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要約

ニュー口ンの活動電位に続く再分極過程およびスパイク後電位は、ニュー口ンの放電頻

度を決定する 1 つの重要な要素であると考えられている 「 本研究では、ラット三文神経運

動ニュー口ンの活動電位の再分極過程およびスパイク後電位に関与する膜のイオン透過機

檎を明らかにするためにスライス標本を用いて同ニュー口ンから細胞内記録を行い、以下

のような結果が.得られた

1 .活動電位の発生に続いて、持続の短い後過分極電位 (fAHP) 、後脱分極電位 (ADP)

そして持続が比較的長い後過分極電位 (mAHP) が認められた っ

2. mAHP はカルシウム依存性カリウムチャネルの内、 SK チャネルのブロッカーであ

る apamin (1μM) 、無機イオンのカルシウムチャネルブロッカーである Mn 2 + • 

Co2+ (2 m M ) 、 Ba 2+ (0.5 ,....., 5 mM ) の潅流投与あるいはEGTAの細胞内注入によ

り抑制された これらの結果から mAHP はカルシウムイオンの細胞内流入によって

活性化されるカリウムコンダクタンスの増大によって生じることが示唆された (

3. apamin で mAHP を抑制した 16 個のニュー口ンの内 9 例で ADP の増大が認められ

た また、 mAHP の初期の部分は ADP と重複していることが示唆された c そこで

apamin を投与して mAHP を抑制しカルシウムブロッカーの mAHP に対する影響を

除いた条件下で、 Mn 2 + あるいは Cd2+ を潅流投与すると ADP は抑制きれた 。

4. 同じ条件下で細胞外カルシウム濃度を 2 mM から 8 mMヘ上昇させた場合、あるい

は Ba2+ (0.5 ,....., 5 m M) の潅流投与、 EGTA の細胞内注入を行うと ADP は増大した 。

これらの結果から ADP は細胞内のカルシウム依存性の過程の活性化によるのではな

くカルシウムイオンの流入そのものによって発生している可能性カず考えられた 。

5. N タイプカルシウムチャネルのブロ ッ カーである ω-CTx-GVIA (10'"'"'30μM) をス

ライス上に滴下投与したところ、 mAHP は抑制され ADP は増大した 門 一方、 P タイ

プカルシウムチャネルのブロッカーである ω-Aga-IVA (100μM) をスライス上に

滴下投与すると mAHP はほとんど影響を受けずに ADP のみが.抑制された (' mAHP 

の抑制と ADP の増大は脱分極性の細胞内パルス通電に対する連続発火の頻度を著明

に上昇させた 、

6. T タイプカルシウムチャネルのブロッカーである Ni2+ (500μM) の潅流投与によ

つては mAHP はほとんど影響を受けず ADP のみが.抑制された 。 細胞内通電による二

ユーロンの連続発火時においては、最初のスパイクに続く ADP のみが.抑制きれ、以

後のスパイクに続く ADP にはほとんど効果を示さなかった ゥ

7 .カルシウム依存性カリウムチャネルの内、 8 K チャネルのブロッカーである
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charybdotoxin および SK チャネルのブロッカ ー である apamin は活動電位の再分極

過程にほとんど影響を及ぼさなかったが、主に遅延整流型カリウム電流をブロックす

る tetraethylammonium (TEA 、 1-----10mM) あるいはA電流のブロッカーである 4 -

aminopyridine (4申AP 、 500μM) は活動電位の再分極過程を延長し fAHP を消失さ

せた

以上の結果から、スパイク後電位の内、 ADP は ω-Aga-IVA 感受性のカルシウムチャ

ネルを経て流入したカルシウムイオンにより形成され、 mAHP は ω ーCTx-GVIA 感受性の

カルシウムチ ャネルを経て流入したカルシウムイオンカずカルシウム依存性カリウム電流を

増大させることにより形成されること 、 またラット三文神経運動ニューロンにおいて ω 四

Aga-IVA 感受性のカルシウムチャネルは樹状突起に多く分布し 、 ω-CTx-GVIA 感受性の

カルシウム チ ャネルは細胞体に多く分布することが示唆された っ
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緒言

脊髄運動二ユーロン、舌下運動ニュー口ンおよびモルモッ卜の三叉神経運動ニュー口ン

では活動電位に続いて後脱分極電位 (ADP) と中等度の持続時間をもった後過分極電位

(mAHP) が52! められている (Chandler et al. 1994; Granit et al. 1963 ; Harada and 

Takahashi 1983 ; Vianna et al. 1993b ; Walton and Fulton 1986 ) 円 ADP が増大すると

そのピークから活動電位カず生じる (Vianna et al. 1993a) っ 一方 、 mAHP は発火頻度を

低下させる重要な要素である (Hille 1992) : このように ADP と mAHP のバランスは脊

髄・延髄での運動ニュー口ンの発火パターンの決定に関与し、三叉神経運動ニュー口ンの

場合にも阻晴筋への出力に重要な影響を友ぼすと考えられる 門

一方、ニュー口ン膜の興奮性レベルの決定にカルシウムイオンは重要な役割を果たして

いることが明らかにされているが、ニュー口ン膜上に存在する電位依存性カルシウムチャ

ネルは少なくとも 5 つのタイプ (L 、 N 、 P 、 Q、丁タイプ)に分類されており (Bean

1989 ; Hess 1990 ;しlinas et al. 1989 ; Mintz et al. 1992 ; Randall and Tsien 1995) 、

複数のタイプのカルシウムチャネルが.単一二ユーロン膜に存在する (Bean 1989; Miller 

1987) また、これらのカルシウムチャネルはそのタイプ毎に異なる生理学的な機能を

果たしている可能性がある (Christie et al. 1995 ) 円 例えば、脊髄および舌下運動二ユー

ロンにおいて ADP の形成に対するカルシウム電流の役割が報告されており (Harada and 

Takahashi 1983; Umemiya and Berger 1994; Vianna et al. 1993a; Walton and 

Fulton 1986) 、また、モルモット三叉神経運動ニュー口ンでは、他の運動ニュー口ン同

様、カルシウム依存性カリウム電流が mAHP の形成に関与することが明らかにされてい

る (Barrett and Barrett 1976 ; Chandler et al. 1994 ; Nishimura et al. 1989; Sah and 

McLachlan 1992 ; Viana et al. 1993b ; Walton and Fulton 1986 ; Zhang and Krnjevic 

1987 ) 、 したが.って、カルシウムイオンの流入は ADP と mAHP を同時に形成している

可能性がある しかし ADP と mAHP の形成に対して、どのタイプのカルシウムチャネル

が制御しているかは未だ明らかではない

本研究では、スライス標本を用いて細胞内記録法を行い、ラット三叉神経運動ニュー口

ンにおける ADP と mAHP の形成機構を調べた 。 その結果、 ω-Aga-IVA 感受性のカルシ

ウムチャネルを経て流入したカルシウムイオンカず ADP を形成し、 ω-CTx-GVIA 感受性の

カルシウムチャネルを経て流入したカルシウムイオンはカルシウム依存性カリウム電流を

活性化して mAHP を形成することが明らかになった 。 これらの結果から三叉神経連動ニ

ュー口ン膜のカルシウムチャネルはタイプによってそれぞれ特異的な生理学的機能を果た

していることが明らかにされた 。

4 



方法

実験動物には、 7 9 匹の 3~6 週齢の S.D ラットを用いた p 細胞内記録したニュー口

ンが.三叉神経運動二ユーロンであることを組織学的に同定するため、 2 0 匹の動物におい

て蛍光二重染色法 (Vianna et al. 1990 ) を行った 戸 そのため、まず塩酸ケタミン

(150mg/kg ;筋注)と塩酸ク口ルフ口マジン (12.E;mg/k 9 ;筋注)で動物を麻酔し、両

側の日交筋神経を剖出し切断した 〉 その切断端の中枢側に少量の dextran

tetramethylrhodamine-Iysine (DRL; 10,000 MW 、 Molecular Probes ) の結品を 3 0 分

間接触させた後、切断端を生理食塩水で洗浄した 【 2-5 日後、動物を再麻酔し、以下の

ような方法で三文神経運動核を含むスラ イス標本を作製した

まず、塩酸クロルプ口マジンを前投与 ( 1 2.5 mçj/kg; 筋注)し、塩酸ケタミン(150 

mg/kg; 筋注)で麻酔した動物を断頭し、頭蓋骨を除去して脳を取り出し、氷冷した蕉糖

置換人工脳脊髄液中で上圧と下Eの聞のレベルと問のレベルの 2 カ所で脳幹を横切断した っ

切り出した脳幹のブロックの吻側をシアノアクリレート接着剤でステージに接着し 、 マイ

クロスライサーにて厚さ 450μmのスライス標本を作製した 切り出したスライス標本

は標準人工脳脊髄液中で室温下で培養した 門

標準人工脳脊髄液の組成は以下の通りである NaCI 130 mM 、 KCI 3 mM 、 MgCI 2 2 

mM 、 NaH2P04 1.25 mM 、 NaHC03 26 mM 、 CaCI22 mM 、 D-glucose 10 mM o 藤糖置

換人工脳脊髄液は標準人工脳脊髄液中の NaCI を sucrose 260 mM に置換したものである c

標準人工脳脊髄液および蕉糖置換人工脳脊髄液には混合ガス (95% 02 -5% C02 ) を通気

し、 pH を 7.35~7.40 に維持した 蕉糖置換人工脳脊髄液をスライス標本作成中に用いる

ことで、活性のよいスライス標本カず得られた (Aghajanian and Rasmussen 1989; 

Chandler et al. 1994) 高濃度の細胞外カルシウムイオンの影響を調べる実験では

CaCI2 濃度を 6~8 mMに上昇させた Mn 2+ 、 C02+ 、 Ba 2+ 、 Cd2 + を標準人工脳脊髄液に

加える場合、そ れぞれ CaCI 2 (2 mM) を MnCI 2 (2 mM ) 、 COCI 2 (2 mM) 、 BaCI 2

(0.5~5 mM) あるいは CdCI2 (500μM) に置換し、沈殿を避けるため NaH2P04 を除

いた CIーの影響を調べる場合は同濃度の isethionate に置換し、アース電極は agar-KCI

bridge を用いた の 以下の薬物は、潅流する標準人工脳脊髄液中に溶解させて投与した 。

tetrodotoxi n (TTX 、 1μM) (Wako) 、 tetraethylammonium chloride (TEA 、 1 ~1 0 

mM; 同濃度の NaCI と置換)、 4-aminopyridine (4-AP 、 0.5 mM) 、 charybdotoxin

(C hTX 、 1 0~30 nM) (Peptide) 、 NiCI2 (0.5 rnM) 、 nifedipine (10μM; 無水エタ

ノール中に溶解) 門 Apamin (1 0~1 00 μM) (Peptide) 、 ω-conotoxin GVIA (ω ー
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CTx-GVIA 、 15~20μM) (Peptide) 、 ω-agatoxin IVA (ω-Aga-IVA 、 1 0~1 00μM) 

(Pept ide) は標準人工脳脊髄液に溶解し、マイク口ピペットを用いてスライス標本上に

滴下して投与した

記録

培養周チャンバー中で 2~12 時間培養した後、スライス標本をインターフェース型チ

ャンバーに移して記録を行った r インタ ー フェース型チャンバーには流速 1~1 . 5ml/分で、

標準人工脳脊髄液を潅流させ、スライス標本の表面には加湿した混合ガス (95% 02 -5% 

C02) を流した 標準人工脳脊髄液は 32 + 1 "C に維持した 〔 記録電極はマイクロピペッ

トプラ- (Sutter Instruments 社製)を用いて直径 1 . 2~1 . 5 mm のガラス管 (Sutter

I nstruments 社製)から作製した 電極内溶液は 1 ~1 KCI に 0 . 05 M トリス緩衝液を加え

たものを p H 7. 6 に調整して用いた 予め DRしを岐筋神経に取り込ませた 20 匹の動物の

スライス標本では電極内溶液に 2% biocytin ( Sigma ) を入れて記録細胞の染色を行った 。

細胞内のカルシウムイオンをキレー卜する場合、電極内溶液には 0.25 M ethylene 

glycol-bis (b-aminoethylenether) -N ,N,N' ,N'-tetraacetic acid (EGTA) ( Sigma ) を

1 M KCI溶液に溶解させたものを用いた 電極の抵抗は 30~130MQ であった 。 増幅器

は Axoclamp 2B (Axon Instruments 社製) を用 い、 bridge もしくは discontinuous

current-clamp ( DCC ) モードで記録した DCCモードでの記録は、 2~5 kHz のサンプ

ルレートで行った 内 ヘ ッド ステージからの出力はオシロスコープ上でモニタ-し、

capacitance の調整が適切に行われていることを確認した 。 膜電位と電流はデータ取得

用 software (Clampex, Axon I nstruments 社製)を用いてんo converter を介してコン

ビューターのハー ドディスクに取り込み、分析を行った 「

データは平均±標準誤差で表示し、 Student ' s t-test を用いて有意差検定を行い、 P < 

0 . 05 のものを有意差があると判定した 、

記録後、 D Rしを日交筋神経に取り込ませた動物から作製したスライス標本は 4 %パラホ

ルムアルデヒ ドで 12~24 時間固定した後、 25 %蕉糖溶液で‘ 12~24 時間脱水した 。 そ

の後、スライス標本を凍結させクリオスタットで厚さ 25~30μmの切片を作製した 。 切

片は fluorescein isothiocyanate (FITC) -conjugated streptavidin (1 100) 

(Amersham) で 10分間反応させ、蛍光顕微鏡にて記録したニュー口ンを検索した 。 さ

らに biocytin を注入した二ユーロンが三叉神経運動核内に存在するか否かを確認するた

め、切片を horseradish peroxidase (HRP) -conjugated streptavidin (1 : 500) (Dako) 

