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緒 口

体液の浸透圧ホメオスターシスは,生命を維持する上で最も重要な機能の一つで

あり1),その調節系については古 くから研究されてきた｡視床下部一下垂体後葉系

による水分一塩分平衡の調節は有名であるが2),内臓に存在する末梢の浸透圧受容

系3)からの入力がこの調節系に関与し,重要な役割を果たしていることが明らかに

されている｡ 4)さらに,これらの求心性情報は延髄の孤束核で中継され,さらに上位

中枢へと伝達される｡最近,この孤束核に存在するニューロンのあるものはそれ自

身がナ トリウムイオンに応答し,体液の浸透圧ホメオスターシス調節系に関与して

いることが示唆されている｡すなわち,KobashiandAdachi5)によると,孤束核尾

側部のニューロンにナ トリウムイオンを局所的,電気泳動的に与えると,放電頻度

が増減することがわかっている｡ しかし,それらのニューロンがナ トリウムイオン

に特異的に応答 しているのか,浸透圧変化に応答しているのか末だ不明であり,そ

の受容機構も未解決のままである｡ そこで,この孤束核ニューロンについて,最近

開発されたホールセルクランプ法6･7)を用いて,高張あるいは低張の浸透圧刺激に

よって生じる応答パターンを記録 ･分析し,ナ トリウム受容性なのか,あるいは浸

透圧受容性なのかを決定するとともに,ホールセルクランプ電極ピペットを介して

細胞体に陰圧あるいは陽圧をかけてその応答の変化を記録し,これらのナ トリウム

もしくは浸透圧受容性孤束核ニューロンの受容機構を明らかにするために本研究

を行った｡

方 法

実験動物には6週齢,体重170-250gのSpragueDawley系雄ラット (日本チヤ

ールスリバー)162匹を用いた｡断頭後すばやく脳を摘出し4℃の人工脳脊髄液8)

〔NaCl;124mM,KCl;5mM,MgSO4;1.3mM,m 2PO4;1.24mM,

NaHCO3;26mM,CaC12;2.1mM,Glucose;10mM)中に 1分間浸潰後,マイ

クロスライサーDTK-3000(堂阪イーエム社製)を用いて,延髄尾側部の孤束核を

含む厚さ400f⊥mの新鮮脳の前額断スライス標本を作製した｡スライス標本は,損

傷から回復させるために上記人工脳脊髄液中で,最初の 1時間は37℃で,さらにそ

の後,室温で1時間以上インキュベ- 上した後,潅流装置にセットした｡潅流液はシ

ナプスを介する入力を断つため Ca++free,hghMg++人工脳脊髄液8) (NaCl;

121.4mM,KCl;3mM,MgSO4;5mM,NaHCO3;26mM,KH2PO4;1.24mM

,glucose;6.5mM)を用いた｡この人工脳脊髄液の溶液を95%02-5%C02の混

合ガスでバブリングして飽和させpH7.4に保ち,室温にて濯流した｡電極は二段引

きプラ- (微小電極製作器,PP-83:NAmSHIGESCIENTIFICINSTRUMENT

LAB.JAPAN)にてホールセル用ガラス微小電極 (10ME2)を作製した｡
＼
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電極内液にはKOHでpH7.4に調製したK一gluconate電極内液8) (potassium

gluconate;130mM,MgC12;1mM,CaC12;1mM,EGTA;10mM,ATP;

