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研究成果の概要（和文）：鶏の脊髄アクセサリーローブ（AL）より単離した細胞から電気的活動と細胞内Ca濃度変動を
測定した。浸透圧刺激により細胞容積を変化させて細胞膜を伸展しても何も応答は見られなかった。アセチルコリン刺
激はALニューロンのムスカリン様受容体を活性化して細胞内Ca濃度を上昇させた。ALニューロンから得られたCaチャネ
ル電流の振幅は一般的なニューロンと比較して非常に大きく、N型Caチャネルの抑制薬であるω-conotoxin GVIAにより
90%近く抑制された。
本研究により、鶏脊髄ALニューロンに機能的な電位依存性Caチャネルとムスカリン様アセチルコリン受容体が発現して
いることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Electrical activity and changes in the intracellular Ca2+ concentration were 
measured from spinal accessory lobe (AL) neurons of the chick.
AL neurons showed no significant response to the stimulation with the hypertonic solution that caused 
increase in the cell volume and stretch of the cell membrane. The stimulation with acetylcholine 
activated muscarinic receptors and evoked rises in the intracellular Ca2+ concentration. Amplitudes of 
currents through voltage-gated Ca2+ channels in AL neurons were much larger than those of other neurons. 
Ca2+ channel blocker against N-type channels, omega-conotoxin GVIA reduced the current by about 90%, 
suggesting that N-type Ca2+ channels are expressed at high density in AL neurons.
These results indicate that chick AL neurons expressed functional muscarinic acetylcholine receptors and 
N-type Ca2+ channels.

研究分野：神経細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
 鳥類には翼に進化した前肢を用いた「飛行」
と後肢を用いた「歩行」という全く異なる運
動をするという特徴がある。鶏やハトをはじ
めとした多くの鳥類が後肢で陸上を二足歩
行する場合、体全体の重心が後肢の付け根よ
り前方にある。哺乳類と共通の平衡感覚器官
である内耳半規管はさらにそれよりも前方
に位置しており、歩行時に体全体の平衡状態
を感知するには位置が不適切であることか
ら、鳥類には体の体幹部分に別の平衡感覚器
官が存在すると古くから考えられてきた。本
研究計画で焦点を当てた脊髄アクセサリー
ローブ（accessory lobe, AL）はそのような鳥
類がもつ特殊な感覚器官の候補となってい
る組織である。 
 形態学的な証拠により AL内には神経細胞
があると報告されていたが、その細胞の機能
を検討した報告はなかった。我々は、AL か
ら単離した細胞が活動電位を発生する機能
的なニューロンであることを電気生理学的
に証明した。しかしながら、AL が平衡感覚
器官として機能するためには、体外からの重
力や運動に伴い発生する外力を感知する機
構が備わってなければならず、その存在、あ
るいはその基盤となる細胞、分子機構は見つ
かっていなかった。本研究では、AL に機械
的な入力を電気化学的な信号に変換する機
構が備わっているかを検討した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、AL から単離した細胞が機械
的な刺激に応答できるのかを電気的活動と
細胞内 Ca2+濃度変動を測定することにより
検討した。加えて、電位依存性 Ca2+チャネル
とアセチルコリン受容体の機能についても
検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) ALニューロンの単離と培養 
孵卵 14から 18日目の鶏有精卵から摘出した
胚子の脊髄組織より ALを実体顕微鏡下で分
離した。分離したAL組織を消化酵素（Papain）
で消化し、細胞を単離した。単離した細胞は
消化酵素を遠心洗浄した後に培養液に浮遊
させて細胞懸濁液とした。単離した細胞をカ
バーガラス上に接着させて以下の実験に用
いた。細胞内 Ca2+濃度を測定する実験では、
DMEM/F-12 培養液を用いて 5%CO2条件に
した CO2 インキュベーター内で数日培養し
た細胞を用いた。 
 
(2) 細胞内 Ca2+濃度測定 
培養した AL 細胞に Ca2+蛍光指示薬 Fura-2 の
細胞膜透過型分子 Fura-2/AM を負荷した。細
胞内の Ca2+濃度に応じて変化する Fura-2 の
蛍光像を蛍光画像解析装置により取得し、各
細胞の細胞内 Ca2+濃度を個別に算出した。 
 