で 60 分間室温下で培養し、 DAB 反応で可視化した後、ニュートラルレッドで対比染色を

行った
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結果

三叉神経運動二ユーロンの再定

三叉神経運動核は、三叉神経感覚核の内側に存在する楕円形の領域として実体顕微鏡下

で確認でき、記録電極をその部位に刺入した F 一部の実験では、記録した二ユーロンが三

叉神経運動核に存在することを確認するために、記録二ユーロン内に bi.ocytin を注入し

細胞内染色を行った (n = 40) 自 細胞内染色されたこユーロンは全て三叉神経運動核内に

存在した 三叉神経運動核内に存在する インタ一二ユーロンは僅かであることから、 三叉

神経運動核内に存在するこユーロンのほとんどが運動二ユーロンであると考えられる

(Sessle 1977) 、 したが.って、以後の実験では組織学的な二ユーロンの同定は行わなか

った (n=108) ‘ また、上記の 40 個のニュー口ンのうち 15 個のニュー口 ンは DRしに

も染色されていたことから(図 1 )、岐筋運動二ユーロンであることが確認された(方法

参照)

運動二ユーロンの基本的性質

静止膜電位が -55 mV (-67.2 + 0.5 mV ; n = 148) 以下で安定し、活動電位カず静止膜

電位から 70 mV 以上の大ききをもっニュー口ン 148 個について、電気生理学的特性を分

析した 入力抵抗の測定は小さい電流強度(ー0.2------0.5 nA) で、持続時間 300 ms の細胞

内通電を行い、通電開始 200 ms 以後の定常状態における膜電位応答の大きさと電流強度

との関係から算出した ( 1 3.4 + 0.7 M 0 ; n = 141 ) 内 Rheobase は連続5回以上の持続

300 ms の脱分極性パルス通電に対して常に 1 発以上の活動電位が発生する最小の電流強

度の値とした ( 1 .5+ 0 . 1 nA ;n=94) 門 記録したこユーロンにはいずれも自発性の発火

は認められなかった 活動電位は持続 2-----3 ms の脱分極性細胞内パルス通電により誘発

し、その振幅の平均は94 . 8 + 0.8 mV (n = 148 ) で平均持続時間は0.7 士 0 . 01 ms (n = 

144 ;闘値から 10 mV 以上脱分極した電位の持続時間を測定)であった 。

148 個中 132 個のニュー口ンで活動電位の発生に続いて fAHP 、 ADP 、 mAHP からな

る 3 相性のスパイク後電イ立が観察された(図 2A) 。 これらの電位の内、本実験では主と

して ADP と mAHP について分析した 門 mAHPの振幅は静止膜電位と最も過分極した時点、

の電位との差として計測したが、その平均は 4.7 + 0.2 mV (n = 148) であった(図 2A 、

empty arrow head) 門 また、 mAHPの平均持続時間は 56.5 + 1.6 ms (n = 148) であっ

た ADP の振幅はそのピーク と静止膜電位との差として測定し、その平均は 10 . 6 士 0 . 5

mV (n = 132) であった(図 2A 、 filled arrow head) 円 活動電位誘発の閤値以下の細胞
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内パルス通電に対して ADP 様の脱分極性電位の発生はほとんど認められなかった っ 残り

16 個のニュー口ンに関しては明瞭な ADP カず認められなかったため、 ADP の分析から除

外した 1

スパイク後電位に対する膜電位の影響

細胞内に直流通電を行い膜電位を変化させると、単一活動電位に続くスパイク後電位の

振幅に変化が認められた (図 2B) スパイク後電位の大きさは 4 つの点線で示す時点、で

測定した 白丸と黒丸は、静止膜電位 (-58 mV) において fAHP と ADP の振幅がピーク

に達する時点、を示している mAHP の振幅の大きさは静止膜電位において mAHP カずピー

クに達する時点(黒四角)と細胞内パルス通電の開始から 30 ms 後の時点(白四角)で

測定した 膜電位に対するこれらの振幅をプロットしたものを図 2C および D に示す っ

スパイク後電位の反転電位は最小二乗法を用いて算出した 内 8つのこユーロンについて

mAHP カずピークに達する時点、で計測した反転電位と細胞内パルス通電開始 30 ms 後の時

点、で計測した反転電位はそれぞれ、 -80 + 2 mV (n == 8) と -83 + 2 mV (n = 8) であっ

た 細胞外カリウムイオンの濃度を 3 mM、細胞内濃度を 80'"'-'200 mM  (Buhrle and 

Sonnhof 1983 、 Galvan et al. 1984) 、潅流液の温度を 32 "C とした場合、 Nernst の式か

ら算出したカリウムイオンの平衡電位は -86'"'-'-100 ImV となり、いずれの mAHP の反転

電位もこの値と比べてやや脱分極していた 司 しかし、 fAHPの反転電位 (-59 + 2 mV ; n 

= 8) はカリウムイオンの平衡電位よりはるかに脱分極しており ADP の反転電位 (-58 

+ 2 mV ; n = 7) に近かった F また、 fAHP の電位ー振幅直線の傾きは ADP の傾きに近似

していた(図 2C) f) これらのことは fAHP と ADP が互いに影響し合っていることを示

峻している

mAHP形成のイオン機序

mAHPの形成におけるカルシウム依存性を調べるため以下のような順序で実験を行った c

第一に、細胞外カルシウムイオン (2 mM) を無機イオンのカルシウムチャネルブロッカ

ーである Mn 2+ (2 mM) あるいは Co2+ (2 mM) で置換した場合、 30'"'-'60 分後には

mAHP の振幅はそれぞれ 64 + 1 5 % (n = 5) および 67 + 15% (n = 5) 減少した (図

3A) 第二に、 EGTA (0.25 M) を含む記録電極を用いて EGTA の細胞内注入を行うと、

注入開始から 10'"'-'40 分で、 mAHP はほぼ完全に抑制された (n = 5 ;図 3B) 。 第三に、

カルシウムチャネルを通過できる Ba2+ (2 mM) で細胞外カルシウムイオン (2 mM) を

置換すると、可逆的にmAHPの振幅を 69 + 7 % (n = 7 ;図 3Ca) 抑制した n これらの結

果は mAHP の形成にカルシウムイオンが必要であることを示している 内
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そこで、次に mAHP の形成にカルシウム依存性カリウムチャネル (S K あるいは BK

チャネル)カず関与するか否かを調べるために、 SK チャネルの選択的ブロッカーである

apamin (Blatz and Magleby 1986 ; Pennefather e1: al. 1985) あるし 1 は BK チャネルの

選択的ブロッカーである ChTX (Blatz and Magleby 1987 ; Latorre et al. 1989) の投与

効果を調べた スライス表面上への apamin の滴下投与 (1 0~20μM 、 n = 15) あるい

は潅流投与 (1μM 、 n = 1) を行ったところ、全例において mAHP はほぼ完全に抑制さ

れた 図 4A に示すように、 apamin 投与によって mAHP の振幅は 95 + 3% (n = 16) 

減少したが、活動電位の振幅、持続時間および入力抵抗はほとんど影響されなかった っ 一

方、 ChTX (1 0~30 nM) の潅流投与は ADP と mAHP にほとんど影響を与えなかった (n

= 8 ;図 4B)

AOP形成のイオン機序

apamin による mAHP の抑制によって、 16 例中 9 例で ADP の振幅の増大が認められ

たことから(図 4A) 、 mAHP の初期の部分は ADP と重複していると考えられる 。 そこ

で、 apamin によって mAHP を抑制した状態で、 ADP に対する Mn 2+ 、 Cd2 + の潅流投与

による効果と細胞外カルシウムイオン濃度の上昇による効果を調べた 門 apamin 存在下で

Mn 2+ あるいは Cd2+ を潅流投与すると ADP の振幅は 26 + 6 % (n = 6 ;図 5削減少し

た 活動電位発生に伴う ADP の振幅をより正確に評価するために、細胞内パルス通電に

対する活動電位発生の闇値直下の膜電位応答を活動電位のトレースから差しヲ|し 1 て(図

5A 挿入図)、 ADP の振幅を ADP のピークとベースラインの値の差として算出したとこ

ろ、 apamin 存在下での無機イオンのカルシウムブロッカーの潅流投与はADPの振幅を

42 + 9 %減少させた (n = 6) ) 一方、 apamin 存在下で細胞外カルシウムイオン濃度を

2 mM から 8mM に上昇させると ADP の振幅は 29 + 3 %上昇した (n = 3 ;図 5B) 0 

これらの結果から ADP の形成には少なくともカルシウム依存性の要素が含まれることが.

示唆された

EGTA の細胞内注入によって mAHP はほぼ完全に抑制されるとともに ADP の振幅は

147 + 55 % (n = 5) 増大した(図 3B) っ 一方、 apamin は mAHP をほぼ完全に抑制す

るとともに、 ADP の振幅を 16 例中 9 例で 9 + 5 (Yo 増大させた(図 4A) 。 このように

EGTA の細胞内注入による ADP の振幅の増大は apamin による ADP の増大より有為に

大きかった (t = 3.48 、 P < 0.01) 0 さらに細胞外カルシウムイオンを 0 . 5~5 m M  Ba2+ 

に置換すると ADP の振幅の増大が認められた(図 :3C および 0) 。 この Ba2 + の効果は

濃度依存的で可逆的だった n 高濃度の Ba2+ (2~5 rnM) の投与により ADPは著しく増強

されパースト状の活動電位発射が誘発された(図 3C および 0) 、 これらの所見から、
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ADPはカルシウム依存性の過程が.活性化されて形成されるというよりむしろ細胞外カル

シウムイオン自体が電荷の担い手として ADP を形成していると考えられた 門

選択的カルシウムチャネルブロッカーのAOP とmAHPに対する効果

ADP および mAHP に対する高間値型カルシウムチャネルの選択的ブロッカーの効果を

調べた N タイプカルシウムチャネルのブロッカーである ω-CTルGVIA のADPおよび

mAHP に対する効果は apamin 投与による効果と類似していた 。 ω ーCTx-GVIA (10........30 

μM) をスライス標本上に滴下投与すると mAHP の振幅は 87 + 9 % (n = 5) 抑制きれ、

一方 ADP の振幅は 5 例中 4 例のニュー口ンで 30 + 12 %増加した(図 6A) っ したがっ

て、 ω-CTx-GVIA は apamin 同様、 mAHP を抑制することにより 、 間接的に ADP の振

幅を増大させたものと考えられる 一方、 P タイプカルシウムチャネルのブロッカーであ

る ω-Aga-IVA (100μM) の滴下投与では、 ADP の振幅が， 37 + 8 % (n = 4) 減少した

が、 mAHP の振幅に著明な変化は認められなかった(図 68 ) っ さらに apamin 存在下で

ω-Aga-IVA ( 100μM) を滴下投与すると、 ADP の振幅は 37 + 11 % (n = 6) 減少した

(図 6C ) ( なお、しタイプカルシウムチャネルのブロ ッ カーである nifedipine (10........20 

μM ) の潅流投与では、 ADP と mAHP 共にほとんど影響力ず認められなかった (n = 3) っ

さらに、低闇値型カルシウムチャネルのブロッカーの ADP および mAHP に対する効果

を検討するため、 Ni 2+ 投与の効果を調べた r' 500 μM Ni 2+ をカルシウムイオン 2 mM を

含む潅流液中に投与すると ADP の振幅は 37 + 12 1% 抑制されたが、 mAHP の振幅はほ

とんど変化しなかった (n = 4 ;図 6D) 門 次に、 apamin によって mAHP を抑制した状態

で Ni 2+ の ADP に対する効果を調べたところ、 Ni 2+ (500μM) は ADP の振幅を 33 士

3% 抑制した (n = 5 ;図 6E) また図 6F に示すように apamin 存在下で Ni 2+ を投与し

てADP の振幅の減少を確認した後、 ω-Aga-IVA を投与するとさらに ADP が.抑制された

ことから、 ω-Aga-IVA および Ni 2+ 感受性のカルシウム電流が ADP の形成に関与すると

考えられた

カルシウムチャネルブロッカーの連続発火時におけるスパイク後電位に対する効果の違レ

Ni2+ は脊髄運動二ユーロンおよび舌下運動二ユーロンにおいては低閤値型カルシウム

チャネルを阻害する (McCobb et al. 1989 ; Viana et al. 1993a) が、高闇値型カルシウ

ム電流を抑制するとの報告もある (Randall and Tsien 1995 ; Zhang et al. 1993) 。 そこ

で、 Ni 2+ が'1lt闘値型カルシウムチャネルを阻害していることを確認するため、以下の実

験を行った まず、 1 秒間の脱分極性細胞内パルス通電によって活動電位を連続発火させ

ると、全ての活動電位の後に ADP カず観察された(区17........9) 。 最初の ADP の振幅 (filled
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arrow head) はそれ以後の ADP (empty arrow heads) の振幅より大きく、最初の

mAHP の最も過分極している電位はそれ以後の mAHP の電位より脱分極していた(図

7A 、 8A および 9C) r この結果は、 1 秒間の脱分極性細胞内パルス通電の初期に脱分極

性の電位が発生していると考えられ、低域値型カルシウムチャネルカず活性化されている可

能性を示唆している 、

この点をさらに確認するため、次に、連続発火における ADP に対する ω-Aga-IVA と

Ni 2+ の効果の違いを調べた 図 7 に示すニュー口ンでは、細胞内通電量に関係なく活動

電位の闇値より ADP のピークの電位が脱分極していた(図 7A、左) っ しかし、 ω-Aga-

IVA の投与によって、点、線で示すように活動電位の闇値と mAHP のピークの電位はわず

かに過分極し、 ADP のピークの電位は活動電位の闇値より過分極方向に移動した(図 7A 、

右) この結果から ω-Aga-IVA 投与中でも 1 発目の ADP の振幅はそれ以後の ADP の振

幅より大きいものの、 ω-Aga-IVA は 1 発目およびそれ以後の ADP の振幅を抑制すると

いえる 1 発目の ADP とそれ以後の ADP に対する ω-Aga-IVA の効果の違いを評価する

ため、 1 発目の活動電位に続くスパイク後電位と 4 発目の活動電位に続くスパイク後電位

を、それぞれ対照のトレースから ω-Aga-IVA 投与時のトレースを差しヲ|し 1て比較した 。

対照と ω-Aga斗VA 投与時の 1 発目の活動電位のトレースの重ね合わせと、同様の 4 発自

のトレースの重ね合わせをそれぞれ図 7Ba と Bb に;示す 内 1 発目と 4 発自の活動電位の

対照のトレースから Aga-IVA 投与時のトレースを差し引し 1 た成分(図 7Ba および Bb 、

下段) は ω-Aga-IVA-感受性の成分を同程度に含んでおり、スパイク後電位 (fAHP と

ADP ) のみなら ず活動電位自体にも ω-Aga-IVA 感受性の成分が.含まれていた 。 1 発目と

4 発目のスパイク後電位における ω-Aga-IVA 感受性成分に大きな違いはなかった 。 ω

Aga-IVA 感受性成分の大きさを ADP がピークに達する時点、 (arrow head) で計測すると、

1 発目に対する 4 発自の成分は 83 士 3 % (n = 4) であった 。

一方 、 Ni 2+ の ADP に対する効果は 1 発目とそれ以後のものとで異なっていた o Ni2+ 

の投与によって 1 発自の ADP は抑制されたが、それ以後に続く ADP に対しては著明な

抑制効果は認められなかった(図 8A、左と右を比較) ') ADP のピーク時点、 (arrow head) 

