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研究成果の概要（和文）：脳のニューロンが同期活動する仕組みと意義を知りたい。ナメクジ嗅覚中枢のニュー
ロンを一度バラバラにしてもin vitroで（培養皿上で）再び同期的振動ネットワークが再形成されることをみつ
けたので、ネットワークが一から作られる様子を薬理学的に調べた。グルタミン酸およびアセチルコリンが同期
的振動の発生に必須なのに対し、ドーパミン、セロトニン、アドレナリン、ノルアドレナリン、オクトパミンな
ど多くの生体アミンたちは必須ではないことが分かった。これはin vivo（実際の脳内）で生体アミンたちが外
因性の調節因子として重要な働をしていることと一致する。脳波の仕組みと役割を考える上での新しい基礎的知
見を得た。

研究成果の概要（英文）：Synchronous oscillatory activity in a laminar structure is common in the 
central nervous system of both vertebrates and invertebrates. In the terrestrial slugs, periodic 
oscillation is recorded from the surface of the laminar structure of procerebrum (PC), olfactory 
center, and its frequency changes are suggested to encode the olfactory information and memory. We 
found that in vitro oscillatory neuronal network was formed from dispersed cell culture of PC 
neurons. Nicotine or acetylcholine esterase inhibitor induced synchronous oscillatory activity in 
the culture networks. Previous our studies show acetylcholine increased frequency of LFP oscillation
 in the PC may be via nicotinic ACh receptors. These results suggest cholinergic system can function
 as a major chemical transmitter in cultured PC neuron network. It may play an essential role, such 
as driving force for synchronous oscillation in the olfactory neuron network.

研究分野： 神経生理学

キーワード： synchronous oscillation　olfactory center　slug　cultured neuron
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１．研究開始当初の背景 
 
陸棲の軟体動物であるチャコウラナメクジ
（Limax valentianus）は、脳のニューロンネッ
トワークが哺乳類と比べてシンプルな割に
は嗅覚条件づけが成立し易く、記憶・学習の
研究対象として永く用いられてきた。ナメク
ジの嗅覚中枢である「前脳葉（Procerebrum, 
PC）」は、ニューロンが規則正しく並び層構
造を成し、同期的な振動活動（脳波）を発生
して嗅覚情報処理を行っているとされてい
る。研究代表者らによる最近の研究より、前
脳葉ニューロンの分散培養下でも同期的振
動ネットワークが再形成されることが発見
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
嗅覚中枢である前脳葉は、自発的な同期的振
動を発生し、におい刺激により振動数が変化
すること、嗅覚の連合学習および記憶の保持
に必要な脳部位であることが分かっている。
しかし、その同期的振動ネットワーク内につ
いては、およそ 10 万個のニューロンが整列
していること以外は未知な部分が多く、ブラ
ックボックスとして残されたままであった。 
本研究課題では、分散培養によって一度バラ
バラになった前脳葉ニューロンが再び同期
的振動ネットワークを形成する過程をボト
ムアップ的に調べることで、同期的振動活動
を発生させるしくみを明らかにすることを
試みた。そして脳波を発生させるようなニュ
ーロンネットワークの意義を解明すること
を目指した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 
前脳葉の同期的振動ネットワークの性質を
詳細に調べるために、前脳葉ニューロンの分
散培養法に Ca2+イメージング法を適用し、経
日変化するニューロン同士の接続様式を薬
理学的に網羅的に調べた。そして、分散培養
下の in vitro ニューロンネットワークと、in 
vivo の前脳葉ニューロンネットワークの薬理
学的特性についての比較を行った。前脳葉ニ
ューロンの興奮性の変化、興奮したニューロ
ンの数、同期的振動活動の有無に着目して経
日変化および薬理学的な変化を調べること
により、「同期現象」に重要な要因を探すこ
とにした。以上の生理学的実験により、これ
までブラックボックスであった前脳葉の同
期的振動ネットワークの仕組みを明らかに
することを試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
分散培養から数日間は、ほとんどの前脳葉ニ
ューロンが神経突起を伸ばし始めるが、お互
いに接続を持たないことが光学顕微鏡下に
て観察された。およそ１週間後からお互いに
接続していることが観察されたので、薬理学
的解析は培養 7 日目以降から行った。培養 14
日目、21 日目にかけて、さらにネットワーク
が複雑になって行く様子が観察された。 
 
