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Thesis

緒　言

　 睡 眠 時 に は 筋 緊 張 が 低 下 す る 1 -4)こ と か ら 上 肢
などの反射が抑制される 5, 6)．一方，睡眠時には脳幹
部が抑制を受けるとされているが，三叉神経領域
の反射活性に対する睡眠の影響は報告 7 -9)により様々
である．近年，サルの開口反射活性は睡眠時に有意に
減少することが報告された4)．同報告では，サルの皮質

咀嚼野に微小電気刺激を与えることで発現する顎運動
の誘発閾値が睡眠時には有意に上昇し，さらに，誘発
される顎運動パターンが覚醒時には咀嚼運動様のリズ
ミカルな顎運動だが，睡眠時には開口運動のみに変化
することを明らかにしている．覚醒時に皮質咀嚼野
に入力された電気信号は錐体路ならびに錐体外路を
経由して三叉神経運動核とその周囲毛様体に投射し，
開口筋ならびに閉口筋運動神経を興奮させること
で顎運動を発現している 10 - 13)．顎運動が咀嚼運動様
になるのは，パターンジェネレーターとして働く

睡眠時の末梢刺激応答性の変化に関わるグリシン受容体機構の検討
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【目的】咀嚼筋などの顎周囲筋に生じる睡眠時の運動活性変化は，睡眠時無呼吸症候群や睡眠時ブラ
キシズムの発現に関与すると考えられているが，詳細な神経機構は未だ解明されていない．近年，
サルの顎運動活動性が睡眠時に減少することが報告され，脳幹部の抑制がその背景にあることが
示唆された．脳幹部の三叉神経運動核は，錐体路からグルタミン酸性の，錐体外路からGABA 性の
入力を受けるが，これら上位中枢からの投射は，咀嚼筋運動神経だけではなく介在神経にも投射し
複雑な神経回路を形成している．三叉神経運動核ならびにその周囲に存在する介在神経はグルタ
ミン酸，GABAならびにグリシンなどを神経伝達物質として含むことから，本研究では咀嚼筋活動
性を調節する三叉神経運動核の覚醒 - 睡眠サイクルに伴う活性変化とそれに関わるグリシン受容体
機構を，薬物投与が容易に行えるラットを用いて検討した．

【方法】SD 系雄性ラット（約 5 週齢）に心電図，筋電図（顎二腹筋前腹），脳波，眼電図記録用電極と舌
刺激用電極（オトガイ舌筋）を留置し，一週間の回復期間の後に実験に用いた．安静覚醒（QWB）時に
オトガイ舌筋に電気刺激（200 μs，0.2 Hz，5 回）を加え，顎二腹筋活動を3/5 以上で発現させる刺激強
度を開口反射誘発閾値（Th）とし，誘発された顎二腹筋活動（反応潜時・活動持続時間・AUC）と併せ
て5 分間隔で3 回計測した．続いて，安静睡眠（QS）時とその後の覚醒（QWA）時も同様に観察した後，
グリシン（75 mg/kg，150 mg/kg，i.p.）を投与し同様の検討を行った．また，刺激強度と開口反射応
答性の相関を検討するために，Thの1.5 -2 倍の刺激も与えた．さらに，各ステージでの心拍数，顎二
腹筋活動性，睡眠潜時ならびに睡眠時に発現するmicroarousalの発現頻度も測定した．

【結果】QWB 時においてThは安定していたが，QS 時ではThが有意に上昇し，QWA 時ではQWB 時の
レベルまで戻った．また，QS 時ではQWB 時と比較して開口反射潜時の延長と顎二腹筋活動性の減少
が各刺激強度で有意に認められた．グリシン投与によりQWB 時のThは上昇したが，QS 時のThには
有意な変化は認められなかった．QS 時ではQWB 時と比較して開口反射潜時の延長を認めた．また顎
二腹筋の自発筋活動が減少し，microarousalの発現頻度が用量依存的に有意に減少した．