2mM,HEPES;10mM)を用いた｡実体顕微鏡下にて上記微小電極を孤束核

に刺入した｡Whole-cellmodeにてcurrentclamp下で ,等張の人工脳脊髄液

を,NaClの高張 ･低張溶液に切り換えて,浸透圧刺激時の放電頻度及び膜電位

の変化を記録し,放電頻度が50%以上増減しているものを,応答の変化があるも

のとした｡またナ トリウムイオンに応答しているのか,浸透圧に応答している

のかを明らかにするためにMamitolを加えることによって高張試験液を調製

し,その効果を調べた｡高張の潅流液は,等張潅流液にNaClを+5,+10,+15,+

20mM,あるいはMarmitolを+10,+20,+30,+40mM加えることによって調

製した｡低張の潅流液は等張潅流液からNaClを-5,-10,-15,-20mMそれ

ぞれ減らすことにより調製した｡

さらに,微小電極 (パッチピペット)を通じてニューロンに3-16kPaの陰圧

あるいは陽圧を加え応答を記録した｡また,応答の記録と同時に100mV,100

pA,100msの内向き電流を7秒間隔で流すことにより膜抵抗を記録した｡図1

Aに潅流装置を模式的に表した｡また図 1Bにスライス標本の拡大図を示し,

記録部位を表した｡

嘉乳液 dE払渡 コントE)-ル

図 1実験方法の模式図

NTS:孤束核,AP:最後野,TS:孤束,XIl:舌下神経核,DMV:迷走神経

背側運動核

潅流液 :Ca十十fr■ee,highMg十十人工脳脊髄液で潅流｡

negativeorpositivepressure:シリンジから微小電極を介して細胞体

に陰 ･陽圧を加えた｡

I
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結 果

まず最初に,これまでに知られている孤束核ニューロンの局所的,電気泳動的ナ

トリウムイオン投与に対する応答結果を追認するために,高張あるいは低張の

NaCl潅流液に切り換えてその応答を記録した｡

図2は高張NaCl潅流液で放電頻度が増加し,低張NaCl潅流液で減少する孤束核

ニューロンの応答記録例である｡ 123例の孤束核ニューロンについて応答を調べ

たところ,応答様式は多様であったが,図2Cに応答様式を模式的に示したように,

高張潅流液で放電頻度が増加し,低張潅流液で放電頻度が減少する応答様式が最

も多く認められた (37例,30.1%)｡なお,123例中71例 (57.7%)の孤束核ニュ

ーロンは高張潅流液に対しても,低張潅流液に対しても全く応答を示さなかった

｡ 図2Aに示す如く,-20mMNaClの低張潅流液に切り換えると放電頻度が減少

し,図2Bのごとく+20mMNaClの高張潅流液に切り換えると放電頻度が増加し

ている｡

.ノ亨
放電頻度

C

図2高張NaCl潅流液で放電頻度が増加し,低張NaCl濯流液

で放電頻度が減少するニューロンの応答記録例
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この放電様式と全く逆のパターンを示す孤束核ニューロンも存在した｡図3は,

高張潅流液で放電頻度が減少し,低張潅流液で放電頻度が増加している例である

｡ 図3Aから明らかなように,潅流液を+20mMNaClの高張潅流液に切り換える

と放電頻度が減少し,図3Bに示す如く,-20mMNaClの低張潅流液に切り換え

ると逆に放電頻度が増加している｡ 図3Cに応答様式を模式的に示す｡このタイ

プの孤束核ニューロンは記録した123例中4例 (3.3%)に認められた｡

+20mMNa(コ

-20mMNa(コ

C 芸T』
度品l蒜 長

10mV

｣ 10mV

lmin

図3 高張NaCl潅流液で放電頻度が減少し,低張NaCl潅流液で放電

頻度が増加するニューロンの応答記録例
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図4は,高張潅流液で放電頻度が減少し,低張潅流液で放電頻度が減少す

る例である｡図から明らかなように,+10mMNaClの高張潅流液に切り換

えると放電頻度が減少し(A),-10mMNaClの低張潅流液に切り換えても

(B),同じ様に放電頻度が減少している. このタイプの孤束核ニューロンは

記録した123例中4例(3.3%)に認められた｡

_｣ 10mv

+10mMNaq 1mln

･10mMNa(コ
｣ 10mv
lmln

図4高張NaCI潅流液で放電頻度が減少し,低張NaCl潅流液でも同

様に放電頻度が減少するニューロンの応答記録例
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図6は,高張NaCl潅流液に切り換えても放電頻度に変化が無く,低張NaCl潅流液

に切り換えると,放電頻度が減少する例である｡ 図6Aのように,-10mMNaClの低

張潅流液に切り換えると明らかに放電頻度の減少が認められるが,図6Bに示すよ

うに,+10mMNaClの高張潅流液に切り換えても放電頻度の変化が認められな

い｡図3Cに応答様式を模式的に示す｡このタイプの孤束核ニューロンは記録し

た123例中4例(3.3%)に認められた｡

A 山 山 ｣ ｣ ⊥ 仙 こ仙 J L

-10mM NaO

B二.⊥｣｣ui.山｣_｣10mV+10mMNaglmin

C

lー Iー

.｣ 10mV
lmin

図6 高張NaCt潅流液で放電頻度に変化がなく,低張NaCl潅流液

で放電頻度が減少するニューロンの応答記録例
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図7は,高張潅流液で放電頻度に変化が認められず,低張潅流液で放電頻度が

