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研究成果の概要（和文）：ラット in vivo 標本において内側前庭神経核（MVN）ニューロンから

ホールセル記録を行い、頭部回転方向に対するニューロンの発火頻度の変化を調べた。その結

果、記録した MVN ニューロンの多くは記録側と同側方向への回転のときに発火頻度を上昇させ

る反応を示し、そのニューロンのほとんどは 2相性のスパイク後過分極を示しスパイク間隔が

ほぼ一定で持続的な発火パターンを示すものであった。このことから、MVN には特定方向への

頭部回転に反応するニューロン群が存在することが示唆された。 

 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated the response properties of neurons in the medial 
vestibular nucleus (MVN) to head rotations using whole-cell recordings in in vivo 
preparations of rats.  Most MVN neurons tested increased the firing frequency in response 
to the head rotation to the recording side.  Furthermore, the neurons showed an 
afterhyperpolarization with dual components and a repetitive firing pattern with 
relatively constant interspike intervals.  This finding suggests that MVN neurons that 
show specific intrinsic properties respond to the head rotation to a specific direction.     
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１．研究開始当初の背景 
 
 前庭神経核ではネコやサルのin vivo標本
における細胞外ユニット記録による研究が

古くからなされ、頭部回転や視線の固定、眼
球運動などに関連した活動様式を示すニュ
ーロン群が明らかにされた。一方で、近年、
水平性眼球運動に関与する内側前庭神経核



（medial vestibular nucleus、MVN）を含む
脳幹のin vitroスライス標本を用いた研究方
法が確立され、MVNには膜特性の異なるニュ
ーロン群が存在することが明らかになり、膜
特性をもとにしたMVNニューロンの分類が試
みられた。フランスのグループを中心に行わ
れた研究では、スパイク後の一過性の過分極
（afterhyperpolarization、AHP）の違いを
もとに、MVNニューロンはType A、Bの２種類
に分類された（Serafin et al., Exp. Brain 
Res.84: 417-425, 1991）。申請者らは、ホー
ルセルパッチクランプ記録によりMVNニュー
ロンの膜特性を詳細に調べたところ、AHPの
みならず、発火パターンや過分極応答におい
ても分類できることを見出し、この３種類の
膜特性をもとにMVNニューロンは多数のサブ
タイプに分類されることを明らかにした。さ
らに、記録したニューロンから単一細胞
RT-PCR解析を行ったところ、申請者らが提唱
した分類方法は神経伝達物質関連マーカー
の発現パターンとの対応関係が明確であり、
膜特性をもとにした興奮性、抑制性ニューロ
ンの同定が可能となった(Takazawa, Saito 
et al., J. Neurophysiol 92: 3106-3 20, 
2004）。 
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 また、研究代表者らは、MVN とともに視線
制御に関与する舌下神経前位核（prepositus 
hypoglossi nucleus、PHN）のニューロン特
性についても、ラット脳幹スライス標本にお
いてホールセル記録と RT-PCR 法によって調
べた結果、スパイクの発生が遅れる発火パタ
ーンを示すニューロンの多くが GABA 作動性
ニューロンであり、スパイク頻度の低い発火
パターンを示すニューロンはグルタミン酸
作動性ニューロンであることが明かになっ
た。 
 このように、MVNやPHNにおけるニューロン
特性についての研究が進められているが、一
方で、膜特性が明らかになったニューロン群
が眼球運動機能においてどのような役割を
持つのかについては依然不明のままである。
申請者らはこの問題を解決するためにはin 
vivo標本での研究が不可欠と考え、in vivo
標本でのホールセルパッチクランプ記録を
行うプロジェクトに着手し、MVNニューロン
からのin vivoホールセル記録を世界に先駆
けて成功し、MVNニューロンを上記の３種類
の膜特性をもとに分類可能であることがin 
vivo標本においても確認された。（Saito & 
Ozawa, Neurosci Res 59: 215-223, 2007）。
さらに、この知見をもとに、前庭神経核ニュ
ーロンの自発発火特性に着目し、膜特性との
関係について調べた結果、自発発火の規則性
が異なるニューロン群が確認された。さらに、
自発発火の規則性は３種類の膜特性のうち
AHPのタイプによって異なっており、時間経
過の遅いAHPを示すニューロン群において規

