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緒言 

 

 ニューロペプチド Y（NPY）は、1982 年に Tatemoto, Mutt らによりブタの視床

下部より分離、同定された 36 個のアミノ酸からなる神経ペプチドで（Tatemoto et al, 

1982；Shimada et al, 1998）、視床下部弓状核で産生され、中枢神経系に豊富に分布

し、生理活性ペプチドの中で最も強力な摂食促進効果を持つと考えられている（Clark 

et al, 1985）。これまでの研究で NPY をラットの脳室内に投与すると、摂食量、飲水

量が増大し、体重が増加することが報告されている（Morley et al, 1987；Currie and 

Coscina, 1995）。また我々の研究室では、NPY の脳室内投与により、摂食量の増大の

みならず、咀嚼筋活動特性を含む摂食行動パターンが変化し、さらに高濃度の NPY を

投与すると、多動性が亢進する結果、立ち上がり移動行動の頻度が上昇し、摂食効率は

低下することを明らかにした（Ushimura et al, 2014）。 

摂食行動が適切に行われるためには、咀嚼の進行に合わせて変化する食物の性状など、

歯牙や咀嚼筋などの末梢器官において受容される種々の感覚情報が正確にフィードバ

ックされることが不可欠である。こうした口腔末梢感覚受容器からの求心性情報は主に

三叉神経中脳路核に終始し、三叉神経中脳路核ニューロン（MTN）は脳幹内の他のニ

ューロンとシナプスを形成して三叉神経運動ニューロン（TMN）からの運動出力を修

飾している（Rokx et al, 1986；Shigenaga et al, 1989； Luo et al, 2002）。これまで
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の免疫組織学的検索より、TMN においては NPY 受容体の存在を否定する報告と

（Chronwall et al, 1985；Yamazoe et al, 1985； De Quidt and Emson, 1986）、肯定

する報告があるが（Wolak et al, 2003）、MTN においては NPY 産生ニューロンの投

射や受容体の発現がみられるとの報告があり（Chronwall et al, 1985；Qu et al,1996；

Wolak et al, 2003）、NPY は MTN に対して何らかの修飾作用を有する可能性が考え

られる。 

摂食制御ペプチドには、レプチン、メラニン凝集ホルモン（MCH）、アグーチ関連

タンパク、グレリンなどがあるが（Zhang et al, 1994；Qu et al, 1996；Fan et al, 1997；

Shimada et al, 1998；Nakazato et al, 2001）、外側野で分泌されるオレキシンも NPY 

と同様に摂食促進作用を有する生理活性ペプチドで（Sakurai et al, 1998）、ラットの

脳室内に投与すると、摂食量の増大のみならず咀嚼筋活動特性を含む摂食行動パターン

が変化することを、我々の研究室で明らかにしてきた（Tsuji et al, 2011）。また In vivo 

の研究では、オレキシンと NPY は相互作用を示し、摂食促進作用が増強することが報

告されている。（Dube et al, 2000：Yamanaka et al, 2000；Holmqvist et al, 2001） 

NPY は摂食促進作用以外に、血圧やサーカディアンリズムの調節（Hu and Dun 

bar 1997；Yannielli and Harrington, 2001）、抗不安作用の出現（Ehlers, 1997）、

てんかんとの関連（Xu et al, 2014）など様々な生理作用を持つことが明らかとなって

いる。そのため NPY による摂食運動発現において、三叉神経系が作用するメカニズ
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ムを解明する上で、NPY のラット脳室内投与など In vivo の実験系では volume 

transmission による他の神経系への影響を排除することは困難であり、また現在まで 

MTN における NPY の神経修飾作用について、直接、作用の検討を行った報告はな

い。 

そこで本研究では、MTN の活動特性に対する NPY の神経修飾作用について、電気

生理学的手法を用いて検討を行った。また、NPY 受容体の 6種類のサブタイプのうち、

摂食促進作用は主に Y1,Y5 受容体が関与していると考えられているが

（Balasubramaniam et al, 2002；Lecklin et al, 2003；桜井, 2003）、MTN において

は不明であるため、それぞれの作動薬、拮抗薬を使用して、MTN における NPY 受容

体サブタイプの解明を行った。さらに、MTN において NPY とオレキシンの相互作用

がみられるのか、NPY にオレキシン受容体作動薬、拮抗薬を追加投与し、MTN の活

動特性変化を検討した。 
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研究材料と方法 

 

スライス標本の作製 

本研究における実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の規定  (動物実

験委員会承認番号：動歯-20-005-0）と動物の愛護及び管理に関する法律を順守して行

った。実験には、生後 3 日から 17 日齢の Sprague-Dawley 系ラット(日本動物株式会

社)を用いた。ハロタンにて深麻酔後断頭し、冷温まで冷却した Cutting 用人工脳脊髄

液 ( cutting artificial cerebrospinal fluid ; 以下 C-ACSF. 組成は, 126 NaCl, 3 KCl, 

1,25 NaH2PO4, 26 NaHCO3, 10 glucose, 1 CaCl2, 5 MgCl2, 4 lactic acid (mM)) に浸漬

した状態で頭蓋骨を除去し脳組織を摘出した。脳幹ブロックを作成後、超低融点アガロ

ースゲル (agarose type VⅡ,Sigma-Aldrich 社製) に包埋して、スライス標本作成装置 

(linearslicer PRO 7,堂板イーエム社製) を用い、尾側の MTN を含む厚さ 300μm の

冠状脳幹スライス標本を作製した。作成したスライス標本を、室温 (22-24 ℃) の 

incubation 用人工脳脊髄液 ( incubation-ACSF；以下 I-ACSF. 組成は記録用の標準人

工脳脊髄液 normal-ACSF；以下 N-ACSF（124 NaCl, 3 KCl, 1,25 NaH2PO4, 26 

NaHCO3, 10 glucose, 2 CaCl2, 2 MgCl2 ) に 4 lactic acid (mM) を加えたもの) に移

し、37.0 ℃で 40-50 分間静置し、以降は常温で維持した状態で記録に用いた。全ての

細胞外液は、95％O2 + 5％CO2 混合ガスにて飽和させた状態で使用した。 
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Whole-cell patch-clamp 法を用いた記録 

