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研究成果の概要（和文）：脳コネクトーム研究に口腔顎顔面機能の重要性を反映させるに値する研究として、咀
嚼筋筋紡錘感覚が入力する三叉神経上核ニューロンの中枢投射の解明を試みた。三叉神経上核ニューロンの標識
には、電気穿孔法によるプラスミドの注入とbiotinylated dextranamine（BDA）の細胞近接注入法は容易ではな
いことがわかった。BDAの細胞外注入法が有効であり、三叉神経上核ニューロンが視床髄板内核群内のoval 
paracentral nucleusに投射することがわかった。この経路で、咀嚼筋筋紡錘感覚が感覚の弁別や情動に関わる
可能性が示された。この経路はEUのコネクトームデータベースに反映された。

研究成果の概要（英文）：To reflect the biological importance of the orofacial functions to worldwide
 researches of the connectome, we have sought to label the entire axon trajectories of single 
neurons in the supratrigeminal nucleus (Su5), which transport masticatory sensation. We found that 
the electroporation method for the plasmid delivery and the juxtacellular recording-labeling (with 
biotinylated dextranamine BDA) method are not so easy to label a single Su5 neuron located in the 
deep brain. Instead, we found that the extracellular injection of BDA into the Su5 is better to 
label efferent projections from the Su5. The Su5 sent efferent projections to the oval paracentral 
nucleus in the intralaminar thalamic nuclei. Through this pathway, the masticatory muscle sensation 
seemed to play a role in emotion as well as in sensory discrimination. This pathway conveying the 
masticatory sensation and its biological importance were already reflected to the brain connectome 
database organized by the EU.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： 脳神経解剖学　咀嚼　神経回路　三叉神経上核　視床投射　閉口筋
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳の深部に存在する三叉神経上核の単一ニューロンの標識に、電気穿孔法によるプラスミド注入法または
biotinylated dextranamine（BDA）の細胞近接注入法を用いるのは容易ではないが、後者の方が成功の可能性が
高いことがわかった。
この標識にはBDAの細胞外注入法が有用であり、三叉神経上核ニューロンが視床髄板内核群内のoval 
paracentral nucleusに投射し、咀嚼時に発生する筋紡錘感覚が、この経路を介して感覚の弁別に加え情動に関
与する可能性が示された。本結果により、咀嚼の生物学的重要性を社会にアピールできた。また、世界の脳内コ
ネクトーム研究に反映させることができた。

※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 
(1) 脳の複雑な神経回路網（コネクトーム、connectome）の解読競争が、脳機能の解明と脳疾
患の治療法の開発のためだけではなく、次世代の経済戦略からアメリカを中心に世界中で始ま
った。日本でも 2014 年に「革新的技術による脳機能ネットワークの全容解明プロジェクト」（略
称「革新脳プロジェクト」）がスタートした（http://brainminds.jp/）。我々はこのプクロジェ
クトで開発されたばかりの電気穿孔法で蛍光蛋白を発現させるプラスミド（Furuta et al. 2001 
J Histochem Cytochem 49:1497-507）を単一ニューロンに注入する技術に、まず注目した。この
方法を含む深部ニューロンの標識法を検討し、咀嚼に関わるニュ-ロンの投射様態の解明を目指
した。 
 
(2) 口腔顎顔面の機能が生命活動にとって極めて重要であることの社会による理解は、残念な
がら充分に高いとは言えない。社会による理解を得るために有効な方策として、口腔顎顔面機能
に関わる脳神経機構の研究者である我々は、脳全体のコネクトームのデータに反映させること
に値する口腔顎顔面の機能に関わる脳研究を行い、その研究成果を脳全体のコネクトームのデ
ータに反映させることが求められていた。なお、我々が参加しているのは EU のデータベース
（neuroVIISAS,http://neuroviisas.med.uni-rostock.de/ connectome/index.php）であった。 
 
