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博 士 論 文

培養脳幹標本を用いた三叉神経系リズム性活動の中枢解析
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大阪大学大学院歯学研究科歯学臨床系専攻 口腔外科学第一

田中 晋



大阪大学歯学部口腔外科学第一講座 (主任 :松矢篤三教授 )

本論文の要旨の一部は第50回 日本回腔科学会総会 (平成 8年 4月 ,鹿児島),第41回 日本
回腔外科学会総会 (平成 8年 H月 ,東京),The 26th AnnuJ Meedng of Society For
Neuroscience(1996年 H月 , Washington,DoC。 )において発表した。



咀疇運動や吸啜運動のような下顎のリズミカルな運動は呼吸 。歩行・嘩下などと同様に,

複数の筋の組織だった生体の活動であり,幾つかの開口筋及び閉口筋のリズミカルな活動

の調和によって構成されている。呼吸や歩行においてはrhythm generatorが 存在し,これに

よってペースやパターンが決定されているごとく1‐4), リズミカルな顎運動についても

rhガm generatorが 関つていると考えられ,多 くの研究者達によって顎運動に関るrhymm

generatorに ついての研究が重ねられてきた5,6)。 Nozakiら 7)は脳幹内切断の実験によりその

局在が秀巨大細胞網様核,巨大細胞網様核周辺に存在するとし,Chandlerら 8)は三又神経

運動核から下オリーブ核の範囲にrhytin generatorが 存在すると考えた。いずれにせよ脳幹

内に顎運動のrhythn generatorが 存在するに違いないが,こ れらの研究はin宙vOで行われて

おり,こ れ以上の探求には限界が見られる。

一方培養脳幹を用いたIn宙trOの研究は,神経回路網をある程度温存したままで動物の生

死に関ることなく積極的な脳幹へのアプローチが行える9)と いう長所があり,呼吸や歩行

の研究では本手法を用いることによりrhyttm generatorの 様相について著しい展開をみた。

すなわちrhythm generatorの 局在,pacemakerと 考えられる細胞の膜特性,運動核への投射の

様相など詳しく解析された1-4,10,11)。 三又神経系においてもKogoら 12)は培養脳幹の手法を

用い,脳幹という限られた中枢組織においてもリズミカルな活動を誘発し三又神経運動根

からその様相を記録した。しかも彼らは芳巨大細胞網様核,巨大細胞網様核を含んだ組織

を脳幹から除外して尚且つリズミカルな活動を誘発した。すなわち菱形嵩正中溝上のY字

緒



交点 (Y字交点)よ り吻側の組織に三又神経系のリズミカルな活動を引き起こす神経回路

が存在することを示した。このことは三又神経系のrhythm generatorに ついて新しい解釈を

必要とするものである。さらにY字交点より尾側脳幹の除去が培養脳幹でリズミカルな活

動を誘発するのに必須であった理由についてもこれまでの研究結果では説明できない。そ

こで本研究では顎付培養脳幹の手法を開発しKogOら が示したY字交点より吻傾1の脳幹が

どのような顎運動を引き起こすかについて開口筋,閉 口筋の筋活動を記録解析することに

より検討した。さらに脳幹内切断実験を用いてY字交点吻側組織から誘発される活動の

rhttm generatorが 存在する範囲について,又 リズミカル活動発現に対するY字交点尾佃l組

織の関りについても詳細な切断実験を行って追求した。

実験方法

実験には0-2日 のSplague―Dawley系新生児ラットを用いた。ハロセン吸入深麻酔下

(H」Omane HOechst:Hoechst Japan)で脳幹或は顎付脳幹標本を実体顕微鏡下 (S“mi SV-6:

ZEISS社製)にて人工還流液 (mOdi■ed Krebs Ringer)で 満たされたアクリル製のrecording

chamber内 で作製し (図 1),chalnber内 に裏装したSylgard Resin上 にピン固定した。

recording chamberは 95%02-5%C02混合ガスで飽和された還流液で満たされた上部構造と

蒸留水で満たされた周囲・下部構造により構成されており,温度コントローラー (TC―

102:Medic」 Sys“m社製)に より還流液の液温は25-27℃ ,又 ,pH=7.4に調節された。さら

に薬剤投与時以外は還流装置 (Pe五sta Pump:A¬Ю社製)を用いて95%02-5%C02混合ガ



スで飽和 された還流液を5-10m1/minの 割合でchalnber内 を還流 させた。還流液の組成 は以

下の通 りである(mM):NaCl。 128.0:MgS04,1.0:KCl,3.0;NaH2P04,0.5:NaHC03,24.0;

CaC12,1.ユ glucose,30.Oc又 ,薬物投与は常 に一定charnber容量 下 (20cc)で還流装置 を止め

てchamber内 へ直接投与す ることにより行 つた。本研究では薬剤刺激 としてNMDA― receptor

のagonistで あるN―methyl―D,L―aspamte(NMA),non― NMDA receptorの agonistであるKainic acid

(KA),L―glutarnateお よび興奮
′
‖:ア ミノ酸のuptake inhibitorで あるdihydЮkainic acid(DHk),

GABAA― receptor antagonistで あるbicuculline methiodide(BIC),Glydne receptor antagonistで ある

sttychnine,そ してNMDA― receptorの antagonistで あるD,L-2-alnino-5-phosphonovale」 c acid(APV)