記録用チャンバー（アクリル製、容量 2.0ml）を正立型 Nomarski 赤外微分干渉顕

微鏡（BX51W1,オリンパス社製）のステージ上に設置し、N-ACSF を 2 ml/min の速

度で灌流した。スライス標本を記録用チャンバーに静置し、スライスアンカー（Warner 

Instruments 社製）にて固定した。赤外線透視条件下で中脳路核を同定し、直径約 20-

40 µm の偽単極性の類円形細胞である MTN からギガシール形成後、Whole-cell 記録

を行った。記録用電極は、外形 1.5 mm、内径 1.12 mm のボロシリケート製ガラス管

（150EA/PKG,インターメディカル社製）を微小ガラス管電極作成装置（P-87,Sutter 

Instruments 社製）を用いて、先端抵抗値 3-5 MΩとなるように製作した。電極内液

は、カリウム塩を主成分とするものを用いた。電極内液の組成は、115 K-gluconate, 25 

KCl, 9 NaCl, 10 HEPES, 0.2 EGTA, 1 MgCl2, 3 K2-ATP, 1 Na-GTP （mM）とし、

KOH を用いて pH 7.25 に調整したものを用いた。ニューロン表層と電極間で形成さ

れるアクセス抵抗値は 15 MΩ未満のニューロンを記録対象とし、Voltage-clamp（v-

clamp）あるいは Current-clamp（c-clamp）条件下で MTN の電気活動を記録した。

電気信号は、パッチクランプ用増幅器（Multiclamp 700 B, Molecular Devices 社製）

で増幅後、アナログ-デジタル変換器（Digideta 1322 A, Molecular Devices 社製）でデ

ジタル変換し、パーソナルコンピュータと専用ソフトウェア（pCLAMP 9.0, Molecular 

Devices 社製）を用いて記録および解析を行った。 
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薬剤の投与 

本研究において、MTN に対する神経修飾効果を検討するために用いた薬剤は、蒸留

水または ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、以下の最終濃度となるように Bath 

内灌流投与した。NPY （Human,Rat 0.1 µM, 株式会社ペプチド研究所）、Ox-A 

（Human,Rat,Mouse 200 nM, 株式会社ペプチド研究所）、 [Leu 31,Pro34]-NPY

（Human,Rat 0.1 µM, Tocris）、BWX 46（0.1 µM, Tocris）、BIBP 3226 trifluoroacetate

（0.1 µM, Tocris）、CGP 71683 hydrochloride（0.1 µM, Tocris）、SB334867（200 nM, 

Tocris）、tetrodotoxin（TTX: 1 µM,和光純薬工業株式会社） 

 

統計処理 

データは平均値 ± 標準誤差（S.E.）の形で表示した。二群間の有意差検定には 

Student’s  t-test を用い、有意水準は 5％とした。 
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結果 

 

1. NPYによるMTN活動電位特性の変化 

 MTN が静止膜電位下で NPY によっていかなる修飾作用を受けているか調べるた

め、c-clamp,v-clamp 条件下で NPY（0.1 µM）を灌流投与し、薬剤投与前後で膜電

位、膜電流の変化を記録した。静止膜電位にて v-clamp 条件下で NPY を 3 min 灌

流投与すると、内向きの電流が観察された（図 1 A）。c-clamp 条件下で NPY を 3 

min 灌流投与すると可逆性の脱分極変化を認めた（図 1 B）。また、N-ACSF に TTX

（1 µM）を加えた条件下であっても NPY を投与すると膜電位の脱分極変化が観察さ

れ、TTX 非存在下と比較して有意差を認めなかった（図 1 C,D）。    

次に N-ACSF（2.0 mM Ca2+ ）条件、細胞外低 Ca2+ 濃度条件（0.5 mM）、細胞外

高 Ca2+ 濃度条件（3.5 mM）で、それぞれ NPY 灌流投与後の脱分極変化を記録し

た。内向き電流は、細胞外 Ca2+ 濃度の下降、上昇に伴って有意に減少、増加を認め

た（図 2 A,B）。膜電位の脱分極変化は、N-ACSF 条件と比較し、細胞外低 Ca2+ 濃

度条件で有意に減少を認めた（図 2 C）。また N-ACSF 中の NaCl（124 mM）を 

Choline-Cl（124 mM）に置換したところ、膜電流、膜電位の大きさは有意に減少し

た（図 3 A,B）。さらに、N-ACSF（3.0 mM K+ ）条件、細胞外低 K+ 濃度条件（1.5 

mM）、細胞外高 K+ 濃度条件（6.0 mM）で、それぞれ NPY 灌流投与後の脱分極変
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化を記録したところ、各濃度間における膜電流、膜電位変化に有意差を認めなかった

