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研究成果の概要（和文）：　本研究は、発声運動を調節する中枢神経機構の一端を形態学的立場から明らかにすること
を目的とし、中心灰白質から延髄網様体を経て内喉頭筋を支配する疑核運動ニューロンへ至る神経路の存在様式を、順
行性および逆行性標識法を利用して解析した。その結果、疑核後核の軸索終末の分布領域と、輪状甲状筋を支配するニ
ューロンの分布領域の一致を疑核吻側部において認めた。さらにこの領域を電子顕微鏡下で解析した結果、両者の間に
非対称性シナプスが形成されることを確認した。過去の報告と併せて考えると、中心灰白質から疑核後核を経て内喉頭
筋支配運動ニューロンへ至る興奮性神経路が発声の調節に関わることが示唆される。

研究成果の概要（英文）： In the present study, to elucidate control mechanisms of intrinsic laryngeal 
muscles during vocalization, we examined the synaptic connections between the projection fibers from the 
periaqueductal gray (PAG) to the motoneurons that innervate intrinsic laryngeal muscle via medullary 
reticular formation by using anterograde and retrograde tract-tracing techniques. As a result, prominent 
overlapping distribution of the nucleus retroambiguus (NRA) axons and cricothyroid motoneurons was 
observed in the rostral part of the nucleus ambiguus. Furthermore, electron microscopic observation 
revealed that NRA terminals made asymmetrical synaptic contacts with cricothyroid motoneurons in the 
nucleus ambiguus. The present data, combined with previous studies, suggest that output signals from the 
PAG are transmitted disynaptically to the cricothyroid motoneurons via the NRA neurons for the control of 
vocalization.

研究分野：神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
 喉頭の代表的な機能には発声、呼吸、嚥下
が挙げられる。喉頭筋の運動は、直接的には
延髄疑核に存在する運動ニューロンから迷
走神経を介して制御されているが、これらの
運動を円滑に遂行するために、疑核には上位
中枢からの複雑な入力があることが示唆さ
れている。申請者はこれまで、発声を引き起
こす脳幹の神経機構に辺縁系が如何に作用
するのかを知る目的で、扁桃体中心核から中
脳中心灰白質を経て疑核後核（発声に関わる
運動前ニューロンが存在する神経核）へ至る
神経路の存在と、その神経路を構成するニュ
ーロンの化学的性質を明らかにしてきた。そ
の過程で、発声に関わる内喉頭筋の運動を直
接的に制御している疑核運動ニューロンが、
中心灰白質から脳幹網様体に存在する運動
前ニューロンを介して、どのような調節を受
けているのかという疑問を抱くようになっ
た。 
 疑核後核は延髄腹外側部において、疑核の
尾側に存在する神経核であり、発声や呼吸の
調節に関わる運動前ニューロンプールとし
て知られている。過去の研究から、疑核後核
ニューロンの軸索突起は上行性に反対側の
疑核に達して喉頭や咽頭の筋肉を支配する
運動ニューロンへ出力し、また下行性に反対
側の脊髄前角に投射して呼吸筋を支配する
運動ニューロンへ出力すると考えられてい
る。しかし、疑核に投射する運動前ニューロ
ンは疑核後核のみならず、結合腕傍核をはじ
めとする脳幹網様体に広く分布しており、こ
れらの運動前ニューロンが発声における喉
頭の運動をどのように調節しているのか、ま
たそれらのニューロンが有する神経伝達物
質については不明な点が多い。 
 一方で、中脳中心灰白質は中脳水道を取り
囲む領域に存在する神経核で、外界の刺激に
対する情動行動や情動性自律反応の制御に
関わる領域である。中心灰白質を刺激すると
正常発声とほとんど変わらない発声運動が
誘発されることから、中心灰白質は発声行動
を統合的に制御する領域であると考えられ
ている。中心灰白質の刺激によって安静呼吸
リズムが中断された後に大きな吸息を引き
起こし、続いて発声と吸息が交互に起こる。
このことは、中心灰白質ニューロンが興奮し
た結果、内喉頭筋を支配する疑核運動ニュー
ロンや、脳幹の呼吸ニューロン群などの活動
性を変化させて発声運動のパターンを形成
していることを示唆している。しかし、中心
灰白質の発声誘発部位を刺激することによ
って活性化する網様体ニューロンの分布様
態、およびこれらの網様体ニューロンから内
喉頭筋を支配する疑核運動ニューロンへの
接続様式についての解剖学的な検討は充分
になされていないのが現状である。 
 近年臨床的に問題となる痙攣性発声障害
や多系統萎縮症に起因する声帯麻痺は、脳幹
での喉頭運動ニューロン調節機構が障害を