【結論】睡眠時にラットの開口反射活性が抑制を受けることが示された．グリシンの投与は開口反射
活性を，覚醒時には抑制し，睡眠時には亢進的に調節することが明らかになった．グリシンによる
睡眠時の末梢刺激応答性亢進は，循環系を良好な状態に維持することに関与し，結果として睡眠改善
効果をもたらしている可能性が示唆された．
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三叉神経運動核周囲毛様体 14)からの興奮性ならびに
抑制性の入力が咀嚼筋運動神経にリズミカルに行われ
ていることに依存している 14 -16)．これらから，顎運動
発現機構は睡眠時に信号の入力部位である皮質，興奮
伝播路である錐体路ならびに錐体外路，三叉神経運
動核と周囲毛様体，そして咀嚼筋運動神経と咀嚼筋
自体のいずれか，もしくは全ての興奮性が低下してい
ることが示唆された．Massiminiら 17)は，経頭蓋磁気
刺激法にてヒト皮質に入力された刺激の皮質内伝播
特性（effective connectivity）を脳波にて解析している．
その結果，覚醒時に皮質に入力された磁気刺激由来の
神経興奮は約 300 ms 以内に全皮質に伝播するが，睡
眠時には興奮は伝播せず約 120 ms 以内に消失してし
まうことを明らかにした．さらに，睡眠時には，入力
信号に対する刺激部位の反応性が覚醒時に比較して
有意に上昇していた．これらのことは，サルの顎運動
発現抑制に関与するのは皮質局所の興奮性ではなく，
投射路を含むより下位の神経回路であることを示し
ている．三叉神経運動核ならびにその周囲毛様体は，
皮質からの直接的なグルタミン酸性投射ならびに間
接的なGABA 性投射を受けている 18 -22)．そしてそれら
上位中枢からの投射は咀嚼筋運動神経に直達するも
のも，介在神経に投射するものも存在する．介在神経
は興奮性のグルタミン酸性 23)の他に，抑制性のGABA
性やグリシン性 24 -26)のものも存在し，それらが複雑な
神経回路を構成して咀嚼筋運動神経の活動を調節し
ていると考えられる．しかしながら，睡眠時に生じる
三叉神経運動核や周囲網様体の活動性変化と，それ
に関与する受容体機構の詳細は不明である．そこで
本研究は，開口反射反応性を指標として，睡眠時に
生じる顎運動発現機構の失調への咀嚼筋運動神経と咀
嚼筋活動性の関与を検討した．また，咀嚼筋運動神経
活動性の複雑な調節機構の中で，主に介在神経由来と
考えられるグリシン 25)の開口反射反応性への影響を覚
醒時ならびに睡眠時に検討した．

材料と方法

1．開口反射誘発モデルの作成
　約5週齢，体重191.3±6.2 g（n＝15），雄性Sprague-
Dawley（SD）ラット（三協ラボ，東京，日本）を用いた．
ラットは，恒温（24 ± 2℃），恒湿（55 ± 5％），12 時間
明暗サイクル（7:00 点灯）環境下で，摂食ならびに摂水
は非制限で予備飼育の後，実験に用いた．なお，本研
究は埼玉医科大学（承認番号：第 1011 号）および明海
大学歯学部（承認番号：A1326）の実験動物倫理委員会
の承認を得て実施した．
　ラットは実験環境への馴化訓練の後，全身麻酔