（図 3 C,D）。 

 MTN が NPY によって如何なる活動電位特性変化を示すか検討する目的で、c-

clamp 条件下で静止膜電位の MTN に 3 ms の矩形波脱分極パルスを細胞内通電して

誘発された活動電位（Action potential: 以下 AP）を指標として、NPY 投与前後にお

ける各パラメータの変化（図 4 A）について比較検討した。NPY 投与時は、control 

条件下と比較して、AP 成分、AHP 振幅に有意な変化は観察されず、P 9-11 群、P 

15-17 群において AHP の持続時間に有意な短縮が認められた（図 4 B、表 1）。

Duration の減少率は P 3-5 群と比較して P 9-11 群、P 15-17 群と日齢が進むにした

がい、変化率が増大した（図 4 C）。 

 次に P 15-17 群において、N-ACSF（2.0 mM Ca2+ ）条件、細胞外低 Ca2+ 濃度条

件（0.5 mM）、細胞外高 Ca2+ 濃度条件（3.5 mM）で、 AP を誘発し、NPY 投与前

後での AP 特性変化をそれぞれ比較検討した。細胞外低 Ca2+ 濃度条件では、N-

ACSF 条件と比較し、活動電位の AHP 成分は減少する傾向がみられ、その結果、

AHP の振幅値は短縮、持続時間は延長したが、NPY 投与による AHP の振幅増大効

果、持続時間の短縮効果は増強する傾向が観察された（図 5 A-C）。一方、細胞外高

Ca2+ 濃度条件では、AHP 成分は増大する傾向がみられたが、NPY 投与による AHP 

の振幅値増大効果、持続時間の短縮効果ともに有意に減弱した（図 5 A-C）。  
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2．NPY による MTN 連続発火活動特性の変化 

 P 15-17 群において、1 s 矩形波脱分極パルスによって誘発される持続的発火

（Spike train: 以下 ST）に対する NPY の修飾作用を検討した。AP 同様に矩形波

脱分極パルスを通電して誘発される ST 特性を NPY（0.1 µM）投与前後で比較検討

したところ、ST 持続時間の短縮傾向と早期の spike frequency adaptation （SFA）

が観察された（6 A,B）。ST 誘発に必要な基電流値は、NPY 投与によって有意に減少

した（図 6 C）。周波数-時間曲線では、NPY 投与後にスパイク周波数の増加を認めた

（図 6 D）。また ST における、F-I curve では NPY 投与によって 平均周波数に有

意差はなかったものの、1st-ISI では全ての電流刺激条件で有意に増大した（図 6 

E,F）。 

 次に N-ACSF（2.0 mM Ca2+）条件、細胞外低 Ca2+ 濃度条件（0.5 mM）、細胞外

高 Ca2+ 濃度条件（3.5 mM）で ST を誘発し、NPY 投与における ST 特性変化を比

較検討した。細胞外低 Ca2+ 濃度条件において、ST 持続時間は N-ACSF 条件に比べ

延長し、NPY 投与後の ST 持続時間短縮率は減少した（図 7 A）。一方、細胞外高 

Ca2+ 濃度条件において、ST 持続時間は N-ACSF 条件に比べ短縮し、NPY 投与後の

ST 持続時間短縮率は増大した（図 7 A）。細胞外低 Ca2+ 濃度条件下において 1st-

ISI、平均周波数は N-ACSF 条件と比較して増大し、NPY 投与後さらに増加した

（図 7 B,C）。一方、細胞外高 Ca2+ 濃度条件下において 1st-ISI、平均周波数は N-
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ACSF 条件と比較し減少、NPY 投与後さらに減少する傾向を認めた（図 7 B,C）。 

 TMN ニューロンと異なり MTN ニューロンでは P8 以降のニューロンにおい

て、膜電位を持続的に脱分極させることによって、自発的な内因性バースト活動

（BA）が出現することが知られている。そこで P 15-17 群において、持続的な細胞

内通電により内因性バースト活動（図 8 A）を誘発し、NPY（0.1 µM） 投与前後での

バースト特性変化を示す各パラメータの検討を行った。（図 8 A-C） 

NPY 投与により、control 条件と比較し BA 誘発に必要な基電流値は減少した。ま

た バースト持続時間、バースト間インターバルは有意に減少し、バースト周波数は有

意に増加、バースト内スパイク周波数も増加する傾向にあった（図 9）。 
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3. NPY 神経修飾作用における Y1、Y5 受容体の関与ならびにオレキシンとの

相互作用 

P 15-17 群において、NPY 修飾作用に関与する受容体のサブタイプを明らかにす

る目的で、NPY Y1 受容体作動薬（[Leu 31,Pro34]-NPY（0.1 µM）） 、NPY Y5 受

容体作動薬（BWX 46（0.1 µM）） を用いて、膜電位変化、スパイク発射特性変化に

ついて NPY（0.1 µM）投与時と比較検討を行った。 

c-clamp 条件下で NPY Y1 受容体作動薬、NPY Y5 受容体作動薬を 3 min 灌流投

与すると可逆性の脱分極変化を認めたが、ともに NPY 投与時より脱分極変化は有意に

減少した（図 10 C）。次に、静止膜電位にて v-clamp 条件下で NPY Y1 受容体作動

薬、NPY Y5 受容体作動薬を 3 min 灌流投与すると、内向きの電流（図 10 A）が観察

されたが、ともに NPY 投与時より内向き電流は有意に減少した（図 10 B）。また、Y1, 

Y5 受容体作動薬灌流投与後に誘発された AP における AHP の振幅値 (図 10 D)、

Duration 短縮率 (図 10 E) において、Y5 受容体作動薬投与時の Duration の変化率

は有意に減少した。また Y1, Y5 受容体作動薬灌流投与後に誘発された ST における 

1st-ISI (図 10 F)、 平均周波数 (図 10 G) では、1st-ISI において NPY 投与時と比較

し、Y1 受容体作動薬投与時は有意に周波数の増加率が減少した。 

次に、NPY Y1 受容体拮抗薬（BIBP 3226（0.1 µM））、NPY Y5 受容体拮抗薬

（CGP 71683（0.1 µM））を前投与した条件下で、NPY（0.1 µM）を投与し、膜電位
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変化、スパイク発射特性変化について NPY 単独投与時と比較検討を行った。 

