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緒言 

筋萎縮性側索硬化症 (Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS) は上位・下位運動ニューロ

ンが障害される進行性の疾患で、10 万人あたり 2 人の発症率であり (Chiò et al., 2013)、

運動ニューロンの障害に伴い麻痺が生じて、手足の筋力低下、呼吸困難、摂食・嚥下

障害、無数の関連症状を引き起こし、発症後 1 年から 5 年で死に至る (Hillel et al., 1989; 

Mitchell et al., 2010; Kanning et al., 2010; Traynor et al., 2010)。現在 ALS の治療薬は、症

状管理と呼吸補助に基づいており、広く使われている承認薬として興奮性アミノ酸受

容体への阻害作用により、神経細胞の保護作用を示すリルゾールと、フリーラジカル

消去による脂質過酸化を抑える作用により、神経細胞の酸化的障害を抑制する作用を

示すエダラボンがあげられるが、数カ月の延命効果があるのみで、ALS 患者に有効で

あるとは言えない (Petrov et al., 2017; Sawada et al., 2017) 。近年、ウイルスベクターを

用いた遺伝子治療を目標とする研究が行われているが(Wang et al., 2022)、ALS の進行

を防止する治療薬が未だ開発されておらず、現在根本的な ALS 治療薬が存在しない。

嚥下障害は ALS 患者に頻発する症状で、嚥下障害の初期は主に口腔機能障害によって

起こるとされており、摂食嚥下障害を改善することで、ALS の予後を改善できる可能
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性が報告されている (Kawai et al., 2003; Jani et al., 2016) 。そのため ALS の摂食障害を

解明し、摂食障害と病状進行との関係性について検討する必要がある。しかしながら

ALS の早期診断に有用なバイオマーカーは現在まで開発されておらず、ALS 患者にお

いて、病期の初期から終末期までの経時的な観察は困難であることから、これまで ALS

の病態進行に関する多くの研究は ALS モデルマウスを用いて行われている。Cu/Zn ス

ーパーオキシドジスムターゼ 1(SOD1)は、家族性 ALS 患者で最も変異が多く認めら

れる遺伝子であり (Rosen et al., 1993; Lutz et al., 2018)、SOD1G93A トランスジェニッ

クマウスはALSの研究において最も広く使用されているモデルマウスである (Gurney 

et al., 1994; Lutz et al., 2018)。この ALS モデルマウスは、後肢の攣縮やふらつきなどの

症状出現の後、四肢の筋の硬直が進行して約 20 週齢で死に至る (Weydt et al., 2003; 

Kieran et al., 2004; Wooley et al., 2005; Stam et al., 2008) 。また体重の変化が病期の進行

によって起こることが確認されており (Smittkamp et al., 2008)、ALS の進行とともに

代謝異常が起こり、体重減少の一因となる可能性が報告されている (Kasarskis et al., 

1996) 。しかし 9 週齢以降の ALS モデルマウスでは、前肢、後肢の握力に変化が認め

られるものの、終末期においては運動量に影響は認められないといった報告や 
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(Smittkamp et al., 2008) 、13 週齢以降になると、ALS モデルマウスは 1 日の走行距離

が急激に減少するという報告があり (Bruestle et al., 2009) 、ALS モデルマウスの運動

量と体重の関係について明確な見解は得られていないのが現状である。さらに ALS モ

デルマウスの摂食行動や咀嚼運動と体重の関係についても不明である。そこで本研究

では ALS モデルマウスを用いて、咀嚼運動特性や摂食行動特性の解明と、咀嚼運動と

体重との関係性について検討を行った。 

ALSモデルマウスの摂食行動を記録する方法は数多くあるが (Dell et al., 2014; Egnor 

et al., 2016; Camomilla et al., 2018) 、ビデオ撮影は動物の行動を観察する非侵襲的な手

法である (Mackenzie et al., 2020) 。咀嚼運動の観察は、これまで下顎骨の任意の点で

3 次元運動軌跡を再構築することによるマウスの顎運動追跡システムなどが用いられ

てきた (Moriuchi et al., 2019) 。また高速度カメラを用い、約 5Hz の高速なマウス顎運

動を効率的に記録する報告もあるが (Moriuchi et al., 2019) 、いずれの方法も非生理的

な条件下では顎の動きを抑制する必要があった。マウスの咀嚼周期は開口期、閉口期、

咬合期の 3 期に分類され、マウスにおける特徴的な咀嚼運動については、主に咬筋と

側頭筋の協調運動により形成されるが (Utsumi et al., 2010; Moriuchi et al., 2019)、非侵
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襲的な方法で咀嚼周期を判定するため、Lever らは、ALS マウスの咀嚼運動をビデオカ

