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研究成果の概要（和文）：ラット小脳虫部のスライス切片を作成し、低酸素低グルコース(OGD)細胞外液を還流
させた。プルキンエ細胞の自発性興奮性シナプス後電流(sEPSC)は、短時間のOGD刺激により顕著な増加を示し、
細胞外液を生理的な外液に変更すると回復した。このことから、ODG刺激による反応は一過性で可逆的であるこ
とが分かった。このOGD刺激による反応は、前庭小脳領域で有意に大きかった。sEPSCの変化は、前庭小脳領域に
おいては頻度、振幅ともに有意な増加が確認されたが、対象領域においては有意な変化は認めなかった。従っ
て、sEPSCの増加は、プルキンエ細胞の興奮性シナプス前細胞の発火頻度の上昇に起因すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the neural pathophysiology underlying central vertigo induced by 
transient ischemia, such as is observed in vertebrobasilar insufficiency, we focused on the 
excitatory circuits in the rat cerebellum. In our study, we investigated the effects of 
oxygen-glucose deprivation (OGD) on sEPSCs in Purkinje cells in vestibulo-cerebellar lobules IX and 
X.  sEPSCs in Purkinje cells in lobules IX and X showed marked enhancement of frequency during the 
short term treatment of oxygen-glucose deprivation.  On the other hand, OGD-induced enhancement of 
sEPSC was small in other control lobules IV-VI. Furthermore, the complete blockade of OGD-induced 
enhancement of sEPSCs by TTX indicates that this effect depend on spontaneous firings of presynaptic
 neurons. These results suggest that Purkinje cells in lobules IX and X are richer in the 
fundamental excitatory inputs than those in other vermal lobules, which results in high sensitivity 
to ischemic insults in vestibule-cerebellum.

研究分野：神経耳科
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１．研究開始当初の背景 
臨床的には、高齢者において頻発するめま
い発作のうち、中枢性めまい所見を呈する
が MRI 画像上脳梗塞像が確認できない症
例に対し、しばしば椎骨脳底動脈循環不全
症と診断される。この椎骨脳底動脈循環不
全症は、一過性脳血流減少による梗塞を伴
わない脳神経の代謝障害と定義されている
(Cliodna, Mahoney, Luxon, Causes of balance 
disorders. In: Adult Audiology. Scott-Brown’s 
Otolaryngology 6th edition, edited by Stephens. 
1997)。椎骨脳底動脈循環系は、末梢迷路、
第 VIII脳神経、脳幹（小脳、後頭葉を含む）
などに血流を供給しているため、椎骨脳底
動脈系循環不全では、第 VIII脳神経や末梢
器（迷路）に起因するさまざまな機能障害
が理論上生じうるが、実際には、中枢性眼
振のみが観察される症例が大多数である。
このことから椎骨脳底動脈系における虚血
性機能障害は前庭系で生じ易いとされ、原
因として前庭神経核を含む前庭中枢系が他
領域の神経系に比べ虚血に対する脆弱性を
持つことが想定されている (Caplan, 
Pathology of vascular brain stem diseases. In: 
Vascular Brain Stem Disease, edited by 
Hofferberth, Brune, Sitzer, Weger. pp.25-36, 
1990)。以上は、椎骨脳底動脈循環不全症に
おけるめまい発作の病態生理として広く受
け入れられている。にもかかわらず、前庭
に関する中枢神経系において虚血に対する
脆弱性を証明した生理学的知見は、未だ示
されていない。 
 
２．研究の目的 
前庭小脳の各神経細胞において一過性
脳虚血により生じる機能障害を電気生理
学的手法用いて検出する。前庭神経核―
前庭小脳の興奮性回路に関して、前庭神
経核からの入力は前庭小脳の顆粒細胞
(granule cell)に入力する。これに加え、前
庭 小 脳 領 域 の 顆 粒 細 胞 層 に は
UBC(Unipolar Brush Cell)と呼ばれる興奮
性介在ニューロンが存在し、前庭入力を
増強する特殊な局所回路が存在する。こ
れらの顆粒細胞層において修飾をうけた
前庭系情報は、平行線維を介して小脳皮
質唯一の出力細胞であるプルキンエ細胞
(Purkinje cell)へ集約、伝達され、さらに
修飾を受けて再び前庭小脳に feed backさ
れる。 
具体的な研究としては、まず、スライ
スパッチクランプ法にてプルキンエ細胞
を膜電位固定し、低酸素低グルコース 
(OGD)刺激を与え、これにより生じる興
奮性膜電位変化を観察する。虚血性変化
発生までの時間経過、生理的条件下に戻
した際の膜電位や発火特性変化など、
OGD刺激による影響が、どのように、ど
の程度持続するのかを調べる。 
次に、顆粒細胞および UBCを電流固定

