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Abstract
The aim of present study is to clarify neuronal mechanisms of an inhibition of swallowing

reflex following capsaicin injection into the whisker pad skin or lingual muscle in anesthetized
rats.  We analyzed the number of swallows induced by topical administration of 0.1 ml of water
to the pharyngeal mucosa following capsaicin injection into the whisker pad skin or lingual
muscle.  The phosphorylated extracellular signal–regulated kinase (pERK) immunohisto-
chemistry in the medulla and upper cervical spinal cord was also carried out in 10 mM
capsaicin–treated rats.  We also studied the effect of MAP kinase (MEK)1/2 inhibitor, PD98059,
on pERK expression and swallowing reflex following 10 mM capsaicin injection into the whisker
pad skin or lingual muscle. 

The number of swallows decreased in dose dependent manner following capsaicin injection
into the whisker pad skin or lingual muscle.  The number of pERK–like immunoreactive
(pERK–LI) cells in the nucleus tractus solitarii (NTS), trigeminal spinal subnucleus caudalis
(Vc) and paratrigeminal nucleus (Pa5) was significantly larger in the rats with capsaicin
treatment compared to vehicle–treated rats.  After intrathecal (i.t.) injection of PD98059 in
the rats with capsaicin treatment, the number of pERK–LI cells was significantly depressed
compared to vehicle–treated rats.  Swallowing reflex was significantly enhanced in PD98059–
treated rats compared to vehicle–treated rats. 

These findings suggest that the ERK phosphorylation in NTS and Pa5 neurons is involved
in modulation of swallowing reflex following noxious stimulation of the orofacial regions.
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ラット孤束核および三叉神経傍核ニューロンは口腔顔面領域の侵害刺激による
ERKのリン酸化を介して嚥下反射を抑制する
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はじめに