c-clamp 条件下で NPY Y1 受容体拮抗薬、NPY Y5 受容体拮抗薬を、灌流投与した状

態で NPY を 3 min 灌流投与すると、可逆性の脱分極変化を認めたが、ともに NPY 

単独投与時より脱分極変化は有意に減少した（図 11 C）。さらに、静止膜電位にて v-

clamp 条件下で NPY Y1 受容体拮抗薬、NPY Y5 受容体拮抗薬を、灌流投与した状態

で、NPY を 3 min 灌流投与すると、内向きの電流（図 11 A）が観察されたが、ともに

NPY 単独投与時より内向き電流は有意に減少した（図 11 B）。   

また、Y1, Y5 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY 灌流投与後に観察された活動電

位における AHP の振幅値 (図 11 D)、Duration 短縮率 (図 11 E) において、Y1 受容

体拮抗薬前投与条件下では、NPY 投与後の AHP 振幅値増大変化は有意に減少した。

また Duration の短縮率は Y1,Y5 受容体拮抗薬前投与条件下においてともに有意な

減少を認めた（図 11 E）。Y1, Y5 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY 灌流投与後の 

ST における 1st-ISI (図 11 F)、平均周波数 (図 11 G) は減少する傾向がみられた。 

次に NPY とオレキシンの相互作用を明らかにする目的で、NPY（0.1 µM）と Orexin 

A（0.2 µM）を同時投与あるいは Orexin A 受容体拮抗薬 （SB334867（0.2 µM））存

在下で NPY を投与した際の膜電流変化、スパイク発射特性変化について検討した。 

NPY 単独投与、NPY と Orexin A 同時投与時における活動電位の AHP 振幅値 (図

12 A)、Duration 短縮率 (図 12 B) について、NPY に Orexin A を追加投与すると、
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NPY 単独投与時と比較して有意差を認めないものの、AHP 振幅値、Duration 短縮率

ともに増大する傾向を示した。NPY 単独投与、NPY と Orexin A 同時投与時におけ

る ST の 1st-ISI (図 12 C)、平均周波数 (図 12 D) について、NPY 単独投与時と比較

して Orexin A の追加投与により、両周波数値はより上昇する傾向を認めた。 

また、持続的脱分極刺激により誘発した BA について検討を行った。NPY 単独投与

時 (図 13 B) と比較して Orexin-A 追加投与後 (図 13 C) バースト周波数の明らかな

増大傾向を認めた。NPY , Orexin-A 投与前後における BA の各パラメータ変化につい

て、バースト持続時間、バースト間インターバルは NPY 単独投与後と比較し、Orexin-

A 追加投与により減少傾向を示し、バースト周波数、バースト内スパイク周波数は 

Orexin-A を追加投与することによりさらに増加傾向を示した (図 13 D)。  

 最後に、Orexin 1 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY を追加投与し、活動電位なら

びに連続発火活動における変化について検討を行った。Orexin-1 受容体拮抗薬前投与

条件下で NPY 投与前後の活動電位 における AHP 振幅値 (図 14 A)、Duration (図

14 B) について、NPY 投与後、AHP 振幅値、Duration ともに有意な変化を認めなか

った。Orexin-1 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY 投与前後の ST における 1st-ISI 

(図 14 C) 、平均周波数 (図 14 D) について、Orexin-1 受容体拮抗薬前投与条件下で 

NPY を灌流投与しても 1st-ISI 、平均周波数ともに有意な変化を認めなかった。 
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考察 

 

NPY による MTN の膜興奮性作用 

 NPY が摂食行動に及ぼす影響については、第三脳室、側脳室、室傍核などへの投

与によって摂食量が増大することや（Stanley and Leibowitz, 1984；Morley et al, 

1987；Currie and Coscina, 1995）、第三脳室へ投与した際の摂食開始時間の短縮な

どが報告されている（Clark et al, 1985；Currie and Coscina, 1995）。我々の研究に

おいてもラット側脳室への NPY の投与により、摂食量の増大のみならず、咀嚼筋活

動特性を含む摂食行動パターンが変化することを、我々の研究室で明らかにしてきた

（Ushimura et al, 2014）。また、NPY の側脳室内投与により咀嚼準備期、粉砕期に

おける顎二腹筋、咬筋の放電頻度の上昇や筋活動量の増加を伴うことで摂食運動の促

進に関与していることが示唆されている（Ushimura et al, 2014）。一方、ネットワ

ークを構成する三叉神経系ニューロンに対する NPY の神経修飾作用について、詳細

はほとんど明らかとはされていない。 

 本研究により NPY は中枢神経系の他のニューロン群においてこれまで報告され

ているのと同様に（Fu et al, 2004）、MTN に可逆的な脱分極を引き起こし、内向き

電流を誘発してニューロンの興奮性を増大させることが明らかとなった。MTN にお

けるこの脱分極は、TTX によって抑制されなかったことから、MTN に対して NPY 
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が直接作用した結果であると推察される。三叉神経中脳路核における NPY 受容体の