を適時用いた。

培養脳幹 における神経活動の記録には三又神経運動根 にガラス吸引電極 (Suc■on

El∝trode:A―M Syscm社製 ;先端直径約100 μm)を設置し,顎付培養脳幹の筋活動の記録

にはテフロンビニル吸引電極 (Suc●on Electrode:A― M Sys“m社製 ;先端直径約100 μm)で

顎二腹筋前腹及び咬筋の筋腹を直接吸引することにより行い,得 られた活動は各種生体用

前置増幅器 (DAM50:WPI社製,AVB―H:日 本光電社製)を介してメモリオシロスコープ

(VC-11:日本光電社製)上にて観察し,各記録装置 (Digital Data Recorder:SONY社 製,

嚇 J Array Recorder:日 本光電社製)で記録を行った。さらにデータ解析のため得られ

た各活動波形はコンピューター上 (IMc―P5100:IBM社 製)に て解析ソフト (DATA PACK

II:RUN Technologies社 製)を用いて積分処理した。

実験 I:顎付培養脳幹標本における開口筋・閉口筋の筋活動について



顎付培養脳幹標本を作製して薬剤刺激によつて誘発される顎運動様相について顎二腹筋

前腹 (開 口筋),咬筋 (閉 口筋)の筋活動を指標に検討を行った。顎顔面組織を持たない

脳幹のみでは,こ れまでの研究より吻側を下丘レベル,尾側を菱形嵩正中溝上のY字交点

(Y字交点)で冠状断した脳幹ブロックの左右両側の三又神経運動根よりNMA―BIC投与

条件下でリズム性活動が誘発されることが明らかとされている12)(図 2)。 そこで顎付

培養脳幹標本の作製にあたっては先ず脳幹組織を下丘レベル,Y字交点レベルでそれぞれ

冠状断した。さらに顔面頚部の表層皮膚を除去し筋膜を無傷に露出した両側の顎顔面組織

を脳幹を傷つけないように正中で切離したのち,脳幹糸|[織 とこれら顎顔面組織が三又神経

根付着部での連続性が保たれた状態でcharnber内 に固定した (図 3)。 この顎付脳幹標本

を用いて興奮性アミノ酸であるNMAと GABAレ セプターの拮抗薬 (BIC)或 はGlycineレ セ

プターの拮抗薬 (STR)を chttber内 に投与した時の顎運動発現の有無についてCCDカ メ

ラ (olympus社製)及び開閉口筋の筋電図活動において検討し,その運動の左右の比較及

び開閉口筋の関係についてコンピューター上で解析ソフト (Data packII)を 用いて解析し

た。

実験II:脳幹ブロックの切断とリズム性活動の消長 (三 又神経運動根リズム性活動発生に

必要な最小神経回路について)

三又神経運動根リズム性活動発生に必要とされる最小の神経回路を解明する為に摘出培

養脳幹標本を用いて脳幹組織を周辺から徐々に削除していくことにより三又神経運動根か

らリズミカル活動を誘発できる最小脳幹ブロックの作製を行つた。吻側を下丘レベル,尾



側をY字交点レベルで冠状断した脳幹ブロックを基準として用い, a)正 中断,b)尾側か

ら吻側方向,吻倶1か ら尾佃1方向へ冠状断,c)正 中から外倶1方向に矢状断, 背傾1か ら腹側

方向へ水平断した場合についてそれぞれ検討し,NMA―BIC投与条件下 (NMA,20 μM;