近年，高齢者に発症する深刻な機能障害の 1

つとして嚥下障害が注目されている 21）。嚥下

障害を引き起こす原因として，脳血管障害や口

腔顎顔面領域における悪性腫瘍等が挙げられて

おり，三叉神経の感覚・運動障害が嚥下障害に

関連していると推察される 16,20）。また，多発

性筋炎や抜歯後の深刻な口腔痛によっても嚥下

運動が変調されるとの報告がある 5,31）。さらに，

ヒツジの舌神経を電気刺激することにより，上

喉頭神経電気刺激により誘発された嚥下反射が

抑制されたとの報告もあることから，三叉神経

侵害入力が嚥下反射の調節に関与していると考

えられる 35）。しかしながら，この神経調節機

構については全く不明である。そこで本研究で

は，三叉神経領域の侵害入力による嚥下反射調

節機構を行動学的・免疫組織化学的に探索し，そ

の神経機構を解明することを目的とした。

Jean は，嚥下反射の神経機構として末梢入力

が舌咽・迷走神経を伝って孤束核（NTS）へ伝達

され，その後延髄腹外側部へと運ばれ，運動

ニューロンが活性化し嚥下を生じると提唱して

いる 9）。さらに NTS へのグルタミン酸微量注

入は嚥下を促進し，同じく NTS への GABA，

カテコラミン微量注入は嚥下を抑制することが

知られており，嚥下反射の神経機構の中で NTS

は中心的役割を果たしていると考えられる 13,14,

15,32）。そこで三叉神経領域の侵害刺激後，嚥下

反射の変化を筋電図記録により検索し，さらに

NTS を含む延髄から上部頚髄領域において活性

化ニューロンが分布する部位を同定した。

Ji らは，extracellular signal-regulated kinase

（ERK）が侵害刺激後多くのニューロンで 5 分以

内にリン酸化され，さらに MEK1/2 のインヒビ

ターである PD98059 の髄腔内投与が侵害反射

の強い抑制を誘発することを報告した 10）。こ

れは ERK のリン酸化が侵害反射に強く関連し

ていることを示している。リン酸化 ERK（pERK）

は様々な侵害刺激により活性化されると考えら

れており，本研究では活性化ニューロンマー

カーとして pERK を用い，また PD98059 髄腔

内投与による pERK 陽性細胞発現の変化を観察

し，さらに PD98059 髄腔内投与により誘導さ

れる嚥下反射の変化を探索した。

方　　法

この研究は日本大学歯学部実験動物委員会の

許可を経て，国際疼痛学会のガイドラインに

従って行われた 34）。実験には全部で 60 匹の

SD 系雄性のラット（体重 250〜350 g）を用いた。

1．カプサイシン注入と嚥下の解析

ラットをウレタン（1.3 g/kg, i.p.）麻酔後，脳定

位固定装置に仰向けに固定し，頚部の腹側表面

に正中切開を加え，呼吸を維持するために気管

カニューレの挿管を行った。蒸留水注入により

嚥下反射を誘発するため咽頭部にチューブを設

置し，さらに蒸留水を排出するため別のチュー

ブを食道の中に留置した。蒸留水投与のための

インフュージョンチューブ（直径 0.9 mm）をガ

イドチューブ（直径 2.2 mm）の中で固定した。

EMG 記録の 5 分以上前にインフュージョン

チューブの遠心端が軟口蓋の終わりに位置する

ように，ラバーストッパーでガイドチューブを

硬口蓋の正中部に固定した。この方法により機

械刺激なしで正確に咽頭喉頭領域を刺激するこ

とができると Kajii らが報告している 11）。EMG

活動を記録するために双極エナメルコートステ
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ンレススチールワイヤー電極（電極間距離約

5 mm）を左側顎舌骨筋に留置した。顎舌骨筋は

嚥下に関与する最も重要な筋の一つとみなされ

ていることから，嚥下反射の指標として顎舌骨筋

の EMG 活動と喉頭運動を記録した 4）。EMG 発

火頻度を蒸留水注入の間 20 秒とその後 40 秒，計

1 分間記録し，喉頭運動とともに嚥下と同定され

た回数を計測した。顎舌骨筋 EMG 活動をパー

ソナルコンピューターシステムのハードディス

クに記録し，オフラインでスパイク Ⅱ（CED）ソ

フトウェアを用いて EMG 活動を解析した。

また，カプサイシン刺激による嚥下反射への

影響を調べるため，カプサイシン（Wako Co.

LTD, Japan）を 100%エタノールと 7% Tween

80 とともに生理食塩水で溶解したカプサイシン

溶液（1 mM もしくは 10 mM），もしくはビーク

ル溶液 20 µl を左側口髭部皮下または左側舌筋

にそれぞれ注入した。上記処置の 6 分後，蒸留

水を咽頭領域へ注入ポンプを使って 1 秒間に

5.0 µl/s の流速で 20 秒間注入した。嚥下回数を

カプサイシン注入 6 分後より 1 分間計測した

（口髭部, 舌筋：各 n=15）。

2．pERK陽性細胞の免疫組織化学的染色

ラットをペントバルビタール Na（50 mg/kg,

i.p.）で麻酔後，左側口髭部皮下もしくは左側舌

筋に 10 mM カプサイシンもしくはビークルを

注入し，6 分後に 0.9%生理食塩水（50 ml）を灌

流後，4%パラフォルムアルデヒド溶液にて潅

流固定を行った。延髄と上部頚髄を取り出し，

4℃で 3 日間後固定した後，20%スクロースに

48 時間浸漬した。厚さ 30 µm の凍結連続切片

をミクロトームにて作製し，4 枚おきに 1 枚の

切片を解析に使用した。切片を 0.01M PBS で

洗浄し，10% normal goat serum を含む 0.01M

PBS（triton 加）に室温で 1 時間半，その後 rabbit

anti phospho-p44/42 MAP Kinase Antibody（1 :

