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緒言 

亜鉛は生体恒常性維持に重要な微量元素の一つであり、低含有食品摂取や長期の静脈栄

養・経腸栄養による摂取不足、小腸からの吸収障害等、様々な原因によって亜鉛が欠乏する

と食欲不振・減退、成長遅延、味覚障害、皮膚炎等の症状を引き起こすことが報告されてい

る（Chesters and Quarterman, 1970; Tamaki et al., 1995; Goto et, al., 2001; Küry et al., 

2002; Wang et al., 2002）。 

亜鉛欠乏による摂食行動変化に関する過去の研究では、亜鉛欠乏飼料給餌により摂食量

は減少し（Chesters and Quarterman, 1970; Tamaki et al., 1995）、摂食行動開始までの時

間は延長する（Rains et al., 1998）と報告がある一方、亜鉛欠乏飼料給餌ラットの視床下部

弓状核では摂食促進ペプチドの一つである Neuropeptide Y (NPY)の発現は増加しているこ

とが報告されている（Lee et al., 1998）。当教室の木田らは、咀嚼機能低下条件が加わるこ

とで亜鉛欠乏による学習記憶能力の低下が増長されることや（Kida et al., 2015）、亜鉛欠

乏飼料給餌ラットに一定時間標準飼料を与えると、標準飼料のみで飼育する場合と比較し

て累積摂食量は増大し摂食行動開始までの時間は短縮することを報告している。こうした

摂食行動の変調には、亜鉛欠乏に伴う中枢神経系における様々な応答変化が関与している

と推察されるが、顎運動出力に直接関わる三叉神経系ニューロンの応答特性に如何なる変

化をもたらすかについては明らかにされていない。 

三叉神経中脳路核（MTN）ニューロンは、一次感覚ニューロンとして末梢感覚受容器か
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らの求心性情報を統合するだけでなく、脳幹内に細胞体を有して介在ニューロンとしても

機能し、三叉神経運動ニューロンからの出力を修飾するなど顎運動パターン形成に深く関

与している（Rokx et al., 1986; Shigenaga et al., 1989; Luo and Dessem, 1995; Kolta et 

al., 1990, 1995）。また、MTN ニューロンは周波数依存性膜応答特性（membrane resonance）

といった他の三叉神経系ニューロンにはない特性を有し（Khakh and Henderson, 1998; 

Wu et al., 2001; Tanaka et al., 2003）、摂食促進作用を有する NPY によりスパイク周波数

等、発火活動パターンが修飾されることが当教室の関らの研究より明らかとなっている

（Seki et al., 2015）。 

そこで本研究では、亜鉛欠乏状態が MTN ニューロンの活動特性ならびに、摂食促進ペプ

チドによる MTN ニューロンの神経修飾効果へ如何なる影響を及ぼすか明らかにする目的

で、これまでに報告されている発火活動、膜応答特性（Del Negro and Chandler, 1997; Wu 

et al., 2001, 2005; Tanaka et al., 2003）を指標に、標準飼料で飼育した場合と比較して電

気生理学的に検討を行った。 

 

  



3 
 

研究材料と方法 

研究材料 

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と動物の愛護

および管理に関する法律を順守して行った。 

 研究対象には、Sprague-Dawley 系新生仔ラット（日本動物株式会社）を用いた。ラット

を標準飼料給餌（CT）群、亜鉛欠乏飼料給餌（ZD）群の二群に分け、生後 1 日目よりそれ

ぞれの母獣ラットへ標準飼料（亜鉛含有量: 4.89 mg /飼料 100 g）、亜鉛欠乏飼料（亜鉛含有

量: 0.07 mg/飼料 100 g）を自由摂食させて飼育した（温度: 20-22 ℃，湿度: 40-50 ％，照

明: 明期 8-20 時）。 

 

研究方法 

生後体重変化および血清亜鉛、総蛋白値の測定 

生後 1 日目から生後 12 日目まで、午前 8 時に新生仔ラットの体重を測定した。また、亜

鉛欠乏状態が得られているか検証する目的に、生後 10 日齢のラットを三種混合麻酔薬（ド

ミトール 0.375 ㎎/㎏、ドルミカム 2 ㎎/㎏、べトルファール 2.5 ㎎/㎏）を腹腔内麻酔下、背

位の状態で、前胸郭口より 26 G 注射針にて刺入し、心臓採血法にて血液を採取した。採取

した血液を採血管（日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）に入れ、3,000 rpm，10 分間

遠心し、血清を採取し、血清中の亜鉛濃度（µg/dL）【原子吸光分析法、原子吸光分光光度計
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（アジレントテクノロジー株式会社）、（株）ビー・エム・エル 総合研究所】および総蛋白

（g/dL）【比色法（Biuret 法）、自動分析装置（LABOSPECT008（株式会社 日立ハイテク

ノロジーズ），BIOMAJESTY JCA-BM8060（日本電子株式会社）、（株）ビー・エム・エル 

総合研究所】を測定した。 

 