（イソフルラン（5％：induction，1 -2％：maintain；
1.0 L/min））で一対のポリウレタンコーティングワイヤー

（直径 0.12 mm，ユニークメディカル，東京，日本）を

それぞれ胸部正面（心電図（EKG）用），左右側顎二腹筋
前腹内（LAD，RAD：筋電図（EMG）用），オトガイ舌筋
内（GG：電気刺激用：二対）に埋入した．筋肉内の電極
の位置は，各電極対に電気刺激（0.2 ms，12 pulses，
333 Hz，0.6 -2 V）を与え，筋収縮にて確認した．麻酔
深度はhind paw-withdrawal reflexを指標として維持し，
体温は約 37℃に維持した（BWT-100，バイオリサーチ
センター，大阪，日本）．切開部位には1％リドカイン
を使用し局所麻酔を施した．
　ラットを脳定位固定装置に移し，脳波（EEG；前方：
bregmaから吻側1.0 mm，右側2.0 mm，後部：bregma
から尾側 4.0 mm，左右 4.0 mm）と眼電図（EOG；左右
眼窩上縁部）にステンレスワイヤーを溶接したステン
レス製スクリューを頭蓋骨に固定した．記録時に各電
極へのアクセスを容易にするため，全てのワイヤーを
マイクロプラグに溶接し，頭蓋骨表面に歯科用レジン
で固定した．手術後，ラットは一週間の回復期間の
のち，実験に用いられた．
2．開口反射記録手順と睡眠評価
　ラットを観察用ケージ（22 × 30 × 13 cm）に入れ，
計測用ケーブルをマイクロプラグに取り付け，明下に
て20 分間馴化させた．観察はすべて午前 9 時から11 時
の間に開始した．
　EEG（bandpass filtered：0.08 -100 Hz），EOG（bandpass 
filtered：0.08 -100 Hz），EMG（bandpass filtered：
150 -3 kHz）およびEKGデータは増幅（AB-651J，日本
光電，東京，日本）しデジタル化（6 kHz；CED 1401 
plus，Cambridge Electronic Design，Cambridge，
UK）し，PC 内に保存した（Spike2 Ver.6，Cambridge 
Electronic Design）．
　睡眠に関連する電気生理学的データ（EMG，EOG，
EEG，EKG）は人間の標準的な睡眠評価基準 1, 27)と
過去のげっ歯類の睡眠に関する研究 2, 3)に基づき，5 秒
間隔で肉眼観察のデータと併せて評価し，以下の
様 に 分 類 し た（Sleepscore v1.01 script，Cambridge 
Electronic Design）4)．
　覚醒状態（QWBおよびQWA）：EEGのα-β周波数
帯支配，高い筋緊張，開眼状態，無動状態．
　睡眠状態：（1）quiet sleep（QS）：K-complexとsleep 
spindleを含みEOG 活動を伴わない大きなδ波を伴う
EEG， 中 程 度 のEMG 活 動，（2）レ ム 睡 眠（REM）：
θ波 EEGの上昇，低いEMG 活動および高いEOG 活動
を有する．
　さらに各ステージにおける心拍数の変化と睡眠を
開始するまでの潜時（睡眠潜時），安静睡眠中に自発的
に発現するmicroarousalの回数を測定した． 
3．覚醒時と睡眠時の開口反射の評価
　安静覚醒時（QWB1-3），オトガイ舌筋に埋入された
電気刺激用ワイヤー 4 本のうち最も敏感に開口反射を
誘発する2 本を選択した．開口反射を評価するために，
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オトガイ舌筋に電気刺激（200 μs pulse，0.2 Hz，5 回）
を加え，開口反射を誘発する閾値ならびに誘発された
顎二腹筋筋活動の詳細（反応潜時，活動持続時間，
area under the curve（AUC））を5分以上の間隔で3回測
定した．次に，開口反射誘発閾値の1.5 倍ならびに2 倍
の強度の刺激を加え，顎二腹筋の反応潜時，活動持続
時間，AUCを測定した（Fig. 1）．その後，自発睡眠下

（QS1 -3）と，それに続く強制覚醒下（QWA1-3）でも
同様の検討を行った．QWB1からQS1までの間を睡眠
潜時とした．上記観察後，グリシン（75 mg/kg：n＝7，
150 mg/kg：n ＝ 8，i.p.）28)を投与し，同様にQWB 時，
QS 時，QWA 時の開口反射を評価した．なお，各生理
的指標の記録状況によって，顎二腹筋の自発筋活動性
の解析は各群 n ＝ 7，EEGスペクトル解析は各群 n ＝ 6
として解析を行った．
4．覚醒ならびに睡眠時のEEGスペクトル解析
　EEGの解析は，高速フーリエ変換プロファイルを
使用し4つの周波数帯域のパワースペクトルを計算
した．解析に使用した各帯域の範囲はδ：0.48 -4 Hz，

θ：4.25 -8 Hz，α：8.25 -15 Hz，β：15.25 -35 Hzである．
スペクトル解析は開口反射誘発電気刺激印加前の5 秒
間のエポックを対象として行い，各行動ステージ（例
えばQWB）の連続する3つ（例えばQWB1-3）結果の平
均値を算出し，他の行動ステージ（例えばQSおよび
QWA）のそれらと比較した．この際個体間の非特異
的な差異を最小限に留めるために，各周波数のEEG
パワーはエポック内の合計 EEGパワーの割合として
表した．グリシン投与後のEEG 変動にも同様の検討を
加え，薬物投与の影響も検討した．
5．データ分析
　開口反射閾値は，それぞれの個体のグリシン投与
前のQWB1の値を基準として標準化した．グリシン
投与前の開口反射反応潜時，活動持続時間ならびに
AUCは，各行動ステージの平均値を算出し統計に
用いた．また，グリシン投与後の反応潜時，活動持
続時間ならびにAUCは，各行動ステージのグリシン
投与前の閾値データを基準として標準化した．数値
は全て平均値±標準誤差で表し，多群比較には一元

