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研究成果の概要（和文）：内側前庭神経核や舌下神経前位核ニューロンは一過性虚血（5分間 OGD
負荷）に対して、その膜電位を過分極させて自発発火を停止し、生理的条件下に戻すことで脱
分極して自発発火を回復した。このことは、ニューロン自身の内因性膜特性の変化によって生
じる。さらにその責任となるイオンコンダクタンスは ATP 感受性カリウムチャネルを介した外
向きカリウム電流であることが薬理学的実験から明らかとなった。虚血に対して一過性過分極
から自発発火の停止を導く内因性膜特性変化は、虚血に対する過剰な自発発火による細胞死か
ら自身を守るためのニューロンの自己防衛機序ととらえることができる。 

  

 
研究成果の概要（英文）：The neurons in the medial vestibular and the prepositus hypoglossi 
nucleus are hyperpolarized due to transient outward potassium current through KATP 
channels during transient ischemia.  This mechanism is thought to be a self-defense 
system which enables to prevent neurons from ischemic injury. 
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１．研究開始当初の背景 
近年の高齢化社会において、メマイ・平衡障
害は高齢者で頻繁に遭遇する病態である。高
齢者のメマイ・平衡障害は、中枢代償機構の
低下、長期臥床による筋力低下、改善意欲の
低下など様々な要因により生活の質を著し
く低下させる。このようなメマイ・平衡障害
の原因として、CT、MRI で器質性病変を検出

できない一過性脳虚血発作である椎骨脳底
動 脈 循 環 不 全 症 (Vertebrobasilar 
Insufficiency; VBI)が挙げられる。椎骨脳
底動脈系は末梢前庭器、蝸牛、第Ⅷ脳神経、
脳幹、小脳などに広く血液を供給しているた
め、当該血管系の循環不全により理論上、そ
の潅流域にあるすべての器官の機能障害が
生じうる。しかし、実際の日常診療の場では、



メマイ単独の症状を呈することが少なくな
い。VBI は中枢性メマイに分類されるものの
生じる眼振は定方向性の水平回旋混合性眼
振が多く、注視眼振のような、いわゆる中枢
性の眼振はまれである。そこで、椎骨脳底動
脈の潅流域に存在し、水平性眼球運動に関与
する脳幹神経核である舌下神経前位核 
(Prepositus Hypoglossi Nucleus; PHN)と内
側前庭神経核（Medial Vestibular Nucleus; 
MVN）の虚血耐性に着目した。舌下神経前位
核と内側前庭神経核は、水平眼球運動におい
て、外側三半規管からの頭部回転速度情報を
眼球位置情報に変換するという神経積分器
としての役割が報告されている。したがって
舌下神経前位核や内側前庭神経核を含む脳
幹が脳梗塞などで不可逆性の障害を受ける
と、側方注視眼振がみられる。ネコやサルな
どの in vivo の報告からも、舌下神経前位核
の物理的・化学的破壊により眼位が保持でき
ず、側方注視眼振が出現することが証明され
ている。一方、in vitro の実験系から、舌下
神経前位核と内側前庭神経核は多様な電気
生理学的特性を持つニューロンから構成さ
れることを申請者は報告した。臨床の現場で
椎骨脳底動脈循環不全症に伴う水平性眼振
が生じることにはしばしば遭遇するが、ニュ
ーロンレベルでそれぞれの神経核が循環不
全、すなわち一過性虚血に対してどのような
反応を示すのかは十分に理解されていない。
そこで、水平性眼振解発の中心的役割をにな
う舌下神経前位核や内側前庭神経核の虚血
に対する振舞いを調べるという研究テーマ
の着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、舌下神経前位核・内側前庭
神経核に虚血負荷を与えた時の反応を調べ
ることである。神経核としての働きは、その
構成最小単位である個々のニューロンに反
映されているため、本研究では舌下神経前位
核ニューロン、内側前庭神経核ニューロンに
着目し、一過性脳虚血によってのこれらニュ
ーロンの電気生理学的特性がどのように変
化するのかを観察することで椎骨脳底動脈
循環不全症の眼振出現のメカニズムを明ら
かにする。これにより、新たな薬剤の開発や
メマイ治療法の確立に有効であると考えら
れる。 
 
 
３．研究の方法 
本研究の目的は一過性虚血に対するニュー
ロンの可逆性変化を機能的アプローチでと
らえることである。このためニューロンが生
きている状態を維持することが必要不可欠
である。したがって申請者は実験方法として