(3) パッチクランプ法による細胞膜電位、電

流測定 
酵素処理により単離した AL 細胞をパッチク
ランプ法による電気的活動記録に供した。細
胞膜にガラス電極を密着させただけの
on-cell 記録により細胞膜電位変化を、細胞
膜に穴を開けて細胞内を人工液で灌流する
whole-cell 記録により細胞膜電流と電位を
記録した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ALニューロンの機械刺激受容機構の探索 
単離 AL 細胞から on-cell 電位固定法により
膜電流を測定しながら、記録電極内に陽圧あ
るいは陰圧を加え、細胞膜の電気的活動に変
化が生じるかを検討したが、細胞膜電位に変
化は見られなかった。ホールセル電位固定法
により膜電流を測定しながら、AL 細胞を低浸
透圧の実験液に曝し細胞容積を変化させて、
細胞膜の電気的活動に変化が生じるかを検
討したが、浸透圧刺激に応答して生じる電気
的活動は見られなかった。Fura-2 を負荷した
細胞に低浸透圧刺激を行ったところ、細胞が
膨張して容積が増大することは確認できた
が、それに伴って細胞内 Ca2+濃度が変動する
ことはなかった。細胞膜の伸展に応答するイ
オンチャネルの存在を仮定して検討してき
たが、その機能を示唆する成績は得られなか
った。さらに実験条件を模索しつつ検討を進
めることに加えて、近隣に存在するニューロ
ン以外の細胞が機械的な入力を感知し、それ
をニューロンに伝達している可能性につい
ても検討する必要がある。 
 
(2) AL ニューロンの電位依存性 Ca2+チャネル
の解析 
単離 AL ニューロンより電位依存性 Ca2+チャ
ネル電流を whole-cell 電位固定法により測
定した。得られた Ca2+チャネル電流は一般的
なニューロンのそれと比較して振幅が非常
に大きく、活性化の電位依存性は哺乳類ニュ
ーロンの高閾値型チャネルのものと相同で
あった。N 型 Ca2+チャネルの抑制薬であるω
-conotoxin GVIA は Ca2+チャネル電流を 90%
近く抑制した（図１）。 
 

図 1.AL ニューロンの Ca2+チャネル電流. A.N 型チャネル

抑制薬存在下の Ca2+チャネル電流の波形. B.Ca2+チャネ

ル電流の振幅の経時的変化. 

 
一般的な他の細胞の Ca2+チャネル電流は測定



中に徐々にその振幅が減少していくが、AL ニ
ューロンでは全く減少せず、むしろ増大した。
50Hz という高頻度の脱分極パルスで刺激し
た場合にも Ca2+チャネル電流の振幅は減衰し
なかった。以上の成績から、鶏 AL ニューロ
ンには高密度に N 型 Ca2+チャネルが発現して
おり、シナプス終末において高頻度の活動電
位に対する神経伝達物質放出に貢献してい
る可能性が示唆された。 
 
(3) AL ニューロンのアセチルコリン（ACh）
受容体 
Fura-2 を負荷した培養 AL ニューロンの細胞
内 Ca2+濃度を蛍光顕微イメージング法により
測定した。ACh は濃度依存性に AL ニューロン
の細胞内 Ca2+濃度を上昇させた。 ACh に対す
る応答は細胞外 Ca2+の除去には影響を受けず、
細胞内 Ca2+ストアの Ca2+ポンプ抑制薬のシク
ロピアゾン酸とムスカリン型受容体拮抗薬
のアトロピンにより消失した（図 2）。 
 

図2.ALニューロンのACh刺激に対する細胞内Ca2+濃度変

動. A.典型的な反応.ACh 刺激を 3回繰り返し行い、2回

目の刺激は Atropine 存在下で行った. B.AChに対する応

答の振幅の平均値（6例）. 

 
RT-PCR により M2, M3, M4, M5 サブタイプの
ムスカリン型受容体 mRNA が ALに発現してい
ることを確認した。以上の成績から、鶏 AL
ニューロンにはムスカリン型アセチルコリ
ン受容体が発現しており、神経伝達物質とし
て放出されるアセチルコリンに応答して細
胞内カルシウム濃度が上昇することが明ら
かとなった。 
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