Fig. 1. Time course of experiment and representative data of jaw-opening reflex (JOR). A) Electrical stimulation was applied to 
genioglossal muscle for three times with at least 5 min interval at quiet awake before sleep (QWB1-3), quiet sleep (QS1-3) 
and quiet awake after sleep (QWA1-3). B) Five continuous electrical stimulations (arrowheads) were applied to evaluate 
the threshold intensity for inducing JOR with at least 5 sec interval. C) Magnified data of black circle in B.  1: Artefact of 
electrical stimulation.  2: Onset of electrical stimulation evoked muscle excitation of anterior digastric muscle.  3: Offset 
of electrical stimulation evoked muscle excitation of anterior digastric muscle (JOR).  Periods between 1 and 2, and 2 
and 3 were considered as latency and duration of JOR, respectively. EKG: electrocardiograph, EMG: electromyography, 
EOG: electrooculography, EEG: electroencephalograph.
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配 置 分 散 分 析 な ら び にBonferroni 法（post hoc）を
用い，二群比較にはPaired t-testを用いて統計学的に
評 価 し た（Origin Pro 9.10，Origin Lab Corporation，
MA，USA）．有意水準はP ＜ 0.05とした．

結　果

ラット睡眠時の生理学的特性の解析
　明環境下の安静覚醒時（QWB1-3）のEEGは，δ波

（68.8 ± 3.2 ％）， θ 波（22.9 ± 2.0 ％）， α 波（8.6 ±
1.0％），β波（5.7 ± 0.7％）（Fig. 3A）の分布を示し，
その際の心拍数は7.0 ± 0.1 回 /sであった（Fig. 4A）．
また，顎二腹筋の活動を伴わない自発筋活動は6.2 ±
1.0 mVであった（Fig. 5A）．これらのラットは開口反
射閾値を測定（後述）された後，明環境下で自由行動
が許されるが，徐々にグルーミングなどを含む自発
行動量が減少し閉眼して無動状態になる．この状態
で観察を継続するとEEGにK-complexならびにsleep 
spindleが発現し入眠が確認できる（Fig. 2）．各個体
の睡眠に至るまでの睡眠潜時は5489.6 ± 659.5 sで
あった（Fig. 6A）．睡眠時（QS）のEEGはδ波（72.3 ±
3.7 ％）， θ 波（14.5 ± 1.8 ％）， α 波（10.8 ± 1.7 ％），
β波（2.5 ± 0.5％）（Fig. 3A）の分布を示し，心拍数
は6.6 ± 0.1 回 /s（Fig. 4A），顎二腹筋の自発筋活動は
5.3 ± 0.9 mVであった（Fig. 5A）．睡眠時には眼球運動
の発現，筋活動性の低下ならびに脳波の活性化を伴う
REM 睡眠と，自発的な筋活動性を伴うmicroarousal
が認められ（Fig. 2），発現頻度は0.004 ± 0.001 Hzで
あった（Fig. 6B）．睡眠時の開口反射閾値測定の後，
ラットは覚醒させられ，その際（QWA）のEEGはδ波

（61.7 ± 2.5 ％）， θ 波（22.3 ± 1.6 ％）， α 波（9.83 ±
1.0％），β波（6.19 ± 0.8％）（Fig. 3A）の分布を示し，
心拍数は6.8±0.1回/s（Fig. 4A），顎二腹筋の自発筋活
動は6.1±1.0 mVであった（Fig. 5A）．
ラットの開口反射特性と睡眠による興奮性変化
　 安 静 覚 醒 時 の 顎 二 腹 筋 前 腹 に 開 口 反 射 を
誘 発 す る た め の オ ト ガ イ 舌 筋 へ の 電 気 刺 激 閾 値

