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研究成果の概要（和文）：Frequency-dependent facilitation を示すというIa線維から閉口筋支配α運動ニューロン(
MN) へのシナプス入力の特性を利用した通常の電気刺激法により序列動員が生じることをパッチクランプ同時記録法や
膜電位測光法を用いて明らかにした。また、閉口筋運動神経核 (JCMN)では、αMNの細胞体径の分布は二峰性を示し、
γMNと同程度の小径のものが存在した。次に、電気生理学的膜特性に基づく分類を行った結果、αMNはA型K電流を示す
大型と低閾値型Caスパイク(LTS)を示す小型の二種類に分けられ、γMNは特徴的なパルス後脱分極電位及び持続活性化
型Na電流を示すことを見出した。

研究成果の概要（英文）：Taking advantage of the synaptic nature that Group Ia inputs onto αMNs in JCMN 
display frequency facilitation, we demonstrated the orderly recruitment of αMNs in response to 
conventional electrical stimulation of Ia inputs using dual whole cell recordings and voltage-sensitive 
dye imaging methods. Since the orderly recruitment of motor units occurs depending on the soma size of 
αMNs, we next examined the size distribution of jaw-closing MNs in the rat after identifying αMN and 
γMN by the expressions of orphan nuclear hormone receptor Err3 and neuronal DNA binding protein NeuN. 
The size distribution of jaw-closing αMNs was bimodal, revealing the presence of many αMNs as small as 
γMNs. Furthermore, based on the electrophysiological membrane properties, jaw-closing αMNs were divided 
into two subtypes; larger and smaller αMNs showing A-type K+ current and LTS Ca2+ spike, respectively, 
and γMNs were identified as displaying a characteristic pulse afterdepolarization.

研究分野： 神経生理学・口腔生理学
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１．研究開始当初の背景 

筋張力制御の基本機構として、Henneman

（1985）により確立された「サイズの原理」

として知られる運動ニューロンの序列動員

が挙げられる。筋の等尺性収縮運動時には、

運動ニューロンのサイズの小さいものから

順に動員されると想定されている。これは、

一定の興奮性シナプス電流に対し、入力抵抗

の大きい小型運動ニューロンにはより大き

なシナプス後電位が生じ、活動電位発生の閾

膜電位により到達し易いためであると理解

されている。しかしながら、どのような入力

により等尺性収縮が引き起こされるかは必

ずしも明らかではない。特に、咀嚼運動にお

いては、歯根膜機械受容器や筋紡錘 Ia 感覚神

経線維からの入力を除くと収縮力が減弱す

ること(Lavigne et al. 1987; Morimoto et al. 

1989)、Ia インパルス活動は食物の硬さに応

じて変化すること(Hidaka et al. 1997; Hidaka 

et al. 1999)、また、局所麻酔薬を用いて、Ia

感覚神経を麻痺させた場合の等尺性筋収縮

の最大出力は下肢や手指筋では 30–40%減少

すること(Gandevia et al. 1990; Macefield et al. 

