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研究成果の概要（和文）：個体発生過程において、中枢神経系の神経回路網が形成されるプロセスは、神経系の機能的
構築を理解する上で、重要な問題である。我々は、膜電位の光学的イメージング法をマウス胎仔の脳幹―脊髄標本に適
用し、大脳から脊髄にいたる中枢神経系に広範に伝播する脱分極波が自発性に起こることを見いだした。この自発性脱
分極波は中枢神経系においてリズミカルに出現し、そのペースメーカーの位置および数が個体発生に伴ってダイナミッ
クに変化することが明らかとなった。脱分極波は、中枢神経系のシナプス伝達が開始され、神経回路網が成熟していく
時期に一致して特異的に出現することから、神経回路網形成に重要な役割を果たしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Spontaneous embryonic movements, called embryonic motility, are produced by 
correlated spontaneous activity in the cranial and spinal nerves, which is driven by brainstem and spinal 
networks. Using optical imaging with a voltage-sensitive dye, we have revealed previously in the chick 
and rat embryos that this correlated activity is a widely propagating wave of neural depolarization, 
which we termed the depolarization wave. One important consideration is whether a depolarization wave 
with similar characteristics occurs in other species, especially in different mammals. Here, we provide 
evidence for the existence of the depolarization wave in the mouse embryo by summarizing spatiotemporal 
characteristics and pharmacological natures of the widely propagating wave activity. The findings show 
that a synchronized wave with common characteristics is expressed in different species, suggesting its 
fundamental roles in neural development.

研究分野：神経生理学

キーワード： optical recording　voltage-sensitive dye　brainstem　functiogenesis　depolarization wave　neu
ral circuit formation　embryo　spontaneous activity
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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、最も基本的な問題の一つである。
脳幹は、体性・自律性感覚系、体性・自律性
運動系、さらに循環・呼吸に関連した自発活
動など、生命活動に関わる多くの情報が直接
入・出力し、処理・統合される重要な領域で
ある。これまでの解剖学的・組織学的解析に
より、脳幹内には数多くの神経核が同定され、
それらの間の構造的なつながりもかなり明
らかになってきている。しかしながら、これ
らの神経回路網が、機能的にはどのように形
成され成熟していくのかは、あまり解明され
ていない。脳幹では、末梢からの情報の伝達
回路と、脳幹に内在する自発興奮の伝達回路
とが混在しており、これらは互いに影響をお
よぼし合いながら機能的に形成・調節されて
いることが推察される。中枢神経系では、発
生過程において、シナプス結合はいったん過
形成され、後に refinementされることが知ら
れているが、この過程に自発興奮が重要な役
割を果たしていることが示唆されており、脳
幹内神経回路網の機能形成過程を明らかに
することは、中枢神経系における神経回路網
形成の基本原理を明らかにすることにつな
がると考えられる。 
 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、ラット胚の脳幹
標本、あるいは全脳ー脊髄標本を用いて、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。これまでに得ら
れた成果は、海外学術誌からの依頼により総
説としてまとめられている（Momose-Sato et 
al.: Prog. Neurobiol. 63, 2001; Momose-Sato 
and Sato: Auto. Neurosci. 126-127, 2006; Sato 
and Momose-Sato: Clin. Exp. Pharmacol. 
Physiol. 35, 2008; Glover, Sato and 
Momose-Sato: Dev. Neurobiol. 68, 2008; 
Momose-Sato et al.: Membrane Potential 
Imaging in the Nervous System, 2010; 
Momose-Sato and Sato: Resp. Physiol. 
Neurobiol, 2011, Frontiers Cell. Neurosci., 

2013）。 
 一方その研究過程で、鶏胚中枢神経系にお
いて脳神経・脊髄神経を介した外来性入力、
あるいは中枢神経系内に内在する自発興奮
活動によって、大脳から脊髄にいたる中枢神
経系のほぼ全領域にわたって広範に伝播す
るユニークな脱分極波(depolarization wave)
が誘発され、それに引き続き、Ca waveが引
き起こされることを見いだした。この
depolarization wave は、脳幹において神経核
内のシナプス伝達が開始され、神経回路網が
成熟していく時期に一致して特異的に出現
することから、脳幹回路網形成に重要な役割
を果たしていると考えられる。またこれまで
の研究で、自発性脱分極波が中枢神経系にお
いてリズミカルに出現すること、そのペース
メーカーの位置および数が個体発生に伴っ
てダイナミックに変化することが明らかと
なった（Momose-Sato et al.: Eur. J. Neurosci. 25, 
2007）。さらに、この depolarization waveは、
鶏胚に限ってみられる現象ではなく、ラット
胚やマウス胚においても観察されることが
明らかとなって（Momose-Sato et al.: J. 
Neurophysiol. 94, 2005）、その機能解明に遺伝
子改変動物が使えるなど、これからまさに新
しい展開を迎えるに至っている。 
 