冠状脳幹スライス標本の作製 

 実験には、生後 10 日から 17 日齢の SD 系新生仔ラットを用いた。これまで報告されて

いる方法に準じて（Del Negro and Chandler, 1997; Wu et al., 2001, 2005; Tanaka et al., 

2003, 2006）イソフルランにて深麻酔後、断頭し、冷却した Cutting 用人工脳脊髄液（cutting 

artificial cerebrospinal fluid; 以下 C-ACSF. 組成; 126 NaCl, 3 KCl, 1.25 NaH₂PO₄, 26 

NaHCO₃, 10 glucose, 1 CaCl₂, 5 MgCl, 4 lactic acid（mM））に浸漬した状態で頭蓋骨を除

去し、脳幹組織を摘出した。脳幹ブロックを作製後に、超低融点アガロースゲル（agarose 

type Ⅶ, Sigma-Aldrich 社製）を用いてスライス標本作製装置（linearslicer PRO 7, 堂阪

イーエム社製）に固定し、MTN ニューロンを含む厚さ 300 µm の冠状脳幹スライス標本を

作製した。作製したスライス標本を室温（22-24℃）の記録用標準人工脳脊髄液 normal-

ACSF（以下 N-ACSF. 組成; 124 NaCl, 3 KCl, 1.25 NaH₂PO₄, 26 NaHCO₃, 10 glucose, 2 

CaCl₂, 2 MgCl₂（mM））に移し、40-50 分静置した後、記録に用いた。また、Voltage-clamp

条件下で h-current 誘発を目的に記録を行った際は、チャネルブロッカーを含む人工脳脊髄
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液 modified-ACSF（組成; 114.25 NaCl, 3 KCl, 26 NaHCO₃, 10 glucose, 2 MgCl₂, 10 TEA-

Cl, 2 CaCl₂, 0.1 CdCl₂, 2 4-AP, 0.0005 TTX（mM））を用いた（Tanaka et al., 2003）。す

べての細胞外液は、95 ％O₂+ 5 ％CO₂ 混合ガスにて飽和させた状態で使用した。 

 

Whole-cell patch-clamp 法を用いた記録 

 正立型 Nomarski 赤外線微分干渉顕微鏡（BX51W1, オリンパス社製）のステージ上に設

置した記録用チャンバー（アクリル製、用量 2.0 ml）に脳幹スライス標本を静置し、スライ

スアンカー（Warner Instruments 社製）を用いて固定した。N-ACSF を 2 ml/min の速度

で灌流しながら赤外線透視条件下で MTN 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 ニューロンからギガシール形成後、Whole-cell 記録を行った。記録用電極

は、微小ガラス管電極作製装置（P-87, Sutter Instruments 社製）を用いて、外径 1.5 ㎜、

内径 1.12 ㎜のボロシリケート製ガラス管（150 EA/PKG, インターメディカル社製）を先

端抵抗値が 3-5 MΩ となるように作製した。電極内液は、カリウム塩を主成分とするものを

用い、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、pH7.25 に調整した。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 未満のニューロンのみを記録対象とし、Voltage-clamp（v-clamp）ある

いは Current-clamp（c-clamp）条件下で MTN ニューロン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）で増幅後に
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アナログ-デジタル変換器（Digidata 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ーと専用ソフトウェア（pCLAMP9.2, Molecular Devices 社製）

を用いて記録および解析を行った。 

 

薬剤投与 

本研究において用いた薬剤は、蒸留水に溶解し、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)、tetrodotoxin (TTX: 

0.0005 mM, 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。有意差検定には Two-way repeated 

measures ANOVA あるいは Student’s t-test を用い、有意水準は 5 ％とした。 
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結果 

研究 1．母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における生後体重変化と MTN ニューロ

ン基本膜特性変化 

研究 1-1．生後体重変化および血清亜鉛、総蛋白値の測定 

 体重増加曲線において、ZD 群は CT 群と比較して P8 以降より体重増加が減少する傾向

を示した（P10, CT 群: 15.5±0.5 g, n=14，ZD 群: 12.5±0.2 g, n=13，p<0.05, 図 1C）。一

方、P10 における ZD 群の血清亜鉛値は、CT 群と比較し有意に低値を示したが（CT 群: 

263.1±9.3 µg/dL, ZD 群: 152.6±24.3 µg/dL, p<0.05，図 2A）、血清総蛋白は、二群間で有

意差を認めなかった（CT 群: 3.58±0.07 g/dL, ZD 群: 3.57±0.04 g/dL, p=0.94，図 2B）。 

 

研究 1-2．母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における MTN ニューロン基本膜特性 

Whole-cell 記録条件下における MTN ニューロンの基本膜特性（静止膜電位; Vres, 膜容

量値; Cm, 入力抵抗値; Rm）を P10-12, P15-17 の日齢群を対象に CT，ZD 群間で比較検討

した。ZD 群では、CT 群と比較し、P10-12 では Cm 値は小さく（CT 群: 69.5±6.0 pF，ZD

群: 59.6±3.3 pF，p=0.16）、また、Vres は脱分極傾向【P10-12（CT 群: —58.0±0.7 mV，

ZD 群: —56.4±0.4 mV，p=0.09）， P15-17（CT 群: —57.4±0.7 mV， ZD 群: —55.8±0.6 

mV，p=0.10）】を示したが二群間に有意差は認めなかった。Rm についても二群間で有意差

を認めなかった【P10-12（CT 群: 79.5±3.8 MΩ，ZD 群: 80.0±5.1 MΩ，p=0.93），P15-17
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（CT 群: 74.6±4.6 MΩ，ZD 群: 77.2±4.3 MΩ，p=0.69）】（表 1）。 

 

研究 2．母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における MTN ニューロン発火活動特性

の変化 

研究 2-1．MTN ニューロン活動電位特性の比較 

 MTN ニューロンが母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌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 ニューロンに 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）の各

