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研究成果の概要： 
 本研究は、発生初期胚脳幹の聴覚・平衡反射神経回路網に焦点をあて、神経電位活動の光学
的イメージング法を用いてその機能構築過程を解析したものである。孵卵 5.5-8 日の鶏胚から
第 VIII 脳神経を付けたままの標本を作製し、膜電位感受性色素で染色して、聴神経刺激に対す
る光学応答を記録した。解剖学的研究との比較から、脳幹内での応答領域と神経核の対応を検
討した。また、各神経核におけるシナプス伝達の発現時期は、これまで考えられていた発生段
階よりもかなり早いことが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 個体発生の過程において、中枢神経系を構

成するニューロン群が神経回路網を形成し

ていくプロセスの解明は、中枢神経系の機能

的構築を理解する上で、最も基本的な命題の

一つである。脳幹は、体性・自律性感覚系、

体性・自律性運動系、さらに循環・呼吸に関

連した自発活動など、生命活動に関わる多く

の情報が直接入・出力し、処理・統合される

重要な領域である。これまでに、解剖学的・

組織学的解析により、脳幹内には数多くの神

経核が同定され、それらの間の構造的なつな

がりが明らかにされてきた。しかしながら、

これらの神経回路網が、機能的にどのように

形成され成熟していくのかということは、ほ

とんど解明されていない。これは、発生初期
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の中枢神経系を構成する神経細胞が小さく

脆弱で、微小電極を適用することが困難であ

るばかりでなく、従来の電気生理学的測定法

では、標本内の多数領域からニューロン応答

を同時記録しその機能マッピングを行うこ

とが不可能であったことが原因の一つと考

えられる。 

 我々は、これまで、膜電位感受性色素を用

いたニューロン電位活動の光学的イメージ

ング法を発生初期胚脳幹に適用し、三叉神経

（N. V）、舌咽神経（N. IX）および迷走神経

（N. X）を中心に、その神経核を構成するニ

ューロンの電位活動の時間的・空間的パター

ンを調べ、その発達過程を追跡してきた。こ

の光学的測定法は、発生過程にある脆弱で小

さいニューロンの電気的活動を、電極を刺入

せずに測定できるうえ、標本上の非常に多数

の微小分画領域からニューロン活動を同時

記録できるという、他の測定法にはない大き

な利点を有している。この測定法を駆使して、

われわれは、発生初期の鶏胚、ラット胚にお

いて、N. V 、N. IX、N. X に関連した感覚核

（三叉神経主知覚核、三叉神経脊髄路核、孤

束核）および運動核（三叉神経運動核、舌咽

神経核、迷走神経背側核）の領域を三次元的

に同定し、その機能的構築過程を明らかにし

てきた。この研究の中で、個体発生過程にお

いて、脳幹神経核間の機能的な連絡がどのよ

うにして形成・成熟されるのか、ということ

が次の問題として挙がってきた。 

 