メラで撮影し、1 秒当たり 30 枚の画像より開閉口を目視にて判定し咀嚼周期について

検討を行った(Lever et al., 2009)。本研究ではマウスの咀嚼運動をビデオカメラで撮影

し、1 秒あたり 25 枚の画像より開閉口を判定、開口相と閉口相の 2 期に分け、経時的

に咀嚼周期を解析し、咀嚼周期の変調について検討を行った。 

近年急速に発展している深層学習を含む Artificial Intelligence (AI) は、特徴量の抽

出方法をコンピュータが自動的に学習するため、従来よりもはるかに容易に構築可能

となった (Mori et al., 2022) 。これまで研究者が行っていた実験解析を AI に代用する

ことで、膨大な情報を短時間で解析することが可能になった (Schaefer et al., 2012; 

Anderson et al., 2014) 。医療においても単純 X 線撮影、MRI、超音波画像など、様々な

画像解析に AI を適用する試みが多くなされている (Cai et al., 2020) 。Single-shot 

Multibox Detector (SSD) は、画像から物体を検出するための深層学習技術に基づく最

先端のアルゴリズムで (Liu et al., 2016) 、16 層以上からなる深い畳み込みニューラル

ネットワーク (CNN) を使用しており、画像認識における AI システムの高性能モデ

ルの一つとして知られている (Krizhevsky et al., 2012; Simonyan et al., 2015; Liu et al., 



5 

 

2016)。医療において食道がんの検出や、嚥下造影検査の画像から舌骨を検出するシス

テム、運動中の動物の検出、嚥下評価などに利用されている (Wang et al., 2021; Zhang 

et al., 2018) 。そこで本研究では、ALS モデルマウスの摂食行動を撮影した動画より、

摂食行動特性を定量的に評価するとともに咀嚼時の開閉口を自動的に検出する開閉口

運動検出 AI モデルを SSD により開発し、咀嚼運動における開閉口運動リズムの変化

について詳細な検討を行った。 

咀嚼運動は、咀嚼筋、三叉神経運動ニューロン (MoV) 、一次感覚ニューロンであ

る三叉神経中脳路核ニューロン (MesV) によって制御されており、近年のマウスやラ

ットを使った研究では、MoV だけでなく MesV も咀嚼リズムの形成に重要な役割を果

たすことが報告されている (Komuro et al., 2001) 。MesV は閉口筋筋紡錘からの感覚

刺激を視床下部に投射し、伸張反射に関連する感覚神経と考えられてきたが、運動に

関連する固有感覚情報を他の中枢神経系 (CNS) 領域へ伝達する役割(Yokoyama et al., 

2013; Mameli et al., 2014; Xing et al., 2014) を有しているとの報告がある。MesV は一次

感覚ニューロンでありながら唯一脳内に存在し、咀嚼運動を制御する重要な中枢であ

る。新生児期 ALS モデルマウスの MoV における電気生理学的検討では他の運動ニュ
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ーロンと同様に過剰発火が報告されているが (Venugopal et al., 2015)、新生児期 ALS

モデルマウスの MesV では発火抑制を伴った不規則な発火活動が認められており、

Nav1.6 型 Na+電流の減少が不規則な発火活動の原因であることが報告されている 

(Seki et al., 2019)。ALS マウスモデルにおけるこれらの神経筋伝達の初期変化は、ALS

関連症状の発症以前より認められていると考えられており (Rocha et al., 2013)、 電気

生理学的検討において MoV と MesV で異なった特性変化を認めたことから、これまで

ALS の原因であると考えられ、主に研究が行われている運動ニューロンの異常のみな

らず、これまで注目されることが少なく、ほとんど研究報告がない一次感覚ニューロ

ンの異常についても ALS の病態解明において検討の必要があることが示唆された。し

かしながら ALS マウスモデルにおいて、新生児期の MesV で重大な異常が報告された

にもかかわらず、これまで成熟期の MesV における電気生理学的特性についての報告

はなく、病態進行後における MesV の解剖学的、電気生理学的異常の有無やその詳細

については現在まで不明である。そこで本研究では、成熟期 ALS モデルマウスの咀嚼

運動中枢の特性を解明するために、Whole-Cell patch clamp 法を用いて MesV の電気生

理学的検討を行った。咀嚼リズムの変調や、咀嚼を制御する一次感覚ニューロンの異
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常を解明することは、今後ALS患者における摂食障害の改善につながる可能性がある。

さらに一次感覚ニューロンをターゲットとした新たなALS治療薬の開発につながる可

能性があると考える。 
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研究材料と方法 

実験動物 

本研究では  ALS モデルマウス  (JAX strain: C57B6SJL-Tg (SOD1G93A)1Gur/J) 

(mSOD1 マウス) (Jackson Laboratory: Bar Harbor, MA, USA) とその野生型マウス 

(C57B6J)(WT マウス) を使用した (Seki et al., 2019) 。すべての動物プロトコルは、

日本学術会議が定める「動物実験の適正な実施のための指針 2006」(指針)に準拠して

実施し、大阪大学遺伝子組み換え実験安全委員会 (遺伝子組み換え実験安全委員会承

認番号：04538) 及び大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会 (動物実験委員会承

認番号：動歯-20-005-0) の承認を受けた。本実験では、AI モデル開発を含む摂食行動

試験に生後 7〜18 週齢マウス (雄、mSOD1; N=10、WT; N=9) を使用し、Mes V の電

気生理学的検討に生後 12 週齢マウス (雄、mSOD1; N=5、WT; N=5) を使用した (表

1)。マウスの遺伝子型は、尾のサンプルを用いた RT-PCR によって決定した。各マウ

スは温度 23℃、湿度 60％、12 時間毎の明期、暗期に管理された環境で個別のケージ

内に飼育し、固形飼料 (MF: Oriental Yeast, 東京, 日本) を自由摂取させた (Kida et al., 

2015) 。 
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ALS モデルマウスにおける開閉口運動の撮影  