パラメータの変化（図 3）について CT，ZD 群間で比較検討した。ZD 群では CT 群と比較

して閾膜電位に明らかな差は認めず（CT 群: —44.1±0.9 mV，ZD 群: —45.0±0.8 mV，

p=0.44）、AP 誘発に要する刺激強度（基電流）は有意に減少した（CT 群: 252.4±13.1 pA，

ZD 群: 206.5±14.5 pA，p<0.05，表 2）。また、Spike height（CT 群: 92.5±1.7 mV，ZD

群: 94.4±1.4 mV，p=0.41）, Slope 値（CT 群: —181.1±11.8 mV/ms，ZD 群: —209.4±12.3 

mV/ms，p=0.11）は ZD 群で増大、Half width 値（CT 群: 0.62±0.03 ms，ZD 群: 0.57±

0.03 ms，p=0.23）は ZD 群で短縮する傾向をそれぞれ示したが、有意差は認めなかった。

活動電位後過分極（AHP）に関しては、ZD 群において Peak amplitude が有意に増大し

（CT 群: —11.9±0.2 mV，ZD 群: —13.2±0.4 mV，p<0.05）、Duration は短縮傾向を認め

（CT 群: 30.3±3.4 ms，ZD 群: 25.9±2.7 ms，p=0.32）、spike 再分極過程の促進傾向が観
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察された（図 4，表 2）。 

 

研究 2-2．MTN ニューロン連続発火活動特性の比較 

1 s の矩形波過分極パルスにより誘発される連続発火活動（Spike train: 以下 ST）を CT，

ZD 群間で比較検討したところ、ST 誘発に必要な基電流は ZD 群において減少する傾向を

認めた（CT 群: 450±53.5 pA，ZD 群: 325±52.6 pA，p=0.12，図 5E）。周波数電流曲線

（F-I curve）では、CT 群と比較し ZD 群において第一、第二スパイクで形成される周波数

である 1st ISI、平均周波数（Mean frequency）ともに有意に上昇した（図 5A-D, F）。 

MTN 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（Bursting activity: BA）が出現する（Wu et al., 2001）。

そこで持続的な細胞内通電によって BA を誘発し、CT，ZD 群間でバースト活動特性を表す

各パラメータ値を比較検討した（図 6A）。CT 群と比較し、ZD 群では BA 誘発に必要とさ

れる電流刺激強度は減少する傾向を示し、バースト持続時間（Duration. CT 群: 3.1±0.6 s，

ZD 群: 1.1±0.2 s，p<0.05）、バースト間インターバル（Interval. CT 群: 7.0±0.9 s，ZD 群: 

3.1±1.0 s，p<0.05）は有意に減少し、バースト出現頻度は増加する傾向を示した（Burst 

frequency. CT 群: 0.18±0.08 Hz，ZD 群: 0.39±0.13 Hz，p=0.30）。また、バースト内スパ

イク周波数は ZD群で有意に減少した（Intraburst spike frequency. CT 群: 130.9±13.2 Hz，

ZD 群: 84.0±5.8 Hz，p<0.05, 図 6B, C，図 7）。 
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研究 2-3．MTN ニューロンにおける Membrane resonance の比較 

MTN ニューロンは 0-250 Hz の可変周波数電流（ZAP current）刺激により特定の周波

数帯に対する応答特性を示すことが明らかとされている（Wu et al., 2001; Tanaka et al., 

2003）。 

そこで、MTN ニューロンで誘発される Membrane resonance について CT，ZD 群間で

比較検討した。脱分極あるいは過分極電位条件下における Frequency-response curve（FRC）

を二群間で比較検討したところ、脱分極条件下で観察される High frequency resonance に

ついて、Resonant frequency は ZD 群で減少傾向を示したものの有意差はなく（Fres. CT

群: 52.1±3.1 Hz，ZD 群: 48.0±4.9 Hz，p=0.49）、Quality value についても差を認めなか

った（Q-value; CT 群: 2.6±0.3，ZD 群: 2.6±0.6，p=0.98，図 8A, C, E，表 3）。また、過

分極条件下で観察される Low frequency resonance についても、Peak impedance（CT 群: 

63.4±8.1 MΩ，ZD 群: 74.8±7.8 MΩ，p=0.33）は ZD 群において高値となる傾向を示した

が、Fres（CT 群: 5.6±0.6 Hz，ZD 群: 5.7±0.7 Hz，p=0.92），Q-value（CT 群: 2.0±0.2，

ZD 群: 2.0±0.2，p=0.97）については二群間で差を認めなかった（図 8B, D, F，表 4）。 

 

研究 3．母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下におけるｈ-channel 活動特性の変化 

 内向き整流作用は、多くの神経細胞において観察される膜の過分極変化に伴って観察さ

れる特性の一つで（Womble and Moises, 1993; Travagli and Gillis, 1994; Maccaferri and 
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McBain, 1996; Bordey and Sontheimer, 1997）、MTN ニューロンにおいても本特性は強く

発現しており、静止膜電位の形成、スパイク周波数の制御、過分極条件下で観察される Low 

frequency resonance の形成等に関与していることを当教室の田中らが明らかとしている

（Tanaka et al., 2003）。c-clamp 条件下で 1 s の矩形波過分極パルスを細胞内通電して誘

発される Voltage sag について CT，ZD 群間で比較検討したところ、CT 群と比較して ZD

群では Voltage sag はピークからの経過が遅延する傾向を認め、sag の振幅も有意に減少し

た（CT 群: 50.2±0.8 mV，ZD 群: 46.4±1.6 mV，p<0.05，図 9）。そこで、v-clamp 条件

下で modified-ACSF を還流し、矩形波過分極パルスによる刺激にて内向き電流を誘発し、

CT，ZD 群間で電流特性を比較検討した（図 10）。電流の初期成分である Ba2+-sensitive fast 

inward rectifying current（IKIR, 図 10C inset）について、電流振幅値および単一チャネル

に流れる電流強度を表す電流密度は二群間で差を認めなかった（図 11A, B）。一方、遅発性

電流成分である h-current（Ih. 図 10C）については、ZD 群において電流密度は減少する傾

向を認めた（図 11C, D）。さらに、内向き電流誘発後に流れる Tail current を、最大電流値

を基準として正規化し、チャネルのゲート特性を表す活動曲線を求めると、CT 群と比較し

て ZD 群では、コンダクタンス 50 ％活性値を示す電位（V1/2）の左方偏位がみられた（図

12A, B）。また、活動時定数についても fast，slow 成分ともに ZD 群で延長した（図 12C, 

D, E）。 
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研究 4．母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における NPY による MTN ニューロン