発現様式については成獣ラットなどにおける NPY 作動性神経、神経終末の存在や受

容体の発現について、一部報告を認める以外に詳細は明らかとされておらず

（Yamazoe et al, 1985；Chronwall et al, 1985；De Quidt and Emson, 1986）、新

生仔期における受容体の発現様式や生後発達変化を含めて、今後免疫組織学的検索に

よる検証が必要と考えられる。 

 膜電位の脱分極変化を引き起こす NPY の作用機序については、Na+ チャネルの

ほかに Ca2＋ チャネル、K+ チャネルの制御が関与していることが、視床下部の弓状核

ニューロンや延髄孤束核ニューロンなどで報告されている（Sun and Miller, 1999；

Sun et al, 2001）。NPY はオーファン G 蛋白質共役受容体に対するリガンドとして

知られており、NPY が受容体に結合した後、G 蛋白質の活性化に引き続き細胞内セ

カンドメッセンジャー機構を介して、K+ チャネル、中でも G タンパク活性化内向き

整流 K+ チャネルである GIRK（G-protein-activated inwardly rectifying K+ cha 

nnels）が報告されている（Sun et al, 2001）。本研究において細胞外 K+ 濃度変化に

伴って、膜電流、膜電位変化を認めなかったことから、GIRK の関与は低いと考えら

れるが、細胞外 Ca2＋ 高濃度、低濃度条件下において脱分極変化はそれぞれ増大、減

少したこと、細胞外液中の Na イオンを Choline に置換すると脱分極変化は減少し

たことから、Na＋ ならびに Ca2＋ が電荷担体として作用していることが推察される。 
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NPY による MTN 活動電位の修飾作用 

 新生仔ラットを用いた過去の報告より、MTN の活動電位には生後変化がみられ、

生後早期には AHP 持続時間が長く、fast AHP と medium AHP による顕著な二峰

性を示すのに対して、新生仔期後期には fast AHP の振幅増大と持続時間の短縮を伴

って二峰性が消失し、AHP 持続時間の短縮が報告されている（Tanaka et al, 

2003 ）。このことは、活動電位を構成する各イオンコンダクタンスの生後変化による

ものと考えられる。本研究において NPY の投与により AP 成分に有意な変化は観察

されず、AHP 成分について最大振幅値は増大し、持続時間は有意に短縮した。持続

時間の短縮率は P 3-5 群と比較して P 9-11 群、P 15-17 群と日齢が進むにしたが

い、変化率が増大する傾向を認めたことから、イオンコンダクタンスの生後変化が関

係していると推察される。 

 MTN において AHP を構成するコンダクタンスには、4-AP 感受性活動電位依存

性 K コンダクタンス、細胞内への Ca イオン流入により活性化される Ca2＋ 依存性 

K コンダクタンス、内向き整流性 K コンダクタンスが知られている（Del Negro 

and Chandler；1997）。ラットの弓状核ニューロンや神経芽細胞における NPY の修

飾効果には Ca2＋依存性 K コンダクタンス、内向き整流性 K コンダクタンス双方が

関与していると報告されている（Lemos and Takeda, 1995；Sun and Miller, 

1999）。また、NPY は視床下部のニューロンにおいて N 型、P 型、Q 型の Ca2＋ チャ
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ネルに作用して、高電位依存型の電流を阻害するとの報告がある（Lecklin et al, 

2003）。MTN において細胞外の液中の Ca2＋ 濃度上昇、下降により AHP の振幅は

増大、減少し、NPY による AHP の修飾効果については減少、増大した。以上の結

果から NPY 投与による AHP の修飾効果には、Ca2＋ 依存性 K コンダクタンスの関

与のみではなく、その他のイオンコンダクタンスの関与の可能性もあるが、今後、v - 

clamp による各イオンコンダクタンスの詳細な検討が必要である。 

 

NPY による MTN 連続発火活動の修飾作用 

 多くのニューロンにおける研究で、AHP のコンダクタンスは連続発火活動のスパイ

ク発火頻度を決定する因子であることが明らかとされている（Yarom et al, 1985；Sahu, 

2002；Meunier and Borejsza, 2005）。MTN においては、P8 以降のニューロンにおい

てスパイク連続発火や内因性バーストなどのスパイク連続発火活動が出現することが

報告されている（Dube et al, 2000；Holmqvist et al, 2001）。単一活動電位において 

NPY は AHP 持続時間を短縮したことから、連続発射活動において、次の閾値電位に

達する電位上昇が加速してスパイク発火頻度に変化を及ぼすことが予想された。MTN 

において閾値以下におけるニューロンの興奮性に、内向き電流である持続性 Na 電流

が関与していることがこれまでに報告されている（Wolak et al, 2003）。NPY 投与によ

りスパイク頻度は上昇したが、これは活動電位における変化と同様に、NPY により誘
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発される内向き電流が AHP の静止膜電位まで戻る時間を短縮させている可能性を示

唆するものである。 

 また連続発火活動において、NPY の投与により活動持続時間の短縮が観察された。

これは、細胞外 Ca2＋ 濃度条件を上昇させるとより顕著となり、NPY 投与によるスパ

イク周波数の上昇効果は明らかに減少した。 

 以上のことより、NPY が MTN に作用した際には、内向き電流の形成による AHP

再分極過程の短縮効果と、Ca2＋ 流入による Ca2＋ 依存性 K コンダクタンスの変化が

もたらす連続発火活動の持続時間短縮、AHP の振幅増大が出現すると考えられる。

MTN におけるバースト活動の発生には、閾値以下での振動が関係しており、持続性 Na 

コンダクタンスが関与しているといった報告や（Wu et al, 2001；Wu et al, 2005；

Tanaka et al, 2006；Kang et al,2007）、一過性 Na コンダクタンス、持続性 Na コン

ダクタンス双方の関与の報告もあるが（Enomoto et al, 2006）、NPY の MTN への修

飾作用についてそれらがいかに関与しているかについてはさらなる検討が必要である。 

 