増加する例である｡ 図7Aの如く,-10mMNaClの低張潅流液に切り換えると

放電頻度が増加しているが,図7Bに見られるように+10mMNaClの高張潅流

液に切り換えても放電頻度に変化が認められない｡図7Cに応答様式を模式

的に示す｡このタイプの孤束核ニューロンは記録した123例中,ただ1例
(0.8%)にのみ認められた｡

哩 2｡mV

30soc
-10mMNaO

B

C

30soc

+10mMNa(コ

I
放

電

頻

度

図7 高張NaCl潅流液で放電頻度に変化が認められず,低張NaCl
潅流液で放電頻度が増加するニューロンの応答記録例
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以上の如く,多様な応答パターンを示すニューロンが見られたが,その中で最も

多く見られたニューロンは高張NaCl潅流液で放電頻度が増加し低張NaCl潅流液

で放電頻度が減少するタイプであった｡すなわち,123例中,応答した孤束核ニュ

ーロンは52例であり､その中37例(71.2%)に認められた.そしてこれらの結果か

ら,ラットの延髄孤束核には,高張あるいは低張のNaClに応答するニューロンが存

在することを確認した｡また,それらの中では,高張で放電頻度が増加し,低張で減

少するニューロンが最も多いことが分かった｡

以上の如く潅流液中のNaCl濃度を変えることによって高張あるいは低張潅流

液を調製した場合には,確かにそれに応答するニューロンの存在することは確認

できたが,この孤束核ニューロンがナトリウムに特異的に応答する,いわゆるナ ト

リウム受容性なのか,あるいは溶質の種類には無関係で,溶液中の溶質の粒子数に

依存する,いわゆる浸透圧受容性なのかを明らかにする必要がある｡そこで先の

123例の孤束核ニューロン中で,36例についてMarmit01を添加する事によって高

張潅流液を調製し,それらに対する応答を調べた｡

図8はその応答記録例である｡+15mMの高張NaCl潅流液に切り換えると放

電頻度が増加しているが,これを当量の+30mMの高張Marmitol潅流液に切り換

えても同じように放電頻度が増加している｡ この結果から,この孤束核ニューロ

ンはNaClの濃度変化ではなく,浸透圧の変化に応答していることが分かる｡この

ような高張NaCl潅流液で放電頻度が増加し,低張NaCl潅流液で減少している孤

束核ニューロンで,Marmi tol添加の高張潅流液に対しても同様な応答を示したも

のは全部で29例存在したが,そのすべてがこの図と同様な応答を示した｡した

がって,これらの孤束核ニューロンはすべて浸透圧の変化そのものに応答する浸

透圧受容性ニューロンであることを示している｡

+15mMNaCl +30mMMannitol ｣ 10mV
lmin

図8 高張NaCl潅流液で放電頻度が増加しているニューロンが,高張Mannitol

濯流液でも放電頻度が同様に増加することを示す応答記録例
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図9は,+20mMの高張NaCl潅流液に切り換えると放電頻度が減少し,-20mMの

低張NaCl潅流液に切り換えると放電頻度が増加するタイプの孤束核ニューロンの

例である.これを当量の+40mMの高張Mannitol潅流液に切り換えても同じよう

に放電頻度が減少している｡この結果から,高張潅流液に対して放電頻度が減少す

るタイプの孤束核ニューロンについても,NaClの濃度変化ではなく,浸透圧の変化

に応答していることが分かる｡ このような高張NaCl潅流液で放電頻度が減少し低

張NaCl潅流液で増加している孤束核ニューロンで,高張のMarmitol潅流液について

も同様に放電頻度が減少する応答を示したものは全部で3例あったが,そのすべて

がこの図と同様な応答を示した｡以上の結果から,延髄孤束核に,浸透圧受容性ニュ

ーロンが存在することを確認した｡

+20mMNaq +40mMkbnn托01 1min

-20mMNaQ

図9 高張NaCtで放電頻度減少,低張NaClで増加するニューロンが,高

張Mannitol潅流液で放電頻度が同様に減少することを示す応答記録例
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これまでの結果から,延髄孤束核には多様な浸透圧受容性ニューロンが存在する