で計測した4発自の ADP の Ni 2+ 感受性の成分は 1 発自の ADP に対する効果と比較して

10 + 4 % (n = 4) しかなかった(図 8Ba および Bb) 門 このように 1 発自の ADP にの

み Ni 2+ 感受性の脱分極性の成分力ず含まれることは、 Ni 2+ が不活性化の早い脱分極性の成

分を抑制していること、すなわち、 Ni 2 +が低域値型カルシウムチャネルを抑制しているこ

とを示している 円

ω-CTx-GVIA 、 apamin あるいは Ba 2+ の投与による mAHP の抑制と ADP の増強効果

は 1 秒間の脱分極性細胞内パルス通電によって誘発した連続発火パターンを著明に変化さ
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せた apamin 投与は他の運動ニュー口ンで報告されているように rheobase と入力抵抗

には影響を及ぼさず発火頻度を増加させた (Chandler et al. 1994; Nishimura et al 

1989 ; Sah and McLachlan 1992 ; Viana et al. 1993b) 。 細胞内通電量に対して定常状

態における発火頻度をプロッ卜して求めた SS f -1 直線の傾きは apamin によって 502 + 

84 % (n = 7) 増加し(図 9F) 、細胞内通電量を増加させると 1 発自の ADP のピークか

ら活動電位カず発生した 脱分極性細胞内パルス通電の終わりに認められる post burst 

AHP (図 9Cb、矢印)は、 apamin 投与によって消失した c ω-CTx-GVIA 投与では

apamin 投与時同様、 SS f-I 直線の傾きが増大した(図 9E) r ω-CTx-GVIA 投与時に細

胞内通電量を 1.9 nA 以上にすると 1 発自の ADP から活動電位発射が認められ(図 9Da 、

filled arrow head) 、最初の活動電位問の発火頻度 (1 st 1 S 1 ) が著明に増加した (図 9E 、

矢印) ‘ このような現象は標準人工脳脊髄液を潅流した状態ではほとんど認められなかっ

た ω-CTx-GVIA は apamin とは異なり post burst AH P を完全に抑制することはなかっ

た(図 9Db) ) Ba2+ の 1 st ISI に対する効果は apanlin および ω-CTx-GVIA に比べて著

明であり、高濃度の Ba2+ (2 ""'-'5 mM) を投与すると、短い持続時間の細胞内/てjレス通

電 (2""'-'3 ms) によってパース卜状の発火を引き起こした(図 3C および 0) っ

活動電位の再分極過程におけるイオン機序

最後に、活動電位の再分極過程に対するカリウム電流のブロッカー (TEA 、 4-AP) の

効果を調べた ) 1 mM および 10 mM の TEA の潅流投与により、活動電位の持続時間はそ

れぞれ 118+19% (n=6) および 497 + 66 % (n = 5) 延長し、いずれの場合も活動

電位の脱分極過程にはほとんど影響力t認められなかった(図 10A) 門 また、 1 mM  TEA 

の潅流投与によって mAHP の振幅および持続時間がそれぞれ66 士 17% (n = 6 ) および

19+12% (n=5) 増加したのに対し、 10 mM  TEA の潅流投与では 5 例中 4 例のニュー

口ンで mAHP の振幅が 34 + 5 %減少し、持続時聞が 37 + 11 % (n = 5) 延長した 。 こ

れらの TEA の効果は可逆的であった 一方、 4-AP の活動電位に対する効果は 4 例の二

ユーロンで調べた 。 500μM の 4-AP を潅流投与すると活動電位の持続時間は 141 士 10

% (n = 4) 延長し、活動電位の脱分極過程にほとんど影響を与えなかった(図 10B) 。

また 4-AP の潅流投与は自発性のシナプス入力の増大を引き起こすため、 ADP と mAHP

の詳細な解析は行わなかった 門 4-AP の投与による静止膜電位への影響はほとんど認めら

れなかった また、 10""'-'20μM の apamin のスライス標本上の滴下投与および 10""'-'30

nM の ChTX 潅流投与ともに活動電位の持続時間に影響を与えなかった(図 4A および B、

挿入図) 、

なお、図 10C に示すように mAHP と ADP の振幅の聞には負の相関関係が.認められた
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(r =ー0.56 、 P < 0.001) 。

考察

活動電位の再分極過程におけるカリウム電流の役割

ラット脊髄運動二ユーロン (Takahashi 1990) および迷走神経運動ニュー口ン (Sah

and McLachlan 1992) では、カルシウム依存性カリウム電流カず活動電位の再分極過程に

含まれていることが‘示唆されている 一方、本研究では、 TEA と 4-AP 投与によって活動

電位の再分極過程が延長したが、カルシウム依存性カリウムチャネルのブロッカーは活動

電位の持続時間に影響を与えなかった したが.って、モルモットの三叉神経運動ニュー口

ン (Chandler et al. 1994; Kim and Chandler 1995) および顔面神経連動ニュー口ン

(Nishimura et al. 1989) で報告されている結果と同様、 TEA 感受性で電位依存性の遅延

整流型カリウム電流と 4-AP 感受性の電流が主に活動電位の再分極過程を形成しており、

カルシウム依存性カリウム電流は活動電位の再分極過程にほとんど関与しないと考えられ

る

スパイク後電位 (fAHP 、 AOP 、 mAHP) の反転電位

fAHPの形成にはカリウム電流カず関与することが示唆されたが、 fAHP の反転電位はカ

リウムの平衡電位よりはるかに脱分極していた この原因として ADP の形成に関与する

内向き電流がカリウム電流と同時に発生しているためと考えられる 門 Cd2+ あるいは ω

Aga-IVA によって ADP を滅弱させたとき fAHP のピーク電位も過分極に移動し(図 5A

と 68) 、逆に apamin 存在下で細胞外カルシウム濃度を上昇きせてADP を増大させた場

合、 fAHP のピーク電位も脱分極にシフトした(図 58) η さらに fAHP と ADP の電流/

電圧直線の傾きと反転電位は近似していることから、 fAHP と ADP を形成するコンダク

タンスの一部は同時に活性化され、相互に影響し合っていると考えられる c

次に、 mAHP の反転電位について、 2 つの異なった時点、で計測したところ、共にカリ

ウムの平衡電位より脱分極していた。 この原因としては、すでに報告されているように、

mAHP が h 電流のような内向き電流を活性化した可能性カず考えられる (Nishimura et al. 

1989 ; Spain et al. 1987) 勺 しかし mAHP の反転電位はそのピークの時点、で計測した値

が脱分極性細胞内パルス通電開始 30 ms 後の時点、で計測した値よりやや脱分極すること

から、 ADP の形成に関与する内向き電流が mAHP のピークの時点、でまだ残存している可

能性も否定できない
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mAHPおよびAOPの形成に関与するカルシウムコンダクタンス

これまでに行われた運動ニュー口ンの研究と同様に (Chandler et a1.1994; Gueritaud 

1988 ; Haddad et al. 1990 ; Laursen and Rekling 1989 ; Nishimura et al. 1989 ; Sah 

and McLachlan 1992 ; Viana et al. 1993b) 、ラット三叉神経運動二ユーロンにおいて

も apamin は mAHP を抑制した 一方、 ChTX は mt\HP に影響を与えなかったことから

mAHP の形成に関与するのは SK タイプのカルシウム依存性カリウムチャネル (Blatz

and Magleby 1986; Pennefather et al. 1985) と考えられる 。 Umemiya と Berger

(1994 )は、幼弱ラットの舌下神経運動二ユーロンにおいて、 mAHP が ω-CTx-GVIA

あるいは ω-Aga-IVA によって抑制され、 nimodipine 投与ではほとんど影響を受けなか

ったと報告した 本研究では、 ω-CTx-GVIA がほぼ完全に mAHP を抑制したのに対して、

ω-Aga-IVA (100μM) と nifedipine は mAHP にほとんど影響しなかった。 したがって、

ラ ッ ト三叉神経運動ニュー口ンでは、 N タイプカルシウムチャネルが mAHP を形成する

カルシウム依存性カリウムチャネル (S K チャネ jレ)を活性化するものと考えられる つ 一

方、 ω-Aga-IVA はほぼ選択的に ADP を抑制し、 mAHP に対してほとんど影響を与えな

いことから 、 先の報告との結果の違いは ω-Aga-IVA の濃度の遣いによるものではなく、

日齢差あるいは運動ニュー口ンの種類の違いによるものであろう ご

次に、 apamin 存在下で無機イオンのカルシウムチャネルブロッカーを投与すると、

ADP の振幅は減少した また、細胞外カルシウム濃度を上昇させると逆に ADP の振幅は

増大した これらの結果から、 ADP の形成にカルシウムイオンが.関与すると考えられる 。

この ADP のカルシウム依存性は、他の運動ニュー口ン (Harada and Takahashi 1983 ; 

Viana et al. 1993a; Walton and Fulton 1986) や皮質のニュー口ン (Connors et al. 

1982 ; Higashi et al. 1993) 、視床ニュー口ン (Bal and McCormick 1993) 、あるいは

交感神経節前ニュー口ン (Yoshimura et al. 1987) においても報告されている 。 しかし、

無機イオンのカルシウムチャネルブロッカーが‘ ADP を完全には抑制しないことから、カ

ルシウム非依存性の内向き電流がADPの形成に関与している可能性も否定できない

(Alzheimer 1994 ; Azouz et al. 1996) 

ADPの形成にカルシウム依存性の非選択的カチオン電流の関与 (Bal and McCormick 

1993 ; Swandulla and Lux 1985) あるいはカルシウム依存性クロライド電流の関与

(Higashi et al. 1993 ; Sanchez and Gallego 1994) が報告されている 。 しかし、本研

究において細胞外のクロライドイオン濃度を 140 mM から 15""'75 mM に下げ‘ても ADP

に対する効果はほとんど認められなかったことから (n = 4) 、三叉神経運動ニュー口ン

においてはク口ライドイオンが'ADPに関与する可能性は低いと考えられる 。 また、以下

に述べる 2 つの理由から、三叉神経運動ニュー口ンにおいてカルシウムイオンの細胞内流
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入そのものが ADP を形成する電流であると推定できる p 第一に、細胞外カルシウムイオ

ンを Ba2+ に置換すると、 ADP が増大し、その濃度を上昇させると ADP の持続時聞が延

長した わ 第二に、細胞内カルシウムイオンを EGTA の細胞内注入によってキレートする

と ADP の振幅が増大し、その大きさは apamin 投与による増大より大きかった っ これは

EGTA によるカルシウムイオンのキレートカずカルシウム依存性のカルシウム電流の不活性

化を取り除いたか、細胞内カルシウムイオン濃度の低下による細胞内外の濃度差の上昇に

よってカルシウムイオンの流入が.促進されたためと考えられる つ

そこで次に、どのタイプのカルシウム電流が'ADPの形成に関与するかを調べたっ 1 秒

間の脱分極性細胞内パルス通電を行うことによって連続発火を誘発すると、 1 発目の

ADP はそれ以後の ADP より振幅が.大きかったことから、 ADP には不活性化する成分が

含まれていると考えられる Ni 2+ は 1 発自の ADP を抑制したが、それ以後の ADP には

ほとんど抑制効果を示さなかった これらの結果から、 Ni 2+ 感受性成分は急速に不活性

化する電流であり、 1 発目の ADP にのみ含まれているものと考えられた 〔 これに対して、

ω-Aga-IVA ( 100μM) は、連続発火において 1 発自のみならずそれ以後の ADP に対し

でも同程度の抑制効果を示し、さらに ω-Aga-IVA は apamin および Ni 2+投与後において

も ADP を抑制した ω-Aga-IVA を投与する際に用いた濃度 (100μM) は比較的高濃

度であったが、 mAHP に対する効果がほとんど認められなかったことから、 ω-Aga-IVA

が.非選択的にカルシウムチャネルをブロックしたのではないと考えられる 〔 したが.って、

主に ω-Aga-IVA 感受性の高闇値型カルシウム電流 (P-type) が ADP を形成するものと

考えられる しかし、 ADP がピークに達する電位は -56 mV 付近で、高闇値型カルシウ

ム電流の闇値 (-20 ...._, -30 mV) より過分極している (Hille 1992) 。 この原因として次

の 2 つの可能性が考えられる べ 第ーには、 ADP を形成するカルシウム電流が十封状突起上

で起こっており、発生した電位が細胞体に伝導する問に滅弱される可能性であり、第二は、

中間関値型カルシウム電流 (Alonso and しlinas 199;2 、 Kang and Kitai 1993 、 Onimaru

et al. 1996) カず ADP の発生に関与している可能性である c 本研究では活動電位の発生闇

値直下で脱分極性細胞内パルス通電を行った際に ADP 様の脱分極電位がほとんど認めら

れないことから、 ADP が.樹状突起上で発生している可能性の方カず高いと考えられる c

AOP と mAHPの形成に関与するカルシウム電流の異なった役割

ω-CTx-GVIA は mAHP を抑制し、 ADP を増大させたのに対して、 ω-Aga-IVA は

ADP を抑制し mAHP にほとんど影響を与えなかったことから、 ADP と mAHP の形成に

関与するカルシウム電流は異なっていると考えられる 、 それでは、何故 ω-Aga-IVA は

mAHP を抑制せず、 ω-CTx-GVIA は ADP を増大させるのであろうか 。
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各々のタイプのカルシウムチャネルの分布は、ニュー口ンの中で異なっていることが報