神経修飾作用 

 母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における MTN ニューロンの NPY による神経修

飾作用について検討するため、c-clamp，v-clamp 条件下で NPY (0.1 µM) を灌流投与し、

薬剤投与前後での膜電位、膜電流の変化を記録した。静止膜電位において NPY を灌流投与

すると、v-clamp 条件下で内向き電流が観察され（図 13A）、c-clamp 条件下では脱分極変

化を認め（図 13B）、二群間で有意差は認めなかった。 

  次に、NPY (0.1µM) 投与前後における AP パラメータの変化を CT，ZD 群間で比較検

討した（図 3）。ZD 群において NPY 投与後、有意な Half width 値の短縮（NPY 投与前: 

0.57±0.03 ms，NPY 投与後: 0.53±0.02 ms，p<0.05）、Slope 値の増大（NPY 投与前: —

209.4±12.3 mV/ms，NPY 投与後: —222.8±11.7 mV/ms，p<0.05）、AHP 持続時間の短縮

（NPY 投与前: 25.9±2.7 ms，NPY 投与後: 19.6±1.8 ms，p<0.05）を認めた（図 14, 表

5）。以上の変化について NPY 投与前の各パラメータ値を 1 とした際の NPY 投与後の変化

について、CT，ZD 群間で比較すると、AHP 持続時間の短縮に関しては ZD 群で変化率が

有意に小さくなったが、その他の項目に関しては同様の修飾変化率を示した（図 15）。 

 さらに、1 s の矩形波脱分極パルスにより誘発される ST に対する NPY の修飾作用に関

して CT，ZD 群間で比較検討した。AP 同様に、NPY (0.1 µM) 投与前後で ST 特性を比較

したところ、1st ISI，Mean frequency ともに上昇傾向を認めた（図 16A-D）。また、CT 群
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と比較すると、ZD 群では NPY 投与による 1st ISI においてスパイク周波数の変化率は小

さくなる傾向を認めたが、Mean frequency に関しては差を認めなかった（図 16E, F）。 
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考察 

母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における生後体重変化と MTN ニューロンの基本

膜特性変化 

 亜鉛欠乏飼料給餌ラットの血漿中の亜鉛濃度は、亜鉛欠乏飼料給餌開始から 3 日後では

有意な減少は認めず、5 日後では有意に減少すると報告されている（Ohinata et al., 2009）。

また、当教室の木田らは、亜鉛欠乏飼料給餌開始から 7 日後に血清亜鉛値が有意に減少す

ることを明らかにしている。一方、ヒトの母乳には、血清中と比較して高濃度の亜鉛が含ま

れており、体重当たりの亜鉛需要量が多い乳児が亜鉛欠乏状態の母親の母乳を摂取した場

合、亜鉛欠乏症を発症しやすいことが報告されている（Aggett et al., 1980; Yamawaki et 

al., 2005; Itsumura and Kambe, 2014）。本研究では、生後 1 日齢より母獣ラットへの亜鉛

欠乏飼料給餌を開始し、生後 10 日齢時に新生仔ラットの血液検査を行った結果、ZD 群の

血清亜鉛値は CT 群と比較して有意に減少することが確認された。体重変化に関しては、生

後8日齢以降、ZD群において体重増加量はCT群よりも明らかに減少傾向を認めたものの、

血清総蛋白値は二群間で有意差を認めず、母獣ラットが摂取した飼料は亜鉛含有量以外に

は成分の差はなかった。以上のことより、生後早期に観察された発育抑制は血清中の亜鉛濃

度が低下したことが大きく影響していると推察されるが、今後、新生仔発育に関わる他の因

子に関しても詳細に検討する必要があると考えられる。 

亜鉛欠乏状態が神経細胞の成長発育に如何なる影響を及ぼすかについては、これまで殆
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ど明らかにされていない。免疫組織学的研究より Dvergsten らは、生直後より母獣ラット

に亜鉛欠乏飼料を給餌した場合、標準飼料給餌群と比較し、仔ラット（生後 21 日齢）小脳

皮質の顆粒細胞層は薄く、顆粒細胞数は有意に減少すること、プルキンエ細胞の樹状突起幅

は有意に小さくなること、分子層の籠細胞および星状細胞の樹状突起幅は有意に小さくな

るが、細胞体の大きさに関しては小さくなる傾向を認めるものの有意差は認めないことを

報告している（Dvergsten et al., 1983, 1984a, 1984b）。ラット MTN ニューロンについて

は、基本膜特性に関して検討した過去の報告より、生後 12 日齢までに入力抵抗値は減少、

膜容量値は増大、静止膜電位は脱分極変化が観察されることが明らかとなっている（Tanaka 

et al., 2003）。本研究において、入力抵抗値は CT, ZD 群間で変化を認めなかったが、膜容

量値は、P10-12 群の ZD 群において低値を示す傾向を認め、静止膜電位は P10-12，P15-17

群ともに ZD 群で脱分極傾向を認めた。MTN ニューロンは偽単極性の細胞であり、膜容量

はニューロン表層の面積に比例することから、亜鉛欠乏状態は新生仔期における MTN ニ

ューロンの成長に影響を与える可能性が示唆されたが、ニューロンの分布様式や形態、成熟

度等、今後、免疫組織学的検索を含めて詳細な検証が必要と考えられる。 

 