飼育用ケージの側壁に小動物用チーズ飼料 (カットチーズ: ドギーマンハヤシ, 大

阪, 日本) を固定し、2 台の Video Camera (HANDYCAM, model HDR-XR520V: Sony 

Corporation, 東京, 日本; Everio, model GZ-HM890: 日本ビクター株式会社, 神奈川, 日本)

を用いて側方 2 方向 (固形飼料よりそれぞれ 115mm と 165mm の位置) から複数回の

マウスの摂食行動を観察するため 30 分間ビデオ撮影を行った (1 分あたり 25 枚の画

像) (Lever et al., 2009) (図 1A) 。事前の摂食制限は行わず自発的な摂食行動を記録し

た。 

 

マウスの開閉口運動検出 AI モデルの開発 

Deep Learning 技術を用いたマウス開閉口運動検出 AI を開発において、本研究では

一般物体認識アルゴリズムである Single Shot Multibox Detector (SSD) を用いた (Liu 

et al., 2016) 。開閉口状態の基準については、マウス側貌における開閉口画像より上下

顎が垂直方向に最大開口しており、画像上にて側貌の鼻端から下顎下縁における外形

線が連続していない状態を ”open”とし (図 1B)、上下顎が咬合し完全閉口しており、
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画像上にて側貌の鼻端から下顎下縁における外形線が連続している状態を ”close” と

定義した (図 1C) (Lever 2009., et al)。これにより 99％以上の画像を“open”か”close” 

に分類することが可能であった。開閉口運動検出 AI の開発には、10 匹のマウスより

作成した ”open” ( 1504 枚) 、“close” (1505 枚) 、合計 3009 枚の画像を用いた (図２

A)。そのうち、7 匹のマウスより作成した 2036 枚の画像を SSD の訓練に使用し、873

枚の画像を SSD の検証に使用した (図２A)。訓練、検証では使用しなかった 3 匹のマ

ウスより作成した 100 枚の画像を SSD の評価に使用した (図 2A) 。経時的に撮影し

た摂食行動の動画について、開閉口運動検出 AI モデルを用いて”open”、“close” を識

別、検出した。検出画面では矩形が事前に設定した情報を含んでいるのかの信頼度を

示す確率である Confidence Score (図 3A, B) が算出された。Confidence Score は 1.0 が最

高値であり、SSD にて”open”、“close” が適切に検出されたことを確認した。開閉口運

動検出 AI モデルの評価に関しては、事前に ”open” と定義した画像 50 枚、”close” と

定義した画像 50 枚、合計 100 枚の画像を、開閉口運動検出 AI モデルにより ”open”、

“close” の検出を行い、事前の ”open”、“close” との一致率を比較した。”open” と定義

された画像が開閉口運動検出 AI モデルにより”open”と検出され、判定が一致する確率
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は 88％で、”close” と定義された画像が開閉口運動検出 AI モデルにより ”close” と検

出され、判定が一致する確率は 92％であった (図 2B)。 摂食行動を撮影した 30 分間

の動画より咀嚼運動を行っている場面を前半 15 分より 1 場面、後半 15 分より 1 場面、

合計2場面をそれぞれ抽出しSSDにより開閉口運動の判定を行った (Lever et al., 2009)。

1 秒あたり 25 枚の画像 (1 枚あたり 0.04 秒) より”open”、“close” の判定を行ったとこ

ろ、マウスの開口に応じて複数個連続した、”open” が判定され、マウスの閉口に応じ

て複数個連続した “close” が判定された(図 3A)。一連の開閉口運動に対して ”open”、

“close” の判定結果はすべて連続しており、全ての画像で ”open” または “close” が判

定された。これらの結果から顎運動のパラメータとして「開口相時間」、「閉口相時間」、

「開閉口比」を設定し、経時的な計測を行った。「開口相時間」は 1 回の開閉口運動に

おいて連続で ”open” と判定された時間で、0.04 秒× (”open” と連続して判定された

画像の枚数) とした (図 3B)。「閉口相時間」は 1 回の開閉口運動において連続で ”close” 

と判定された時間で、0.04 秒× (”close” と連続して判定された画像の枚数) とした 

(図 3B)。(図 3B)。「開閉口比」は連続する開閉口運動における ”open”、“close” の比

とした。それぞれの顎運動のパラメータについて経時的に計測を行った。 
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ALS モデルマウスの摂食行動観察および体重計測  

