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研究成果の概要（和文）：三叉神経運動核の上方には、咀嚼運動制御に関わる三叉神経上核と自律神経系の入力
を受ける結合腕傍核が存在し、さらに自律神経系の発生に関わる転写因子Phox2bを持つニューロンが多数存在す
る。そこで本研究は、Phox2b陽性ニューロンの性質を調べた。その結果、Phox2b陽性ニューロンは、グルタミン
酸作動性で、発火頻度が低かったが、Phox2b陰性ニューロンはGABAかグリシン作動性で、発火頻度が高かった。
また、両者の約半数は出力を三叉神経運動核に送った。以上からPhox2b陽性と陰性ニューロンは正反対の性質を
持ち、自律神経系の入力を受けて咀嚼運動の制御に関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The supratrigeminal nucleus and the parabrachial nucleus are located dorsal 
to the trigeminal motor nucleus (RdV). The former is related to controlling jaw movements and the 
latter receives autonomic inputs. Furthermore, PHOX2B is essential for autonomic nervous system 
development and the neurons expressing Phox2b (Phox2b+ neurons) are abundantly found in the RdV. In 
this study, we examined the properties of Phox2b+ neurons located in the RdV. Phox2b+ neurons were 
glutamatergic, whereas Phox2b-negative (Phox2b-) neurons are GABAergic and glycinergic. Phox2b+ 
neurons showed low-frequency firing, while Phox2b- neurons exhibited high-frequency firing. About 
half of the Phox2b+ and Phox2b- neurons send their axons to the trigeminal motor nucleus. These 
results suggest that Phox2b+ neurons have clearly different properties from Phox2b- neurons and 
might play important roles in feeding-related functions under the crosstalk control between motor 
and autonomic systems.

研究分野：吸啜、咀嚼、嚥下を中心とした摂食行動の神経生理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自律機能と運動機能は、それぞれ生体の恒常性のための重要な機能の一つであり、本来、密接に関わって働いて
いると考えられる。自律神経系の機能はこれまで詳細に研究されてきたが、運動機能の制御系とのインタラクシ
ョンの観点でなされたものは極めて少ない。本研究は、咀嚼運動の遂行に関わる三叉神経上核から自律機能に関
わる結合腕傍核にわたって存在するPhox2b陽性ニューロンに着目して、自律神経系と咀嚼の運動機能のクロスト
ークの解明を試みるものである。本研究結果は、自律神経系と運動機能の相互作用という新たな学問領域を切り
開く可能性を有し、その端緒としての意義は大きいと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

三叉神経上核は、三叉神経運動核の上方に位置し、摂食行動の調節に関わる大脳皮質、扁
桃体、視床下部からの入力を受ける。さらに歯根膜受容器や咀嚼筋筋紡錘からの感覚情報が
豊富に入力し、咀嚼運動のコントロールに重要な役割りを果たすと考えられる。 
結合腕傍核は、三叉神経上核の上方に位置し、扁桃体や視床下部からの入力を受けるとと
もに孤束核を介する味覚や内臓感覚、痛みの情報も入力する。結合腕傍核が活性化すると悪
心や食欲不振を起こし、摂食行動が抑制される。したがって、三叉神経運動核の上方の狭い
領域に咀嚼運動を遂行する神経回路と自律神経系の入力を受けて摂食行動を抑制する神経回
路の両方が存在する。両神経回路機能のクロストークにより咀嚼運動の on-off が制御されて
いる可能性がある。 
Phox2b は自律神経中枢の発生に関与する転写因子の
一つであり、三叉神経上核から結合腕傍核に至る領域に
も多数存在する。予備実験の結果から、この部位の
Phox2b 陽性ニューロンは、同じ領域の Phox2b 陰性ニュ
ーロンと比べてスパイク発射頻度が低いことなど、全く
異なった性質を持つことが分かった。したがって、この
部位の Phox2b 陽性ニューロンが何らかの特異的な機能
を有し、自律機能と咀嚼の運動機能のクロストークに重
要な役割を果たしている可能性がある。 

