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研究成果の概要： 
ラット前庭神経節細胞の細胞体にその末梢受容器（耳石器・半規管膨大部）を付着した標本を

作成し、細胞生理学的実験を行う手法を確立した。培養方法としては、Leibovitz’s L-15を使
用した短時間（＜５ｈｒ）培養が最適であることが分かった。 
生理学的実験：末梢前庭器～前庭神経細胞体を一体とする標本において、神経のパッチクラン

プ記録を行うことが可能となった。脱分極刺激（電流注入）による神経発火パターンを記録し

たところ、主に phasic typeの発火であり、今のところ単離・培養したものと大きな違いが無
い結果となっている。同様の標本において前庭神経節細胞をパッチクランプして性質を調べた

上でピペット内に予め入れておいたビオチンにより逆向性染色を行う実験は、パッチクランプ

の成功率が不十分で、また実験中に細胞が死んだりパッチが外れてしまうトラブルが多いこと

から未だ信頼に足る結果が得られていない。 
免疫組織学的・分子生物学的実験：末梢前庭器～前庭神経細胞体を一体とする標本において、

神経細胞の性質等を検索した後に細胞質を電極内に吸引し、Single Cell RT-PCRを行う実験は
成功率が低く、その原因は単離細胞と異なり内容の吸引が難しいことであると分かった。未だ

信頼性の高いデータとはなっていない。前庭神経節の興奮性の調節に関与すると分かったイオ

ンチャネルやリガンド受容体の免疫染色については、試薬を購入して実験を開始したばかりの

段階である。本研究のここまでの成果を踏まえて、今後も研究を継続する予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年末梢聴覚系（コルチ器・ラセン神経節）
の生理学的解明が飛躍的に進歩しているの
に比して、末梢前庭系においては未だ研究が
遅れていると言える。単離の感覚細胞（有毛
細胞）・神経節細胞については以前より少し
ずつ知見が得られて来ているが、哺乳類より
も爬虫類（Brichta, et al. J Neurosci 1998
等 多 数 ）・ 鳥類 （ Masetto, et al., J 
Neurophysiol 1997等多数）等の研究が先行
しており、特に前庭神経節細胞では哺乳類に
おいては最近報告が出始めた（Limon, et al., 
J Neurophysiol 2005; Mercado, et al., J 
Neurophysiol 2006など）ところであり、今
後の進展が期待される。これは手技的に実験
が難しいことも影響していると考えられ、例
えばむしろスライスによる実験手技が確立
している脳幹前庭神経核の研究の方が先行
している（Murphy, et al., J Neurophysiol 
2001等）。我々のグループは、最近になって
ラットの前庭神経節を培養して細胞生理学
的実験（パッチクランプ）を行うことに成功
し単離細胞を用いて成果報告を進めている
ところである。現在までに、ＡＴＰによる神
経興奮の修飾効果および神経発火のパター
ンに対してLow-thresholdのＫチャネルが関
わっている事実を初めて見出している。 
しかしながら、感覚細胞から前庭神経まで
を総体として見た、末梢前庭システムとして
把握する研究は未だ殆どなされていないと
言える。まず、前庭感覚器は回転加速度を感
知する半規管系と直線加速度を感知する耳
石器系に大きく分かれる。また、それぞれの
感覚器において、２種類の異なる形態の感覚
細胞が存在する（神経終末がcalyxを形成す
るＩ型細胞・神経終末が boutonを形成する
Ⅱ型細胞）。これらが前庭神経と機能的にど
のような接続をしていて、どのように刺激に
反応するかは、哺乳類で一施設より（Baird et 
al., J Neurophysiol 1988; Goldberg et al., 
J Neurophysiol 1990）の報告、鳥類で一報
告（Yamashita & Ohmori, Exp Brain Res 1990）
があるのみで、さらにこの２施設の報告にお
いて、感覚細胞の型と神経の発火パターンの
対応関係の結果が全く逆であるために議論
の余地が大きい。また、どちらの報告も細胞
内ないし細胞外における神経活動の記録で
あり、近年常識的に行われているパッチクラ
ンプ法による細胞膜の性質まで踏み込んだ
解析はなされていない。他の要因（ニューロ
モジュレータなど）によりシステムとしてど
のような修飾を受けるかに至っては殆ど未