摂食行動観察において、すべてのマウスは自由摂餌とした。摂食行動観察を行う前

に体重計測を行った。ビデオ撮影は 1 週間に 1 度 18 時～22 時に 30 分かけて行った。

摂食行動特性の測定項目について、牛村らや木田らが報告されている方法に準じ、「体

重」、「摂食開始時間」、「30 分あたりの総摂食時間」、「30 分あたりの総摂食量」の 4 項

目を設定した (Ushimura et al., 2015 ; Kida et al., 2015)。「体重」は摂食行動観察前に計

測を行った。「摂食開始時間」は観察を開始してから摂食行動開始までに要した時間と

した。「30 分あたりの総摂食時間」は観察開始後から 30 分間において観察された摂食

行動のうち飼料の咀嚼運動を行っている時間の合計とした。「30 分あたりの総摂食量」

は観察開始時における飼料の重量から 30 分後の観察終了時点での飼料の重量を差し

引いた変化量とした(Ushimura et al., 2015 ; Kida et al., 2015)。これらの評価項目を 7 週

齢から 18 週齢まで毎週測定し、mSOD1 群と WT 群を経時的に比較した。 

 

ALS モデルマウスの MesV に関する電気生理学的検討 

実験には生後 12 週齢の WT マウス及び mSOD1 マウスを使用した。これまで報告さ
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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 NaH₂PO

₄,26 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, MO, USA) を用いてスライス標本作成装置に固定

し、MesV 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。すべての細胞外液は、95 %O₂+5%CO₂ 混

合ガスにて混和させた状態で使用した。 

 正立型 Nomarski 赤外線微分干渉顕微鏡 (BX51W1: オリンパス, 東京, 日本) のス

テージ上に設置した記録用チャンバー (アクリル製、容量 2.0ml) に脳幹スライス標本

を静置し、スライスアンカー (Warner Instruments: Holliston, MA, USA) を用いて固定

した。N-ACSF を 2 ml/min の速度で潅流しながら赤外線透視条件下で直径約 20-40 μm
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の偽単極性の類円形細胞である MesV を解剖学的に同定し、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成装置 (P-87: Sutter Instruments, 

Novato, CA, USA) を用いて、外径 1.5 mm、内径 1.12 mm 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: 東京, 日本) を先端抵抗値が 3-5 MΩ となるよう

に作成した。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 115K-gluconate, 

25 KCl, 9 NaCl, 10 HEPES, 0.2 EGTA, 1 MgCl2, 3 K2 -ATP, 1 Na-GTP (mM) とし、pH 7.25

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 MesV の電気活動を記録した。電気信号は、patch clamp 用増幅器 

(Multiclamp 700B: Molecular Devices, San Jose, CA, USA) で増幅後にアナログ-デジタル

変換器 (Digidata 1550 A: Molecular Devices, San Jose, CA, USA) 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 (CLAMPEX 10.6: Molecular Devices, San 

Jose, CA, USA) を用いて記録及び解析を行った。 
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統計処理 

統計解析は Excel statistics program (SPSS Inc: Chicago, IL, USA) を用いて行った。正

規性については Kolmogorov-Sminov 検定または Shapiro-Wilk 検定、分散の等質性につ

いては Levene の検定を用いた。独立したサブセットは student-t 検定で分析した。すべ

てのデータは平均値 ± 標準誤差 (S.E.) で表した。開閉口相時間、体重、総摂食時間、

総摂食量、摂食開始時間、において、WT 群、mSOD1 群間の比較は二元配置反復測定

ANOVA で評価した。両群間に交互作用が検出された場合は、student-t 検定にて、post-

hoc 比較を行った。開閉口相時間と体重との関係は、ピアソンの積率相関係数検定を用

いて評価した。有意水準は 5％とした。 
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結果 

マウス開閉口運動検出 AI モデルによる開閉口運動の判定 

開閉口運動検出 AI モデルにより開閉口運動が検出され、判定結果より開口相時間、

閉口相時間、開閉口比を計測し、7 週齢から 18 週齢の各週齢において WT 群と mSOD1

群を比較した。mSOD1 群において 12 週齢以降、開口相時間は延長し、17 週齢以降、

有意な延長を認めた (F(1, 146) = 1.95, p = 0.01, 17week; WT, 0.05 ± 0.01 s, mSOD1, 0.08 ± 

0.01 s, p = 0.01, 18week; WT, 0.05 ± 0.01 s, mSOD1, 0.09 ± 0.01 s, p = 0.01, repeated-measured 

ANOVA followed by student-t post hoc comparison, 図 4A) 。7 週齢から 18 週齢の閉口相時

間 (F(1, 182) = 1.04, p = 0.99, repeated-measured ANOVA, 図 4B) 、開閉口比 (F(1, 263) = 

1.09, p = 0.12, repeated-measured ANOVA, 図 4C) については両群に有意な差を認めなか

った。 

 

ALS モデルマウスの体重および摂食行動の各パラメータにおける経時的変化  

7 週齢の体重を 1 とした体重 (Normalized weight) について WT 群は、7 週齢から 12

週齢にかけて増加傾向を認めたが、mSOD1 群は 12 週齢以降に減少を認め、15 週、17
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週、18 週において有意に減少した (F(1, 218) = 0.88, p = 0.01, 15week; WT, 1.23 ± 0.03, 

mSOD1, 1.14 ± 0.04, p = 0.01, 17week; WT, 1.25 ± 0.05, mSOD1, 1.08 ± 0.05, p = 0.01, 18week; 