（QWB1）は， 各 固 体 に よ り 様 々（460 -1640 μA）で
あ っ た．し か し な が ら，QWB1に 続 い て 計 測 し た
QWB2-3は各個体において安定しており，有意な
変動は認められなかった（P ＝ 0.98，F（2, 51）＝ 0.02；
Fig. 7A）．また，顎二腹筋の反応潜時（3.9 -7.0 ms）と
活動持続時間（2.0 -5.6 ms）は，個体間ならびに刺激
時間（QWB1-3）において有意な差違は認められず（反
応潜時：P ＝ 0.91，F（2, 33）＝ 0.09；活動持続時間：
P ＝ 0.99，F（2, 33）＝ 0.01；Fig. 8A, D）， そ れ ぞ れ
5.2 ± 0.1 ms，3.7 ± 0.2 msと 安 定 し て い た．一 方，
AUC（2.1 × 10-2 − 0.2 mV × s/10）は個体間でばらつ
きはあるものの，QWB2-3は各個体において安定し
ており，有意な変動は認められなかった（AUC：P ＝
0.71，F（2, 33）＝0.34；Fig. 8G）．
　 オ ト ガ イ 舌 筋 へ の 電 気 刺 激 の 強 度 を 閾 値 の
1.5 倍 に 増 強 す る と， 開 口 反 射 の 反 応 潜 時 の 有 意

（P ＝ 6.35 × 10-13）な短縮と，活動持続時間の有意（P
＝ 6.03 × 10-20）な延長，それに伴うAUCの増加傾向が
認められた（Fig. 8B, E, H）．しかしながら，刺激強度
のさらなる増強（2 倍）は1.5 倍刺激強度に比較して，
有意な反応潜時の短縮，活動持続時間の延長とAUCの
増加は示さなかった．

Fig. 2. Representative data of physiological features of jaw-opening reflex (JOR) during each behavioural stage and/or event. 
QWB: quiet awake before sleep, QS: quiet sleep, REM: rapid eye movement sleep, EEG: electroencephalograph, EKG: 
electrocardiograph, EMG: electromyography, AD: anterior digastric muscle, EOG: electrooculography.
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　睡眠（QS1-3）によって開口反射誘発閾値はQWB 時
と比較して有意に上昇し（P ＝ 0.03，F（1, 70）＝ 5.23; 
QWB vs QS: P ＝ 0.03），その後覚醒（QWA1-3）によっ
て徐々に睡眠前の閾値まで低下した（Fig. 7A）．QWB
と比較して高電流値で誘発されているQS 時の開口
反射の反応潜時は有意（P ＝ 3.00 × 10-3）な延長を示
した（Fig. 8A）．一方で，活動持続時間ならびにAUCに
は有意な差は認められなかった（Fig. 8D, G）．刺激強
度の上昇（1.5 倍）は，QS 時においても閾値と比較して
有意な反応潜時の短縮（P ＝ 3.30 × 10-11），活動持続時
間の延長（P ＝ 4.10 × 10-17）を示した（Fig. 8B, E）．しか
しながら，刺激強度のさらなる増強（2 倍）は1.5 倍刺
激強度に比較して，有意な反応潜時の短縮，活動持続
時間の延長とAUCの増加は示さなかった．

ラット睡眠時の生理学的特性へのグリシン投与の影響
　 グ リ シ ン（75，150 mg/kg）投 与 後，QWB 時 の
ラットのEEGは，低用量（75 mg/kg）の投与でδ波

（68.1 ± 3.5 ％）， θ 波（19.0 ± 1.6 ％）， α 波（7.4 ±
1.3 ％）， β 波（5.5 ± 1.0 ％）の 分 布 を 示 し， 高 用 量

（150 mg/kg）の 投 与 で δ 波（61.9 ± 1.9 ％）， θ 波
（21.3 ± 1.6％），α波（9.5 ± 0.5％），β波（7.2 ± 0.3％）
の分布を示した．それぞれをグリシン投与以前と比
較すると，低用量グリシンの投与でθ波のみ有意な
下降が認められた（P ＝ 4.99 × 10-2，F（2, 21）＝ 3.47；
w/o vs glycine 75 mg/kg：P ＝ 4.90 × 10-2；Fig. 3B）．
同 様 に，QS 時 な ら び にQWA 時 のEEG 分 布 を 比 較
しても，各周波数帯でグリシン投与による有意な変動
は認められなかった（Fig. 3B, C）．グリシンの投与は

