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研究成果の概要（和文）：ラット脳幹スライス切片において前庭神経核神経細胞をホールセルパ

ッチクランプし、－70 mV および＋30 mV の膜電位固定下に、自発性興奮性シナプス後電流

(sEPSC)および自発性抑制性シナプス後電流(sIPSC)を記録した。薬理学的にそれぞれグルタミ

ン酸作動性、および GABA 作動性入力であることが分かった。次に興奮性入力に focus を当て、

無酸素無グルコース細胞外液の還流により虚血刺激を行った。結果、sEPSC の有意な変化は観

察できなかった。このことから、脳幹スライスにおける前庭神経核神経細胞の興奮性入力は、

虚血性刺激に対して大きな感受性は示さないと考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：We tested spontaneous EPSCs (sEPSCs) and spontaneous IPSCs (sIPSCs) 
in neurons in the vestibular nucleus in rat acute slices of brainstem using whole-cell 
patch-clamp recording.  sEPSCs and sIPSCs were recorded at -70 mV and +30 mV of 
voltage-clamped membrane potentials, respectively.  Pharmacological experiments have 
shown that sEPSCs and sIPSCs are mediated by glutamatergic and GABAergic inputs, 
respectively.  Next, we applied Oxygen-Glucose deprivated external solution to mimic the 
ischemic insult.  However, we did not detect any clear effects on sEPSCs in the vestibular 
neurons during ischemic stimulation. 
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１．研究開始当初の背景 
虚血性脳障害の約 20%は椎骨脳底動脈領域で
発生すると考えられている。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。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。椎骨脳底動脈循環系は、末梢迷路、
第 8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
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系循環不全では、第 8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、中枢性めまいのみが観
察される症例が大多数である。これは、椎骨
脳底動脈系における虚血性機能障害が前庭
神経核で生じ易い事を示唆しており、原因と
して。前庭神経核領域が脳幹において広範囲
であること、および前庭神経核神経細胞が他
領域の神経細胞に比べ虚血に対する脆弱性
を持つことが考えられている。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一方、
前庭神経細胞の虚血に対する脆弱性を示す
生理学的根拠は、未だ明確には示されていな
い。従って、本研究では、一過性虚血を実験
的に再現し、それに伴う前庭神経細胞の興奮
性変化を電気生理学的に解析することで、前
庭神経細胞の虚血に対する脆弱性を直接的
に証明し、そのメカニズムを明らかにするこ
とを目的とする。さらに、前庭神経核神経細
胞において、虚血時の膜電位変化に伴う発火
特性の変化も検出し、前庭系神経回路におけ
る具体的な機能障害を考察する。虚血性神経
機能障害の細胞レベルでのメカニズムの解
明は、予防を含めた新たなめまい治療法の確
立にも有効である。 
 
２．研究の目的 
前庭神経核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
用いて検出し、その脆弱性を証明する。具体
的には、スライスパッチクランプ法にて前庭
神経核神経細胞を膜電位固定また電流固定
し、その時に記録される自発性興奮性シナプ
ス後電流(sEPSC)および自発性抑制性シナプ
ス後電流(sIPSC)を観察する。次に、低酸素
低 グ ル コ ー ス  (Oxygen-Glucose 
Deprivation; OGD)刺激を与え、これにより
生じる sEPSC および sIPSC の変化を観察する。
障害発生までの時間経過、生理的条件下に戻
した後の機能回復までに要する時間等を検
討し、他の神経領域においてこれまで示され
てきた虚血に対する反応と比較することで、
前庭神経核神経細胞における一過性脳虚血
に対する脆弱性を示す。同時に、虚血性に誘
導された膜電位変化が、前庭神経核神経細胞
の発火特性に与える影響を調べ、虚血時の前
庭神経核機能障害が前庭系回路をに与える
影響を考察し、めまい発作の病態生理と結び
つける。 
 
３．研究の方法 
生後 14～21 日齢ラットを使用し、脳幹スラ
イス切片を作成、スライス上の前庭神経核神
経細胞にホールセルパッチクランプし、－70 
mV の膜電位固定下に、自発性興奮性シナプス
後電流(sEPSC)および自発性抑制性シナプス