ことが分かったが,さらに細胞膜の浸透圧変化に対する受容機構を明らかにするた

めに以下の実験を行った｡細胞膜は半透性であるから,細胞外液が高張の場合,細

胞内の水が細胞外に引き出されて細胞体が萎縮し,その結果細胞膜に機械的刺激が

加わると考えられる｡ また逆に細胞外液が低張の場合,細胞外液の水が細胞内に浸

入して細胞体が膨潤し,細胞膜が伸展することが考えられる｡9~11)そこで,高張ある

いは低張の潅流液によって細胞膜に加わる浸透圧と同等な陰圧,あるいは陽圧を

パッチピペットを通じて細胞体に加えて,細胞体を膨潤あるいは萎縮させた時の応

答を記録し,その結果から膜の受容機構を推察しようと考えた｡

図10Aから明らかなように,この孤束核ニューロンは低張潅流液で放電頻度が減

少するタイプのものである｡ 従って,この場合,細胞体は膨潤し,細胞内圧は高まり,

細胞膜は伸展されていると考えられる｡ このニューロンに陽圧を加えて細胞膜に

機械的な伸展を与えたところ,図10Bに示す如く,放電頻度の減少が認められた｡

この応答は再現性があり,B右図に見られるように,繰りかえし圧刺激を与えても同

じく放電頻度の減少が認められる｡

｣ ｣
山叫 ｣ 1.mV

5kFb(2･2mOsm)[ 30sec

図10 低張潅流液で放電頻度が減少するニューロンが,陽圧を加えた時にも同

様に減少することを示す応答記録例
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図11に高張潅流液で放電頻度が増加するタイプの孤束核ニューロンに,陰圧

を加えても放電頻度の増加した例を示す｡図11Aから,+15mMNaCl,+30

mMMami t01の高張潅流液で放電頻度が増加するニューロンであることがわ

かる ｡ また,この孤束核ニューロンは本実験で最も多数例認められた,低張液

で放電頻度の減少するタイプである｡ この孤束核ニューロンにパッチピペッ

トを通じて細胞体に陰圧を加えることにより,高張液に接したときと同じ機械

的刺激を細胞膜に与えると,同じように放電頻度が増加することがわかる(B)

｡ しかも,陽圧を与えて,低張液で潅流したときと同じ機械的刺激 ,即ち細胞膜

の伸展刺激を与えると,逆に放電頻度の減少が認められる(C)0

1mln
+15mMNaq +30mMMann托oI

B …哩 ..mv c ]仙 北 . .｡mv1mh
iLii

･･王

J T:｡k,h

陣圧

図11 高張濯流液で放電頻度が増加するニューロンが,陰圧を

加えた時にも同様に増加する事を示す応答記録例｡陽圧に対し

ては放電頻度の減少が認められる｡
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図12AおよびBに示す如く,低張溶液で放電頻度が増加し,高張溶液で放電頻度