NPY による MTN 神経修飾作用に関与する受容体サブタイプの解明 

 NPY 受容体は 7 回膜貫通 G タンパク共役型受容体で、5 種類のサブタイプ（Y1-

Y6）が存在する。Y1 受容体は NPY の摂食促進作用を発現する主な受容体であり、

[Leu 31,Pro34]-NPY、BIBP 3226 はそれぞれ Y1 受容体に高い親和性を示す作動薬、
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拮抗薬である（Dumont et al, 1996）。また Y5 受容体は Y1 受容体と同様に NPY の

摂食促進作用を発現する受容体であり、BWX 46,CGP 71683 がそれぞれ Y5 受容体に

高い親和性を示す作動薬、拮抗薬である（Balasubramaniam et al, 2002；Nanobashvili 

et al, 2004）。過食時の NPY による摂食行動のコントロールには Y1 受容体が働くとい

った報告や（Francois, 2002）、Y1 受容体はより摂食促進作用が強く、高濃度の NPY

は Y5 受容体に作用するといった報告があるが（Leckline et al, 2003）、Y1 受容体作動

薬、Y5 受容体作動薬には相互作用があり、それぞれの作用の違いについて詳細は不明

である。また、免疫組織学研究により、成獣ラットの MTN に Y1,Y5 受容体双方が同

程度存在すると報告されている（Wolak et al, 2003）。本実験においても、Y1,Y5 受容

体作動薬投与時の MTN の膜電位、膜電流変化、スパイク発射特性変化は、NPY 投与

時と同様の傾向を示し、変化率はともに減少する傾向を認めた。この傾向は、Y1,Y5 受

容体拮抗薬と NPY 同時投与時でも同様であった。以上のことより、NPY による 

MTN の神経修飾には Y1,Y5 受容体双方が関与していることが示唆された。ヒトの腎

細胞内の動態については、Y1 受容体に作動薬が結合した後、細胞内では G タンパクが

活性化され、cAMP が形成、それにより電位依存性 Ca2＋ チャネルが開き、Ca イオン

の細胞内流入が起こると報告されているが（Herzog et al, 1992）、MTN における細胞

内動態についてさらなる詳細な研究が必要である。  
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NPY と Orexin の相互作用と MTN 神経修飾の生理学的意義 

 一次感覚ニューロンである MTN は、中脳路核に投射している種々の神経伝達物質

により興奮性が修飾され、筋紡錘や歯根膜受容器からの求心性情報を統合し（Majer, 

1955；Zhang et al, 1994）、それらを TMN へ投射するだけでなく、脳幹内に細胞体を

有し、介在ニューロンとしても機能することで、咀嚼や吸啜運動において観察される

様々な顎運動パターンの形成に関わっている。本研究より NPY による MTN の神経

修飾効果は、in vivo における NPY 脳室内投与実験において NPY が咀嚼筋活動量を

有意に増大させた結果を支持するものと考えられる。 

 こうした摂食促進ペプチドの脳内分泌をコントロールすることにより、異常摂食行

動や、肥満傾向を抑止しようとする試みが存在するが、脳室内投与による作用時間が短

いことや、代償性にその他の摂食促進ペプチドが減少、増加することなどから、一側面

からのアプローチには限界があると考えられている。摂食促進ペプチドには種々のもの

があり、それぞれが相互に作用して摂食行動を制御している（Sahu, 2002）。 

In vivo の研究で、オレキシンは NPY を産生するニューロンに投射しており、オレ

キシンによる摂食亢進には NPY ニューロンを介する経路が関与することや

（Yamanaka et al, 2000）、オレキシンと NPY の相互作用は Y1,Y5 受容体双方が関

与すること（Holmqvist et al, 2001）、オレキシンの受容体に対して直接 NPY が相互

作用を示す可能性（Dube et al, 2000；Jain et al, 2000）が報告されてきたが、本研究
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において NPY と Orexin は脳室内レベルの相互作用のみならず、細胞レベルでの相

互作用の可能性が示唆された。今後さらに MTN の膜興奮性を制御する各イオンコン

ダクタンスや、細胞内相互作用のメカニズムの解明について、他の摂食促進ペプチドに

よる作用も含めて検討を行う必要がある。 
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結語 

  

本研究より、MTN では、NPY 投与により Na＋、Ca2＋ を電荷担体とする内向き電流

が誘発され、定常状態におけるニューロンの興奮性は増大することが明らかとなった。

NPY によるニューロンの興奮性増大には、活動電位における AHP 持続時間の短縮と、

連続発火活動におけるスパイク周波数やバースト出現頻度の上昇が関わっていると推

察された。また、本修飾作用は細胞外 Ca2＋ 動態変化により調節され、修飾発現には

Y1、Y5 受容体双方が関与していることや、オレキシンとの相互作用が関与しているこ

とが示唆された。 
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図1 NPY 投与によるMTNの膜電流、膜電位変化

A, B: NPY 投与後、v-clamp 条件下において誘発された内向き電流 (A) ならびに c-clamp 条件下で誘

発された脱分極変化 (B) をそれぞれ示す 。

C: NPY 投与時（n=5）と、NPY+TTX 投与時（n=5）において、膜電流変化に有意差を認めなかった。

D: 膜電位変化についても、NPY 投与時（n=5）と、NPY+TTX 投与時（n=5）において有意差を認め

なった (D)。
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図2 細胞外 Ca2+濃度条件変化時のNPYによる脱分極変化および内向き電流

