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序論

飲水行動は体内水分の恒常性維持のために大部分の脊椎動物にとって欠かすことができないoこ

れまで飲水行動の神経調節機序は、噛乳類を用いて古くから数多くの研究が進められてきたが、魂在

でも決定的な飲水行動の神経回路モデルは提唱されていない。噛乳類の飲水行動はいくつかのステ

ップからなる:・渇きを感じ'、 `水を探し'、 `水場-移動し'、 `水を口に含み'、 `水を飲み込む(癖

下) , 。これら各ステップには、それぞれを制御する個々の神経回路が存在する。それらの存在が噛乳

類の飲水行動の神経調節機序を複雑にしていると思われる。一方、魚類は水中に生活し、呼吸のた

めに絶えず口腔-咽頭腔内が水で満たされているので、ただ1回の飲水のときには、 `渇きを感じた'あ

とに・嚇下する'だけで飲水行動が完了する。 (連続的な飲水のときには、飲水のために`口を開き'、

・水を口に含む,ことが必要である)。このように、飲水行動が単純である魚類は、その神経調節機序も

晴乳類より単純であることが予測できるので、魚類は、飲水行動の神経調節機序の解析と神経回路モ

デルの構築に適した動物であると思われるこ

魚類のなかでもウナギは他の魚類にくらべ外科的手術に耐性があることなどから、飲水行動の解析

に用いられ、飲水調節因子が次々と明らかにされてきた(Hirano, 1974; Takei et ah, 1979, 1998; Ando

& Nagashima, 1996; Ando et al., 2000a, b)。海水ウナギの飲水は、 angiotensin II (ANGII)、

acetylcholine (ACh)などの血中投与によって促進され、 atrial natriuretic peptide (ANP)、 arginine

vasotocine (AVT)などの血中投与によって抑制される(Ando et al, 2000a, b)oこれらの因子の血中投

与は、噛乳類の飲水行動にも同様な効果をもたらすことから(Fitzsimons, 1998)、ウナギも噛乳類と同

様な経路を経て、飲水調節が行われていることが考えられるANG IIやANPなどの飲水調節因子は

血液脳関門を通過できない。したがって、これらの因子は脳室周囲器官とよばれる血液脳関門を欠い

ている特別な脳部位だけに作用し、飲水行動を変化させる(Fitzsimons, 1998; Simon, 2000)。一般に

噛乳類では、 7部位が脳室周囲器官として同定されており、そのなかでも視床下部のorganum

vascul。sum 。f the lamina terminalis (OVLT)、 subfornical organ (SFO)が飲水に関与していることが明

らかにされている(Fitzsimons, 1998)。ウナギの場合、飲水調節因子が次々と明らかにされている一方

で、ウナギの脳室周囲器官を含め、飲水行動に関与している脳部位の検討はまだほとんど進められて

いない。そこで第1章では、ウナギの飲水行動を調節する神経回路の解析に欠かすことのできない脳

地図の作製とともに、ウナギの脳室周囲器官(飲水行動の調節に関わる神経回路網-の入力部位)の

同定を行った。

ウナギの飲水行動は、脳のいかなる神経回路で調節がなされたとしても、最終的には口腔から食道

までの飲水に関与している筋(飲水関連筋)の調和のとれた動きによって成し遂げられるOこれには飲

水関連筋を支配する運動ニューロンの存在が欠かせない。第2章では、飲水関連筋を支配する脳内

運動ニューロン(神経回路網からゐ出力部位)の同定を試み、組織学的特性を検討した。さらに、第3

章では、これら飲水関連筋を支配する運動ニューロンの機能的特性を解析した。



第1章ウナギの飲水行動に関与している脳部位

-脳地図の構築と脳室周囲器官の同定

要旨

これまで我々の研究室ではウナギの飲水行動を調節している因子を明らかにしてきたが、飲水行動

の神経調節機序の解析はおこなわれていなかった。そこで、本研究ではウナギの飲水行動に関与して

いる脳部位を調べるために、 Klliver-Barr6ra染色した切片にもとづいて、喚球(OB)から延髄(MO)

におよぶウナギの脳地図を作製し、噛乳類で嚇下関連神経核と考えられているglossobharyngeal

motor nucleus (MNIX)とvagal motor nucleus (MNX)をウナギの延髄で同定したoウナギのMNIXと

MNXには明瞭な境界はなく、一緒になって前後に長い神経核複合体を形成していたので、この複合

体をglossopharyngeal- vagal motor complex (GVC)と呼ぶことにしたO

ウナギの腹腔にEvans blue (EB)を注射すると、 saccus dorsalis (SD)、 epiphysis (E)、 magnocellular

preoptic nucleus (PM)、 nucleus anterior tuberis (NAT)、 area postrema (AP)が血中からのEBで染色さ

れた。 EBは血中でアルブミンと結合しEB-アルブミン複合体を形成するため血液脳関門を通過するこ

とはできないoこの結果臥SD、 E、 PM、 NAT、 APが血蔽脚を欠いている部位であることを示しているoま

た、これらの脳部位のなかでも、 PM、 NAT, APのニューロンは明らかにEBを取り込んでいたoしたが

って、これらの脳領域は血中からの飲水調節因子を受容する脳室周囲器官であると考えられるo

はじめに

これまでウナギを用いた飲水行動の解析から、晴乳類と同様な血中飲水促進因子が同定されてき

た。海水ウナギの飲水臥angiotensin II (ANGII)、 acetylcholine (ACh)などの血中投与によって促進

され、 atrial natriuretic peptide (ANP)、 arginine vasotocine (AVT)などの血中投与によって抑制される

(Ando ef a/., 2000a, b)。また、これらの因子の頭蓋内投与によっても、血中投与の場合と同様な飲水行

動の変化が見られることから、これらの物質が体循環を介して直接脳に作用していると考えられるoし

かし、脳には血液脳関門があるので、一般にこれらの血中因子捌削こ漏れ出すことはなく、作用する
し

部位として臥血液脳関門を欠いている特定の脳部位である脳室周囲器官に限られるo噛乳類では、

血中飲水調節因子が脳室周囲器官に作用し、脳の神経回路によって飲水行動が調節されていること

が知られている(Fitzsimons, 1998)。そこで、本研究で臥ウナギの腹腔内に色素Evans blue (EB)を

注射しウナギの脳室周囲器官を識別することにした。また、それに先立って、脳の神経回路の解析に

欠かすことのできない詳細な脳地図を、比較解剖学的に喚球から延髄までの脳全体にわたって作製

した。

材料と方法
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Klかer-Barrera腰・盛

体重約200 gの養殖ニホンウナギAnguillajaponica, Temminck & Schlegel, 1847を購入し、 20℃の

人工海水中で1週間以上飼育したものを用いた。断頭後、氷温下で頭蓋表面の筋を除去し、固定液

が効果的に脳に浸透するように頭蓋の左右を切り開いたのちに、 4 % paraformaldehyde (PFA; Kanto

Chemical, Tokyo, Japan) in 0.1 M phosphate buffer (PB; pH 7.4)で固定した(4 ℃・ 12時間) 。脳を頭蓋

から単離し、エタノール系列で脱水し、キシレンで透徹したのちにパラフィンに包埋した。その後、ミクロ

トームを用いて横断面および矢状断面切片(厚さ7 ^m)を作製したo

Klttver & Ban-era (1953)にもとづいて、神経細胞体と有髄神経線経を染め分けたO

脱パラフィンした切片を蒸留水(DW)で十分に洗浄したのち、酢酸水溶液(20 drops of 10 % acetic

acid in 100 ml)に5分間浸し、その後、 95 %エタノールに数分間浸したo有髄神経線経を染色するた

めに95 %エタノールに十分なじませた切片をLouxol Fast Blue MSB (LFB; Chroma-Gesellschaft,

Konger, Germany) solution (1.0 g LFB in 1000 ml of95 % ethanol)で染色した(58 ℃124時間) 0 95 %

ェタノールで余分な染色液を洗い落としDWになじませたのち、 0.05 %炭酸リチウム水溶液に数分間

浸し、 70 %エタノールに5回切片を浸すことで染め分けを行った。切片をDWで洗浄したのち、神経

細胞体を染色するために、 Cresyl Violet (CV; Katayamakagaku, Tokyo, Japan) solution (0. 1 g CV and a

few drops of 10 % acetic acid in 10 ml DW, then filtered priorto incubation)で染色した(室温・30分) o

切片をDWで洗浄し、エタノール系列で脱水、キシレンで透徹後封入した。作製した標本を、カラーデ

ジタルカメラ(Dimage EX, Minolta, Tokyo, Japan)を備えた光学顕微鏡(BH-2, Olympus, Tokyo,

Japan)で観察し写真撮影した。

Evans blue段与

Evans blue (EB)は、血中でアルブミンと結合しEB-アルブミン複合体を形成するので(Clasen et al.,

1970; Saria 、& Lundberg, 1983)、病的状態(Zucker et al., 1983; Uyama et al., 1998; Bemana et al.,

1996)を除けば血液脳関門を通過することはできないoこの特性から、噛乳類では血液脳関門を欠い

ている脳部位、すなわち脳室周囲器官を調べるためのトレーサーとして、 EBは一般に用いられている

(Weiss & Cobbett, 1992; Jurzak et al, 1994)。

EB (Kanto Chemical, Tokyo, Japan, 5.0 mg / ml)をphosphate buffered salin岬BS, pH 7.4)に溶かし、

0.1 % 3-aminobenzoic acid etyl ester (MS-222, Sigma Chemical, MO, USA)で麻酔したウナギの腹腔

内に1.0ml注射した。注射5日後、再びウナギをMS-222で麻酔し、動脈球から生理食塩水(100ml)

を濯流して脱血したのち、断頭し脳を固定した(固定法はKlilver-Barr&ra染色のときと同様) oその後、

脳を30 % sucrose in 0.1 M PBで置換し(4 ℃ ・一晩) 、 OCT Compound (Sakura, Finetechnical, Tokyo,

Japan)で包埋後、クリオスタットで横断面切片(厚さ30岬)を作製し、 PBSで洗浄し封入したo作製し

た標本を、モノクローム冷却式ccDカメラ(C5985, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan)を備え
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た落射式蛍光顕微鏡(Labophot-2, Nikon, Tokyo, Japan; Ex - 5 10-560 nm, Em - 590 nm)で観察し写

真撮影した。

結果(記載)

年′拡形膿`

ウナギの脳の外部形態をFIG. 1-1に示すoウナギの脳は前後に長く、喚球(olfactory bulb, OB)か

ら延髄(medulla oblongata, MO)まで約1.5 cmに達するo側面観では、背側に4つの膨らみが吻尾

方向に認められる;OB、終脳¢elencephalon, Tel)、視蓋(optic tectum, TeO)、小脳(cerebellum, Ce)o

これらは、 OBが比較的小さい以外はほぼ同じくらいの大きさであるo OBはTelに密着していて、吻尾

方向に長く、吻側に収束した卵形を呈するTeOレベルでは脳幹部が腹側に張り出し、 inferior lobe of

血e hypo血alamus (IL)を形成する。ウナギの延髄は明瞭な境界なしに脊髄に移行するo脳幹額域に

は10対の脳神経が認められる(I, olfactory nerve; II, optic nerve; III, oculomotor nerve; IV, trochlear

nerve; V, trigeminal nerve; VI, abducens nerve; VII, facial nerve; VIII, octaval nerve; IX,

glossopharyngeal nerve, X, vagal nerve) tまた、延髄と脊髄の移行部から数対のspinooccipital nerve

(SO)が伸びる。

背側面観では、 OB、 Tel、 TeOが一対の半球からなっていることがわかるo一方、 ceは半球構造をとら

ないが、尾側線にくびれが2箇所認められるo Ce尾側のMO正中域には吻尾方向に細長い深いくぼ

みがあり、第四脳室(fourth ventricle, V4)の一部を形成するoさらにV4の尾側はわずかにくぼみ、

area postrema (AP)に相当するo脱血をおこなっていない脳標本ではAPは赤色を呈するo腹側面観

で臥ILのすぐ尾側にsaccusvasculosus (SV)があり、赤色の円盤状構造( め - 1.0mm)を呈するO同

様な構造はニジマスでも認められる(Meek & Nieuwenhuys, 1998)。

、麟軌野

ゥナギの脳地図をFIG.ト2に示す。本記載はこれまでに報告された次の魚類の神経解剖学的記載

を参考に行った:ヨーロッパウナギ(Meredith & Roberts, 1986, 1987; Meredith et al, 1987; Roberts et

al., 1989; Wullimann et al., 1991; Molist et al., 1993)、ニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)、ボラ

(Diaz-Regueira & Anad6n, 1992)、キンギョ(Peter & Gill, 1975; Morita & Finger, 1987a, b; Goehler &

Finger, 1992)、ゼブラフィッシュ(WdIimann et al., 1996)、ナマズ(Kanwal & Caprio, 1987)、そのほか

の硬骨魚類(Nieuwenhuys et ah, 1998)O神経核や神経線維東の名前は基本的にWullimann et al.