分散培養下の前脳葉ニューロンの薬理学的
特性を網羅的に調べるためにCa2+イメージン
グを行った。前脳葉ニューロン一個一個で自
発的に発生する一過性のCa2+上昇を記録しそ
の頻度に対する薬理学的解析を行った。
Gelperin らは、前脳葉培養ニューロンが自発
的な活動電位を発生していること、活動電位
が一過性の Ca2+ 上昇と一致することを
loose-patch whole-cell 法と Ca2+イメージング
法を組み合わせて同時記録することにより
確認している（Rhines et al. 1993）。研究代表
者は、前脳葉培養ニューロンにおいて発生す
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分散培養下での前脳葉ニューロン。培養１週間目
以降は神経突起を伸ばしてお互いに接続している
様子が観察される。 



るCa2+上昇の頻度と興奮した前脳葉ニューロ
ンの数に注目し、薬物投与前後の変化を調べ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結果として、グルタミン酸およびアセチルコ
リンだけが前脳葉ニューロンの興奮性に対
して薬理学的作用をみせた。すなわち、グル
タミン酸作動性ニューロンおよびアセチル
コリン作動性ニューロンが in vitro ネットワ
ークにおける前脳葉ニューロンの自発的活
動を調節し得ることが示された（Matsuo et al. 
2014）。一方で、ドーパミン、セロトニン、
アドレナリン、ノルアドレナリン、オクトパ
ミンなど多くの生体アミンは in vitro ネット
ワークにおける前脳葉ニューロンの自発的
活動に影響を及ぼさなかった（Matsuo et al. 
2016a,b）。このことから、in vivo の前脳葉ネ
ットワーク内に存在する（内在性の）グルタ
ミン酸とアセチルコリンが同期的振動活動
の発生に直接寄与することが示唆された。そ
して、in vivo の脳内おいて、前脳葉ネットワ
ークの外に存在するであろう生体アミンた
ちは同期的振動活動の発生自体には必須で
はないこと、外からの調節因子として重要な
働きをもつことが示唆された。実際、セロト
ニン作動性ニューロンが前脳葉外に存在し、
嗅覚連合学習に重要な働きをすること（Inoue 
et al. 2002）とも一致する結果であった。 
 

以上の結果の中でも、特にコリナージックシ
ステムは同期的振動活動の発生に重要であ
ることが分かってきた。培養 14 日目以降の
十分に成熟した in vitro 培養ニューロンネッ
トワークでは、コリンエステラーゼの抑制薬
であるフィゾスチグミンまたは受容体の存
在が確認されているニコチンが、同期的振動
活動を強制的に発生させることが分かった
（Kobayashi 2017）。これまでの研究から、in 
vivo の前脳葉では、ニコチン性アセチルコリ
ン受容体を介した振動調節機構が示唆され
ている（Matsuo et al. 2014）。前脳葉内にコリ
ナージックニューロンおよびニコチン性受
容体が見つかっていることと、in vitro での結
果より、振動の変調だけでなく、同期的振動
の駆動に関わっていることが強く示唆され
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究課題により、嗅覚中枢における新規の
神経機構が示唆された。すなわち、前脳葉ニ
ューロンの分散培養系での解析を行なう中
で、同期的振動ネットワークが自発的に再形
成される様子が見つかった。このような振動
ネットワークが一からつくられる過程をさ
らに調べることで新たな研究課題が生まれ
る可能性があると考える。以上の結果が、脳
層構造で発生する同期的振動活動、すなわち
脳波の仕組みと役割を考える上での新しい
基礎的知見となれば幸いである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

興奮した前脳葉ニューロン数（上）と自発的な Ca2+

上昇数（回／分）（下）の経時変化。フィゾスチグミ
ンにより、より多くのニューロンが動員されることが分
かった。。 
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前脳葉ニューロンの自発的な Ca2+振動と同期。 
コリナージックシナプスを賦活した際にしばしば観察
される。 
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