の変化が見られなかった孤束核ニューロンの例であるが,前実験と同様パッチピ

ペットを通じて細胞体に陰圧および陽圧を加えて,応答を記録したところ陽圧で

は図Cのように放電頻度の増加が見られたが,陰圧では放電頻度に変化は見られ

なかった｡したがって,これらの結果から,高張潅流液で細胞体が萎縮し,逆に低

張潅流液で細胞体が膨潤することによって細胞膜にあたえられる機械的刺激が,

浸透圧受容性孤束核ニューロンの興奮を引き起こす要因であると推測すること

ができよう｡

本研究では,高張潅流液に切り換えても,低張潅流液に切り換えても,全く応答

しなかった孤束核ニューロンが多数認められたが(57.7%),これらのニューロン

に陰圧および陽圧をかけても,全く応答が認められなかった｡この事実から,浸透

圧受容性の孤束核ニューロンの細胞膜は,膜に与えられた機械的刺激に特に鋭敏

に反応する事が明らかとなった｡しかも同じ機械的刺激であっても,低張液によ

る細胞膜の伸展と高張液による細胞膜の萎縮とを識別していることが分かった

○

-10mMNa(コ

此哩 ｣2｡mV
30seO

30sec

+10mMNa(コ

図12 低張潅流液で放電頻度が増加し,高張濯流液では放電頻度の変化のない

ニューロンが陽圧に対しては放電頻度の増加を示すが,陰圧に対しては何ら放

電頻度の変化を示さないことを示す応答記録例｡
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考 察

体液の塩分 ･水分バランス調節は生体のホメオスターシスの中でも,生命維

持にとって最も重要な働きの一つである｡従来,この調節に関しては視床下部

一下垂体系のみが注目されてきたが12~17),末梢 ,特に内臓に浸透圧受容性ある

いはナトリウム受容性の内受容器の存在が明らかになるにつれ3･18),末梢から

の体液浸透圧の情報が神経系を介して視床下部に伝達され,そこでこれらの情

報が統合され,視索上核および室傍核に存在する分泌ニューロンからのバゾプ

レッシンの分泌調節を行い,階層的に浸透圧調節が行われていると考えられる

ようになった｡これら末梢からの浸透圧 1次求心性情報はまず延髄の孤束核

に投射する19･20)｡この孤束核は単なる1次ニューロンと2次ニューロンとの中

継核ではなく,様々な統合 ･修飾が行われる場であることが分かってきた｡即

ち,孤束核内のニューロンのあるものはそれ自身が脳脊髄液のナトリウム濃度

の変化に対し応答し,しかも末梢の浸透圧受容性入力をうけている5)｡おそら

くfai1-safe機構の一端を担うと共に,統合 ･修飾とも関与すると想像されて

いる｡このような孤束核ニューロン自身の浸透圧受容性を詳細に調べること

は,体液の塩分 ･水分バランス調節を理解する上で重要である｡

本研究で明らかにし得た第 1の事実は,図2-図7に示した如く,応答パタ

ーンの多様性であった｡その中で最も多く見られたニューロンは高張NaCl潅

流液で放電頻度が増加し低張NaCl潅流液で放電頻度が減少するタイプであっ

た｡しかしその他に,高張液で放電頻度が減少し,低張液で放電頻度が増加し

た例,高張液でも,低張液でも,同様に放電頻度が減少した例,高張液でも,低張

液でも,同様に放電頻度が増加した例,高張液で放電頻度の変化が無く,低張液

で放電頻度が減少した例,および高張液で放電頻度に変化が認められず,低張

液で放電頻度が増加した例が認められた｡これらの事実から,末梢からの求心

性入力がそのまま孤束核を経由して,上位中枢へ送られるのではなく,これら

の孤束核ニューロンとシナプス結合する事により様々な修飾を受け,最も重要

な情報のみが上位中枢へと伝達されるような仕組みが孤束核内のニューロン

ネットワークで構成されている事が推察される｡

孤束核内ニューロンの浸透圧受容についてはKobashandAdach 5)によっ

てすでに報告されているが,実験方法上の制約からナトリウムイオンについて

のみ調べられており,AndrewsandOrbach21)が末梢の受容器で報告してい

るようなナトリウムに最も感受性の高いナトリウム受容性のものなのか,ある

いもおidach,NiijimaandJacobs3･22)が末梢の受容器で報告し,示唆している

ような物理化学的な浸透圧に応答するものなのか不明のまま残されていた｡
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本研究で図8の応答記録例に見られる如く,+15mMの高張NaCl潅流液に切り換