(1996)あるいはMeek & Nieuwenhuys (1998)に従ったo

喚球(olfactory bulb, OB). OBは、 3つの層からなるが、それらの境界は不明瞭であるPIane l)o

これらの層は内側から、 internal cellular layer (ICL)、 external cellular layer岬CL)、 glomerular l町er
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(GL)に相当するOこのような層構造はゼブラフィッシュ(Wullimann et al, 1996)でも観察されているo

どの層も小さな神経細胞体(ca. 5 jim)からなり、 GLの細胞体は他の層より高密度である。

終脳(telencephalon, Tel). Telは正中にあるtelencephalic ventricle (VT)で左右の半球に分けら

れるTelの半球はdorsal telencephalic areaとventral telencephalic areaからなるdorsal telencephalic

area (D)は小さな額粒状の細胞体からなる(Planes 2, 3)。 Dは尾側に向かって、 central zone of the D

(Dc)、 medial zone of the D (Dm)、 dorsal zone of the D (Dd)、 lateral zone of the D (Dl)に分けられるo

このような形態はキンギョ(Peter & Gill, 1975)でも観察されているOさらに尾部では、脳表面のくびれ

部分を境に、 Dlはdorsal part (Did)とventral part (Dlv)に細分される(Plane 4)o Dlvはゼブラフィッシ

ュ(Wullimann et al, 1996)のposterior zone of the Dに対応しているo脳表面では、 DmとDdの境界

部にくびれがあり(Planes 3, 4)、これはゼブラフィッシュ(Wullimann et al., 1996)の結果から、 sulcus

ypsiloniformis (SY)と同定できる。 Ddは細胞体が密集していることで特徴づけられる(Plane 4)o

ventral telencephalic area (V)は5つの神経核にわけられる;dorsal nucleus of the V (Vd)、 ventral

nucleus of the V (Vv)、 lateral nucleus of the V (VI)、 supracommissural nucleus of the V (Vs)、

postcommissural nucleus of the V (Vp) (Planes 2-4)c同様な5つの神経核はゼブラフィッシュ

(Wullimann et al, 1996)やニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)でも見られているo

Nerve tracts, medial olfactorytract (MOT)はVvの腹側を走行し、 Tel中部まで達する(Planes 2, 3)o

一方、 lateral olfactory tract (LOT)臥ゼブラフィッシュ(Wullimann ef a/., 1996)やニジマス即eek &

Nieuwenhuys, 1998)と同様に、吻部で消失するo左右の半球臥ゼブラフィッシュ(Wullimann et ah,

1996)と同様に、尾部でanterior commissure (Cant)で連絡される(Plane 4)c尾部では間脳

(diencephalon, Die)に向かうmedian forebrain bundle (MFB)とIateral forebrain bundle (LFB)が識別

できる(Planes 4-6)。

間脳(diencephalon, Did). DieはTclの尾側にあり7つの額域にわけられる;preoptic area、

epithalamus、 dorsal thalamus、 ventral thalamus、 hypothalamus、 posterior tuberculum、 pretectumoこれ

はゼブラフィッシュ(Wullimann et al., 1996)やニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)と同様な形態

であるDieの吻部正中域には背腹方向に伸びる細長い第三脳室(third ventricle, V3)が開口する

(Planes 4-9)。 Wullimam et al. (1996)はこの脳室をdiencephalic ventricleと呼んでいるが、本記載で

は噛乳類の脳との比較を容易にするた釧こ、 V3を用いた。 V3という名称はキンギョ(Peter & Gill,

1975)などをはじめ、様々な魚類(Meek & Nieuwenhuys, 1998)でも用いられているo V3は尾側に向

かうにつれて、腹側部が横方向に広がり、 infundibulum (INF)Planes 8-10)とrecess lateralis (RL)

(Planes 9-ll)を形成するOこのようなV3の構造はキンギョ伊eter & Gill, 1975)、ゼブラフィッシュ

(Wullimann et ai, 1996) 、ニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)でも見られているo

preoptic area, preoptic areaはV3吻部を取り囲む嶺域で、もっとも吻部のV3はparvocellular

preoptic nucleus (PP, < 5 um) (Plane 4)とmagnocellular preoptic nucleus (PM) (Plane 5)によって囲ま
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れるoゼブラフィッシュ(Wullimann et ah, 1996)やニジマス(Nieuwenhuys et al., 1998)では、 PPを

anteriorpartofthe PPとposteriorpart of the PPに細分しているが、ウナギではPPで明確な境界が見ら

れないのでこの領域のニューロンを一括してPPとしたo PMは大きな細胞体(ca. 20 jim)で特徴づけら

れ、 PPの背側に位置する(Plane 5)。 V3の腹側線はsuprachiasmatic nucleus (SC)によって囲まれる

(Planes 5, 6)。さらに、 SCの腹側にoptic tract (OT)とoptic chiasm (CO)が腹側方向に伸び出す

(Plane 5)cこのような形態はゼブラフィッシュ(Wullimann et al., 1996)やニジマス(Meek &

Nieuwenhuys, 1998)でも見られるPlane4のPP直下の正中域は、ニジマス(P6rezefa/.,2000)で示

されているvascular organ of the lamina terminalis (OVLT)に相当するかもしれない。

Epithalamus. epithalamusはhabenular nucleus (Ha)、 saccus dorsalis (SD)、 epiphysis (E; pineal

gland)からなる。 HaはV3の背側部を取り囲む神経核で、染色態度から2つに識別される;dorsal

habenular mucleus (Had)とventral habenular mucleus (Hav) Planes 5, 6)。 SDはVTとV3を覆うように

吻側に向かって伸び出す(Planes 2-6)。このような構造はキンギョ(Peter & Gill, 1975)、ゼブラフィッシ

ュ(Wullimann ef a/., 1996)、ニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)でも認められているo

Thalamus. dorsal thalamusはepithalamusの尾側にあって、 3つの神経核が識別される;anterior

thalamic nucleus (A)、 dorsal posterior thalamic nucleus (DP)、 central posterior thalamic nucleus (CP)O

AはHavの腹側にあり(Plane 6)、 Aの尾側には、 DPとCPがV3に沿って位置する(Planes 7-9)o

ventral thalamusはventromedial thalamic nucleus (VM)とventrolateral thalamic nucleus (VL)からな

る(Plane6)。

Hypothalamus. hypothalamusはthalamusの腹側にあって、大きく3つの領域にわけられる;

periventricular region、 tuberal region、 inferior lobes (IL)o periventricular regionはRL周囲に相当し、

saccus vasculosus (SV) (Planes ll-14)とthe nucleus recessi lateralis (NRL) Planes 8-12)からなるo

NRLはヨーロッパウナギ(Molist et al., 1993)やゼブラフィッシュ(Wullimann et al, 1996)のdorsal

zone of the periventricular hypothalamusに対応しているOウナギのtuberal regionはINF (Planes 7-10)

によって占められ、吻部rNF周囲をanterior tuberal nucleus (NAT) Planes 7-10)が、尾部をposterior

tuberal nucleus即PT)Plane ll)が取り囲む。このような構造はニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)

でも見られるtuberal regionは、キンギョ(Peter & Gill, 1975)やニジマス(Meek & Nieuwenhuys,

1998)のmedial tuberに相当するようであるD ILは、キンギョ(Peter & Gill, 1975)、ゼブラフィッシュ

(Wullimann et al, 1996)、ニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)と同様に、腹側方向に張り出し、そ

の外側域はdiffuse nucleus of the inferior lobe (DIL)に相当する(Planes 7-12)。ウナギのINFの腹側

正中域をmedian eminence (ME)とする報告もあるが(Tsuneki, 1986)、同じ額域を

hypothalamus-hypophysial tractとするニジマスの報告もある(P6-ez ef a/., 2000)o

posterior tuberculum. posterior tuberculum (TP)はmesencephalon (Mes)-の腹側移行部で、

thalamusの尾側にあたり、 V3に沿って尾側方向に伸びるo TPの最吻部にはperiventricular nucleus
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of the posterior tuberculum (TPp)があり(Planes 7-10)、その腹側正中部にはparaventricular organ

(PVO)があって、 rNFに面する(Planes 8, 9)。このような構造はニジマス(Meek & Nieuwenhuys,

1998)でも観察されているPVOは血管系がよく発達していることで特徴づけられるTPpの側方に

はpreglomerular nucleus PG)がある(Planes 7-10)。周縁部にはnucleus tori lateralis (NTL)があるが

(Planes 7-9)、これはキンギョ(Peter & Gill, 1975)のnucleus di氏isus tori lateralisに相当する。このよう

な形態はヨーロッパウナギ(Molist et al., 1993)やニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)でも観察さ

れている。 TPの最尾端正中域のventral thalamusとhypothalamusの間にはcorpus mamillare (CM)が

あるが(Plane ll)、ゼブラフィッシュ(WdIimann et al., 1996)のCMほど細胞体が密集しない。

pretectum. pretectal regionはMes -の背側の移行部で、太いposterior commissure (Cpost)で特

徴づけられる(Planes 7-9)。 Cpostの直下にはsubcommissure organ (SCO)があり、よく発達した

ependymal cellsがV3周縁部に配列する(Planes 7-9)。同様な形態のSCOはキンギョ(Peter & Gill,

1975)やゼブラフィッシュ(Wullimann etah, 1996)でも観察されている　SCOの側方にはventralpart

of the periventricular pretectal nucleus (PPv)とdorsal part of the periventricular pretectal nucleus (PPd)

があり(Planes 8, 9)、 PPdの背側にはparacommissural nucleus (PCN)がある(Plane 8)。 PCNの側方に

は吻尾方向に並ぶ2つの神経核があり、より吻側のものがparvocellular super丘cial pretectal nucleus

(PSp) (Plane 7)で、尾側のものがcentral pretectal nucleus (CPN)Plane 8)である。

Nerve tracts, postoptic commissure (Cpop)はCOのすぐ尾側にある(Plane 6)。 dorsomedial optic

tract (DOT)はoptic tectum (TeO)に向かって背側方向に伸びるが(Planes 6, 7)、 ventrolateral optic

tract (VOT)は尾側方向に伸びる(Planes 6-1 1)。 fasciculus retroflexus (FR)は、 epithalamusではHad

やHavのすぐ尾側にあらわれ伊Iane 7)、中脳(mesencephalon, Mes)のinterpeduncular nucleus

(NIn)が現れる顔域に向かって尾側方向に伸びる(Plane 13)。 horizontal commissure (Chor)はDieの

吻部腹側に現れ伊Iane 6)、背側に向かって伸び伊Iane 7)、 Die-Mes額域を通って尾側に伸びる

(Planes 7-9)o

中脳(mesencephalon, Mes). mesencephalon (Mes)は背側に大きくふくらんだTeOによって覆われ

る幅の広いmesencephalic ventricle (VMes)によって特徴づけられ、次の3つの額域にわけられる;

optic tectum (TeO)、 tegmentum、 torus semicirculans。

optic tectum. TeOは明瞭な階層構造をなし、神経細胞体は脳室周縁部に密集して配列し、

periventricular gray zone (PGZ)を形成する(Planes 6-15)。 TeOの腹側正中部には吻尾方向に長い

torus longitudinalis (TL)がVMesに向かって突出する(Planes 7-15)。 TLの直上にはcommissure

tecti (Ctec)があり、左右のTeOを連絡するPIanes 8, 9)。詳細なTeOの神経解剖学はヨーロッパウナ

ギ(Molist et al., 1993)で行われている。

Tegmentum. tegmentumはVMesの腹側実質部に相当し、大きな細胞体(> 20 nm)を有する。

tegmentumの最吻部にあるnucleus ruber (N町の細胞体は円-卵形を呈する(ca. 25 jim) (Planes 9,
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10)。 NRの正中側でPPvの尾側にはnucleus of the medial longitudinal fascicle (NMLF)があり(Plane

10)、その細胞体は巨大で円一卵形を呈する(ca. 40 |im)。 tegmentum吻部ではVMesに面してよく発

達した血管系が認められ、ゼブラフィッシュ(Wullimann e/ a/., 1996)のvascular lacuna of area postrema

(Vas)に対比できる伊Ianes 10, ll)。 NMLFの側方にはrostral tegmental nucleus (RT)がある(Plane

10)。ヨーロッパウナギではRTはtegmentum lateral groupと記載されている(Molist et ah, 1993)O

NMLFの尾側には卵形(ca. 10 nm)の細胞体が正中域に分布し(Planes ll-13)、これらの細胞体は、

分布位置から3つのクラスターにわけられる; oculomotor nucleus (MNIII) (Planes ll, 12)、

Edinger-Westphal nucleus (EW) Plane 12)、 trochlear nucleus (MNIV)伊Iane 13)。同様な配列はヨーロ

ッパウナギ(Molist et a!., 1993)、ゼブラフィッシュ(Wullimann et al, 1996)、ニジマス(Meek &

Nieuwenhuys, 1998)でも見られているVMesの腹側線は脳室側に張り出し、 Iateralis valvulae (NLV)

を形成し(Planes ll, 12)、尾側でrhombencephalonのvalvula cerebelliと癒合する(Planes 13, 14)o

NLVの腹側には、ヨーロッパウナギ(Molist et al., 1993)と同様にnucleus lateralis profundus

mesencephali (LPM)がある(Plane 12)。 tegmentumの尾側部には腹側正中域にinterpeduncular

nucleus (Nln)がある(Plane 13)。

Torus semicircularis. torus semicircularis (TS)はVMesの腹側域に相当し、その脳室縁はVMes

に向かって張り出す(Planes 10-14)。 TSは尾部では、より外側のventrolateral nucleus of the torus

semicircularis (TSvl)とより正中側のcentral nucleus of the torus semieircularis (TSc)に分けられる

(Planes l l-14)。

Nerve tracts.吻尾方向に伸びる神経束が2つ識別される;正中額域を走行するmedial longitudinal

fascicle (MLF)伊Ianes 10-27)と、より外側のIateral longitudinal fascicle (LLF) (Planes 10-16)o MLFは