電気生理学的手法、なかでも代の脳科学分野
においてニューロンの機能を調べるうえで、
第一選択であり、同時に細胞内染色も可能で、
形態学的な評価も可能なテクニックである、
スライスパッチクランプ法を採用してニュ
ーロンの膜特性変化を調べた。また、虚血負
荷としては、無グルコース無酸素刺激
（Oxygen-Glucose deprivation; OGD）を用
いた。この虚血刺激方法は、すでに海馬、小
脳、脳幹などで広く用いられている方法であ
る。虚血時間は既存の論文や、人間における
心肺停止時間（＝脳虚血）のゴールデンタイ
ムである 5分間とした。具体的には、まず生
理的条件下でニューロンの自発発火を記録
する。同時にスパイク後過分極の形、スパイ
ク幅、スパイク生成閾値などのパラメータに
関しても測定を行う。その後、無酸素・無グ
ルコースの細胞外液（OGD）を脳幹スライス
に還流させて一過性脳虚血状態にし、5 分後
再び生理的条件下に戻す。この一連の時間経
過においてニューロンの膜電位が定常状態
と比較してどのように変化するかを記録す
る。さらに、虚血によって生じる変化の原因
となるイオンコンダクタンスについても各
種の阻害剤を用いて検討する。一方で、舌下
神経前位核と内側前庭神経核を構成するニ
ューロンは全く同一ではなく、膜特性が異な
るものも存在する。このことから、両者に特
徴的な膜特性を持つニューロンについても
検討する。 
 
 
４．研究成果 
スライスパッチクランプ法の電流固定法に
てニューロンの自発発火を記録した。内側前
庭神経核ニューロンは自発発火をしている
ことが知られている。本研究でも同様に多く
のニューロンで自発発火が記録できた。5 分
間 OGD 負荷を与えると、ニューロンの膜電位
は速やかに過分極し、その結果、ニューロン
の自発発火が停止した。虚血後に生理的条件
に戻す（酸素とグルコースを供給する）とニ
ューロンの膜電位は脱分極し、自発発火を再
開した。OGD 前、中、後でスパイク生成閾値
を比較すると、OGD 中は有意に低下していた。
また、OGD 前後の比較では有意な差は認めな
かった（Fig.1）。 
 
Fig.1 虚血による自発発火と閾値の変化 
 
 
 
 
 
 
 
次に、一過性過分極がどのような要因に起因



するのかを調べるため、二つの仮説を検討し
た。第一にニューロンへの外因性要素の影響
である。内側前庭神経核や舌下神経前位核に
限らず、ニューロンには多くの興奮性・抑制
性神経線維入力があり、ニューロンの活動性
を規定している。虚血によりプレシナプスか
らの抑制性入力が増大し、ニューロンの過分
極が生じる可能性を検討した(Fig.2)。 
 
Fig.2 外因性要素の 

仮説シェーマ 
 

ニューロンへの興奮性入力を阻害剤で遮断
した状態で、OGD 負荷時の自発性抑制性シナ
プ ス 後 電 流 （ spontaneous inhibitory 
postsynaptic current; sIPSC）を記録した。
阻害剤として、グルタミン酸性シナプス伝達
は 2mM キヌレン酸を用いた。生理的条件下で
の sIPSC が一過性に増大するものもあった
(Fig.3A)が、全体としては OGD により sIPSC
の頻度（Fig. 3B）振幅(Fig. 3C)ともに有意
な変化は認めなかった。この結果から外因性
要素による一過性過分極は説明がつかない
という結論に達した。 
 
Fig.3  抑制性シナプス後電流の測定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に第二の仮説として、ニューロンの内因性
膜特性変化による過分極の可能性を検討し
た。(Fig. 4) 
 
Fig.4 内因性要素の 

仮説シェーマ 
 
興奮性入力に加え、GABA とグリシンによる抑
制性入力を遮断し、ニューロンをアイソレー
トしておく。阻害剤として、GABA 作動性シナ
プス伝達には 100μM ピクロトキシンを、グ
リシン作動性シナプス伝達は 10μMストリキ
ニンを使用した。この条件下で前述と同様に
OGD 負荷による自発発火の変化を記録した。
その結果、Fig.1 と同様に OGD による一過性
過分極と、これに引き続いて起こる自発発火
の停止がみられた。虚血を解除した場合も同
様にニューロンの膜電位はすみやかに脱分
極して自発発火を再開した(Fig.5A 1-3)。次
に、OGD 負荷前後での自発発火頻度に着目し
て経時的にその頻度を記録した。Fig. 5B は
Fig. 5A で示されたニューロンの発火頻度記

録を示している。このニューロンでは OGD 負
荷後の発火頻度が上昇した。しかし、調査し
た 11 のニューロンでは、OGD 負荷前後で有意
な発火頻度の変化はみられなかった。以上よ
り、OGD 負荷による膜電位の一過性過分極は、
ニューロン自身の内因性膜特性が可逆的に
変化することに起因すると結論できた。 
 
Fig.5 阻害剤存在下での OGD負荷と発火頻度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、OGD 負荷前後での活動電位のスパイ
ク特性についても検討を行った。今回は、ス
パイク特性の比較パラメータとして、①活動
電位のピークから後過分極のピークまでの
時間、②後過分極の振幅、③活動電位の幅を
測定した（Fig. 6）。 
 