WT, 1.31 ± 0.04, mSOD1, 1.05 ± 0.05, p = 0.01, repeated-measured ANOVA followed by student-t 

post hoc comparison, 図 5A) 。摂食開始時間において両群ともに減少傾向であったが両

群間に有意差は認められなかった (F(1, 164) = 1.09, p = 0.56 8week; WT, 323.50 ± 84.31 s, 

mSOD1, 426.50 ± 294.50 s, 18week; WT, 58.83 ± 17.60 s, mSOD1, 56.00 ± 8.00 s, repeated-

measured ANOVA followed by student-t post hoc comparison, 図 5B) 。30 分あたりの総摂食

時間については WT 群では 7 週齢から 18 週齢において変化は認められなかったが、

mSOD1 群では延長傾向を認めた (F(1,163) = 0.79, p = 0.99, 17week; WT, 180.80 ± 32.03 s, 

mSOD1, 303.14 ± 39.48, 18week; WT, 89.00 ± 19.49 s, mSOD1, 417.50 ± 151.67 s, repeated-

measured ANOVA followed by student-t post hoc comparison, 図 5C) 。30 分間の総摂食量に

関しては両群ともに増加傾向であったが両群間に有意差は認められなかった (F(1, 

169) = 1.20, p = 0.23 7week; WT, 0.08 ± 0.02 g, mSOD1, 0.02 ± 0.01 g, 18week; WT, 0.16 ± 0.03 

s, mSOD1, 0.27 ± 0.09, repeated-measured ANOVA followed by student-t post hoc comparison, 図

5D) 。 
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12 週齢以降における ALS モデルマウスの体重変化と開閉口相の関係 

体重減少に関連する因子を検討するため、開口相時間、閉口相時間および開閉口比

において、12 週齢以降認められた体重減少との相関関係について検討をおこなった。

Normalized weight と開口相時間において、WT 群では相関は認められなかったが (r = 

0.08, p = 0.57, 図 6A) 、mSOD1 群では負の相関が認められた (r = -0.44, p = 0.01, 図 6B) 。

Normalized weight と閉口相時間において、WT 群、mSOD1 群ともに相関は認められな

かった (WT; r = 0.22, p = 0.19, mSOD1; r = -0.07, p = 0.67, 図 6C) 。Normalized weight と

開閉口比において、WT 群、mSOD1 群ともに相関は認められなかった (WT; r = 0.13, p 

= 0.41, mSOD1; r = 0.06, p = 0.70, 図 6D) 。 

 

12 週齢 ALS モデルマウスにおける MesV の電気生理学的特性変化 

12 週齢のマウスを用いて、MesV の電気生理学的特性を比較した(図 7A)。基本膜特

性において v-clamp 条件下では、mSOD1 群の静止膜電位(RMP)は WT 群に比べ有意に

低かった (F(1, 23) = 0.39, WT: -52.50 ± 4.50 mV、mSOD1; -84.80 ± 5.70 mV、p = 0.01, 

student-t) 。その他の基本的な膜特性には、有意な差は認められなかった(表 2)。矩形
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波脱分極パルスを与えると c-clamp 条件下では、単一の活動電位を示す MesV と連続

発火活動を示す MesV に分かれる (図 7A)。mSOD1 群では連続発火活動を示す MesV

の比率が減少傾向を示した (WT; 56％, 5/9, mSOD1; 20％, 3/15, p = 0.07 Pearson's chi-

square test, 図 7B) 。c-clamp 下で 10 pA、10 ms の矩形波脱分極パルスにより活動電位 

(AP) が誘発される (図 8A) 。mSOD1群とWT群のAP特性 (Spike height、Half width、

Slope、AHP、Duration) に有意な差は認められなかった。(図 8B、表 3) 。c-clamp 下

で 0〜1000 pA、500 ms の矩形波過分極パルスを加えると、連続発火活動が誘発される 

(図 9A)。連続発火活動を示す Mes V において mSOD1 群では、WT 群に比べ発火時間

が有意に短縮した(F(1, 6) = 39.69, WT; -55.50 ± 4.50 ms, mSOD1; -23.80 ± 5.70 ms, p = 

0.01, student-t, 図 9B)。周波数-電流曲線 (F-I 曲線) において、mSOD1 群は有意な周波

数の上昇を認めた (F(1, 48) = 3.85, p = 0.01, 700 pA; WT, 124.80 ± 12.10 Hz, mSOD1; 

157.90 ± 12.80 Hz, p = 0.02, 800 pA; WT, 129.30 ± 12.40 Hz, mSOD1, 174.10 ± 13.50 Hz, p = 

0.01, 900 pA; WT, 136.90 ± 11.10 Hz, mSOD1, 184.30 ± 21.70 Hz, p = 0.03, 1000 pA; WT, 

