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緒 言

嚥 下とは、口腔 内に取 り込まれた水分や食物を、咽頭 ・食道 を経て胃に送 り込 む反 射運動

であり、この運動 が障害 されると、栄養不 良 ・脱 水 ・誤 嚥を引き起こすだけでなく、口から食 べ

る喜びや社 会生活 の質を低下 させ る。特 に、脳 血管 障害者や 寝たきりの老人 に多 い誤嚥 性

肺炎 は、嚥 下障害が主な原因であり1)、超高齢化社会を迎えた本邦 において、大きな社会 問

題 となっている。このような嚥下 障害 に対して、口腔 ケアや嚥 下リハビリテーションが行われて

いるものの2)、これらは誤 嚥性 肺炎の予防であり、嚥下活動 を形成する中枢神 経 内の神経ネ

ットワークをターゲットとした治 療法 は存 在しない。その理 由として嚥 下活動 を形 成する中枢

神 経メカニズムは、ほとんど解 明されていない事 が一因として挙 げられる。

嚥 下活 動は、口腔 ・咽頭 ・喉頭 ・食道 の多数 の筋が決 められた順 序で活動す る、ステレオ

タイプではあるが再現性のある極 めて精緻な活動 であり3)、その活動パターンは延髄弧側核

(nucleustractussolitarius;NTS)に 存在 す るセントラルパ ター ンジェネ レーター(central

patterngenerator;CPG)に よってプログラムされている4)。これまでの研 究 によって、gamma

aminobutyricacid(GABA)5)、 グル タミン酸6)、 ペプ チドホルモンであるレプチン7)、さらに

Brain-derivedneurotorophicfactor(BDNF)8)な どが、NTSお よびその周辺領域 において嚥

下CPGを 賦活化または抑制 することによって嚥下活動の発現 に関わることが示されている。

しかしながら、口腔から食道まで物質 を輸 送するための筋活 動シークエンスを形成 する中枢
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神経メカニズムについてはほとんど解 明され ていないのが現状である9)。中枢神経 内におい

て多くの筋活動 から成る緻密 な協調 運動 を形成 するためには、興 奮性神 経ネットワークのみ

ならず、抑制性神 経ネットワークが非常に重要な役割を果たすと考えられている9)。例 えば、

嚥 下 口腔相 後期では嚥下 咽頭相を司る神 経ネットワークに対 して、また嚥 下咽頭 相では嚥

下食道相 を司る神経ネットワークに対して抑制性 のシグナル が伝達 され ると仮説を立てること

は、筋活動シークエンスを形成する中枢 神経メカニズムを理解 するうえで合理 的である10)。し

かしながら、このような抑制性神経ネットワークの詳 細はほとんど知 られていない10)。この原 因

として、これまでの研 究で用いられているlllVIVOやawake動 物 に対して選択 できる実験アプ

ローチの限界が挙 げられる。

Workingheart-brainstempreparation(WHBP)は 、体外循環を行うことによって、脳 幹内の神

経ネットワークを広い範 囲で機能 的に温存することができる実験系であるll)。WHBPは 、特 に

呼吸活動を生成 制御 する中枢 神経メカニズムに関する研 究 に対 して近年よく用いられている

実験 手法である。低02や 高CO2と いった外環境 の変化 に反応してinvivo実 験標本 が示

す 呼吸モードの変化を正確 に再 現することから12)、invivo実 験条件 に極 めて類似 した実験

環境 を得 ることができる13)。加 えて、本標本 で は体外循環 を行うため、実験コンディションが

標本 の循環動態や生命維持 に影響されない。このために、invivo実 験系やawake動 物 に対

して選択することが困難であった様 々な薬理 学的アプローチが可能となる。

そこで本研究 では、WHBPを 用 いて安 定した嚥 下活 動を誘発 し得 る実 験条件を確 立する
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目的で実験を行い、次に中枢神経 内の代表的な抑制性神経伝達レセプターであるグリシン

受容体及びGABAA受 容体に着 目し、WHBPを 用いて嚥下CPGに おける抑制性神経ネット

ワークの役割を明らかにすることを目的として実験を行った。
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研 究 方 法

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:動歯一20-005-0)と動物の愛 護及 び管理 に関する法律 を順守 して行った。

WHBPの 作製

実験 には、52匹 の生後21-30日 齢Sprague-Dawley系 ラットを用いた。WHBPの 作製 は、

Patonの 方法ll)に 準じて行った。ハ ロタン(フ ローセン、武 田薬 品工業株式会社)を 用いて十

分に麻酔を行った後、横 隔膜下で下半身を切 除 し、4℃に冷却 した人 工脳 脊髄潅 流液 内で、

前四丘体より吻側で除脳を行った。横 隔膜を除去 する際に横 隔神経 および下行大動脈を剖

出し、下行 大動脈 にはダブルル ーメンカニューレ(18G、COVIDIEN)を 挿 入 し縫合 固定した。

レコーディングチャンバー に標本 を移動し、95%02・5%CO2の 混和ガス(大 協物産)で 飽和し、

恒 温器(TR-1A、ASONE)に て31℃ に調整 し、バブルトラップおよびフィルター(poresize:

40ｵm、Millipore)を 通 した人 工脳 脊髄潅 流 液 を、マイクロチューブポンプ(MINIPLUS3、

GILSON)を 用いて毎分20-28mlの 速度で潅流 した。ダブルルーメンカテーテル のもう一方

には潅流圧 測 定器(㎜0670、ADInstrument)を 接続 し、持続 的 に潅 流圧 の測定 を行 っ

た。

作製 した標本を実験 に用いる前 に、全ての標本 にっいて人工脳 脊髄潅流液 内にバソプレ

ッシン1.0～1.2nM(ピ トレシン注射液 、Pfizer)を投 与すると共 に潅流液 の潅流スピードを調節
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す ることによって 、潅 流圧 が.1:1と なるように し、そ の結 果 、標 本 の横 隔 神 経 より記