告されており (Christie et al. 1995 ; Elliott et al. 1995) 、本研究では mAHP の反転電位

カずカリウムの平衡電位に近いことから、 mAHP を形成する外向き電流は記録している部

位(おそらく細胞体もしくはその近傍の樹状突起)で発生していると考えられる 。 また、

あるタイプのカルシウムチャネルは、カルシウム依存性カリウムチャネルに近接して存在

することが.報告されているが. (Robitaille and Charlton 1992 ; Westenbroek et al. 1992) 、

本研究において ω-CTx-GVIA カず mAHP を抑制する一方、 ω-Aga-IVA は mAHP を抑制

しないことから、 ω-Aga-IVA 感受性カルシウムチャネルの存在領域よりも SK チャネル

が ω-CTx-GVIA感受性のカルシウムチャネルに近接して存在すると考えられる 。 ここで、

Lancaster と Pennefather (1987) 力ず報告しているように、 2....._.3 ms の脱分極性細胞内

パルス通電で・流入したカルシウムイオンが.急速に細胞内の緩衝作用を受ける可能性が.高け

れば‘ ω-Aga-IVA 感受性のカルシウムチャネルを通過して流入したカルシウムイオンは S

K チャネルを活性化する前に緩衝されてしまうので、 ω-Aga-IVA が mAHP を抑制しなか

ったと考えられる ところで、図 4 で示したように ADP と mAHP が互いに影響を及ぼ

していることから、 ω-Aga-IVA 感受性カルシウムチャネルの阻害による ADP の抑制は

mAHP の増大を引き起こす可能性がある 《 しかし実際には、 mAHP には変化カず認められ

なかった これは、 SK チャネルを活性化するカルシウムイオンの流入が ω-Aga-IVA 投

与によって減少することで、見かけ上 ω-Aga-IVA が mAHP の振幅を変化させなかった

と考えられ、 ω-Aga-IVA 感受性のカルシウムチャネルを経て細胞内に流入したカルシウ

ムイオンは主に ADP の形成に寄与するが\その一部は SK チャネルの活性化に利用され

ている可能性がある

ω-Aga-IVA とは逆に、 ω-CTx-GVIA は apamin より有意に大きく ADP を増大させた 。

ω-Aga-IVA 感受性のカルシウムチャネルを通って流入したカルシウムイオンの一部が S

K チャネルを活性化している可能性があるのと同様に、 ω ーCTx-GVIA 感受性カルシウム

チャネルを経て流入したカルシウムイオンの一部は ω-Aga-IVA 感受性のカルシウムチャ

ネルが‘存在する領域に達している可能性がある 内 この場合、 ω-CTx-GVIA 感受性カルシ

ウムチャネルを回害するとその領域の細胞内カルシウム濃度の減少をきたすことになる c

Ba2+ および EGTA カず ADP を著明に増大させることから、 ω-Aga四 IVA 感受性のカルシウ

ムチャネルはカルシウム依存的に不活性化していると考えられる c 従って ω ーCTx-GVIA

の投与により ω-Aga-IVA 感受性カルシウムチャネルのカルシウム依存性の不活性化が減

少し、その結果 ADP が増大すると考えられる 「

以上のように ω-CTx-GV I A 感受性カルシウムチャネルと ω-Aga-IVA 感受性カルシウ
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ムチャネルは、ある程度空間的に離れてはいるが\両者を通って流入してきたカルシウム

イオンは互いに完全に隔離されてはいないのであろう っ

発火パタ ーンに対するスパイク後電位の役割

カルシウムチャネルブロッカ-あるいは apamin による mAHP の抑制によって、三文

神経運動ニュー 口ンの細胞内パルス通電により誘発きれる連続発火の頻度は著しく上昇し

た この結果は、他の運動ニュー口ン (Chandler et al. 1994 ; Nishimura et al. 1989 ; 

Sah and McLachlan 1992 ; Viana et al. 1993b ; Walton and Fulton 1986) および皮質

のニュー口ン (Schwindt et al. 1988) において報告された結果と一致する つ また、 Ba2+

を潅流投与すると ADP の増大と mAHP の抑制が認められ、高濃度の Ba2+ (2~5 mM) 

投与では、短い持続時間の細胞内パルス通電 (2~3 rns ) に よってバースト状の発火を引

き起こした このように、 ADP と mAHP を変化させると、 1 st ISI は著しく上昇し発火パ

ターンに著明な変化が.認められた Burke ら (1970 ) は、脊髄運動ニュー口ンを一定の

低頻度で発火させた状態で、さらに 1 発活動電位を加えて活動電位間隔を短くすると、そ

の運動神経が支配している筋線維に長時間続く著明な収縮が起こることを見出した っ この

結果は、運動二ユーロンの平均活動電位頻度のみならず、発火パターンもまた筋線維の収

縮力を変化させる重要な要素であることを示唆している 】 したが.って、三叉神経運動二ユ

ーロンにおけるスパイク後電位は、日且n爵筋活動を調節する上で重要な役割を担っていると

考えられる

筋線維は速筋線維と緩筋線維に大別される (Burke et al. 1971 ; Burke et al. 1973) 。

遅収縮筋を支配する運動二ユーロンは、速筋線維を支配する運動ニュー口ンと比べて入力

抵抗が高く、 rheobase が小さく、後過分極電位が大:きい (Zengel et al. 1985) 。 本研究

で認められたように三文神経運動二ユーロンにおいても、入力抵抗力ず高く rheobase の小

さいニュー口ンは mAHP の振幅が大きく ADP の振幅が.小さい傾向にあったことは注目に

値する また、 mAHP と ADP の聞に負の相関があることから、 ADP と mAHP のバラン

スはそれぞれの三文神経運動ニュー口ンの機能的な性質によって決定されている可能性カず

ある セ口卜二ンやノルアドレナリンなど、いくつかの神経修飾物質は mAHP あるいは

ADP に影響することが運動ニュー口ンにおいて知られており (Berger et al. 1992; 

Parkis et al. 1995 ; Takahashi and Berger 1990) 、これらがスパイク後電位を変化させ

ることは生体における筋張力の 1 つの制御法なのであろう 門
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図の説明

図 1. DRL に逆行性に標識された日交筋運動ニュー口ン (A) と biocytin を細胞内注入し

記録した運動二ユーロン (B) の顕微鏡写真円 A と B における矢印は二重標識された日交筋

運動ニュー口ンを示す 校正 100μm"

図 2. ラット三叉神経運動二ユーロンにおけるスパイク後電位の分類と膜電位による影響っ

A: 2 ms の脱分極性細胞内パルス通電により静止膜電位 (-59 mV) から活動電位を誘発

した例 上段に膜電位、下段に通電した電流を示す 門 活動電位の発生に続いて持続の短い

後過分極電位 (fAHP) 、後脱分極電位 (AOP) 、中等度の持続時間の後過分極電位

(mAHP) を認める B : 2 msの脱分極性細胞内パルス通電により様々な膜電位から誘発

された活動電位の重ね合わせを示す arrow head は静止膜電位 (-58 mV) から誘発きれ

た活動電位を示す 白丸および黒丸は fAHP と AOP の振幅の大きさを測定した時点、を示

す mAHP の振幅の大きさは静止膜電位においてピークに達した時点(黒四角)と細胞

内通電開始 30 ms後 (白四角)の 2 点、で計測した 矢印は細胞内通電の開始時点、を示す っ

C および 0: 膜電位に対するそれぞれのスパイク後電位の振幅の大きさを B で示した記

号を用いてプロットしたもの

図 3. mAHP と AOP の形成におけるカルシウムイオンの依存性門 A : 2 mM Mn2+ (細胞

外 Ca 2+ と置換)の潅流投与前と投与後の活動電位の重ね合わせを示す門 Mn 2+ 投与によ

り mAHP は抑制された 点線は静止膜電位 (-64 mV) を示す n 挿入図: AOP の部分を

の時間軸を拡大したもの AOP も Mn 2+ により抑制きれた ペ B: 電極内溶液に EGTA を

入れて細胞内注入を行うと時間依存性に mAHP の抑制と AOP の増大が認められた(静止

膜電位は -68 mV) Ca : 1 mM および 2 mM Ba2+ の潅流投与前と投与後の活動電位を

重ね合わせたもの 勺 mAHP の抑制と AOP の増大力ず認められた " 2 mM Ba2+ の潅流投与

後 、 AOP から活動電位の発射が認められた 「 点線は静止膜電位 (-75 mV) を示す 。 Cb:

Ca に示したニュー口ンに 5 mM Ba2+ を潅流投与して 2 ms の脱分極性細胞内/てjレス通電

を行うと、増大した AOP からバース卜状の発火が認められた 。 静止膜電位は -75 mV で

あった

図 4 . カ ルシウム依存性カリウムチャネルのブロッカーのスパイク後電位に対する効果。

A : 10μM apamin をスライス上に滴下投与する前と投与後の活動電位を重ね合わせたも
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の っ apamin は mAHP を完全に抑制した っ 点線は静止膜電位 (-70 mV) を示す っ挿入図:

時間軸を拡大した活動電位の重ね合わせ o apamin は活動電位の持続時間にほとんど影響

を与えなかった η B : 30 nM ChTX の潅流投与前と投与後の活動電位を重ね合わせたもの

(静止膜電位は -75 mV) ChTX はスパイク後電位にほとんど影響を及ぼさなかった っ

挿入図:時間軸を拡大した活動電位の重ね合わせ r- ChTX は活動電位の持続時間にほとん

ど影響を及ぼさなかった

図 5. ADP に対するカルシウムチャネルの役割内 A : apamin 存在下で 500μM Cd2+ を

潅流投与すると ADP は抑制され、 fAHP のピーク時の電位は過分極方向に移動した 。 点

線は静止膜電位 (-68 mV) を示す 挿入図 :Aに示した活動電位の関値下の膜電位応答を

それぞれの活動電位から引き算したものを示す B : apamin 存在下細胞外カルシウム濃

度を 8 mM に上昇させると ADP は増大し、 fAHP のピーク時の電位は脱分極した c 静止

膜電位は -70 mV であった

図 6. スパイク後電位に対する選択的カルシウムチャネルブロッカーの効果c A : 20μM 

ω ーCTx-GVIA をスライス上に滴下投与する前と投与後の活動電位を重ね合わせたものを

示す 『 活動電位のピーク付近は省略している r 点、線は静止膜電位 (-68 mV) を示す 。 B:

100μMω-Aga-IVA をスライス上に滴下投与する前と投与後の活動電位を重ね合わせた

ものを示す 点線は静止膜電位 (-68 mV) を示す 巧 C : apamin を単独で投与した活動電

位と、 apamin に加えて 100μMω-Aga-IVA をスライス上に滴下投与した時の活動電位

を重ね合わせたものを示す 点線は静止膜電位 (-65 rnV) を示す。 o : 500μM Ni 2+ を

潅流投与する前と投与後の活動電位を重ね合わせたものを示す 。 点線は静止膜電位 (-68

mV) を示す E : apamin を単独で投与した活動電位と、 apamin に加えて 500μM Ni2+ 

を潅流投与した時の活動電位を重ね合わせたものを示す 吋 点、線は静止膜電位 (-77mV)

を示す F : apamin を単独で投与した活動電位と、 apamin に加えて 500μM Ni 2+ を潅

流投与した時の活動電位、さらに 100μMω-Aga-IVA をスライス上に滴下投与した時の

活動電位を重ね合わせたもの 1 いずれのトレースも、それぞれ活動電位の閤値直下の膜電

位応答を引き算したものを示している 勺

図 7. 活動電位連続発火中における ADP に対する ω-Aga-IVA の効果 " A :持続時間の

長い脱分極性細胞内パルス通電によって誘発された連続発火(左)と ω-Aga-IVA を投与

したときに同様に連続発火させた場合(右)のトレースを示す っ ω-Aga-IVA を投与して

いる問は、細胞内に直流電流を通電して対照における静止膜電位 (-68 mV) に膜電位を
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保持し、連続発火の ISI カず対照より短くなるように脱分極性細胞内パルス通電の強度を設

定した filled arrow head と empty arrow head はそれぞれ最初と最初から 4 番目の ADP

を示している n 上および下の点線は、それぞれ対照における活動電位闇値および mAHP 

のピーク時の電位を示している 活動電位闇値および mAHP のピーク時の電位は共に ω

-Aga-IVA 投与によって僅かに過分極した p 一方、 fAHP および ADP は対照において共に

活動電位関値より脱分極していたが\ω-Aga-IVA 投与によりこれらは活動電位闇値より

過分極方向に移動したことから、 ω-Aga-IVA は ADP を抑制したと考えられる つ Ba およ

び Bb : A において下線をヲ|し 1 た部分 (a および b) を拡大したトレースを、 ω-Aga-IVA

を投与する前と後とで重ね合わせたものを示す 重ね合わせに際して、時間軸は活動電位

のピーク時点、が.重なるようにした ω-Aga-IVA の投与によって、 ADP のみならず活動電

位も抑制されていることに注意 下段のトレースは対照のトレースから ω-Aga-IVA のト

レースを引き算したものであり、 ω-Aga-IVA の投与によって個々の ADP がおおむね等

しく抑制されていることが.分かる

図 8 . 活動電位連続発火中における ADP に対する Ni 2+ の効果 A: 持続時間の長い脱分

極性細胞内パルス通電によって誘発された連続発火 (左) と Ni2+ を投与したときに同様

に連続発火きせた場合(右)のトレースを示す Ni2+ を投与している問は、細胞内に直

流電流を通電して対照における静止膜電位 (-68 mV) に膜電位を保持し、連続発火の ISI

が.対照より短くなるように脱分極性細胞内パルス通電の強度を設定した 。 filled arrow 

head と empty arrow head はそれぞれ最初と最初から 4 番目の ADP を示している 。 上お

よび下の点線は、それぞれ対照における活動電位闇値および mAHP のピーク時の電位を

示している 活動電位闇値および mAHP のピーク時の電位は共に Ni 2+ 投与によってほと

んど影響を受けなかった Ba および Bb : A において下線をヲ|し 1 た部分 (a および b) を

拡大したトレースを、 Ni 2+ を投与する前と後とで重ね合わせたものを示す。 重ね合わせ

に際して、時間軸は活動電位のピーク時点力1・重なるようにした r， Ni2+ の投与によって、

活動電位が.僅かに抑制されていた 可 下段のトレースは対照のトレースから Ni2+ のトレー

スを引き算したものであり、 Ni 2+ の投与によって最初の ADP のみが.抑制され、それ以降

の ADP はほとんど影響を受けていないことが分かる 。

図 9. 連続発火に対する ω-CTx-GVIA と apamin の効果円 A および B: 持続 1 秒で 1 . 7

nA および 2 . 4 nA の脱分極性細胞内パルス通電により誘発された連続発火をそれぞれ中段

および下段に示す (A) , 10μMω-CTx-GVIA をスライス上に滴下投与した後に、同様
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の脱分極性細胞内パルス通電を行って得られたトレースを (B) に示す 。 Ca および Cb:

Aにおいて下線をヲ|し 1 た部分 (a および b) を拡大したもの o filled arrow head で示す最

初の ADP は emptyarrow head で示すそれ以後の ADP より振幅が大きかった 。 矢印は連

続発火後に生じる post burst AH P を示す 。 点線は静止膜電位(ー71 mV) を示す 。 Da お

よび Db:B において下線をヲ|し 1 た部分 (a および b) を拡大したもの。 filled arrow head 

で示した最初の ADP から活動電位発射を認めた 円 mAHP はかなり抑制されているが、

post burst AH P (矢印)に著明な変化はなかった n 点線は静止膜電位 (-71 mV) を示す。

E :上段は、 A および B で示したこユーロンにおける 1 st ISI の f-I 直線を示したもので、

黒丸は ω-CTx-GVIA 投与前、白丸は投与後を示すn 細胞内通電量が 1.9 nA (矢印)を越

えると最初の ADP から活動電位発射を認めるため、 1 st ISI が極度に短くなることが分か

る 下段は、 A および B で示した二ユーロンにおける ss ISI の f-I 直線を示したもので、

黒丸は ω-CTx-GVIA 投与前、白丸は投与後を示す F :上段は、男Ijの二ユーロンで

apamin 投与前(黒丸)と投与後(白丸)の 1 st ISI の f-1 直線を示したもの 。 細胞内通電

量カず 0 . 9 nA (矢印)を越えると最初の ADP から活動電位発射を認めた c 下段は、上段で

示したニュー口ンにおける S5 ISI の f-1 直線を示したもので、黒丸は apamin 投与前、白

丸は投与後を示す

図 10. A : TEA 投与前と 1 mM および 10 mM  TEA 投与後の活動電位の重ね合わせを示す 。

TEA 投与により活動電位の持続時間は延長し、 fAHP は消失した。 点線は静止膜電位(-

70 mV) を示す 門 B : 500μM 4-AP の投与前と投与後の活動電位を重ね合わせたものO

活動電イ立の持続時間の延長が認められる 「 点線は静止膜電位 (-70 mV) を示す 。 C: 静

止膜電位において、 mAHP の振幅の大きさに対する ADP の振幅の大きさをプロットした

もの
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ABSTRACT 

1ntraccllular rccordings wcrc obtaincd [rom rat trigeminal motoneurons in slice 

prcparations to in¥'cstigatc thc rolc o[ calcium conductances in the spike repolarization and 

aftcrpotcnti叫 s. Thc action potcntial was [ollo¥¥'cd by a [ast and a medium-duration 

aftcrhypc中olarization (fAHP and mAHP, rcspectivcly) which were usually separated by a 

transicnt dcpolarizing phasc callcd the a[tcrdcpolarization (ADP). Neither charybdotoxin nor 

apamin affcctcd the spikc rcpolarization apprcciably, ¥¥'hile bath application of 

tctracth)・lammonium (1-10 mM) or 4-aminopyridine (5∞ μM) prolonged the spike 

rcpolanλation and abolished thc fAHP. Thc mAHP ¥¥'as suppressed by bath application of 

aparnin (1 μM) and inorganic calcium channcl blockers (Mn2+, C02+; 2 mM) , and also by 

ubstitution of [Ca2+]o ¥¥'ith 2 m M  8a2+ or intraccllular injection o[ ethylene gly∞l-bis (b-

anlinocthylcncthcr)-N, N , N' , N '-tctraacetic acid (EGT A) , suggesting that the potassium 

ウム

conductancc gcncrating the mAHP is acti\ ・ated by Ca.:.-r influx. 1n 9/16 neurons , the 

upprcssion o[ thc mAHP rcsultcd in an cnhancemcnt o[ the ADP, indicating that the early 

phasc o[ thc mAHP countcracts the ADP. A[tcr abolishing the mAHP ¥¥'ith apamin , 2 mM  

Mn2+ or 500μM Cd2+ rcduced the ADP whilc the ADP amplitude ¥¥'as increased by raising 

[Ca2+]o from :2 to 8 mM , by bath application of 8a2+ (0.5-5 mM) and b)・ intracellular injection 

o[ EGT A. This ¥¥'ould suggest that thc ADP is more likely 1.0 be generated bぅ Ca2+ influx 

i tsclf rathcr than by acti ¥'ation of an in山1t山tr闘 4抗cllu川lul叫11凶a訂rcωal此1叶lcαium-d必cp戸cnd吋den凶lt process. Focal application 

of w-conoto:¥in GV1A (1 0-30μM) supprcsscd thc mAHP and enhanced the ADP, ¥¥'hereas 

focal applIcalion ofω-agatoxin 1V A (1 00μM) rcduccd the ADP an1plitude ¥¥'ithout apparent 

c[fcClC; on thc mAHP. Supprcssion o[ thc mAHP and/or an enhanccment o[ the ADP greatl) 

incrcascd thc Ciring [rcqucncy of rcpctiti¥'c firing in rcsponsc to injection of long depolarizing 

cuπcnt pulscs 

Wc concludc that Ca2+ intlux throughω-agatoxin 1VA-sensiti¥'e calcium channels i 

ウ4

rcsponsi blc for thc gcncration of thc ADP and that Ca.:.-r intlux through ω-conotoxin GV1A-

scnsiti¥'c calcium channcls contributcs to thc gcncration of thc mAHP. 8ecause of the 



selective suppression of the ADP and mAHP byω-agatoxin 1 V A and ω-conotoxin GVIA , 

respectively , it is suggested that both calcium channels are separated geometrically in rat 

trigeminal motoneurons. The repetitive firing pattern may be differentially regulated by the 

activity of ω-agatoxin IV A and ω-conotoxin GVIA-sensitive calcium channels. 



INTRODUCTION 

The action potential is followed by afterdepolarization (ADP) and medium-duration 

afterhyperpolarization (mAHP) in spinal (Granit et al. 1963;; Harada and Takahashi 1983; 

Walton and Fulton 1986), hypoglossal (Vianna et al. 1993b) and guinea pig trigemina1 

(Chandler et al. 1994) motoneurons. AdditionaJ spikes can be triggered from the ADP when 

the ADP is enhanced (Vianna et al. 1 993a), whereas the mAHP is an important factor for 

slowing the rate of firing (Hille 1992). Thus, the potential balance between the ADP and 

mAHP seems to determine the firing pattem of trigeminal motoneurons ぐTMNs) and affects 

the quantitative relationship between the input to TMNs andl the final motor output of the 

muscIes. 

Voltage-gated ca1cium channels have been classified in1to at least five types refe汀ed to 

as し， N-, P-, Q-and T -type (Bean 1989; Hess 1990; Llinas et al. 1989; Mintz et a1. 1992; 

Randall and Tsien 1995), and multiple types of calcium channels coexist in a single neuron 

(Bean 1989; Miller 1987). It may be possible that di仔erent types of ca1cium channels 

pa目icipate in distinct physiological functions (Christie et al. 1995). Contribution of calcium 

cuπents to generating the ADP has been reported in spinal (Harada and Takahashi 1983; 

Walton and Fulton 1986) and hypoglossal (Umemiya and Berger 1994; Vianna et al. 1993a) 

motoneurons. Furthermore, caJci um-acti vated potassi um cu汀ent has been demonstrated to be 

involved in generating the mAHP in guinea pig trigeminal motoneurons (Chandler et al. 1994) 

as well as other motoneurons (Barrett and Barrett 1976; Ni shimura et al. 1989; Sah and 

McLachlan 1992; Viana et al. 1993b; Walton and Fulton 1986; Zhang and Kmjevic 1987). 

Therefore, Ca2+ influx may cause both the ADP and mAHP simultaneously. However, it is 

not clear if the generation of the ADP and the mAHP were di 仔'erentially regulated by distinct 

types of calcium channels in single neurons. 

In the present study, di仔'erential regulations of the ADP and mAHP were investigated 

in rat TMNs in vitro slice preparations by using intracellular recording method. We 



demonstrated that Ca2+ influx throughω-agatoxin IV A-sensitive channels is responsible for 

the generation of the ADP, whereas Ca2+ influx throughω-conotoxin GVIA-sensitive calcium 

channels activates ca1cium-activated potassium currents responsible for the mAHP. These 

results suggest that each specific type of calcium conductance may participate in distinct 

physiological functions in TMNs. Preliminary results of this study were repo目ed previously 

in abstract form (Kobayashi et al. 1995). 

加fETHOD

Subjects 

Seventy-nine Sprague-Dawley rats (3-6 weeks old) were used for slice preparations. 

To identify the recorded cell as a trigeminal motoneuron histologically , we employed the 

tluorescence double-Iabeling technique (cf. Viana et al. 1990) in 20 of 79 animals. The 20 

animals were anesthetized with ketamine HCI (150 mg/kg i.m.) and chlo中romazine HCI 

(12.5 mg/kg i.m.) and both sides of the masseter nerve were dissected. Small amount of 

dextran-tetramethylrhodamine-Iysine (DRL; 10，∞o MW, Molecular Probes) in crystal were 

applied to the central cut ends of the nerve for 30 min, and then the cut ends were rinsed with 

saline. After 2-5 days the animals were re-anesthetized for slice preparation. 

Slice prepαrαtion 

Animals were anesthetized with ketamine HCl (150 nng/kg i.m.) after an injection of 

chlorpromazine HCl (12.5 mg/kg i.m.). Following decapitation , the skuIl was removed and 

the brain was excised rapidly. The brain was placed in cold modified artificial cerebrospinal 

f1uid (M-ACSF; see below for composition) and sectioned at the inter-col1icular level and at 

the obex. The rostral side of the brainstem was glued onto the stage of a microslicer (DTK-

1500, Dosaka) with cyanoacrylate. Transverse slices (450μm) were cut in cold M-ACSF. 
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The slices were transferred to a holding chamber containing normaJ artificial cerebrospinal 

fluid (N-ACSF; see below for composition) maintained at roolm temperature. 

Solutions 

The composition of the N-ACSF was (in mM) 130 NaCl , 3 KCl , 2 MgC12 , 1.25 

NaH2P04, 26 NaHC03 , 2 CaCI2 , and 10 D-glucose. The ~v1-ACSF was made of N-ACSF 

by replacing 130 m M  NaCl with 260 mM  sucrose. The N-ACSF and the M-ACSF were 

bubbled with a mixture of 950/0 O2-50/0 C02 , and the pH of these solutions were 7.35-7.40. 

Viable motoneurons were obtained by using M-ACSF during slice preparation (Agh勾anian

and Rasmussen 1989; Chandler et al. 1994). 1n some experiments, the Ca2+ concentration 

was raised to 6--8 mM. When Mn2+, C02+, Ba2+ or Cd2+ was added to the ACSF, 2 mM  

CaCl2 was replaced with 2 m M  MnCh , COCI2 , BaCl2 or 500μM CdCh , respectively , and 

aH2P04 was omitted to avoid precipitation. For anion substitution experiments, Cl-was 

replaced with equimolar amounts of isethionate and the bath was grounded through an agarｭ

KCl bridge. The following drugs were added directly to the perfusate: tetrodotoxinσTX， 1 

μM) (Wako), tetraethylammonium chloride ぐTEA ， 1-10 m�l replacing equimolar NaCl) , ~ 

aminopyridine (4-AP, 0.5 mM), charybdotoxin (ChTX, 1cド30 nM) (Peptide) , NiCh (0.5 

mM), nifedipine (10μM dissolved in absolute ethanol). Apalmin (10-100μM) (Peptide) ， ω

conotoxin GV1A (ω-Cfx-GVIA ， 15-20μM) (Peptide) and ω-agatoxin IV A (ω-Aga-IV A , 10-

l∞ μM) (Peptide) were each dissolved in N-ACSF and applied to the surface of a slice by 

pressure as microdroplets from a micropipette. All drugs were obtained from Nakarai tesque 

(Kyoto , Japan) unless otherwise specified. 

Recording 

After 2-12h incubation in the holding chamber, slices were transferred to an interfaceｭ

type chamber. The recording chamber was continuously perfused with N-ACSF at a rate of 

1-1.5 ml/min , and humidified 95% 02-50/0 C02 flowed over the slice. All experiments were 
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perforrned at 32 :t 1 oC. Intracellular recordings were obtained with glass microelectrodes 

(1.2-1.5 mm O.D.) (Sutter Instruments). In 20 animals , in which DRL was i吋ected， the 

microelectrode was filJed with biocytin (Sigma) for intracellular staining. Biocytin was 

prepared as a 1 % solution in 1 M KCl and 0.05 M Tris buffer (pH 7.6). In the other 

experiments, the microelectrode was filled with 1 M KCl and 0.05 M Tris bu仔er (pH 7.6). 

For intracellular injection of ethylene glycoトbis (b-aminoethylenether)-N , N , N ', N '-tetraacetic 

acid (EGT A) (Sigma), a calcium chelator, microelectrodes were filled with 0.25 M EGT A and 

1 M KCI. The DC resistance of the microelectrodes ranged from 30 to 130 MQ. The 

amplifier, an Axoclamp 2B (Axon Instruments) was used in either bridge or discontinuous 

current-c1amp (DCC) mode. During DCC recordings, 2-5 kHz sampling rate was employed 

at a 30% duty cycle. The head stage output was monitored on a separate oscilloscope to 

ensure proper capacitance adjustment and adequate settling of the microelectrode. Membrane 

potential and cuπent were digitized and stored on a com,puter hard disk using software 

(Clampex, Axon Instruments) through A-D converter. 