２．研究の目的 
 中枢神経機能の理解の進展のためには、ひ
とつひとつの神経細胞、シナプスの機能の解
明を解明し、中枢神経全体の理解につなげる
ことが不可欠であるが、このようなミクロな
構成要員からの要素還元論的理解に加えて、
神経回路全体を見渡したマクロな観点から
の理解が当研究の目的の１つである。本研究
では、光学的イメージング法を主な手法とし
て、複雑な神経回路網の機能を個体発生学的
側面にそって、比較的単純な系から複雑な系
へ解析を行い、「機能発生・形成」を新たな
観点から解明することを目的としている。具
体的には研究対象を鳥類から哺乳類に広げ、
光学的イメージング法を用い、①脳幹神経回
路網の形成の時空間的ダイナミズムの解明
と、②depolarization waveの神経回路網形成に
おける役割の解明を２つの中心課題として
研究を推進してきた。このうち、本研究では、
主に②に関して集中的に解析を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1)実験材料：哺乳類胚（ラット・マウス）
での解析を中心に、必要に応じて鶏胚を用い
た系に立ち戻り比較を行った。具体的には、
ラット胚（胎生 12〜17 日）およびマウス胚
（胎生 10〜15 日）を主な対象とし、各脳神
経をつけたままの脳幹標本および摘出全脳−
脊髄標本を作成した。 



(2)膜電位感受性色素による染色法：我々が
これまでに行った色素のスクリーニングで、
初期胚神経系の活動を記録するには、親水性
色素 NK2761が最適であることを見いだして
いる。本研究でも、NK2761 を含む溶液中に
標本を浸して、標本全体を染色した。 
(3)生理学的計測：光学的計測には、現有の
光学的 464/1020 チャネル同時測定システム
を用い、脳幹内の 464〜1020 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。集合活動電位の電気生理学的測
定では、脳神経（主に N. X）をガラス吸引電
極で吸引し、集合活動電位を光学的シグナル
と同時計測した。ガラス吸引電極を介して
detect された電気信号は、細胞外記録用増
幅器（Bioelectric Amplifier）を経て、コンピ
ューターに記録した。 
(4)形態学的観察：カーボシアニン系蛍光色
素によるニューロンの標識をおこなった。具
体的には、標本を paraformaldehydeで固定し
た後、各脳神経に DiI等の色素の小結晶を埋
め込むか、色素を含むアルコール溶液をマイ
クロピペットで注入した。数日〜数週間後に
マイクロスライサ−で切片を作製し、蛍光顕
微鏡で検鏡した。 
 
４．研究成果 
 主な研究成果である、マウス胎仔の中枢神
経標本を用いた depolarization wave の解析結
果について報告する。 
（１）広範囲に広がる自発性神経活動の検出 
 広範囲に伝搬する脱分極波が、マウス胎仔
においても自発性に起こるかを、まず集合活
動電位の電気生理学的測定法を用いて検討
した。図 1Aは 12 日目のマウス胎仔から作成
した脳幹脊髄標本において、迷走神経と腰部
脊髄神経からの集合活動電位を同時記録し
た例である。外液のカリウムイオン濃度を
5.0ｍＭにした場合も 3.0ｍＭにした場合に
も、両神経からは同期した神経活動が記録さ
れた。これは、両神経にまたがる広範囲に広
がる神経活動が存在することを示唆してい
る。 
 次に、広範囲に広がる自発性の神経活動が
存在することをさらに確かめるために、光学
的測定法を用いて実験を行った。図 1B およ
び Cは、それぞれ 11 日および 12 日目のマウ
ス胎仔から作成した脳幹−脊髄標本を、吸光
膜電位感受性色素 NK2761（0.2mg/ml）で 10
分間染色し、1020 チャネル同時測定システム
を用いた自発性興奮の記録例である。どちら
の発生段階においても、脳幹から脊髄の広範
囲に広がる自発性の神経活動が記録された。
同様の神経活動は、13 日目のマウス胎仔から
作成した脳幹−脊髄標本においても記録され
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図１】11 および 12 日目のマウス胎仔から
作成した脳幹−脊髄標本において、広範囲に
記録された自発性神経活動の測定例。A では
電気生理学的測定法、B では光学的測定法を
用いた。 
 