録 され た 自発 的 呼 吸活 動 が 、安 定 した リズムと漸 増型 の 正 常 呼 吸活 動パ ターンを示 す ことを

確 認 した。(図1)

人 工脳 脊 髄 潅 流 液 の組 成 は 、125NaCl、24NaHCO3、3KCI、2.5CaCl2、1.25MgSO4、

1.25KH2PO4、10glucose(mM)(waxo)、1.25%Ficoll(Sigma-Aldrich)と した。

神 経 ・筋 活 動 の記 録

銀 製コーティングワイヤー(径0.015㎜ 、PFA-lnsulatedSilverWire、A-MSystems)を 目的

の 筋 東 内 に留 置 す ることで 筋 活 動 を記 録 した。筋 活 動 記 録 は 咬 筋 、顎 二 腹 筋 、咽 頭 収 縮 筋 、

お よび 上 部 食 道 筋 を対 象 とした。神 経 活動 の記 録 は 、先 端径 が0.2-0.3mmに 調 節 され た人

工 脳 潅流 液 で 満 たしたグラスピペ ット(外径15mm× 内径1.12mm、 インター メディカル)を サ ク

ションエ レクトロー ド(SuctionElectrode、A-MSystems)に 固 定 したグラス吸 引 電極 を用 い て、

剖 出 した横 隔神 経 束 末 梢 端 を吸 引 す ることによって行 った。

記 録 したシグナル は、アンプ リファイアー(DAM50、WorldPrecisionInstruments)に て104

倍 に増 幅 し(High-cutfilterlOkHz、Low-cutfilterIHz)、ADコ ンバ ー ター(Powerlab4130、

ADInstruments)を 通 し 、Labchart7(ADInstruments)を 用 い て コ ン ピ ュ ー タ ー

(MDD-AGG9210X、Windows?、mousecomputer)に 記 録 し解 析 を行 った。
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嚥下活動 の誘発

嚥 下活動 を誘発 するため に、過 去 の研 究で一般 的 に用 いられている、片側上 喉頭神 経

(SupraLaryngealNerve;SLN)に 対する電気刺激を行った。標 本から片側SLNを 剖 出した後

に切 断し、マニピュレータ(BC-4、NARISHIGE)に 固定 した刺激電極(双 極)を 遊離 したSLN

の断 端 付 近 に接 触 させ 、エ レクトリカル スティミュレー ター(ElectronicStimulator、Nihon

Kohden)を 用いて電気刺激 を加 えた。電気刺 激条 件は単発刺激の場合 は刺激 強度5.OV、

刺激 時 間1msと し、連続刺激 の場合は刺激 強度5.OV、 刺激時 間1ms、 刺激頻度 は2Hzま た

はlHzと した。

薬剤 投与実験

GABAA受 容体拮抗薬 であるビククリン(0.毎M)(Bicuculine;BIC、Sigma-Aldrich)あ るい

はグリシン受容体拮抗薬であるストリキニーネ(0.04ｵM)(Strychnine;STR、Sigma-Aldrich)を

目的 の濃度 となるように人工脳脊髄潅 流液 に投与し、投 与前後での嚥 下活動 の変化を調べ

た。BICはdimethylsulfoxide(DMSO、WAKO)に8μMと なるように、またSTRはethanol

(WAKO)に2μMと なるように溶解 したストックソリューションを、薬剤 投与実験の際に人工脳

脊 髄潅流液 に投与した。それぞれの薬剤投与後 は少なくとも10分 以上経過した後 、自発 的

な呼 吸活動 のリズムと活動パターンが安 定したことを確 認し実験を開始した。

薬剤投 与実験での検討 項 目は以下の2点 とした。①薬剤 投与前後での》口腔、咽頭 、食 道
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における筋活動の持続時間および活動開始 のタイミングの変化、②薬剤投与前後での、一