Data are presented as mean :t SE. Significance was tested using Student'sιtest with a 

significance level set at P < 0.05. 

Histolog 

After recordings, the slices obtained from the DRL injected animals were fixed in 4 % 

paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) for 12-24 h, and were transferred to 

25 % sucrose in 0.02 M phosphate-buffered saline for 12-24h. The slices were frozen , 

sectioned at 25-30μm with a cryostat and thaw-mounted onto poly-L-Iysine-subbed glass 

slide. The sections were incubated with tluorescein isothiocyanate (F汀C)-conjugated

streptavidin (l : 1(0) (Amersham) for 10 min , examined with a fluorescein microscope 

equipped with an appropriate excitation filter (B2 filter for FITC; G filter for DRL) and 

photographed. To examine whether biocytin-injected neurons were localized in the 町igeminal

motor nucleus, sections were re-incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 

4 



streptavidin (1 : 500) (Dako) for 60 min at room temperature, and HRP was developed with 

DAB and 0.003 % H2~ in 0.5 M Tris-HCI buffer (pH 7.4) with nickel ammonium sulfate 

intensification. Sections were counterstained with neutral red. 

RESULTS 

Identification 01 the motoneurons 

Through the stereomicroscope, we could see the trigeminal motor nucleus as a pale 

gray area medial to the trigeminal sensory nucJeus. We placed the recording electrode in this 

area. In the first series of the experiments, biocytin was injected into the recorded neurons (n 

= 40 cells) in order to ascertain that the recorded neurons were located within the 廿igeminal

motor nucleus. AII of the recorded neurons were histologicaUy identified to be located within 

the trigeminal motor nucJeus. It is most likely 出at the neurons within the trigeminal motor 

nudeus are trigeminal motoneurons because intemeurons are very few in the trigeminal motor 

nucleus (Sessle 1977). Fifteen of the 40 neurons we問 also labeled by DRL (Fig. 1), 

indicating that these neurons were masseter motoneurons (see METHODS). Therefore, no 

histological efforts were made to identify the recorded neurons in the second series of 

experiments (n = 108 cells). 

General properties 

The present study was based on the recordings fronl 148 neurons, which had stable 

resting potentials more negative than -55 mV (-67.2::t 0.5 m.V; n = 148) and displayed spikes 

larger than 70 m V (measured from resting membrane potential to 出e spike peak). Input 

resistance was 13.4::t 0.7 MQ  (n = 141), which was calculated from the relationship between 

injected current intensity (-0.2 to -0.5 nA) and the steady-st:ate (> 2∞ ms) voltage 陀sponse.

Rheobase was 1.5 ::t 0.1 nA (n = 94) measured as the minimum current (3∞ ms duration) 

necessaη/ to evoke a single action potential 1∞% of the time in response to at least five 
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consecutive stimuli. No neurons fired spontaneously. Single action potentials were elicited by 

an injection of brief (2-3 ms) depolarizing current pulses. Action potential amplitude was 

94.8 :t 0.8 mV (n = 148) and the duration was 0.7 :t 0.01 ,ms (n = 148; measured 10 mV 

positive to its threshold). 

Action potentials were followed by an biphasic afterhyperpolarization (AHP), 

consisting of the fAHP and mAHP as shown in Fig. 2A. The mAHP amplitude was 4.7 :t 

0.2 mV (n = 148), which was measured from resting potential to the most negative peak (Fig. 

2A , empty aπow head). The duration of the mAHP was 56.5 :t 1.6 ms (n = 148). In 132 

(89%) of the 148 neurons , these two AHPs were separated by a depolarizing waveform, the 

afterdepolarization (ADP). The amplitude of the ADP was 10.6 :t 0.5 mV (n = 132), which 

was measured from the resting potential to its peak (Fig. 2A , fjlled aηow head). In response 

to injection of subthreshold depolarizing cu汀ent pulses, the ADP was rarely observed without 

generation of action potentials. The remaining 16 neurons did not display a prominent ADP 

between the fAHP and the mAHP, and were not included in the analysis of the ADP. As 

shown in Fig. 28 , there is a significant negative correlation between the amplitude of the 

mAHP and that of the ADP (r = -0.56, P < 0.001). 

Ionic basis for the action potential 

8ath application of 1 and 10 mM  TEA invariably increased the spike duration by 118 

:t 190/0 (n = 6) and 497 :t 66% (n = 5), respectively, without affecting rising phase of the 

action potential (Fig. 2C). 8y contrast, 1 mM  TEA increased the amplitude and duration of 

the mAHP by 66 土 17 0/0 (n = 6) and 19 :t 12% (n = 5), respectively , while 10 mM  T巴生

reduced the mAHP amplitude by 34 :t 5 % in 4/5 neurons tested and prolonged the mAHP 

duration by 37 :t 11 % (n = 5). These e仔ects of TEA were reversible. 

The e仔'ects of 4-AP on action potential characteristics were also examined in 4 

neurons. 8ath application of 5∞ μM 4-AP increased the spike duration in a11 neurons tested 

by 141 :t 10 % (n = 4) without affecting rising phase of the action potential (Fig. 2D). 
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However, we could not analyze the effect of 4-AP on the ADP and mAHP because of a 

substantial increase in spontaneous synaptic potentials. No consistent effects on the resting 

membrane potential were observed after 4-AP application. 

In order to examine the extent to which calcium-activated potassium cu汀ents are 

involved in spike repolarization , effects of ChTX, a selective blocker for large-conductance 

calcium-activated potassium channels (BK channels) (reviewed by Blatz and Magleby 1987; 

Latorre et al. 1989) or apamin , a selective blocker for small-conductance calcium-activated 

potassium channels (SK channels) (Blatz and Magleby 1986; Pennefather et al. 1985) were 

examined. Bath application of 1 ~30 nM ChTX or microdroplet application of l(ト20μM

apamin to the surface of the slice had almost no effects on the: spike duration (Fig. 3A and B, 

inset). 

Effects of vaγying membrane potentﾎa!s on the ゆerpotentiα!s

The amplitude of the afterpotential following a single action potentia1 varied when the 

membrane potential was changed by direct-current i吋ection (Fig. 4A). The amplitudes of 

afterpotentials were measured at four di仔erent times after spike occuπence indicated by dotted 

lines. Open and filled circles indicate the peak times of the fAHP and ADP, respectively , 

evoked from the resting membrane potential of -58 mV. The mAHP was measured at two 

different times, the peak time of the mAHP evoked from the resting membrane potentia1 (filled 

square) and 30 ms after the onset of a short depolarizing current pulse (open square). Those 

amplitudes were plo仕ed against the membrane potentia1 in Fig. 4B and C. The reversal 

potentials of the afterpotentials were estimated by least squares method. The reversal 

potentials of the peak mAHP and those measured 30 ms after the onset of a short depolarizing 

pulse were -80 ::t: 2 mV  (n = 8) and -83 ::t: 2 mV  (n = 8), respectively. These values are 

slightly positive to the equilibrium potentials of potassium ion (EKS) (-86 to -100 mV) 

calculated using the Nernst equation when lK+]o is 3 mM  at .32
0

C and lK+]i ranges fom 80 to 

200 mM  (Buhrle and Sonnhof 1983 , Galvan et al., 1984). However, the reversal potential of 
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the fAHP (-59 :t 2 mV; n = 8) was much more positive than the calculated EKS , and was 

close to that of the ADP (-58 :t 2 mV; n = 7). The slope of voltage-amplitude relationship for 

the fAHP was similar to that for the ADP (Fig. 4B). This would indicate that the fAHP and 

ADP were mutually influenced. 

Ionic basis for the mAHP 

In order to determine the calcium-dependence of the nlAHP the following experiments 

were performed. First, replacement of fCa2+]o (2 mM) with inorganic calcium channel 

blocker, Mn2+ (2 mM) and C02+ (2 mM) reduced the mAHP amplitude by 64 :t 15% (n = 5) 

and 67 :t 150/0 (n = 5), respectively , 30-60 min after substitution (Fig. 5A). Second, an 

intracellular i 吋ection of EGTA also depressed the mAHP. In 5 neurons tested , the mAHP 

ampliωde was invariably and completely suppressed 10--40 min after impalement of the 

microelectrode containing 0.25 M EGT A into the neuron (Fig. 5B). Third , substitution of 

[Ca2+]o with Ba2+ (1-2 mM), which can permeate through calcium channels, reversibly 

decreased the mAHP amplitude by 69:t 7% (n = 7; Fig. 5Ca). These results indicate that the 

mAHP was calcium-dependent. 

Apamin or ChTX was applied to examine which type of calcium-activated potassium 

channels, SK or BK, is involved in the generation of the mAHP. Application of apamin to 

the surface of the slice (10-20μM， n = 15) or to the perfusate (1 μM， n = 1) almost 

completely depressed the mAHP in all the neurons tested. As shown in Fig. 3A, the mAHP 

amplitude was reduced by 95 :t 3% (n = 16), without any appreciable changes in the height 

and duration of action potential and input resistance. On the other hand , bath application of 

ChTX (Hト30 nM) had little e仇ct on the ADP and mAHP (n = 8, Fig. 3B). 

Ionic bαsisfor the ADP 

Since the ADP amplitude increased in 9 of the 16 neurons after attenuation of the 

mAHP by apamin (Fig. 3A), the early phase of the mAHP appeared to overlap the ADP. 
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Therefore, e仔'ects of Mn2+, Cd2+ or high-Ca2+ Ringer on the ADP were investigated after 

suppression of the mAHP by apamin. When Mn2+ or Cd2+ was appJied in the presence of 

apamin , the ADP amplitude invariably decreased by 26 :t 6% (n = 6; Fig. 6A). ln order to 

quantitatively eva1uate the amplitude of the ADP that is generated in association with action 

potentials, the membrane potential response evoked by a short pulse with an intensity just 

below the threshold to elicit the action potentials was digitallly subtracted from the threshold 

response with an action potential (Fig. 6A inset). The ADP amplitude was measured from the 

baseline to the peak of the ADP in 出is digitally ca1culated wavefonn. These inorganic calcium 

blockers invariably reduced the ADP amplitude by 42 :t 9% (n = 6) in the presence of apamin. 

Raising ICa2+ 10 from 2 to 8 mM  invariably increased the ADP amplitude by 29 :t 30/0 in the 

presence of apamin (n = 3; Fig. 6B). These results indicate that the cu汀ents underlying the 

ADP are at least in pa口 calcium-dependent. 

An intracellular injection of EGT A increased the ADP ampliωde by 147 :t 550/0 (n = 5) 

while decreasing the mAHP amplitude almost completely (Fig. 5B). Suppression of the 

mAHP by apamin also resulted in an increase in the ADP amplitude by 9 ::t 5% in 9/16 

neurons (Fig. 3A). Thus, the increment of the ADP arnplitude caused by EGTA was 

significantly larger (t = 3.48 , P < 0.01) than that caused by apamin. Furthermore, the ADP 

was similarly enhanced after changing to a perfusing solution containing 0.5-5 mM  Ba
2
+ with 

no added Ca2+ (Fig. 5C). This effect of Ba2+ was dose-dependent and reversible. Application 

of a higher dose of Ba2+ (2-5 mM) greatly enhanced the ADP and consequently induced a 

burst of spikes (Fig. 5C). These findings suggest that Ca2+ themselves are Jikely to be the 

charge carriers generating the ADP, rather than trigger a calcium-dependent process. 

Effects of selective cαlcium chαnnel blockers on the ADP αnd mAHP 

We further examined the e仔'ect of selective blockers of high-voltage-activated (HV A) 

calcium channels on the ADP and mAHP. The e百ects of ω-Cfx-GVIA ， N-type ca1cium 

channel blocker, on the ADP and mAHP were similar to those of apamin. Microdroplet 

9 



n
u
 

-
-
E
A
 

application of ω-CTx-GVIA (Hト30μM) strongly decreased the mAHP amplitude by 87 :l:: 

90/0 (n = 5) and increased the ADP amplitude by 30 :l:: 120/0 in 4 out of the 5 neurons (Fig. 

7 A). It is likely thatω-Cfx-GVIA indirectly increased the ADP amplitude by suppressing the 

mAHP, as was the case with apamin. On the other hand , effects of 1∞ μMω-Aga-IV A, a 

potent blocker of P-type calcium channels, decreased the ADP amplitude by 37 :l:: 80/0 (n = 4) , 

but did not alter apparently the peak mAHP amplitude (Fig. 7B). We also appliedω-Aga-IVA 

in combination with apamin.ω-Aga-IVA (1∞ μM) reduced the ADP amplitude by 37 :l:: 11 % 

(n = 6) in the presence of apamin (Fig. 7C). Neither the ADP nor mAHP was apparently 

affected by nifedipine (10-20μM)， a selective blocker of L-type calcium channels (n = 3; data 

not shown). 

We aJ so exami ned the e仔ect of blockers of LV A calcium cu汀en臼 on the ADP and 

mAHP. Ni2+ has been repoロed to block low voltage-activated (LV A) calcium cuπents in 

spinaJ (McCobb et al. 1989) and hypoglossaJ (Viana et al. 1993a) motoneurons, although 

Ni2+ has been shown to reduce high voltage-activated (HV A) calcium cu汀ents as well 

(Randall and Tsien 1995; Zhang et al. 1993). Addition of 500μM Ni2+ to perfusate 

containing 2 mM  Ca2+ decreased the ADP amplitude by 37 :l:: 12%, while Ni2+ did not 

significantly affect the amplitude of the mAHP (n = 4) (Fig 7D). Next we examined the 

selective effects of Ni2+ on the ADP during blockade of 出e mAHP by apamin (10- 1∞ μM) 

in 5 neurons. Ni2+ (500μM) reduced the ADP amplitude in all of the 5 neurons by 33 :l:: 3% 

in the presence of apamin (Fig. 7E), Both ω-Aga-IV A-sensitive and Ni2+ -sensitive cu汀ents

were likely involved in the generation of the ADP, because e仔'ects ofω-Aga-IVA and Ni2+on 

the ADP were additive in the presence of apamin (Fig. 7F). However, there was a difference 

between the effects of Ni2+ and ω-Aga-IV A on the ADP when applied during repetitive firing 

as described in the next section. 

