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研究成果の概要（和文）： 
 我々はこれまでに、個体発生過程の中枢神経系において、中枢神経系全体に広がる脱分極波

が自発性に引き起こされることを見いだしてきた。本研究では、膜電位の光学的イメージング

法を発生過程の鶏胚中枢神経系に適用して、その起源について解析を行った。その結果、自発

性脱分極波はまず上部頸髄/下部延髄の限られた領域から発生し、個体発生が進むに従って、そ
の起源が脊髄全体に広がっていくことを見いだした。このことから、神経の興奮性の時空間的

違いが、脱分極波発現の背景にあることを示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Spontaneous correlated neuronal activity during early development spreads like a wave by recruiting 
a large number of neurons and is considered to play a fundamental role in neural development.  One 
important and yet unresolved question is where the activity originates, especially at the earliest stage of 
wave expression.  In other words, which part of the brain differentiates first as a source of the 
correlated activity, and how does it change as development proceeds.  We assessed this issue by 
examining the spatiotemporal patterns of the depolarization wave, the optically-identified primordial 
correlated activity, using the optical imaging technique with voltage-sensitive dyes.  We surveyed the 
region responsible for the induction of the evoked and spontaneous depolarization waves in chick 
embryos and traced its developmental changes.  The results showed that the wave initially originated in 
a restricted area near the obex and was generated by multiple regions at later stages.  We suggest that 
the upper cervical cord/lower medulla near the obex is the kernel which differentiates first as the source 
of the correlated activity, and that regional and temporal differences in neuronal excitability might 
underlie the developmental profile of wave generation in early chick embryos. 
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１．研究開始当初の背景 