1993)などから、Ia 感覚神経入力が、中枢パ

タン生成器からの入力とともに重要視され

ている。しかしながら、これまで、それらの

入力系を選択的に活性化し、運動核 α 運動ニ

ューロンの序列動員を直接観察することに

成功したという報告はない。マウス坐骨神経

運動ニューロンに channelrhodopsin-2 を発現

させた標本に光刺激を与えて序列動員を観

察した報告がようやく昨年なされた（Michael 

et al., Nature Medicine, 2010）。この報告では、

channelrhodopsin-2 の発現密度が細胞の大小

にかかわらず一定であるため、入力抵抗に従

った序列動員がこれまでの想定通りに当然

生じたもので、序列動員を引き起こす入力機

構については何も明らかにしていない。一方、

序列動員を決定づける入力抵抗、つまり、漏

えい K+ チャネルのタンパク分子として

TASK1/3 チャネルが近年同定されてきた。

我々は TASK1 が一酸化窒素（NO）により活

性化されることを初めて報告した。TASK1/3

チャネルの働きを修飾することにより序列

動員がどのように修飾されるかについては

全く不明である。 

２．研究の目的 

(1) 閉口筋運動ニューロンにおける TASK1, 

TASK3 の発現と、TASK1, TASK3 コンダ

クタンスに対する NO の効果を解析する。 

(2) 閉口筋 α 及び γ 運動ニューロン(MN)を

マーカー分子の発現に基づいて識別し、細

胞径の分布と電気生理学的特性を明らか

にする。 

(3) 前運動ニューロン(pMN)或いは Ia 求心

性線維(三叉神経中脳路核ニューロン；

MTN)の選択的活性化を行い、いずれの入

力系が閉口筋 MN(JCMN)の序列動員によ

り大きく関与するかを明らかにする。 

(4) TASK1, TASK3 電流の序列動員への関与

を明らかにするため、光感受性 TASK1, 

TASK3 チャネルキメラの開発をおこなう。 

３．研究の方法 

(1a) 抗TASK1及び抗TASK3抗体を用いて、

JCMNにおける TASKチャネルの発現パタ

ーンを免疫組織学的に調べ、細胞径による

その差異の有無を調べる。 

(1b) ラット脳幹スライス標本から、 laser 

microdissection(LMD)法を用いて JCMN を、

細胞径が 15–20 μm と 35 μm 以上の二群に

分けて採取し、それらに含まれる mRNA

をリアルタイム RT-PCR で解析し比較する

ことにより、TASK1/3 mRNA の発現比率が、

細胞径により異なるか否かを明らかにす

る。 

(1c) TASK1 或いは TASK3 チャネルを発現

させたアフリカツメガエル卵母細胞にお

いて電位固定記録を行ない、TASK1，

TASK3 コンダクタンスに対する NO の効

果を解析する。 

(1d) 脳幹スライス標本上の三叉神経運動核

閉口筋領域にある様々な大きさのニュー



ロンからホールセルパッチクランプ記録

を行い、漏洩 K+電流に対する NO 効果、

及び、細胞径と入力抵抗や閾膜電位等の関

係を解析する。 

(2a) 抗Err3抗体及び抗NeuN抗体を用いて、

三叉神経運動核閉口筋領域内の αMN と

γMN を識別し(Friese et al. 2009)、細胞径の

分布パターンを調べる。 

(2b) 三叉神経運動核閉口筋領域内のニュー

ロンからホールセルパッチクランプ電流

固定記録を行い、その電気生理学特性に基

づいた分類を試みる。記録後に標本を固定

し、Err3, NeuN, ChAT（MN のマーカー）, 

VGLUT1（Ia 由来興奮性シナプス終末のマ

ーカー）について免疫組織化学分析を行う。 

(3) MTN 或いは pMN 特異的に ChR2-YFP 融

合蛋白を発現させるバイラルベクターを

設計する。プロモーターとして、それらの

ニューロンの軸索終末に発現している

VGLUT1(MTN)或いは VGLUT2(pMN)の

100kbp 未満のプロモーター群の中から適

切な候補を探索する。完成したウィルスを

関心部位近傍に微量注入することで蛋白

を発現させるか、MTN への導入に関して

は、エンベロープを狂犬病ウィルスのグリ

コプロテイン等を用いて偽型化した逆行

性レンチウィルスを閉口筋に注入する方

法も利用できる。蛋白を発現している軸索

に対して青色光を高頻度反復照射するこ

とによってスパイク列を発生させ、三叉神

経運動ニューロンへの興奮性シナプス入

力を生じさせる。 

(4) ホタテガイ過分極性光受容細胞の電位

依存性 A 型 K+チャネルは、光照射の間 C

型不活性化が除去されて安定した電流を

生じることから(Shimatani & Katagiri, J 

Neurosci, 1995)、TASK チャネルの C 末端

側のアミノ酸配列を、この A 型 K+チャネ

ルのものと置換することにより、光照射に

よってTASKチャネルのC型不活性化を除

去し、電流を増強させることができるか検

討する。 

４．研究成果 

(1a) JCMN では、TASK1 は細胞径の大小に

関わらず常に細胞体に発現しており、一方、

