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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経麻痺の発症機構解明を解明するため、運動ニューロンに発現してい
る漏洩カリウムチャネルの制御機構に着目して研究を推進した。小型運動ニューロン群では、一酸化窒素により
入力抵抗の減少が認められ、スパイク潜時が遅延していた。一方、大型運動ニューロン群では、一酸化窒素によ
り入力抵抗及びスパイク潜時はほとんど変化していなかった。これらの結果から、神経麻痺発症の際、一酸化窒
素により運動ニューロンに発現する漏洩カリウムチャネルの機能変調が生じ、運動ニューロンの膜興奮性が変化
するものと考えられる。こうした神経機構が、顎顔面の運動神経麻痺に関与している可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we studied the mechanism of nerve paralysis by 
focusing on the role of leak K+ channels expressed in motoneurons.  Following application of 
8-Br-cGMP, input resistances were decreased and spike onsets were delayed in small-sized motoneurons
 (< 20 μm), while input resistances and spike onsets remained almost unchanged in large-sized 
motoneurons (> 35 μm).  These results suggest that activation of NO-cGMP-PKG pathway alters 
membrane excitability of motoneurons through the modulation of activities of leak K+ currents.  Such
 neural mechanisms are likely to be involved in the generation of neural paralysis.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
頭頸部領域には、複雑多岐にわたる神経支
配が見られ、三叉神経、顔面神経、舌下神経
及び迷走神経などが分布している。こうした
神経が障害を受けると、神経痛、麻痺、痙攣
などが出現する。その中で、顔面神経麻痺は
脳神経にみられる麻痺のうちで最も多い疾
患であり、また、三叉神経知覚麻痺は歯科臨
床において発生頻度の高い疾患である。しか
しながら、現在のところ決定的な治療法はな
く、薬物療法や理学療法といった対症療法が
中心に行われているため、顔面神経麻痺およ
び三叉知覚神経麻痺の発症機構を理解し、新
たな治療法を確立することが望まれる。 
顔面神経は表情筋の運動を司っているた
め、顔面神経障害後の顔面運動神経細胞の活
動低下が表情筋への出力低下（運動性出力の
低下）を引き起こし、顔面神経麻痺発症に関
与している可能性が示唆される。また、三叉
神経の障害により、三叉神経節に存在する一
次感覚神経細胞の活動低下が中枢への出力
低下（感覚性入力の低下）を引き起こし、三
叉神経知覚麻痺発症に関与しているものと
考えられる。このように、神経障害後、顔面
運動神経細胞や三叉神経節神経細胞の活動
低下が生じることにより、神経麻痺が発症す
る可能性が強く示唆されるが、このことに着
目した研究は報告されていない。そこで本研
究では、神経細胞の膜興奮性制御に重要な役
割を果たす漏洩カリウムチャネルに着目し、
神経麻痺の発症機構を解明する。 
 近年、漏洩カリウムチャネルがクローニン
グされ、神経細胞の静止膜電位や入力抵抗を
制御することにより、神経細胞の活動制御に
重要な役割を果たしていることが明らかに
された（Bayliss et al., 2003）。漏洩カリウムチ
ャネルの中で、細胞外 pH に感受性を示す
TWIK-related acid-sensitive K+ channel-1
（TASK1）及び TASK3 チャネルは哺乳類の
脳に広く分布し、顔面運動神経細胞や三叉神
経節神経細胞において豊富に発現している
（Talley et al., 2001）。漏洩カリウムチャネル
は、プロトン、生理活性物質や局所麻酔薬な
ど様々な神経修飾物質により抑制を受ける
ことが知られているが、それを活性化する内
因性修飾物質は長年不明であった。しかし、
申請者らはこれまで、TASK1チャネルが、一
酸化窒素-cGMP-PKG 経路により活性化され
(Toyoda et al., J. Neurosci., 2010)、一方、TASK3
チャネルが抑制されることを見出している
(Okamoto et al., eNeuro, 2016)。一酸化窒素は、
血管拡張作用、抗動脈硬化作用や神経情報伝
達作用などの多彩な生理活性作用を持つこ
とが知られている。その一方、一酸化窒素動
態の異常により、動脈硬化、高血圧症、認知
症、アルツハイマー病など様々な疾患が生じ