母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における MTN ニューロン発火活動特性と h-コン

ダクタンスの変化 

ラット MTN ニューロンにおいては、ニューロン表層に存在する各種イオンチャネルの
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生後変化、成熟に伴い、三叉神経運動ニューロンより顕著な AHP が形成される他、膜の持

続的脱分極に伴い連続発火活動、内因性バースト活動が誘発されることが明らかとされて

いる（Wu et al., 2001; Tanaka et al., 2003）。本研究では、血清亜鉛欠乏状態が、こうした

多様な発火活動特性に如何なる影響を及ぼすか検討を行った。活動電位については、閾膜電

位の低下、基電流の減少、AP, AHP 振幅値の増大傾向に加えて、再分極過程を示す AP, AHP

の持続時間は短縮傾向を示し、ニューロンは易発火性で興奮性が増大していると考えられ

た。連続発火活動においても同様の変化を反映して、1st ISI,  Mean frequency はともに

有意に上昇することで周波数－時間曲線は亜鉛欠乏状態では全体的に上方へ shiftすること

が明らかとなった。Model neuron を用いた研究を始め、スパイク周波数すなわち発火頻度

を規定する因子として AHP 形成コンダクタンス（gAHP）が重要であることが報告されて

いる（Yarom et al., 1985; Meunier and Borejsza, 2005）。MTN において gAHP を構成す

るコンダクタンスとしては、4-AP 感受性電位依存性 K コンダクタンス（gK4-AP）、Ca2+依存

性 K コンダクタンス（gK/Ca）、内向き整流性 K コンダクタンス（gh）が報告されており（Del 

Negro and Chandler, 1997; Wu et al., 2001; Tanaka et al., 2003）、各コンダクタンスの生

後変化に伴って新生仔早期には振幅の小さい early AHP と持続時間の長い late AHP によ

る二峰性の波形が観察されるのに対して、新生仔後期には early AHP の振幅増大と late 

AHP 再分極過程の短縮により二峰性は消失し、AHP は増大する（Tanaka et al., 2003）。

c-clamp 条件で過分極電流パルスを通電した際に特徴的に観察される Voltage sag は gh を
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反映しており、生後 h-channel の成熟とともに sag も増大する傾向を示すが、亜鉛欠乏条

件下では、sag の振幅は減少し、ピークからの再分極も遅延する傾向を認め、h-channel 特

性が変化している可能性が考えられたため、v-clamp 条件下で内向き整流性電流を誘発し、

h-channel 活動特性についてさらに検討を行った。本研究より内向き整流性電流の内、速い

電流成分である Ba2+-sensitive IKIRは亜鉛欠乏条件でも変化を認めなかったのに対し、遅延

性電流成分である Ih は電流密度の減少と活動時定数の延長がみられたことから、単一チャ

ネルを流れる電流値は減少することが明らかとなった。さらに、チャネルのゲート特性を表

す活動曲線は過分極側に shift したことから、fast AHP 形成から静止膜電位に再分極する

過程で通常活性化される Ih は亜鉛欠乏条件下では抑制されることが推察された。Ih の特異

的拮抗薬である ZD7288 (Harris and Constanti, 1995) を投与すると静止膜電位は過分極

変化をきたし、AHP 再分極過程の遅延とスパイク周波数の低下が観察されることからも

（Tanaka et al., 2003）、亜鉛欠乏状態で観察された膜の脱分極変化やスパイク周波数上昇

を伴ったニューロンの興奮性増大に ghは関与していないと考えられる。 

 

母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における周波数依存性膜応答特性と内因性バース

ト活動特性変化 

MTN ニューロンでは、生後 8 日齢頃より膜の脱分極変化に伴い高周波数（> 50 Hz）の

自発的な oscillation が観察されるようになり、内因性バーストを誘発する driving force と



18 
 

して作用することが知られている（Wu et al., 2001）。一方、脱分極条件下で 0-250 Hz の周

波数の混在した可変電流 (ZAP current)を通電すると、高周波数域（> 50 Hz）で特異的に

インピーダンス値の上昇を認める。すなわち MTN ニューロンに投射される様々なシナプ

ス入力を周波数依存性に選別して、興奮性を増幅する膜応答特性（High frequency 

resonance）が特徴的に観察される（Wu et al., 2001, 2005）。両者の活動形成には MTN ニ

ューロンの early AHP 形成に関わっている gK4-AP が必須で、持続性 Na コンダクタンス

（gNaP）は resonance の増幅に重要であることがこれまでの研究で明らかとなっている（Wu 

et al., 2001, 2005）。本研究において High frequency resonance を構成するピーク周波数

（Fres）、Q-value は亜鉛欠乏条件下においても標準飼料群と比較して有意な変化はみられ

なかった。また、バースト活動については model simulation を含めたこれまでの報告から、

gK4-AP は burst pattern 形成に必須で、コンダクタンス抑制に伴い tonic firing に活動が変

換される一方、gNaP はバースト持続時間、バースト発生頻度を調整する役割を果たし、コン

ダクタンスが増大することでバースト持続時間は延長、バースト周波数は上昇することが

明らかとなっている（Wu et al., 2005）。亜鉛欠乏条件下ではバースト持続時間は短縮、バ

ースト周波数は上昇したことや High frequency resonance における Q-value に変化が見ら

れなかったことから、亜鉛欠乏条件下においてニューロンの興奮性増大に寄与する gNaP の

変化は起こっていないと考えられる。 
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母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における MTN ニューロン興奮性増大に関わるメ

