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研究成果の概要（和文）：ナメクジの脳には、においの嗅ぎ分けや記憶に必要な「前脳葉」という部位がある。前脳葉
では、ヒトの脳と同じようにニューロンが規則正しく並び層構造を成し、同期的な振動活動（脳波）を発生することで
においの情報処理や記憶を可能にしている。研究代表者らは、ヒトの神経振動ネットワークにおいて一般的には「抑制
性」として重要なGABAニューロンが前脳葉の振動ネットワークでは「興奮性」に働いていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Synchronous oscillatory activity is common in the olfactory behavior of both 
vertebrates and invertebrates. In the terrestrial slugs, periodic oscillation is recorded from the 
surface of the laminar structure of olfactory center, procerebrum (PC) and its frequency changes are 
suggested to encode the olfactory information and memory. Gamma-aminobutyric acid (GABA) neurons are 
known to inhibitory neurons as a kernel of rhythm generation in oscillatory networks of vertebrate. In 
the present study, we found that GABAergic neuron has a role to play as an excitatory modulator in the PC 
oscillatory network of the slugs. This observation and the conclusion have been supported by the 
pharmacological study in reconstructed oscillatory networks of cultured PC neurons.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
陸棲の軟体動物であるチャコウラナメクジ
（Limax valentianus）は、脳の神経ネット
ワークが哺乳類と比べてシンプルな割には
嗅覚学習が成立し易く、記憶・学習の研究に
良く用いられてきた。特に、ナメクジの嗅覚
と記憶をつかさどる脳部位である「前脳葉
（Procerebrum, PC）」では、ニューロンが規
則正しく並び層構造を成し、ニューロン同士
の同期的な振動活動、いわゆる脳波が記録で
きる。この前脳葉の脳波はにおい情報や記憶
をコードするとされている。哺乳類の嗅球、
海馬といった脳層構造で発生する脳波が
様々な認知機能に深く関係すること、そして
これらの同期的振動活動の発生と周波数調
節に抑制性の GABA ニューロンが重要な働
きをすることは既知である。これまでの知見
からナメクジの脳にも GABA ニューロンが
存在することが示唆されてきたが、その役割
については注目されて来なかった。研究代表
者による最近の研究により、（１）前脳葉の
神経突起層へ入力する GABAergic な線維が
あること､（２）前脳葉の細胞体層に少数
GABA ニューロンが存在すること､（３）
GABA が前脳葉の局所場電位振動の周波数
を変化させることを示唆する結果が得られ
た。 
 
２．研究の目的 
 
以上のことから、哺乳類と同様に、ナメクジ
の脳層構造の振動性ネットワークの中にも
GABAニューロンが存在し、しかし全く異な
る機構・役割をもつことが予想される。本研
究課題では、ナメクジ前脳葉の GABAニュー
ロンに注目しその神経機構と役割を解明す
る。これまでブラックボックスであった前脳
葉内のネットワークを明らかにすることで、
脳層構造の振動性ネットワークにおける種
に共通のメカニズムの一端を解明すること
をめざす。 
 
①前脳葉内の GABA ニューロンの分布と投射
様式：Gelperin らが GABA ニューロンの免疫
組織学的解析結果についてすでに報告して
おり前脳葉以外の細胞体の位置を示してい
る（Cooke et al. 1985）。研究代表者は、凍
結切片標本に免疫染色行うことで新たに前
脳葉内にも GABA 陽性反応があることを見つ
けている。前脳葉において、Gelperin らより
も詳細な線維投射および細胞体の分布示す
ために、（１）cerebral ganglion（脳神経節）
から前脳葉の２つの神経突起層（入力層と出
力層）へ投射する GABA ニューロン線維と、
（２）前脳葉の細胞体層にある少数の GABA
ニューロンの分布について調べた。 
 
②前脳葉ニューロンに対する GABA の作用：  
研究代表者により、前脳葉表面から記録した

局所場電位（local field potential, LFP）
の周波数が GABA 投与により変化することが
示唆されており、単一ニューロンレベルでも
何らかの変化が起こっていると考えられる。
最初に、前脳葉ニューロンの分散培養を行い、
一度に多数の前脳葉ニューロンの薬理学的
特性を網羅的に調べた。すなわち Ca2+イメー
ジング法を用いて前脳葉ニューロンの自発
的活動を測定し、GABA の薬理学的解析を行っ
た。次に、摘出脳における前脳葉の単一ニュ
ーロンからのパッチクランプ記録により詳
細な薬理学的解析を行った。以上の電気生理
学的解析により、GABA 応答性の前脳葉ニュー
ロンの割合や主要な GABA 受容体および細胞
内カスケードについて調べた。 
 
３．研究の方法 
 
①前脳葉内の GABA ニューロンの分布と投射
様式：Gelperinらが主に脳全載標本でのGABA
免疫組織学的解析を行っていたのに対して
研究代表者らは凍結切片標本を用いて前脳
葉内の GABA 陽性反応を詳しく調べた。具体
的には、固定した摘出脳から凍結切片（厚さ
14～20 µm）を作製し、GABA 抗体および蛍光
二次抗体で標識した標本について、（１）
cerebral ganglion（脳神経節）から前脳葉
の２つの神経突起層（入力層と出力層）へ投
射する GABA 陽性線維の詳細な分布、（２）前
脳葉の細胞体層にある少数の GABA 陽性細胞
体の分布（特に先端部－基部方向の分布の領
域差）について調べた。 
 