定回数の連続嚥下に要する時間の変化。

薬剤投与前後での、口腔、咽頭、食道における筋活動の持続時間および活動開始のタイ

ミングの変化の検討では、顎舌骨筋および中咽頭収縮筋の同時記録、または顎舌骨筋と上

部食道筋の同時記録を行い、薬剤投与前後での、顎舌骨筋の活動時間(A)、刺激から中咽

頭収縮筋活動開始までの時間(B)、中咽頭収縮筋の活動時間(C)、顎舌骨筋と中咽頭収縮

筋の活動が重複する時間(D)、刺激から上部食道筋活動開始までの時間(E)、上部食道筋

の活動時間(F)、顎舌骨筋活動終了から上部食道筋活動開始までの時間(G)の 変化につい

て検討を行った。

薬剤投与前後での、一定回数の連続嚥下に要する時間の変化の検討では、SLNに 対す

る連続電気刺激によって連続性の嚥下活動を誘発した上で、連続嚥下の回数が10回 に達

するまでの時間を測定し、薬剤投与前後での変化を検討した。

統計処理

データは平均 ±標準誤差の形で表示した。二群間の有意差検定は口腔、咽頭、食道にお

ける筋活動の持続時間および活動開始のタイミングの変化の検討にはStudent'st-testを用い、

一定回数の連続嚥下に要する時間の変化の検討にはPairedt -testを用いた。有意水準は

5%と した。
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結 果

図1に 、本標本の顎舌骨筋から記録した顎舌骨筋筋電図、横隔神経活動、およびカニュ

ーレより持続測定した潅流圧を示す。安静時の標本からは、顎舌骨筋および横隔神経双方

に同期した、約7秒 に1度 の安定した周期性を示す呼吸活動を認めた。呼吸活動の活動パ

ターンは漸増型である正常呼吸パターンを示した。この呼吸活動は、5時 間前後は安定して

発現し、安静状態では呼吸活動以外の活動は記録されなかった。

1.WHBPか らの嚥下活動の誘発

SLNへ の単発電気刺激を行った際の、顎舌骨筋筋電図および横隔神経活動を図2に 示

す。SLNへ 電気刺激を行うことによって、呼吸活動とは同期しない顎舌骨筋の筋活動が認め

られた。また、この電気刺激反応性の筋活動パターンは、安静時の正常呼吸活動パターンと

は異なり、漸減型の活動パターンを示した。

このSLN電 気刺激に反応して現れた活動が嚥下活動であることを確認するため、以下の

実験を行った。

1)SLN刺 激反応性活動発現中の呼吸活動の変化について

SLN刺 激反応性に発現する筋活動が呼吸活動を抑制するか否かを確認するため、SLN

に対して連続電気刺激を加えた時の横隔神経活動の変化にっいて検討した(n=4)。図3に

結果を示す。SLNを 連続電気刺激すると、顎舌骨筋には連続した刺激反応性の筋活動が認

9



められたのに対し、横隔神経では周期性 呼吸活動の消失が認 められた。

2)口 腔か ら食 道への筋活動シークエンスの惹起 について

SLN刺 激反応性 に発現する筋活動 が、口腔から食道へ の連続した筋活動としてのシーク

エンスを構築することを確認す るため、咬筋、顎舌骨筋 、中咽頭収縮筋 、上部食道 筋のSLN

刺激 による筋活動パ ターンの記録 を行った(n=4)。 図4Aに は各筋から記録 した筋電 図を示

す。顎舌骨 筋と咬筋の活動 がピークを迎 えるタイミングは近似 していたのに対し、中咽頭 収縮

筋 の活動のピークは顎舌骨筋の活動ピークよりも約0.4秒 遅れ 、さらに上部食 道筋の活動 ピ

ークは顎舌 骨筋の活動ピークよりも約0
.7秒 の遅れを認 めた。この結果より、SLN刺 激 により

発現 した筋 活動は、顎舌骨筋か ら中咽頭 収縮 筋、上部食道 筋へと連続 した一連の筋活動を

示すものと考えられた。

3)口 腔から食道への物質輸送 について

SLN刺 激反 応性活動が、口腔 内から食 道へ物質を輸送することを検討するため、染色液

であるポンタミンスカイブルー5%(ChicagoSkyBlue6B、Sigma-Aldrich)O.lmlを 標本 の 口腔

内に注入 し、呼吸活動 のみで10分 間放置した個体と、5回 のSLN刺 激反応性活動を惹 起さ

せ た個体とで食道の染色範 囲を比較 した(n=4)。 図4Bに 結果を示す。食 道の染色範 囲は喉

頭か ら横 隔膜 の高さを100%と したときの喉頭から染色 の最尾側 端までの距離を%換 算 して

比較 した。SLNへ の電気刺激 を行 わず 、自発性 の呼 吸活 動のみの群では食道染色 範 囲は

22.5±13.1%で あったのに対し、SLN刺 激反応性活動 を誘発 した群では、全 ての実験標本 に
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お いて食 道 の尾 側 切 断 端より染 色 液 の漏 出を認 め 、食 道 内は全 域 にわたり染 色され た

(100士0%)。

以上の結果より、SLN刺 激反応性活動 は呼吸活動を抑制 し、口腔から食道への筋活動 シ

ークエンスを惹 起するとともに
、物質を 口腔 内か ら咽頭 、食 道へ輸送する活動 であることが明

らかとなり、本活動 は嚥 下活動であると考えられた。

2.抑 制性神 経回路 が嚥下活動 のパ ターン形成 に果たす役割 についての検討

前述の実験により確 立した、WHBPよ り安定して嚥下活動を誘発 し得る実験条件を用い、

中枢神経 内の抑制性神 経回路が嚥下活動 のパターン形成 に及 ぼす影 響を検討 するために、

GABAAレ セプターの拮抗薬であるBICあ るいはグリシンレセプター拮抗薬であるSTR投 与

後 の嚥 下活動の変化 について検討した。

1)口 腔 、咽頭 、食 道 における筋 活動の持続 時間および活動 開始タイミングの変化 について

①BIC投 与による変化

図5に はBIC投 与前後 における顎 舌骨 筋と中咽頭 収縮 筋の筋電 図の記録 を示す(n=6)。

本 実 験では、BIC投 与前後 のすべ ての計 測 項 目において、A(control:0.45±0.03s,BIC:

0.43±0.04s,p=0.3)、B(control:0.43±0.02s,BIC:0.40土0.03s,pニ0.2)、C(control:0.42土0.02s ,

BIC:0.37土0.03s,p=0.1)、D(control:0.09土0.Ols,BIC:0.10±0.02s,pニ0.3)と 統計学的な有意

差 は認 めなかった(図6)。
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図7に はBIC投 与 前 後 にお ける顎 舌 骨 筋 と上 部 食 道 筋 の筋 電 図 の記 録 を示 す(n=5)。

BIC投 与 前 後 でE(contro1:0.76土0.02s,BIC:0.71土0.03s,p=0.1)、 及 びG(control:0.19土0 .03s,