２．研究の目的 
(1) これからの脳内神経回路研究に求められている上記の革新脳技術を我々の研究で試み、そ
の有用性を調べることであった。応用可能であることがわかれば、これを学術論文に発表し、世
界中の脳神経科学者がこの方法で脳全体のコネクトーム研究を飛躍的に推進させることに貢献
することを目的とした。 
 
(2) 口腔顎顔面機能にかかわる我々脳科学研究者が、研究成果を脳全体のコネクトームデータ
に充分に反映させることによって、口腔顎顔面の機能が生命活動にとって極めて重要であるこ
とを、日本ばかりでなく国際社会に訴えることを目的とした。 
 
(3) 本研究で、（2）の脳全体のコネクトームに反映させるのに値する、口腔顎顔面機能にかかわ
る脳コネクトームを新たに解明することを目的とした。内臓感覚や深部感覚のコネクトームは
不明のままであり、また情動などの自律機能との関与も不明なので、歯科領域で重要な咀嚼筋感
覚の脳コネクトームを解明し世界に発信することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 全身の筋感覚のモデルとして、咀嚼筋感覚の脳コネクトームの解明を目指した。これには、
三叉神経節ニューロンによって伝達される他の口腔顎顔面の感覚とは異なり、咀嚼筋感覚だけ
は三叉神経中脳路核ニューロンという別のニューロンよって三叉神経上核に伝達される
（Fujio,Yoshida et al.2016 Neuroscience 324:307-20）という、体部の感覚系には見られな
い、三叉神経系のみが持っている“筋紡錘感覚研究上のメリット”を最大限に活用して行った。
具体的には、電気生理学的に機能を明らかにした三叉神経上核ニューロンの上位脳（主に視床と
小脳）への投射の解明を試みた。 
電気生理学的に咀嚼筋感覚の入力を確認した三叉神経上核ニューロンの標識のため、まず、電

気穿孔法で蛍光蛋白を発現させるプラスミド(pCAG-palGFP)(Addgene plasmid 11160;Furuta et 
al. 2001 J Histochem Cytochem 49:1497-507)を単一三叉神経上核ニューロンに注入し（電気
穿孔でのプラスミド注入法）、その全投射の様態の解明を目指した。この方法の特徴を詳細に検
討した。 
 
(2) (1)の方法の代わりに、咀嚼筋感覚の入力を電気生理学的に確認した単一三叉神経上核ニュ
ーロンを標識するため、biotinylated dextranamine（BDA）の細胞近接法を用いて標識した
（Furuta T et al.,. 2009 J Neurosci, 29:4089-4095; 2011 J Neurosci, 31:6432-6439）。単
一三叉神経上核ニューロンの全投射の様態の解明を目指した。この方法の特徴を詳細に検討し
た。 
 
(3) 三叉神経上核の電気生理学的同定法の向上を目指した（理由は、結果に記した）。これまで
も行っていた咀嚼筋筋紡錘感覚の賦活に対する応答を記録して、その記録部位に BDA を電気泳
動にて注入した。記録波形と BDA 注入部位の脳切片上での位置とを慎重に対応させて検討した。
この目的の中で三叉神経上核内に BDA が注入された結果、三叉神経上核から投射する軸索が標
識されたので、その全投射の解明も目指した。 
 
４．研究成果 
(1) プラスミド（pCAG-palGFP）を注入する電気穿孔法による単一三叉神経上核ニューロンの標
識を試みた。脳内に刺入したガラス管微小電極を三叉神経上核に刺入し、咬筋神経の電気刺激で
誘発される神経応答を細胞外記録して、咬筋筋紡錘感覚が入力する三叉神経上核に存在する単
一ニューロンを探索したが、この探索が予想以上に困難であることが明らかになった。探索によ



って単一三叉神経上核ニューロンと思われたニュ-ロンに電気穿孔法を試みたが、プラスミド
（pCAG-palGFP）注入によって標識することは極めて困難であることが明らかになった。 
三叉神経上核は小脳下の橋の背部に存在する。電気穿孔法は、脳の深部に存在する単一ニュー

