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研究成果の概要（和文）： 
 胎生期の中枢神経系において、我々は広範囲に伝播する脱分極波(depolarization wave)が発

現していることを発見したが、この脱分極波による中枢神経系、特に脳幹の神経回路網の機能

発生制御機構解明するために、まずその特性について解析した。鶏胚およびラット胎仔の中枢

神経系摘出標本に膜電位感受性色素を用いた光学的イメージング法を適用し、脱分極波は種を

超えた現象で、感覚刺激だけでなく自発性にも引き起こされ、その起源は発生とともに変化す

ることなどが分かった。これは、脱分極波が中枢神経系の発生に重要な役割を果たしているこ

とを示唆している。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In the developing central nervous system (CNS), immature neural networks generate 
spontaneous correlated activity in a wide range.  Using the optical imaging technique with 
voltage-sensitive dyes, we found a widely-spreading wave in the rat and chick embryos, which was 
termed the depolarization wave.  One novelty of the depolarization wave was that it traveled over a 
wide region of the CNS including the brainstem, spinal cord, cerebellum, and part of the cerebrum.  
Another outstanding feature was that it was non-specifically triggered by various types of sensory inputs 
as well as endogenous spontaneous activity.  These profiles suggest that the wave may not serve as a 
simple regulator of specific neuronal circuit formation, but might play a more global role in CNS 
development.  The depolarization wave was mediated by multiple neurotransmitters and gap junctions, 
and the dominant transmitter switched from acetylcholine to glutamate with development.  
Surveillance of the origin of the depolarization wave showed that the wave initially originated in the 
upper cervical cord/lower medulla near the obex and was generated by multiple regions at the later 
stages.  This network possibly works as a self-distribution system that maintains the correlated activity 
in the developing CNS. 
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１．研究開始当初の背景 
 脳幹は、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。脳幹では、末梢からの情報の

伝達回路と、脳幹に内在する自発興奮の伝

達回路とが混在しており、これらは互いに

影響をおよぼし合いながら機能的に形成・

調節されていることが推察されている。

我々は、脳幹の機能的構築・形成過程を明

らかにする目的で、膜電位の光学的イメー

ジング法を embryo の脳幹に適用し、脳神
経刺激に対する脳幹内での応答のマッピン

グを行い、一時中継核や二次中継核を同定

し、それらの developmentalな機能形成過
程を明らかにしてきた。一方その研究過程

で、脳神経・脊髄神経を介した外来性入力、

あるいは中枢神経系内に内在する自発興奮

活動によって、大脳から脊髄にいたる中枢

神経系のほぼ全領域にわたって広範に伝播

する脱分極波(depolarization wave)が誘発
されることを発見した。本研究では、①脳

幹神経回路網の形成の時空間的ダイナミズ

ムの解明と、②depolarization waveの神経
回路網形成における役割の解明に焦点をあ

て、研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 膜電位の光学的イメージング法を胎生期

の中枢神経系、特に脳幹に適用し、その神

経回路網の機能的構築過程を明らかにする

とともに、発生初期の中枢神経系において

特異的に発現する広範囲伝播性脱分極波

(depolarization wave)の神経回路網形成に
おける役割、自発性脱分極波の特徴および

機能的意義を解明する。 
 
３．研究の方法 
 孵卵 5̶11 日の鶏胚、および胎生 15-17 日

のラット胎仔から、脳神経・脊髄神経をつ

けたままの脊髄－全脳標本を取り出し、標本

を膜電位感受性色素（NK2761）の溶液に浸

して染色する。染色後、外液中の色素を洗

い流し、脳神経・脊髄神経の刺激あるいは

自発興奮によって誘発されるニューロン電

位活動を、光学的変化としてイメージング

する。測定には、我々の研究室で独自に設

計し、従来用いてきた光学的 144/1020 チャ

ネル同時測定システムを用い、中枢神経系

内における脱分極波の伝播パターンについ

て解析を行う。脱分極波の時空間パターン

を同定後、各種神経伝達物質受容体の

antagonist を外液に投与し、脱分極波がど

のような影響を受けるのかを調べる。さら

に gap junction も modulator として関与し

ている可能性があり、これらの役割につい

ても検討を行う。得られた結果から、脱分

極波の伝播を司るニューロンネットワーク

の実体を明らかにする。 

 

４．研究成果 

 鶏胚およびラット胎仔中枢神経系を実験

対象として、誘発性および自発性脱分極波

の特性に関して解析を行ない、以下のこと

が明らかとなった。 
（１）誘発性脱分極波 
①吸光膜電位感受性色素(NK2761)で染色
した孵卵 8日の鶏胚および胎生 16日のラッ
ト胎仔の中枢神経摘出標本において、脳神