1000, Cell Signaling Technology, USA）に 4℃で

72 時 間 浸 漬 した。 0.01M PBS で 洗 浄 後 ，

biotinylat ed goat anti-rabbit IgG（1 :600, Vector

Labs, USA）に室温で 2 時間浸漬し，再び 0.01M

PBS で洗浄後，avidine-biotin-complex（1 :100,

ABC, Vector Labs, USA）に室温で 2 時間浸漬し

た。その後 0.05M Tris Buffer（TB）にて洗浄し，

0.035% 3,3’-diaminobenzidine-tetra HCL（DAB,

Sigma Co. LTD, Tokyo），0.2% nickel ammonium,

0.05% peroxide を加えた 0.05M TB（pH 7.4）に

室温で 5 分間浸漬した。それから 0.01M PBS で

洗浄し，ゼラチンコートスライドに貼り付け，

アルコールで脱水後，封入した。pERK 陽性細

胞は光学顕微鏡下で camera-lucida（Neurolucida

2000, MicroBrightField Inc, USA）を用いて記録

し，pERK 陽性細胞数の平均値を算出した（口

髭部, 舌筋：各 n=10）。

3．PD98059 投与

PD98059 の髄腔内持続投与による，カプサイ

シン刺激後の pERK 陽性細胞発現の変化，およ

びカプサイシン刺激後の蒸留水誘発嚥下反射の

変化をそれぞれ検索した。10%ジメチルスルホ

キシドとともに生理食塩水に溶かした PD98059

溶液もしくはビークル溶液をペントバルビター

ル Na（50 mg/kg, i.p.）麻酔されたラットに投与

した。マイクロシリコンチューブ（直径 0.8 mm）

に Alzet mini-osmotic-pump（model 2001, Durect

Co, USA; total volume of the pump: 200 µl, drug

infusion: 1 µl/hour for 7 days）を連結した。L1〜

L4 の脊椎を露出し L2〜L3 領域の硬膜を除去後，

マイクロシリコンチューブを硬膜下のスペース

に挿入した。延髄への機械的な損傷を避けるた

3CNS inhibitory pathways in swallowing reflex



めに先端を C2〜C3 領域の背側に留置し，Alzet

mini-osmotic-pump をラットの背部皮下に埋入

した（口髭部, 舌筋：各 n=20）。

4．統計解析

データはすべて平均 ± 標準誤差で示され，統

計処理は Sigma Stat3.5（Systat software, USA）

を使用した。カプサイシン刺激の嚥下反射への

変化については One way ANOVA（post hoc

Tukey test）を用い，その他の解析には等分散性

と正規性が認められた場合 Student’s t-test を，認

められなかった場合には Mann-Whitney Rank

Sum test を用いた。統計学的有意水準は p <0.05

とした。

結　　果

1．口髭部皮下，舌筋へのカプサイシン注入後の
嚥下反射の調節

咽頭領域への水投与後，舌筋へのカプサイシ

ン（1, 10 mM）またはビークル注入後に顎舌骨筋

より記録された筋活動電位の典型例を Fig.1 に

示した。口髭部へのビークル注入時，嚥下回数

は 11.2 ± 1.8 回（n=5），カプサイシン 1 mM 注

入では 7.8 ± 1.2 回（n=5），10 mM は 4.6 ± 1.4 回

（n=5）を示した。舌筋においてビークル注入時

12.6 ± 1.1 回（n=5），カプサイシン 1 mM は 2.8 ±

0.5 回（n=5），10 mM は 0.4 ± 0.2 回（n=5）を示し

た。口髭部，舌筋いずれも濃度依存的に嚥下回

数の減少を認め，口髭部はビークル群と比較し

て 10 mM 群で有意に少ない嚥下回数を示した

が，舌筋ではさらに低濃度の 1 mM 群において

も有意に少ない嚥下回数を示した。

2．カプサイシン刺激後の pERK陽性細胞数

Fig.2 には口髭部，舌筋に 10 mM カプサイシ

ン注入後の obex 付近における pERK 陽性細胞

の分布様式を示した。口髭部においては多くの

pERK 陽性細胞が同側三叉神経脊髄路核尾側亜

核（Vc）の浅層，および両側 NTS に分布してい

た。舌においては両側 Vc の浅層，両側 NTS お

よび両側三叉神経傍核（Pa5）に発現していた

（Fig.2）。口髭部カプサイシン刺激時の Vc にお

ける pERK 陽性細胞数は 202.4 ± 28.2（n=5），

NTS においては 100.6 ± 14.4（n=5）で，いずれ

もビークル刺激時の Vc 30 ± 3.3（n=5），NTS

30.8 ± 3.7（n=5）と比較して，それぞれ有意に高

い値を示したが，Pa5 においてはカプサイシン
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Fig.1 EMG discharges in mylohyoid muscle induced by water administra-
tion, which were modulated by capsaicin (1, 10 mM) or vehicle injection into
the lingual muscle.