BIC,5μmで運動根よリリズミカル活動を誘発できる最小の領域を調べた。切断の部位は

実験終了後,脳幹組織をlo%ホ ルマリンにて固定し厚さ50 μmで carb01-fuchsin染 色を行い

確認した。

実験 III:尾側脳幹のリズム性活動に対する働き

三又神経運動根リズム1生活動発現に文寸するY字交点尾側の脳幹の働きについて吻側を下

丘レベル,尾側をObexレ ベルで冠状断した脳幹ブロックを用いて検討した。NMAと BICを

用いて薬剤刺激を与えながら種々の切断をこの脳幹ブロックに加え、その際の三叉神経運

動根からの活動を記録して,Y字交点より尾佃1脳幹部の働きを三又神経運動根リズム性活

動を指標に解析した。又,切断後のブロックを実験II同様にcarbol―fuchsin染色を行い,切

断領域を確認した。

実験 I:顎付脳幹標本における顎運動様相について

NMA(20-40 μM)と BIC(5-10 μM)を同時にchamber内 に投与すると,顎付脳幹標本か

果結



らは下顎のリズミカルな (く l Hz)上下運動が観察された (図 4)。 運動の活動周期は

chamber内 のNMAの濃度の上昇に伴って短縮する傾向がみられた。

I-1)顎運動発現に対する興奮性アミノ酸の効果について

咬筋,顎二腹筋共にNMA―BIC(NMA,40 μM;BIC,10 μM)を投与 した際にはリズミカ

ルな筋活動が観察された [顎二腹筋 :n;8/10(10匹中 8匹でリズ ミカル活動が観察された),

咬筋 :n;7/9]。 又Glu―BIC―DHK(Glu l mM,BIC 10 μM,DHK 100 μM)投与時にも同様 に

リズム性筋活動がみられた (顎二腹筋 :n:3/5,咬筋 :n;4川 。ところがKA―BIC(KA,3

μM;BIC 10 μM)投与時には殆 どリズム性筋活動は誘発 されなかった (顎二腹筋 :n;14/15,

咬筋 :n:H/12)(図 5)。

そこで次にNMAの濃度 を20 μMか ら60 μMの範囲で変化させた際の筋活動変化について

検討 したところ,活動周期は濃度依存的に短縮 される傾向がみられた。さらにNMA―BIC

投与に先行 してAPV 20-25 μMを投与すると筋活動の発現は抑制された (図 6)。

1-2)両側の同名筋の筋活動関係 について

NMA―BIC投与条件下 (NMA,40 μMI BIC,10 μM)で両傾1の顎二腹筋の筋活動 を同時に

記録すると両側共に6-8Hzの持続時間 (duration)カツ0-120 msの リズ ミカルな筋活動が観察

された (図 7A)。 コンピューター上で片側の活動の起始点を基準 として10o回分の波形

の重ね合わせを行うと両佃1の活動は同期していることが明らかとなった (n;5/8)(図 7

B)。 両側の咬筋の筋活動を同時に記録すると活動時間は70-120 msで ,4-6 Hzの両倶1が同

期したリズミカルな筋活動が観察された (n:4/7)(図 8)。



I-3)同側の開閉口筋の筋活動関係 について

NMA―BIC投与条件下 (NMA,20 μM:BIC・ 10 μM)で同傾1の 顎二腹筋,咬筋の筋活動を

比較すると,両筋活動共に持続時間は800-1000ms,ま た活動周期は1000ms以上であった。

顎二腹筋の活動起始`点
を基準 として先程同様に両筋の 100回 の波形の重ね合わせを行 うと

顎二腹筋 と咬筋の活動の間に同期性がみられ, しかも顎二腹筋の活動が200-400 ms常 に咬

筋の活動に先行 して認められることが確認された (n:3わ)(図 9)。 ところがNMAの濃

度を20 μMか ら40 μMに L昇 させると両筋共にリズ ミカルな筋活動が観察されたものの
,

その活動周期は顎二腹筋の方が咬筋よりも短 くコンピューター上での波形の重ね合わせか

らも両筋の活動は同期 しなかった (n:6/6)(図 10)。 次にStr 10 μM,NMA 20μMを投与

して同側の顎二腹筋,咬筋の筋活動を同時に記録すると両筋のリズム性筋活動は観察 され

るものの両筋の活動の同期性は認められなかった (n;4/6)(図 H)。 そこでBIC 10 μM,

NMA 20μMを先行投与 して顎二腹筋 と咬筋の活動が同期 している状態でS甘 10 μMを追加

投与すると,一過性に両筋の筋活動は持続性になるものの両筋の同期性にはほとんど影響

はなく,St設与数分後には完全に周期性が回復 した (n:3/3)(図 12)。 これに対 してS甘

10 μM,NMA20μMを先行投与 して両筋のリズム性活動が同期 していない状態でBIC 10 μM

を追加投与するとBIc投 与数分後に両筋の活動は同期することが認められた (n:3/3)(図

13)。

実験 Ⅱ :脳幹ブロックの切断とリズム性活動の消長 (三 又神経運動根リズム性活動発生



に必要な最小神経回路について)

II-1)正 中断

基準とした脳幹ブロックにおいては左右の三又神経運動根より同じ活動周期を持つリズ

ミカルな神経活動が同期 して認められた。ブロックを正中断した後も左右の活動周期,活

動特性に変化はなかったものの左右の活動の活動相は明らかに異なっていた (n;5/6)(図

14) 。

II-2)尾側から吻側方向,吻側から尾側方向への連続冠状断

正中断後のブロックをY字交点から吻佃1方向へ冠状断した場合,Y字交点から約200-

400 μmま での連続冠状断では運動根からのリズム性活動に変化は見られなかったが (n;

7/8),約 500 μmを越えて連続冠状断するとリズム性活動は消失した (n;5/5)(図 15)。

Y字交点から吻側400 μmの冠状断は三又神経運動核尾側境界冠状断に相当していた (図

17)。 またブロックを吻側端から尾側方向へ冠状断した場合,三又神経運動根基部から吻

側約300-500 μm迄の冠状断ではリズム性活動が観察された (n;6/8)(図 15)。 運動根基

部から吻側約3CXl μmの冠状断は運動核吻側境界から約1000-1200 μmでの切断面に相当して

いた (図 17)。

II-3)正 中から外側方向への矢状断,背側から腹倶1方向への水平断

正中断後のブロックを正中側から外側方向へ連続矢状断かつ脳幹背側表層から腹佃1方向

へ連続水平断すると,正中から外側約1000 μmま での矢状断,脳幹腹側表層から約2000



μmま での水平断ではリズム性活動は消失しなかった (n:8/10)(図 16)。 これは運動核

近心境界から約200-400 μmの 内倶1切断面,運動核背倶1境界から約700-800 μmの背all切断面

に相当していた (図 17)。

すなわち三又神経運動根からリズミカル活動を誘発できた最小ブロックは吻側は三又神

経運動核吻側境界から約1000-1200 μm,尾側は三又神経運動核尾側境界,内側は運動核近

心境界から約2∞-400 μm,背惧1は運動核背側境界から約700-800 μmの脳幹ブロックであっ

た。

実験 Ⅲ :尾側脳幹のリズム`‖:活動に対する働き

III-1)制御様式について

下丘レベルからObexま での脳幹において背側組織を実験Hで明らかにしたリズム発生が

可能なレベル迄切除したところ,三又神経運動根より自発下で<l Hzの呼吸性活動が観察

された (n;5″ )。 同脳幹に対してNMA―BIC(NMA,20 μM;BIC,5μ M)を投与してもリズム

性活動は観察されなかったが,Y字交点レベルで尾側脳幹を切除するとNMA―BIC投与に

よリリズミカルな神経活動が発現した (n:4/5)(図 18)。 さらに背側を切除しない下丘

レベルからObexま での脳幹において左倶1の み外傾1か らY字交点まで冠状切断を加え,さ ら

に吻側脳幹をY字交点まで正中断を行うことによつて左側の吻側脳幹を分離した。この状

態で両側の三又神経運動根より記録を行うと切除側 (左側)ではNMA―BIC投与によリリ

ズム性活動が観察されたが,非切除傾I(右側)ではリズム性活動はみられず,右側の吻側

9



脳幹を尾側から切り離すことによってリズム1生活動が認められた (n:4/4)(図 19)。

次に新たに作製した脳幹において正中断を加えずに外側からY字交点までの片側冠状断

を行い,尾佃1脳幹を切除せずに保存 しても切断側,非切断佃1共 にNMA―BIC投与によリリ

ズム性活動は観察されず,吻狽]と 尾佃1を 両側にわたって完全に離断することで初めて両側

の三又神経運動根よリリズム性活動が発現した (n;3/3)(図 20)。

III… 2)抑制機構の局在範囲について

下丘レベルからObexま での脳幹においてobexか ら吻側に向かって連続冠状断を行ったと

ころ,Y字交点から尾傾11000 μmの面まではNMA―BIC投与条件下で三又神経運動根よリリ

ズム性活動は得られず (nl10/10),尾側約750 μm(Y字交点より)レベルでは20匹中2

匹のみでリズム性活動が観察され,尾側5∞ μmの冠状断では確実なリズム性活動の発現

がみられた (n;6/8)(図 21)。 さらに脳幹組織のcarbol―fuchJn矢状断切片像において750

μmレベルは疑核吻惧1レベル,500 μmレベルは顔面神経核尾倶1境界に相当していた (図 22)。

咀疇運動や吸綴運動のような顎のリズミカルな運動は主に開口筋,閉口筋のリズミカル

な活動を主体として行われるが,それを制御する中枢ネットワークを論ずるにあたって,

察考
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近年歩行や呼吸と同じくrhythm generatorや burst generatorの概念が用いられるようになった