則的な自発発火を示し、一方、時間経過の速
いAHP、またはスパイク後脱分極を示すニュ
ーロン群は不規則な自発発火をすることが
明らかになった（Saito et al. Eur. J. 
Neurosci 28: 288-298, 2008）。 
 以上のように、申請者らは、これまでの研
究において、１）in vitro 標本で MVN や PHN
ニューロンを膜特性をもとした分類、２）分
類されたニューロンの生化学的特徴による
興奮性、抑制性ニューロンの同定、３）in vivo
標本における MVN ニューロンの膜特性、４）
MVN ニューロンの自発発火特性と AHP のタイ
プとの関係、について明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、これまでの研究代表者の成果
を土台に、MVN や PHN における水平性眼球運
動、視線制御機構をさらに明らかにするため、
（１）in vivo 標本において MVN ニューロン
の回転刺激に対する応答特性と膜特性との
関係を明らかにする、（２）PHN における視線
制御に関連した興奮性シナプス伝達様式を
明らかにする、（３）遺伝子改変ラットを用
いて PHNの抑制性ニューロンの同定とその特
性を明らかにすることを研究目的とする。
（１）では、頭部回転方向（記録側と同側ま
たは対側）によって反応選択性の違うニュー
ロンが示されている（Type１と Type 2, 
Duensing and Schaefer, Arch Psychiatr. 
Nervenkr. Z. Gesamte Neurol. Psychiatr. 
198: 225-252,1958）ので、頭部回転方向と
ニューロンの活動様式の違いを検討し、膜特
性の異なるニューロン群と Type 1 または
Type 2 ニューロンとの関係を明らかにする。
（２）では、PHN でみられる眼球位置情報に
比例する持続的な神経活動の生成がどのよ
うなシナプス伝達機構によるものかを、薬理
学的研究により明らかにする。（３）につい
ては、脊髄や脳幹のスライス標本では、大脳
皮質や海馬などと異なり、組織学的、解剖学
的手がかりからニューロンの同定が困難で
ある。そこで、抑制性ニューロンがヴィーナ
スという黄緑色の蛍光分子を発現するトラ
ンスジェニックラットを用いて解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
<in vivo 標本での解析> 
 体重 200-300ｇのラットをイソフルレンに
より吸引麻酔し、十分に麻酔が効いた状態で、
動脈、静脈血管を確保し、気管切開しカニュ
ーレを取り付けた。回転台に取り付けた脳定
位固定装置に動物をセットした後、開頭して、
デンタルドリルで小脳を覆っている頭蓋を
取り除いた。硬膜を切除した後、小脳虫部を



吸引除去し、前庭神経核を露出させた。筋弛
緩剤を静脈から投与することで不動化し、人
工呼吸器に接続し、低容量、高頻度の換気を
行なった。血圧、心拍等をモニターしながら
ウレタンを腹腔内投与し、その後、イソフル
レンの吸引麻酔を停止した。パッチ電極に陽
圧をかけながらマニピュレータで MVNへパッ
チ電極を進入させ、電極抵抗をオシロスコー
プでモニターしながら、MVN ニューロンから
ギガオームシールを形成させた。そのままの
状態（セルアタッチモード）で回転台を回転
させ、回転方向に対するニューロンの発火応
答を調べた。その後、パッチ内の膜を破って
ホールセルモードにし、膜電流固定下におい
て、脱分極性通電に対する活動電位の発生パ
ターン、過分極通電に対する応答を記録する
ことによりそのニューロンの膜特性を調べ
た。 
 
<スライス標本を用いた解析> 
 生後約 3週齢のラットからスライス標本を
作製し、PHN ニューロンからホールセル記録
を行ない、ニューロンの近傍に微小ガラス管
により一過性のバースト刺激（100 Ｈｚ、20
パルス）を与えたときの自発性興奮性シナプ
ス後電流（EPSC）の頻度、大きさを調べ、AMPA
型または NMDA 型グルタミン酸受容体の阻害
剤の投与により頻度や大きさがどのように
は割るのかを調べた。 
 トランスジェニックラットを用いた研究
では、上記と同じようにスライス標本を作製
し、蛍光顕微鏡下で蛍光タンパクの発現がみ
られるニューロンからホールセル記録を行
うことで膜特性を明らかにするとともに、
RT-PCR 法によって記録したニューロンが
GABA 作動性であるかグリシン作動性である
かを調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）in vivo 標本における MVN ニューロン
の回転刺激に対する応答特性と膜特性との
関系 
 
 頭部回転に対する発火頻度の変化をセル
アタッチモードで調べたところ、記録した
MVN ニューロンの多くは記録側と同側方向へ
の回転のときに発火頻度を上昇させるType 1
の反応を示した。また、記録側と反対方向へ
の回転時に発火頻度を上昇させる Type 2 の
反応を示すニューロンはわずかながら観察
された。さらにホールセル記録によって電流
通電に対する応答を調べたところ、Type 1 の
反応を示すニューロンのうちほとんどは 2相
性のスパイク後過分極を示しスパイク間隔
がほぼ一定で持続的な発火パターンを示す
ものであった。また、電流通電に対して発火