NMLFに始まり、一方、 LLFはTS直下に出現するPIane 10)。両者ともに菱脳(rhombencephalon,

Rho)に向かって尾側に伸びるTeOからTSやtegmentumの外側に沿ってtractus tectobulbans

(TTB)が腹側正中方向に伸びる(Planes ll-14)。 TTBの線経の多くは、ゼブラフィッシュ

(Wullimann et al., 1996)と同様に、 NInのすぐ吻側にあるansulate commissure (Cans)を通J;て正中

を横断する(Planes ll, 12)。 oculomotor nerve (III)はMNIIIに始まり、正中腹側域を腹側に向かって

伸びる(Plane 12)。

菱脳(rhombencephalon, Rho). Rhoは、 Ceを含むmetencephalonと、延髄とV4を含む

myelencephalonからなるo

Metencephalon. Ceはさらに3つの額域に分けられる; valvula cerebelli、 corpus cerebelli、 caudal

cerebellar region,, valvula cerebelliはVMesに向かって張り出す正中部で、 3つの層からなる;outer

molecular layer (SMo)、 intermediate ganglionic layer (SGa)、 deep granular layer (SGr) (Planes 13-1 5)。

corpus cerebelliもvalvula cerebelliと同様に、 SMo、 SGa、 SGrからなる(Planes 16-22)o SGaの神経

細胞体は顧粒状を呈するSGrの細胞体(ca. 5 jim)よりも大きく、 SGrの縁辺部に局在することから、

g



rainbow trout (Meek & Nieuwenhuys, 1998)のプルキンエ細胞に対比できるかもしれないgranular

eminence岬G)はCeと延髄の連絡部に現れ(Plane 15)尾側に続く(Planes 15-22)。 caudal cerebellar

regionはmetencephalonと延髄をcrista cerebellaris (CC)で結合させる領域である(Planes 17-25)O同

様な形態はヨーロッパウナギ(Meredith & Roberts, 1987; Meredith et al., 1987)、ゼブラフィッシュ

(Wullimann ef a/., 1996)、ニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)でも見られているo Ceの腹側部には

cerebellar commissure (Ccer)がある(Planes 15-18)。

Myelencephalon. V4は、 isthmusレベルで非常に狭いがPIanes 13, 14)、そのすぐ尾側で急激に

幅を広げ(Planes 15-18)、さらに尾側-伸びるo V4の幅は延髄中部で最大になり(Planesl7, 18)、尾

部に向かって次第に狭くなる(Planes 19-26)。 V4の側壁は、ニジマス(Nieuwenhuys et ah, 1998)と同

様に、くびれによって背部のccと腹部のthe facial lobe (LVII)にわけられる(Planes 20-23)。 LVH

は、尾側ではvagal lobe (LX)にかわる(Planes 24-26)。

延髄は吻側のisthmusレベルでMes (Plane 13)に、尾側のobex (OX)レベルで脊髄(Plane 27)に

移行する。延髄最吻部にあるnucleus isthmi (NI)は比較的側方に位置する(Planes 13, 14)。このよう

な形態はヨーロッパウナギ(Molist et al, 1993)と同様である. NIの腹側正中側にはIocus coeruleus

(LC)があり、 LCはゼブラフィッシュ(Wullimann et al, 1996)やニジマス(Meek & Nieuwenhuys,

1998)と同様に、比較的大きな神経細胞体(ca. 20 ¥im)からなる(Planes 13, 14)o LCの尾側には

trigeminal motor nucleus (MNV)があり(Planes 15-18)、 MNVの腹側にはsuperior olive (OS)が位置

する(Plane 17)。さらに尾側にはoctavolateral efferent nucleus (OEN) (Planes 20-23)、 facial motor

nucleus (MNVII) (Planes 21-23)とglossopharyngeal motor nucleus (MNIX)とvagal motor nucleus

(M¶X)の両方からなる神経核複合体(Planes24-27)がV4にそって配列する。本研究ではNMⅨと

NMXからなるこの神経核複合体をglossopharyngeal-vagal motor complex (GVC)と呼ぶことにする

(planes 24-27) (FIG. l-3)。 GVCの腹側には、チョウザメ(Adrio et al, 2000)やネコザメ(Anad6n et al.,

2000)で報告されているような多極形あるいは紡錘形の細胞体(ca. 20 nm)からなるspino∝cipital

motor nucleus (NSO)が0Ⅹレベルを越えて尾側方向に伸びる(Planes 26, 27)O

延髄中部では、 medial octavolateral nucleus (MON)がcrista cerebellaris (CC)の直下に現れる

(Planes 17-23)。 MONの腹側の細胞群は吻尾方向に3つの神経核にわけられる;anterior octaval

nucleus (AON) (Plane 17) 、 magnocellular octaval nucleus (MaON) (Plane 19)、 descending octaval

nucleus (DON) (Planes 20-23)。 octavolateral areaからは3ンっの神経が出る; anterior lateral line nerve

(ALL) (Planes 17-19)、 posterior lateral line nerve (PLL) Planes 20-23 、 octaval nerve (VIII) (Planes

17-2 1)Q octavolateral areaの形態はヨーロッパウナギ(Meredith & Roberts, 1987; Meredith et ah, 1987)

やゼブラフィッシュ(Wullimann et al, 1996)とよく似ているo

octavolateral areaの腹側部柱は、背腹方向に伸びた紡錘形を呈する巨大な細胞体(ca. 90 × 50 nm)

が左右で対をなす(Plane 17)。局在位置や形態から判断すると、この1対のニューロンはマウスナ-細
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胞(Mauthner cells, MCs)と同定できる。同様な形態のニューロンはヨーロッパウナギ(Meredith &

Roberts, 1987; Meredith et al., 1987)やキンギョ(Meek & Nieuwenhuys, 1998)、そのほかの魚類

(Zottoli, 1978)でも報告されている。

延髄の腹側正中部にはraphe nucleusがあり、吻方向から順にsuperior raphe nucleus (RS)、

intermediate raphe nucleus (RInt)、 inferior raphe nucleus (RInf)にわけられるo RSはNInのすぐ尾側

に現れる(Plane 14)。残りの神経核はMLFの腹側に現れる;RInt (Planes 19, 20)、 RInf(Planes 21-26)

(FIG. l-3)。延髄の腹側部全体にわたって神経線経が網状に発達するoこの構造は、ヨーロッパウナギ

(Roberts et al., 1989)やゼブラフィッシュ(Wullimann et ah, 1996)、ニジマス(Meek & Ni飢iwenhuys,

1998)のreticular formation (RF)に相当する。 RFのなかには多極形や卵形を呈する大きな神経細胞

体(> 25 (im)が散在している(Planes 13-27)Oこれらの細胞体のなかに臥直径35 ¥imに達するもの

もある(Planes 15-18)。

oxの尾側の正中域には吻尾方向に伸びるarea postrema (AP)があり、神経細胞体は小さく(ca. 5

pm)、頼粒状を呈し、背側表面から深部に向かって散在する。 APの背表面には多数の毛細血管が静

められる(Plane 27)。 APの腹外側には、小さな細胞体(< 10 urn)が散在するcommissural nucleus of

the Cajal (NCC)とmedial血unicular nucleus (NFM)が認められる(Plane 27)o

Nerve tracts.吻尾方向に伸びる神経束のうち、 MLFはOXレベルを超えてさらに尾側に伸びるの

に対し(Planes 10-27)、 LLFは延髄吻部で消失する(Plane 17)。 tractus tectobulbaris cruciatus (TTBc)

はplanes 15から23までの間で認められるdescending trigeminal root (DV)とsecondary gustatory

tract (SGT)はMesで現れ(Plane 15)、 OXレベルを超えて尾側に伸びる(Plane 27)o vestibulo-sprnal

tract (TVS)も同様にMesで現れ(Plane 15)、 RFと平行して0Ⅹレベルを超えて尾側に伸びる

(Plane 27)。 TVSの同様な伸びはゼブラフィッシュ(Wullimann et al., 1996)やニジマス(Meek &

Nieuwenhuys, 1998)でも観察_されているcommissure ventralis rhombencephali (Cven)はV4や中

心管(central canal, C)のすぐ腹側にある(Planes 14-27)。

FIG. 1-2Bのplanes 13-27から得た結果をもとに、延髄の主要な神経核の分布をFIG.ト3に示すo

v4周囲には、 MNV、 MNVII、 GVCが吻尾方向に配列し、個々の神経核の吻尾長は、それぞれ約

450 nm、 500 nm、 1700 jimである(left half in FIG. l-3)oまた、 MNVとMNVII、 MNVIIとGVCの間

隔は、それぞれ300nmと50nmであるo延髄腹部では、 RS、 RinU RInfが正中にならび、 OS、 OEN、

NSOが側方に位置する(right half in FIG. l-3)。 OENはMNVIIのすぐそばにあり(Planes 21-23)、

NSOはGVCの腹側にある(Planes 26, 27)。

脳から出たV (level of planes 13-15)、 VII (level of planes 15-16)とIXあるいはX (level of planes

19-26)で神経節が認められる(data not shown)oこれらの神経節にある神経細胞体は円形を呈する

(> 20 nm)。これらの神経節は、それぞれヒトのsemilunar ganglion、 geniculate ganglion、 jugular

lion、 nodose ganglion (Martini et al., 2000)に相当するのかもしれないO
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腰:垂願辞官

血液脳関門を欠いている脳部位を識別するために、 EBをウナギの腹腔に注射した。外部形態的に

sD、 E、 APが明瞭に染色された(FIG. 1-4A)。さらに横断面切片では、 PM (FIGS. 1-4B, D;

corresponding to Plane 5 in FIG. 1-2B)とNAT (FIG. 1-4E; corresponding to Planes 8-10 in FIG・ 1-2B)

がEB陽性であったoしかしながら、明らかなEB陽性ニューロンはPM、 NAT、 APだけ認められ、 SDと

EではEB陽性ニューロンの確認はできなかった(FIG. 1-4C)。 PM (FIG. 1-4D)やNAT (FIG. 1-4E)

のEB陽性ニューロンは大きく(>20¥im)、 V3に沿って分布していたOまた、 APのEB陽性ニューロン

は小さく(< 5 nm)、 AP全体に散在していた伊IG. 1-4F)。

考察

本研究では、 Kltlver-BamJra染色した切片をもとに、比較解剖学的にニホンウナギの喚球から延髄

におよぶ脳地図を作製したoこれまでヨーロッパウナギを用いて、 Dieのpretectal area (Wullimann et ah,

1991)、 Mes (Molist e* a/., 1993)、 octavolateral areaを中心とした延髄吻部(Meredith & Roberts, 1986,

1987; Meredith et al, 1987; )で詳細な神経解剖学はあるが、ウナギの脳全体におよぶ形態記載はド

ーパミンを含有するニューロンの局在に限られ(Roberts et ah, 1989)、神経回路網の構築に十分な脳

地図はつくられていなかった。この脳地図はウナギでおこなわれた初めての総合的な神経解剖学的記

載である。ニホンウナギの脳の形態はヨーロッパウナギのそれとよく一致しているoまた、脳地図が作製

されている他の魚種と比較すると、ニホンウナギの脳の形態は、基本的にゼブラフィッシュ(Wullimann

et al., 1996)、ニジマス(Meek & Nieuwenhuys, 1998)、キンギョ(Peter & Gill, 1975; Morita & Finger,

1987a, b; Goehler & Finger, 1987; Meek & Nieuwenhuys, 1998)、ナマズ畔anwal & Caprio, 1987)のも

のとよく似ている。しかしながら、魚種によって異なる構造も見られる;特に延髄のMNVII、 MNIX、

MNXの組織化は魚種間で異なるo噛乳類では、これらMNVII、 MNIX、 MNXは嚇下に関与する筋

(嚇下関連筋)に投射する運動神経核であることがよく知られている(Jean, 1990; Diamant, 1993)。 FIG.

1-5はこれまで様々な魚種で報告されてきた3つの組緑化様式を示すtype Iでは、 3つの神経核が一

緒になって1つの運動神経核の複合体を形成するので、 MNVII、 MNIX、 MNXを区別することはでき

ない。このような組織化様式はロクエラザメ(Arfgns-Kappers et al, 1936)、ツノザメ(Ari&is-Kappers et

al., 1936; Anad6n et al., 2000)、マフグ(Arfgns-Kappers et ah, 1936)、チョウザメ(Adrio et al, 2000)、ア

ミメウナギ(Ariens-Kappers et ah, 1936)、ターボン(Arigns-Kappers et al, 1936)で認められるoニホン

ウナギはtypeIIに属するoこのタイプはMNVIIはわかれているが、 MNIXとMNXが一緒になって1

っの運動神経核の複合体を形成する。本研究では、この複合体をGVC (FIG. 1-3)と命名した。同様

な組織化様式は、ヤツメウナギ(Ariens-Kappers, 1936)、アミア(Meek & Nieuwenhuys, 1998)、ナマズ

(Kanwal & Caprio, 1987)、ゼブラフィッシュ(Wullimann et al., 1996)、ニジマス(Meek & Nieuwenhuys,
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1998)などで認められるtypeIIIでは、 MNVIIがわかれ、さらにMNXもいくつかの細胞群を形成するO

このようなこのような組織化様式は、タラ(Ariens-Kappers et al, 1936)、エンジェルフィッシュ

(Ariens-Kappers e* a/., 1936)、フグ(Arfgns-Kappers et al., 1936)、マンボウ(ArfSns-Kappers et ah, 1936)、

キンギョ(Morita & Finger, 1987a, b; Goehler & Finger, 1987; Meek & Nieuwenhuys, 1998)で見られ

る。 、 FIG. 1-5では、比較のために噛乳類のMNVII、 MNIX、 MNXの組織化様式を示す(Coil &

Norgren, 1979; Geis & Wurster, 1980; Weaber, 1980; Kalia, 1981; Wild, 1981; Kalia & Sullivan, 1982;

Stuesse, 1982; Stuesse & Powell, 1982; Takayama et al, 1982; Chernicky et ah, 1983; Katz & Karten,

1983; Barbas-Henry & Lohman, 1984; Yoshida et al., 1984; Miceli & Malsbury, 1985; Shaprio & Miselis,

1985; Hamilton et al, 1987; Won et al, 1998)。噛乳類では、延髄尾部にある運動神経核は3つにわけ

られる;MNVII、 nucleus ambiguus (NA)、 dorsal motor nucleus of the vagus (DMX)。 NAはMNIXと