知である。 
本研究はこのような末梢前庭機能をシステ
ム（感覚細胞・神経の総体）として解明する
ことを目的とし、末梢前庭器に前庭神経ない
しそのシナプスを付着した標本を用いて研
究を行う。 
 
２．研究の目的 
 
生理・薬理学的事項 
１）末梢前庭器～前庭神経細胞体を一体とす
る標本において、神経のパッチクランプ記録
を行った上で、脱分極刺激（電流注入）によ
る神経発火パターンを記録する。単離・培養
したものとの違いがあるかを調べる。 
２）同様の標本において前庭神経節細胞をパ
ッチクランプしてその性質（発火パターンな
ど）を調べた上でピペット内に予め入れてお
いたビオチンにより逆向性染色を行い、それ
ぞれがどの前庭末梢器のどの種類の細胞に
行っているかを調べる。 
３）同様の標本において、前庭器を振動によ
り興奮させ、神経細胞の膜電位の変化（活動
電位）のパターンを明らかにする。また、ビ
オチンによる逆向性染色を行い、どの前庭末
梢器のどの種類の細胞に行っているかを調
べる。 
４）同様の標本において、前庭神経節細胞を
パッチクランプして、各種のリガンド（ＡＴ
Ｐなどニューロモジュレータ）存在下での性
質変化を調べる。 
 
免疫組織学・分子生物学的事項 
現在前庭神経節細胞の興奮性に関するイオ
ンチャネル（主にＫチャネル）および興奮性
に対するニューロモジュレータとして有望
なリガンド分子（ＡＴＰ・セロトニンなど）
の受容体の局在は、蝸牛系と異なり、詳しく
検索されていないので、生理学的実験と平行
して、免疫組織学的検索・分子生物学的検索
を行う。 
１）上記のごとき標本において、神経細胞の
性質等を検索した後細胞質を電極内に吸引
し、Single Cell RT-PCRを行って、イオンチ
ャンネル・受容体等の発現を調べる。これに
よりその性質を分子レベルで説明可能とな
る。 
２）前庭神経節の興奮性の調節に関与すると
分かったイオンチャネル（主にＫチャネル）
や物質（リガンド）に対する受容体を発生の
様々な過程において（胎内～成人）免疫染色
による発現解析を行い、その末梢前庭システ
ムの成熟への関与を推定する。 



 
３．研究の方法 
 
実験系の確立 
 
１）灌流制御システム（備品）のセットアッ
プを行う。研究分担者佐原が行う。 
２）動物としてはラットを主に用いる。 
３）前庭神経節細胞の細胞体にその末梢受容
器（耳石器・半規管膨大部）を付着した標本
（下図）において、最適な培養方法（培養液・
培養時間その他）を確立する。研究代表者伊
藤および研究分担者千原が行う。これは他施
設からの報告が無いので試行錯誤で行うこ
とになる。 
４）前項（研究目的）に記したように、末梢
前庭器をまるごと使用した標本作成を試み
る。蝸牛コルチ器において、同様の標本を作
製した経験のある伊藤が主に行う。 

 
図 今回採取する標本の範囲を模式的に示
す（図はヒトの聴覚・前庭器）。 
 
生理学的実験 
 
佐原の指導下で伊藤・岩崎・千原が協力して
進める。 
１）末梢前庭器～前庭神経細胞体を一体とす
る標本において、神経のパッチクランプ記録
を行った上で、脱分極刺激（電流注入）によ
る神経発火パターンを記録する。単離・培養
したものとの違いがあるかを調べる。 
 
２）同様の標本において前庭神経節細胞をパ
ッチクランプしてその性質（発火パターンな
ど）を調べた上でピペット内に予め入れてお
いたビオチンにより逆向性染色を行い、それ
ぞれがどの前庭末梢器のどの種類の細胞に
行っているかを調べる。 
 
免疫組織学的・分子生物学的実験 
 
佐原・千原が行う。 
１）上記のごとき標本において、神経細胞の
性質等を検索した後細胞質を電極内に吸引
し、Single Cell RT-PCRを行って、イオンチ
ャンネル・受容体等の発現を調べる。これに
よりその性質を分子レベルで説明可能とな

る。 
２）前庭神経節の興奮性の調節に関与すると
分かったイオンチャネル（主にＫチャネル）
や物質（リガンド）に対する受容体を発生の
様々な過程において（胎内～成人）免疫染色
による発現解析を行い、その末梢前庭システ
ムの成熟への関与を想定する。 
 