 
２．研究の目的 

本研究は、Phox2b 陽性ニューロンと Phox2b 陰性ニューロンについて、(1) 発現する神経伝
達物質、(2) 電気生理学的および形態的特性、(3) 摂食行動の制御に関わる生理活性物質の
オレキシン投与に対する応答も差異があるかどうかを確かめた。さらに、(4)光照射による
ChR2の活性化を起こすことでPhox2b陽性ニューロンを強制的に活動させ、その影響を調べた。
以上の実験から咀嚼運動と自律系のクロストークについて解析を行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) Phox2b 陽性ニューロンと Phox2b 陰性ニューロンに発現する神経伝達物質 

連携研究者の Ikeda らが開発した Phox2b 陽性ニューロンに EYFP を発現する遺伝子改変ラ
ット（Ikeda et al. PloS one 10:e0132475, 2015）を 4 匹（生後 3 から 5 日齢）を用いた。
イソフルランの深麻酔後 4%パラホルムアルデヒドで潅流固定、浸漬固定を行い、凍結ミクロ
トームにて厚さ 16-20 μm の連続切片を作成した。Vglut2, GAD65/67, Glyt2 mRNA プローブ
を用いて in situ ハイブリダイゼーションを行い、Phox2b 陽性および Phox2b 陰性ニューロン
の神経伝達物質表現型を検索した。シグナルはアルカリフォスファターゼを結合させた抗ジ
ゴキシゲニン抗体によって可視化した。 

(2) Phox2b 陽性ニューロンと Phox2b 陰性ニューロンの電気生理学的および形態的特性 

上記の Phox2b 陽性ニューロンに EYFP を発現する遺伝子改変ラットを 103 匹（生後２から
７日齢）用いた。イソフルランの深麻酔後断頭して脳幹を摘出し、三叉神経運動核、三叉神
経上核、結合腕傍核を含む厚さ 400μm の前頭断スライス標本をビブラトームを用いて作成し
た。標本は 34℃に 1 時間保持した後に室温に戻し、傾向装置付きで正立の近赤外光微分干渉
顕微鏡に設置した記録チャンバーに移し、蛍光観察下で Phox2b 陽性ニューロンを同定し、
Multiclamp 700B 増幅器を用いてホールセルパッチクランプ記録を行った。 

(3) 摂食行動の制御に関わる生理活性物質のオレキシン投与に対する応答 

実験(2)と同様の方法で Phox2b 陽性ニューロンと Phox2b 陰性ニューロンからそれぞれホー
ルセルパッチクランプ記録を行い、200 nM のオレキシン Aおよび 200 nM のオレキシン Bを灌
流投与した。 

(4) Phox2b 陽性ニューロンの光刺激による活性化の影響 

Phox2b 陽性ニューロンに光感受性蛋白質のチャネルロドプシン 2 (ChR2)を発現させたラッ
トを用い、三叉神経上核に光刺激を行い、同部の Phox2b 陽性ニューロンを活性化させた。 
 
４．研究成果 

(1) Phox2b 陽性ニューロンと Phox2b 陰性ニューロンに発現する神経伝達物質 

Vglut1, Vglut2, GAD65/67, あるいは Glyt2 のプローブを用いて mRNA の発現を in situ ハ
イブリダイゼーション法で検索した。その結果、ほとんどすべての Phox2b 陽性ニューロンに

Phox2b ニューロンによる咀嚼運動と自
律神経系のクロストークの仮説 



Vglut2 mRNA が発現していたが、 GAD65/67 や Glyt2 の mRNA は見られなかった。一方、Phox2b
陰性ニューロンでは、GAD65/67や Glyt2の mRNAを発現しているものが多くみられたが、Vglut2 
mRNA を発現しているものは少なかった。以上の結果から、Phox2b 陽性ニューロンのほとんど
はグルタミン酸性の興奮性ニューロンであるのに対し、Phox2b 陰性ニューロンのほとんどは、
GABA あるいはグリシン性の抑制性ニューロンであることが明らかとなった。 