MNXの複合体であるDMXは副交感神経節前ニューロンからなるo噛乳類では、 MNVIIやNA、

DMXは療下関連筋を支配することがよく知られているので(Jean, 1990; Diamant, 1993)、ウナギの

MNVIIやGVCは`癖下'を引き起こす運動神経核かもしれない。実際、我々は運動ニューロンの逆

行性標識で、ウナギのGVCがbranchial muscles、 opercular muscle、 pharyngeal muscle、 upper

esophageal sphincter、 esophageal body muscleといった嚇下関連筋に投射していることを観察している

(第2章)0

ウナギの腹腔にEBを注射すると、 SD、 E、 PM、 NAT、APが染色される(FIG. l-4)。 EBは血中でア

ルブミンと結合してEB-アルブミン複合体を作り、 EB-アルブミン複合体は血液脳関門を通過できないこ

とがよく知られているので(Clasen et al, 1970; Sana & Lundberg, 1983)、これらの脳部位は血液脳関門

を欠いており、ウナギの脳室周囲器官であると考えられる。これらの脳部位のうち、 PM (FIG. 1-4B, D)、

NAT(FIG. 1-4E)、 AP (FIG. 1-4F)ではニューロンが明らかにEBを取り込んでいるO脳室周囲器官は2

っのタイプがあり、一方は内分泌腺の役割を担うものと、もう一方は血液脳関門を通過できない血中因

子を受容し、脳に情報を送る感覚受容の役割を担うものである(Simon, 2000)。本研究で識別された

脳室周囲器官のうち、 EBのニューロン-の取り込みが確認されたPM、 NAT、 APは血中因子を受容

する感覚受容のための脳室周囲器官(Simon, 2000)'であると考えられる。そのうちウナギのPMと

NATは視床下部にありV3に隣接する。晴乳類の場合、 v3に近接するsubfornical organ (SFO)と

organum vasculosum of the lamina terminalis (OVLT)臥血中angiotensin II (ANG II)を受容し飲水

行動を促進させる脳室周囲器官であることがよく知られている(Fitzsimons, 1998)。ウナギではANG II

の脳内作用部位はまだ同定されておらず、また、 V3周囲の発生様式は噛乳類と魚類では異なるので

これらの動物の間でV3周囲の脳室周囲器官の相同性を詳細に検討しなければならないが、 PMと

NATは、それらの局在位置から、血中ANG IIを受容するウナギの`渇きの受容'に関わる部位であると

考えられる。

本研究ではPM、 NATが`渇きの受容'の部位であり、 GVCが`嚇下'の出力部位であると想定したo

12



飲水行動は入力部位から出力部位までの神経回路が制御しているので、今後さらに、入力部位から

出力部位までの神経連絡を明らかにしなければならないが、そのような神経連絡を調べるためにも本

研究で作製した脳地図は重要である。
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P一ane 1: OB

FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)
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FIG. 1-2 (Continued)

24

Plane 24: Rho

円ane 25:Rho

Plane

Plane 27:同10



FIG. 1-3　A longitudinal distribution of various motor nuclei in the medulla

oblongata (MO) (dorsal view). The figure is constructed schematically丘om the

data of planes 13-27 in Fig. 1-2B- The le氏half indicates dorsal distribution and the

right half does the ventral. All nuclei are abbreviated (cf. TABLE 1-1),
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Midhne -＼

TypeI

Cartilaginousfisfa
six-gillshark
dogfish
skate
rabbitfish
Bonyfish

sturgeon
reednsh
tarpon

Type II

Cyclostom es
lamprey

Bony fish
bowiin

catfi sh

zebrafish

rainbow trout

MS‖

Type

Bonyfish
cod
anglerfish

pufferfish

sunfishgoldfish

Mammalian

Type

FIG.1-5Comparisonoftheconfigurationinswallowing-associatedmotornucleiinthemedulla

oblongata(MO)betweenfishandmammalsinonlythele境halfoftheMO(dorsalview,upperisthe
rostraldirection).Dottedcolumnindicatesthefacialmotornucleus(MNVII)-Horizontalandoblique

tr*rvTT-v¥lj.114-~*1ォ/"fcjTfc.TV¥stripesshowtheglossopharyngealmotornucleus(MNIX)andthevagalmotornucleus(MNX),respec-
tively.Undereachcon丘gurationpattern(TypeI-Ill),fishnamesarelisted.Inmammaliantype,the
MNIXandtheMNXisnotseparatedwithinthenucleusambiguus(NA),thusindicatesasbolddot.V4
showsthefourthventricle.Theseconfigurationpatternsareclassifiedfollowingmorphologicaldata
斤omvariousfish;eel(presentstudy),dogfish(Ar抽s-Kappersetal.,1936;Anadonetat.,2000),
strugeon(Adrioetal.,2000),bowfin(Nieuwenhuysetal.,1998),catfish(Kanwal&Caprio,1987),
zebrafish(Wullimannetal,1996),andgoldfish(Morita&Finger,1987b;Goehler&Finger,1992;
Nieuwenhuysetah,1998),andotherfish(Ariens-Kappersetal,1936).
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TABLE 1-1 Index for the neuroanatomy of the Japanese eel brain
Abbrevi-

ation N omenclature

Appearance in Fig-ト2

Area P lane

anterior thalamic nucleus

ALL anterior lateral line nerve

AON anterior octaval nucleus

AP area po strema

C ans ansulate commissure

Cant anterior commissure

CC cnsta cerebellaris

Ccer cerebellar commissure

C e cerebellum

Chor horizontal commissure

CM corpus mamillare

CO optic chiasm

CP dorsal central thalamic nucleus

CPN central pretectal nucleus

Cpop postoptic commissure

Cpost posterior commissure

Ctec commissura tecti

Cven commissura ventrahs

血ombencephali

D dorsal telencephalic area

Dc central zone of the D

Dd dorsal zone of the D

Die diencephalon

DIL diffuse nucleus of the inferior lobe

Dl lateral zone of the D

Did dorsal part of the DI

Dlv ventral part of the DI

Dm medial zone of the D

DON descending octaval nucleus

DOT dorsomedial optic tract

DP dorsal posterior thahmic nucleus

DV descending tngeminal root

epiphysis

ECL external cellular layer

EG granular eminence

EW Edmger-Westphal nucleus

FR fasciculus retroflexus

GL glomerular layer

Die

Rho　　17-19

Rho　　1 7

Rh0　　　2 7

Mes ll, 12

Tel

Rho　　1 7-25

Rho　　15-18

Rho

Die, Mes 6-9

Die ll

Die

D e　　　　7-9

Die

Die

Abbrevi- Appearance in Fig. 1-2

ation Nomenclature Area Plane

LPM nucleus lateralis profundus

LVII facial lobe

LX vagal lobe

MaON magnocellular octaval nucleus

MC Mauthner cell

Mes mesencephalon

MFB median forebrain bundle

MLF medial longitudinal fascicle

MNIII oculomotor nucleus

MNIV trochlear nucleus

MNV trigeminal motor nucleus

MNVII facial motor nucleus

MNX vagalmotornucleus

MO medulla oblongata

MON medial octavolateral nucleus

D ie　　　7-9　　　　MOT medial olfactory tract

Mes　　8, 9　　　NAT anterior tuberal nucleus

Rho　　1 4-27　　NCC commissural nucleus of the Cajal

NDV nucleus of也e descending

Te1　　2-5　　　　　　　tngeminal root

Te1　　3, 4　　　NFM medial funicular nucleus

Tel　　　3, 4　　　NI nucleus isthmi

Die　　　7- 1 2

Tel

Tel

Tel

Tel　　　3, 4

Rh0　　　20-23

Die　　　6, 7

Die　　　7-9

Rh0　　　1 5-27

Die　　　5, 6

0B 1

Rho　　　1 5-22

Mes　　　1 2

Die, Mes 7-12

OB

GVC glossopharyngeal-vagal motor cotnple?( Rh0　　24-27

Ha habenular nucleus

Had dorsal habenular nucleus

Hav ventral habenular nucleus

ICL internal cellular layer

IL inferior lobe of the hypothalamus

INF in免indibulum

LC locus coeruleus

LFB lateral forebrain bundle

LLF lateral longitudinal fascicle

LOT lateral olfactory tract

Die　　　5, 6

Die

Die　　　5, 6

sra H

Die

Die　　　8-10

Rh0　　13, 14

Tel,Die　4-6

Mes, Rh0 10-16

OB,Te1 2

NIn interpeduncular nucleus

NLV nucleus lateralis valvula cerebelh

NMLF nucleus of the MLF

NET po streior tuberal nucleus

NR nucleus ruber

NRL nucleus recessi lateralis

NSO spinooccipital motor nucleus

NTL nucleus ton lateralis

OB olfactory bulb

OEN octavolateral efferent nucleus

OS superior olive

OT optic tract

ox obex

OVLT vascular organ of the lamina

terminahs

PCN paracommissural nucleus

PG preglomerular complex

PGZ periventncular gray zone of the

optic tectum

Pit p ituitary

PLL posterior lateral line nerve

PM magnocellular preoptic nucl eus

PP parvocel lular preoptic nucleus

PPd dorsal part of the penventricular

pretectal nucleus

PPv ventral part of the penventncular

pretectal nucleus

Mes　　　1 2

Rh0　　　20-23

Rh0　　　24-26

Rh0　　　1 9

Rh0　　　1 7

Tel,Die　4-6

Mes, Rh0 10-27

Mes ll, 12

Mes　　　13

Rh0　　　15-17

Rh0　　　2 1 -23

Rho

Rho

Rho　　　1 7-23

OB,Tel　2-3

Die　　　7-10

Rh0　　　27

18, 19

Rh0　　　27

Rh0　　13, 14

Mes　　　1 3

Mes　　　　ト14

Mes 10

Die 1 1

Mes　　　9, 10

Die　　　　8-12

Rh0　　26, 27

Die　　　　7-9

m‖

Rh0　　　20-23

Rh0　　　1 7

Die

Rho

Die

Die

Die　　　7-10

Mes　　　7-15

舶
'
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>
'
J
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s
s
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TABLE 1-1 Index for the neuroanaiomy of the Japanese eel brain
lllt■■ll■lllhllllll■■■■■■t■■t■■t■■ttlllll■lllllll■llltlllt■lllllllllllll■■ltlll■ll1-1■lllll■■■■■■ttttttttttttttlttttttttt-

Appearance in Fig. 1 -2　　Abbrevi-Abbrevi-

ation Nomenclature

Appemnee in Fig. 1-2

Area Plane ation Nomenclature Area Plane

P Sp parvocellular superfic ial

pretectal nucleus

PVO paraventncular organ

RF reticular formation

Rho rhombencephalon

RInf inferior raphe nucleus

RInt intermediate raphe nucleus

R⊥　　　recess lateralis

RS superior raphe nucleus

RT rostral tegmental nuc leus

SC suprachiasmatic nucleus

SCO subcommissural organ

SD saccus dorsahs

S Ga intermediate ganglionic layer

SGr granular layer

S GT secondary gustatory tract

SMo outer molecular layer

SO sp inooccipital nerve

SV saccus vasculossus

SY sulcus ypsiloniformis

Tel telencephalon

TeO optic tec山m

TL torus longitudinal is

TPp penventricular nucleus of the

posterior tuberculum

TS torus semicircularis

TSc central nucleus of the TS

TSvl ventrolateral nucleus of the TS

TTB tractus tectobulbans

Die

Die　　　8, 9

Mes, Rh0 13-27

a
o
舶
D…
。
触
i
)
u
a
u

s
5
3
S
恥
舶
舶
舶

21-26

1 9-20

9-1

IE

ゥ

　

*

　

*

1

　

5

　

7

tst.

TTBc tractus tectobulbans cruciatus Rho　　14-22

TV S vestibulo-spmal tract Rho

ventral telencephalic area Tel

V3　　　third ventricle Die

V4　　　fourth ventricle Rho

7

　

　

　

　

　

　

　

′

h

V

2

　

　

　

　

　

　

　

2

か
　
t
　
<
?
　
A

*

-

　

<

N

　

蝣

*

　

-

i

Vas vascular lacuna of area postrema Mes 1 0, 1 1

Vd dorsal nucleus of the V Tel　　　2, 3

VI lateral nucleus of the V

VL ventro lateral thalamic nucleus Die

VM ventromedial thalamic nucleus Die

VMes mesencephahc ventricle Mes　　9-14

VOT ventrolateral optic tract Die　　　6-ll

Vp postcon皿issural nucleus of the V Tel

1 3-2 1　Vs supracommissural nucleus of Te1

13-21　　　　　　　the V

1 6-27　　VT telencephahc ventricle Tel　　　2 -4

13-22

Die　　　1 1-14

Te1　　3, 4

Mes　　　6-1 5

Mes　　　7-15

Die　　　7-10

Mes　　　10-14

Mes　　　　ト14

Mes　　　　ト14

Mes　　　1 1-14

Vv ventral nucleus of也e V Te1　　2, 3

olfactory nerve

optic nerve

Ill oculomotor nerve

IV trochlear nerve

tngeminal nerve

V王　　　abducens nerve

VII facial nerve

VIIs sensory root of the facial nerve Rho　　1 7-23

VIII o ctaval nerve

IX glossopharyngeal nerve

X vagal nerve
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第2章　ウナギの飲水関連筋に投射しているニューロン

要旨

本研究では、ウナギの飲水に関与している筋(飲水関連筋)から逆行性標識することで、これらの筋

に投射しているニューロンを同定した。蛍光色素であるEvans blue (EB)をウナギの7つの飲水関連筋

に注射した; stemohyoid muscle 、 3rdbranchial muscle 、 4th branchial muscle 、 opercular muscle 、

pharyngeal muscle、 upper esophageal sphincter (UES)、 esophageal body muscle。 sternohyoid muscleは

