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In this study, it was attempted to induce masticatory movements in an in vitro brainstem-spinal cord 

preparation isolated together with the orofacial structure from adult mice.

The preparation was perfused intra-arterially with an artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing 

dextran through a cannula fixed to the descending aorta, and was placed in a bath perfused with the ACSF. 

Repetitive electrical stimulation of the medullary pyramidal tract (MPT) induced rhythmic EMG activities 

in the digastric muscle (3.8•`7.2Hz). Bath and intra-arterial application of kynurenic acid (KYN) or D, L-

2-amino-5-phosphonovaleric acid (APV) suppressed the rhythm. During application of KYN, the rhythmic 

EMG activity in the digastric muscle could not be induced, even though the intensity of stimulation was 

raised. On the other hand, during application of APV, stimulation at a higher intensity induced rhythmic EMG 

activities with a lower frequency and a smaller amplitude.

The results showed that glutamate is involved in induction of the rhythmic EMG activities by stimulation 

of the MPT, and that excitatory effects via the N-methyl-D-aspaltic acid receptor is not indispensable for 

its induction.

1.緒 言

哺乳類の生後発達の大 きな特徴の1つ として,食 物の

形状が液体から固体へ と変わることに伴 う吸啜から咀嚼

への移行が挙げ られ る。この移行期 には,歯 牙萌出1),顎

骨や顎筋の成長発育2),嚥 下パタンの変化3)などの形態や

機能の変化に加えて,脳 内の神経伝達物質や イオンチャ

ンネルの分布の変化4～6)などの分 子レベルで も大 きな変

化が生 じている。 ヒトでは一般的に乳歯の萌出に引 き続

いて吸啜運動か ら咀嚼運動への移行が起こると考 えられ

ている7)が,先 天性の無歯顎症患者でも,生 後半年になる

と,リ ズム性が不明瞭ながらも顎堤で固形物 を咀嚼す る

ようになることが しばしば認められる。また,出 生時に

すでに永久歯列が完成 しているモルモットにおいても,

生後一定期間吸啜運動 を行った後に咀嚼運動 に移行す

る8)ことから,吸 啜か ら咀嚼への移行には,末 梢の形態や

感覚機構の変化よ りも中枢の神経機構の変化が本質的役

割を果たしているもの と考えられる。

吸啜と咀嚼運動の リズムは,呼 吸9～13)や歩行12,14,15)と同

様に,中 枢性パタン発生器 と呼ばれる神経機構で形成 さ

れると考 えられてお り16,17),成熟動物 を用いたanvivo実

験か ら,大脳皮質の皮質咀嚼野18～23)や中脳網様体24,25),錐

体路25～27)の連続電気刺激により,自 然の咀嚼運動に類似

した顎と舌の リズ ミカルな協調運動が誘発 されることが

報告されている。 ラッ トやマウスのように無歯顎で吸啜

を開始 し,出 生時に錐体路の完成していない動物では,
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図1実 験模式図