ることが報告されている。神経損傷により、
一酸化窒素の産生増加が起こることが知ら
れており、末梢顔面神経損傷および末梢三叉
神経損傷後では、それぞれ顔面運動神経細胞
や三叉神経節神経細胞において、一酸化窒素
合成酵素の増加が認められている。さらには、
ヘルペスウイルスを用いた顔面神経麻痺モ
デルマウスの顔面神経では、一酸化窒素の産
生増加が認められており、一酸化窒素が神経
麻痺の発症に関与する可能性が報告されて
いる。以上のことから、神経損傷により産生
される一酸化窒素が、神経麻痺の発症に関与
している可能性が非常に高い。これらの知見
を踏まえ、本研究課題では、「神経損傷を受
けた神経細胞において、一酸化窒素の産生増
加が生じ、漏洩カリウムチャネルが活性化さ
れる。その結果、神経細胞の活動（膜興奮性）
が低下し神経麻痺が発症する」という作業仮
説を立てた。本研究では、この作業仮説を検
証し、神経麻痺の発症機構を解明することを
目的とする。 
 
２．研究の目的 
神経麻痺発症の際、ニューロンにおいて、
一酸化窒素の産生増加が生じることが示唆
されている。このため、一酸化窒素が、ニュ
ーロンに発現している漏洩カリウムチャネ
ルを修飾し、膜興奮性を変化させ、神経麻痺
発症に寄与している可能性が高い。本研究で
はこうした可能性を検証するため、以下の項目
について検討する。 
（1）運動ニューロンにおける TASK1 および
TASK3チャネルの発現量および発現分布 
（2）運動ニューロンのサイズと入力抵抗の関係 
（3）小型および大型運動ニューロンに発現する
漏洩カリウムチャネルに対する 8-Br-cGMP の
作用 
（4）三叉神経中脳路核から三叉神経運動核へ
投射する線維を刺激したときに生じるシナプス
後電位（EPSP）に対する 8-Br-cGMPの作用 
 
３．研究の方法 
（1）運動ニューロンにおける TASK1 および
TASK3チャネルの発現量および発現分布 
①三叉神経運動核咬筋領域および顔面神経
核運動ニューロンにおける TASK1 および
TASK3 mRNAの発現量の検討 
生後 15-22 日齢の Wistar 系ラットから三叉神
経運動核咬筋領域および顔面神経核を含む厚
さ 20 μmの連続冠状断脳幹切片を作製し、レー
ザーマイクロダイセクションシステムによる細胞採
取を行う。細胞径が 20 μm以下と 35 μm以上の
二群に分け、細胞径が 20 μm 以下のものは約
80 個の細胞体を 1 サンプル、細胞径が 35 μm
以上のものは約 400個の細胞体を 1サンプルと
して TASK1および TASK3 mRNA の発現量を