`開口'を引き起こし(開口関連筋)、残りの筋は`嚇下'に関与する筋(噴下関連筋)である。 EBで逆

行性に染色されたニューロンはすべて延髄尾部に同側性に認められた。第1章で作製した脳地図に

基づいて、 sternohyoid muscleに投射しているニューロンはspinooccipital motor nucleus (NSO)、残りの

礁下関連筋に投射しているニューロンはglossopharyngeal-vagal motor complex (GVC)のニューロン

であると同定された　GVCではニューロンの配列が筋の配列と対応していた(viscerotopic

arrangement);,したがって、 GVCのニューロンが吻尾方向に順番に罪火すれば、 `嚇下'は完了すると

考えられる。これらNSOやGVCニューロンは、 choline acetyltransferase (ChAT)の抗体で免疫染色す

ると大部分がChAT様免疫陽性反応を示すので、 acetylcholine (ACh)を神経伝達物質として用いて

いると考えられる。延髄のニューロンとはべつに、 pharyngeal muscle、 UES、 esophageal body muscleに

EBを注射すると、迷走神経の神経節でもEBで染色されたニューロンが観察された。これらのニューロ

ンは、その局在位置や形態から判断すると、感覚ニューロンであることが示唆される。また、これらのニ

ューロンはChAT様免疫陽性反応を示さないので、 AChを神経伝達物質に用いていない可能性が高

い。噛乳類の`礁下'の神経調節機序をもとに、これらの結果からウナギの飲水行動の神経調節機序

を示した。ウナギの飲水行動を制御している神経回路は、晴乳類の`嚇下'を制御している神経回路に

相当しているのかもしれない。

はじめに

ウナギは水中で生活し、呼吸のために常に口腔一咽頭腔内に水が保持されているので、 1回だけの

飲水であれば水を飲み込むこと`噴下'だけで飲水行動は完了する(連続的な飲水の場合、 `口に水を

含み'、 `療下する'ことで飲水行動は完了する)。一般に噛乳類では、 `嚇下'は機能的に口腔相、咽

頭相、食道相の3如こわけられる(Doty, 1968; Cunningham et al., 1990; Cunningham & Sawchenko,

1990, 2000; Miller, 1999)晴乳類と同様に、ウナギでも`噺下'はこれらの3相にわけられる:

sternohyoid muscleの収縮は口腔底にある舌骨を引き下げて開口をもたらし、口腔容積を増やす。結

果として、口腔内に水が侵入する。つづいてsternohyoid muscleの弛緩は口を閉じさせ、口腔内圧が

高められるので、水は咽頭-と送り込まれる(口腔相) 。 branchial musclesとopercular muscleの収縮は

鯉列と鯉孔を閉鎖させ水の流出を防ぎ、さらに、 pharyngeal muscleの収縮は咽頭腔内圧を高め、 UES
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が弛緩することで水は咽頭から食道に送られる(咽頭相) o最後に、 esophageal body muscleの蝶動で

水は胃に送られ(食道相) 、 `嚇下'は完了する。本研究では、これら飲水関連筋にEvans blueを注射

し、逆行性標識することで、これらの筋を支配しているニューロンの脳内局在部位を調べた。さらに、こ

れらのニューロンがAChを神経伝達物質に使っているかどうか調べるために、 anti-ChAT antibodyを

用いて免疫染色を行った。

材料と方法

Evans blue foよる逆行佐相

体重約200 gの養殖ウナギAnguillajaponica, Tenuninck & Schlegel, 1 847を購入し、 20℃の人工海

水中で1週間以上飼育したものを用いた。逆行性標識に用いられる色素は様々であるが、 Evans blue

(EB)は生体に無毒な色素で(Borges et al, 1985; Cobbett & Weiss, 1990; Weiss & Cobbett, 1992) 、

神経を切断しなくても容易に神経線経に取り込まれ、また、蛍光が比較的長持ちするので、本研究で

はEBを用いたEB (Kanto Chemical, Tokyo, Japan)をphosphate buffered saline (PBS, pH 7-4)に溶

かし(5.0 mg / ml)、約20 |ilを7つの飲水関連筋に注射した(FIG. 2-1);sternohyoid muscle (n - 5)、

3rd branchial muscle (n - 4)、 4th branchial muscle (n - 4)、 opercular muscle (n - 3)、 pharyngeal muscle

(ll - 4)、 upper esophageal sphincter (UES) (n - 3)、 esophageal body muscle (middle part of the

esophagus) (n - 7)。 stemohyoid muscleは、コイ(Sibbing, 1982)と同様に、額・胸部に始まり口腔底に

ある舌骨尾部に停止する筋であるbranchial musclesは鯉弓に付着する筋である　opercular muscle

は鰻蓋を裏打ちする筋であるpharyngeal muscleは咽頭背側部の粘膜下にある筋であるUESは咽

頭一食道の狭窄部に相当し、食道体はUESより尾側の食道筋である。本実験では心臓レベルの食道

体に注射した。本実験ではsternohyoid muscleを開口関連筋、それ以外の筋を療下関連筋と呼ぶこ

とにする。 EB注射は、 0.1 % 3-aminobenzoic acid ethyl ester (MS-222, Sigma, MO, USA)麻酔下のウ

ナギ1匹に対して1つの筋の左側だけで行った　opercular muscle -の注射は、鯉孔から注射針を挿

入し筋に注射した。それ以外の筋-の注射は対象とした筋を外科手術で露出させ注射し、その後縫

合したoいずれの注射でもEBの漏れを防ぐた桝こ注射後数分間は注射針を抜かずにおいた。 EB注

射したウナギを水槽に戻し4日間飼育した後、再びMS-222麻酔下で、 100 ml生理的食塩水で脱血し、

100 m1 4 % paraformaldehyde (PFA; Kanto Chemical, Tokyo, Japan) in 0. 1 M phosphate buffer (PB; pH

7.4)で潜流固定した。ウナギの頭部の筋を除去し、固定液が効果的に脳に浸透するように頭蓋の左右

を切り開いたのちに、4%PFA inO.l MPBで後固定した(4 ℃・12時間)。その後、脳を単離し、 30 %

sucrose in 0.1 M PBで置換した(4 ℃ ・一晩) 。 OCT Compound (Sakura, Finetechnical, Tokyo, Japan)

で包埋後、クリオスタットで横断面切片(厚さ30岬1 )を作製したo切片をpBSで洗浄後、一時的にPBS

で封入し、モノクローム冷却式ccDカメラ(C5985, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan)を備え

た落射型蛍光顕微鏡(Labophot-2, Nikon, Tokyo, Japan; Ex - 510-560 nm, Em - 590 nm)でEBの蛍

31



光像を観察し写真撮影した。本研究では、非常に弱い蛍光を葬しているニューロンは、時間経過とと

もに注射部位から同一筋内に拡散した微量のEBを取り込んだものであるという判断のもと、蛍光の強

さに関わらず、蛍光を発しているニューロンすべてをEB陽性であると見なした。 EB陽性ニューロンの

吻尾方向の位置を表すためにobex (OX)からの距離を示した; 「+」を付したものは0Ⅹから吻側、ト」

を付したものは0Xから尾側を意味する。

anti-choline acetyltransferase antibody lt-よる頻度染色

蛍光顕微鏡観察を終えたプレパラートのカバーガラスをはずし、 anti-choline acetyltransferase (Ch〟r)

antibodyを用いてperoxidase-anti-peroxidase (PAP)法で免疫染色を行った。切片をPBSで洗浄し

5 % H202 in methanolで内因性ベルオキシダーゼの除去を行った(室温・30分) Oその後、非特異的結

合を防ぐために、 blocking solution (PBS containing 0. 1 % Triton X-100, 3 % normal goat serum and 5 %

bovine serum albumin)で処理し(室温・ 2時間) 、 rabbit anti-choline acetyltransferase (anti-ChAT)

polyclonal antibosy (AB143, Chemicon, California, USA) (1: 500)で反応させた(4 ℃ 96-120時間) 0

この抗体(AB143)はエンジェルフィッシュの脊髄でChATを認識するのに用いられている(Sakamoto

et al., 1999%その後、 goat anti-rabbit IgG (AB132, Chemicon) in blocking solution (1 : 400)で反応させ

(4 ℃ ・ 2時間) 、 rabbit peroxidase-anti-peroxidase complex (PAP; PAP18, Chemicon) in blocking

solution (1: 100)でインキュベ-トした(4 ℃・2時間)。弟色は、遮光して1 %CoC12とl %NiSO4(NH4)2

S04をそれぞれl ml含んだ0.05 % 3, 3 '-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Nakalai Tesque,

Tokyo, Japan)溶液50 mlに4-5分間浸して行ったoなお、各操作の間に切片をPBSで5分間3回班

浄したDその後、切片を水洗後、脱水、透徹して封入したo対照実験として、一次抗体を用いずに一連

の処理をしたところ、陽性反応は認められなかった。作製した標本はカラーデジタルカメラ(Dimage

EX, Minolta, Tokyo, Japan)を備えた光学醸微鏡(BH-2, Olympus, Tokyo, Japan)で観察し写真撮影

した。本研究で用いた脳部位の名称は第1章で作製した脳地図に従った。

結果

膠D鰍超射L,ているspinooccipital motor nucleus

左側のsternohyoidmuscle(n-5)にEBを注射すると、延髄尾部の左腹側部にある15-28個の神経

細胞体が同側性に染色された(FIG. 2-2A)<これらの細胞体は吻尾方向に散在し(+240 t0 -960 nm

from the OX) 、中でも+160 - -40 ¥imのレベルに最も多く分布していたOこの鏡域以外ではEB陽性ニ

ューロンは認められなかった。 EB陽性細胞体は大きく(ca. 20 ¥im)、多極形あるいは紡錘形を呈してい

たO同様な形態は、チョウザメ(Adrio et al, 2000)やネコザメ(Anadon et ai, 2000)のspinooccipital

nerve (sO)の運動ニューロンとして報告されている。また、 SOは一般にstemohyoid muscleを含む鯉

下筋群を支配することが知られているので(Romer & Parsons, 1977)、これらEB陽性ニューロンはウナ
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ギのspinooccipital motor nucleus (NSO)に相当すると考えられる. EBで逆行性標識を行った同一切

片でChAT抗体による免疫染色を行ったところ、大部分のEB陽性ニューロンはChAT様免疫陽性で

あった伊IG. 2-2B)。

療下男避薪に授射L,てい石glossopharyngeal-vagal motor complex

branchial muscles、 opercular muscle、 pharyngeal muscle、 UES、 esophageal body muscleのいずれの

筋でも、左側の筋にEBを注射すると同側性に延髄尾部左側のglossopharyngeal-vagal motor complex

(GVC)にある神経細胞体が逆行性に標識された.左側GVC以外の領域では、 EB陽性細胞体は認

められなかった0

3rdbranchialmuscle (n-4)にEBを注射すると、 EB陽性ニューロンは+1640to +1600 urnの範囲で

20-32個認められた(FIG. 2-2D)。一方、 4th branchial muscle (n - 4)では、 +1360 to +640 nmの範囲

で13-21個認められた(FIG. 2-2G)。これらEB陽性細胞体は紡錘形を呈していた(ca. 10 |xm)。

opercularmuscle (n- 3)にEBを注射すると、 +1470 to +1350 urnの範囲で19-34個のEB陽性ニュ

ーロンが観察された(FIG. 2-2J)。これらEB陽性細胞体は卵形あるいは円錐形を呈していた(ca. 10

um)0

pharyngeal muscle (n - 4)にEBを注射すると、 EB陽性ニューロンが+390 to +240 pmの範囲で

14-29個認められた(FIG. 2-2M)。分布域のなかでも、 +300 jimのレベルで最もたくさんのEB陽性ニュ

ーロンが観察されたOどの細胞体も紡錘形を呈していた(ca. 10 ¥im)。

UES (n - 3)にEBを注射すると、 EB陽性ニューロンが+600 to +30 ¥imの範囲で16-30個認められ

た伊IG. 2-2P)。 +250 fimのレベルでもっとも多くのEB陽性ニューロンが観察されたo細胞体は卵形を

呈していた(ca. 10 ¥im)a

middle part of the esophageal body muscle (n - 7)にEBを注射すると、 EB陽性ニューロンが+150 t0

-30 ¥xmの範囲で17-33個認められた(FIG. 2-2S)。これらの細胞体は紡錘形を呈していた(ca. 10

Hm)。

EBで逆行性標識を行った同一切片でChAT抗体による免疫染色を行ったところ、大部分のEB陽性

ニューロンはChAT様免疫陽性反応を示した伊IG. 2-2E, H, K, N, Q, T)。

pharyngeal muscle、 UES、 esophageal body muscle -の注射では、脳内だけでなく延髄から出た迷走

神経(Ⅹ)の神経節の神経細胞体もEBで染色された(FIG. 2-5)。これらの細胞体は円形を呈しており

(20-30 nm)、 ChAT様免疫陽性反応は示さなかった。

FIG.2-3は各筋へのEB投与で染色されたGVCニューロンの分布域をまとめたものである。口に近

いbranchial musclesやopercular muscleなどの筋群にはGVC吻部のニューロンが投射し、胃に近い

pharyngeal muscleやesophageal musclesなどの筋群にはGVC尾部のニューロンが投射していた。こ

れは筋群の配列とそれらを支配するGVCニューロンの配列が対応していることを示している
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(viscerotopic arrangement^ FIG. 2-4はEB陽性のNSOニューロンとGVCニューロンの立体的な分

布模式図であるNSOとGVCは互いに近接して局在しており、より背側にGVC、腹側にNSOが位置

していた。

考察

本研究ではウナギの飲水関連筋に投射している運動ニューロンの局在を明らかにした。延髄尾部か

ら脊髄にかけての腹側深部にあるNSOはsternohyoid muscleに直接投射している。また、 NSOニュ

ーロンはChATを含有しているので、 AChを神経伝達物質として使っていると考えられるo実際、単離

されたsternohyoid muscleはAChによって収縮させられる(Kozaka & Ando, unpublished observation),,

sternohyoid muscleの収縮はウナギの開口を引き起こし、結果として口腔内に水が流入することにな

る。

GVCはbranchial muscles、 opercular muscle、 phaiyngeal muscle、 UES、 esophageal body muscleな