記録 槽 は95%02-5%CO2で 飽和 した人工 脳脊 髄液(ACSF):外 液 で灌 流

す る。外 液 は重力 に よ り記録 槽 内 に導 き,液 温 は29～31℃ に維 持 した。下行

大 動脈 を介 して内液(ACSF+2.25%dextran)を 持 続注 入 ポンプ を用 いて一

定 圧 で灌 流 し,外 液 と ともに水流 ポンプ に よ り排 出 した。 同芯 型双 極 電極 を

用 いて延髄錐 体 路 を刺激 し,顎 二 腹筋 前腹 に刺 入 したエ ナ メル被覆 ス チー ル

電極 に よ り筋電 図活 動 を記録 した。

皮質刺激や錐体路刺激により吸啜運動を誘発することは

できないが,新 生仔invitro摘 出脳幹標本においては,

興奮i生神経伝達物質のグルタミン酸やそのアゴニス トの
一種N-methyl-D-asparticacid(NMDA)の 灌流液中

への投与により舌下神経に吸啜様 リズムを誘発すること

ができる28)。したがって著者は,吸 啜から咀嚼への移行の

メカニズムの究明には,吸 啜 と咀嚼のパタン発生に必要

な神経機構 をすべて含み,顎 顔面 との連絡 を保 ったin

vitro標 本の開発が必要であると考えた。

そこで本研究においては,ま ずPatonの 標本29,30)を改

良し,延 髄錐体路の連続電気刺激により顎二腹筋に リズ

ム活動を誘発することのできる,成 熟マウスznvitro脳

幹標本の開発 を行 うこと,さ らに,こ の リズム活動誘発

に関与す る伝達物質 と受容体 の検索を行 うことを目的 と

した。

II.方 法

実 験 に は,生 後30～50日 齢 のC57BL系 マ ウ ス

(14～20g)62匹 を用 い た。 エ ー テ ル麻 酔 下 で皮 膚 と上 肢

を除 去 した 後,体 幹 を横 隔 膜 の尾 側 で 切 断 した。 頭 部 と

胸 郭 は95%02-5%CO2で 飽 和 した0～5℃ の 人 工 脳 脊

髄 液(外 液:125mMNaCl,24mMNaHCO3,5mM

KCI,2.6mMCaC12,1.25mMMgSO4,1.25mMKH2PO4,

20mMglucose;浸 透 圧300～320mOsm)を 入 れ た 手

術 槽 内 に浸 した 。 頭 頂 骨,側 頭 骨,後 頭 骨 の一 部 と その

直 下 の 硬 膜,小 脳 を除 去 した後,上 丘 一下 丘 間 で 除 脳 した 。

刺 激 電 極 挿 入 時 に視 野 を妨 げ な い よ うに下 丘 背 側 半 分 も

除 去 した 。 標 本 は背 側 面 を上 に して 手 術 槽 に 固 定 し,横

隔 膜 を切 除 後,下 行 大 動 脈 を分 離 し た。 外 径0.4～0.6

mm,内 径0.2～0.3mmの カ ニ ュ ー レ を下 行 大 動 脈 に挿

入 し,95%02-5%CO2で 飽 和 し,血 液 凝 固 阻 止 薬hepar-

insodium(0.05ml/g)を 加 え た0～5℃ の 人 工 脳 脊 髄

液5mlを 逆 行 性 に 注 入 し,切 断 し た 頸 静 脈 か ら 血 液 が

排 出す る こ と を確 認 した 後,24～26℃ の 人 工 脳 脊 髄 液(内

液:外 液 に2.25%dextranを 加 え た もの)を 持 続 注 入 ポ

ンプ を用 い て 一 定 圧(80～120mmHg,20～50ml/min)

で 灌 流 した 。手 術 槽 の 温度 は30分 か ら1時 間 か け て常 温

(24～26℃)ま で 戻 した 。 顎 二 腹 筋 前 腹 に一 対 の エ ナ メ ル

被 覆 ス チー ル 電 極(先 端1.0mm露 出,直 径0.2mm)を

刺 入 し,筋 電 図 活 動 の 記録 電 極 と し た。 標 本 を記 録 槽 に

移 した後,外 液 の 温 度 を29～31℃ まで 上 昇 させ 標 本 作 製

を完 了 した(図1)。 な お,一 部 の実 験 で は,外 液 温 度 を

24～26℃ に 設 定 した。

脳 幹 背 側 よ り,脳 幹 正 中 部 に脳 幹 背 側 表 面 に 対 して垂

直 に 同芯 型 双極 電 極(直 径0.2mm,中 芯0.1mm,極 間

距 離0.1mm)を 挿 入 し,単 発(矩 形 波,持 続 時 間0.5ms,

90～200μA)な ら び に 連 続 電 気 刺 激(33Hz)を 行 っ

た 。

リズ ム を誘 発 す る刺 激部 位 の 検 索 範 囲 は,吻 尾 側 方 向

に は 閂 か ら下 丘 尾 側 端 ま で,外 側 に は 正 中 線 か ら1.5

mmま で と し た。 単 発 刺 激 を,錐 体 路 の 走 行 に 沿 っ て吻

尾 側 お よ び外 側 方 向 に0.25mmご と,深 さ は脳 底 部 か
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図2刺 激部位 と単発 刺激 に よ り顎 二腹 筋前腹 に生 じた 筋電

図活 動

A.脳 幹正 中線 に沿 って刺激部 位 の検 索 を行 った。顎二

腹筋 前腹 に発 火活動 を生 じた部位 を○,生 じな か った部

位 を ×で示す 。閂 よ り吻側 に1.0mm,外 側 に0.5mmの

部位 を刺 激部位 とした。

B.単 発刺 激(持 続 時 間0.5ms,120μA)に よ り顎二

腹筋 前腹 に生 じた筋電 図活動5回 を加 算平 均 した もの。

矢 印は刺 激時 点 を表す 。

C.刺 激部 位 を示す 前頭 断組 織標本 。刺激部 位 を矢 印 で

示す 。

ら0.10mmご とに行 い,最 も低 い 閾値 で 顎 二 腹 筋 筋 電

図 活 動 を誘 発 す る部 位 を検 索 した(図2A,B)。

グ ル タ ミン酸 の作 動 薬 の1つ で あ るNMDAの 競 合 的

拮 抗 薬,D,L-2-amino-5-phosphonovaleric　 acid(APV)