Fig. 6 OGD 負荷前後でのスパイク特性比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6A は活動電位のどの部分をパラメータ
として使用したのかを示している。Fig. 6B
は各パラメータの比較であり、結果として、
どのパラメータにおいても、OGD 負荷前後で
有意な変化を示すものはなかった。 
以上の結果より、内側前庭神経核や舌下神経
前位核ニューロンは、OGD 負荷を受けること
で、一過性に過分極して自発発火を停止し、
生理的条件下に戻すことによって、すみやか
に膜電位が脱分極して自発発火を再開する。
そして現象は、外因性要因によらず、ニュー
ロン自身が持つ内因性膜特性の変化によっ
て生じていることが実証された。 
 
次に、上記のような現象が、ニューロンのど
のようなイオンコンダクタンスに起因して



いるのか検討した。虚血によってニューロン
（細胞内）に生じるのは、エネルギー（＝ATP）
の枯渇である。ニューロンはグルコースのみ
をエネルギー源として使用し、他の糖類やタ
ンパク・脂質を変換して使用することができ
ない。また、虚血による酸素不足では、エネ
ルギー効率の良い好気的なATP産生が不可能
である。一方、膜電位を過分極させるイオン
電流の候補としては外向きカリウム電流を
考えた。すでに中脳黒質線状体のドーパミン
産生ニューロンでは、虚血に反応してATP感
受性カリウムイオンチャネルを介した外向
きカリウム電流により膜電位が過分極する
ことで、異常発火を防ぐ自己防衛機構が報告
されている。これと同様のメカニズムが内側
前庭神経核や舌下神経前位核にも存在する
ことを想定し、ATP感受性カリウムイオンチ
ャネル(KATP)を候補とした。そこで、ATP感受
性 カ リ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 阻 害 剤
（glibenclamide, tolbutamide）存在下でOGD 
負荷を与えた時の自発客家の様子を観察し
た。コントロールとして、これまでの条件下
で OGD 負荷を行い、一過性過分極による自発
発火の停止が起こることを確認後、ATP 感受
性カリウムイオンチャネルの阻害剤である
100μM glibenclamide を添加した OGD負荷を
与えた。その結果、これまでに記録されたよ
うな一過性過分極とこれに付随した自発発
火の停止はみられず、ニューロンは自発発火
を継続した。この現象は、もう一つの阻害剤
である 500μM tolbtamide を添加したときも
同様であった（Fig. 7）。 
 
Fig. 7 ATP 感受性カリウムイオンチャネル 

阻害剤存在下での OGD 負荷 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、OGD 負荷による一過性過分極は、
ATP 感受性カリウムイオンチャネルを介した
一過性外向きカリウム電流に起因すること
が証明された。 
 
また、舌下神経前位核ニューロンには特徴的
な発火特性を示すニューロンが存在したた
め、その原因となるイオンコンダクタンスに
ついても調査を行った。このニューロンの特
徴は、電流注入に対するスパイク生成におい

て、1 発目と 2 発目の間隔のみが、ほかのス
パイク間隔（interspike interval; ISI）と
比較して有意に長いというものである。申請
者はこのニューロンを First Interspike 
interval is Long; FIL ニューロンと定義し
た(Fig. 8A)。さらにこの FIL ニューロンは
スパイク間隔だけでなく、スパイク生成後の
後過分極(afterhyperpolarization:AHP)振
幅も、初めの AHP 振幅が、2 番目以降の振幅
よりも有意に深いという特徴も併せ持って
いた。このような特性をもつ原因となるイオ
ンコンダクタンスを薬理学的に検証した。そ
の結果、4-Aminopyridine(4-AP)によって阻
害される一過性外向きカリウムチャネル電
流がこのニューロンを特徴づけていること
が明らかとなった(Fig. 8B)。FIL ニューロン
に 4-AP 存在下で電流注入を行っても、その
特徴である長い初めの ISI と、深い AHP はみ
られなかった。 
 
Fig. 8 FIL ニューロンを特徴づける 
    4-AP sensitive potassium current 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらすべての結果より、これらすべての結
果より、内側前庭神経核や舌下神経前位核ニ
ューロンは一過性虚血（5 分間 OGD 負荷）に
対して、その膜電位を過分極させて自発発火
を停止し、生理的条件下に戻すことで脱分極
して自発発火を回復した。このことは、ニュ
ーロン自身の内因性膜特性の変化によって
生じる。さらにその責任となるイオンコンダ
クタンスは ATP感受性カリウムチャネルを介
した外向きカリウム電流であることが薬理
学的実験から明らかとなった。虚血に対して
一過性過分極から自発発火の停止を導く内
因性膜特性変化は、虚血に対する過剰な自発
発火による異常興奮とこれにともなって生
じる細胞死から自身を守るためのニューロ
ンの自己防衛機序ととらえることができる。 
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