BIC:0.19±0.02s,p=0.4)に 統 計 学 的 有 意 差 を認 めなかったの に対 し、Fの 上 部 食 道 筋 活動

時 間 はBIC投 与 によって有意 に延 長 した(contro1:0.52±0.05s,BIC:0.68土0.04s,p<0.05)(図

8)0

②STR投 与 による変 化

図9に はSTR投 与 前 後 にお ける顎 舌骨 筋 と中咽頭 収 縮 筋 の筋 電 図 の記 録 を示 す(n〒8)。

STR投 与 前 後 でA(control:0.48s土0.02s,BIC:0.50土0.03s,p=0.3)、B(control:0 .45±0.02s,

BIC:0.42±0.02s,p=0.1)、C(contro1:0.34±0.03s,BIC:0.37士0.04s,p=0.3)に 有意 差 を認 め な

か ったの に対 し、Dの 顎 舌骨 筋 と中咽 頭 収 縮 筋 の 活 動 が重 複 す る時 間 はSTR投 与 によって

有 意 な延 長 を認 めた(control:0.09士0.Ols,STR:0.14±0.02s,p<0.05)(図10)。

図llに はSTR投 与 前 後 にお ける顎 舌 骨 筋 と上 部食 道 筋 の筋電 図 の記 録 を示 す(n〒8)。

STR投 与 前 後 でE(contro1:0.61fO.03s,BIC:0.57±0.04s,p=0.2)及 びF(contro1:0 .53±0.08s,

BIC:0.47±0.06s,p=0.2)に 有 意 差 を認 め なかったの に対 し、Gの 顎 舌 骨 筋 活 動 終 了か ら上 部

食 道 筋 活 動 開始 までの 時 間 はSTR投 与 によって有 意 に短 縮 した(contro1:0.12±0.03s,STR:

0.03」・0.04s,p<0.05)(図12)。

以 上 の結 果 より、人 工脳 脊髄 潅 流 液 内へ のBIC投 与 は 、上 部 食 道 筋 の活動 時 間 を延 長 さ

せ るが 、STR投 与 は顎 舌骨 筋 に対 す る中 咽頭 収 縮 筋 、お よび 上 部 食 道 筋 の活 動 開始 タイミ
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ングをいずれも短縮 させることが明らかとなった。

2)一 定 回数 の連続嚥 下に要する時問の変化 について

①BIC投 与による変化

図13Aに はBIC投 与前後の顎舌骨筋から記録 した嚥下活動を示す。連 続した電気刺激

に対して発 現した連続 嚥下活動が、10回 に達するまでの時間を薬剤 投与前後で計測したと

ころ、BIC投 与によって全ての実験標 本にお いて(n=4)10回 嚥下 に要す る時間が短縮し、こ

の変化 には統計学 的有意差を認 めた(control:23.75士2.17s,BIC:14.5士0.29s,p<0 .05)。

②STR投 与 による変化

図13BにSTR投 与前後で顎舌骨筋から記録 した連続嚥下活動を示す。STR投 与によっ

て、すべ ての実験標本で(n=4)0回 嚥 下に要する時間が延 長し、この変化 には統 計学的有意

差 を認 めた(control:25.00土1.73s,STR:34.SOf3.28s,p<0。05)。
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考 察

本研 究 によってWHBPに 対 してSLN電 気刺激 を行うことにより、安 定した嚥 下活動を誘発

し得る実験条件 が確立された。同時に、WHBPに は嚥下活動を形成するための中枢神経ネ

ットワークが機 能的 に保持 されていることも明らかとなった。われわれの知る限り、WHBPに 対

して嚥下活動 の誘発を試 みた報 告はこれまで無かった。さらに、今回の研 究によってグリシン

受容 体及 びGABAA受 容体 の拮抗薬 を用いた薬剤投与実 験により、グリシン受容 体は顎 舌

骨筋 に対する中咽頭収縮筋および上部食道筋の活動 開始タイミングを形成し、GABAA受 容

体 は食道 筋の活 動時 間を制 御 していることが示唆 された。また、繰 り返し嚥 下の誘 発速 度 に

対 してGABAA受 容体 は抑制的 に制御 するのに対し、グリシン受容体が促進 的に制御してい

る可能性 が示 唆された。

1:'に ついて

WHBPは 、1996年 にPatonに よって低02や 高CO2と いった体外環境の変化 に対 してin

vivo実 験標本 やawake動 物 が示す 呼吸パターンの変化を正確 に再現できることが報告され

て以来11)、insitu標 本 と呼ばれ、主に呼吸活動 を生成、制御す る中枢神経メカニズムの研 究

に現在も広 く用いられている実験手法である。それまでの呼 吸の中枢神経メカニズムの研 究

には、主 にinvitroの 新生仔ラット摘 出脳 幹脊髄標 本が用い られていたが14)、この標本で記

録 される自発 的呼吸活動は、低02や 高CO2環 境へ の暴露 に対 しても活動パターンの変化を
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示さず 、さらにこの定常 的な活動パターンはinvivo実 験標本やawake動 物 が低02環 境で

発現する「あえぎ呼吸 」と相似する15)。これ は、この新生仔ラット摘 出脳 幹脊髄標 本では、標

本 内のニュー ロンに対する酸 素供給が標 本 の表 面からの人工脳脊 髄潅流液 の浸透 に依存

していることから、深部の組織 には十分な酸素供給 が行われず 、標本 が慢性的な低02環 境

となっているためであると考 えられている16)。一方で、動物本来の脈 管を利用 して酸素化 した

人 工脳脊髄 潅流液を組織 内へ潅流するWHBPで は、ニューロンに対する酸 素供給を十分

に行うことができるため、新 生仔ラット摘 出脳幹 脊髄標 本よりも広範 囲の神経ネットワークが機

能 的に温存される17)。このためにisで は、体外環境の変化 に対する呼吸活動の変化 を

invivo実 験標 本やawake動 物 と同様 に再 現できるものと考えられ ている。さらに、WHBPで

は、呼吸のみならず血圧 制御 のための中枢神 経ネットワークも機 能 的 に温 存され ていること

が確認されており18)、本標本 では、脳幹 内の神経ネットワークが非常に広い範 囲で機能的 に

温存されていると考えられている。

上記の利点 に加 えて、WHBPで は潅流液 の循環 にポンプを用いることから、invivo実 験

標本やaw良ke動 物では得 ることのできないアドバンテージを有す る。そのアドバンテージの一

つ が薬剤 投与実験の際の優位性である。すなわち、invivo実 験標本やawake動 物では致

死 的なあるいは循 環動態 に影 響する種類 または濃度 の薬剤 を全身 投与することは困難であ

る。一方 、WHBPで は、動物の血液脳 関門を通過す る薬剤であれ ば、invitro実 験環境とほ

ぼ同様 の薬剤投与 が可能となる。さらにWHBPで は、投与薬剤 の濃度コントロールを正確 に
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行うことができる。本研 究で用 いた濃度 のBICを 麻 酔下ラットの脳脊 髄液 内に投与すると脳

