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論文内容の要旨

【目的】

Ca2 +チャネルは様々な細胞に存在し、種々の細胞機能に関与していると考えられているo 三文神経運動ニューロン

においても、低電位活性型 (LVA) Ca2+チャネルおよび高電位活性型 (HVA) Ca2+ チャネルはスパイク後脱分極電

位および後過分極電位の形成に関与し、スパイク発射パターンに影響を及ぼすことが示されているo しかし、三叉神

経運動ニューロンにおいて、これら Ca2+チャネルの特性の詳細は未だ明らかでなし、。そこで本研究は、スライスパッ

チクランプ法によって三文神経運動ニューロンから Ca2 +電流を記録し、 Ca2 + チャネルの基本的特性およびセロトニ

ンによる影響の解析を行った。

【方法】

実験には生後 2 -5 日齢の S.D.系ラットを用いた。ハロセンで麻酔後断頭し、 4
0

C に冷却した人工脳脊髄液に浸

潰し、マイクロスライサーにて三叉神経運動核を含む厚さ 250μm の切片を作製した。そして近赤外光を用いた微分

干渉顕微鏡観察下で三文神経運動核の背外側部より三文神経運動ニューロンを視覚的に同定し、ホールセル記録を行っ

た。

【結果と考察】

実験 1 : Ca2 +チャネルの基本的特性

膜電位が -69mV 付近から脱分極性パルスによる細胞内通電を行うと、比較的一定の割合でスパイク発射が誘発さ

れた。しかし -99mV 付近からパルス通電を行うと、 1 発目の活動電位のすぐ後に 2 発目が誘発された。そこで

TTX により活動電位の発生を阻害すると、 low-threshold spike (LTS) が認められた。この電位は細胞外 Ca2 + を

Mn2 + に置換すると消失することから、低電位活性型 Ca2φ電流の関与が示唆された。

次に膜電位固定法を用いて Ca2+電流の記録を行った。保持電位-90mV から種々の電位の200ms コマンド、パルス

を与えると、闇値が -60mV 前後で不活性化の早い LVA Ca2+電、流と、闇値が-25mV 前後で不活性化の遅い HVA

Ca2 ト電流が認められた。

実験 2 :セロトニンの Ca2 +チャネルに対する効果
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三叉神経運動ニューロンは豊富なセロトニンの入力を受けていることから、 Ca2 +電流のセロトニン投与による影響

を調べたところ、以下の変化が認められた。 1) LVA Ca2 +電流は濃度依存性に増強されたが、 HVA Ca2 +電流は逆

に抑制された。 2) LVA Ca2 +電流活性化の闘値が過分極方向に変化した。 3) LVA Ca2+電流の Pe叫E 時点が早くなっ

た。 4) LVA Ca2 +電流波形をm3hモデルによって近似し τmと τhを求めると、いずれも有意に減少した。 5) steady 

state の不活性化の曲線が約 5mV 左方に移動した。またセロトニンは電流固定法によって記録された LT8 を増大さ

せた。

次にセロトニンの LVA Ca2+電流増強効果に対する G タンパクの関与について検討した。セロトニンの LVA Ca2+ 

電流増強効果は、パッチ電極内液の GTP を G タンパクを介するシグナル伝達を阻害する GDP-β-8 に置換すると有

意に減少し、 G タンパクの活性化の著しい延長を引き起こす GTPートS に置換すると有意に増強した。したがって、

セロトニンの LVA Ca2 +電流の増強効果に対する G タンパクの関与が示唆された。さらに G タンパクを介した後の経

路を調べるため、 c-キナーゼの活性化剤である PDBu および PMA や、 A-キナーゼの活性化剤である8-Br-cAMP

を濯流投与したが、 LVA Ca2 +電、流には有意な変化は認められなかった。

セロトニンの LVA Ca2 +電流増強に関与する受容体を調べるために、 5-HT1A/7受容体の刺激薬である8-0H-DPAT、

5-HT lA/1D/7受容体の刺激薬である 5-CT および5-HT2受容体の刺激薬である DOI を投与したが、 LVA Ca2 +電流には有

意の変化は認められなかった。また5-HT4受容体の阻害薬である GR-113808は、セロトニンによる LVA Ca2+電流の

増強効果を阻害しなかった。

【結論】

以上の結果から以下の結論が得られた。

1 .新生仔ラット三叉神経運動ニューロンには LVA Ca2+電流と HVA Ca2+ 電流が存在し、 LT8 の発生には

LVA Ca2+電流が関与する。

2. セロトニンは、 LVA Ca2+電流の活性化と不活性化の kinetics を変化させて LVA Ca2+電流を増強するのに対し

て、 HVA Ca2+電流は逆に抑制する。

3. セロトニンによる LVA Ca2+電流の増強効果は、 G タンパクを介する細胞内情報伝達系が関与しているo

4. セロトニンによる LVA Ca2+電流の増強効果は、 5-HT lA/1D/2/4/7以外の受容体を介して発現している。

5. セロトニンは LVA Ca2十電流を増強して LT8 を増大させ、ニューロンの興奮性を増加させる。

論文審査の結果の要旨

本研究は、新生仔ラットのスライス標本を用い、三叉神経連動ニューロンにおける Ca2+チャネルの基本的特性お

よびセロトニンによる影響を電気生理学的に検討したものである。その結果、三叉神経連動ニューロンには

LVA Ca2 +電流と HVA Ca2+電流が存在し、セロトニンは LVA Ca2+電流を増強することにより、ニューロンの興奮

性を増加させる可能性があることが示唆された。

以上の研究結果は、岨鴫運動を司る三叉神経運動ニューロンの膜特性について重要な知見を与えるものであり、博

士(歯学)の学位を授与するに値するものと認める。
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