どの噴下関連筋に同側性に直接投射している(FIG. 2-2, le免Iane)。 GVCのEB陽性細胞体の形態は

ナマズ(Kanwal & Caprio, 1987)、ボラ(Dfaz-Regueira & Anad6n, 1992、チョウザメ(Adrio e* a/., 2000)

の内臓性運動ニューロンの形態によく似ているので、これらのニューロンはウナギの内臓性運動ニュー

ロンで、同側性の神経支配によって`噴下'が制御されていると考えられるOまた、大部分のEB陽性ニ

ューロンはChAr免疫陽性反応を示すので(FIG. 2-2, middle lane)、神経伝達物質にAChを使って

いることが考えられる。実際に、単離されたUESやesophageal body muscleにAChを与えると強い収

縮が生じるOiozaka & Ando, unpublished observation)。

筋にEBを注射することで筋組織中にある毛細血管から体循環系にEBが入り込み、結果として、血

液脳関門を欠いている脳室周囲器官がEBで染色される可能性も考えられるOしかしながら、 NSOや

GVCはこれまで知られている脳室周囲器官には含まれておらず、 EBの腹腔内投与でウナギのNSO

やGVCは染色されない(第1章)0

pharyngeal muscle、 UES、 esophageal body muscleにEBを注射すると、 Xの神経節にある多数の細

胞体がEBで染色された(FIG. 2-5)。これらEB陽性細胞体の局在位置や形態から判断すると、これ

らは感覚ニューロンであると考えられる。同様な神経節はエイ(Barry, 1987)、ナマズ(Kanwal &

Caprio, 1987)、メクラウナギ(Matsuda et al, 1991)でも観察されているo噛乳類のXではjugular

ganglion (JG)とnodose ganglion (NG)の2つが知られており、ともに内臓性感覚ニューロンからなる

(Bieger & Hopkins, 1987)。しかしながら、本研究では、 EBで染色されたニューロンを含む神経節が噛

乳類のJGあるいはNGのどちらに対比できるか判断できない。これらEBで染色された内臓感覚ニュ

ーロンは咽頭や食道からの情報を受け取り脳-入力しているに違いないが、脳のどの部位に入力し

ているかはウナギではまだ同定できていない。エイ(Barry, 1987)、ナマズ(Kanwal & Caprio, 1987)、メ

クラウナギ(Matsuda et al., 1991)、ギンザメ(LAzte et al., 1992)、キンギョ(Morita & Finger, 1987)、ボラ
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(Diaz-Regueira & Anad6n, 1992)では内臓性感覚ニューロンが延髄のvagal lobe (LX)や

commissural nucleus the of the Cajal (NCC)に投射することが示されているoこれらの魚類と同様に、ウ

ナギでもLXやNCCが識別されているので(第1章)、ウナギの内臓性感覚ニューロンもLXやNCC

に投射していることが考えられる。

本研究結果から、以下のようなウナギの飲水行動の神経調節機序を考える(FIG. 2-6A)0 NSOニュ

ーロンはその神経終末からAChを放出しsternohyoid muscleを収縮させ開口させる.その結果、口腔

内に水が入る。吻部GVCニューロンはbranchial musclesやopercular muscleを収縮させ咽頭腔内圧

を上昇させるo咽頭腔内圧は中部GVCニューロンによって支配されているpharyngealmuscleの収縮

によってさらに高められる。同時に、中部GVCニューロンによって支配されているUESが弛緩すれば、

咽頭腔内の水は食道に送られることが考えられるUESを弛緩させる因子はまだ同定されていないが、

UESはAChで収縮するのでOLozaka & Ando, unpublished observation)、中部GVCの活動が抑制さ

れ、神経終末からのAChの放出が抑えられればuESの弛緩が生じる(第3章)。食道に達した水は、

尾部GVCニューロンによって支配されるesophagealbody muscleの鳴動運動で胃に送られると考えら

れるGVCニューロンはviscerotopic arrangementを呈しているので、これらのニューロンが吻部から尾

部に向かって順に発火すれば`療下'が完了することになる。噴下関連筋からの求心性入力はJGある

いはNGを介して延髄に入ってくるDこれら求心性情報はLXやNCC (LX-NCC)に入ると予想される。

LX-NCCからGVC -の直接投射はキンギョ(Goehler & Finger, 1992)で示されているので、ウナギも

LX-NCCがGVCの活動を制御しているのかもしれないOそうだとすればJGあるいはNGからGVCま

での神経回路はウナギの`癖下'の反射弓であると考えられる。

FIG. 2-6に予想されるウナギの飲水行動の神経調節機序と噛乳類の`療下'の神経調飾機序(Jean,

1990; Diamant, 1993)を示すoウナギの飲水行動に関与しているLX-NCC、 NSO、 GVCは系統発生学

的にそれぞれ噛乳類のnucleus tractus solitarius (NTS)、 hypoglossal motor nucleus (MNXII)とupper

cervical motor nuclei (Cl-3)、 nucleus ambiguus (NA)とdorsal motor nucleus of the vagus (DMX)と相

同であることが知られている(Romer & Parsons, 1977; Matsuda et ah, 1991; Wullimann et ah, 1996)。ウ

ナギの飲水行動の神経調節機序(FIG. 2-6A)ではまだ不明な部分もいくつかあるが、本研究で示し

たウナギの飲水関連筋の神経支配様式や他の魚類から予測される求心性情報の入力様式は、晴乳

類の`嚇下'の神経調節機序(FIG. 2-6B)で見られるものと大部分一致し、それらを構成する個々の

神経核もウナギと噛乳類の間で相同であるので、ウナギの飲水行動を制御している神経回路が、晴乳

類の`礁下'を制御している神経回路に相当すると考えられる。今後、ウナギの飲水行動に関する神経

回路網の解明にはさらなる組織学的、電気生理学的手法を用いた研究が必要とされる。
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FIG. 2-1 Injection sites ofEvans blue (EB). Approximately 20 ¥il ofEB (5.0 mg / ml PBS)

was injected into the steraohyopid muscle (A), the 3rd branchial muscle (B), the 4th branchi-

al muscle (C), the opercular muscle (D), the pharyngeal muscle (E) the upper esophageal

sphincter muscle (F), and the esophageal body muscle (G). Each EB injection was made only
left-sidedly in each eel.
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第3章　カテコールアミンによるウナギのglossopharyngeal-vagal motor complex

の活動変化とそれを支配する神経核

要旨

ウナギの飲水行動では、咽頭嶺域の筋の収縮とともにupper esophageal sphincter (UES)が弛緩しな

ければ咽頭から食道に水は送られない。したがって、 UESの弛緩はウナギの飲水行動の律速段階で

あると考えることができる。そこで本研究では、 UESを支配しているglossopharyngeal-vagal motor

complex(GVC)の活動抑制がUESの弛緩をもたらすと考え、 GVCニューロンの活動を抑制する物質

の探索を行った　GVCの周りにメスで切り込みを入れ、他の脳領域からの神経連絡を完全に絶ったウ

ナギの脳標本(ブロック脳)にdopamime (DA)、 noradrenaline (NA)、 a血enaline (AD)をそれぞれ作用さ

せ、これらcatecholamines (CAs)の効果を細胞外記録したoいずれのCAsでも、券火頻度が有意に抑

えられたo CAsの抑制効果の強さは次のとおりであった:AD > DAサNA。次にGVCを支配し、 CAs

を含むニューロンの局在を調べるために、 anti-tyrosine hydroxylase (anti-TH) antibodyを用いて、ウナ

ギ延髄尾部(vagal lobe (LX)からarea postrema (AP)までの領域)で免疫染色を行ったGVCの周

囲やGVCニューロンの細胞体にオーバーラップするように非常に多くのTH様免疫陽性神経線経が

観察されたが、 GVCニューロンはTH様免疫陽性反応を示さなかった。 TH様免疫陽性細胞体はLX、

commissural nucleus of the Cajal (NCC)、 AP、 reticular formation (RF)、 GVCで観察されたo LX、 NCC、

APのTH様免疫陽性細胞体は小さく(<10 nm)、円形や涙滴形を呈し、 RPのTH様免疫陽性細胞体

は大きく(>20 nm)、多角形を呈していたoこのうち、 NCCとAPのニューロンはGVCに神経線経を伸

ばすものが観察された。これらの結果は、 NCCやAPがGVCをCAsによって抑制性支配していること

を示唆している。

はじめに

ウナギの飲水行動では、咽頭額域の筋の収縮によって咽頭腔内圧が上昇し、咽頭腔の水が食道に

向かって押しやられる。このとき、食道入口に相当する狭窄状態のupper esophageal sphincter (UES)

が弛緩しなければ水は食道に送られない。したがってUESの弛緩はウナギの飲水の律速段階であると

考えられるUESの弛緩機序として、 UESを支配するニューロンが弛緩物質を放出することで弛緩を引

き起こすこ場合とUES支配ニューロンの活動が抑制されることで弛緩を引き起こす場合が考えられる0

第2章で示したように、 UESを支配するglossopharyngeal-vagal motor complex (GVC)のニューロンの

ほとんどはacetylcholine (ACh)を神経伝達物質に用いている可能性が高く、また、 UESはAChで収

縮することが知られているので(Kozaka & Ando, unpublished observation)、後者の弛緩機序の可能性

が高い。そこで、本研究ではGVCの活動を抑える物質の探索を試みた。抑制物質として、まず、 ACh

に括抗する物質であるcatecholamimes (CAs)を考えたGVCの周りにメスで切り込みを入れ、他の脳
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領域からの神経連絡を完全に絶ったウナギの脳標本(ブロック脳)にdopamine (DA)、 noradrenaline

pA)、 adrenaline (AD)をそれぞれ作用させ、神経活動を細胞外記録した。さらに、 GVCを支配してい

るニューロンの局在を調べるた糾こ、 CA合成系の律速酵素であるtyrosine hydroxylase (TH)の抗体

を用いてウナギの脳の免疫染色を行った。

材料と方法

Glossopharyngeal-vagal motor complex (GVC)からの脚畠餅

ウナギを断頭後、氷温下ですばやく頭部の筋を除去したOこれ以後はあらかじめ95 % 02 5 % C02で

通気しておいたcerebrospinal fluid(CSF; 124 mMNaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM MgSO4, 1.2 mM CaCl2, 1.2

mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 10 mM glucose, pH 7.4)中で処置・換作した。ウナギの前頭-頭頂部

から側頭部と右上顎部から右側頭部にかけての頭蓋を除去し、脳の背側面および右側面を露出させ

た。メスで脳標本を正中で切断し右脳を切除後、左脳の正中面(切断面)が上面になるように脳をアク

リル板に木綿糸で固定し潜流槽に標本を設置した。その後、脳標本のGVC周囲にメスで切れ込みを

加え、 GVCと他の領域との神経連絡を完全に遮断した(ブロック脳) (FIG. 3-1)Q潜流槽にブロック脳

標本をセットし、 95 % 02 5 % C02で通気しているCSFを室温下で津流した。潜流槽の液はアスビレー

タ-で排水した0本研究では、 dopamine (DA, 10 " M)、 noradrenaline (NA, 10'M)、 adrenaline (AD,

10"6 M)を含むCSPを港流し、それぞれのCAsの効果をみたCAsの濃度は予備実験の結果にもと

づいて決定されたo

不関電極にはAgAgClワイヤーを用い潜流槽中に固定した。記録電極にはテフロンコートされたタ

ングステンワイヤー(50 ¥im in tungsten diameter) (Cat. No. 7955, A-M systems, Washington, USA)を

用いた。記録部位はobexから吻側に向かって600 |xmから400 |j.mのGVC額域とした。この蘭域は

upper esophageal sphincter (UES)を支配している運動ニューロンが局在する(第2章) 。記録電極はマ

ニピュレーター(M0-102, Narishige, Tokyo, Japan)で操作し、各個体の記録部位から214回記録した。

神経活動はオシロスコープ(high cut > 3 kHz, low cut < 15 Hz; VC-9, Nihon Kohden, Tokyo, Japan)で

増幅した後にPowerLab (4s, ADInstruments, California, USA)に出力し、 Power Macintosh G3 (DT

266, Apple Computre, California, USA)で連続記録・解析したo

cAsによるGVCの神経活動の変化をくらべるために、 CAsの潜流前50秒間とCAsの潜流を行って

最大効果が現れ始めてから50秒間の発火頻度の平均を求め、その変化量をpairedt-testによって検

討した。

anti-tyrosine hydroxylase (anti-TH) antibodyによる免疫染畠

体重約200 gの養殖ニホンウナギAnguillajaponica, Temminck & Schlegel, 1847を購入し、 20℃の

人工海水中で1週間以上飼育したものを用いた　0.1 % 3-aminobenzoic acid ethyl ester (MS-222,
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sigma, MO, USA)麻酔下にあるウナギ01 - 8)を、 100 ml生理的食塩水で脱血し、 100 m1 4 %

paraformaldehyde (PFA; Kanto Chemical, Tokyo, Japan) in 0. 1 M phosphate buffer (PB; pH 7-4)で藩流

固定したOウナギの頭部の筋を除去し、固定液が効果的に脳に浸透するように頭蓋の左右を切り開い

たのちに、4 %PFA inO.l MPBで後固定した(4 ℃・12時間)。その後、脳を単離し、 30% sucrose in

0 1 M PBで置換した(4 ℃・一晩) OCT Compound (Sakura, Finetechnical, Tokyo, Japan)で包埋後、

クリオスタットでvagal lobe (LX)からarea postrema (AP)までの延髄尾部の横断面切片(厚さ30 fj.m )