5-7,13,14)。 咀疇運動や吸綴運動には動物の進化の過程においてその種,食性によって末梢

における顎運動のパターンには違いがあるものの5,15),開 口と閉口をリズミカルに繰 り返

すことは種を通じて普遍的である16)。 従ってこのような三又神経系のリズム性活動の神

経メカニズムを解明するために様々な実験動物を用いることが可能である5,6)。 さてこれ

までの研究で大脳皮質咀疇領野を電気刺激することによって自然に観察される咀唱運動時

の運動パターンに酷似したリズミカルな顎運動が起こるが14,1719),こ の神経活動は筋弛

緩剤投与後も誘発できること20-2の ,大脳基底核,視床下部,上丘,延髄網様体といった

皮質以外の部位を電気刺激あるいは薬剤刺激してもリズミカルな顎運動が誘発されること

ゃ20,23‐25),除脳動物においても口腔内の圧刺激や皮質下刺激によって同様に顎運動が観

察されること20,26-28)が明らかとなっている。すなわち顎運動発現に筋感覚を初めとする

末梢からの求心性情報や間脳以上の上位中枢が必須ではないと考えられ,三又神経系にお

けるリズム形成,パ ターン形成は脳幹レベルで行われていることが推察されるに至った2動。

咀IIS運動に関するこうしたcentral pattem generation(CPG)の 考え方はLundら 20)に 始まり,

これまでそのメカニズムについて諸説が報告されてきた5-7,14,3o。 最近Kogbら 12)は in宙trO

における培養脳幹標本において三又神経系のrhythm generatorが 三又神経運動核近傍に存在

する可能性を示唆したが,cPGに関るrhythm generatorの 詳細な局在及び機構は未だに確立

されていない。そこで本研究では顎運動及び開口筋,閉 口筋のリズム性活動を制御する

rhメm generatorの 局在及び特性をより詳細に明らかにする目的で培養脳幹標本を用いてin



vitro下で実験を行つた。

In vivoに おける実験モデルは自然により近い状態で運動を解析できる点において優れて

いるが,麻酔の深度や不必要な体の動きをコントロールする必要があり,さ らに生命維持

の点から手技的にも限界がある。一方でh宙troに おける脳幹スライス標本を用いた細胞内

電位記録法は単一ニューロンの膜特性,シ ナプス特性を解析するには非常に適した方法で

あり正確に調節された細胞外環境下で安定した記録が得られるが31,32)ス ライス標本内に

保たれる神経回路は非常に断片的とならざるを得ず33と機能的解析には必ずしも適してい

るとは言えない。

これらの実験方法に対 して摘出培養脳幹脊髄の技法 (Isdated brainscm spind― cord

preparation ttchnique m宙 tro)は 必要最小限の神経回路網を保存できるため,運動機能に関

る脳幹内のネットワークの解析に適していると考えられる。とりわけ感覚性の求心性入力

の影響を極力除外出来る点や,血液―脳関門を無視して薬剤の中枢に対する影響をみるこ

とができる点や,外科的侵襲に対する中枢組織の壊死の可能性力ヽ n宙voの実験に比べては

るかに低い点において優れていると言える2,3,9)。 さらに胸郭や後肢といった末梢器官を合

わせて保存することにより運動機能を視覚的また筋電図学的に解析できる9,34)。 これらの

ことから咀唱運動においても本手法を実験系として用いることにより新しい知見を見出せ

ると考えた。三又神経運動系については,Kogoら 12)が下丘レベル,菱形富正中溝上のY

字交点で冠状断した新生児ラットの培養脳幹標本を用いて三又神経運動根から薬剤性に咀

疇運動様のリズミカルな神経活動を誘発することに成功している。そこで本研究はリズム

発生器の詳細な局在範囲,制御様式,さ らに末梢の開閉口筋の筋活動様式を検討するに当
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たり,研究手法として基本的にKogoら が用いた培養脳幹標本を採用した。実験動物の選

択に当たっては,先ず培養脳幹の技法は血管系を用いず,酸素供給を含めた一連の組織代

謝は脳幹 。脊髄表層からの浸透性拡散に限られている為,組織が大きいと深層は嫌気性条

件となり機能発現を阻害する可能性がある35)。 また同じ動物でも剰l織内にコラーダンが

少なく大きさ力Ⅵ さヽく且つ嫌気性条件下で代謝が可能な新生児動物がサバイバルという点

で有利であった36,37、 _方,新生児動物は成熟動物に比べて神経回路網が完全に出来上

がっていない点や回路を構成する個々の運動ニューロンも未発達であることが考えられ,

顎運動を解析する指標として必ずしも適切であるとは言えない。しかしラットでは生後直

ちに顎のリズミカルな運動がみられることは既に報告されており,こ の運動の活動パター

ンは吸綴運動の一型として考えられるが成熟ラットにおける咀疇運動の間で筋活動パター

ンの相似性があるとされている38)。 そこで本研究では新生児ラットを用いて三又神経系

のリズム性活動発現に関る神経機構について検討を行った。

<誘発された顎運動について>

Kogoら 12)は Y字交点吻側の三又神経運動核周辺のみの脳幹ブロックを用いて三又神経

運動根からリズミカルな活動を記録した。この運動が実際のリズミカルな開閉口運動かど

うかを確認することはこの脳幹ブロック内にこの運動の神経回路が存在するか否かの決定

的な証明を与えることになる。本研究において明らかな顎の上下運動が認められたことか

ら開閉口に関るリズミカル運動のrhガm generatorを 始めとする神経回路がこの狭い範囲に

存在することは間違いないと考えられる。さてリズミカルな顎運動及び筋活動は興奮性ア

ミノ酸とgamlna arnhobuty● c acd(GABA)レ セプターの拮抗薬の併用により薬剤性に誘発
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された。中でもNMAの濃度依存性に活動周期が短 くなったことやNMDAレセプターの特