（２）自発性神経活動の伝搬 
 広範囲に記録された自発性の神経活動の
伝搬パターンをみるために、光学シグナルの
大きさをコンピュータで計測し、疑似カラー
表示した。図 2は胎仔 13日目のマウス脳幹−
脊髄標本において記録された自発性神経活
動を疑似カラー表示した例である。シグナル
の大きさの大きい領域を赤色、小さい領域を
青色で示した。 
 この図から、広範囲に記録された自発性の
神経活動は、大脳、小脳から脳幹、脊髄に至
る中枢神経系全体で観察され、全領域が一度
に同時に活動し始めるのではなく、ある領域
から始まって中枢神経系全体に伝搬してい
くことが明らかとなった。同様の現象は、胎
仔 11 および 12 日目のマウス脳幹−脊髄標本
においても観察された。このことから、マウ
ス胎仔の脳幹−脊髄標本で広範囲に記録され
た自発性の神経活動は、伝搬性であることが
示された。我々は、これを spontaneous 
depolarization waveと名付けた。 
（３）自発性神経活動の起源の同定 
 次に、spontaneous depolarization waveの起
源の同定を行った。図３は胎仔 12 日目のマ
ウス脳幹−脊髄標本において記録された自発
性神経活動を疑似カラー表示し、その伝搬パ
ターンを時系列で示した図である。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図２】胎仔 13日目のマウス脳幹−脊髄標本
において記録された自発性神経活動の疑似
カラー表示。A では、四角で囲んだ標本上の
2 カ所の領域で光学計測を行い、疑似カラー
表示した。B では中枢神経系全体での疑似カ
ラー表示と大脳領域での光学シグナルの波
形を示した。C では小脳領域でのシグナルの
広がりを拡大して表示した。 
 
 図３の A, B は同じ標本からの記録である
が、A（case 1）では、spontaneous depolarization 
wave は頚髄から起こっているのに対して、B
（case 2）では、腰髄から起こっていること
が示された。この様に、光学シグナルの大き
さを疑似カラー表示することによって、
depolarization wave の起源を同定することが
可能であった。 
（４）自発性神経活動の起源の個体発生に伴
う変化 
 マウスの各発生段階における spontaneous 
depolarization waveの起源を同定し、その変化
を解析した。図４は、胎仔 11-13 日目のマウ
ス脳幹−脊髄標本において記録された
spontaneous depolarization waveの起源をマッ
ピングした図である。 
 各発生段階において、標本ごとに多少差異
はみられたが胎仔 11 日目の標本では、wave
は頸髄から起こり、胎仔12日目の標本では、
wave は頸髄と腰髄の両方から発生し、胎仔
13 日目の標本では、すべて腰髄から起こるよ
うになった。このことから、 spontaneous 
depolarization wave の起源は個体発生に伴っ
てダイナミックに変化することが明らかと
なった。これまでの鶏胚やラット胎仔で行っ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図３】胎仔 12日目のマウス脳幹−脊髄標本
に お い て 記 録 さ れ た spontaneous 
depolarization waveの疑似カラーマッピング。
シグナルの伝搬パターンを時系列で示した。
それぞれの図の右側には、標本上の 5カ所で
得られた光学シグナルを拡大表示してある。
A（case 1）では、spontaneous depolarization 
waveは頚髄（緑色の部位）から起こっている
のに対して、B（case 2）では、腰髄（赤色
の部位）から起こっている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図４】胎仔 11-13 日目のマウス脳幹−脊髄
標 本 に お い て 記 録 さ れ た spontaneous 
depolarization waveの起源のマッピング。胎仔
11,12,13 日目の発生段階で、それぞれ 3, 3,2
例のマッピングを表示した。各標本において、
waveの起源を丸で示してある。 
 
た実験でも同様の傾向が観察されており、こ
れは種を超えた現象であることが示唆され
た。 
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