②前脳葉ニューロンに対する GABA の作用：  
最初に、前脳葉ニューロンの分散培養と Ca2+

イメージング法を組み合わせることにより、
一度に多数の前脳葉ニューロンの薬理学的
特性を網羅的に調べた。摘出した前脳葉をデ
ィスパーゼ処理し、生理食塩水中で 1～3 週
間培養したのちに、Ca2+インジケータ（Oregon 
green 488 BAPTA-1, AM）をロードして細胞
内 Ca2+濃度変化を測定した。そして自発的に
発生する一過性の Ca2+上昇の頻度に対する
GABA 受容体アゴニスト、アンタゴニストの効
果を調べた。おおよその薬理学的特性が分か
ったのち、次に、単一ニューロンでの電気生
理学的解析により詳細な GABA の調節作用に
ついて調べた。これまでの前脳葉ニューロン
の記録にはナイスタチンを用いた穿孔パッ
チ法のみが有効であり（Kobayashi et al. 
2010）、膜電位固定時のスペースクランプの
問題があった。研究代表者は、前脳葉ニュー
ロンの細胞内 Ca2+濃度をコントロールするこ
とによりホールセルパッチ法による膜電流
記録を成功させ、膜電位をコントロールしな
がらより詳しく GABA の作用を調べた。そし
て GABA によって興奮・抑制される前脳葉ニ
ューロンの割合と主要な GABA 受容体および
細胞内カスケードについて調べた。 
 



４．研究成果 
 
①前脳葉内の GABA ニューロンの分布と投射
様式：Gelperin らが GABA ニューロンの免疫
組織学的結果についてすでに報告している
とおり、前脳葉以外の脳部位にある GABA 陽
性ニューロンの細胞体の位置はほぼ一致し
た結果となった。研究代表者は、前脳葉に注
目して調べることにより、新たに前脳葉内に
も GABA 陽性反応があることを見つけた。す
なわち、（１）前脳葉基部の神経突起層へ
GABA陽性線維の細い束があり、層構造に沿
ってサークル状の投射をすること､（２）そ
の候補として前脳葉近傍のクラスタニュー
ロン、そして触角からのごく少数の求心性線
維があること、そして（３）前脳葉の細胞体
層に少数の GABA ニューロンがあることが
示唆された。特に前脳葉ニューロンの細胞体
での陽性反応については分散培養系でも確
認されている。前脳葉内部の GABAニューロ
ンと外部の GABA ニューロンからの入力線
維とは異なった役割を持つ可能性があり興
味深い。 
 
②前脳葉ニューロンに対する GABA の作用：  
最初に、分散培養下の前脳葉ニューロンの薬
理学的特性を網羅的に調べるために Ca2+イメ
ージングを行った。前脳葉ニューロン一個一
個で自発的に発生する一過性の Ca2+上昇を記
録し、その頻度に対する GABA 受容体のの薬
理学的解析を行った。Gelperin らは、前脳葉
培養ニューロンが自発的な活動電位を発生
していること、活動電位が一過性の Ca2+上昇
と一致することを loose-patch whole-cell
法と Ca2+イメージング法を組み合わせて同時
記録することにより確認している（Rhines et 
al. 1993）。研究代表者は、一部の前脳葉培
養ニューロンにおいて（１）GABA 投与による
自発的な Ca2+上昇の増大または振動活動がみ
られること、（２）GABA 受容体アンタゴニス
ト存在下ではアゴニストに対する阻害作用
がみられることを示した。GABAB受容体を介す
る阻害が比較的顕著であった。さらに、ナメ
クジの GABAA受容体のβサブユニットおよび
GABAB 受容体のタイプ１サブユニットをクロ
ーニングし、定量的な RT-PCR および
Real-Time PCR 法により前脳葉には GABAB 受
容体が比較的多いことを示した。同じ軟体動
物のウミウシ（Hermissenda crassicornis）
の脳でも GABAB受容体および細胞内 Ca

2+カス
ケードがK+チャネルを介してニューロンの興
奮性を増大させるという報告（Sakakibara et 
al. 2006)があることから、特に GABAB受容体
に注目してさらに薬理学的解析を行った。研
究代表者は、細胞内 Ca2+濃度をコントロール
することにより単一の前脳葉ニューロンか
らのホールセルパッチ記録を成功させ、そし
て前脳葉ニューロンの膜電位をコントロー
ルした状態で GABA の作用を調べた。その結
果、（１）GABA が前脳葉ニューロンの自発的

な抑制性シナプス電流を減ずること、（２）
GABAが GABAB受容体およびK

+チャネルを介し
て脱分極性外向き電流を抑制すること、（３）
これらのことが最終的に膜の興奮性を高め
ることが示唆された。これらの結果は先述の
ウミウシにおける GABAB受容体と K

+チャネル
のストーリーと似ており興味深い。また、前
脳葉表面から記録される局所場電位振動（い
わゆる脳波）の振動数が GABA 受容体アゴニ
ストおよびアンタゴニストによって影響を
受けること、特にアゴニストによる振動数上
昇がみられることから、GABA による興奮性作
用の存在が示唆される。 
 
本研究課題により、嗅覚中枢における GABA
の新規の神経機構が示唆された。また、前脳
葉ニューロンの分散培養系での解析を行な
う中で、振動ネットワークが自発的に再形成
される様子が見つかった。このような振動ネ
ットワークが一からつくられる過程を調べ
ることで新たな研究課題が生まれる可能性
があると考える。以上の結果が、脳層構造で
発生する振動活動、すなわち脳波の仕組みと
役割を考える上での新しい基礎的知見とな
れば幸いである。 
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