143.10 ± 9.60 Hz, mSOD1, 194.03 ± 18.70 Hz, p = 0.02, repeated-measured ANOVA followed by 

student-t post hoc comparison, 図 9C) 。 
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考察 

本研究において、ALS モデルマウスでは同時期に、咀嚼リズムの変調と体重減少が

認められた。成熟期 ALS モデルマウスにおける MesV の電気生理学的検討を行ったと

ころ、発火ニューロンの割合が減少し、発火活動の変調が認められた。本研究より ALS

モデルマウスにおいて、新生児期 ALS モデルマウスで報告された MesV の特性変化が、

成熟期 ALS モデルマウスでも生じていることが新たに示された。 

 

AI を用いた ALS モデルマウスの咀嚼運動解析  

本研究において、マウスの摂食行動をビデオカメラで記録することで、非侵襲的に

咀嚼運動を測定することが可能となった。さらに開閉口を自動的に検出する開閉口運

動検出 AI モデルを開発したことで、多量の画像データを処理することが可能になっ

た。開閉口運動検出 AI の判定と研究者が設定したマウスの開口、閉口判定の一致率は

それぞれ 88％と 92％で、高い一致率を示した。さらに、本研究の開閉口運動検出 AI

モデルより計測した ALS モデルマウスの開口相時間は 0.06～0.12 秒、閉口相時間は

0.06～0.08 秒であったが、Lever らや吉田らの報告によるとマウスの開閉口運動サイク
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ルは約 5Hz で本研究での結果と近似しており(Lever et al.,2009；Yoshida et al.,2021)、ビ

デオカメラにてマウスの摂食行動を記録し、開閉口運動検出 AI モデルにて咀嚼リズム

を解析する本研究方法は妥当であると考える。しかしながら AI モデルにはいくつかの

限界がある。まず、開閉口の学習に用いた画像は、研究者の目視によって選択される

ため、研究者間の判定基準の相違により開口閉口の判断結果にばらつきが生じる可能

性がある。そこで本研究では研究者 2 人によって選択された完全開口と完全閉口の画

像を AI モデルの学習に使用し、可能な限り結果にばらつきが生じないよう配慮した。

そのために用いた画像の数がやや少なく、どのような画像を苦手とするかというモデ

ルの特性は明らかとなっていない。高精度の CNN を構築するために多量のデータセッ

トを蓄積しても精度の向上が見込めない可能性があり、今後の AI モデルを使った研究

においてデータセットの選択はモデルの性能向上の必要性に応じて詳細に検討する必

要がある (Mackenzie et al., 2020) 。 

本研究で開発したマウスの開閉口運動検出 AI モデルは、今後ヒトの開閉口運動検出

AI モデルの作成に応用可能である。ヒトの咀嚼運動検出 AI は非侵襲的に咀嚼リズム

の変調をリアルタイムで検出でき、在宅医療においても使用可能であることから、今
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後 ALS 患者の病状進行を判定する重要なバイオマーカーとなる可能性がある。 

 

ALS モデルマウスにおける咀嚼運動の変調と体重との関係  

本研究において 12 週齢以降の ALS モデルマウスにおいて体重減少を認めた。総摂

食量が ALS モデルマウスの週齢に比例して増加しており、野生型マウスとの有意差を

認めなかったことから、体重減少の原因として過去に報告された ALS の病状進行にと

もなった代謝異常がALSモデルマウスに生じていることが推測された (Kasarskis et al., 

1996)。ALS モデルマウスの運動量と体重の関係については明確な見解は得られていな

いのが現状であるが (Smittkamp et al., 2008；Bruestle et al., 2009) 、本研究において ALS

モデルマウスの摂食開始時間は週齢と反比例して減少傾向であり、野生型マウスと比

較し有意差を認めなかったことから、明確な運動量の減少は疑われなかった。さらに

咀嚼運動と体重減少の関係について、咀嚼運動は食物の摂取と消化に大きな役割を果

たし、様々な機序で体重に影響を与えると考えられており (James et al., 2018) 、ヒト

を対象とした過去の研究では食物の咀嚼回数を 15 回から 40 回に増加させたところ、

食物摂取量の減少、満腹感の増加が認められ、長時間の咀嚼運動が摂食速度の減少を
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通じて体重減少に影響を与える可能性が報告されている (Hollis et al., 2018) 。本研究

において、咀嚼リズムの変調及び体重減少が認められた 12 週齢 ALS モデルマウスで

は平均 167.3 秒、18 週齢においては平均 417.5 秒と摂食時間が延長しており、咀嚼時間

の延長が摂食速度の減少を通じて体重減少の一因となった可能性があると考える。咀

嚼時間の延長の原因について、12 週齢以降の ALS モデルマウスでは週齢に従って開

口相時間の延長は認めたものの、閉口相時間の延長は認めなかったことから、MesV や

MoV を含めた閉口筋筋活動のメカニズムに変化が生じている可能性が推察された。今

後、咀嚼運動特性や摂食行動特性の変化が、ALS で認められる様々な臨床症状と関係

があるのか検討を行う必要がある。 

 