２．研究の目的 
 内耳神経(N. VIII)は、蝸牛神経と前庭神

経から構成され、それぞれ、聴覚、平衡覚に

関係する神経であり、これらの情報は、脳幹

内でいくつかの神経核を経由して中枢に伝

えられることが知られている。例えば、前庭

動眼反射は、無意識のうちに中心窩視を可能

にしている反射であり、視標を追跡する上で

動物にとって必要不可欠な反射であるが、こ

の反射回路の中継核（前庭神経核、動眼神経

核、滑車神経核、外転神経核）は脳幹内に存

在し、脳幹神経回路網の機能形成過程を明ら

かにする上で最適な研究対象であると考え

られる。また、前庭迷路の刺激により、迷走

神経の興奮や交感神経の抑制が起こること

が明らかになってきており、脳幹神経回路網

を介した情報の統合、処理過程を解析する上

でも良い研究対象であると考えられる。 

 そこで、本研究は、聴覚および平衡覚に関

係する神経回路網に焦点を当て、脳幹神経回

路網の機能形成過程と三次元的機能構築過

程を明らかにすることを目的として企画さ

れた。 
 
３．研究の方法 
（１）実験材料 

 孵卵 5.5 日~8 日の鶏胚を用いた。まず、

麻酔下に鶏胚を取り出し、実体顕微鏡下で

第 VIII 脳神経（蝸牛神経および前庭神経）

を付けたままの脳幹インタクト標本を作製

した。 

（２）光学計測 

a）膜電位イメージングシステム：測定には、

我々の研究室で独自に作成した、光学的 144

チャネルおよび 1020 チャネル同時測定シ

ステムを用い、脳幹内の 144~1020 ヶ所の

領域からニューロン電位活動を光学的変化

として同時記録した。 

b）膜電位感受性色素による染色法：標本を

膜電位感受性色素 0.2mg/ml を含むリンゲ

ル液に約 20 分間浸し染色した。膜電位感受

性色素としては、メロシアニン・ローダニ

ン系の NK2761 を用いた。我々はこれまでの

経験から、この NK2761 が embryo の神経系

では ①刺激に対する反応が大きく、②褪色

が少なく、しかも、③毒性が少ないことを

確認している (Momose-Sato et al.: J. 

Memb. Biol. 144, 1995)。 

 
４．研究成果 

１）蝸牛神経関連核の機能的同定 

 これまでの予備的な実験で、孵卵８日の

鶏胚脳幹内において、迷走神経刺激などに

より感覚核から興奮シナプス後電位が記録

されている。そこでまず、孵卵８日の鶏胚

蝸牛神経̶脳幹標本を用いて実験を行ない、

基本データを得た。具体的には、聴神経̶脳

幹intact標本を用い聴神経を吸引電極で刺

激し、脳幹内での応答領域を同定した。次

頁の図は、孵卵８日の鶏胚蝸牛神経̶脳幹標

本において、蝸牛神経刺激により誘発され
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た神経応答を示したものである。応答領域

を色で示してある。 

 機能的に同定した神経核は、これまでの

解剖学的研究との比較から、 

  Area I:   Nucleus magnocellularis,  

  Area III: Nucleus angularis,  

  Area II:  Nucleus laminaris,  

  Area V:   Nucleus lemnisci lateralis 

と考えられた。また、蝸牛神経刺激によっ

て、小脳からも応答（Area IV）が得られた

が、adult ではこのような応答領域は報告が

なく、発生期における一時的な投射が存在

することが示唆された。 

 

２）蝸牛神経関連核の機能発達 

 次に、孵卵８日以外の標本にも測定対象を

広げ、シナプス後電位に対応する slow 

signals が、発生段階のどの時期にどの部位

で最初に形成されるのかを、機能マッピング

とそれに対応した領域の形態マッピングと

の比較から総合的に解析した。右上図は、孵

卵 6-8 日の標本から得られた結果をまとめた

もので、上段は Normal Ringer 液、下段は Mg

イオンを Ca イオンで置換した液を用いた結

果を標本別にまとめたものである。この表か

ら、各神経核におけるシナプス伝達の発現時

期は、これまで孵卵 10-11 日位と考えられて

いたが、実際にはそれよりもかなり早いこと

が明らかとなった。 

 

３）前庭神経関連核の機能発達 

 一方、第 VIII 脳神経には、蝸牛神経の他

に前庭神経が含まれており、前庭動眼反射の

入力路となっている。そこで、前庭神経の電

気刺激により脳幹内に誘発される神経応答

の検出を試みた。 

 上図は、孵卵８日の鶏胚脳幹標本で、前庭

神経のうち頭側の枝を電気刺激したときに

得られた光学応答を示したものである。電気

刺激により、前庭神経核に加えて、動眼神経

核、滑車神経核、外転神経核に対応する領域

からシグナルが得られていることがわかる。

また、左上図の図と比べて、蝸牛神経刺激と

前庭神経刺激とでは、応答領域が異なること

が明らかとなった。 

 前庭神経関連核におけるシナプス伝達の

機能発生がいつから、どのようにして起こる

のか、また、それは、前庭神経の枝によって

差があるのか、応答領域はどうなのか、とい

った点に関しては、今後さらに検討する必要

がある。 
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