50μM,ま た は グ ル タ ミン 酸 の 広 ス ペ ク トル 拮 抗 薬,

4-hydroxyquinoline-2-carboxylicacid(kynurenic

acid,KYN)50μMを 外 液 に 加 え た。 記 録 槽 中 の 薬 液 濃

度 は 内 液 で 希 釈 さ れ る ため,内 液 に も同 濃 度 の 薬 液 を溶

解 し,連 続 刺 激 に よ り誘 発 さ れ た リズ ム に 対 す る薬 液 投

与 の影 響 に つ い て検 討 した。 この 標 本 で は6～8時 間 に

わ た り安 定 して リズ ム 活 動 を記録 す る こ とが で き た。 実

験 終 了 後,刺 激 電 極 を刺 入 した ま ま通 電(200μA,15秒

間)し,微 小 破 壊 巣 を作 製 し て脳 幹 を摘 出 した。10%para-

formardehydeで3日 間 固定 後,厚 さ60,μmの 前 頭 断連

続 凍 結 切 片 標 本 を作 製 し,creasylviolet染 色 を施 し,刺

激 部 位 を組 織 学 的 に確 認 した(図2C)。

一 部 の 実 験 に は エ ー テ ル麻 酔 下 でinvavo標 本 を用 い

た。ketamine　 hydrochloride(100mg/kg,筋 注)麻 酔

下 で両 側 顎 二 腹 筋 前 腹 を露 出 し,一 対 の エ ナ メ ル被 覆 ス

チ ー ル 電極 を刺 入 して 筋 電 図活 動 の 記 録 電 極 と した 。 大

脳 皮 質 刺 激 電 極 刺 入 の ため に前 頭 骨,側 頭 骨,後 頭 骨 の

一 部 とそ の 直 下 の硬 膜 を除 去 し
,大 脳 皮 質 背 側 面 を露 出

した。 硬 膜 除 去 後 は,生 理 的 食塩 水 で浸 した 綿 片 で脳 表

面 を覆 い,乾 燥 を 防 い だ 。 頭 部 を定 位 固定 装 置 に 固定 し

た後,Ag-AgCl板 を不 関 電 極 と して 左 側 頸 筋 と皮 膚 との

間 に 置 き手 術 を終 了 し た。 リズ ム の 誘 発 に は エ ナ メル 被

覆 タ ン グ ス テ ン単 極 電 極 を介 して,=連 続 電 気 刺 激(25～33

Hz,持 続 時 間0.5ms,30～100μA)を 行 っ た 。

す べ て の 記 録 はPCMデ ー タ レ コー ダー(TEACRD

180T,サ ンプ リン グ周 波 数10kHz)に 記録 した。 デ ー

タ解 析 は,1～10kHzの 帯 域 濾 波 器 を介 してMaclab/

8s Scope3.4(ADInstrument社 製)を 用 い てPower

 Macintosh8100に 取 り込 ん だ(サ ンプ リ ン グ 周 波 数40

kHz)。 連 続 刺 激 に よ り誘 発 され た 活 動 が リズ ミ カ ル な

活 動 で あ る こ とは,筋 電 図活 動 の 自 己相 関 ヒ ス トグ ラム

を用 い て 判 定 した。 す な わ ち,そ れ ぞ れ の 刺 激 に対 し,

各 刺 激 後4～6msの 潜 時 で40μV以 上 の 振 幅 の 活 動

が 認 め られ た もの に つ い て,連 続 した 応 答100回 分(間

隔30ms)の 自 己相 関 ヒ ス トグ ラム を作 製 し,等 倍 の 時 間

間 隔 で ピー ク を認 め た 場 合 を 周期 性 を持 つ 活 動 とみ な し

た。

III.結 果

1.顎 二腹筋 に誘 発 され た リズム活 動

脳 幹 正 中部 の錐 体 路 の 走 行 に 沿 っ た 吻 尾側 方 向 の 部位

の 単 発 刺 激 に よ り,顎 二 腹 筋 筋 電 図 に 同側 で は4.5～5.2

ms(平 均4.73ms,n=4),反 対 側 で は3.6～4.1ms(平

均3.86ms,n=4)の 潜 時 で 活 動 が 誘 発 され た(図2A,

B)。 そ の な か で も閂 よ り1.Omm吻 側,正 中 か ら0.5

mm外 側,脳 底 部 か ら0.5mm背 側 の部 位 で 活 動 誘 発 の

ため の 閾 値 が 最 低 で あ っ た の で,同 部 位 を刺 激 部 位 と し

た。 この 部 位 の連 続 刺 激 は,左 右 顎 二 腹 筋 前 腹 に,同 期

して リズ ミカ ル な 筋 電 図 活 動 を誘 発 した。 この リズ ミカ

ル な群 発 活 動 は,各 刺 激 パ ル ス に 対 して短 潜 時 で誘 発 さ

れ る筋 電 図 活 動 の 振 幅 が,徐 々 に 増 大 した 後,徐 々 に 減

少 す る(漸 増 漸 減)パ タ ン を示 す 場 合(図3Bb,図4,

図7)と,振 幅 自体 に は顕 著 な 差 は な く,ほ ぼ 同一 の 振

幅 の 筋 電 図 活 動 の群 発 を示 す 場 合(図5,図8)と が あ っ

た。 こ の リズ ム の 頻 度 は,外 液 の 温 度 が24～26℃ で は

3.8～5.5Hz(平 均4.6Hz,n=5),29～31℃ で は

6.7～7.2Hz(平 均6.9Hz,n=10)で あ り,外 液 温 度 が
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図3大 脳 皮質(invivo)と 延 髄錐体 路(invitro)の 連続 電気 刺激 に よ り顎 二腹 筋前 腹