 個体発生の過程において、中枢神経系を構

成するニューロン群が神経回路網を形成し

ていくプロセスは、神経系の機能的構築を理

解する上で、最も基本的な問題点の一つであ

る。脊髄は、中枢神経系の中では比較的単純

な細胞構築からなるが、機能的には、脊髄神

経を介する入力と上位中枢からの入力、さら

に central pattern generator (CPG)と呼ば

れる脊髄内在歩行リズム中枢からの自発興

奮が、複雑に絡み合い・統合されている極め

て高度な機能構造体である。この脊髄の機能

形成過程について、これまでの研究は、後根

や延髄を刺激したときの応答、あるいは自発

興奮活動を、前根からの集合電位（または電

流）として記録する方法が主流で、脊髄内で

のニューロン活動パターンそのものについ

ては、通常black boxのまま議論されてきた。

これは、発生初期の脊髄を構成する神経細胞

が小さく脆弱で、微小電極を適用することが

困難であるばかりでなく、従来の電気生理学

的測定法では、標本内の多数領域からニュー

ロン応答を同時記録しその機能マッピング

を行うことが不可能であったことが原因と

考えられる。 

 我々は、脳幹の機能的構築・形成過程を明

らかにする目的で、膜電位感受性色素を用い

たニューロン活動の光学的イメージング法

を発生初期胚に適用し、脳神経刺激に対する

脳幹内での応答あるいは自発興奮活動につ

いて、三次元的機能構築という観点から解析

を行ってきた。この光学的イメージング法は、

未分化で脆弱なニューロンの電位活動を非

侵襲的に多数領域から同時記録し、その機能

マッピング／機能イメージングを行えると

いう他の測定法にはない利点を有している。

これまでに、鶏胚、ラット胎仔の脳幹摘出標

本を用いて、自律感覚系入力（舌咽神経、迷

走神経）、体性感覚系入力（嗅神経、視神経、

三叉神経、内耳神経）に関して、一時中継核

や 二 次 中 継 核 を 同 定 し 、 そ れ ら の

developmental な機能形成過程を明らかに

してきた。脊髄に関しては、鶏胚の脊髄スラ

イス標本を用いて、脊髄神経刺激によって脊

髄内に誘発される光学応答を測定し、その興

奮伝搬パターンをイメージング化してシナ

プス応答の機能発生過程を解析することに

成功している。 

２．研究の目的 

 本研究は、このような神経系機能発生に関

する我々の実績と、光学的測定における新し

い技術開発を背景に、発生過程に伴う脊髄内

神経回路網の機能形成過程を明らかにする

とともに、種による相違点を解明する目的で

計画された。本研究では、膜電位感受性色素

を用いて、脊髄神経・上位中枢などからの複

数の入力、出力パターンが、個体発生ととも

にどのように形成されていくのかを明らか

にする。さらに、CPG の自発活動のマッピン

グを同時に行い、刺激によって誘発されるニ

ューロン活動と、自発興奮によって生じるニ

ューロン活動との相互作用について、中枢神

経系内における情報処理という観点から、そ

の発達のプロセスを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
①実験材料 

 孵卵 3.5 日~8 日の鶏胚を用いた。まず、

麻酔下に鶏胚を取り出し、実体顕微鏡下で脳

幹̶脊髄インタクト標本を作製した。 

②光学計測 

a）膜電位イメージングシステム：測定には、

我々の研究室で独自に作成した、光学的

1020 チャネル同時測定システムを用い、脳

幹内の 1020 ヶ所の領域からニューロン電位

活動を光学的変化として同時記録した。 

b）膜電位感受性色素による染色法：標本を

膜電位感受性色素 0.1-0.2mg/ml を含むリン

ゲル液に約 5-20 分間浸し染色した。膜電位

感受性色素としては、メロシアニン・ローダ

ニン系の NK2761 を用いた。我々はこれまで

の経験から、この NK2761 が embryo の神経系

では ①刺激に対する反応が大きく、②褪色

が少なく、しかも、③毒性が少ないことを確

認している (Momose-Sato et al.: J. Memb. 
Biol. 144, 1995)。 

 
 

４．研究成果 

(1) 中枢神経系の電気刺激による脱分極波

の誘発 

 これまでの我々の研究から、発生期の中枢

神経系を直接電気刺激すると、中枢神経系全



 

 

体に脱分極波が誘発されることが分かっ

ている。図１は、H-H stage25（孵卵 4.5

日）及び 27（孵卵 5.5 日）の記録例である。 

(図１)電気刺激による脱分極波の誘発 

 図１において、Stage27 では三叉神経の

レベルから腰髄のレベルまで、どこを刺激

しても脱分極波が誘発されたのに対して、

Stage25 では、頸髄のレベルを刺激したと

きにだけ脱分極波が誘発された。 

 

(2) 中枢神経系の電気刺激により誘発さ

れる脱分極波の起源との個体発生に伴う

変化 

 次に、各発生段階の鶏胚脳幹̶脊髄イン

タクト標本を作製し、各部位を刺激したとき

に脱分極波が誘発されるかを調べた（図２）。 

（図２）誘発性脱分極波の個体発生に伴う変化 

 図２から、①誘発性脱分極波は、Stage24

の発生段階から記録されること、②Stage24

及び 25 では、脱分極波は obex から上部頸髄

を刺激したときにだけ誘発され、その拡がり

は、下部延髄から上部頸髄に限られること、

③個体発生が進むに従って、脱分極波の拡が

りは中枢神経系全体に拡がり、どこを刺激し

ても誘発されるようになること、が明らかと

なった。 

 

(3) 自発性脱分極波の起源と個体発生に伴

う変化 

 これまでの我々の研究から、脱分極波は電

気刺激によって誘発されるだけでなく、自発

性にも起こることが分かっている。そこで、

自発性脱分極波の起源がどこにあるのか、そ

れは個体発生に伴い変化するのかを調べた。

図３は自発性脱分極波の膜電位イメージン

グの例である。 

(図３)自発性脱分極波の膜電位イメージング 



 

 

 図３において、自発性脱分極波の起源は、

個体発生に伴って変化することが分かる。

そこで、Stage24 から 33 までの発生段階に

おいて、自発性脱分極波の起源を模式図に

まとめた（図４）。 

(図４)自発性脱分極波の起源の個体発生に伴う変化 

 この図から、①自発性脱分極波は

Stage24 から観察され、その起源は obex か

ら上部頸髄のレベルに発生すること、②発

生が進むに従って、脱分極波の起源は脊髄

全体に広がっていくこと、が明らかとなっ

た。 

 以上の誘発性及び自発性脱分極波の拡

がりと起源の結果から、神経の興奮性の時

空間的違いが、脱分極波発現の背景にある

ことを示唆された。 
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