TASK3 は主に樹状突起に発現しているこ

とが明らかになった。樹状突起は、大型

MN で特に発達しており、小型 MN では顕

著ではなかった。 

 細胞体では、TASK1 のシグナルが強く、

TASK3 のシグナルが弱いことより、主に

TASK1/1 チャネルが存在すると考えられ、

一方、樹状突起では、TASK3 のシグナルが

強く、TASK1 のシグナルが弱いことより、

主に TASK3/3 チャネルが存在すると考え

られた。TASK1 と TASK3 シグナルの分布

が相補的で重畳は僅かであることから、ヘ

テロな TASK1/3 はほとんど存在しないこ

とが示唆された。 

(1b) LMD 法を用いて、細胞径が 35 μm 以上

の大型 MN を 80 個、15–20 μm の小型 MN

を 400 個サンプルして、リアルタイム

RT-PCR を行い、TASK1, TASK3, GAPDH の

mRNA 量を定量化した。その結果、大型

MN における発現を基準とした時、小型

MN の TASK1 の発現量は 58%程度であり、

TASK3 の発現量は 10%以下であった。 

(1c) TASK1 を活性化する内因性活性物質は

長 ら く 不 明 で あ っ た 。 我 々 は

NO-cGMP-PKG シ グ ナ ル 伝 達 に よ り

TASK1 が活性化されることを初めて明ら

かにした(Toyoda et al., J Neurosci, 2010)。そ

こで本研究では、NO-cGMP-PKG 系の活性

化が TASK3 をどの様に修飾するかを調べ

た。HEK, COS, CHO, A9 等の哺乳類培養細

胞では、TASK3 を発現させることはできた

が、ホールセルパッチクランプ電位固定下

では安定した記録が不可能であった。最終

的に、アフリカツメガエル卵母細胞に

TASK3 を発現させて、その記録に成功した。

そして、TASK3 は NO-cGMP-PKG 系の活

性化によって抑制されることを初めて明

らかにした。NO-cGMP-PKG 系の活性化に



による TASK1 の上方制御がコンダクタン

スの pH 依存曲線の酸性方向へのシフトに

よっていたのに対し、TASK3 コンダクタン

スの抑制率は pH によって大きく変化しな

かったことから、pH 依存曲線の延期正方

向へのシフトによるものでないことが示

唆された（投稿準備中）。 

(1d) JCMN の細胞径と入力抵抗の間には逆

相関が認められた。また、細胞径と静止膜

電位との間にも逆相関が認められた。これ

らの所見は、細胞径が大きくなるにつれ、

漏洩 K+チャネルの発現量が増えることを

示唆している。 

 更に、入力抵抗や静止膜電位が cGMP の

投与によりどの様な影響を受けるかを小

型及び大型MNにおいて調べた。その結果、

小型 MN では入力抵抗は減少し、静止膜電

位も過分極方向にシフトした。一方、大型

MN では、入力抵抗は殆ど影響を受けない

か或いは僅かな増加が認められ、静止膜電

位も変化しないか、僅かに脱分極方向にシ

フトした。また、大型 MN では周囲の電気

刺激によって誘発された EPSP の振幅が顕

著に増加した。 

 こうした所見から、TASK1 及び TASK3

の発現パターンや発現量が、JCMN の細胞

径に依存して異なる可能性が示唆された。 

(2a) 腰髄前根ニューロンの細胞体径の分布

は、全体として二峰性を示しており、小径

及び大径の峰がそれぞれ専ら γMN と αMN

で占められていた(Friese et al. 2009)。

JCMN の細胞体型の分布は、全体として二

峰性を示す点は腰髄前根ニューロンと類

似していたが、小径の峰には αMN(NeuN

陽性・Err3 陰性)も含まれ、γMN(NeuN 陰

性・Err3 陽性)と同程度に小さい αMN の存

在が明らかになった。 

(2b) 三叉神経運動核閉口筋領域内のαMNの

内、大型の細胞は顕著な A 型 K+電流(IA)

を示すが、低閾値型 Ca2+スパイク(LTS)を

示さないのに対し(1 型 αMN)、小型の細胞

は明瞭な LTS を示したが、IAは顕著ではな

かった(2 型 αMN)。このことから、閉口筋

の αMNは細胞径の分布が広いだけでなく、

細胞径に応じて電気生理学的に2型に分か

れていることが示され、序列動員に対応し

た電気生理学的膜特性を持つことが明ら

かになった。また、γMN は特徴的なパルス

後脱分極電位(pulse-ADP)及び持続活性化

型 Na+電流(INaP)を示した。この pulse-ADP

は、TRPC 等の様な Ca2+依存性陽イオン電

流の抑制薬 flufenamic acid で抑えられた。 

(3)及び(4)については、本研究期間内にその

目的を達成することができなかった。しか

し、frequency-dependent facilitation を示すと

いう Ia 線維から咬筋支配 αMN へのシナプ

ス入力の特性を利用した通常の電気刺激

法により序列動員が生じることを、パッチ

クランプ同時記録法や膜電位測光法を用

いて明らかにした。 
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