に誘発 され た リズム活動

A.a:大 脳皮 質 の背側 面 の模 式 図。刺 激(33Hz,0.5ms,30μA)部 位 を●印 で

示 す(大 脳皮 質 吻側端 よ り2.9mm尾 側,正 中 よ り2.8mm外 側),b:右 側 顎 二腹 筋

前腹 に誘発 され た リズ ミカル な筋電 図活動

B.a:脳 幹 の背側 面 の模 式 図。刺 激(33Hz,0.5ms,200μA)部 位 を● 印で示 す

(閂よ り1.5mm吻 側,0.5mm外 側),b:右 側 顎二 腹筋 前腹 に誘発 され た リズ ミカル

な筋 電図 活動

低 い と 有 意 に 周 期 が 長 か っ た(P<0.05,Mann-

Whitney'sUtest)o

znvzvo本 に お い て は,大 脳 皮 質皮 質 咀 嚼 野(大 脳 皮

質 吻側 端 よ り2.9mm尾 側,正 中 よ り2.8mm外 側)の

連 続刺 激 に よ り,左 右 顎 二 腹 筋 前 腹 に 同期 して5.1～7.5

Hz(平 均6.5Hz,n=3)の リズ ム 活 動 が 誘 発 され た(図

3Ab)a

2.顎 二腹 筋 に誘発 された リズム 活動 に対 す るキ ヌ レン酸

(KYN)の 効果

グ ル タ ミン 酸(30～50μM)お よ びNMDA(30～50

μM)の 外 液 お よ び 内 液 へ の投 与 に よ り,顎 二 腹 筋 前 腹 に

リズ ム 活 動 を誘 発 す る こ とは で き な か っ た。KYN(50

μM)を 外 液 お よび 内液 に投 与 中 に錐 体 路 を連 続 刺 激 す

る と,投 与 前(図4,最 上 段)で 見 られ た リズム 活 動 は 誘

発 さ れ な か っ た(図4,2段 目)。 刺 激 強度 を投 与 前 に 対

し3.0～8.3%(平 均5.1%,n=7)増 大 す る と活 動 自体

は 出現 し たが(図4,3段 目),刺 激 強度 を200μAま で

増 大(42.9～72.4%,n=7)さ せ て も投 与 前 と 同様 の リ

ズ ム は 生 じなか っ た 。

漸 増 漸 減 型 パ タ ンの 群 発 活 動 を示 す 標 本 で は リズ ム の

開 始 時 点 を正 確 に 計 測 で きな い た め,リ ズ ミカル な群 発

を形 成 す る筋 電 図 活 動 が 顕 著 な 振 幅 の 漸 増 漸 減 を示 さ ず

に誘 発 され た標 本(n=6)(図5)で,連 続 刺 激 各 パ ル

ス に よ り誘 発 され た活 動 の 自 己相 関 を検 索 した 。 図6に

そ の 結 果 の1例 を示 す 。 投 与 前(control,○ 印)は,ほ

ぼ240msご とに ピー ク を持 つ リズ ミ カル な 活 動 が 認 め

られ る。一 度 応 答 して か ら30ms後 に 続 け て応 答 し た も

の は77%で あ っ た。KYN投 与 時(■ 印)に は,リ ズ ム

活 動 は 消 失 し一 度 応 答 して か ら30ms後 に 応 答 し た の

は13%に す ぎ なか っ た 。通 常 の 外 液 と内 液 に戻 して か ら

30分 後(recovery,△ 印)で は,再 び ほ ぼ240msご とに

ピー ク を持 つ リズ ミカ ル な 活 動 が 出現 し た。

3.顎 二 腹筋 に誘発 され た リズ ム活 動 に対 す るAPVの 効

果

APV(50μM)を 外 液 お よび 内液 に 投 与 中 に錐 体 路 を

連 続 刺 激 す る と,投 与 前(図7,最 上 段)で 見 られ た リ

ズ ム 活 動 は誘 発 で き なか っ た(図7,2段 目)。 刺 激 強 度

を投 与 前 に対 し2.2～6.7%(平 均3.4%,n=10)増 大 さ

せ た と こ ろ振 幅 は41.6～74.2%(平 均51.6%)減 少 し,

周 期 の延 長 した リズム 活 動 が 認 め られ た(図7,3段 目)。

リズ ム の 周 期 に つ い て は,KYNの 効 果 を検 索 し た場 合

と同様 に,明 瞭 な 漸 増 漸 減 型 パ タ ン を示 さず に リズ ミカ

ル な群 発 活 動 が 生 じ た標 本(n=8)(図8)で,連 続 刺

激 に よ り誘 発 さ れ た 活 動 の 自己 相 関 を検 索 した。 図9は

そ の結 果 の1例 を示 す 。 投 与 前(control,○ 印)で は,

ほ ぼ240msご とに ピー ク を持 つ リズ ミ カル な 活 動 を示
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図4顎 二腹 筋 リズム活動 に対 す るキ ヌ レン酸(KYN)の 効