刺激時が 1.6 ± 0.7（n=5），ビークル刺激時は 0.6 ±

0.4（n=5）で有意な差は認められなかった。舌筋

刺激により発現した pERK 陽性細胞数は，カプ

サイシン刺激時の Vc で 205.8 ± 32.6（n=5），

NTS では 205.2 ± 9.7（n=5），Pa5 は 39.8 ± 9.1

（n=5）を示し，ビークル刺激時における Vc の

73.6 ± 20.7（n=5），NTS の 39.8 ± 7.2（n=5），Pa5

の 7.4 ± 2.6（n=5）と比較し，それぞれ有意に高

い値を示した。また，いずれの核も口髭部カプ

サイシン刺激と比較して舌カプサイシン刺激で

より多くの pERK 陽性細胞発現を認めた。

3．NTS，Vc，Pa5 の pERK陽性細胞発現と
嚥下反射における PD98059 の効果

Fig.3 は PD98059 もしくはビークルを髄腔内

投与した後，舌筋に 10 mM カプサイシン刺激

を与えた際の NTS に発現した pERK 陽性細胞

の組織標本写真である。ビークルに比較して

PD98059 では pERK 陽性細胞の発現が抑えら

れているのがわかる。PD98059 持続投与後，口

髭部カプサイシン刺激時により発現した Vc の

pERK 陽性細胞数は 120 ± 17.2（n=5），NTS は

56.2 ± 12.1（n=5），またビークル髄腔内投与後の

5CNS inhibitory pathways in swallowing reflex

Fig.2 Camera–lucida drawings of pERK–LI cells in the medulla and upper
cervical spinal cord following 10 mM capsaicin administration into the
whisker pad skin or lingual muscle.  Arrows indicate the brain stem regions
where a large number of pERK-LI cells is expressed.

Fig.3 Photomicrographs of the NTS after 10 mM capsaicin injection into
lingual muscle (A: Vehicle, B: PD98059).  The number of pERK cells was
modulated after PD98059 i.t. administration.