後電流(sIPSC)を記録した。それぞれ、 
amplitude および frequency を算出し、定量
的に解析した。 
次に、無酸素無グルコース細胞外液

(Oxygen-Glucose Deprivation: OGD)を記録
脳幹スライス周囲に還流させることにより
虚血刺激を行った。このときの sEPSC の変化
について Amplitude と frequency の平均値に
ついて評価を行い、虚血性刺激に対する変化
を調べた。 
 
４．研究成果 
まず、前庭神経核神経細胞をパッチクランプ
し－70 mV の膜電位固定下に記録される、自
発性興奮性シナプス後電流(sEPSC)および自
発性抑制性シナプス後電流(sIPSC)を観察し
た。sEPSC はキヌレイン酸で完全に抑制した
(Fig1)。また、sIPSC はピクロトキシンで完
全に抑制した（Fig2）.このことから、薬理
学的にそれぞれグルタミン酸作動性、および
GABA 作動性入力であることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig１ sEPSC in Vestibular neuron 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig2 sIPSC in Veatibular neuron 
 
sEPSC に つ い て 個 々 の inert-event 
interval,  
Amplitude を算出し、定量化した。同様の 
解析を sIPSC についても行った(Fig3)。 
Fig3 で示されたような両者を定量化した比
較では、sIPSC の方が sEPSC より frequency
および Amplitudeどちらも大きい値で分布し
ていた。 
そこで、今度は Amplitude と frequency の

平均値で比較すると、Fig4 の如く違いがさら
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に明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig3 Cumulative probability of 
inter-event interval and Amplitude of 
sEPSCs and sIPSCs in Vestibular neurons 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig4 平均 Amplitude と平均 frequency の比
較 
  
以上の実験結果からから、脳幹スライス切片

上では、抑制性局所回路が興奮性回路に比べ
て有意に温存されていることが示唆された。 
 次に、ピクロトキシン投与にて興奮性回路
に絞り、虚血性変化を sEPSC の変化で観察し
た。虚血刺激として OGD 細胞外液の還流を行
った。 
 3分から5分の短時間のOGD刺激では有意な
sEPSC の発生頻度や振幅の変化は観察されな
かった(Fig5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このことから、前庭神経核の興奮性局所回
路において短時間の虚血性刺激は神経細胞
の発火頻度の変化に起因した大きな興奮性
変化は来さないと考えられた。 
過去の研究では、前庭神経核神経細胞にお

けるsEPSCとsIPSCのamplitudeとfrequency
に関して、−60 mV の膜電位固定でそれぞれ、
13.9 ± 1.9 pA, 1.5 ± 0.4 Hz, 18.1 ± 2.0 
pA, 4.3 ± 0.9 Hz とした報告がある(Chun SW 
et al., 2003)。本実験で得られた値は、sEPSC
と sIPSC の amplitude と frequency のそれぞ
れは、15.9±0.6 pA, 3.1±0.4 Hz, 39.2±0.6 
pA, 15.0±2.3 Hz であった。Amplitude、
frequency 共に本実験結果の方がやや大きい
値を示したが、これはスライス切片を含めた
コンディションの違いによる可能性が考え
られる。一方、sEPSC に対して sIPSC がかな
り high frequency であるという傾向は同様
であった。このことは、スライス切片におけ
る前庭神経核の神経細胞では、抑制性入力が
優位であることを示唆している。実際、これ
までの前庭神経核に関する研究でも、対側の
前 庭 神 経 核 か ら 興 奮 性 入 力 を 受 け る
interneuron が前庭神経核の神経細胞近傍に
存在し、その intrinsic な興奮性に関して高
度に抑制性制御されているが示されている
（Shimazu H, Precht W., 1966）。一方、前
庭神経核に直接入力する興奮性線維は、末梢
前庭器からの一次入力を含め比較的遠方か
らの投射が多い（内野 2002）。そのため、本
実験のようなスライス切片上では、興奮性入
力はその軸索で切断されている、言い換えれ
ば、シナプス前細胞の細胞体は同一スライス
上に存在していない可能性が高く、これによ
って sEPSCがあまり観察されないと考察でき
る。 
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 以上の結果から、前庭神経核を含む脳幹ス
ライス切片では抑制性の局所回路は比較的
温存されており、特に対側抑制を中心とした
前庭神経核の興奮性制御に関する研究では、
脳幹スライス切片は非常に有用なツールと
なりえると考えられた。 
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