えると放電頻度の増加する孤束核ニューロンが,これを当量の+30mMの高張

Marmi to1潅流液に切り換えても同じような応答を示し,放電頻度が増加している

｡ さらに,+20mMの高張NaCl潅流液に切り換えると放電頻度が減少するタイプ

のニューロンについても同様に,これを当量の+40mMの高張Marmi tol潅流液に

切り換えると,同じように放電頻度が減少している｡この事実から,孤束核ニュー

ロンでNaClの濃度変化に応答したものはナ トリウムに特異的に応答したのではな

く浸透圧変化に応答したものと考えられる｡ どうしてこのように,末梢と中枢で差

があるのかは不明であるが,中枢神経系の大部分は,脳一血液関門が存在し,ナトリ

ウムの移動は起こらないから,もっぱら水の移動によって脳脊髄液の濃度は影響を

受けることになる｡ 従って中枢神経系では溶質の成分に依存しない浸透圧に応答

する受容器が存在するのではなかろうか.一方末梢では血液中に吸収されたナト

リウム濃度を検出することが最重要であるために,ナトリウムに対し,より鋭敏な

受容器が存在すると考えられる｡

これらの浸透圧受容性孤束核ニューロンに,ホールセルクランプしたパッチピ

ペット電極を介して,陽 ･陰圧を与えたときの応答結果は,浸透圧受容機構を推測

する上に大変興味深い｡パッチピペットを通じて細胞体に陰圧を加えることによ

り,高張液に接したときと同じような,即ち細胞膜が萎縮するような機械的刺激を

細胞膜に与えると,同じように放電頻度が増加する｡ さらに,陽圧を与えて,低張液

で潅流したときと同じような機械的刺激,即ち細胞膜の伸展刺激を与えると,逆に

放電頻度の減少が認められる｡飲水行動が引き起こされる浸透圧上昇の閥値は,体

液浸透圧の1-2%の増加といわれている｡これを圧力に換算すると約6- 13

KPaに相当するから,本実験で用いた3-16KPaは,圧力の強さは生理的範囲内

の強さである｡ 浸透圧変化に応答しないニューロンはこの程度の機械刺激に対し

ては全く応答しない｡視床下部の視索上核に存在するバゾプレッシン分泌ニュー

ロンの細胞膜にはmechanosensitiveionchlmelが存在し,このcharmelの開閉

で浸透圧受容性ニューロンの興奮発生機序を説明できることが明らかにされてい

るが10),本研究の結果から延髄孤束核の浸透圧受容性神経細胞体の細胞膜も,同じよ

うに潅流液の浸透圧の変化によって細胞膜が伸展あるいは萎縮し,それによって膜

に存在するmechanosensitiveionchamelが活性化あるいは不活性化され,放電

頻度に変化が生じると考えることができる｡
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さて,窟洞形成時の歯髄象牙質の痛みを説明する最も有力な学説は動水力学説23'

で,象牙質に加わった刺激が,象牙細管内の液体を移動させて,象牙細管歯髄端に圧変

化を起こし,歯髄や象牙前室に分布する神経線維の自由神経終末を間接的に刺激し

て痛みを起こす｡エナメル象牙境がとくに痛みに敏感なのは,切削がこの部に達す

ると象牙細管が突然開放されて象牙細管内液が流出するためである｡そして,象牙

前質の象牙細管内に存在する象牙芽細胞突起と歯髄の神経終末が密に接触し,そこ

で知覚受容複合体を形成していることが分かっている｡ 24'そして,象牙細管内液の移

動によって象牙芽細胞突起には変形,移動が生じ,突起と接触する知覚神経終末に機

械的刺激として作用する｡25･26'この侵害受容性知覚神経終末の細胞膜にも,本実験で

示唆したような,微小な機械的刺激に反応するmechnosensitiveionchamelが存

在するとすれば,本研究結果は動水力学説を理解する上でも大変有用であろう｡

結 請

1)Ca+'free,highMg++潅流液を用いてシナプスを介する入力を絶つことによ

り,NTSニューロン自身のNaCl濃度変化に対する応答を調べた結果,rm ニューロン

のあるものは人工脳脊髄液のNaCl濃度変化にたいして応答するものが存在した｡

2)応答様式は多様であったが,NaCl濃度の上昇に対して放電頻度が増加し,NaCl

濃度の低下にたいして放電頻度の減少するニューロンがもっとも多数存在した｡

3)これらのニューロンは潅流液のNaCl濃度変化に対してのみならずmami tolを

加えることによって浸透圧を変化させた場合にも同様に応答することから,末梢の

内受容器で報告されているNa+(ナトリウムイオン)受容性ではなく,浸透圧受容性

であることがわかった｡

4)これらの浸透圧に応答するrm ニューロンに,陽圧あるいは陰圧をかけること

により細胞膜を伸展あるいは萎縮させると,浸透圧変化に対する応答と同じ反応が

みられることから,細胞膜にmechanosensitiveionchamelが存在し,浸透圧の刺激

でそれが活性あるいは不活性化されることが示唆された｡
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表題脚注

岡山大学歯学部歯科保存学第一講座

(主任 :井上 酒教授)

本論文の要旨は平成8年10月,第38回歯科基礎医学会学術大会において発表し

た｡

正誤 表

頁 行 誤 正
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