果

左 側延 髄錐体 路 連続 刺激(33Hz,0.5ms,114μA)に

よ り右側 顎二 腹筋 前腹 に生 じた リズム活動 。上 段 か ら投

与前,KYN(50μM)投 与 中,KYN投 与 中刺 激強 度 を

増大 した と き(120μA),通 常 人工脳 脊 髄液(外 液,内 液)

に戻 してか ら30分 後(120μA)の 記録 と,そ れ ぞ れの刺

激 強度 を示 す。

図6顎 二腹 筋 筋電 図 活動 の 自己相 関 ヒ ス トグ ラム ーキ ヌ レ

ン酸(KYN)の 効果

各連 続刺 激後4～6msの 潜時 で40μV以 上 の振 幅 の

活動 が 認め られ た もの につ いて,連 続 した応答100回 分

(間隔30ms)の 自己相 関 ヒス トグラム

投与 前:○,ほ ぼ240msご とに ピー ク を持つ リズ ミカ

ルな活 動 を示す。

KYN(50,μM)投 与 中刺 激 強度 を増大 した場 合:■,
一 定 の周期 を持 つ明 らか な ピー クは認 め られ なか った

。

通常 人工 脳脊 髄液(外 液,内 液)に 戻 してか ら30分 後:

△,再 び ほぼ240msご とに ピー クを持つ リズ ミカル な活

動 が 出現 した。

図5顎 二腹 筋 リズム活動 に対 す る キヌ レン酸(KYN)の 効

果

左 側延 髄錐 体路 連 続刺激(33Hz,0.5ms,140μA)に

よ り,右 側 顎二腹 筋 前腹 に誘発 され た リズ ミカル な群発

活動 。漸増漸 減 型の パ タン を示 して いな い。上段 か ら投 与

前,KYN(50μM)投 与 中,KYN投 与 中刺 激強 度 を増

大 した とき(147μA),通 常 人工 脳脊 髄液(外 液,内 液)

に戻 してか ら30分 後(140μA)の 記録 と,そ れ ぞれ の刺

激 強度 を示 す。

す 。APV投 与 時(■ 印)に は390msご と に ピー ク を持

つ リズ ミカ ル な 活 動 に変 化 した 。 通 常 の 外 液 と内 液 に 戻

して か ら30分 後(recovery,△ 印)で は,再 び ほ ぼ240

msご とに ピー ク を持 つ リズ ミカ ル な 活 動 が 出 現 し た。

平 均 周期 は,24～26℃ で は投 与 前3.8～5.5Hz(平 均4.6

Hz,n=3)が,APV投 与 時 に は2.7～4.9Hz(平 均3.9

Hz)に,29～31℃ で は 投 与 前6.7～7.2Hz(平 均7.0Hz,

n=5)がAPV投 与 時 に は5.8～6.8Hz(平 均6.2Hz)

に変 化 し た。図10は 一 度 群 発 活 動 が 生 じて か ら次 の 群 発

活 動 が 生 じ る まで の 時 間(平 均 周 期)を 計 測 し,投 与 前

の平 均 周 期 に対 す るAPV投 与 時 の 平 均 周 期 の 変 化 を相

対 値 で示 した。APV投 与 時 の 周 期 は,投 与 前 の 周 期 の

1.2～1.8倍(平 均1.5倍)で 投 与 前 に 対 し有 意 に 増 加 し,

周 期 が 長 くな っ た(p<0.05,Wilcoxon　 signed-ranks

test)。
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図7顎 二 腹筋 リズム活 動 に対す るAPVの 効 果

左側延 髄錐 体 路連 続刺 激(33Hz,0.5ms,113μA)に よ り

右 側 顎 二腹 筋 前 腹 に 生 じた リズム 活 動。 上 段 か ら投 与 前,

APV(50μM)投 与 中,APV投 与 中刺激 強度 を増大 させ た と

き(116μA),通 常 人工脳 脊 髄液(外 液,内 液)に 戻 してか ら

30分 後(116μA)の 記録 と,そ れ ぞれ の刺 激強度 を示 す。

図9顎 二 腹筋 筋電 図活動 の 自己相 関 ヒス トグラム-APVの

効 果

投与 前:○,ほ ぼ240msご とに ピー クを持つ リズ ミカ

ルな活 動 を示 す。

APV(50μM)投 与 中刺 激強 度 を増大 した場 合:■,

390msご とに ピー クを持 つ リズ ミカルな活動 に変化 した。

通常 人工脳 脊 髄液(外 液,内 液)に 戻 してか ら30分 後:

△,再 び ほぼ240msご とに ピー クを持 つ リズ ミカル な活

動 が 出現 した。

図8顎 二 腹筋 リズム活動 に対す るAPVの 効 果

左 側延 髄錐 体路 連 続刺激(33Hz,0.5ms,120μA)に よ り,

右側 顎 二腹 筋前腹 に誘 発 され た リズ ミカル な群 発 活 動。 漸増

漸 減型 のパ タ ン を示 して い ない。上 段か ら投 与前,APV(50

μM)投 与 中,APV投 与 中刺 激強 度 を増大 した と き(125μA),

通 常人工 脳脊 髄液(外 液,内 液)に 戻 して か ら30分 後(123

μA)の 記録 と,そ れ ぞ れの刺 激強 度 を示 す。

図10APV投 与による周期の変化

群発活動開始から,次 の群発活動開始までの時間を計
測し,APV投 与による周期変化を投与前の平均周期に

対する相対値で表してある。
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IV.考 察

1.成 熟マウスinvitro脳 幹標本

in νitγo標本は細胞外環境がコン トロールしやす く,

長時間安定 して単一ニューロンの細胞内あるいは細胞外

記録することができるが,酸 素 とグルコースの補給を灌

流液からの拡散に依存 しているため,無 酸素状態に抵抗

力のある生後0～4日 の新生仔 しか利用できない。 した

がって,こ れまでに吸啜様活動を誘発できるラット新生

仔in νitγo摘出脳幹標本は開発されている28)が,成 熟動

物で顎顔面器官の リズム活動を誘発できるin　νitγo標本

は,開 発されていなかった。これは,こ れまでの成熟動

物におけるin　νitγo標本が,吸 啜あるいは咀嚼活動を形

成する神経機構全体 を含んでいないものか31～33),あるい

は標本作製時に上下顎,舌 との関係が絶たれてしまうも

の34)であったためである。Patonが 開発 した成熟マウス

におけるin νitγo本 は,下 行大動脈 より逆行性に人工

脳脊髄液を灌流することにより,生後21～42日 齢のマウ

スにおいて,自 発性吸息活動を記録できることが報告さ

れている29,30)。この標本の脳幹は上丘尾側端で切断され,

頭蓋骨か ら摘出されていない。そこで今 回は,脳 幹背側

を広 く露出す ることにより錐体路刺激が可能で,顎 顔面

器官との連絡 を保持す ることにより同部位の リズム活動

を誘発できる,成熟マウスin νitγo脳幹標本 を開発 した。

マウスはラットに比べ出生時の成熟度が高 く,脳 容積が

小 さいことから拡散距離の短い点で有利であり,さ らに

遺伝子操作ができることから,今 後生理学的研究に広 く

用いられるようになると考 えられる。

この標本の錐体路単発電気刺激により,顎 二腹筋前腹

に筋電図活動が誘発された。この潜時は同側に比べ反対

側が平均0.95ms短 かかった。これは,モ ルモットにお

いて,錐 体路 を単発あるいは短時間連発刺激 した際に顎

二腹筋前腹に生 じた筋電図活動が,同 側に比べ反対側が

短い という報告 と一致 している22)。

連続刺激では,リ ズ ミカルな群発活動が誘発 された。

また,こ の リズムは灌流液の温度の影響 を受けやす く,

外液温度の上昇に伴い頻度が増加 したが,こ れはほかの

in　νitγo本で見 られる現象である30,35)。

2.顎 二腹筋リズム活動に対するグルタミン酸の役割

in νitγo標本では,記 録槽の人工脳脊髄液中に薬液を

投与することにより,容 易に細胞外環境を変えてその効

果 を知ることができる。その特徴 を生か して,単 発刺激

により誘発 された発火活動 と,連 続刺激により誘発され

た リズム活動に対す るKYNとAPVの 影響について検

討 した。今回の実験では50μMのKYNとAPVを 用い

た。モルモットにおいて同濃度のKYNとAPVの 局所

投与が,皮 質短潜時連発刺激による顎二腹筋筋電図活動

を十分抑制 してお り36),今 回用いたマウスはモルモット

に比べ脳容積が小さ く,灌 流液中(外 液)と 血管内(内

液)の 双方に薬液 を投与 していることか ら,50μMの 濃

度は,そ の薬液効果 を検討するのに十分な濃度であった

と考えられる。

グルタ ミン酸はリズム活動に関連したリズ ミカルな群

発活動の開始や維持に関与 し,脊 椎動物の中枢神経系に

著 明な興奮作用 を示す ことが知 られている14,37,38)。in

 νitγo髄 標本 を用いた実験 で,グ ルタミン酸 あるいは

NMDAを 灌流液中に投与すると一脊髄前根に歩行運動に

対応する神経活動が誘発 され12,14,15),摘出脳幹標本に投

与すると舌下神経に吸啜様 リズム活動が誘発される28)。

モルモットにおいて中脳網様体へのグルタ ミン酸の局所

投与によっても咀嚼様活動が誘発 されることが報告され

ている24)が,今 回開発 した脳幹標本ではグルタ ミン酸や

NMDAの 灌流液投与によりリズム活動を誘発す ること

はできなかった。これは今回の標本では上丘一下丘間で切

断 して いるため 中脳網様体 が除去 され,そ の部位 の

ニューロン活動のインパルスが遮断されたために咀嚼 リ

ズムを誘発できなかったのか もしれない。

皮質連続刺激による咀嚼様 活動誘発時に,閉 口筋運動

ニューロ ンはNMDAタ イプ とnon-NMDAタ イプ の

両方の受容体 を介 して興奮性入力とグリシンによる抑制

性 入 力 を受 け るが,開 口筋 ニューロ ンは 主 にnon-

NMDAタ イプの受容体 を介 して リズ ミカルな興奮性入

力を受けるとの報告がある39)。今回,錐 体路連続刺激によ

り顎二腹筋前腹に生 じた リズム活動はKYNの 投与によ

り消失 した。刺激強度 を増大させ ることにより潜時の短

い発火活動が生 じたが,投 与前に見られた リズム活動は

生 じなかった。また,APVの 投与では投与前に見 られた

リズム活動は消失 したが,刺 激強度 を増大させたところ,

振幅は減少し頻度は低下するものの リズム活動自体は誘

発された。これは錐体路連続刺激により顎二腹筋前腹に

生 じたリズム活動の発生に,グ ルタミン酸による興奮性

入力が重要な役割 を呈 していることを示す とともに,

NMDAタ イプの受容体が必須ではないことも示 してい

る。

3.顎 二腹筋 リズム活動

今回開発 した成熟マウスin　νitγo脳幹標本において,

錐体路の連続刺激により顎二腹筋に リズ ミカルな筋電図

活動を誘発することがで きた。 ラッ トにおいて顎二腹筋

前腹は下顎の下制 と後方移動に作用す ることから40),マ

ウスにおいて も同様の開口運動 を誘発 したと考 えられ

る。マウスにおいて リズミカルな開口運動 を生 じる運動

としては,呼 吸運動,嚥 下運動,咀 嚼運動,吸 啜運動な

どが考えられるが,こ の暦齢のマウスはすでに歯牙萌出

が完了し,固 形食物 を摂取 しているため,吸 啜運動では
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ない と考えられる。Patonは,呼 吸運動は31℃ の実験条

