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3. 成果の概要 (1∞字程度)

正常ラットの聴覚発生時期は、外側上オリーブ核(LSO)神経細胞におけるGABAからグリ

シンへのスイッチングの時期と重る。本研究は聴覚発生前(生後6日齢)ラット側頭骨肉

の蜘牛を破壊する。生後13ー15日齢で、パッチクランプ法を用い、 LSO細胞へ入力する

抑制性シナプス後膜電流の種類を調べ、神経伝達物質放出のスイッチング現象は正常時期

より遅れることを判明した。音刺激が聴覚回路の成熟に重要であることが示唆された。
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発達期における各種感覚入力によって関連する中枢神経回路が改変されるとの多くの報

告がある。幼若期ラットの脳幹の橋に位置する下側上オリープ核 (LSO)細胞は γアミノ酪

酸 (GABA)を受けており、成熟に伴ってグリシン性入力へとスイッチする。さらに興味深い

ことに正常ラットの聴覚発生時期は生後11ー 12日齢であり、 LSO神経細胞におけるGABAか

らグリシンへのスイッチングの時期と重る。外界からの情報入力は聴神経回路網の発達形

成に深く関与し、このスイッチングの現象の引き金となっている可能性が高いと思われ

る。本研究は聴覚発生前(生後 6日齢)ラット側頭骨内の鍋牛を開放し、リンパ液を枯渇

させ、内耳を破壊する。生後13-15日で、Who1e-Ce11Patch C1amp法を用い、 LSO細胞へ

入力する抑制性シナプス後膜電流の種類を調べ、シナプス伝達のGABAからグリシンへのス

イッチング変化に対する音入力による制御を検討した。これらの結果から音刺激が受けな

ければ、 LSO神経細胞の発達におけるGABAからグリシンへのスイッチング現象は正常時期

より遅れることを判明した。抑制性神経伝達の発達変化に対して、同時期の入力回路活動

が重要であり、音刺激が聴覚回路の成熟に重要であることが示唆された。

Key Words聴覚回路、音入力、発達、Who1e-Ce11Patch C1amp 、シナプス後膜電流

緒言:

発達期における各種感覚入力によって関連する中枢神経回路が改変されるとの多くの報

告がある (Rittenhouse et a1.、 1999; Di Cristo et a1.、 2001)。また抑制性回路に関し

ても感覚入力の遮断によって正常発達が阻害されることが近年報告され始めた。抑制性神

経伝達の発達に関しては近年、多くの新知見があり、例えば視覚や聴覚のシステムでは感

覚入力遮断は抑制性神経回路機能の正常発達を阻害する (Kapferet a1.、 2002)。

外側上オリープ核 (LSO)は左右耳からの音入力が閉じ細胞に統合される最初の聴覚中枢

であり、左右の耳に入力する音の強度差を検出している (Koyanok et a1.、 1996)。幼若

期ラット LSO細胞はγアミノ酪酸 (GABA)を受けており、成熟に伴ってグリシン性入力へと

スイッチする。このスイッチングの時期は正常ラットの聴覚発生時期と重る。ラットやス

ナネズミが聴覚獲得するこの時期の前後に LSOにおいて多くの形態および機能変化がおこ

る。生後 2週間に、 LSOでは大規模なシナプスの再構築が形態と機能両方の変化として起

こる。一方、生後 1週目での鯛牛破壊は抑制性シナプスにおける軸索と樹状突起の形態的

再編成を阻害する (Saneset a1.、 1992)。幼若スナネズミにおける対側鍋牛破壊は生体

におけるストリキニーネ慢性投与と同様に、抑制性入力シナプスおよび凶O樹状突起の形

態の正常発達を限害する (Sanes et a1.、 1992)。本研究で聴覚回路形成過程への音情報
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入力の影響を解明するため、ラットの LSO神経細胞で音刺激の有無によりシナプス伝達の