異的拮抗薬であるAPVの先行投与によリリズミカル活動の誘発がブロックされたことから

NMDAレセプターがリズミカル活動発現に関つている可能性が高いと考えられる。このこ

とは顎を付けないKogoら の培養脳幹の実験の結果と相違しない12t nOn― NMDAレ セプタ

ーの関与についてはKAで誘発されたものが27例中2例 と極めて少ないため定かでない。し

かしながらKogoら の結果ではKAで も運動根にリズミカルな活動が誘発されていることか

ら顎付培養脳幹における求′亡ヾ性入力がその発現を抑制している可能性は否定できない。

Katakuraら は各種受容器からの求心′
Hi情報がnOn…NMDAレセプターと密接な関係にあるこ

とを報告している39)。 ところでGlutamatateは 生体内に認められる興奮性のアミノ酸であり

親和性に違いがあるもののNMDA及びnOn_NMDAレ セプターを興奮させると言われている

40)。 本研究では興奮性アミノ酸のup take inhibitorと 共に用いることによリリズム性活動を

誘発することができた。関与する神経伝達物質がGlutamateで ある可能性を示すものと考え

る。

顎付培養脳幹標本ではリズミカル活動の周期の延長がみられ,同 じ運動を引き起こすの

に高濃度の薬剤刺激が必要となった。本標本においては三又神経感覚根が保存されており,

脳幹ブロック内に三又神経中脳路核と上核及び脊髄路核の一部が含まれていることから,

下顎の運動に伴う求心性情報によってリズミカル活動が修飾を受けていることも考えられ

る。さらに筋肉が25-27℃ という低温に保たれることから顎付培養脳幹は培養脳幹のみの

場合と比較して活動が遅くなると推察される。又酸素及び各種イオンの供給は浸透性拡散

に頼つており,顎付培養脳幹の場合は一部頭蓋底を残すため,培養脳幹のみに比べて浸透
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性拡散が悪 くなると考えられた。

<開口筋と閉口筋の筋活動のリズム性活動について>

開口筋である顎二腹筋前腹,閉 口筋である咬筋共に両傾1の 活動はそれぞれ同期すること

が認められた。一方同側の開閉口筋の活動については同じ濃度のbicuculline存在下で

NMA20μ Mの時は同期 し,40μ Mの時は同期しなかった。薬剤刺激濃度が適切な時は同期

し,強い薬剤刺激下で活動のレベルが高くなると開口筋,閉口筋のリズム性活動がお互い

にindependentと なることは開口筋,閉 口筋それぞれにリズム形成回路が存在し,刺激が適

正な時のみ両者が繋がりを持つと考えられた。schwartzら 41)が示したように咀疇運動は運

動の時間的活動パターンの変化により三相に区別されているが,開口筋,閉口筋の活動量

の違いは相の間で全く独立しており,特に運動の初期には閉口筋の活動は殆どみられない

ことが報告されている。又,開口筋と閉口筋の解剖学的特性を考えてみても前者には筋紡

錘が殆ど含まれないのに対して後者には多く存在することから42)両者のフイー ドバック

機構は全く異なっていると考えられる43-45)。

さて興奮性アミノ酸による刺激でも運動の誘発には常にGABAレ セプターの拮抗薬やグ

リシンレセプターの拮抗薬を必要とした。GABAやグリシンの受容体は三又神経運動核や

運動核への投射核に広く分布していることが確認されている46)。 これら抑制性ニューロ

ンは開口反射運動の調節に関与している他47),閉 口筋運動ニユーロンにおけるIPSPの発

生機序にGABA,グ リシン作動性ニューロンなどの抑制性シナプスが重要な役割を担つて

いると考えられている48、 49)。 本研究でbicucullineや strychnineを charnber内 に投与するこが顎

運動発生に必要であったことから抑制性シナプスの解除が運動の誘発に重要であることは

15



明らかである。Glydneは NMDAレ セプター上にも結合部位を持ちNMDAレセプターの活性

にglycineが必要と考えられている。同部はGlycineレ セプターのβサブユニツトとされ

SttChnineが作用するαサブユニットと区別されており、通常βサブユニツトには

前ychnineは glycineを ブロックしないと考えられている50)。 ところでstrychnineで は興奮性

アミノ酸で顎運動を引き起こしても開口筋と閉口筋に同期性がみられないのに対 し,

bicucunine存 在下では低濃度の興奮性アミノ酸の刺激で同期性がみられた。またS廿―NMAを

投与したchalnber内 にbicucJHneを 追加投与することにより開閉口筋のリズム性活動に同期

性が現れたことから考えて,GABAレセプターをブロックすることと開口筋,閉 口筋の活

動の同期性の発現には何等かの繋がりがあることを本研究結果は示している。

<r"由m generatorの 局在>

三又神経系のリズム性活動に関るリズム発生器の局在については既にいくつかの研究が

報告されている。除脳動物においてもリズミカル顎運動が誘発できることからrhyttm

generatorが間脳より尾allに存在 していることは明らかであり20,51),又 ,大脳皮質や錐体路

の電気刺激を用いた切断実験でその概要がある程度まで解明されつつある。Nozakiら 7)は

除脳モルモットの錐体路を電気刺激した際の開口筋並びに支配神経の活動を指標に脳幹を

種々の部位で切断し, リズミカルな遠心`Hi活動の発現には労巨大細胞網様核 (PGC),巨

大細胞網様核 (GC)を 含んだ内側網様体が中心的役割を果たしていると結論 した。芳巨

大細胞網様核、巨大細胞網様核を含んだ顔面神経核吻側から舌下神経核吻側の範囲の内側

網様体を錐体路投射路を除く周囲組織から切断分離することによっても錐体路電気刺激に
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より巨大細胞網様核ニューロンよリリズミカル活動が観察されることやHRP標識実験、細