経や脊髄の電気刺激より、脳幹、脊髄、中

脳、小脳、間脳、大脳など、中枢神経系内

の広範囲にわたって伝播する脱分極波が観

察された。中枢神経系内での時空間分布パ

ターンは、鶏胚とラット胎仔で同様であっ

た。 
②脱分極波は、体性感覚系・自律神経系を

問わず、脳神経・脊髄神経を介する感覚性

入力や直接刺激によって誘発され、その分

布パターンは刺激によらずほぼ同じであっ

た。 
③鶏胚およびラット胎仔の両方において、

脱分極波に引き続いて Ca waveが引き起こ
され、その出現パターンは脱分極波の出現

パターンとほぼ同一であった。 
④脱分極波は、シナプス伝達を抑制する

Cd2+によって完全に抑制された。また、

NMDA 受容体、nicotinic Ach 受容体、
GABAA受容体、Glycine 受容体の blocker
によって部分的に抑制され、その抑制の様

式には部位による差が見られた。また、脱

分極波は、octanol や 18 ß-glycyrrhetinic 



acid によっても抑制され、gap junction が
関与していることが示された。これは、免

疫染色法を用いた形態学的観察によって、

この時期のラット胚中枢神経系に connexin 
26 および 32 が広範に発現していることか
らも裏付けられた（東京女子医科大学解剖

学教室：佐々木宏教授、本多祥子講師との

共同研究による）。 
（２）自発性脱分極波 
①自発性脱分極波にはリズムが存在し、誘

発性の場合と同様に wave は中枢神経系の
広範囲に伝搬した。その時空間的分布パタ

ーンは誘発性の場合と同様であった（下図）。 
 

 
 
②自発性脱分極波は、外液の Ca イオンを
取り除いた状態、あるいは、神経伝達物質

の antagonist が存在する状態でも観察さ
れ、non-synaptically な情報伝達機構が発
生過程の中枢神経系には存在することが示

唆された。 
③brainstem-spinal cord標本を用い、自発
性脱分極波の originについて解析した。鶏
胚では、waveは、孵卵 4日目(stage 24)に
はじめて obex 近傍の下部延髄~上部頸髄
に発生し、個体発生が進むにしたがって、

その originが中枢神経系内で広く分布する
ようになることがわかった（右図）。一方、

ラット胎仔では、E15 では、wave は頚髄
から上部腰髄の多数の領域から起こったが、

E16 では、ほとんどが腰仙髄から起こるよ
うになった。また、脊髄のない標本では脳

幹内の焦点が活性化され、橋背内側、延髄

背内側、延髄腹外側の領域から wave が起
こった。このことから、自発性脱分極波は、

脊髄を中心とする中枢神経系の広い領域に

分布する焦点から起こること、それらは自

律分散システムとして発生期中枢神経系に

おける correlated activityの発現維持に寄
与していることが示唆された。 
 

 
 
④自発性脱分極波の発現および伝播には、

発生初期には acetylcholine が、後期には
glutamate が重要な役割を果たしているこ
とがわかった。GABAは発生初期、後期と
もに wave の発現および伝播に深く関与し
ていた。glycine は発生初期、後期ともに
waveの発現に関与していたが、伝搬には初
期だけ重要な働きをしていることがわかっ

た。Serotonin は、発生初期、後期ともに
waveの発現のみに関与し、伝播には関与し
ていなかった。 
 当初、鶏胚中枢神経系で見いだされた脱

分極波は、ラット胎仔においても観察され、

種を超えた現象であることが確認された。

脱分極波は、脳神経や脊髄神経を介した外

来性入力、あるいは中枢神経系内に内在す

る自発興奮活動によって、中枢神経系内の

広範囲にわたって伝播し、発生のある一時

期に特異的に出現することが明らかとなっ

た。また、脱分極波に引き続いて Ca wave
が引き起こされ、多数のニューロンの同期

した脱分極のほかに、細胞内 Ca2＋上昇によ

る metabotropicな効果が、神経系の発生・
分化を制御していることが示唆された。こ

の事実は、脱分極波が個体発生における重

要なシグナルとして機能している可能性を

示す結果である。これまでの研究で、発生

期の中枢神経系、特に脊髄、脳幹、あるい

は大脳皮質において、ニューロン群の同期

した発火現象、いわゆる"correlated neural 
activity"が報告され、これらは限局した領
域の特定のニューロン群/シナプスにおけ
る現象として捉えられてきたが、この研究

で見いだされた脱分極波は、こうした従来

の activity-dependent developmental 
regulation の概念を覆す、新たな発見であ
るといっても過言ではない。発生途中で脱



分極波をブロックしたときに中枢神経系の

形態・機能形成にどのような影響が現れる

かは、現在のところまだ結論を得るのに十

分なデータは得られておらず、今後の課題

である。 
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