成熟期 ALS モデルマウスにおける Mes V の特性変化 

本研究では、成熟期 ALS モデルマウスの MesV において、基本膜特性のうち静止膜

電位の顕著な低下が観察された。MesV の静止膜電位の安定化や細胞の興奮性の調節

には、緩徐な内向き整流電 (I(h))が関与していることが報告されている (Tanaka et al., 

2002) 。また、Nav1.6 型 Na+電流の一つである持続性ナトリウム電流(I(NaP))を調節
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することにより、MesV の膜興奮性や放電特性が大きく変化することが示されている 

(Tanaka et al., 2006) 。さらに I(NaP) は緩徐に不活性化されることが多く、一過性の

活動電位の発生には直接関与しておらず (Venugopal et al., 2019) 、スパイク発生の閾

値直下の電圧領域における膜興奮性の制御に関連している (Wu et al., 2002) 。これら

のことから本研究における発火ニューロンの割合の減少は、I(NaP) の減少に関連して

いる可能性がある。乳幼児期の MesV では膜電位の持続的な脱分極条件下で誘発され

る内因性バースト発火活動が認められるが  (Tanaka et al., 2003; Wu et al., 2005; 

Venugopal et al., 2019) 、本研究において成熟期の MesV では、乳幼児期マウスの MesV

で認められた連続発火活動は認められたものの、内因性バースト発火活動は認められ

なかった。発火ニューロンにおける比較では、成熟期 ALS モデルマウスの MesV にお

いて、スパイク周波数の大幅な上昇と発火時間の減少を示した。これまでの報告では、

ナトリウム電流の他に、一過性外向き電流 ( I(TOC) ) や 4-AP 感受性持続性外向き電

流 ( I(4-AP) ) がMesVの発火活動の持続時間に関与しており (Del Negro et al., 1997) 、

特に I(4-AP) は、ニューロンが持続的な発火を示すか、脱分極電流に反応して順応す

るのかを決定する (Del Negro et al., 1997) 。この電流の神経伝達物質による調節や静
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止膜電位の調節は MesV の出力特性を変化させる可能性があり、ナトリウム電流の増

強とカリウム電流の減少の両方が過剰興奮を引き起こすことが報告されている 

(Brian et al., 2014)。このことから、成熟期 ALS モデルマウスの MesV においては、

I(NaP) に代表されるナトリウムコンダクタンスのみならず、I(TOC) や I(4-AP) など

のカリウムコンダクタンス、I(h) などが変調をきたしている可能性がある。ALS モデ

ルマウスおいて、運動ニューロンだけでなく一次感覚ニューロンである MesV の膜興

奮性が、ナトリウムコンダクタンスやカリウムコンダクタンスなどの複数のイオンチ

ャネルの変調を伴って進行性に変化した可能性が示された。本研究においては c-clamp

条件下のみでの検討であったが、過去の研究における膜興奮性の解析については v-

clamp 条件下に各種電流の関与に対しての検討がなされている。MesV の膜興奮性や放

電特性について v-clamp 条件下での更なる検討を行うことが今後の課題である。 

これまで ALS は運動ニューロンの異常が原因であると考えられてきたが、成熟期

ALS モデルマウスにおいて一次感覚ニューロンの特性異常が認められたことから、本

研究結果は ALS 患者における摂食障害の解明の一助となるだけでなく、一次感覚ニュ

ーロンをターゲットとした新たな ALS 治療薬の開発につながる可能性がある。 
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結語 

本研究では、ALS モデルマウスにおける摂食行動特性に関する行動生理学的検討及

び三叉神経中脳路核ニューロンの電気生理学的検討を行った。ALS モデルマウスの咀

嚼運動の変調と体重減少は同時期より認められた。ALS モデルマウスの体重減少の原

因について、総摂食量の減少は認めず摂食時間の延長を認めたことから、ALS の病状

進行に伴った代謝異常とともに、咀嚼運動の変調を伴った摂食時間の延長が一因とな

った可能性が示唆された。ALS モデルマウスの三叉神経中脳路核ニューロンにおいて、

これまで乳幼児期で報告されていた特性変化が成熟期でも認められた。特性変化の原

因について、乳幼児期 ALS モデルマウスで報告されているナトリウムコンダクタンス

のみでなくカリウムコンダクタンスなど複数のイオンチャネルが変調をきたしている

可能性が示唆された。本研究結果より ALS における摂食障害と病状進行との関係性に

ついて一部解明が行われた。今後ALSにおける摂食障害についてさらなる解明を行い、

ALS 患者における摂食障害の治療を目指す。 
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図1: マウス開閉口運動検出AI の構築

(A) 摂食行動を2台のビデオカメラで左右2方向から30分間撮影した。撮影された動画より、
マウス開閉口画像を作成し、Single shot maltibox detector (SSD) に学習させた。(B) マウス

開口の検出。画像上にて側貌の鼻端から下顎下縁における外形線が連続していない状態
は”open”と判定された。(C) マウス閉口の検出。画像上にて側貌の鼻端から下顎下縁に
おける外形線が連続している状態は ”close” と判定された。
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図2 マウス開閉口運動検出AI による検出結果