血管圧 が著明 に上昇す る19)が、このような循環動 態の変化 は、得 られた結果に対 する解釈を

困難 にす る。嚥 下活動シークエンスを形成 する神経 ネットワークの解剖学 的知見 がほとん ど

蓄積 され ていないことからも、嚥 下CPGの 理 解のために薬剤の全身投 与は重要なアプロー

チとなる。そのため、これを行 い得るWHBPは 、今 後、嚥 下CPGの 解析を行うにあたり非常 に

大きなアドバ ンテージを有するものと考えられる。

WHBPに おいて誘 発された嚥 下活動 について

SLNへ の電 気刺激 は、嚥 下活動 を誘 発す る方法 として、これまで麻酔 下の動物か らin

vitroの 脳幹標本 に至るまで広く用 いられてきた手法 である20)。SLNへ 加 えられた電気刺激

は、知 覚枝 である上喉頭神 経外枝から迷 走神 経を上行 し、下神 経節及び上神経 節を介 して

延 髄孤束核interstitialsubdivisionに 達する21)。interstitialsubdivisionを含 めた孤束核 内

には一様 にグルタミン酸受容 体が発 現しており22)、さらに上下神経節 内にはグルタミン酸作

動性 ニューロンが多数存在 する23)。加 えて、孤束核interstitialsubdivision周 辺に興≡奮性アミ

ノ酸を微量注入す ると、安 定した嚥 下活動 が誘発 される24)ことから、SLNを 上行 する電気刺

激 は、主 に孤東核interstitialsubdivisionに 終枝した迷走神経軸索末端から興奮性アミノ酸を

分 泌せ しめることにより嚥 下活動を開始するものと考 えられている25)。本研 究 においても、

WHBPに 対するSLN電 気刺激 によって顎舌骨筋から記録された活動 は、上記と同様のプロ
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セスによって誘発された嚥下活動であると考えられた。しかしながら、これまでWHBP上 にて

嚥下活動を誘発させた報告を認めなかったため、本標本で誘発されたSLN刺 激反応性の活

動が嚥下活動か否かを検証する必要性があった。本研究の結果より、1.SLN刺 激反応性の

活動誘発時には横隔神経から記録される自発性の呼吸活動が抑制されること、2.SLN刺 激

によって口腔から食道への筋活動シークエンスを認めること、さらに3。SLN刺 激反応性の活

動によって口腔から食道への物質輸送を認 めることが明らかとなった。以上の結果から、本

研究のWHBPに おけるSLN刺 激によって惹起された活動は、嚥下活動であると考えられ

た。

本研究では、嚥下活動を誘発する際に口腔内に液体を含めた物質(食 塊)は 入れていな

い。従って、本研究によって誘発された嚥下活動は口腔咽頭粘膜からの知覚フィードバック

がないという点において通常の食物嚥下とは異なる。さらに、標本は前四丘体より上位脳を

除脳していることから、誘発された嚥下活動には随意運動である口腔相前期は含まれておら

ず、主に脳幹内の嚥下中枢でプログラミングされた反射性の不随意運動である口腔相後期

から咽頭相および食道相の嚥下活動が反映されているものと考えられた。

薬剤投与による嚥下活動パターンの変化について

本研究によって、BICの 投与により嚥下活動における上部食道筋の活動時間が有意に延

長することが明らかとなった。食道の求心性入力が投射すると同時に嚥下時食道運動のプレ
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モーターニューロンが存在すると考 えられている孤 束核centralsubdivision内1こ はGABAA

受容体が発現す る26)。さらに、食道運動を司るモーターニューロンが存在 する延髄腹側 の疑

核compactformation内 にもGABAA受 容体 の発現を認 める27)。これ らいずれ の部位 の

GABAA受 容体をブロックしても今回の研 究と同様 の変化が起こり得ると考えられる。従って、

嚥下 活動 時 の上部食 道 筋 の活 動 時 間はこれ らのいずれか あるい は双 方 の部位 にお ける

GABAA受 容体によって定常的に抑制性制御 を受 けていると考 えられた。

また今 回の研 究では、STRの 投与 が、嚥 下活動 にお ける顎舌骨筋 に対する咽頭 収縮筋お

よび上部食道 筋の活動 開始タイミングを有意 に短縮させた。これはWHBPに おいて誘発 され

た嚥下活動の 口腔相後 期、咽頭 相、および食 道相 の活動 開始タイミングの形 成 に脳 幹 内の

グリシン受 容体が関与す る可能性 を示唆するものと考 えらえた。グリシン受容 体は主に延髄、

脊髄 および小脳 に発現 し、歩行 、呼吸活動 等 のパターン形成 に関わることが知られている代

表 的な中枢神 経内の抑制性神経伝 達を担う受容 体である28)29)にも関わらず、嚥下活動のパ

ターン形 成への関与を示 唆した報告 はこれまでほとんど無い。グリシン受容体 はNTSに おい

てcentralsubdivisionを 含 む腹外側 に多く発 現する30)。この発 現部位 は嚥下の咽頭相 および

食道相 のパターン形成を司るプレモーターニュー ロンが存在すると考 えられているinterstitial

subdivisionやintermedialsubdivisionと 重複 しておりlo)、これ らの知見 は本研究の結果 を支

持するものと考 えられる。また、嚥 下活動 のシークエ著ス形成 にあたり、嚥 下の各相 間におけ

る抑制性の協調関係の存在が推察されていた10)。つまり、嚥下口腔相後期では咽頭相嚥下
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の開始が抑 制され、嚥下咽頭相 では食道 相嚥下 の開始が抑 制されると仮 定すると、嚥下活