カニズム 

亜鉛は動物全般にわたり多くの蛋白質の合成、代謝に不可欠で、脳内亜鉛は神経新生に関

わる細胞分裂、分化に強く影響を及ぼし、脳の成長と機能発現に重要な役割を果たしている

（Burdette and Lippard, 2003; Georgieff, 2007; Prasad, 2008）。脳内亜鉛濃度は生後徐々

に上昇し、成長後は恒常性を保つように制御されており、特に海馬や扁桃体において発現が

高いことが知られている（Takeda and Tamano, 2009）。そして、亜鉛欠乏食により血清亜

鉛濃度が低下すると脳機能を維持するために、血液脳脊髄液関門や血液脳関門からも亜鉛

の脳内移行が起こるとされている（Takeda, 2000）。脳内亜鉛濃度については、食餌性に亜

鉛欠乏状態をきたしても影響は受けないとする報告がある一方 （Szerdahelyi et al., 1982; 

Wallwork et al., 1983）、ラット成獣に 12 週間亜鉛欠乏飼料を給餌した際に、標準飼料で飼

育した場合と比較して体内、特に海馬および肝臓において亜鉛濃度が顕著に低下するとさ

れており、橋・延髄レベルでは変化は少ないとの報告がある（Takeda et al., 2001）。本研

究は特に亜鉛の需要が高い新生仔期のラットを対象としており、成獣と比較して脳内亜鉛

濃度分布や欠乏飼料給餌によって予想される脳内亜鉛濃度の変化を同一に評価はできない。

しかしながら、新生仔あるいは海馬以外の脳内部位を対象に亜鉛欠乏条件下でのニューロ

ンの活動変化について報告例はこれまでになく、本研究は亜鉛欠乏飼料給餌による亜鉛濃

度の変化が比較的少ないとされる橋・延髄レベルにおいても、ニューロンの発火特性が変化
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しうる結果を示すものと考えられる。 

海馬ニューロンを対象とした研究より、亜鉛は神経細胞のシナプス小胞に存在し、細胞内

への亜鉛流入は電位依存性 Ca チャネルや NMDA 受容体、Ca 透過性 AMPA 型受容体、亜

鉛トランスポーターを介して行われることが明らかとされている（Takeda, 2014）。この点

について、細胞内 Ca2+シグナリングはニューロンの興奮性に密接に関与しており、Ca チャ

ネル等を介して Zn2+, Ca2+シグナルの cross-talk が発現していること、2 週間亜鉛欠乏飼料

を給餌したラットの海馬、特に C3 領域に対してカルシウムイメージング法を用いて細胞内

Ca2+濃度を測定すると、亜鉛欠乏状態では細胞内 Ca2+濃度の上昇を認め、海馬ニューロン

の異常興奮とそれに続く記憶障害に関わっていると報告されている（Geng et al., 2002; 

Takeda et al., 2005, 2006, 2009; 駒井ら, 2013）。亜鉛欠乏状態の MTN における細胞内

Ca2+動態については今後さらに検証が必要であるが、gAHP の内、late AHP の再分極過程

の制御に関わる gK/Caを CdCl2投与により抑制すると、内因性バースト持続時間が有意に延

長すること（Wu et al., 2001, 2005）、細胞外 Ca2+濃度上昇により三叉神経運動ニューロン

同様（Inoue et al., 1999）、early AHP の振幅増大、late AHP 再分極短縮が観察されること

から（Seki et al., 2015）、MTN においても血清亜鉛濃度低下とそれに続く脳内亜鉛濃度の

低下に伴い、細胞内 Ca2+シグナリングの増強や gK/Ca が増大することで MTN の活動電位、

バースト活動特性が興奮性に修飾される可能性が考えられる。 
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母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌条件下における摂食促進ペプチドによる MTN ニューロ

ンの神経修飾作用 

MTN ニューロンは末梢感覚受容器あるいは中枢の他のニューロンからの入力により活

動が修飾されることが知られているが、この際、細胞間の情報伝達に種々の神経伝達物質が

関与していると考えられる。中でも 5-HT や代謝型グルタミン酸受容体作動薬である ACPD

は MTN ニューロンに直接作用して ghや gNaPを修飾することでニューロンの興奮性を制御

していることが、これまでの研究で明らかとされている（Tanaka et al., 2006, 2008）。MTN

ニューロンには様々なペプチド作動性入力も存在するが、強力な摂食促進作用を有する

NPY（Tatemoto et al., 1982）について、Wolak らは成獣ラットの MTN ニューロンには

Y1, Y5 受容体が存在することを免疫組織学的研究により報告している（Wolak et al., 2003）。 

In vivo におけるこれまでの研究より、第三脳室、側脳室、室傍核などへの NPY 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）、bout を指標とした摂食効率や開閉口筋の咀嚼準備期、粉砕期におけ

る筋活動パターンの変化を伴い、NPY 脳室内投与により摂食行動は促進されることが当教

室の牛村らにより明らかとなっている（Ushimura et al., 2014）。MTN ニューロンに対し

ては、NPY 投与により Na+, Ca2+による内向き電流が誘発され、活動電位の AHP 持続時間

の短縮、スパイク周波数が上昇することで、定常状態におけるニューロンの興奮性が増大す

ることや、神経修飾作用に Y1 および Y5 受容体が関与していることを明らかにしている
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（Seki et al., 2015）。 