を作製した。切片をPBSで洗浄後、 peroxidase-anti-peroxidase (PAP)法で免疫染色を行った。切片を

pBSで洗浄し5 % H202 in methanolで内因性ベルオキシダーゼの除去を行った(室温・30分)oその

後、非特異的結合を防ぐために、 blocking solution (PBS containing 0.1 % Triton X-100, 3 % normal

goat serum and 5 % bovine serum albumin)で処理し(室温・2時間) 、 rabbit anti-tyrosine hydroxylase

(anti-TH) polyclonal antibody (AB152, Chemicon, California, USA) (1: 500)で反応させた(4 ℃ ・

96-120時間) 。同様の抗体は、ギンザメ(Meek ef a/., 1993)、キンギョ(Morita & Finger, 1987a; Hornby

& Piekut, 1990)、トゲウオ(EkstrSm et al., 1990)、カワハギ伊unakoshi et al, 2002)でTHを捕らえるの

に用いられている.その後、 goat anti-rabbit IgG (AB132, Chemicon) in blocking solution (1 : 400)で反

応させ(4 ℃ ・ 2時間) 、 rabbit peroxidase-anti-peroxidase complex (PAP; PAP18, Chemicon) in

blocking solution (1: 100)で反応させた(4 ℃・2時間)。発色は、遮光して0.05 % 3,

3 -diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Nakalai Tesque, Tokyo, Japan)溶液50 mlに4-5分間

浸して行ったOなお、各操作の間に切片をPBSで5分間3回洗浄したoその後、切片を水洗後、脱水、

透徹して封入した。対照実験として、一次抗体を用いずに一連の処理をしたところ、免疫陽性反応は

認められなかったQ作製した標本を、カラーデジタルカメラ(Dimage EX, Minolta, Tokyo, Japan)を備

えた光学顕微鏡(BH-2, Olympus, Tokyo, Japan)で観察し写真撮影した。本研究で用いた脳部位の

名称は第1章で作製した脳地図に従った。

結果

Catecholamines (CAs) /」<」蝣るGVCの鰍

GVC周囲にメスで切れ込みを入れ、ほかの脳領域からの神経連絡を絶ったウナギのブロック脳標

本を用いて、 DA (1(T M)、 NA (KT M)、 AD (1(T M)を含むCSFを滞流し、 GVCから細胞外記録を

おこなった。本実験では7個体分の脳を用いて、それぞれのCAsで19回検討した。個々のCAsの

GVCに対する効果の一例をFIG. 3-2に示し、本実験のまとめをTABLE3-1に示すoいずれのCAsも

GVCの発火頻度を有意に減少させbairedt-test: AD, P <0.001; DA, P < 0.001; NA, P< 0.01)、抑制

性の効果を示した。また、発火頻度を増加させる興奮性の効果は認められなかった。本研究で検討し

た3種類のCAsのうち、抑制効果はADが最も強く、 DAがそれに続いた。 NAはADやDAにくらべ

著しく弱い傾向にあった。そこで、 Welch t-testによって、これら3種類のCAsの効果に有意な差がある
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かどうか検定したところ、 ADとDAとの間では抑制効果に有意な差は認められなかったが、 NAとAD

あるいはDAとの間では抑制効果に有意な差が認められたCP<0.001)、 NAはADやDAにくらべ明

らかに効果が弱かった。

腰醇屠部のtyrosi〃e砂叫Iose (TH)避免痢好絵反応

ウナギの延髄尾部をanti-tyrosine hydroxylase (anti-TH) antibodyで免疫染色すると、 4つの額域

(vagal lobe, LX; commissural nucleus of the Cajal, NCC; area postrema, AP; reticular formation, RF)で

TH様免疫陽性細胞体が観察された(FIGS. 3-3, 3-4)。また、 TH様免疫陽性神経線経はAP、 NCC、

LX、 Rfに加え、 GVCでも観察された(FIGS. 3-3, 3-4)。それ以外の額域ではTH様免疫陽性反応は

観察されなかった。

Vagal lobe. LXは延髄尾部の背側域である(FIGS. 3-3A-C, 3-4A)。 TH様免疫陽性細胞体は脳

室周囲に分布し、吻側では細胞体がLXの輪郭に沿って配列していたが(FIG. 3-3A,B)、尾部では細

胞体が散在的に分布していた(FIG. 3-3C)。 TH様免疫陽性細胞体は円形のものが大部分であった

が涙滴形を呈するものも見られた(<10 nm) (FIG. 3-4A)。 LX背側部一脳室周囲にかけて粒状(敬

pm)のTH様免疫陽性腺経が多く見られた(FIGS. 3-3A-C, 3-4A)。全体的にLXのTH様免疫陽性

ニューロンは明るく染色され茶褐色を呈していた。

Commissural nucleus of the Cajal. NCCは延髄と脊髄の移行部背側にあってLXにつながる領

域である(FIGS. 3-3D-G, 3-4B)0 TH様免疫陽性細胞体は吻部の正中近くに見られるが(FIGS. 3-3D,

3-4B)、尾部ではTH様免疫陽性細胞体が観察できず、 TH様免疫陽性線維だけがNCC全体にわた

って見られた(FIG. 3-3E-G)。 TH様免疫陽性細胞体の形態は円形、涙滴形、紡錘形(<10 nm)を呈

し(FIG. 3-4B)、 LXのものとよく似ていた.吻部NCCのTH様免疫陽性線経は正中近くに多く分布し、

正中を横切って左右のNCC TH様免疫陽性細胞体の間で網状構造を呈するものや粒状(敏pm)を

呈するものが見られた(FIG. 3-3B)。さらに、腹側に向かって伸びるTH様免疫陽性線経もあり、中心

管(central canal, C)の側方を通ってGVC付近に伸びるのが観察された(FIG. 3-3D)。尾部ではNCC

全体にわたって粒状(数岬)のTH様免疫陽性腺経が多数分布していた(FIG. 3-3E-G)。 LXと同様

に、 NCCのTH様免疫陽性ニューロンも明るく染色され茶褐色を呈していたo

Area postrema. APは延髄から脊髄にかけての背側正中域に相当する(FIGS. 3-3E-G, 3-4C)0

TH様免疫陽性細胞体は円形や紡錘形(ca. 10 (im)を呈するものが見られた(FIG. 3-4C)。延髄背側

表面近くに局在するAP浅部のニューロンは背側に向かって短い線経を伸ばし、脳室表面を覆ってい

る上衣細胞に達していた(FIG. 3-4C)。しかし、腹側-伸びる腺経は観察できなかった(FIG. 3-4C)。

一方、 AP深部に局在するニューロンは背側-の線経はほとんど観察できなかったが、腹側に伸びる

線経は長く、 NCCの正中域やCの側方を通ってGVCのレベルで終末するものや、 GVCのレベルで

向きを変え、 descending trigeminal root - secondary gustatory tract (DV-SGT)の腹側に向かうものが見
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られた(FIGS. 3-3E, F, 3-4C)。 APのTH様免疫陽性ニューロンはLXやNCCのTH様免疫陽性細胞

体よりも濃く染色され赤褐色を呈していた。

Reticular formation.本研究で検討した延髄尾部全域のDV-SGTの腹側からRFにかけての広い

額域でTH様免疫陽性ニューロンが観察された(FIG. 3-3A-G)。 TH様免疫陽性細胞体はGVCの外

側にあり、これらは吻側のものほど大きく(>30 nm)、細胞体が1つ程度であるのに対し(FIGS. 3-3A-C,

3-4D)、尾側のものは小さく(ca. 20 ¥im)、数個認められた(FIGS. 3-3E-G, 3-4E)。細胞体の形態は多

角形で、基本的に3方向に神経突起の基部を向けており、とくに吻側のものは背側、外側、腹側に基

部を向けていた(FIGS. 3-3A, C, 3-4D)。 TH様免疫陽性線経は基本的に延髄の腹-外側に広範囲に

わたって分布していたが(FIGS. 3-3A-G, 3-4D, E)、吻側のTH様免疫陽性ニューロンは背側に向か

って線経を伸ばし、 DV-SGT直下に至るものや伊IG. 3-3A)、 median longitudinal fascicle (MLF)付近

に線経を伸ばすものも見られた(FIG. 3-3A-D)。 DV-SGTの腹側には粒状(数pm)のTH様免疫陽

性腺経が多数分布し(FIG. 3-3A-G)、 longitudinal catecholaminergic bundle (LCB) (Ma, 1997;

Funakoshi et al, 2002)に相当するoこの領域のニューロンは、 APニューロンと同様に、比較的濃く染

色され(赤褐色) 、神経線経の走向もはっきりとわかるほどであった。

Glossopharyngeal-vagal血otor complex.ウナギではglossopharyngeal motor nucleusとvagal

motor nucleusが連続し吻尾方向に長い柱状構造をなしており、 GVCと呼ばれている(第1章)。この

領域ではTH様免疫陽性細胞体は認められなかったが、他の部位では認められないほど多くのTH

様免疫陽性線経が観察された(FIGS. 3-3A-G, 3-4C-F)。大部分を占める粒状(数pm)のTH様免疫

陽性腺経はGVCニューロンの細胞体周囲に密集していたり、細胞体にオーバーラップしていたりする

ものもあったO大部分は線経の起始となる細胞体は確認できなかったが、 AP深部にあるニューロンか

ら伸びる腺経がGVC付近に達しているのが数例観察された伊IGS. 3-3F, 3-4C)。

考察

GVC周囲にメスで切れ込みを入れることで他の領域からGVC -の神経連絡を絶ったウナギのブロッ

ク脳標本にdopamine (DA)、 noradrenaline (NA)、 adrenaline (AD)を作用させると、どのCAsを作用さ

せた場合でも有意に発火頻度の減少がみられる伊IG. 3-4, TABLE 3-1)。これは、 CAsはGVCに直接

作用し、その活動を抑制する効果があることを示唆している。とくにADとDAはその抑制効果が強いの

で、 GVCを支配するニューロンが神経伝達物質としてこれらの物質を使っている可能性が高い。

GVCを支配L CAsを含むニューロンの局在を調べるために、ウナギの延髄尾部をanti-TH antibody

で免疫染色すると、 NCCとAPに細胞体を有するニューロンからTH様免疫陽性神経線経がGVCに

達している。このことは、 NCCとAPのニューロンがGVCを支配し、その終末でADあるいはDAを放

出することでGVCの活動を抑制している可能性を示唆している。

本実験結果から、ウナギの飲水行動の律速段階であるUESの収縮と弛緩の機序を考察する(FIG.
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3-5)。ウナギのUESを支配するニューロンはcholine acetyltransferaseの抗体によって染色されるので、

神経伝達物質にAChを用いている可能性が高い(第2章)。また、ウナギのUESはAChによって収縮

することが示されている(Kozaka & Ando, unpublished observation),,肉眼解剖学的に見ると、ウナギの

UESは常に収縮し、狭窄状態が保たれているので、 UESを支配しているGVCニューロンの神経終末

では継続してAChが放出されている。このときはGVCを支配するNCCやAPは不活性な状態である

ことが考えられる。この状態では、いくら咽頭額域の筋が収縮し、咽頭腔内圧が上昇したとしても、咽頭

腔の水は食道には送られない。しかし、 NCCやAPが活性化され、その神経終末でADあるいはDA

が放出されると、 GVCの活動は抑えられ、 AChの放出も抑制される。結果として、収縮していたUESは

弛緩し(狭窄状態から開放され) 、上昇した咽頭腔内圧によって押された水が食道に進入する。

NCCは内臓性感覚ニューロンが投射する部位であることが知られている(Barry, 1987; Kanwal &

Caprio, 1987; Morita & Finger, 1987; Matsuda et ah, 1991 ; Diaz-Regueira & Anaddn, 1992; L畠zar et at.,

1992)。ウナギでは内臓性感覚ニューロンの投射部位はまだ明らかではないが、咽頭から内臓性感覚

ニューロンが脳に向かって伸びていることが示されている(第2章)Dウナギの内臓性感覚ニューロンも

他の魚類と同様にNCCに投射しているなら、咽頭での圧刺激などの情報がNCCに伝達されることに

よってNCCが活性化されることは十分考えられる。

APは血液脳関門を欠いた脳室周囲器官である(第1章)。本実験でGVC -の投射が観察された

APニューロンは、延髄表層の毛細血管がよく発達した額域の腹側にあるが、同様な位置のニューロン

も血中からのEvans blueで染色されているので(FIG. 1-4F)、このニューロンも血中因子を受容すること

が考えられるo噂乳類ではAPニューロンはapomorphineやcytotoxic drugsなどの血中からの噂吐誘

発因子を受容し、 `曝吐'を引き起こすことが示されている(Borison, 1989)。一般に、堰吐は横隔膜を

含めた腹部の横紋筋の働きによって胃内圧が高められることで急激に胃内容物が食道を上昇しする。

しかし、胃内容物の唯吐に先立って何も堰吐されない`空噛吐'が誘発されることがある。これは、胃内

容物の上昇に伴う食道圧の上昇が強制的にUESを弛緩させているのではなく、 APニューロンに唯吐

誘発因子が作用することによってUESが弛緩しているからかもしれない。

本研究では、 UESの弛緩機序のひとつの可能性を示した。飲水行動の最も重要なUESの弛緩に関

与していると思われる神経回路の一部を明らかにできたことは飲水行動の神経調節機序を解析するう

えで大変意味深い。今後、飲水行動の神経調節機序をさらに詳細に検討するためにも、 NCCやAPの

活性化がいかにして生じ、 GVCの活動を抑制するのか解析することは必須である。
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FIG. 3-2 Effects of adrenaline (AD, 10-6 M) (A), dopamine (DA, 10・6 M) (B) and noradrenaline (NA, 10-6 M)

