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研究成果の概要（和文）：口腔顔面筋を支配する運動ニューロンには，大型のコリン作動性神経終末C-terminalが接し
ており，運動ニューロンの興奮性調節に機能する．本研究では，まず口腔顔面筋の運動ニューロンに対してC-terminal
を投射するニューロン（C-terminal起始細胞）の分布領域を，神経トレーシング法により同定した．次に，単一細胞レ
ベルでコリン作動性ニューロンを可視化するためのウイルスベクターを作製し，脊髄におけるC-terminal起始細胞の形
態学的特徴を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Large cholinergic synaptic boutons, named C-terminals, contact motor neurons 
innervating oro-facial muscles and regulate their excitability. In the present study, we first determined 
the distribution of cholinergic interneurons that gave rise to C-terminals in oro-facial motor nuclei, 
using neuronal tracing techniques. Next, we produced viral vectors for the tracer to visualize 
cholinergic neurons in a single-cell level, and examined morphological characteristics of cholinergic 
interneurons that are origins of C-terminals in the spinal cord.

研究分野： 組織形態学，神経解剖学

キーワード： 運動ニューロン　脳幹網様体　コリン作動性ニューロン　脳神経運動核　神経トレーサー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨格筋を支配するα運動ニューロンの細胞
体ならびに近位樹状突起には、他の神経終末
と比較して 3－7μmと大型のコリン作動性終
末が接している。この終末は、運動ニューロ
ンにおけるシナプス後膜の直下に筋小胞体
に類似した構造（シナプス下槽 subsurface 
cistern）を有しており、C-terminal と呼ば
れる。C-terminal は脊髄の前角運動核に加え
て、脳神経運動核（舌下神経核、疑核、顔面
神経核、三叉神経運動核、動眼神経核など）
に も 存 在 す る 。 近 年 、 脊 髄 に お け る
C-terminalが脊髄X層およびVII層内側部の
コリン作動性介在ニューロンに由来してお
り、シナプス後部にあるムスカリン性受容体
を介して運動ニューロンの発火頻度を増加
させることが報告された。一方で、これらの
知見は脊髄に限られており、脳神経運動核に
C-terminal を投射する起始細胞の存在領域
は不明であった。そこで本課題では、脳幹に
おいて C-terminal を投射するコリン作動性
介在ニューロンの分布や形態学的特徴を明
らかにし、C-terminal を介した口腔顔面筋運
動ニューロンの制御機構の解明に取り組ん
だ。 
 
２．研究の目的 
（１）脳幹の網様体にはコリン作動性ニュー
ロンが多数存在するが、脳神経運動核に
C-terminal を投射している細胞（C-terminal
起始細胞）の存在領域は不明である。そこで、
脳幹における C-terminal 起始細胞の分布を
決定するとともに、運動ニューロンへの投射
様式を明らかにする。 
 
（２）C-terminal はコリン作動性の神経終末
であるが、そのシナプス伝達における分子メ
カニズムには不明な点が多い。そこで
C-terminal に局在し、神経伝達物質の輸送に
機能する新規分子を探索し、それらのシナプ
ス伝達における役割を明らかにする。 
 
（３）ニューロンの形態学的特徴は、神経系
の研究における本質的な所見の１つである。
しかしながら従来の神経トレーサーはニュ
ーロンを非特異性に標識するため、目的のニ
ューロンが偶然標識されるのを期待するし
かなかった。そこで Cre/loxP 誘導性ウイル
ストレーサーを作製し、目的とするニューロ
ンに限定した細胞標識を可能にすることで
形態解析の効率化を図る。 
 
（４）脳幹の C-terminal 起始細胞の形態学
的特徴を決定するためには、脊髄に分布する
同系列の細胞との比較が必要である。そのた
め脊髄の C-terminl起始細胞であるコリン作
動性ニューロンの可視化を行い、樹状突起や
軸索の分岐様式といった形態に関する基礎
的知見を収集する。 
 

（５）脳幹における C-terminal 起始細胞の
機能を理解するためには、感覚性／運動性な
ど他の神経ネットワークとの連絡を明らか
にすることが必要である。そこで神経トレー
サーを用いて、C-terminal 起始細胞と連絡す
るニューロンを探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）脊髄におけるコリン作動性介在ニュー
ロンの一部は転写因子 Pitx2を発現するとと
もに、C-terminal を投射することが知られて
いる。そこで脳幹における Pitx2 発現ニュー
ロンの分布を in situ hybridization により
観察した。 
上記の方法で得られた Pitx2発現ニューロ