胞内電位記録法を用いた研究より同部から三叉神経運動核もしくはpremOtOneuronに 投射す

る網様体ニューロンが存在すること52,53)を その根拠とした。一方、Chandlerら 8)は下オリ

ーブ核吻側1/3か ら尾側方向への正中断の後,皮質咀疇領野電気刺激により刺激と反対側

の末梢開口筋の活動には変化なかったものの同恨1の筋活動は消失したことから左右それぞ

れに独立したリズム形成機構が存在すること,さ らに種々のレベルで脳幹のヘミセクショ

ンを行うことによリリズム形成機構の局在は下オリーブ核吻側から三又神経運動核の間で

あることを報告した。この同定された範囲のうち腹内倶11/4の 範囲を電気的に損傷するこ

とで活動が抑制されることからNozakiら 同様,芳巨大細胞網様核、巨大細胞網様核を含ん

だ領域にリズミカル活動発生に関るoscillatorが存在するとした。さらに機械的切断や電気

的組織損傷による手法は侵襲による影響が広範囲に及ぶことを考慮 し,労巨大細胞網様核、

巨大細胞網様核及び周辺の小細胞網様核に限局した領域に麻酔薬を注入することにより,

皮質誘発性リズミカル顎運動の活動パターンに可逆性変化をもたらすことを明らかにして

これまでの結果を支持した54)。 Nakarnuraら 7,52,53)は リズム形成,バースト形成は内側網様

体ニューロンによって同時に起こり,三又神経運動核へ直接投射するとした。しかしなが

ら,HRPに よる標識実験55,56)か らは直接投射路は殆ど認められていない。又,Zilllmennan

ら57)の 変性実験から大脳皮質からの投射は寿巨大細胞網様核より小細胞網様核に多いこ

とが明らかとなっている。rhガm generatorの 詳細な局在についてはこれらの研究によって

も未だ明らかとはなっていないが,顔面神経核尾側から三又神経運動核の間の範囲にある

ことは間違いないと考えられる。しかしin vivoの研究では切断に伴う生体への侵襲は大き
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く限界があつた。

今回の研究で行った切断実験では培養脳幹標本を用いたため細胞外環境を比較的一定に

保つことが出来,切断に伴う脳幹組織への侵襲はin宙voでの切断実験よりはるかに少なく,

切断の方向も容易に変えることができたため切断によって残るブロックの範囲を三次元的

に定めることができた。実験では先ず正中断によって活動相の一致はみられなくなるもの

の,左右の活動周期には影響なかったことから,三又神経運動根リズム性活動に関るリズ

ム発生回路は従来指摘されてきたように8)左右に独立して存在することが証明された。さ

らに最小ブロックの吻尾境界,背佃1,内佃1境界はいずれも三又神経運動核に近接した部位

であった。尚,吻傾1境界については三又神経運動根が存在するために運動根基部から吻側

約3∞-5∞ μmま での冠状断が限界であったことから実際の吻側境界にはまだ余裕が残され

ていると考えられる。Kimら 58)は高濃度のNMA(100-300 μM)の存在下では三又神経運

動核の運動ニューロンから直接リズミカルな神経活動が引き起こされることを示したが,

本研究でのリズム性活動は細胞外液のCa・
+濃度を下げるとリズムが消失し,Cl― を下げる

と興奮性アミノ酸で刺激しなくてもリズミカル活動が起こることから (未発表データ)

NMAが直接的に三又神経運動核に作用したとは考えにくい。従って本実験で認められた

リズミカル活動のrhythm generatorの 局在は少なくともこれまで指摘されてきた脳幹下位で

はなく三又神経運動核尾側端よりも吻側の上位レベルに存在すると考えられる。

三又神経運動核に投射するpremotoneuronが 巨大細胞網様核背外佃1を始めとする外側網様

体に広 く分布することは既に知られている54,59)。 この範囲に存在するpremotoneuronは単

に咀唱筋のpremotoneuronで あるだけでなく,他に舌下神経や顔面神経に投射するものがあ
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るといわれている60‐ 62)。 小細胞網様体の組織はこのように顎顔面全体の総合的な運動の

伝達経路として存在 していると考えられ三又神経運動核周辺のrhythm generatorで 形成され

たリズムがこの部位を通って三又神経運動核や舌下神経核などに伝達されることも十分考

えられる。

吻側は三又神経運動根基部から約300-500 μm,尾側は三又神経運動核尾側境界,内佃lは

運動核近心境界から約200-400 μm,背側は運動核背側境界から約700-800 μmの脳幹ブロッ

ク内には多くのpremotoneuronや inttrneuronが認められている63-65、 同部に大脳皮質からの

投射があることも報告されている。すなわちこの部位にrhythm generatorが 存在できる条件

は整っていると思われる。いずれにせよこの狭い範囲内でいかにrhythm generationを 行う

かというメカニズムの解析は今後の問題である。

<左右の同期性について>

正中離断により左右別々にリズム性活動が得られたということはrhytlm generatorは 左右

に一つずつ存在することを示している。しかしながら左右の計測できた活動の殆どにおい

て左右同期性がみられた。このことは左右のgeneratorが同期して活動するか一方の運動核

力漱寸側のrhythm generatorに よってコントロールを受けているかのどちらかであると考えら

れる。呼吸では左右の同期性は左右のrhythm generatorが 同期することにより得られている

と考えられている。三又神経系のリズミカル活動においても左右のrhガm generatorが同期

して活動している可能性がある。

<尾側脳幹におけるrhytlm generationの 抑制性機構>

Kogoら 12)は下丘レベルから頚髄レベルまでの脳幹脊髄標本を用いて興奮性アミノ酸を
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投与したところ三又神経運動根からは第四頚神経に同調した振幅の小さい呼吸性の神経活

動(くl Hz)が認められるものの咀曙運動様の速いリズミカル活動(6-8 Hz)は 誘発されないこ

とを報告している。さらにY字交点尾側の脳幹組織を除去することにより三又神経運動根

より咀唱運動様のリズミカル活動が発現することが明らかとされている。尾側脳幹を切除

することによってリズミカル活動が出現することの原因として三又神経運動核近くで脳幹

を切断することにより同運動核への酸素または人工還流液の供給がよくなり同部周辺の活

動が活発になること,尾傾1に抑制機構が存在し,それを切断することにより吻側のネット

ワークが興奮し易くなることの二点が考えられる。前者については脳幹の背側を除去して

同じ様に浸透性を良くしてもリズムが発生しないことから考えて,浸透性供給が悪いため

に非切断の脳幹においてリズム性活動が起こらないということは考えにくい。一方抑制機

構については両領1の 尾側脳幹を完全に切除した時のみリズムが発生したことから両側性に

支配する抑制回路が存在することが考えられる。又,尾側脳幹の正中までの半切断によっ

ても両側性に抑制がみられることから尾側の抑制回路はY字交点よりも吻側において対側

に投射すると考えられる。

Y字交点から尾偵1750 μmで尾側脳幹を冠状断すると殆ど三又神経運動根からリズミカ

ル活動は誘発されなかったのに対 して,尾惧1500 μm切断時には高い確率でリズム性活動

がみられたことから,Y字交点尾側750 μmか ら尾側500 μmま での間に抑制回路の中心が

存在すると考えられた。carbOl_fuchshin染色像においてY字交点から尾側750 μmレベル切

断部は疑核吻側,500 μmレ ベルは顔面神経核尾側境界に相当していた。この範囲には芳
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巨大細胞網様核,巨大細胞網様核の他に三又神経運動核への投射ニューロンを含むガヽ細胞