(2) Phox2b 陽性ニューロンと Phox2b 陰性ニューロンの電気生理学的および形態的特性 

ホールセルパッチクランプ法にてスパイク発射特性を解析した結果、Phox2b 陽性ニューロ
ンは以下の性質を有していた: ① 85.7％(48/56)のニューロンで 1 秒間の脱分極パルス通電
で連続スパイク発射を起こした時の後半 0.5 秒間の平均スパイク発射頻度は 33 Hz を越えな
かった（LF タイプ）、② 1 個を除くすべてで（55/56）自発発射が無く、③ 43％で脱分極に
よって不規則なスパイク発射が誘発され、約 30％でリズミカルなバースト発射が観察された。
これに対して Phox2b 陰性ニューロンでは、① 83.3％(35/42)のニューロンで、1 秒間の脱分
極パルス通電の後半 0.5 秒間の平均スパイク発射頻度は 33 Hz を越え（HF タイプ）、② 74％
(31/42)のニューロンに自発発射があり、③ 82％(22/27)のニューロンは、脱分極により規則
的な連続スパイク発射が誘発された。これら①、②、③の特性は、Phox2b 陽性ニューロンと
Phox2b 陰性ニューロンの間で有意の差が認められた。また、受動的な電気生理学的特性につ
いては、LF タイプの Phox2b 陽性ニューロンは HF タイプの Phox2b 陰性ニューロンに比べて、
静止膜電位は有意に深く、入力抵抗が有意に小さく、閾膜電は有意に浅く、活動電位の持続
時間は有意に長く、スパイク袷過分極電位の持続時間と振幅が有意に小さかった。また、持
続的なスパイク発射の発現に寄与する持続性 Na+電流の電流密度は、Phox2b 陽性ニューロンは
Phox2b 陰性ニューロンより有意に小さかった。また、三叉神経中脳路核の電気刺激に応答す
るニューロンの割合は、Phox2b 陰性ニューロンに比べて Phox2b 陽性ニューロンで有意に小さ
かった。 
バイオサイチンをパッチ電極封入することで、パッチクランプ記録中に記録した細胞にバ
イオサイチンを拡散させ、記録終了後、HRP にて記録した細胞を可視化した。その結果、42％
(5/12)の Phox2b 陽性ニューロンと 60％(6/10)の Phox2b 陰性ニューロンの軸索が三叉神経運
動核に投射していることが確認された。 

(3) Phox2b 陽性ニューロンと Phox2b 陰性ニューロンのオレキシン投与に対する応答 

実験(2)と同様の方法で Phox2b 陽性ニューロンからホールセルパッチクランプ記録を行い、
200 nM のオレキシン Aおよび 200 nM のオレキシン Bを灌流投与すると、それぞれ 18 個中 15
個と 8個中 7個のニューロンで約 13 mV の脱分極が起き、活動電位が誘発された。一方、Phox2b
陰性ニューロンでは、200 nM のオレキシン Aおよび 200 nM のオレキシン Bの投与で、それぞ
れ 12 個中 3個と 6個中 3個のニューロンで脱分極が起こるのみであった(右図)。 

(4) Phox2b 陽性ニューロンの光刺激による活性化の影響 

三叉神経上核の上方に光照射のためのプローブを慢性的に設置した Phox2b 陽性ニューロン
に ChR2 を発現させたラットを用い、光刺激を行うと、2 匹中 2 匹のラットで咀嚼様の顎運動
が誘発された。 
 
以上 4つの実験結果から、三叉神経上核と結合腕傍核の間には、グルタミン酸作動性で、発
火頻度の低い Phox2b 陽性ニューロンが存在し、その活性化によって咀嚼様顎運動が誘発される
可能性が示唆された。一方、同部位には GABA あるいはグリシン作動性で、高頻度発火する能力
を持ち、三叉神経運動ニューロンを抑制する Phox2b 陰性ニューロンが混在することが明らかと
なった。したがって Phox2b 陽性と陰性ニューロンは正反対の性質を持ち、自律神経系の入力を
受けて咀嚼運動の制御に関わる可能性が示唆された。 
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