Vc においては 223.4 ± 9.0（n=5），NTS は 109 ±

4.3（n=5）で，いずれも PD98059 群はビークル群

に比較して有意に少ない値を示した。同様に

PD98059 髄腔内投与後の舌筋カプサイシン刺激

時に発現した Vc の pERK 陽性細胞数は 149.2 ±

6.5（n=5），NTS は 113 ± 12.1（n=5），Pa5 は 22.4 ±

5.1（n=5）で，ビークル髄腔内投与時では Vc が

206.8 ± 20.5（n=5），NTS は 212 ± 26.8（n=5），Pa5

は 43.6 ± 4.9（n=5）で，いずれの核も PD98059

群はビークル群に比較して有意に少ない値を示

した。また PD98059 髄腔内投与後，口髭部ま

たは舌筋への 10 mM カプサイシン注入６分後

の蒸留水誘発嚥下回数はそれぞれ 11 ± 1.1（n=5），

2.8 ± 0.7（n=5）で，ビークル髄腔内投与後の口髭

部もしくは舌筋カプサイシン刺激の 4 ± 1.5（n=

5），0.4 ± 0.2（n=5）と比較して，いずれも有意に

高い値を示した。

考　　察

1．侵害刺激による嚥下反射の調節

NTS, Vc, Pa５は三叉神経一次求心性神経の

脳幹における標的神経核である 17,26,27）。これ

らの神経核は，三叉神経運動核，舌下神経核，

疑核，迷走神経背側運動核などの嚥下に関連し

た運動ニューロン活動調節に関与するニューロ

ンと強いシナプス結合を成している 2,18,33）。

我々は C 線維と Aδ線維とを特異的に活性化す

るカプサイシンを口腔顔面領域に対する侵害刺

激として用いた。口髭部，舌筋へのカプサイシ

ン注入によりカプサイシン濃度依存的に嚥下回

数の減少を認め，さらに高濃度刺激ではビーク

ル刺激と比較して有意に嚥下回数の減少が観察

された。これらのことは口腔顔面侵害入力が嚥

下反射の抑制に関与していることを示唆してい

る。また舌筋は口髭部に比較して低濃度でも嚥

下回数の有意な減少を認めており，これは舌刺

激が口髭部刺激に比較してより強く嚥下反射を

抑制していることを意味していると考えられる。

2．嚥下反射におけるNTS,�Vc,�Pa5
ニューロンの関連

NTS, Vc, Pa5 ニューロンが口腔顔面領域にお

ける多様な侵害刺激によって強く活性化される

ことはよく知られている 3,7,29）。口髭部皮下，

舌筋へのカプサイシン注入後，これらの神経核

での pERK 陽性細胞数がビークル注入後と比較

して有意に高い値を示し，またそれぞれの神経

核において pERK 陽性細胞の発現パターンがカ

プサイシン注入部位ごとに異なることを観察し

た。それぞれの神経核において，pERK 陽性細

胞は異なる発現パタ－ンを示していることか

ら，それぞれの核が顎顔面領域の感覚と運動機

能に対して異なる役割を担っている可能性があ

ると想像される。

NTS は嚥下に加えて味覚，内臓感覚，呼吸，

血圧などの調節にも関与している 1,6,9,12,22,23,28）。

NTS の多岐にわたる役割から，この核の機能的

複雑性が想像される。従来の研究では，NTS 侵

害受容ニューロンが自律神経と呼吸の調節に関

与していることが報告されており，NTS に存在

する侵害受容ニューロンが運動機能の調節に対

して重要な役割を成す可能性があることを示し

ている 1）。また，大腿三頭筋の収縮により活性

化される Aδおよび C 線維が NTS ニューロン

活動を変調するという報告もあり，これらと本

研究結果を考え合わせると口髭部，舌筋への侵

害刺激による NTS ニューロンの興奮性増加が

嚥下反射抑制を強く誘導した可能性があると考

えられる 19）。さらに，多くの Vc ニューロンが
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口腔顔面領域からの侵害入力を受け取っており，

Vc は高次中枢領域に対する口腔顔面侵害入力

の重要な中継核として知られている 7,25）。本実

験ではカプサイシン刺激後，Vc における pERK

陽性細胞の発現が有意に高くなっており，口腔

顔面領域の侵害入力が Vc を介して NTS へと情

報を伝達し嚥下反射を抑制している可能性が推

察される。しかし，Vc の部分切除を行った結

果，本研究において記録した嚥下反射は有意な

影響を受けなかった 30）。この結果から，おそ

らく Vc ニューロンは嚥下反射調節に対して関

与が弱い可能性があると考えられる。

さらに NTS は Pa5 からの強い入力も受け取っ

ており，また多くの Pa5 ニューロンが TMJ，咬

筋，歯髄への侵害刺激により活性化されること

が報告されている 2,3,8,24）。我々は舌筋刺激後多

くの Pa5 ニューロンの活性化を認めたが，口髭

部刺激では認めなかった。このことと，口髭部

刺激に比較して舌筋刺激でより強い嚥下反射抑

制を観察したことから，舌筋からの侵害入力が

Pa5 を介して NTS へと投射し，嚥下反射調節

に関与している可能性が考えられる。

3．MEK1/2 インヒビターPD98059投与の効果

PD980959 は ERK リン酸化のインヒビターと

して知られている 10）。ビークル髄腔内投与に

比較して PD98059 髄腔内投与は 10 mM カプサ

イシン刺激後の NTS, Vc, Pa5 における pERK

陽性細胞数の有意な減少と嚥下回数の有意な増

加を誘導した。ERK のリン酸化を阻害するこ

とにより抑えられていた嚥下反射が回復してお

り，これは ERK のリン酸化が口腔顔面領域の

カプサイシン刺激により誘導された嚥下反射抑

制に関与していることを示している。
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