網様体,疑核の一部が存在 している。この領域には主要な多くの神経回路が存在すると考

えられるが,吻側のリズム性回路との関係については今後検討される問題であると考えら

れる。

本研究は顎付培養脳幹及び培養脳幹において顎のリズム性活動を解析 し多くの新しい知

見を得た (図23)。 本研究法は直接的に脳幹にアプローチできるという点で非常に有用な

方法であったと考える。

結    語

リズミカル顎運動に関る三又神経運動系活動の中枢機構について顎付培養脳幹,培養脳

幹をそれぞれ用いて検討を行い以下の結果を得た。

1.下丘からY字交`点
レベルまでの脳幹を保存 した顎付脳幹標本を作製し,興奮性アミノ

酸であるNMAと GABAレ セプターの拮抗薬 (Ыcuculline)を 同時投与したところ下顎のリズ

ミカルな上下運動が誘発された。

2.NMA―BIC投与条件下で両倶1の 開閉口筋の筋活動を同時に記録すると,顎二腹筋,咬

筋共に両側が同期 したリズミカルな活動が観察された。

3。 同側の顎二腹筋と咬筋の筋活動を同時に記録するとNMA 20μ M,BIC 10 μM条件下で

は両筋の活動は同期 して観察されたが,NMAの濃度を20 μMか ら40 μMに上昇させると両

筋の活動は同期しなかった。このことより開閉口筋のrhythm generatorは それぞれ独立して
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存在 していることが示唆された。

4。 NMAと グリシンレセプター拮抗薬 (strychnine)の 同時投与では顎二腹筋と咬筋の活

動の間に同期ヤLは認められなかった。ところがBICを 追加投与すると両筋の活動は同期化

した。このことより二つのリズム形成機構の繋がりにGABAレ セプターが何等かの形で関

与していることが推察された。

5。 下丘からY字交点レベル迄の脳幹標本を用いて正中断を行いNMA―BICを投与したと

ころ,左右の三又神経運動根からはリズミカルな神経活動がそれぞれみられ,左右に

rhydm generatorが 存在することが示された。

6.リ ズミカル活動発現に関る神経回路を含んだ最小脳幹ブロックは,吻側は三又神経運

動根基部から約300-500 μm,尾 tlllは三又神経運動核尾側境界,内佃1は運動核近心境界から

約200-4∞ μm,背側は運動核背側境界から約700-800 μmの範囲であり,三又神経リズミカ

ル活動が三又神経運動核近寿で形成されると考えられた。

7.リ ズム形成回路は顔面神経核尾側から疑核吻側の間に主として存在する左右の抑制回

路により両側性に制御されていることが明らかとなった。

稿を終えるに臨み,本研究を命ぜられ,かつ御指導と御鞭撻を賜つた大阪大学歯学部口
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図の説明

図 l Recording charnber模 式図

摘出された脳幹或いは顎付脳幹組織は人工還流液で満たされたchalnber上部のSメgard resin

上にピンにて固定 した。

図2 培養脳幹標本における三又神経運動根リズミカル活動

A,Bは脳幹切断ライン (A:矢状面,B:背倶1面)を示す。小脳は除去されている。C:

NMA―BIC投与後,両側三又神経運動根より誘発された神経活動。略語 :SC;上丘,IC;下

丘,MoV;三又神経運動核,ⅥL顔面神経核,AmL疑核,Obex:門 ,RT;右側三又神経運

動根神経活動,LT:左倶1三又神経運動根神経活動。 (略語は以下の図で共通)

図3 顎付培養脳幹標本模式図 (A)及び写真 (B)

図4 顎付培養脳幹標本におけるリズミカル顎運動

NMA―BIC投与後,下顎のリズミカルな上下運動が観察された (A)。 写真上方は腹側 ,

下方は背側をそれぞれ示す。太線は仮想上顎平面を表す。Bは模式図を表す。細矢印(→ )

は右側下顎骨先端部を示す。

図5 各種興奮性アミノ酸投与時の筋活動

各種興奮性アミノ酸投与時のA:顎二腹筋,B:咬筋の筋活動を示す。

図6 NMA濃度変化並びにNMDA―КcepЮr拮抗薬(APV)の 顎二腹筋筋活動への影響

AいWA濃度を変化(20-60 μMlさせた際の筋活動。

B:APV先行投与後NMA―BIC投与した際の筋活動。
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図7 両側顎二腹筋の筋活動関係

A:NMA 40μ M,BIC 10 μM投与後観察された両側顎二腹筋の筋活動。

B:右側の筋活動起始点を基準ttrigger)に コンピューター上で解析した両ull波形の100回重

ね合わせ。両筋の活動は同期していた。

図8 両傾1咬筋の筋活動関係

A:NMA 40μ M,BIC 10 μM投与後観察された両側咬筋の筋活動。

B:右側を筋活動起始点を基準とした両傾1波形の100回 重ね合わせ。顎二腹筋同様に両筋

の活動は同期していた。

図9 同側の開閉口筋の筋活動関係

A:NMA 20μ M,BIC 10 μM投与時に誘発された同佃1の顎二腹筋,咬筋の筋活動。

B:顎二腹筋の筋活動起始点を基準に行つた両筋活動の100回 の波形の重ね合わせ。

図10 同側の開閉口筋の筋活動関係

NMA 40μ M,BIC 10 μM投与時に誘発された同側の顎二腹筋,咬筋の筋活動 (A)及び顎

二腹筋の筋活動起始点を基準に行つた両筋活動の100回 の波形重ね合わせ (B)。

図H 同側の開閉口筋の筋活動関係

NMA20μM,STR10μM投与時に誘発された同側の顎二腹筋,咬筋の筋活動 (A)及び咬筋

の筋活動起始点を基準とした両筋活動の1∞回の波形重ね合わせ (B)。

図12 同側の開閉口筋の筋活動関係
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A:NMA20μM,BIC 10 μM投与時に誘発された同倶1の顎二腹筋,咬筋の筋活動。