亜鉛欠乏状態では、視床下部弓状核における NPY の発現は増加するという報告（Lee et 

al., 1998）がある一方で、亜鉛欠乏状態の症状としては食欲不振、摂食量の減少等が知られ

ており、亜鉛欠乏状態において NPY に対する MTN ニューロンの応答性に変化がみられる

か明らかにする目的で今回検討を行った。本研究結果より亜鉛欠乏条件下においても NPY

による MTN ニューロンの活動電位、連続発火活動特性について、関ら（Seki et al., 2015）

が報告したのと同様の修飾効果が確認されたが、AHP の修飾作用、すなわち振幅の増大と

持続時間の短縮効果については、いずれも標準飼料群と比較して変化率は小さい傾向を示

した。NPY による神経修飾作用は Na+, Ca2+の細胞内流入により発現することが明らかと

なっているが、脳内亜鉛濃度低下により細胞内 Ca2+シグナリングが増大することで、NPY

による修飾効果が一部減弱した可能性が推察される。 

海馬ニューロンにおいては、血清亜鉛濃度低下の結果、ストレス応答に関与する

Hypothalamo-pituitary-adrenocortical system（HPA 系）が活性化され、副腎皮質からの

グルココルチコイド分泌が増加することに伴い、細胞外グルタミン酸濃度が過剰に上昇す

ることも細胞の興奮性上昇に関与していることが明らかとされている（Takeda et al., 2009; 

駒井ら, 2013）。MTN ニューロンにおける興奮性の増大に同様の変化が関与しているかは

不明であるが、亜鉛欠乏状態がグルタミン酸受容体活性による MTN ニューロン応答特性

（Tanaka et al., 2008）に如何なる影響を及ぼすか、細胞内 Ca2+動態を含めて今後さらな
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る検討が必要と考えられる。 
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結語 

 本研究より、母獣ラットへの亜鉛欠乏飼料給餌は新生仔ラットの生後体重増加を抑制

し、MTN ニューロンにおいて静止膜電位の上昇、活動電位、連続発火活動誘発時の基電

流の減少、スパイク再分極過程の促進、スパイク周波数の上昇を伴い、血清亜鉛濃度が正

常な場合と比較してニューロンの興奮性は増大することが明らかとなった。脱分極あるい

は過分極条件下における周波数依存性膜応答特性に変化はなく、内因性バースト活動は持

続時間の短縮を伴って活動が亢進したことから、細胞内 Ca2+シグナリングの増大が修飾の

一因となっている可能性が示唆された。また、NPY による MTN ニューロンの神経修飾効

果については、AHP に対する修飾変化が一部減弱したものの、NPY に対する薬剤応答性

に有意な変化はなく、MTN ニューロンは定常状態における興奮性が増大することで運動

ニューロンからの出力を修飾していることが推察された。 
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図2．血清中の亜鉛濃度、総蛋白
P10のCT群、ZD群の血清亜鉛値（A）及び総蛋白値（B）を示す。血清亜鉛値はCT群と比較
して有意に低値であった。総蛋白値は二群間で有意差を認めなかった（CT群: n=9，ZD群:
n=7，*p<0.05）。

A B



日齢 n 静止膜電位 Vres(mV) 入力抵抗 Rm(MΩ) 膜容量 Cm(pF)

P10-12

CT 34 -58.0±0.7 79.5±3.8 69.5±6.0

ZD 33 -56.4±0.6 80.0±5.1 59.6±3.3

P15-17

CT 21 -57.4±0.7 74.6±4.6 76.2±8.3

ZD 38 -55.8±0.6 77.2±4.3 75.4±6.2

ZD群ではCT群と比較して日齢の若いP10-12群ではCm値は小さく、Vresは脱分極する傾向
を示したが二群間に有意差は認めなかった。Rm値は両日齢群ともに有意差は認めなかった。

表1．MTNニューロン基本膜特性の比較



図3． Action potential（AP）特性の解析
APにおけるパラメータを示す。
①: スパイクの高さ（Spike height, mV） ②: ①の50 ％を示す位置の時間幅（Hallf width,
ms） ③: スパイクの減衰における最大の傾き（Slope, mV/ms） ④: 後過分極（AHP）の
ピーク値（Peak amplitude, mV） ⑤: ④の時間幅（Duration, ms） ⑥: 閾膜電位（mV ）

⑥閾膜電位

①Spike height 

②Half width
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③Slope

④Peak amplitude ［AHP］

⑤Duration［AHP］



10 mV

10 ms

CT 群

ZD 群

図4．CT群、ZD群におけるMTNニューロンの典型的なAP波形
P13のCT群、P17のZD群で誘発されたAPの波形を示す。
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CT ZD

閾膜電位（mV） -44.1±0.9 -45.0±0.8

基電流（pA） 252.4±13.1 206.5±14.5*

AP

Spike height(mV) 92.5±1.7 94.4±1.4

Half width(ms) 0.62±0.03 0.57±0.03

Slope(mV/ms) -181.1±11.8 -209.4±12.3

AHP

Peak amplitude(mV) -11.9±0.2 -13.2±0.4 *

Duration(ms) 30.3±3.4 25.9±2.7

ZD群ではCT群と比較して閾膜電位に明らかな差は認めず、基電流値は有意に減少した（CT
群： n=21， ZD群： n=23， *p<0.05）。また、Spike height, slopeは増大、Half widthは短縮
する傾向を示したが、有意差は認めなかった。AHPに関しては、Peak amplitudeが有意に
増大し、Durationは短縮傾向を認め、spike再分極過程の促進傾向が観察された（CT 群:
n=10，ZD群: n=10, *p<0.05）。