ンの分布に基づいて、細胞体から軸索終末へ
と輸送される順行性トレーサーの注入実験
を行った。注入個体の脳から組織切片を作製
し、脳神経運動核の C-terminal がトレーサ
ー標識されるのかを、コリン作動性神経マー
カーとの二重免疫組織化学により検討した。 
 

（２）コリン作動性神経のシナプス伝達では、
コリンを輸送機質とするトランスポーター
が重要な機能を担うことが知られている。そ
こで、複数の神経伝達物質に対して親和性を
持つ有機カチオントランスポーター（OCTs）
に注目して、C-terminal とその起始細胞にお
ける発現・局在を検討した。 
 
（３）Cre/loxP 部位特異的組み替えは、Cre
を発現する特定の細胞系列においてレポー
ター蛋白を発現させる目的のため、広く用い
られている。そこで、Cre 存在下で膜移行シ
グナル付加 GFP（myr-GFP）を発現するウイル
スベクターを作製し（図１）、Cre 発現マウス
に注入することで特定のニューロンの標識
を目指した。とくに C-terminal 起始細胞で
あるコリン作動性ニューロンの可視化のた
め、コリン作動性ニューロン特異的 Cre 発現
マウス（ChAT-Cre マウス）で選択的なニュー
ロン標識が可能かを検討した。 

 
図１ Cre/loxP 誘導性ウイルスベクター 
 



（４）脊髄の運動ニューロンに C-terminal
を投射するコリン作動性介在ニューロンは、
パーティション細胞と呼ばれる。上記の方法
（３）で作製した Cre/loxP 誘導性ウイルス
ト レ ー サ ー の 評 価 を 行 う と と も に 、
C-terminal 起始細胞の形態学的特徴を決定
するため、ChAT-Cre マウスの脊髄にウイルス
ベクターを注入し、パーティション細胞を少
数細胞レベルで可視化して、その形態解析に
取り組んだ。 
 
（５）研究成果（１）により得られた脳幹の
C-terminal 起始細胞に関して、それらと連絡
するニューロンの分布を逆行性トレーシン
グにより解析した。逆行性トレーサー
（Fluoro-Gold など）は神経終末から細胞体
に 向 か っ て 輸 送 さ れ る 物 質 で あ り 、
C-terminal 起始細胞の存在領域にトレーサ
ーを注入し、逆行性標識されたニューロンの
分布を決定することで、C-terminal 起始細胞
に入力するニューロンを探索した。 
 
４．研究成果 
（１）脳幹の組織切片において、転写因子
Pitx2 の in situ hybridization を行った。
その結果、延髄尾側部では中心管近傍の網様
体に Pitx2 発現ニューロンが存在しており、
それらの一部がコリン作動性ニューロンで
ある可能性が示された（図２）。延髄におけ
る Pitx2発現ニューロンの分布は中心管近く
から腹外側方向へと広がっており、舌下神経
核レベルを吻側端として脳幹網様体におけ
る Pitx2 発現は見られなくなった。 

 

図２ 延髄尾側における Pitx2発現ニューロ
ンとコリン作動性ニューロンの分布 
 

延髄網様体における Pitx2発現ニューロン
の分布は、脊髄における Pitx2 発現コリン作
動性介在ニューロン（C-terminal 起始細胞）
の分布に類似していた。そのため脳幹の
C-terminal 起始細胞は脳幹網様体に存在す
るとの仮説を立て、順行性トレーサーを注入
することで C-terminal が可視化されるかを
検討した。その結果、延髄から橋の大細胞性
網様体（中間網様核、延髄網様体腹側部、巨

細胞性網様核、外側傍巨細胞性網様核）にト
レーサーを注入したときに、脳神経運動核の
運動ニューロンの周囲で大型の神経終末の
標識が観察された（図３）。コリン作動性神
経マーカーの小胞性アセチルコリントラン
スポーター（VACｈT）と免疫染色を行ったと
ころ、トレーサーとの二重陽性を示したため
C-terminal であることが確認された。続いて
脳神経運動核に対する C-terminal 起始細胞
の投射様式を観察したところ、舌下神経核も
含めた口腔顔面筋の運動核に両側性かつ同
時投射することが明らかになった。以上から、
脳幹では大細胞性網様体に分布するコリン
作動性ニューロンが C-terminal の起始細胞
であり、複数の口腔顔面筋の運動ニューロン
の興奮性調節に機能する可能性が示唆され
た。 

 