A: N-ACSF（2.0 mM Ca2+）、細胞外低 Ca2+濃度条件（0.5 mM Ca2+）、細胞外高 Ca2+濃度条

件（3.5 mM Ca2+）で NPY 投与によって誘発された内向き電流を示す。B: 内向き電流は、細胞

外 Ca2+濃度の下降、上昇に伴って有意に減少、増加を認めた（n=5, ＊p＜0.05）。C: 膜電位の

脱分極変化は、N-ACSF（2.0 mM Ca2+）条件と比較し、細胞外低 Ca2+濃度条件で有意に減少

を認めた（n=5, ＊p＜0.05）。
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図3 細胞外 Na+, K+ 濃度条件変化時のNPY による脱分極変化および内向き電流

N-ACSF（2.0 mM Ca2+）条件、NaCl を Choline-Cl に置換した条件で、NPY 灌流投与後に誘発された

膜電流変化 (A) 、膜電位変化の値 (B) をそれぞれ示す。 Choline-Cl に置換条件下において膜電流変化、

膜電位変化は有意に減少した（n=5,＊p＜0.05）。N-ACSF（1.5 mM K+）条件、細胞外低K+濃度条件

（1.5 mM）、細胞外高K+濃度条件（6.0 mM）で、NPY 投与後に誘発された膜電流変化 (C) 、膜電位変

化 (D)の値に有意差を認めなかった（n=5）。
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図4-A AP 特性の解析

Action potential (AP) におけるパラメータを示す。①: スパイクの高さ（Peak amplitude,

mV）②:①の50%を示す位置の時間幅（Half-width, ms）③: スパイクの減衰における最大の
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図4-B NPY 投与前後でのMTN の典型的なAP 波形

P17のMTN より誘発された、NPY 投与前後での
AP の波形を示す。NPY 投与後に Spike height は
低下、AHP の Peak amplitude は増大、Duration

は短縮する傾向を認めた。

図4-C Duration の変化

Durationの減少率は P3-5 ニューロン群 (n=5)

と比較し P9-11(n=7)、P15-17ニューロン群
(n=7)と日齢が進むにしたがい、変化率が増大
する傾向を認めた。



表-1 NPY による MTN 活動電位 (AP) 特性の修飾作用

P 3-5 群において、各パラメータでNPY 投与前後で有意差を認めるものはなかった。P 9-11 群、P 15-

17 群において、AHP Duration は NPY 投与後有意に短縮した。その他のパラメータに有意差はなかっ
た。（P 3-5 n=5, P 9-11 n=7, P 15-17 n=7 ＊p＜0.05）

Control NPY Control NPY Control NPY

AP

Spike height
（mV）

84.5 ± 7.2 79.2± 9.3 92.1 ± 5.2 81.5 ± 10.2 87.6 ± 4.2 89.6± 13.0

Half width
（ms）

0.87 ± 0.05 0.98 ± 0.03 0.46 ± 0.06 0.48 ± 0.02 0.52 ± 0.07 0.47 ± 0.01

Slope
（mV/ms）

-106.6 ± 15.1 -87.7 ± 8.5 -254.4 ± 23.8 -240.3 ± 22.3 -212.9 ± 15.9 -237.8 ± 10.7

AHP

Peak amplitude
（mV）

-7.7 ± 1.0 -7.3 ± 1.1 -13.5 ± 1.5 -15.1 ± 1.8 -10.4 ± 2.0 -13.8 ± 1.3

Duration
（ms）

124.7 ± 4.3 121.6 ± 7.9 31.4 ± 6.3 17.9 ± 4.9＊ 26.4 ± 4.3 18.9 ± 8.9＊

P 3-5 P 9-11 P 15-17
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図5 細胞外 Ca2+ 濃度条件変化時のNPY による AHP の修飾作用

P15-17 において、N-ACSF（2.0 mM Ca2+）、細胞外低 Ca2+ 濃度条件（0.5 mM Ca2+ ）、

細胞外高 Ca2+ 濃度条件（3.5 mM Ca2+ ）で誘発した活動電位波形とNPY 投与前後における

AHP の重ね合わせを示す (A)。各細胞外 Ca2+ 濃度条件下で NPY を投与した際のAHP Peak 

Amplitude (B)、Duration 短縮率（%）(C) をそれぞれ示す。N-ACSF 条件と比較し、細胞

外高 Ca2+ 濃度条件では、Peak amplitude, Duration 短縮率はともに有意に減少した（n=5,

＊p＜0.05）。
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図6 NPY による MTN 連続発火活動（Spike train) 特性の修飾作用

A,B: P17の MTN において1 sec の矩形波脱分極刺激により誘発された Spike train (ST) 波形を示

す（A: control, B: NPY）。C: ST 誘発に必要な基電流値はNPY 投与後有意に減少した（n=8 , ＊p

＜0.05）。 D: 周波数-時間曲線においてNPY 投与後、 ST 持続時間の短縮傾向と早期の Spike 

frequency adaptation (SFA) が観察された。E,F: 周波数‐電流曲線においてNPY 投与後、1st-ISI 

(E) は全ての電流刺激条件下で有意に上昇した（ n=8 ,＊p＜0.05 ）。平均周波数 (F) についても、

NPY 投与後有意差はなかったが上昇傾向を認めた。
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図7 細胞外 Ca2+ 濃度を変化させた状態での ST における NPY の修飾作用