B,C:STR10μ M追加投与 1分後 (B), 5分後 (C)の 両筋の筋活動変化。

図13 同allの 開閉口筋の筋活動関係

A:NMA 20μ M,STR 10 μM投与時に誘発される同佃1の顎三腹筋,咬筋の筋活動。

B:BIC 10 μM追加投与 5分後の両筋の筋活動変化

図14 脳幹ブロックを正中断 した際の三又神経運動根 リズム性活動

A:正中断模式図。

B:正中断前,C:正 中断後の両惧1三又神経運動根の神経活動

(NMA 20μM,BIC 5 μM投与条件下)。

図15 脳幹ブロックを尾側→吻佃1方向へ連続冠状断 した際の三又神経運動根 リズム性活動

A:連続冠状断模式図 (点線は正中断後切断除去された領域を示す )

B:各 レベルで冠状断 した際の三又神経運動根神経活動

(NMA20μM,BIC 5 μM投与条件下)。

図16 脳幹ブロックを正中→外側方向へ連続矢状断,背領l→腹惧]方向へ連続水平断した際

の三又神経運動根リズム1生活動

A:矢状断,水平断模式図 (点線は正中断後切断除去された領域を表す)点線は各方向へ

の切断にあたつて基準としたライン,太線は各切断方向における切断ラインを示す。

B:切断前および脳幹腹側面から背側 2000 μmレベルでの水平断,正中から外側 1000 μm

レベルでの矢状断の組み合わせにより誘発された三叉神経運動根リズム`‖:活動。
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図17 最小ブロックのCttbd―Fuch」n染色像

A:矢状断像,B:冠状断像 (厚 さ50 μm)(a;最 小ブロック切断ライン, b;最小ブ

ロック拡大像及び各切断ラインから三又神経運動核までの距離をそれぞれ示す)

図18 尾側脳幹がリズム1生活動に及ぼす影響

A:下丘レベル,Obexレ ベルでの切断ライン (実線)及び背側切断ライン (点線)を示す。

B:Aの切断ブロックに対して行った尾領1追加切断ライン (点線)。

C:Aの切断ブロックにて三又神経運動根より観察された自発呼吸性活動 (a),NMA

20 μM,BIC 5 μM投与条件時の神経活動 (b)及 び尾側追加切断後,NMA 20μ M,BIC 5

μM投与により観察された神経活動。

図19 尾側脳幹がリズム性活動に及ぼす影響 (制御様式 1)

脳幹切断ライン模式図 (A)及び切断後NMA20μ M,BIC5μ M投与により観察された三又神

経運動根神経活動 (B)(a;左 佃1吻佃1脳幹離断時, b;右側吻側脳幹追加離断時)を示

す。

図20 尾側脳幹がリズム性活動に及ぼす影響 (制御様式2)

脳幹切断ライン模式図 (A)及び切断後NMA20μ M,BIC5μ M投与により観察された三又神

経運動根神経活動 (B)(a;右 側脳幹冠状切断時, b;左倶1脳幹追加冠状切断時)を示

す。

図21 尾側脳幹における抑制機構の局在範囲について

尾側脳幹切断ライン模式図 (A),及 び各レベルで切断後観察された三又神経運動根神経

活動を示す。



図22 尾側脳幹における抑制機構の局在範囲について (Carbd_Fuchsin染色像)

Y字交点尾側750μmレ ベル切断時のCarbol― Fuchshin染 色脳幹矢状断切片像 (A)及びその

拡大像 (B)をそれぞれ示す (厚 さ50μm)。

図23 リズミカル顎運動発生に関る脳幹レベルの中枢機構

RG;rhythn generator,BG;burst generator,IC;hhibitory drCuit(抑 制回路),0;開口筋

運動ニユーロン群,C;閉口筋運動ニューロン群をそれぞれ表す。影付部分は参考文献

(Lund,JoP。 1991,Fig。 7よ り改変)に よる。点線は脳幹正中を示す。
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Analysis of neural mechanism of rhythmical jaw movement relevant to the

trigenlinal motOr activity using an isolated brainstem preparation in vitro

Susumu TANAKA
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This study was perfoIHled to analyze the neural circuitry in brainstern,related to the rhythmical

jaw movement.Brainstem orjaw attached brainstem were isolated l・ om O-2 day old neonatal rat,and

excitatory alnino acids and GABA antagonist were applied to induce the rhythmical trigeminal

act市ides or rhythmica:jaw movements.¶ he dissection of brainstem deined the localon of rhythm

generator,andjaw tttached preparation showed the relation between the acl宙 des ofjaw opener and

closer muscles.Results were as fo1lows.

1.Jaw amched brainstelll pleparation transected atinterconicular and Y― crossing leveis could

induce the rhythmicaljaw inovement by NMA― BIC application.

2.I〕 ilateral synchrony was recognized in each of digastHc and inasseter activitieso No synchrony

was obseⅣed between thesc ipsilateral digastHc and lnasseter activities by NMA 40μ M and BIC

10μM application,but with NMA 20μ M and BIC 10μ M appliCation,synchrony was obtalned. This

result suggested that two independent rhythm generation circuits were involved in this mechanism;

one for opener and the other fOr close■

3.Bath application of NMA 20μ M in COmbinadon with strychnine 10μM(Glycine receptor



antagonist)also induced rhythmicaljaw movement.But no synchrt)ny was rccognized between

opener and closer inuscle's activities.After additional application oF bicucuHine 1 0μ M 10 thiS bath,

two muscle's activities werc synchronized. GABAerglc neurons、 upposed tO be involved in the

connectlon of two generat10n clrcults.

4.Using brainstem prcpal・ation withoutjaw、 a■er midline transection also induced trigeminal

rhytimnical inotor activity ill bilateral brainstem tissues.Further trallsection indicated that ttE

independent rhythnl generation circuit existed bilaterally in the brai1lstenl,and that the location of this

clrcuit was restricted to the region around trigenlinal rnotor nucleus.

5。 Rhythmical ac“ vly was not enhanced in the brainstem caudJ lo supenor colliculus and rostral

to obex,and only the respiratOry activity was recognizedo Serial transection experirnents showed dlat

inhibitory circuit existed mainly between caudal to facial nucleus and Юstral half of ambiguus

nucleus.Rhytlun generation was supposed to be inhibited by these circuits bilaterally.