受けることによって生じる可能性も示唆さ
れている。本研究を完遂することによって、
内喉頭筋の運動を調節している神経機構を
理解するために必要な形態学的な土台を提
供し、今後の薬理・生理学的研究の進展に、
ひいてはこれら疾患の病態解明や治療法開
発に寄与したい。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、発声発現時の喉頭運動を直接
的に制御する上記の神経路に焦点を絞り、疑
核へ投射線維を送りかつ発声時に活性化す
る運動前ニューロンの脳幹における分布様
態と神経伝達物質の同定、さらに内喉頭筋を
支配する疑核運動ニューロンへの疑核後核
からの入力様式について形態学的視点から
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 内喉頭筋を支配する疑核運動ニューロ
ンへの疑核後核からの入力様式の形態学的
解析 
①同一のラットに対して、疑核後核に順行性
標識物質（BDA）を電気泳動的に注入し、輪
状甲状筋に逆行性標識物質（CTb）を圧注入
し、その一週間後に灌流固定して脳を摘出し
た。 
②ビブラトームを用いて厚さ 30 μｍの脳切
片を作成した。ニッケルアンモニウムを添加
した DAB 反応液により BDA 標識終末を黒色
に染めた。次に抗 CTb 抗体を用いた免疫組織
化学により CTb 標識ニューロンを検出した。
この場合は chromogen として DAB を用いる
のみであり、 CTb 標識ニューロンは茶色に
染まる。光顕下にて BDA 標識終末と CTb 標識
ニューロンの分布様態や接合様態を疑核に
て解析した。 
③電顕観察の場合には、BDA 標識終末をアビ
ジン-ビオチン複合体で検出した後に DAB に 
銀増感処理（Wang と Nakai, 1996）を施した。
次に免疫組織化学により CTb 標識ニューロ
ンを検出した。なお、CTb の検出には DAB の
みを用いた。 
④疑核において、上記標識線維と標識ニュー
ロンの分布が一致する領域を含む切片をエ
ポンに包埋して電顕試料とした。 
⑤電顕下にて、BDA 標識終末と CTb 標識ニュ
ーロンとのシナプス構築を解析した。 
(2)中心灰白質発声誘発部位の刺激によって
Fos 蛋白を発現する疑核運動前ニューロンの
分布様態の解析 
 逆行性標識および Fos 標識の併用によっ
て、疑核に投射し、中心灰白質の発声誘発部
位の刺激によって活性化されるニューロン
の脳幹網様体における分布を明らかにする。 
① 疑核に逆行性標識物質であるコレラトキ
シン B サブユニット（CTb）を電気泳動的に
注入した。 
②一週間後に興奮性アミノ酸（D,L-ホモシス
テイン酸、DLH）を中心灰白質に注入した。



その際に超音波検出装置を用いて超音波発
声の有無とその性状（周波数等）を確認し記
録した。なお DLH 溶液にはシカゴスカイブル
ーを添加し、刺激部位の確認に使用した。そ
の後すぐに灌流固定して脳を摘出した。 
③フリージングミクロトームを用いて厚さ
30 μm の前頭断脳切片を作成し、 抗 Fos 抗
体を用いて免疫組織化学により Fos 陽性ニ
ューロンを検出した。この場合, chromogen 
としてジアミノベンチジン（DAB）を用いる
が、ニッケルアンモニウムを反応液に加える
ことによって、 Fos 陽性ニューロンの細胞
核を黒色に染めた。 
④上記反応後、抗 CTb 抗体を用いて CTb 標
識ニューロンを免疫組織化学的に検出した。 
この場合は chromogen として DAB を用いる
のみであり、 CTb 標識ニューロンは細胞質
が茶色に染まる。 
⑤発声が誘発された群について、CTb により
標識されたニューロンと Fos 陽性ニューロ
ンの脳幹網様体における分布の異同を光顕
的に解析した。 
⑥DLH の代わりに生理食塩水を注入した場
合についても同様の実験を行い、これを対照
群とした。 
⑦DLH の注入部位を光顕下で確認し、これと
発声の有無の関連を解析した。 
 
４．研究成果 
 まず、内喉頭筋を支配する疑核運動ニュー
ロンへ投射する運動前ニューロンの脳幹に
おける分布様態について検討した。内喉頭筋
を支配する運動ニューロンが存在する疑核
の領域に逆行性標識物質であるCTbを注入し、
逆行性に標識されたニューロンの脳幹にお
ける分布様態を光学顕微鏡下で解析した。そ
の結果、中心灰白質の他、結合腕傍核、孤束
核、疑核周囲の網様体領域および疑核後核な
どの領域に、逆行性に標識されたニューロン
が分布することを確認した。 
 次に、輪状甲状筋を支配する疑核運動ニュ
ーロンへの疑核後核からの入力について、光
顕的・電顕的に解析を行った。疑核後核へ順
行性標識物質であるBDAを、輪状甲状筋へCTb
をそれぞれ注入し、BDA 標識線維終末と CTb
標識ニューロンの疑核領域における分布を
検討した。光顕下で観察したところ、CTb 標
識ニューロンは、注入と同側の疑核、特に吻
側部に位置するコンパクトフォーメーショ
ンの周囲に分布していた。 
 一方で、BDA 標識線維は、注入と同側の疑
核領域を含む網様体に広く分布していた。注
入と反対側の疑核コンパクトフォーメーシ
ョン周囲領域においても多数のBDA標識線維
終末がみられた。この領域において、CTb 標
識ニューロンの細胞体や樹状突起とBDA標識
終末が近接する像を多数認めた。 
 さらにこの領域を電子顕微鏡下で観察す
ると、反対側の疑核後核から順行性に標識さ
れた BDA 標識終末と、CTb 標識ニューロンの

樹状突起および細胞体との間に非対称性シ
ナプスが形成されることを確認した。このこ
とから、疑核後核から輪状甲状筋支配疑核運
動ニューロンへの興奮性入力の存在が示唆
された。 
 次に、中心灰白質の発声誘発部位を刺激す
ることによって活性化する網様体ニューロ
ンの分布様態を検討した。興奮性アミノ酸を
中心灰白質外側部へ微量注入することによ
って超音波発声の誘発を試みた。過去の報告
を参考にして実験を行ったが、現時点では発
声運動が誘発された例を確認できていない。
多くの哺乳類において中心灰白質刺激によ
って発声が引き起こされることが報告され
ており、ラットにおいても同様の反応が引き
起こされることが予想されるため、今後も引
き続き刺激実験の最適化を行っていく。さら
に今後は、遺伝子改変マウスを用いた最新の
薬理遺伝学的方法を利用して中心灰白質ニ
ューロンを刺激し、発声を誘発させる実験も
行っていく計画である。これによって、発声
運動を調節する中枢機構の解明に寄与した
い。 
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