件 で 自発性 に約1Hzの 頻 度 で生 じる と報 告 して い

る39・30)が,今回の標本 において生 じた リズム(平 均6.9

Hz,29～31℃)よ りはるかに遅い。嚥下運動時には陰圧

を作 る際に顎二腹筋が活動する可能性があるが,嚥 下の

リズム発生 にはnon-NMDAタ イプ とNMDAタ イプ

の両方の受容体が必要であるとの報告がある41)。今回の

実験で生 じた リズム活動にはNMDAタ イプの受容体 は

必須ではないことか ら,嚥下運動ではないと考 えられる。

in　νiνo標本において,皮質刺激により誘発された咀嚼様

活動 と同様の顎運動が錐体路刺激により誘発されるとい

う報告がある25～27)。今回用いたin　νitγo標本には錐体路

と,咀 嚼パタン発生器が存在すると考 えられている下位

脳幹22)が残 されていることから,誘 発 された リズム活動

が咀嚼様活動である可能牲 が高い。今回誘発された活動

が咀嚼様活動であるか どうか検討す るためには,今 後,

咀嚼様活動に特徴的な閉 口筋 と開口筋 との交代性の活動

が生 じるか検討する必要があると考えられる。

今回錐体路連続刺激によって誘発された リズム活動に

は,in νiνo標本における皮質刺激時 と同様に筋電図活動

の振幅が漸増漸減型のパタンを示す ものと,振 幅に顕著

な相違が認め られない ものとがあった。大脳皮質の連続

刺激により顎二腹筋に リズ ミカルな筋電図活動を誘発す

る機構については,リ ズミカルな群発活動が,個 々の皮

質刺激に対 して短潜時で誘発 され,振 幅が漸増漸減する
一連の活動か ら構成 されることに基づいて

,Goldbergら

は以下のような説を提唱 した42,43)。“皮質の単発刺激は,

少数のシナプスを介 して短潜時で顎二腹筋運動ニュー ロ

ンを興奮 させる。皮質の連続刺激は,こ の短潜時の経路

を介 して顎二腹筋運動ニューロンを興奮 させ ると同時

に,時 間的加重によって中枢パ タン発生器 を活性化させ

る。この中枢パタン発生器か らの リズミカルな興奮性出

力は,直 接顎二腹筋運動ニュー ロンに送 られるのではな

く,短 潜時の経路のシナプス伝達効率 をリズ ミカルかつ

交代性に促通および抑制する。 このため,皮 質から顎二

腹筋運動ニューロンへ供給される興奮性入力は リズミカ

ルに増減 し,そ の結果,こ れに一致 して興奮する顎二腹

筋運動ニューロンの数が増減す るので,顎 二腹筋筋電図

の群発活動は,短 潜時の活動の振幅が漸増漸減するパタ

ンを呈す る”。この中枢パタン発生器の出力が漸増漸減型

か ら全 か無か に近 いパ タンに変化 したために,運 動

ニューロンへの入力パ タンが変化 し,顎 二腹筋における

筋電図活動の振幅が著明な変化を呈 さなかったのか もし

れない。 また,動 員閾値の高い顎二腹筋運動ニューロン

の動員閾値が低下 し,動 員閾値の低い運動ニュー ロンと

ほぼ同一の入力に対 して同時に興奮 した可能性 もある。

この場合は,運 動ニュー ロンへの入力のパタンが同 じで

あっても,弱 い入力に対して多数のニューロンが同時に

発火す るため,筋 電図活動の振幅が著明な変化 を生 じな

かったのかもしれない。

4.生 後発達

呼吸のように出生時にある程度完成 していると思われ

るパタン発生器 も,生 後発達に伴い リズム発生に必要な

入力が興奮性入力のみか ら,抑 制性入力 を含む複雑 な

ネッ トワー クへ と変化すると考えられている32,33,44,45)。同