図３ 脳幹網様体における順行性トレーサ
ー（BDA）の注入例と脳神経運動核で見られ
た C-terminal 
 
（２）２種類の Cre/loxP 誘導性ウイルスト
レーサー（Ad-nDsRedSTOP/myrGFP および
Ad-STOP/myrGFP-WPRE；図１）をコリン作動
性ニューロン特異的 Cre 発現マウス
（ChAT-Cre マウス）に注入して、コリン作動
性ニューロンのみが特異的に標識されるの
かを観察した。その結果、ウイルス注入量お
よび注入後の生存期間を適切に設定するこ
とで、ChAT-Cre マウスの脳と脊髄においてコ
リン作動性ニューロンの神経突起を精細に
可視化できた（図４）。また２種類のウイル
ストレーサーのうち Ad-STOP/myrGFP-WPREは、
ウイルス注入後の生存期間を長くすること
で逆行性トレーサーとしても利用できるこ
とが示された。これらのウイルストレーサー
は、目的とする神経部位に微量注入すること
が可能であり、特定の領域に限局して、少数
細胞レベルでコリン作動性ニューロンを可
視化する手法が確立できた。 
 
 



 

図４ Cre/loxP 誘導性ウイルストレーサー
によるコリン作動性ニューロン特異的な細
胞標識 
 
（３）有機カチオントランスポーターファミ
リーは肝臓や腎臓で発現することが知られ、
薬物とその代謝物，生体内の化学物質といっ
た多様な物質を輸送する。有機カチオントラ
ンスポーターの１つ OCT2 は、in vitro にお
いてモノアミン，コリンなど神経伝達物質を
輸送することが報告されている。そこで抗
OCT2 抗体を用いた免疫組織化学により、コリ
ン作動性ニューロンにおける OCT2 の発現・
局在を検討した。その結果、OCT2 は脊髄にお
いて運動ニューロンやコリン作動性介在ニ
ューロンの細胞体で発現が見られた。また運
動ニューロンの細胞体に接する C-terminal
はコリン作動性神経終末であるが、その終末
部に OCT2 の分布が観察された。続いて、脳
神経運動核における OCT2 の分布を検討した
ところ、脊髄と同様に C-terminal における
OCT2 局在が示された。以上から、脊髄および
脳幹の C-terminal で機能する新規分子とし
て、OCT2 を同定することができた。 

 

図５ 脊髄の運動ニューロンにおける有機
カチオントランスポーターOCT2 の発現と
C-terminal への局在 
 
（４）脊髄の C-terminal 起始細胞であるコ
リン作動性介在ニューロン（パーティション
細胞）について、Cre/loxP 誘導性ウイルスト
レーサーを用いて可視化を行った。その結果、
従来は大きな細胞集団としてまとめられて
いたパーティション細胞が、細胞体位置と形
態学的特徴に基づいて３群（内側群、中間群、
外側群）に分類できることが示された（図６）。

内側群は樹状突起を腹方へと伸ばし、それら
は主に脊髄 VII 層の内側部に分布していた。
中間群は水平方向に伸びる樹状突起を持ち、
それらは脊髄 VII層の外側部に主として分布
していた。一方、外側群では樹状突起の分枝
様式に特定の傾向は見られなかった。 
ま た 、 こ れ ま で の 研 究 か ら 脊 髄 の

C-terminal は中心管近くに位置するパーテ
ィション細胞のみに由来すると考えられて
いたが、脊髄 VII 層の外側部に分布するパー
ティション細胞（中間群および外側群）も運
動ニューロンに C-terminal を送ることが、
ウイルストレーサーを用いた神経トレーシ
ングにより明らかにされた。 

 
図６ 脊髄の C-terminal 起始細胞（パーテ
ィション細胞）の可視化と樹状突起分布様式 
 
（５）脳幹の C-terminal 起始細胞の存在領
域に対して逆行性トレーサーを注入し、細胞
体が逆行性標識されたニューロンの分布を
観察した。その結果、標識ニューロンは、脊
髄後角・三叉神経脊髄路核および中脳路核と
いった感覚性神経核、脳幹網様体（小細胞性
および大細胞性網様体）、赤核（小細胞部）
などで多数観察された。加えて中脳中心灰白
質の外側部、結合腕傍核、縫線核、上丘など
においても、少数の標識ニューロンの分布が



確認された。以上から、C-terminal 起始細胞
が分布する網様体領域は、口腔顔面領域から
の感覚を受ける感覚性中継核や自律神経系
を含めた運動性中継核と神経連絡を持つこ
とが示唆された。 
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