N-ACSF（2.0 mM Ca2+）、細胞外低 Ca2+ 濃度条件（0.5 mM）、細胞外高 Ca2+ 濃度条件

（3.5 mM）で誘発した NPY 投与前後における ST 波形を示す (A)。N-ACSF 条件と比較し、

ST 持続時間は細胞外 Ca2+ 濃度の上昇、下降に伴い、短縮、延長する傾向が観察された。周

波数‐電流曲線において、NPY 投与後に観察される1st-ISI (D)、平均周波数 (E) の上昇変化

は、細胞外低 Ca2+ 濃度条件下においてN-ACSF 条件と比較して増大する傾向を認めた

（ n=6 ,＊p＜0.05 ）。
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図8 MTN のバースト活動 (BA) における NPY の修飾作用

A: BA の計測項目のうち、①バースト持続時間 (Duration), ②バースト間インターバル

(interval), ③バースト周波数 (Burst frequency), ④バースト内スパイク周波数 (Intraburst

spike frequency) をそれぞれ示す。

B: P15 MTN において誘発したBA を示す。C: NPY 投与後、バースト持続時間短縮とバー

スト周波数上昇が観察された。
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図9 MTN の BA における NPY の修飾作用

NPY 投与前後におけるBAの各パラメータの平均値を示す。バースト持続時間、バースト間
インターバルは NPY 投与後有意に減少、バースト周波数はNPY 投与後で有意に増加した
（n=4,＊p＜0.05）。
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図10 Y1, Y5 受容体作動薬により誘発された脱分極変化および内向き電流

Y1 受容体作動薬、Y5 受容体作動薬によって誘発された内向き電流を示す (A)。 Y1, Y5 受容体作

動薬灌流投与後に誘発された膜電流変化 (B)、膜電位変化 (C) を示す。NPY 投与時の膜電流変化、

膜電位変化と比較し、Y1, Y5 受容体作動薬投与時の膜電流変化、膜電位変化はそれぞれ有意に減

少した（ n=4 ,＊p＜0.05 ）。Y1, Y5 受容体作動薬灌流投与後に誘発された AP における Peak 

amplitude (D)、Duration (E) を示す。Y5 受容体作動薬投与時の Duration の変化率は有意に減少

した（ n=4 ,＊p＜0.05 ）。Y1, Y5 受容体作動薬灌流投与後に誘発された ST における 1st-ISI (F)、

平均周波数 (G) を示す。1st-ISI において NPY 投与時と比較し、Y1 受容体作動薬投与時は有意に

周波数の増加率が減少した（ n=4 ,＊p＜0.05 ）。
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図11 Y1, Y5 受容体拮抗薬前投与条件下でNPY  投与により誘発された内向き電流と脱分極変化

A: Y1, Y5 受容体拮抗薬前投与条件下でNPY によって誘発された内向き電流を示す。B, C: Y1, Y5 

受容体拮抗薬前投与条件下でNPYによって誘発された膜電流変化 (B)、膜電位変化 (C) は、NPY 単

独投与時と比較して有意に減少した（ n=4 ,＊p＜0.05 ）。D,E: Y1, Y5 受容体拮抗薬前投与条件下で

NPY 灌流投与後に観察された活動電位におけるAHPの振幅値 (D)、Duration短縮率 (E) をそれぞれ

示す。Y1 受容体拮抗薬前投与条件下では、NPY 投与後の振幅値増大変化は有意に減少した。また

Duration の短縮率は Y1,Y5 受容体拮抗薬前投与条件下においてともに有意な減少を認めた（ n=4 , 

＊p＜0.05 ）。F,G: Y1, Y5 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY 灌流投与後の ST における 1st-ISI (F)、

平均周波数 (G) は減少する傾向がみられた。
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図12 NPY Orexin A 同時投与により誘発されたスパイク発射特性変化

A, B: NPY 単独投与、NPY と Orexin A 同時投与時における活動電位の AHP Peak amplitude 

(A)、Duration 短縮率 (B) をそれぞれ示す。NPY に Orexin A を追加投与すると、NPY 単独投

与時と比較して有意差を認めないものの、Peak amplitude、Duration 短縮率ともに増大する傾

向を示した（n=5）。C, D: NPY 単独投与、NPY と Orexin A 同時投与時における ST の1st-ISI 

(C)、平均周波数 (D) を示す。 NPY 単独投与時と比較して Orexin A の追加投与により、両周波

数値はより上昇する傾向を認めた（n=5）。
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図13 NPY と Orexin同時投与によるMTN のバースト活動特性変化

A-C: P15 MTNより持続的脱分極刺激により誘発した BA の典型例を示す (A)。NPY 単独投

与時 (B) と比較して Orexin-A 追加投与後 (C) バースト周波数の明らかな増大傾向を認めた。

D: NPY , Orexin-A 投与前後における BA の各パラメータの平均値を示す。バースト持続時

間、バースト間インターバルはNPY 単独投与後と比較し、 Orexin-A 追加投与により減少

傾向を示し、バースト周波数、バースト内スパイク周波数は Orexin-A を追加投与すること

によりさらに増加傾向を示した（n=3）。
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図14 Orexin-1 受容体拮抗薬前投与条件下での NPY により誘発されたスパイク発射特性変化

A, B: Orexin-1 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY 投与前後の活動電位における AHP 振幅値 (A)、

Duration (B) を示す。NPY 投与後、AHP 振幅値、Duration ともに有意な変化を認めなかった

（n=6）。

C,D: Orexin-1 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY 投与前後の ST における 1st-ISI (C) 、平均周

波数 (D)を示す。Orexin-1 受容体拮抗薬前投与条件下で NPY を灌流投与しても 1st-ISI 、平均

周波数ともに有意な変化を認めなかった（n=6）。
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