様に吸啜運動のパタン発生器 も出生時に完成 された状態

ではなく,生後発達に伴い複雑に変化す ると考えられる。

吸啜 リズムの発生にNMDAが 重要 である28,46)という報

告に対 し,皮 質刺激誘発咀嚼様活動の発生時には閉口筋

運動ニュー ロンへの入力の伝達には,グ ルタ ミン酸によ

る興奮性入力 とグ リシンによる抑制性入力が必要であ

り,開 口筋においてはそのなかでもnon-NMDAタ イプ

が重要であると考 えられている41)。このように,咀 嚼様活

動の リズム発生には吸啜様活動の リズム発生に比べ,は

るかに複雑な神経機構が必要 とされると考 えられる。こ

の転換の機構は中枢神経機構が本質的役割を担 っている

と考 えられ るが,顎 顔面器官の生後発達や,歯 牙萌出に

よる顎口腔領域からの感覚入力の増大が,中 枢神経回路

の可塑的変化の促進や変化 した結果 を維持す るために必

要である可能性が大きい。モルモットにおいては新生仔

において吸啜運動 を誘発できる皮質吸啜野 と成熟動物に

おけ る皮質 咀嚼野が異 なっている8)とい う報告が ある

が,生 後,歯 牙の萌出時に吸啜か ら咀嚼への移行が起 こ

る動物において,吸 啜 と咀嚼のパタン発生器が同一のも

のであるのか,全 く別個のものであるのかに関す る報告

はな く,ま た,そ の転換が生後発達のどの時期において

起こるのか ということは,い まだ解明されていない。今

回開発 した成熟マウスinνitγo脳幹標本は,暦 齢 を下げ

ることにより吸啜運動を誘発できる可能性があり,歯 牙

萌出,顎 筋の生後発達 を伴 う口腔顔面領域の変化が吸啜

か ら咀嚼への移行に与える影響について検索できる可能

性がある。 したがって,本 研究で開発されたinvztyo脳

幹標本は,こ の転換のメカニズム,咀 嚼運動の確立のメ

カニズムを知 るうえできわめて有効な標本であると思わ

れる。

V.要 約 と結論

1.成 熟マウスにおいて顎顔面器官 との連絡 を保持 し

たまま脳幹 を摘出し,こ の標本の外側の灌流液ならびに

血管系 を介 して酸素 とグル コースを供給す るこ とに よ

り,長 時間にわたって顎筋に リズム活動を誘発できるi

n νitγo脳幹標本を開発 した。

2.こ の標本では延髄錐体路単発電気刺激により顎二

腹筋前腹に筋電図活動が誘発され,連 続刺激により顎二
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腹筋前腹に リズ ミカルな筋電図活動が誘発 された。この

活動は,in νiνo標本において大脳皮質連続刺激によ り顎

二腹筋前腹に生 じた咀嚼様活動 と類似 していた。

3.こ の リズムはKYN投 与により消失したが,APV

投与では,リ ズム活動の振幅の減少 と頻度の低下が生 じ

たものの,リ ズム活動 自体は残存 した。 このことは,延

髄錐体路刺激によって誘発 される顎二腹筋 リズム活動の

発生にはグルタ ミン酸が必須であるが,NMDA受 容体

を介する作用はその リズム発生に必須ではないことを示

している。

4.吸 啜様 リズム活動の誘発にNMDA受 容体 を介す

る興奮性シナプス伝達が必須であることを考慮す ると,

本研究の結果から,吸 啜から咀嚼への転換に伴い,こ れ

らの リズム活動発生に関する中枢神経機構に著 しい再構

成が起こっていることが示唆された。
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