GABAからグリシンへのスイッチング現象を検討した。

対象と方志:

内耳破壊

SDラットで生後 6日齢に両側の内耳破壊を行った。ラットはジエチJレエーテノレにて麻酔

し、耳介後部を切開した。手術顕微鏡下に中耳腔を開放し踊牛の骨壁を同定した。鍋牛は

耳科手術用針を用いて注意深く破壊した。一方、対照モデルは耳介後部切開のみのラット

を用いた。創部を縫合した後、動物は完全に麻酔から覚めるまで温熱板の上で加温し、そ

の後ケージに戻して15日齢まで飼育した(図 1)。

際覚獲得

日宣告 O 6 11・12 18・15

4 牟. . . . 
正常対照:電j荒測定 電混測定

実験組:踊牛破壊 電涜測定

図 1 内耳破壊動物による実験。

LSO神経細胞の脳薄弱片および急性単離標本の作製

中枢神経細胞の急性単離は以前の記述のとおり行った (Nabekuraet a1.、 1996)。ラッ

トをエーテル麻酔下に断頭し、脳を摘出して氷温の人工脳脊髄液 (ACSF液:後述)で冷却

した。ピプラトーム (VT1000、 Leica、 Germany)を用いて脳薄切片(厚さ 400マイクロ

メートノレ)を作製した。脳薄切片はACSF液にて室温で 1時間静置後、培養用プラスチック

皿に移した。先端を細らせたガラス電極を顕微鏡下で LSO核表面上に接触させ、水平振動

を加え、機械的に細胞を単離した。単離した LSO細胞は10分ほどでプラスチック皿の底部

に付着し、その後直ちに電気生理学的実験に使用した。

溶液

脳薄切片作成と電流記録に以下の組成の外液を用いた。 ACSF液(mM:脳薄切片用)、

NaCl 124、 KCl5、悶{2P041. 2、 MgS041. 3、 CaC122.4、glucose10、 NaHC0324、

pH 7.45、 95覧O2-5先CO2で飽和。電流記録には標準外液 (mM)、 NaCl150、 KCl5、

MgC12 1、 CaC12 2、glucose10、HEPES10、 Tris-baseにてpH7.4に調整したものに 3

X 10-7 M tetr吋 otoxin (TTX) と10・5M LaC13を加えて用いた。ホーノレセルパッチ記録法の

記録電極内液の組成(酬)は CsCl92、 Csmethanesulfonate 50、TEA-Cl5、EGTA2、

ATP-Mg 4、 HEPES Tris-baseにてpH7.4に調整した。

電気生理学的調i定
すべての電気生理学的記録はWhole-CellPatch Clamp記録法にて行った。電流の測定に

はパッチクランプ用アンプ (CEZ-2300、 Nihon kohden， Japna) を用い、 1kHz以下の電気

信号のみをオシロスコープ、ベンレコーダーとデジタノレテープレコーダーで記録した。記

録用電極は外径1.5mmのガラス管(G-1. 5、 ナリシゲ、 Japan) から微小電極作製機

(PB-7、 ナリシゲ、 Japan) で作製した。電極抵抗は 4-8MOを使用した。各薬物を含

む標準外被の投与には Yチュープ法を使用した。本方法により 1個のニューロン周囲の細
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胞外液を20ミリ秒以内に新しい細胞外液と完全に置換した(Nabekura et a1. 1993)。

結果:

LSO神経絡胞で記録できたシナプス後藤

電流の属性
A 

Who1e-Ce11 Patch C1amp電気的記録を

行った。この方法を用いると、異なる膜

電位において電流の大きさを測定し、応

答の平衡電位が crの平衡電位(Eclとほ

ぼ一致することを確認した(右図)。

コ
下内何寸町η「下川「寸吋「

I I卜"_j

GABA受容体の b10ckerである

bicucull ineとグリシン受容体である

strychnineを細胞へかけってみると、電

流が全消失した。これらの結果から記録

できた電流はGABAとグリシン受容体を介

した抑制性シナプス後膜電流であること

を判明した。

蟻牛破壊におけるスイッチング現象の延遅

B 
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生後十6日齢と 13-15日齢のラットから急性単離した LSO細胞に適用し、各細胞におい