し、OGD刺激による自発発火の変化を確
認する。顆粒細胞や UBCは膜電位固定に
関して whole-cell 記録における電気的条
件がよく、確認された発火特性の変化を
膜電位依存性イオンチャネルのレベルで
解析が可能である。従って、ここでは薬
理学的手法に工夫を凝らし、同定したイ
オンチャネルの抑制または活性化の変化
を OGD 刺激と同様に実験的に誘導し、
OGD 刺激を薬理学的に再現することを
試みる。  
 最後に、前庭小脳領域に特異的に存在す
る UBC に関して、局所回路における存在
意義を検討するため、前庭小脳以外の小脳
皮質において同様のOGD刺激実験を行い、
得られた結果をこれまでの前庭小脳系にお
けるデータと比較する。プルキンエ細胞に
おける前庭小脳特異的な反応と、前庭小脳
特異的に存在する UBC の特性に何らかの
関係性が見いだせれば、虚血に対する脆弱
性が前庭小脳領域に特異的に現れるメカニ
ズムについてさらに詳しく考察できる。 
 
３．研究の方法 
ラット小脳脳幹急性スライスを作成し、パ
ッチクランプ法を用いて前庭小脳領域の神
経細胞から電気記録を行う。最初は興奮性
神経回路に注目し、GABA blocker存在下に
実験する。一過性虚血刺激として無酸素無
グルコース  (Oxygen-Glucose Deprivation; 
OGD)の細胞外液を還流させる。まず、小脳
皮質顆粒細胞から入力が集中するプルキン
エ細胞において、興奮性シナプス後電流
(EPSC)を記録し、その変化を記録する。
OGD による sEPSC の変化では、一過性障
害の起こる実験条件を決定する。sEPSCは
シナプス前細胞の顆粒細胞の自発発火に依
存するため、次に顆粒細胞層の顆粒細胞お
よび UBC(Unipolar Brush cell)を対象に電気
記録を行う。先に実験的に確立した OGD
刺激条件で、それらの神経細胞の発火特性
の変化を見出し、局所回路における障害機
序を明らかにする。さらにそれぞれの神経
細胞においてイオンチャネルレベルでその
メカニズムを解明する。 
 
 
４．研究成果 
スライスパッチクランプ法を用いて小脳プ
ルキンエ細胞を-70mVに膜電位固定し、自発
性 興 奮 性 シ ナ プ ス 後 電 流 (spontaneous 
excitatory postsynaptic current: sEPSC)を記録
した。プルキンエ細胞における抑制性入力を
抑制するため GABA チャネルブロッカーを
常時使用した。sEPSC は短時間の OGD 刺激
により顕著な増加を示し、細胞外液を生理的
な外液に変更すると、ほぼベースラインの状
態に回復した(Fig1 A,B)。このことから、ODG
外液還流により sEPSC は顕著に増加するが、
これは一過性で可逆性の変化であることが



分かった。また、この sEPSCの増強は、発火
頻度と振幅の有意な増加が観察された(Fig1 
C)。 
 

Fig 1 無酸素無グルコース外液還流による前
庭小脳プルキンエ細胞の興奮性電流の増加 
 
 この OGDによる sEPSCの増加は、AMPA
型グルタミン酸受容体拮抗薬である NBQX
で抑制され、NMDA型グルタミン酸拮抗薬で
は抑制されなかった。また、ナトリウムチャ
ネル拮抗薬の TTX にて完全に抑制されるこ
とから、活動電位に依存したシナプス前の興
奮性神経細胞の発火による現象であるこち
が分かった（Fig2）。 

Fig2 sEPSCの薬理学的特徴 
 
次に、この OGD 刺激による反応が、前庭
小脳特異的であるのか、あるいは小脳全体の
共通した現象であるのかを調べるため、前庭
小脳以外の小脳領域で同様の実験を行った。
前庭小脳以外のプルキンエ細胞における
sEPSCは、OGD刺激で若干の頻度の上昇を認
めたが、前庭小脳領域の反応に比べ有意に小
さかった（Fig3）。 

 

Fig3 前庭小脳以外の小脳領域との比較 
 
 最後に、前庭小脳と、その他の小脳領域に
おいて、生理条件下での興奮性に違があるか
を調べた。 
 結果、前庭小脳領域の sEPSC は振幅、頻度
伴に、他の小脳領域より大きく、ベースとな
る興奮性が高いことが分かった（Fig4） 

Fig4 生理的条件下の sEPSCの比較 
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