４．研究成果 
 
２００７年度 
 
実験系の確立 
１） 灌流制御システムのセットアップを研
究分担者佐原が行った。 
２）ラット前庭神経節細胞の細胞体にその末
梢受容器（耳石器・半規管膨大部）を付着し
た標本において、最適な培養方法（培養液・
培養時間その他）を模索した。本年度は主に
数時間の培養で実験を行ったが、なかなか安
定した条件が見出せなかった。伊藤および千
原が行った。 
３） 末梢前庭器をまるごと使用した標本作
成を試みた。蝸牛コルチ器において、同様の
標本を作製した経験のある伊藤が主に行っ
た。標本採取は手技の向上により可能となっ
たが、割を入れた前庭神経節細胞を実験用デ
ィッシュに安定して固定する方法が確立せ
ず、今後の課題となった。 
 
生理学的実験 
佐原の指導下で伊藤・岩崎・千原が協力して
進めた。 
１） 末梢前庭器～前庭神経細胞体を一体と
する標本において、神経のパッチクランプ記
録を試みたが、上記の通り、安定した標本固
定が得られず、脱分極刺激（電流注入）によ
る神経発火パターンを安定して記録するま
でに至らなかった。試行錯誤を継続中である
が、コーティングを施したカバーグラスに割
を入れた神経節を機械的に貼り付ける方法
が有望であることが分かった。 
２）同様の標本において前庭神経節細胞をパ
ッチクランプした上でピペット内に予め入
れておいたビオチンにより逆向性染色を行
う実験においても、末梢前庭器～前庭神経細
胞体の接続が保たれていないことが多く、標
本作成手法を引き続き工夫する必要がある。 
 
免疫組織学的・分子生物学的実験 
佐原・千原が行った。神経細胞の性質等を検
索した後細胞質を電極内に吸引し、Single 
Cell RT-PCRを行って、イオンチャンネル（Ｋ
チャネル）の発現を調べているが、未だ成功
した細胞数が少なく、結論が出せる段階では
ない。 



 
２００８年度 
 
本年度は昨年度まで研究指導を行っていた
研究分担者佐原の異動により、一時研究中断
を余儀なくされた誤算があった。佐原は鶴見
大学歯学部生理学教室准教授となり、引き続
き連携研究者としてサポートする形となっ
た。 
 
実験系の確立 
１）灌流制御システムは装置の改良により安
定を見た（佐原）。 
２）ラット前庭神経節細胞の細胞体にその末
梢受容器（耳石器・半規管膨大部）を付着し
た標本において、培養方法としては、
Leibovitz’s L-15を使用した短時間（＜５
ｈｒ）培養が最適であることが分かった（伊
藤・千原）。 
 
生理学的実験 
１）末梢前庭器～前庭神経細胞体を一体とす
る標本において、神経のパッチクランプ記録
を行うことが可能となった。脱分極刺激（電
流注入）による神経発火パターンを記録した
ところ、主にphasic typeの発火であり、今
のところ単離・培養したものと大きな違いが
無い結果となっている。（伊藤・佐原） 
２）同様の標本において前庭神経節細胞をパ
ッチクランプして性質を調べた上でピペッ
ト内に予め入れておいたビオチンにより逆
向性染色を行う実験は、パッチクランプの成
功率が十分でなく、また実験中に細胞が死ん
だりパッチが外れてしまうトラブルが多い
ことから未だ信頼に足る結果が得られてい
ない。（伊藤・佐原） 

図：神経節細胞のパッチクランプ（写真） 
 
 
 
 
 

図：神経節細胞の活動電位（Phasic type） 

図：神経節細胞の電位・電流関係 
 
免疫組織学的・分子生物学的実験 
１）末梢前庭器～前庭神経細胞体を一体とす
る標本において、神経細胞の性質等を検索し
た後細胞質を電極内に吸引し、Single Cell 
RT-PCRを行う実験については、昨年度の失敗
が単離細胞と異なり内容の吸引が難しいこ
とに起因すると分かった。未だ試行錯誤の段
階に止まっている。（千原・佐原） 
２）前庭神経節の興奮性の調節に関与すると
分かったイオンチャネルやリガンド受容体
の免疫染色については、試薬を購入して実験
を開始したばかりの段階である。（千原・伊
藤） 
 
以上の研究はここまでの成果を踏まえ、今後
も継続的に進行させる予定である。 
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