表2．AP特性の比較
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図5． Spike train （ST）特性の比較
A,B: MTNニューロンにおいて1sの矩形波脱分極刺激により誘発された連続発火活動（ST）
を示す（A: CT群（P15）、B: ZD群（P17））。 C,D: 周波数–電流曲線を示す。ZD群は
CT群と比較し、1st ISI（C）、Mean frequency（D）ともに有意に上昇した（*p<0.05）。
E: ST誘発に必要な基電流値はZD群において減少する傾向を認めた（CT群: n=8，ZD群:
n=8）。 F: 周波数–時間曲線を示す。
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図6．BA特性の比較
A: BA計測項目を示す。 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） B: CT群のMTNニューロンにおいて誘発したBAを示す。
C: ZD群のMTNニューロンにおいて誘発したBAを示す。
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A: P14のZD群における脱分極条件下で観察される典型的なHigh frequency resonanceの波形
を示す。 B: ZD群における過分極条件下で観察される典型的なLow frequency resonanceの波
形を示す。 C,D: CT群におけるFrequency-response curve（FRC）を示す（C: 脱分極条件、
D: 過分極条件）。 E,F: ZD群におけるFRCを示す（C: 脱分極条件、D: 過分極条件）。
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n Peak Impedance(MΩ) Q value Fres(Hz)

CT 8 69.0±5.2 2.6±0.3 52.1±3.1

ZD 8 74.0±8.0 2.6±0.6 48.0±4.9

n Peak Impedance(MΩ) Q value Fres(Hz)

CT 8 63.4±8.1 2.0±0.2 5.6±0.6

ZD 8 74.8±7.8 2.0±0.2 5.7±0.7

脱分極条件下で観察されるHigh frequency resonanceについて、FresはZD群で減少傾向を
示したものの有意差はなく、Q-valueについても差を認めなかった。

過分極条件下で観察されるLow frequency resonanceについても、Peak impedanceはZD群
において高値となる傾向を示したが、Fres，Q-valueについてはCT，ZD群間で差を認めな
かった。

表3．MTNニューロンの脱分極条件下でのMembrane resonanceにおけるCT，ZD群間の比較

表4． MTNニューロンの過分極条件下でのMembrane resonanceにおけるCT，ZD群間の比較
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図9．Voltage sagの比較
A,B: c-clamp条件下で1 sの矩形波過分極刺
激を細胞内通電して誘発されるVoltage sag
について示す（A: CT群（P10）、B: ZD群
（P12））。CT群と比較してZD群では
Voltage sagはピークからの経過が遅延する
傾向を認めた。 C: CT群と比較してZD群で
はVoltage sagの振幅は有意に減少した（CT
群: n=11，ZD群: n=6，*p<0.05） 。

A B

C

*

I

V

Amplitude Amplitude



CT群

-55

-135

-50 -70

I

V
-55

-135

ZD群

-50 -70

0.1 s

2 nA

-135

-55

0.1 s

2 nA

IKIR

Ih = Iss ** - Iinst *

I

V

*

**

0.25 s

1 nA

*

図10．MTNニューロンの矩形波過分極刺激による内向き電流
A,B: modified-ACSF灌流下にて、-50 mVに電位固定した状態で-55 mV~-135 mVの間で電位
を変化させた際に観察されるP13のCT群、ZD群における内向き電流の典型的な波形を示す
（1 s）。 C: IKIR及びIhを示す。
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C,D: 遅発性電流成分であるh-current (Ih)は、ZD群において電流密度は減少する傾向を認
めた。
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図12． MTNニューロンのIh活動特性の比較
A: Ih誘発後に流れるTail currentの波形を示す。 B: Tail currentの最大電流値を基準として
正規化し、ボルツマン関数を用いて求めたチャネルのゲート特性を表す活動曲線を示す。CT
群と比較してZD群では、コンダクタンス50 ％ 活性値を示す電位(V1/2.. CT群: -85.9±1.6 mV，
ZD群: -90.1±1.5 mV，p=0.10)の左方偏位がみられた（CT群: n=4，ZD群: n=4）。
C: -50 mVに電位固定した状態で-95 mV~-115 mVの間で電位を変化させた際に観察される
P13における内向き電流の典型的な波形を示す（5 s）。 D,E: 活動時定数はfast，slow成分と
もにZD群で延長した（CT群: n=4，ZD群: n=4，*p<0.05）。
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図14．ZD群におけるNPY投与前後でのMTNニューロンの典型的なAP波形
P17のZD群MTNニューロンより誘発された、NPY投与前後でのAP波形を示す。



NPY投与前 NPY投与後

AP

Spike height（mV） 94.4±1.4 95.2±1.7

Half width（ms） 0.57±0.03 0.53±0.02*

Slope（mV/ms） -209.4±12.3 -222.8±11.7*

AHP

Peak amplitude（mV） -13.2±0.4 -13.7±0.5

Duration（ms） 25.9±2.7 19.6±1.8*

ZD群においてNPY投与後、有意なHalf widthの短縮、Slopeの増大、AHP持続時間の短縮を
認めた（n=10，*p<0.05）。

表5．NPY投与によるMTNニューロンのAP特性の修飾作用
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との比較）
CT群、ZD群それぞれのNPY投与前の各
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の変化率をグラフに示す。AHP持続時間
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図16．NPYによるST特性の変化
A,B: P17のZD群MTNニューロンにおいて1 sの矩形波脱分極刺激により誘発されたNPY投
与前後のST波形を示す（A: NPY投与前、B: NPY投与後）。C-F: NPY投与後、1st ISIの変
化率は小さくなる傾向を認めたが、 1st ISI，Mean frequencyともに上昇傾向を認めた
（CT群: n=8，ZD群: n=8，*p<0.05）。
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