動パターンの緻密 な協調運動の一部 が合理 的に説 明できる。しかしながら、これ らの抑制性

協調を担う神経ネットワークの詳細はほとんど解 明されていなかった9)。本研究 によって、これ

らの協調 に脳幹 内のグリシン受容体 が関わる可能 性が示 されたことは、嚥 下CPGの 理解 に

大きな知 見をもたらしたものと考えられ た。

連続 嚥下活動 の発 現頻度 について

本研 究において、BICの 投与 により、連続SLN刺 激 によって発現 した連続嚥下活動 の発

現頻度 が増加 した。これは嚥 下活動 の発現が 、脳 幹 内のGABAA受 容体 によって抑制的 に

制御 されている可能性を示唆するものであると考 えられた。GABAA受 容体 はNTS内 に広く

発現することが知られている30)。NTSへBICを 微量注入すると嚥下活動が誘発 され、GABAA

受容体作動薬 を注入するとSLN刺 激 によって誘発 された嚥下活動 が抑制 される31)。また、in

vitro延 髄脊髄標本 では、BIC存 在 下でSLN刺 激 により安 定した嚥 下活動を発 現することが

できる32)。さらに、除脳 ネコにおいては、延髄網様体 内のGABA作 動性ニューロンによって

嚥下活動の発 現が抑制 されると報告され ている33)34)。これ らの知見から、安 静状態 にお ける

嚥下活動の発 現はGABAA受 容体 によって抑 制的 に制御 されると考 えられている。本研究 の

結果 は、これらの過去 の知見と一致するものであり、安静 時に嚥 下活 動の発現 を抑制してい
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るGABAA受 容 体をブロックすることによって、連続嚥下活動の発 現頻 度が増加 したものと考

えられた。

本研 究では、STRの 投 与によって連 続嚥 下活動の発生頻度 が減少す ることが明らかとな

った。この結果 は、定 常状 態において連続嚥 下活 動の発生頻 度がグリシン受容体 によって

興奮性 に制御 されていることを示唆するものである。グリシン受容体 によって活動発現頻度 が

増 大するメカニズムについては明らかではないものの、嚥下活動を抑制 的に制御するGABA

作 動性ニューロンの活動性を、グリシン作動性 ニュー ロンが抑制 的に制御 している可能性 が

推 察された。マウス脊髄 後核 のlaminaII-IIIに 位置す るGABA作 動性ニューロンはグリシン

受 容体を発 現し、その活 動性 がグリシン作動 性ニューロンによって抑 制的 に制御 されている

35)
。NTS内 にも同様 の神経ネットワークが存在 し、嚥下活動発現の制御 に関わっている可能

性 が考えられた。

使用薬剤 の受容体特異性 について

本研 究では、嚥 下活 動形成 のための 中枢神 経ネットワークにおけるグリシン受容 体および

GABAA受 容 体の役割 を検討するために、それぞれの受容体拮抗薬 であるSTRお よびBIC

を用いた。BICは 特 異性の高いGABAA受 容体拮 抗薬であるが、GABAA受 容体以外 に一部

のカル シ ウム依存 型 カリウムチ ャンネル(Small-conductancecalcium-activatedpotassium

channels;SKchannels)も 同時にブロックする可能性 が示されている36)。SKチ ャンネル は、チ
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ヤンネル の開確 率が細胞 内のカル シウム濃度 に依 存するK+イ オンチャンネルであり、活動電

位 後 に出現す る遅延型 後過 分極(slowafterhyperpolarization;slowAHP)を 形成す る37)。こ

のslowAHPは 、持続 的あるいは継続 的に興奮性入力を受 けるニューロンの興奮性 を制御す

る上で非常 に重要な役割 を果たす38)。っまり、活動電位 の形成 により活性化 された電位依存

性カルシウムチャンネルからのCa2+の 細胞 内への流入 により、細胞内Ca2+が 上昇すると、SK

チャンネル が活性化することによって過分極を生じ、細胞膜の興奮性を抑制する37)。従って、

このSKチ ャンネルをブロックすると、ニュー ロンがバースト活動等 の連 続発 火を発 現する際

にその発火 頻度 が上昇するといったような興 奮性 変化 が生 じると考 えられる。本研 究 におい

て、WHBPに 対 するBICの 投 与によって、上部食 道筋の活動時間が延長すると共 に連続 嚥

下の発現頻度 が上昇した。いずれの場合も、投与したBICが 上部食道筋のモーターニュー

ロンあるいは嚥下活動の開始を司るニューロン上のSKチ ャンネルをブロックしたと仮定する

と、それぞれ のニューロンの興奮性が増加 するため、本研 究の結果と一致する。つまり、本研

究の結果 はBICがSKチ ャンネル をブロックすることによって得 られたものと解釈 できる可能

性がある。しかしながら、卵母細 胞上 に発 現させたクローンSKチ ャンネルを用 いた研究 によ

って、BICのSKチ ャンネル に対するIC50(halfmaximalinhibitoryOoncentration)は 約35ｵM

であり、本研 究で用いた濃度である02μMで はSKチ ャンネル はほとんどブロックされないこ

とが報告 されている36)。加えて、GABA作 動性 ニューロンが定常的に嚥下活動の開始 を抑制

すること、および上部食 道筋 のモーターニューロンが存在 する疑核compactformationに
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GABAA受 容 体が存在 する27)こ とか らも、本 研 究 にお けるBICの 効 果 は、主 に脳幹 内 の