てGABAとグリシン成分の割合を調べることにより、生後 4-6日齢の LSO神経細胞ではGABA

成分が平均で65. 7 %を占め、グリシン成分が34.8%を占めることがわかった (n=5)。

13-15日齢では、 GABA成分が平均で14.9%を占め、グリシン成分が84.5%を占めることが

わかった (n=7)(右図)。

一方、 6日齢で蛸牛を破壊し、 13-15日
tω% 

齢まで飼育したラットから単離した LSO細 7部

胞においてGABAとグリシン成分の割合を調

べることにより、 GABA成分が平均で38. 切%

7%を占め、グリシン成分が61.3%を占め

ることがわかった(n=9 )。これらの結果 25% 

から、音刺激が触如におけるラット LSO神

経細胞においてGABAからグリシンへの

スイッチング現象は延遅されることがわか

った。

考察:

。

ロGABA
ロ少Jシン

生後4-6日 生後13-16日
蕊常対照

円

生後13-16日
銅牛破壊

LSOは同側耳からの音入力を同側鍋牛神経核より直接グルタミン酸作動性入力として受

け、同側耳から対側鯛牛神経核一台形体内側核(刷T8)を介して GABA/グPシン作動性入力

を受けている (Kotaket a1.， 1998)。この構築によって、 LSO細胞は左右耳からの音入力

が同じ細胞に統合される最初の聴覚中枢であり、左右の耳に入力する音の強度差を検出し

ている (Saneset a1.， 1992; Koyano et a1.， 1996) 0 LSOはγアミノ酪酸 (GABA)を受けて

おり、成熟に伴ってグリシン性入力へとスイッチする。さらに興味深いことに正常ラット

の聴覚発生時期は生後11-12日齢であり、 LSO神経細胞における GABAからグリシンへ

のスイッチングの時期と重る。このスイッチングの現象の引き金となっている可能性が高
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いと思われる。

生後 1週目における嫡牛破壊は LSO神経細胞自体と抑制性入力線維の形態学的変化をも

たらす (Saneset a1.， 1992)。幼若スナネズミにおける対側鍋牛破壊は生体におけるスト

リキニーネ慢性投与と同様に、抑制性入力シナプスおよび LSO樹状突起の形態の正常発達

を阻害する。また、 LSO細胞はクロライドイオン濃度調節機構の聴覚入力依存性発達変化

する。同側・対側両方からの音入力が LSOの調節機構の成熟に重要であり、 LSO神経細胞

を興奮させるという共通の能力を反映していることがもっとも考えられる。

本研究は聴覚発生前(生後 6日齢)ラット側頭骨内の踊牛を開放し、内耳を破壊する。

今回の結果から音刺激が受けなければ、 LSO神経細胞の発達におけるGABAからグリシンへ

のスイッチング現象は正常時期より遅れることを判明した。抑制性神経伝達の発達変化に

対して、同時期の入力回路活動が重要であり、音刺激が聴覚回路の成熟に重要であること

が示唆された。本研究では LSOでの一つの決定的な生理的変化、すなわちGABAからグリシ

ンへのスイッチング現象が聴覚入力に依存していることを示した。このスイッチングは聴

覚発達に必要であることを示した。外界からの情報入力は聴神経回路網の発達形成に深く

関与し、抑制性神経伝達の発達変化に対して、同時期の入力回路活動が重要であり、音刺

激が聴覚回路の成熟に重要であることが示唆された。
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注:本研究は、 2005年10月20-22日「第15回日本耳科学学会総会Jにて口演発表した。
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