(A)マウス開閉口運動検出 AI 構築に使用したデータセット(B) 研究者と開閉口検出AIモデ
ルの開閉口の判定の一致率を示す。
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図3 開閉口相時間の測定

(A) マウスの開閉口運動について、SSD による実際の検出結果を示す。開閉口運動の判定
結果と信頼度を示す確率であるConfidence Score が表示された。 (B) 開口相時間及び閉口相
時間の計測方法を示す。SSD により0.04 秒毎に判定結果が表示されている。0.04秒× (連続
して ”open” または“close” と判定された画像の枚数) をそれぞれ開口相時間及び閉口相時
間とした。
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図4: ALS モデルマウスにおける開閉口運動特性の経時的変化

WT 群 (n=10)および mSOD1 群 (n=9)の7～18週齢における開口相時間、閉口相時間、開閉口
比の結果を示す。(A) mSOD1 群における開口相時間は12週齢以降より延長傾向にあり、17
週齢以降は有意に延長した。(B,C) 閉口相時間、開閉口比ともに両群間に有意差は認められ
なかった。
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図5: ALS モデルマウスにおける体重および摂食行動特性の経時的変化

WT 群 (n=10) および mSOD1 群 (n=9) の7～18週齢における Normalized weight、30分あたり
の総摂食時間、30分間の総摂食量、摂食開始時間の結果を示す。(A) mSOD1 群における
Normalized weight は12週齢でピークに達し、15、17、18週齢で有意に減少した。(B) 摂食
開始時間において両群間に有意差は認められなかった。 (C) 30分あたりの総摂食時間につ
いて、mSOD1 群に延長傾向を示したが両群間に有意差は認められなかった。(D) 30分間の
総摂食量において両群間に有意差は認められなかった。
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図6: 12週齢以降のALS モデルマウスにおける体重と開閉口運動との相関関係

WT 群 (n=10) および mSOD1 群 (n=9) の12週齢以降における Normalized weight と開口相時
間、閉口相時間、開閉口比との関係を示す。(A,B) WT 群では Normalized weight と開口相
時間に相関を認めなかったが、mSOD1 群では負の相関が認められた。(C,D) WT 群、
mSOD1 群ともに、正規化体重と閉口相時間、開閉口比との間に相関は認められなかった。
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図7: 12週齢ALS モデルマウスにおける Mes V の Whole-cell 記録

12週齢の WT 群 (n=9) および mSOD1 群 (n=15) におけるMes V の Whole-cell 記録。
(A) Single spike のみを示した Mes Vと連続発火を示した Mes V の波形を示す。(B)
mSOD1 群では連続発火を示すニューロン の比率が減少傾向を示した。

WT mSOD1

Single
spikeのみ連続発火

44％56％

連続発火

Single 
spikeのみ

80％

20％

B

Single spikeのみ

連続発火

-70

-70

600 pA

50 mV

50 ms

WT

mSOD1

12 week

Mes V

Brainstem slice

Mes V

Mo V

Images under microscope

30 µm



A

-65

50mV

WT mSOD1

-70

50ms

10 pA 10 pA

④AHP peak

①Spike height

⑤Duration

③Half width ②Slope

図8: 12週齢ALS モデルマウスにおける Mes V の AP 特性

12週齢の WT 群 (n=9) および mSOD1 群 (n=15) における Mes V の AP 特性の解析。
(A) 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 (Half 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 (AHP, peak, mV) ⑤: ④の時間幅 (Duration, ms)   (B) WT と
mSOD1 の AP を示す。
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図9: 12週齢ALS モデルマウスにおける Mes V の連続発火活動特性

12週齢の WT 群 (n=5) および mSOD1 群 (n=3) における Mes V の連続発火活動記録。
(A) WT と mSOD1 の連続発火活動を示す。(B) mSOD1 群の連続発火活動の持続時間は有意
に減少した。(C) mSOD1 群におけるスパイク周波数は 700 pA 以上の入力電流において有意
な上昇を認めた。
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WT mSOD1

mouse
C57BL/6JJmsSlc

B6SJL-Tg 
(SOD1G93A)1Gur/J

10 9

5 5

表1: 各実験に使用したマウスの個体数

Behavioral physiological 
Experiments

Electrophysiological Experiments



WT (n=9) mSOD1 (n=15)

RMP, mV -52.5±4.5 -84.8±5.7

Rin , MΩ 26.2±5.8 21.3±6.0

Cm, pF 82.1±9.4 105.4±9.6

表2: 12週齢 ALS モデルマウスにおける Mes V の基本膜特性

*

mean ± SE, Welch’s t-test



WT (n=9) mSOD1 (n=15)

AP

Spike height, mV 79.1±3.1 72.6±2.4

Slope, mV/ms -0.017±0.006 -0.014±0.007

Half width, ms 0.26±0.04 0.24±0.08

AHP

AHP peak, mV -8.8±1.3 8.3±0.5

duration, s 0.03±0.01 0.04±0.01

表3: 12週齢ALS モデルマウスにおける Mes V のAP 特性