頻度があまり上昇しない発火パターンを示
すユーロンも観察された。これらの特徴を示
すニューロンは、我々のこれまでの in vitro
の研究により、グルタミン酸作動性ニューロ
ンであることが示されている。一方で、Type 
2 反応を示すニューロンはホールセル記録を
行うことが容易ではなかったため、膜特性の
解析には至らなかった。 
 
（２）PHN における視線制御に関連した興奮
性シナプス伝達様式 
 
 PHN ニューロンからホールセル記録を行な
い、ニューロンの近傍に一過性のバースト刺
激を与えたところ、自発性 EPSC の頻度が刺
激前に比べ増大し、それが数秒間持続される
現象を見出した。持続的な EPSC 頻度増加を
担うシナプス伝達について薬理学的に調べ
た結果、カルシウム透過型 AMPA 受容体の活
性化が重要であることが明らかになった。そ
こで、カルシウム透過型 AMPA 受容体をもつ
ニューロンが実際に PHN内に存在するのかを
調べるために、記録している PHN ニューロン
にカイニン酸を電気泳動により投与し、膜電
位を-60 mV と+40 mV に保持したときの電流
応答比 (Rectification Index, RI) を求め
た。カルシウム透過型 AMPA 受容体を持つニ
ューロンの RI 値は１以下であることが知ら
れており、解析の結果、半数以上の PHN ニュ
ーロンにおいて RI 値が 1 以下であった。さ
らに、ナトリウムを含まずカルシウム濃度を
高くした細胞外液中で、PHN ニューロンのカ
イニン酸投与に対する電流応答を調べたと
ころ、RI 値が１以下であるニューロンは１以
上であるニューロンに比べ、カルシウム透過
性が高いことが確認された。さらに選択的阻
害剤を用いた薬理学的解析によりカルシウ
ム透過型 AMPA 受容体を介した細胞内のカル
シウム上昇はカルシウム依存性非選択的カ
チオン（CAN）チャネルの活性化を導くこと
が示唆された。以上の結果から、持続的な
EPSC 応答は、PHN ニューロンが脳幹ニューロ
ンからバースト入力を受けると、カルシウム
透過型 AMPA 受容体が活性化されて細胞内カ
ルシウム濃度の上昇がおこり、CAN チャネル
が活性化されることによって PHNニューロン
に持続的な脱分極が生じた結果、PHN 内の興
奮性神経回路が持続的に活性化されること
によって生じることが示唆された。 
 
（３）遺伝子改変ラットを用いた PHN の抑制
性ニューロンの同定とその特性 
 
 まず、蛍光を発するニューロンと発しない
ニューロンの AHPと発火パターンについて調
べたところ、蛍光を発するニューロンでは一
相性の AHP、スパイクの生成が遅れる発火パ



ターンや発振を示す発火パターンが占める
割合が高く、一方、蛍光を発しないニューロ
ンでは二相性の AHPと発火頻度の低いパター
ンが多く観察された。PHN には GABA 作動性ニ
ューロンのみならずグリシン作動性ニュー
ロンの存在が知られていることから、ホール
セル記録後 RT-PCR 解析を行ったところ、PHN
の抑制性ニューロンは GABA 作動性ニューロ
ンか GABA とグリシン両方を持つニューロン
がほとんどで、グリシン作動性ニューロンが
少ないことがわかった。この結果は、GAD67
とグリシントランスポーター２のプローブ
を用いて行った in situ hybridization 解析
によっても支持された。GABA 作動性ニューロ
ンと GABA とグリシン両方を持つニューロン
との膜特性の違いを検討したところ、「初め
のスパイク間隔が後のスパイク間隔より広
い特徴を持つ」発火パターンを示すニューロ
ンのほとんどは GABA とグリシン両方を持つ
ニューロンであることが明らかになった。 
 そこで、GABA とグリシン両方を持つニュー
ロンに特徴的な初めのスパイク間隔が広い
発火パターンのイオンメカニズムを明らか
にするため、ラット脳幹スライス標本におい
てホールセル記録を行い、電気生理学的、薬
理学的解析を行った。その結果、この発火パ
ターンの生成には減衰の時間経過が遅い A型
カリウムチャネルと T型カルシウムチャネル
や持続性ナトリウムチャネルの活性化が必
要であることが明らかになった。 
 
 以上の研究成果によって、MVN の特定の膜
特性を示すニューロン群の機能的役割が示
され、PHN については局所興奮性神経回路の
存在が明らかになり、また抑制性ニューロン
の同定とその特性について明確になった。こ
れらの成果は視線制御のみならずニューロ
ン特性や神経回路特性についての研究全般
に大きく貢献するものと考えられる。 
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