(C) on neuronal activity of the glossopharyngeal-vagal motor complex (GVC) in the eel. Upper traces show
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総合的考察と結論

これまで飲水行動の神経調節機序はおもに噛乳類を用いて古くから数多くの研究が進められてき

たが、現在でも決定的なモデルは提唱されていない。これは、噛乳類の飲水行動を調節している神経

回路網があまりに複雑なためであると考えられる.一方、魚類は水中に生活し、呼吸のために絶えず

口腔内に水があるので、嚇下だけで飲水行動は完結する。このことは、魚類の飲水行動を調節してい

る神経回路は噛乳類よりは単純で、モデルとしては優れていることを暗示している。魚類の飲水行動は、

外科的手術に耐性があることから、ウナギを用いて飲水調節因子の同定が行われてきたが(Hirano,

1974; Takei et al., 1979, 1998; Ando & Nagashima, 1996; Ando et ah, 2000a, b) 、それを調節している

神経回路の解析は行われていない。そこで本研究では、ウナギの飲水行動に関与している脳の神経

回路を組織学的、電気生理学的に明らかにすることを試みた。

動物の行動を制御している神経回路の解析をするためには詳細な脳地図が必須である。魚類では

ゼブラフィッシュ(Wullimann et al, 1996)やメダカ(Anken & Bourrat, 1998)の脳地図が示されている

が、ウナギではまだ作製されていない。そこで第1章では、ウナギの脳切片をKluver & Barrera染色し、

喚球から延髄にいたる詳細なウナギの脳地図を作製した。この脳地図で噛乳類の噺下中枢の構成要

素とされているnucleus ambiguus (NA)とdorsal motor nucleus ofvagus (MNX)に相当する神経核を

識別した。この神経核は吻尾方向に長い円柱状の構造をしており、 glossopharyngeal motor nucleusと

vagal motor nucleusを含むことから、これをglossopharyngeal-vagal motor complex (GVC)と呼ぶこと

にl t-

飲水行動の神経調節機序の解析では、まず、ウナギの血液脳関門のない脳部位(脳室周囲器官)

を間脳領域で2部位(magnocellular preoptic nucleus, PM; anterior tuberal nucleus, NAT)、延髄で1部

位(area postrema, AP)を同定した(第1章)。ウナギの飲水行動は血中の種々の飲水調節因子によっ

て調節されているが(Ando et al., 2000a)、 angiotensin II (ANG II)やatrial natriuretic peptide (ANP)

のような因子は、血液脳関門があるために一般に血液から脳に入ることはない。しかし、ウナギにこれら

の因子を血中投与したときと頭蓋内投与したときとでは同じ飲水効果を示す(Kozaka & Ando,

unpublished observation),,これは、これらの因子がpM、 NAT、 APに作用しているからであると考えられ

る。仮に、飲水促進因子であるANGIIがAPに作用すれば、 APニューロンは活性化され、その神経終

末からa血enaline (AD)あるいはdopamine (DA)がGVCニューロンに放出されることが考えられる

(第3章) 。 GVCニューロンは他の礁下関連筋とともにupper esophageal sphincter (UES)も支配し(第2

章) 、高い頻度で自発発火しているので、その神経終末では継続してacetylcholine (ACh)が放出され、

uESは収縮状態を保持していることが考えられる(第3章)。そこにAPからのADあるいはDAが作用

すれば、 GVCニューロンの神経終末からのAChの放出は抑制され、結果としてUESは弛緩する。

UESの弛緩は、咽頭腔の水を食道に送るためのゲートを開くことになり飲水を促進させる。このような機

序は、 ANGIIが飲水促進因子としてウナギの飲水行動に影響をおよぼすことと矛盾しない。
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しかしながら、晴乳類では視床下部の脳室周囲器官であるvasculosum of the lamina terminalis

(OVLT)、 subfornical organ (SFO)にANGIIが作用することで飲水が促進されることが知られている

(Fitzsimons, 1998)。また、ラットでは、 APにANG IIの受容体が多数存在し(Sirett et al., 1977)、血中

とともに脳脊髄液中のANG IIも受容することが示されているが(van Houten et al., 1983)、この部位に

ANG IIを作用させても飲水に何ら効果は認められない(Brooks et al, 1983)。先に考えたウナギのAP

-GVC回路はウナギの嚇下、とくに咽頭相を調節している回路に相当する。礁下が飲水行動そのもの

である魚類では、嚇下を調節する神経回路の活性化が飲水をもたらすが、 `渇き'を感じてからいくつ

かのステップを経て、最終的に嚇下によって飲水行動が完了する噛乳類では、たとえ喋下の神経回路

が活性化されたとしても直接飲水として行動が発現されることはないと思われる。しかし、噛乳類でも

APに血中因子が作用することでUESが弛緩する。晴乳類の曝畦は、 apomorphineやcytotoxic drags

などの血中噛吐誘発因子がAPニューロンに作用することでも生じる(Borison, 1989)。胃内容物の堰

畦に先立って何も堰吐されない`空噛吐'が誘発されるが、これは胃内容物の上昇に伴う食道圧の上

昇によるものではなく、 APニューロンに噛吐誘発因子が作用することによってUESが弛緩しているから

かもしれない。また、晴乳類ではAPは血中ANGIIを受容することで`圧受容反射'に関与しているこ

とがよく知られている(Cox et ah, 1990; Collister et ah, 1996; Ferguson & Bains, 1997; Liu et al., 1999;

Sanderford & Bishop, 2002)。ウナギでもAP -のANGIIの作用が`圧受容反射'に関与しているとすれ

ば、 APを介して促進される飲水は血圧に依存して生じる、いわゆる`反射的な飲水'であることが考え

られる(`渇き'が意識にのぼっていないと考えるほうが妥当かもしれない)。しかし、このような`反射的

な飲水'によってウナギの体内の水分維持が可能なのは、常に海水中に生息しているときに限られると

思われる。このような状態であれば体からの脱水は一定量が保たれるので、呼吸のた桝こ口腔一咽頭

腔内に保持された水を一定の割合で療下することで失った水は補償される。しかしながら、淡水から海

水に移動した場合、急激な脱水が生じることは容易に考えられる。このような場合、呼吸の間に行われ

る`反射的な飲水'だけでは体内の水の損失は補われず、意識的に`水を飲む'ことが必要ではないだ

ろうか。次々と口に水を取り込むためには口を開閉しなければならない。このときにはspinooccipital

motor nucleus (NSO)によって支配されるstemohyoid muscleが働く(第2章)0 NSOは噛乳類の

hypoglossal motor nucleus (MNXII)とupper cervical motor nuclei (Cl-3)に相当し、これらは意識下で

制御されている。このとき、ウナギは、 `渇き'が意識にのぼり、その結果、 `口に水を含み'、 `癖下する'

ことによって飲水行動は完了するので、 `渇き'を感じ、 `口に水を含む'ことを調節する神経回路が活

性化されなければならない。これは、 `渇き'を感じてから癖下までのステップが意識下で制御されてい

る噛乳類の飲水行動を最も単純化したものと見ることができる。ウナギではAPが`反射的な飲水'を引

き起こすなら、間脳額域の脳室周囲器官であるPMやNATがANGIIを受容し、いわゆる`渇き'を感じ

ていると思われるD `渇きを感じ'、 `口に水を含み'、 `嚇下する'ステップを経るこのタイプのウナギの飲

水行動では、 PMやNATから`口に水を含む'ことを調節する神経回路に情報が入力され、最終的に
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嚇下の神経回路が活性化されているのかもしれない。これは、 ANGIIがOVLTやsFOに作用すると、

嚇下の前に存在するいくつかのステップを調節している神経回路が活性化され、これらの神経回路を

経由してきた情報が最終的に噴下の調節回路に入力される噛乳類の飲水行動の神経調節機序とき

わめてよく似ている。

これらはまだ想像の域を脱しないが、今後、 pMやNAT、 AP -のANGIIの局所投与によって、ウナ

ギの飲水行動がどのように変化するのか、脳のどの部位が活性化されるのか、また、 AP -のANGIIの

局所投与によってUESはどのような挙動を示すのか検討を行っていくことでウナギの飲水行動を詳細

に解析したい。

GVCは、噛乳類の嚇下関連筋を支配しているnucleus ambiguus (NA)やdorsal motor nucleus of the

vagus (DMX)に対比できることがよく知られている畔omer & Parsons, 1977)Q本研究では、ネコザメ

(Withington-Wray et al., 1986)、ナマズ(Kanwal & Caprio, 1987)、ギンザメ(L岳zar et al., 1992)と同様

に、ウナギのGVCもviscerotopic arrangementを呈していることを明らかにした(第2章) Oしかしながら、

噂乳類のNAはウナギGVCの組織化とは異なり、 reverse-viscerotopic arrangementを呈することが知ら

れている:吻部NAニューロンはより尾部の上部消化管(食道など)を支配し、尾部ニューロンはより

吻部の上部消化管(咽頭・喉頭など)を支配している(Lawn, 1966; Bieger & Hopkins, 1987)。一般に、

晴乳類などの咽頭・喉頭領域の筋群は畢生学的にbranchial arches (pharyngeal arches)に由来するこ

とがよく知られているので、ウナギの吻部GVCニューロン(branchial musclesを支配)はウサギやラット

の尾部NAニューロン、尾部GVCニューロンは吻部NAニューロンに対比できるoウナギGVCとウ

サギやラットNAに見られるtopologic arrangementの違いはWindle (1933)によって記載されたネコ匪

発生期のニューロンの移動でうまく説明できる:ネコの胚畢生の早い段階では第四脳室に沿って吻尾

方向に伸びる1つの柱状神経核が認められるが、しだいにこの柱状神経核の吻部にあるニューロンが

順番に延髄の腹一尾側に向かって移動し、これら移動したニューロンからなるクラスターがNA、移動し

なかったものがDMXをそれぞれ形成する(Windle, 1933) tこの移動によって、柱状神経核の吻部にあ

ったニューロンがNAでは尾部に、遅れて移動してきた尾部ニューロンがNAの吻部に位置することに

なるOこの柱状神経核にウナギのGVCで見られるviscerotopic arrangementが存在しなければ、移動に

よって形成されたNAがよく組織化されたreverse-viscerotopic arrangementを呈すことはないと考えら

れる。ウナギGVCと晴乳類NAとの間には組織化の違いが存在するが、その違いも、上述のように噛

乳類の個体発生を追うことでうまく説明できるので両者を相同なものと見なすことは適当であると考え

る。

ウナギの飲水行動を制御している神経回路が噛乳類の嚇下を制御している神経回路に相当すると

考えた(第2章) 。しかしながら、噛乳類ではtrigeminal motor nucleus (MNX)とfacial motor nucleus

(MNVII)も嚇下を制御している神経回路の構成要素であるのに対し、ウナギでは第2章で扱った飲水

関連筋からMNXやMNVIIが逆行性に標識されることはなく、ウナギの飲水行動を制御している神
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経回路の構成要素であるかどうかは未だ不明である.本研究では、開口をもたらすstemohyoid muscle

の神経支配は調べたが、これに括抗する筋はウナギでは十分に同定できておらず、本研究でも扱って

いない。コイ(Maeda etal., 1986)やベタ(Gorlick, 1989)ではMNVによって神経支配されるadductor

mandibulaeがsternohyoid muscleの括抗筋として知られており、この筋が収縮すると口が閉じる。また、

口腔内容積の増減に関与する筋として、 MNVIIによって支配されるadductor operculiやIevator

operculiが知られているが(Maeda et ah, 1986; Gorlick, 1989)、ウナギではこれらの筋はまだ同定され

ていない。ウナギの場合もこれらの筋が存在するなら、 MNVやMNVIIによって支配されている可能性

は極めて高い。今後、ウナギの鰐顔面一喝頭領域の詳細な解剖学的検討が求められる。

ウナギをはじめとする魚類は水を介した呼吸を行うので、呼吸と嚇下との切り替えは口腔から鯉列一

触孔に向かわせる水の流れ(呼吸)を口腔から食道に向かわせる水の流れ(嚇下)に変えることである。

解剖学的に見ると、これは咽頭領域の筋(e.g., branchial muscles and opercular muscle)の単純な弛緩

と収縮によると考えられ、噛乳類のように筋の数も多くなく、筋の作用機序も複雑ではないと思われる

(少なくともヒトでは約30対の筋が呼吸と療下との切り替えに関わっていることが一般に知られている) 0

魚類であっても噛乳類であっても、このような呼吸から嚇下-の切り替えは、概念的に`切り替えニュー

ロン'と呼ばれる脳の介在ニューロンが関与していると考えられるOしかしながら、呼吸と嚇下との切り替

えに関して、古くから研究が行われている噛乳類でさえ、介在ニューロンの機能特性はあまり解析され

ていない。これは筋群の調和のとれた動きを制御するために莫大な数の介在ニューロンが存在してい

るためかもしれない。ウナギではまだ検討されていないが、呼吸と嚇下との切り替えの単純性からみて

も介在ニューロンは噛乳類ほど多くなく、ウナギによるこれら介在ニューロンの解析には大いに期待が

もてる。本研究は脊椎動物全体のモデルとなりうるであろうウナギの飲水行動の神経調節機序の解析

を行ってきたが、脊椎動物の呼吸と癖下との切り替えに関わる神経調節機序の根本的モデルの構築と

いった側面もある。将来的に構築されたウナギの神経調節機序と、噛乳類をはじめとする陸上脊椎動

物の神経調飾機序の比較機能形態学的研究は、脊椎動物が水中から陸上に生活域を変えることで

生じた飲水行動の変化( `水の探索'などの新たなステップを増やす変化)や呼吸様式の変化(水を介

した呼吸から空気を介した呼吸-の変化)といった環境適応が、それらの行動を制御する神経調節機

序にどのように変化をもたらしたのか理解する上で大変意義深いものであると思われる。
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