Differential effects of cαlcium channel blockers on the spik.e αifterpotentials during repα'tive 

Fγing 



11 

Trains of spikes were elicited by intracellular i吋ections of long depolarizing cu汀ent

pulses (Figs. 8-10). The ADP was observed following individual action potentials. The 

amplitude of the 1st ADP (filled a汀ow head) was usually larger than those of the remaining 

ADPs (empty arrow heads) which were constant throughout the train of spikes (Figs. 8A, 9A 

and 10C). Subsequently, the potential level at the peak time of the first mAHP was more 

positive than those of the remaining mAHPs. Therefore, it was examined ifω-Aga-れrA or 

Ni2+ differentially affects the 1 st ADP and the remaining ADPs (Figs. 8 and 9). In the 

control condition in a TMN , the potential level at the peak time of the ADP was invariably 

more positive than the spike threshold , regardless of the intensity of i吋ected cu汀ent pulses 

(Fig. 8A , left panel). However, an application of ω-Aga-IV A hyperpolarized the peak 

potential of the ADP to the level more negative than the spike threshold though both the spike 

threshold and the peak potential of the mAHP were also slightly hyperpolarized as indicated 

with dotted lines (Fig. 8A , right panel). Regardless of the intensity of injected cuπent pulses, 

出e peak potential of the ADP was invariably more negative than the spike threshold after ω

Aga-IVA application. Therefore, the ADP was considered to be depressed by ω-Aga-IVA ， 

although the 1 st ADP was stilllarger than the remaining ADPs. 

In order to evaluate the quantitative di仔erence i n the e仔ect ofω-Aga-IV A between the 

1st ADP and the remaining ADPs, the afterpotential following the 1st spike and that following 

the 4th spike obtained after ω-Aga-IV A application were dig:itally subtracted from those in the 

control condition , respectively , and were compared. Superimposed traces of the 1st spikes 

obtained before and after ω-Aga-IV A application and similar superimposed traces of the 4th 

spikes are shown in Fig. 8Ba and Bb, respectively. After digital subtraction , the difference of 

each potential following the 1st and the 4th spike (bottom traces in Fig. 8Ba and Bb) should 

involve the ω-Aga-IV A-sensitive component, respectively, to the same extent. Not only the 

afterpotentials (the fAHP and the ADP) but also the action potential appeared to involve the ωー

Aga-IV A-sensitive component. There was no marked di百erence in ω-Aga-IV A-sensitive 

component between the afterpotentials following the 1 st and the 4th spike. The amplitude of 
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ω-Aga-IV A-sensitive component measured at the peak time of the ADP (arrow head) 

following the 4th spike was 83 :�: 3 % (n = 4) of that following the 1 st spike. 

However, Ni2+ differentially affected the 1st ADP and the remaining ADP. Ni2+ 

attenuated the 1 st ADP but did not attenuate the remaining ADPs markedly (Fig. 9A, compare 

left and right panels). The amplitude of Ni2+ -sensitive component measured at 出e peak time 

of the ADP (arrow head) following the 4th spike was only 10 :�: 4 % (n = 4) of that following 

the 1st spike (Fig. 9Ba and Bb). A Ni2+ -sensitive and transiently inactivating depolarization 

may have been invol ved only in the 1 st ADP. These observations indicate that the ADPs 

except the 1 st one was less sensitive to Ni2+ whereas all the ADPs were attenuated by w-Aga-

IV A to the same extent. 

Repetitive firing paロems induced by injection of long depolarizing cuπent pulses were 

trongly altered following suppression of the mAHP and/or enhancement of 出e ADP by 

application of ω-Cfx-GVIA ， apamin or Ba2+. Application of apamin did not change rheobase 

or input resistance but increased firing frequency , as have been repo口ed in various 

motoneurons (Chandler et al. 1994; Nishimura et aJ. 1989; Sah and McLachlan 1992; Viana et 

al. 1993b). The slope of the SS f-1 relation (the steady-state spike discharge frequency versus 

cu汀ent plot) became steeper by 502 :�: 840/0 (n = 7; Fig. lOF). After apamin application，釦

additional spike was triggered from the 1st ADP at high current intensities. At the termination 

of long depolarizing current pulses, a post burst AHP was observed in control of all the 

neurons tested (Fig. 10Cb, arrow) , however, apamin abolished the post burst AHP (data not 

shown). As observed after apamin application ， ω-Cfx-GV IA increased firing frequency and 

the slope of the SS f-1 relation (Fig. 10E). After ω-Cfx-GVIA application, an additional 

spike was also triggered from the 1st ADP at intensities of higher than 1.9 nA (Fig. 10Da, 

filled aπow head) and the firing frequency for the 1 st inters.pike interval (l st ISI) was greatly 

increased (Fig. 10E, arrow), although hardly any spikes were triggered from the 1st ADP 

even at higher current intensities in controls of all the neurons tested. In contrast to apamin, 

the post burst AHP was not completely abolished by ω-Crx-GVIA (Fig. 10Db). The effect 
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of Ba2+ on the first ISI was stronger than apamin orω-Crx-GVIA. When higher dose of 

Ba2+ (2-5 mM) was applied , burst firing was elicited even by a brief (2-3 ms) i吋ected cu汀ent

pulse (Fig. 5C). 

DISCUSSION 

Action potentiα l repolαrization 

Extracellular application of TEA or 4-AP increased the duration of action potentiaJs 

and abolished the fAHP without affecting the rising phase of the action potentiaJ in the present 

study. These results suggest that a TEA -sensitive, voltage dependent, delayed rectifier-type 

potassium cu汀ents and 4-AP-sensitive cu汀ents are invol vedl in generating spike repolarization 

in rat trigeminal motoneurons as reported in trigeminal motoneurons of the guinea pig 

(Chandler et al. 1994), facial motoneurons (Nishimura. et aJ. 1989) and hypoglossal 

motoneurons (Viana et al.ゆ93b). In rat spinal (Takahashi 1990), hypoglossal (Umemiya 

and Berger 1994) and vagal (Sah and McLachlan 1992) motoneurons caJcium-activated 

potassium channels have been suggested to be involved in the generation of spike 

repolarization. However, neither charybdotoxin nor apa.rnin altered spike duration in the 

present study 、 suggesting that calcium-activated potassium channels are not essentiaJ in spike 

repolarization of trigeminal motoneurons in young adult rats. Similar conclusion has been 

reached in trigeminal (Chandler et al. 1994; Kim and ChandIer 1995) and faciaJ (Nishimura et 

al. 1989) motoneurons of the guinea pig. 

Reversal potentiαls of the afterpotentials 

As discussed above, potassium cu汀ents seem to be involved in generating the fAHP, 

but the reversal potential of the fAHP was much more positive than the caJculated EKS. This 

is probably due to contamination of the potassium current with inward cuπen岱 producing the 

ADP. In fact, the peak potential of the fAHP was hyperpolarized during attenuation of the 
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ADP caused by Cd2+ orω-Aga-IVA application (Fig. 6A and 7B) and depolarized during 

enhancement of the ADP by application of high-Ca2+ Ringer in combination with apamin 

(Fig. 68). Furthermore, the I/V slope and the reversal potential of the fAHP and ADP are 

similar, suggesting that conductances generating the fAHP and ADP are simultaneously active 

and counteract mutually. 

In agreements with earlier studies in cranial motoneurons (Chandler et al. 1994; 

Gueritaud 1988; Haddad et al. 1990; Laursen and Rekling 1989; Nishimura et al. 1989; Sah 

and McLachlan 1992; Viana et al. 1993b), apamin abolished the mAHP in rat trigeminal 

motoneurons. As ChTX did not affect the mAHP, snnall-conductance calcium-activated 

potassi um channels (Blatz and Magleby 1986; Pennefather et al. 1985) is likely to be 

responsible for the generation of the mAHP. The reversal potentials of the mAHP measured 

at the two different times were more positive than the calculated EKS. As has been reported 

previously , the mAHP may have activated an opposing inward cuπent such as Ih (Nishimura 

et al. 1989; Spain et al. 1987). However, the reversal potential of the mAHP measured at the 

peak time was slightly more positive than that measured at the later time. This result suggests 

that inward currents generating the ADP still remains at the pe心( time of the mAHP. 

Calcium conductαnces underlying the mAHP and ADP 

Umemiya and Berger (1994) reported that the mAHP was attenuated by either ω-Cfx

GVIA orω-Aga-れrA but not by nimodipine in neonatal rat hypoglossal motoneurons. In the 

present study ， ω-Cfx-GVIA almost abolished the mAHP and neither ω-Aga-IV A (as high as 

l∞ μM microdroplet application) nor nifedipine affected the mAHP apparently. Therefore, 

N-type calcium channels are most likely responsible for activating the calcium-activated 

potassium conductance underlying the mAHP conductance in rat trigeminal motoneurons. 

Since ω-Aga-IV A reduced the ADP almost selectively without marked effects on the mAHP, 

出e discrepancy of the effects of ω-Aga-IV A on the mAHP between these two studies might 
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not be due to the difference in the doses of ω-Aga-IV A but might be related to age or origin of 

the motoneurons. 

In the presence of apamin application, inorganic calcium channel blockers reduced the 

ADP amplitude and high-Ca2+ Ringer increased the ADP amplitude in the rat 甘igeminal

motoneurons. These results indicate that the cu汀ents underlying the ADP are at least in part 

calcium-dependent. This calcium-dependency of the ADP is in accord with the results from 

motoneurons (Harada and Takahashi 1983; Viana et al. 1993a; Walton and Fulton 1986), 

cortical neurons (Connors et al. 1982; Higashi et al. 1993), thalamic neurons (Bal and 

McCormick 1993) and sympathetic preganglionic ne1lJrons (y oshimura et al. 1987). 

However, we could not completely eliminate the possibility that calcium-independent inward 

cuπents are also involved in producing the ADP (Alzheimer 1994; Azouz et al. 1996) because 

inorganic calcium channel blockers failed to abolish the ADP. 

It has been also suggested that calcium-dependenlt non-selective cation cu汀ents (Bal 

and McConnick 1993; Swandulla and Lux 1985) or caJcium-dependent chloride currents 

(Higashi et al. 1993; Sanchez-Vives and Gallego 1994) lnight be responsible for the ADP. 

However, Cl-is less likely to be involved in generating the ADP because reducing 

extracellular Cl-concentration from 140 mM  to 15-75 mN[ had little e仔'ect on the ADP (n = 4 , 

data not shown). We presume that Ca2+ is likely to be the charge carriers of the ADP cu汀ents

in the rat trigeminal motoneurons for the following reasons: first, substitution of extracellular 

Ca2+ with 8a2+ enhanced the ADP and application of high concentration of Ba2+ much 

prolonged the ADP duration. Second , chelation of intracellular free calcium caused by 

intracellular injection of EGT A increased the ADP amplitude. The increment of the ADP 

caused by EGT A was larger than that caused by apamin ,. This is probably due to removing 

the calcium-dependent inactivation of calcium cu汀ent or increment of the driving force for 

Ca2+ infl ux. 

We tried to determine which type of specific calcium conductance is responsible for 

出e generation of the ADP. During repetitive firing in response to i吋ection of long (l s) 



16 

depolarizing current pulses, the 1st ADP was larger than the remaining ADPs in the spike 

train , implying that some components of the ADP might be inactivating. Ni2+ suppressed the 

1 st ADP but had little effect on the remaining ADPs. These results suggest that Ni2+ -sensitive 

rapidly inactivating cu汀ents might be involved in the 1st ADP, but did not con甘ibute to 出e

generation of the remaining ADPs. In contrast to the e的ct of Ni2+, application of 1∞ μMω-

Aga-IV A reduced not only the 1 st ADP but also the remaining ADPs during repetitive firing. 

Furthermore ， ω-Aga-IVA decreased the ADP even after application of apamin and Ni2+. 

Although this dose (ωoμM) was relatively high, the e仔'ects of C�-Aga-IV A did not seem to be 

non-specific because the mAHP was apparently insensitive toω-Aga-IV A. Therefore, it is 

likely thatω-Aga-IV A-sensitive HV A calcium cuπents (P-type) mainly con甘ibute to the 

generation of the ADP. Nevertheless, the mean peak value of the ADP was around -56 mV , 

and was lower than the threshold of the HVA cu汀ents in other neurons (Hille 1992). There 

are two possible explanations for this finding. First, the calcium currents responsible for the 

generation of the ADP might occur in dendritic site and the potentiaJ might be attenuated 

during electrotonic spread from the dendritic site to the soma. Second, the intermediate 

threshold calcium cuπents (Alonso and Llinas 1992, Kang and Kitai 1993 , Onimaru et al. 

1996) might be involved in generation of the ADP. Unlike those studies, subthreshold 

depolarizing currents rarely evoked the ADP in the present study. Thus, it is more likely that 

the generation of the ADP may occur in dendrites. 

Differentiα1 contribution of calcium cu，γrents to the AD P α，ui mAHP 

ω-Cfx-GVIA reduced the mAHP and enhanced the ADP whereas ω-Aga-IV A reduced 

the ADP without marked e仔'ects on the mAHP. Thus. calci um cuπents contributing to the 

ADP and mAHP could be di仔'erent. However, the two important questions now arise: 羽市y

didn't ω-Aga-IV A reduce the mAHP? Why didω-Cfx-GVIA enhance the ADP more 出釦

apamin did? 
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It has been reported that distinct types of calcium channels are differentially distributed 

in neurons (Christie et al. 1995; Elliott et al. 1995). The outward cu汀ent underlying the 

mAHP might be generated at the site close to the recording electrode (presumably the soma or 

proximal dendrites), since the reversal potential of the mAHP was close to the calculated EKS 

in the present study. It has also been suggested that some types of calcium channels and 

calcium-activated potassium channels are closely located (Robitaille and Charlton 1992; 

Westenbroek et al. 1992). Since ω-Cfx-GVIA reduced the mAHP while ω-Aga-IV A did not 

reduce the mAHP apparently in the present study , it is likely that SK channels are located 

more c10sely toω-Cfx-GVIA-sensitive calcium channels 由加 toω-Aga-IVA-sensitive ones. 