ロンを標識することは極めて困難であるとこれまで言われてきたが、我々は三叉神経上核が脳
の深部であることよりも、脳内の動脈の拍動と呼吸による下位脳幹の移動（動揺）が悪影響した
との感触を持った。その対策の為、麻酔震度を深くして拍動を抑え、人工肺（ゴム製バルーン）
を使用した人工呼吸を行ってみたが、それでも標識は困難であることが明らかになった。 
 
(2）(1)の結果を受け、神経トレーサーである biotinylated dextranamine（BDA）の細胞近接注
入法を採用し、(1)のように電気生理学的に同定された単一三叉神経上核ニューロンの標識を試
みた。その結果、標識過程は電気穿孔法よりは良好であったが、数匹のラットのみで単一三叉神
経上核ニューロンの細胞体に注入できたのみであった。これらの軸索は、細胞に近い部位のみと
そこから分岐する軸索分枝のみが標識されただけで、それよりも遠位までは標識できなかった。
BDA を含んだガラス管微小電極の先端と単一ニュ-ロンの細胞膜との接触をより長く、安定して
維持することができなかった、と考えられた。その主な原因は、（1）と同様の原因が考えられた。
しかし、（1）よりは目的とする標識に近い結果が得られたので、我々の細胞近接注入法自体の
skill をもう少し向上できれば、望んでいる標識ができると期待はできることが明らかになった。 
 

(3) 上記のように、電気穿孔法によるプラスミド注入法または BDA の細胞近接注入法を用いて
単一三叉神経上核ニューロンの全形の標識は、より多くの動物を用いて手技の向上を図れば、そ
の成功率を上げることは可能と感じた。しかしこれに加え、両方法での標識の成功率を上げるた
めには、三叉神経上核の位置の電気生理学的同定をより迅速かつ正確に行うことの重要性を痛
感した。そこで、三叉神経上核の同定法の改善に努めた。これまで行っていた咀嚼筋筋紡錘感覚
の賦活で三叉神経上核から記録される反応波形の読解の仕方を再検討した。記録波形と記録部
位に注入した BDA の脳切片上での位置とを対応を丁寧に行って、再検討した。その結果、三叉神
経上核の位置の同定が、それまでよりもより迅速かつより正確に行うことができるようになっ
た。 
この再検討の過程で、三叉神経上核内に BDA が注入された結果、三叉神経上核から投射する軸

索が標識された。これも調べたところ、既に発表済みの、視床の後内側腹側核尾腹内側縁（VPMcvm）
への反対側優位の強い投射（Yoshida et al. 2017 Brain Struct Funct 222: 2655-2669）に加
え、新たに視床髄板内核群内に存在する oval 
paracentral nucleus（OPC）への両側性の少し弱い投
射が見つかった（Sato et al., 2020 Brain Res 1739）。
よって、咀嚼筋筋紡錘からの感覚が三叉神経上核経由
で OPC に投射されることが明らかになった（右図参照。
咀嚼筋筋紡錘 [JCMS] の感覚は、三叉神経上核（Su5）
経由で、視床の後内側腹側核尾腹内側縁 [VPMcvm] に
加え、髄板内核群内の oval paracentral nucleus 
[OPC] にも伝達される経路 [図中の赤線] が存在する
ことを示している）。また、咀嚼筋筋紡錘感覚は大脳皮
質の一次感覚野の 3a 領域に投射されることが他の動
物でわかっているので、ラットの OPC から大脳皮質一
次感覚野の 3a に相当する部位に投射する可能性が示
された。また、VPMcvm から情動に関わる島皮質内の顆
粒性島皮質に投射することがわかっている（Sato et 
al. 2017 Neuroscience 365:158-178）ので、OPC も島
皮質に投射して情動に関与する可能性が示された。 
本研究で深部感覚の新しい視床投射回路が発見され

たので、本研究の目的の一つである「世界中で競われている脳内コネクトーム研究に貢献」でき
たと思っている。現在、本研究で明らかにできた神経回路の EU のデータベース（neuroVIISAS）
への登録を申請中である。 
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