検討する。 
②免疫組織化学的手法を用いた解析 
生後5-6週齢のWistar系ラットの灌流固定標
本を作成し、三叉神経運動核咬筋領域および
顔面神経核運動ニューロンの細胞体や軸索に
分布するTASK1およびTASK3チャネルの発現
分布を観察する。そして、細胞径によるその差
異の有無を検討する。 
（2）運動ニューロンのサイズと入力抵抗の関係 
生後 7-14日齢のWistar系ラットから三叉神経
運動核を含む厚さ 250 m の冠状断スライス標
本を作製し、三叉神経運動核咬筋領域のニュー
ロンに対し、ホールセルパッチクランプを形成す
る。パッチ電極には、電気生理学的記録後の組
織学的解析のため、蛍光色素である Lucifer 
yellow を填入する。電流固定下で、パッチ電極
を通じて持続時間 1 秒の電流パルス通電に対
する電位応答を記録し、得られる電流‐電圧関
係から入力抵抗を算出し、細胞径との関係を検
討する。 
（3）運動ニューロンにおける静止膜電位および
入力抵抗に対する 8-Br-cGMPの作用 
（2）と同様にスライス標本を作製する。様々な
大きさの運動ニューロンにおいて、電流パルス
の注入により求められる入力抵抗や静止膜電
位が、8-Br-cGMPの投与によりどのような影
響を受けるかを検討する。また、細胞径と
の関係を検討する。 
（4）三叉神経中脳路核から三叉神経運動核へ
投射する線維を刺激したときに生じるシナプス
後電位（EPSP）に対する 8-Br-cGMPの作用 
三叉神経中脳路核からの入力線維束が通過
する三叉神経運動核背内側部をタングステン電
極で微小刺激を与えることにより EPSPを誘発す
る。8-Br-cGMP 投与前後で、EPSP の振幅がど
のように変化するかを観察し、細胞径との関係を
検討する。 
 
４．研究成果 
（1）運動ニューロンにおける TASK1 および
TASK3チャネルの発現様式 
①三叉神経運動核咬筋領域および顔面神経
核運動ニューロンにおける TASK1 および
TASK3 mRNAの発現量の検討 

TASK1、TASK3、GAPDHの mRNA量をリ
アルタイム PCR解析により定量化した。その
結果、大型運動ニューロンに比べて、小型運
動ニューロンの TASK1 mRNA の発現量は
50%程度であり、TASK3  mRNAの発現量は 5%以
下であった。これらの結果から、大型運動ニ
ューロンでは、漏洩カリウム電流が主として
TASK1 および TASK3 チャネルにより媒介さ
れ、小型運動ニューロンでは、漏洩カリウム
電流が主として TASK1 チャネルにより媒介
されることが明らかになった。 
 

 
②免疫組織化学的手法を用いた解析 

TASK1チャネルは、細胞径の大小に関わ
らず、常に細胞体に発現していた。一方、
TASK3チャネルは、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、
大型の運動ニューロンで特に発達しており、
小型の運動ニューロンでは発達していなか
った。 

 
（2）運動ニューロンのサイズと入力抵抗の関係 
三叉神経運動核咬筋領域における運動ニュ
ーロンの細胞径と入力抵抗の間には逆相関が
認められた。これらの所見は、細胞径が大
きくなるにつれ、漏洩カリウムチャネルの
発現量が増えることを示唆していた。 

 
（3）小型および大型運動ニューロンに発現する
漏洩カリウムチャネルに対する 8-Br-cGMP の
作用 
小型運動ニューロンでは、8-Br-cGMPの投



与により、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。大型運動ニューロ
ンでは、8-Br-cGMP の投与により、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ていた。 

 

 
 
（4）小型および大型運動ニューロンで誘引され
る EPSPに対する 8-Br-cGMPの作用 
小型運動ニューロンにおいては、8-Br-cGMP
により EPSPの振幅が減少していた。一方、大型
ニューロンでは、8-Br-cGMPにより EPSPの振幅
が増大した。このことは、大型運動ニューロンの
樹状突起には TASK3チャネルが発現しており、
8-Br-cGMPにより TASK3チャネルが抑制され、
その結果、ニューロンの興奮性が増大すること
が明らかとなった。 

 
これらの結果から、NO-cGMP-PKG 経路
の活性化により、運動ニューロンに発現する
漏洩カリウム電流が修飾を受け、その結果、
運動ニューロンの興奮性が変化することが
明らかとなった。神経麻痺発症の際には、
一酸化窒素が増加することから、一酸化窒
素による運動ニューロンの活動様式の変化
が、神経麻痺を引き起こしている可能性が
示唆される。 
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