GABAA受 容 体に対す る拮抗 作用を介したものであると考えられた。

STRは 、グリシン受容体 に対する特 異的な阻害薬 であると同時 に一部 のニコチン性アセチ

ルコリン受容体 をブロックすることが示 され ている39)。海 馬 中のニューロンに発現し、レセプタ

ーを構成する5量 体 に α7サブユニットを含む
、α7-containingニ コチン性アセチルコリン受容

体(a7-containingnicotinicacetylcholinereceptor;a7-containingnAChRs)は 、STRに よってイ

オン透過 性が抑制される40)。しかしながら、a7-containingnAChRsは 延 髄 内において、延髄

背側 迷走神経運 動核 および延髄腹 背側 に高度 に発 現するものの、孤束核 内においてはほ

とんど発 現を認 めない41)従 って、嚥 下活動 において延 髄 内のa7-containingnAChRsを ブロ

ックすると、迷 走神経 支配領域 の筋 の活動 性 が抑制 されるものと考 えられるが、本研 究 にお

いてSTRの 投 与前後で中咽頭収縮筋 および上部食 道筋の活動時 間に明らかな変化は認 め

なかった。よって、本研 究 におけるSTRの 効 果はa7-containingnAChRsの 抑制 を介したも

ので はない と考 えられ た。また、Matsubayashiら は、海 馬 細 胞 に発 現す るa7-containing

nAChRsのSTRに 対 するIC50は1.2μMで あると報 告している42)。一方 、本研 究で用いたSTR

濃 度 は、1:'を 用いて延 髄機能を解析 した過 去の報告 に用いられ ている濃度範 囲内の43)

0.04ｵMで ある。よって、本研 究で使用 したSTR濃 度 は、a7-containingnAChRsの 抑制効果

を得るには十分な濃度 ではなかった可能性も考 えられた。さらに、興 奮性 アミノ酸受容体であ

るNMDA(N-methyl-D-aspartate)受 容体 の共結合部位 としてグリシン結合部位 が存在するが、
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この㎜A受 容体上のグリシン結合部位はSTR非 巖 性であるとされている44)ため、本研

究におけるSTR投 与に関して、㎜A受 容体を介した作用が影響している可能性は極めて

低いものと考えられた。

23



結 語

本研究で、Workingheart-brainstempreparationを 用 いて嚥 下活動 を解析し得る実験条件 を

確 立した。WHBPを 用いた薬剤投 与実験 によって、嚥下活動の 口腔 相後期から咽頭相 、さら

に咽頭相から食道相 への移行のタイミング形成 にグリシン受容 体が関与している可能性が示

唆された。一方 で、GABAA受 容体 は上部食道 筋の活動時 間を制 御している可 能性 が示唆さ

れた。連続嚥下活動 の発現頻 度については、定常状態でGABAA受 容 体は抑制的 に制御 す

るのに対 し、グリシン受容体 が促進 的 に制御 している可能性 が示唆 された。
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図1Juvenileratworkingheart-brainstempreparation

図 に はチャンバ ー に設 置 した標 本 と、潅 流 システ ムを示 す 。標 本 へ の潅 流 は、下行 大

動 脈 に 固 定 したカテー テル より毎 分20-28mlの 速 度 で行 った。脈 管 より組 織 外 へ 漏 出

した 潅 流 液 は チャンバ ー に集 め られ た後 に、還 流 システムによって再 潅 流 した。ダブル

ル ー メンカテ ー テル か ら持 続 的 に人 工 脳 脊 髄 液 潅 流 圧(artificialcerebrospinalfluid

pressure;ACSFpressure)の 測 定 を行 い 、灘 圧 が60-80mmHgと なるように潅 流 液 の流

速 を調 節 した。図 に示 す ように 、顎 舌 骨 筋 か らの 筋 電 図(MylohyoidMuscle;MH)お よ

び 横 隔 神 経(C4)の 神 経 活 動 を同 時 記 録 した。図右 上 にそれ ぞれ の活 動 記 録 を示 す 。

安 静 時 には 、約7秒 に一 回 の周 期 性 を持 つ 呼 吸 活 動 が、MHお よびC4双 方 に 同期 して

認 められ た。
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図2SLN電 気刺激時の顎舌骨筋 と横 隔神経 の活動の記録

安 定した呼吸活 動(a)が 出現 しているWHBP標 本 の片側SLNに 対 して、単発 電気刺

激(Duration1.Oms、Intensity5.OV)を 加 えると、刺激 反応性 にC4の 活 動とは同期し

ないMHの 筋 活動 を認 めた(b)。MH筋 電 図では 自発 的な呼吸活動 が漸増 型活 動パ

ター ン(a)を 示す のに対し、SLNへ の刺激反応性 に出現した活動 は漸減型活動パター

ン(b)を 示した。図中○は電気刺激 を示す。
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図3SLN連 続 刺激時 の顎舌骨 筋と横 隔神経 の活動記録

上段 の2トレースは、片側SLNへ 連続刺激(lntensity5.OV、Duration1.Oms、Frequency

2Hz)を 加 えた際(下 線;SLNsimulation)のMHお よびC4の 同時記録 を示す。SLNに 対 す

る刺激 に反応 してMHか らは連続 的な刺 激反応性 の活動が出現したが、C4及 び㎜ か ら

記録 されていた 自発 的な呼吸活動 は消失 した。下段 の2トレースは上段 中a及 びbの 拡 大

を示す 。aでは呼吸活動 が記録 されているが、bでは消失 していることが分かる。図中▲は

呼吸活動 を、○は電気刺激 、△は心拍、● はSLN刺 激反応性活動を示す。
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図4片 側SLN電 気刺激反応性活動 の解 析

