターンはこれらの標本から誘発された嚥下活動の活動パターンと同様であった。 
 
 次に、迷走神経への電気刺激によって舌下神経から誘発された神経活動が嚥下活動であるこ
とを確認する目的で、この電気刺激誘発性の活動による呼吸活動の活動間隔の延長について検
討した。厚さ 800μmの延髄スライス標
本から嚥下活動を誘発すると、周期性
呼吸活動の活動間隔の延長を認めた
（右図）。安静時の呼吸活動の活動間隔
と、嚥下活動が発現した時の呼吸活動
の活動間隔を比較すると、嚥下活動が
発現した時の呼吸活動の活動間隔の有
意な延長を認めた（安静時呼吸間隔：
8.9±3.0s、嚥下発現時呼吸間隔：14.2
±3.9s、n=10、p < 0.05）。 
 
延髄スライス標本の解剖学的検討 
本研究にて得られた延髄スライス標本表面の顕微鏡写真を右図に

示す。2 日齢の SD ラットを用いた場合、吻側切断面から尾側へ 800
μmの位置は Area Postrema（AP）にほぼ一致した。新生仔ラット中
枢神経の解剖学書を参照し、スライス標本の切断面を観察した結果、
図に示すような神経核が観察された。（これらの切断面は、最初に示
した図内における矢状面シェーマにおける切断面と一致している。） 
  
薬剤投与による嚥下活動の変化 
延髄スライス標本において、嚥下活動を発現するための主要な興奮性神経伝達に関わる受容

体を検討する目的で、non-NMDA 受容体の拮抗薬である CNQX および NMDA 受容体の拮抗薬である
AP5 の投与前後における、迷走神経への電気刺激で誘発した嚥下活動の変化を検討した。 
 800μm の厚さの延髄スライス標本へ CNQX（10μM）を
投与することにより、自発的な呼吸活動が消失した（右図
A から B への変化）。スライス標本から得られた自発的な
呼吸活動がCNQXによって完全に抑制されることは良く知
られている。 
一方、迷走神経への電気刺激によって誘発した嚥下活

動は（右図 C）、CNQX の投与によって抑制はされたものの、
完全に消失することはなかった（右図 D）。 
CNQX 投与前後での嚥下活動の変化を比較すると、活動

時間 （投与前：1.3±0.2s、投与後：0.6±0.2s、n=6、p 
< 0.05）、最大振幅（投与前：46.0±12.2mV、投与後：26.7
±4.9mV、n=6、p < 0.05）、刺激に対する嚥下活動の発現
率（投与前：77.8±9.2%、投与後：50.3±21.2%、n=6、p 
< 0.05）いずれも CNQX の投与によって有意に減少したが、
嚥下活動の発現は残存した。 
次に AP5（10μM）を投与すると（次ページの右図）、呼

吸活動に著明な変化は認めなかった一方で、迷走神経へ
の電気刺激による嚥下活動の誘発は完全に抑制された。
嚥下活動の変化を比較すると、呼吸活動についてはAP5投
与前後で活動時間（投与前：0.8±0.1s、投与後：0.8±
0.1s、n=5、p=0.9）、最大振幅（投与前：62.5±19.9mV、
投与後：62.4±18.1mV、n=5、p=0.9）共に有意差は認めな
かった。一方で、AP5 投与後は嚥下活動の発現が完全に抑
制された（投与前：77.3±5.1%、投与後：0%、n=5）。さら 



に、AP5 投与前後における呼吸活動の活動間隔を計測す
ると、AP5 投与前における迷走神経への電気刺激によっ
て嚥下活動が発現した時は呼吸活動の活動間隔が延長
した（安静時呼吸活動の活動間隔：8.4±1.0s、嚥下発現
時の呼吸間隔：12.9±1.5s、n=5、p < 0.05）のに対し、
AP5 を投与することによって嚥下活動の発現をブロック
した状態で同じ迷走神経刺激を加えた場合には呼吸活
動の活動間隔の延長は認めなかった（安静時呼吸活動の
活動間隔：9.6±1.5s、迷走神経刺激を行った時の呼吸間
隔：9.7±1.8s、n=5、p=0.9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究により、安定した嚥下活動を誘発し得る延髄スライス標本を作成することに成功した。

この延髄スライス標本は、生後 2 日目の SD ラットでは厚さが 800μm であり、この中に嚥下活
動を誘発するための求心性回路、嚥下活動を形成するためのパターン形成回路、出力のための遠
心性回路が最小限に温存されていると考えられた。これまでこのような標本の報告はなく、嚥下
中枢の神経機構を解明する上で新しいアプローチを確立することができた。 
さらに、本スライス標本に NMDA 受容体の拮抗薬を投与することによって、自発的な呼吸活動

と刺激誘発性の嚥下活動を分離できることが明らかとなった。加えて、嚥下活動を形成するため
の興奮性シグナル伝達は主に NMDA 受容体が担っていることを確認することができた。 
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