Then , Ca2+ influx through C�-Aga-IV A-sensitive calciunrl channels may have been bu仔éred

before activation of SK channels as it has been demonstrated that Ca2+ entry caused by a brief 

depolarization (2-3 ms) was steeply buffered (Lancaster and Pennefather 1987). This may 

partly explain why ω-Aga-IV A didn't reduce the mAHP. However, the suppression of the 

ADP due to the blockade ofω-Aga-IV A-sensitive calcium channels could have led to an 

enhancement of 出e mAHP because the ADP and the mAf[P were mutually influenced as seen 

in the e仔ects of varying membrane potentials on the afterpotentials (Fig. 3). Then, after ω-

Aga-IV A application, an increase in the mAHP due to the suppression of the ADP may have 

occurred simultaneously with a decrease in the mAHP dlue to a suppression of some Ca2+ 

influx that activates SK channels , leaving the apparent peak amplitude of the mAHP 

unchanged. If this is the case, some fraction of Ca2+ influx throughω-Aga-IV A-sensitive 

calcium channels may have activated SK channels although the main Ca2+ influx con甘ibuted

to the generation of the ADP. 

On the contrary ， ω-Cfx-GVIA enhanced the ADP more 出an apamin did. Since some 

fraction of Ca2+ influx through ω-Aga-IV A-sensitive calciium channels may have reached SK 

channels, some fraction of Ca2+ influx through ω-Cfx-GVIA-sensitive calcium channels may 

also reach the region where ω-Aga-IV A-sensitive calcium channels are located. If this is the 

case, blockade of ω-Cfx-GVIA-sensitive calcium channels may result in a decrease in [Ca
2
+]i 
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in that region. Since Ba2+ and EGTA enhanced the ADP markedly ， ω-Aga-IV A-sensitive 

calcium channels may inactivate calcium-dependently. Then , application of ω-Cfx-GVIA 

may have reduced the calcium-dependent inactivation ofω-Aga-IV A-sensitive calcium 

channels, resulted in an enhancement of the ADP. Thus, both ω-Cfx-GVIA-sensitive and 

ω-Aga-IV A-sensitive calcium channels may be geometricalIy segregated to some extent, but 

not completely separated. 

Role ofαifterpotentiαls for firing pαtterns 

The suppression of the mAHP by calcium channel blockers or apamin greatly 

increased the firing frequency of repetitive firing inducecl by constant cu汀ent injection. This 

is in accord with observation in other cranial motoneurons (Chandler et al. 1994; Nishimura et 

al. 1989; Sah and McLachlan 1992; Viana et a1. 1993b), spinal motoneurons (Walton and 

Fulton 1986) and cortical neurons (Schwindt et al. 1988). When the ADP was enhanced by 

Ba
2
+ application or by attenuation of the AHP, additiona.1 action potentials could be triggered 

from the several ADPs in the initial phase of a train of firing in response to Iong depolarizing 

cu汀ent pulses. Thus , 1 st ISI was greatly increased and repetitive firing pa口ems were greatly 

a仔ected by alterations of the ADP and mAHP. Burke et al. (1970) demonstrated that the 

insertion of a single extra action potentiaI in a low frequency spike train of a spinal 

motoneuron can cause marked , long-lasting tension enlhancement produced by the muscle 

fibers which are innervated by the motoneuron. Therefore , not only the average firing rate of 

a motoneuron but also the pa仕em of firing seems to alter the amount of force produced by the 

muscle fi bers. 

It has been shown that muscle units are roughly divided into fast-twitch (type F) and 

slow-twitch (type S) (Burke et al. 1971; Burke et al. 1973). Motoneurons which innervate 

type S have higher input resistance , lower rheobase ancl greater AHP amplitude 出an those 

innervate type F (Zengel et al. 1985). lt is worth noting that those TMNs that had higher 

input resistances and lower rheobases tended to display Iarger mAHPs and smaller ADPs in 
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the present study (data not shown). As revealed in the negative correlation between the 

amplitudes of the mAHP and the ADP, the potential balance between the ADP and mAHP 

might be determined according to the functional properties of each TMN. It has been also 

reported that some neuromodulators, such as serotonin and noradrenaline, affect the mAHP 

and/or the ADP in cranial and spinal motoneurons (Berger et al. 1992; Parkis et al. 1995; 

Takahashi and Berger 1990). It is likely that those neuromodulators may regulate changes in 

muscle tension by affecting these spike afterpotentials. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Photomicrographs of masseter motoneurons labeled retrogradely with DRL 

(A) and of a motoneuron labeled by intracellular i 吋ection ()f biocytin (B). Arrows in A and B 

indicate a double-labeled masseter motoneuron. Bar indicates 1 ()()μm. 

Figure 2. Properties of action potential and afterpotentials of trigeminal motoneurons of 

the rat. A: An action potential evoked from resting potential (-59 mV) by an injection of 2 ms 

depolarizing cuπent pulse (lower trace) is followed by a fast afterhyperpolarization (fAHP), 

an afterdepolarization (ADP), and a medium-duration afterhyperpolarization (mAHP). B: 

plo仕ings of the amplitude of the ADP against the amplitude of the mAHP at the resting 

membrane potential. C: superimposed traces of action potentials before and after bath 

application of 1 and 10 mM  TEA. TEA prolongs action potential duration and blocks the 

fAHP. Dotted line indicates resting membrane potential (--70 mV). D: superimposed traces of 

action potentials before and after bath application of 5∞ μM 4-AP. Prolongation of action 

potential duration is observed. Resting membrane potential is -70 mV (dotted line). 

Figure 3. E仔ects of blockers for calcium-activated potassium channels on afterpotentials. 

A: superimposed traces of action potentials before and after a microdroplet application of 10 

μM apamin on the surface of the slice. Apamin blocks tlhe mAHP completely. Dotted line 

indicates resting membrane potential (-70 mV). Inset: duration of the action potential is little 

affected by apamin. B: su中erimposed traces before and after bath application of 30 nM 

ChTX (resting membrane potential is -75 mV). ChTX has little effect on afterpotentials. 

Inset: ChTX has little effect on the duration of the action potentia1. 

Figure 4. Effects of varying membrane potentials on the fAHP, ADP and mAHP. A: 

superimposed records of afterpotentials evoked by intracellular i吋ection of short (2 ms) 
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depolarizing current pulse at different membrane potentials. Arrow heads show the trace at 

resting membrane potential (-58 mV). Open and filled circles indicate the times when 

amplitude measurements of the fAHP and ADP, respectively , are made. The amplitude of the 

mAHP was measured twice at its peak (filled square) and during the decay time course (open 

square; 30 ms after the onset of a short depolarizing current pulse). Arrow shows the onset of 

intracellular injection of short cu汀ent pulses. B and C: relationships between the membrane 

potential and the amplitude of the afterpotentials measured at the respective times indicated 

with the respective symbols shown in A. 

Figure 5. Calcium-dependent generation of the mAHP and the ADP. A: superimposed 

traces of action potentials before and after bath application of 2 mM  Mn2+ (replacing 

extracellular Ca2+ with Mn2+). The mAHP is blocked by application of Mn2+. Inset: the ADP 

is also suppressed by application of Mn2+. Dotted line indicates resting membrane potential (-

64 mV). B: Progressive suppression of the mAHP and progressive enhancement of the ADP 

are observed with EGTA-containing electrode. Resting membrane potential is -68 mV (do仕ed

line). Ca: superimposed traces of action potentiaJs before and after bath application of 1 and 2 

mM 8a2+ (zero Ca2+). Suppression of the mAHP and enhancement of the ADP are observed. 

After application of 2 mM  8a2+, an additional spike was triggered from the ADP. Resting 

membrane potential , -75 mV (dotted line). Cb: an injection of a short (2 ms) depolarizing 

current pulse induces a burst firing emerging from an enhanced ADP in the same neuron as in 

Ca after bath application of 5 mM  Ba2+ (zero Ca2+). Resting membrane potential is -75 mV 

(dotted line). With increasing l8a2+ Jo, the ADP progressively augments, leading to a 

generation of a burst firing. 

Figure 6. Contribution of calcium channels to the generation of the ADP. A: 5∞ μM 

Cd2+ suppresses the ADP in the presence of apamin. The potential level at the peak of the 

fAHP is hypeゅolarized. Dotted line indicates resting membrane potential (-68 m V). Inset: 
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each subthreshold response is digitally subtracted from each action potentiaJ in A. B: highｭ

Ca2+ (8 mM) Ringer enhances the ADP and depolarizes the peak of the fAHP in the presence 

of apamin (resting membrane potentiaJ is -70 mV). 

Figure 7. Effects of selective calcium channel blockers on the afterpotentials. A: 

superimposed traces of action potentials (truncated) before (Control) and after (ω-Cfx-GVIA) 

microdroplet application of ω-Cfx-GVIA (20μM) on the surface of the slice. Dotted line 

indicates resting membrane potential (~8 mV). B: superimposed traces of action potentials 

before (Control) and after (ω-Aga-IV A) microdroplet application of 1∞ μMω-Aga-IVA 

(resting membrane potential is -68 mV). C: superimposed traces of action potentials before 

(Apamin) and after (Apamin +ω-Aga-IV A) microdroplet: application of 1∞ μMω-Aga-IVA 

in the presence of apamin. Resting membrane potential is -65 mV. D: superimposed traces 

of action potentials before (Control) and after (Ni2+) bath application of 500μM Ni2+ (resting 

membrane potentiaJ is -68 mV). E: superimposed traces of action potentials before (Apamin) 

and after (Apamin + Ni2+) ba出 application of 500μM Ni2:+ in the presence of apamin (resting 

membrane potential is -77 mV). F: superimposed traces of action potentials before (Apamin), 

after bath application of 5∞ μM Ni2+ (Apamin + Ni2+) and after additional application of 1∞ 

μMω-Aga-IV A (Apamin + Ni2+ +ω-Aga-IV A) in the presence of apamin. Subthreshold 

membrane potential was subtracted digitally from action potentials. 

Figure 8. E仔'ect of ω-Aga-IV A on the individual ADPs during spike trains. A: trains of 

spikes before (left panel) and after (right panel) application of ω-Aga-IV A , in response to 

i吋ections of depolarizing current pulses of a long duration. After ω-Aga-IV A application, a 

depolarizing direct current was i吋ected to keep 出e original membrane potential (-68 mV), and 

the intensity of current pulses was set to induce spike trains with ISIs shorter than those in the 

control condition. Filled and blank a汀ow heads show the 1st and 4th ADP, respectively. The 

upper and lower dotted lines indicate the spike threshold level and the peak mAHP level of the 
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control response, respectively. Both the spike threshold level and the peak mAHP level were 

slightly hyperpolarized after applying ω-Aga-IV A. Note that both peak levels of the fAHP 

and the ADP were more positive than the threshold level in the control condition whereas the 

both levels were more negative than the threshold level after ω-Aga-IV A application , 

indicating the attenuation of the ADP by ω-Aga-IV A. Ba and Bb: superimposed traces of 

pa口s in A marked by underlines (a and b) before and after ω-Aga-IV A application at an 

expanded time base. Traces were superimposed by referring to the time when action 

potentials reached the peak. Note that not only the ADP but also the action potentials were 

depressed. Bottom traces were obtained by digitally subtracting the membrane potential after 

w-Aga-IV A application from that in the control. The individual ADPs during a spike train 

were almost equally suppressed by ω-Aga-IVA. 

Figure 9. Differential e仔éct of Ni2+ on the indiviclual ADPs during spike trains. A: 

trains of spikes before (left panel) and after (吋ght panel) application of Ni2+, in response to 

injections of depolarizing cuπent pulses of a long duration. After Ni2+ application, a 

hyperpolarizing direct current was injected to keep the original membrane potential (-68 mV), 

and the intensity of current pulses was set to induce spike trains with ISIs shorter than those 

in the control condition. Filled arrow heads show the 1 st ADPs , and blank a汀ow heads 

show the 4th ADP. The upper and lower dotted lines indicate the spike threshold level and the 

peak mAHP level of the control response, respectively. Application of Ni2+ had little effect 

on both the spike threshold level and the peak mAHP level. Ba and Bb: superimposed traces 

of parts in A marked by underlines (a and b) before and after Ni2+ application at an exp加ded

time base. Traces were superimposed by referring to the peak time of action potentials. 

Action potentials were slightly depressed. Bottom traces were obtained by digitally 

subtracting the membrane potential after Ni2+ application from that in the control. Note that 

the suppression of the ADP by Ni2+ application is observed only in the 1 st ADP and Ni
2
+ has 

little e仔éct on the remaining ADPs during spike trains. 
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Figure 10. Effects of ω-Cfx-GVIA and apamin on repetitive firing. A and B: repetitive 

firing evoked by intracellular i吋ection of l-s current pulses at intensities of 1.7 nA (middle 

traces) and 2.4 nA (bottom traces) before (A) and after (B) microdoplet application of 10μM 

w-CTx-GVIA on the surface of the slice. Ca and Cb: records on expanded scales of time and 

gain of the pa目s marked by underlines (a) and (b) in A. The 1st ADP (filled arrow head) is 

larger than the remaining ADPs (blank a汀ow head). Arrow indicates post burst AHP. Dotted 

line indicates the resting potential (-71 mV). Da and Db: similar enlarged records of the pa此S

marked by underlines (a) and (b) in B. Action potential emerges from the first ADP (filled 

arrow head). The mAHP is substantially suppressed, leaving the post burst AHP (aπow) 

unchanged after application of ω-Cfx-GVIA. Dotted line indicates the resting potential (-71 

mV). E: Upper graph shows f-I plots for 1st ISI before (filled circle) and after (open circle) 

application of w-Cfx-GVIA in the same cell as in A and B. The 1 st ISI is much shorter at 

intensities of higher than 1.9 nA (arrow) because of an additional spike emerging from the 1st 

ADP. Lower graph shows f-I plots for steady-state interspike interval before (filled circle) 

and after (open circle) application of ω-Cfx-GVIA in the same cel1 as in A and B. F: Upper 

graph shows f-I plots for 1st ISI obtained from another cell before (filled circle) and after 

(open circle) application of apamin. An additional spike emerges from the first ADP when 

intensities of cu汀enti吋ection are higher than 0.9 nA (arrow). Lower graph shows f-I plots 

for steady-state interspike interval before (filled circle) and after (open circle) application of 

apamin in the same cell in upper graph. 
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