Aに は、片側SLN単 発刺激 時 の咬 筋(MT)、MH、 中咽頭収縮 筋(CR)、 および上

部食 道 筋(EG)か ら記録 した筋電 図を示す。SLN電 気 刺激 に反応 して、MTお よび

MHが 最も早く活動し、次いでCR、 最 後にEGが 活動する口腔から食道へ のシークエ

ンス活動を認 めた。○は片側SLNに 対 する単発電気刺激 を示す。Bの 右写真 は標 本

から剖 出した食道 を示す。口腔 内に5%ポ ンタミンスカイブル ーを入れ片側SLNに 対

して複数 回の単発 電気刺激を行った。刺激 反応性の活動 と共 に 口腔 内の染色 液が

食 道尾側 端まで輸 送され 、食道 が全域 にわたり染色された。Bの左 グラフは、SLN刺

激 を行わず 、自発的な呼吸活動 のみ発 現している状態 で10分 間放置した場合 の食

道 の染色範 囲をコントロール とし、SLN刺 激 時とを比較 した(n;4)。 コントロール 群で

は食 道染色範 囲は22.5±13.1%で あったのに対し、SLN刺 激 反応性活動 を誘発 した

群で は、すべての実験標本 において食道 内は全域 にわたり染色された(100±0%)
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図5BIC投 与前後の顎 舌骨筋 および 中咽頭収縮筋 の筋活動記録

BIC(0.2μM)投 与前後 のMHとCRの 筋活動 を示す。最 下段シェー マ内 に計測項 目

を示 した。計 測項 目は以 下の通 りである、A:MH活 動 時間 、B:片側SLN刺 激 からCR

活動 開始までの時 間、C:CR活 動時 間、D:MHとCRの 活動が重複 する時 間。 ○は片

側SLNに 対する単発 電気刺激 を示す。
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図6BIC投 与 によるMHとCRの 活動パターンの変化

MHとCR同 時記録 におけるBIC投 与前後の活動パ ターンの変化 を示す(nニ6)。BIC

投 与で は、A(MH活 動 時 間)、B(片 側SLN単 発 電気 刺激 からCR活 動 開始 までの時

間)、C(CRの 活動 時間)、D(MHとCRの 活 動が重複する時間)の 全 ての計測項 目で統

計学 的に有意な変化は認 めなかった。
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図7BIC投 与前後 の顎舌骨筋および上部食 道筋の筋活動記録

BIC(0.2ｵM)投 与前後 のMHとEGの 筋活動 を示す。最 下段のシェーマ内に計測項

目を示した。計測項 目は以 下の通 りである。E:片側SLN刺 激 からEG活 動 開始までの

時間、F:EG活 動 時間、G:MH活 動 終了からとEG活 動 開始までの時間。○は片側SLN

に対 する単発電気刺激 を示す。
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図8BIC投 与 によるMHとEGの 活動パターンの変化

MHとEG同 時記録 にお けるBIC投 与前後の活 動パターンの変化 を示す(n=5)。BIC

投与 により、FのEG活 動 時問が統計学的有意 に延 長した(*p<0.05)。E(片 側SLN刺

激か らEG活 動 開始までの時間)お よびG(D活 動 終了からとEG活 動 開始 までの時

間)に は明らかな変化 は認めなかった。
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図9STR投 与前後の顎 舌骨筋 および 中咽頭収縮 筋の筋活動記録

STR(0.04ｵM)投 与前後 のMHとCRの 筋活 動を示す 。最 下段 のシェーマ内に計測

項 目を示 した。計測項 目は以下の通 りである、A:MH活 動 時間、B:片側SLN単 発電気

刺 激 からCR活 動 開始までの時 間、C:CRの 活動 時 間、D:MHとCRの 活動 が重複 する

時間。○は片側SLNに 対する単発 電気 刺激 を示す。
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図10STR投 与前後 におけるMHとCRの 活 動パターンの変化

MHとCR同 時記録 におけるSTR投 与 前後 の活動パターンの変化 を示す(n=8)。

STR投 与によって、DのMHとCRの 活動 が重複 する時間が統計学 的有意 に延長 し

た(*p<0.05)。A(MH活 動時 間)、B(片 側SLN単 発電気刺激 からCR活 動開始まで

の時問)お よびC(CRの 活動時間)に は明らかな変化 は認 めなかった。
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図11STR投 与前後の顎 舌骨 筋および上部食 道筋の筋活動記録

STR(0.04ｵM)投 与前後 のMHとEGの 筋活 動を示 す。最 下段 のシェーマ内に計測

項 目を示 した。計測項 目は以 下の通 りである。E:片側SLN刺 激か らEG活 動 開始まで

の時 間、F:EG活 動 時 間、G:MH活 動 終 了からとEG活 動 開始 までの時間。○は片側

SLNに 対す る単発 電気刺激 を示す。
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図12STR投 与前後 のMHとEGの 活 動パターンの変化

MHとEG同 時記録 におけるSTR投 与 前後の活 動パター ンの変化を示す(n=8)。STR

投与 によって、G(MH活 動 終 了か らとEG活 動 開始 までの時問)が 統計 学的有意 に短

縮した(*p<0.05)。E(片 側SLN刺 激 からEG活 動 開始 までの時間)お よびF(EG活 動 時

間)に は著 明な変化 を認めなかった。
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図13薬 剤投 与前後 にお ける連続嚥 下発現頻度 の変化

片側SLNに 対 して加 えた連続 電気刺激(Intensity5.OV、Durationl.Oms、FrequencylHz)

に反応 して出現 する連続性 の嚥下活動 につ いて、薬剤 投与前後での発現頻度 の変化 を

検討した。図左 トレースには薬剤 投 与前後 においてMHに 記録 された連続 嚥下活動を示

す。全 てのトレースは10回 の連続嚥下活動を含んでいる。AはBIC(0.2ｵM)投 与前後の、

BはSTR(0.04ｵM)投 与前後の記録を示 す。AとBの トレースでは時 間軸のスケールが異

なることに注意。図右グラフに薬剤投 与前後 において10回 連続 嚥下 に要す る時 間の変化

を示 した。BICの 投 与 によって、連続 嚥下の発 現頻度 は著 明に増加 したのに対 し(A右 グ

ラフ)(n=4)、STR投 与 によって連 続 嚥 下の発 現頻 度 は著 明 に減 少 した(B右 グラフ)

(n=4)(*p<0.05)o