Fig. 3. Effect of glycine application on distribution of four frequency bands ( δ , θ , α and β ) of EEG in each behavioural 
stage. A) Before glycine injection. B) After glycine (75 mg/kg, i.p.) injection. C) After glycine (150 mg/kg, i.p.) injection. 
w/o: without, QWB: quiet awake before sleep, QS: quiet sleep, QWA: quiet awake after sleep. ＊ : P < 0.05: vs without 
glycine (Bonferroni multiple t - test).
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QWB，QSならびにQWA時の心拍数に有意な変動はもた
らさなかった（75 mg/kg：P ＝ 0.40，F（2, 15）＝ 0.98；
150 mg/kg：P ＝ 0.84，F（2, 15）＝ 0.18；Fig. 4B, C）．顎
二腹筋の自発筋活動は，低用量グリシン投与で，グリ
シン投与前と比較してQWBならびにQWA 時に減少傾
向を認めた．また，QS 時には低用量グリシン投与後の
QWBとQWA 時と比較して分散で有意（P ＝ 0.04，F（2, 
18）＝ 3.86；Fig. 5B）な増強が認められたが，post hocに
よる群間差に有意差は認めなかった．また，その活動性
はグリシン投与前のQS 時と同程度であった（P ＝ 0.05，
F（2, 25）＝3.38；Fig. 5B, C）．一方，高用量グリシン投与
では，顎二腹筋の自発筋活動はいずれの行動ステージ
でも抑制を受けたが，特にグリシン投与前と比較
してQWB 時で有意な抑制が認められた（P ＝ 0.02，F

（2, 25）＝ 4.3；w/o vs glycine 150 mg/kg：P ＝ 0.03；
Fig. 5B）．グリシンの投与によって，睡眠潜時は減少

傾向を示し（P ＝ 0.32，F（2, 21）＝ 1.2），microarousal
の発現頻度は用量依存的に有意に減少した（P ＝ 0.01，
F（2, 21）＝5.67；w/o vs glycine 150 mg/kg：P＝0.01；
Fig. 6B）．
ラット開口反射活性へのグリシン投与の影響
　グリシンの投与は，開口反射誘発閾値を覚醒 - 睡眠
のサイクルにおいて安定させた．つまり，グリシン
の投与は，いずれの用量でも，QWB 時の開口反射誘
発閾値をグリシン投与以前と比較して上昇させたが，
QSならびにQWA 時においてもその閾値は有意に変動
することがなかった（75 mg/kg：P ＝ 0.84，F（2, 60）
＝ 0.18；150 mg/kg：P ＝ 0.85，F（2, 69）＝ 0.16；
Fig. 7B）．また，グリシンの投与は，QWB 時の開口反
射誘発閾値刺激によって生じる顎二腹筋活動の反応
潜時を有意に延長した（QWB：P ＝ 0.02，F（2, 69）＝
4.03；vs w/o：P＝0.02；Fig. 9A）．しかしながら，QS時

Fig. 4. Effect of glycine application on heart rate in each behavioural stage. A) Before glycine injection. B) After glycine (75 
mg/kg, i.p.) injection. C) After glycine (150 mg/kg, i.p.) injection. w/o: without, QWB: quiet awake before sleep, QS: 
quiet sleep, QWA: quiet awake after sleep.

Fig. 5. Effect of glycine application on spontaneous anterior digastric muscle activity in each behavioural stage. A) Before 
glycine injection. B) After glycine (75 mg/kg, i.p.) injection. C) After glycine (150 mg/kg, i.p.) injection. w/o: without, 
QWB: quiet awake before sleep, QS: quiet sleep, QWA: quiet awake after sleep. ＊: P < 0.05: vs without glycine (Bonferroni 
multiple t - test).
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ではグリシン投与前に比較して反応潜時の有意な
延長は認められず（QS：P ＝ 0.37，F（2, 69）＝ 1.01；
Fig. 9A），QWA 時では分散での有意差は認められ
るが，post hocによる群間差に有意差は認められな
かった（QWA：P ＝ 0.02，F（2, 69）＝ 4.29；Fig. 9A）．
開口反射誘発閾値において，顎二腹筋の活動持続時間
はQWB，QS，QWA時のいずれの行動ステージにおい
ても，グリシン投与の有意な影響は認められなかった

（活動持続時間：QWB：P ＝ 0.64，F（2, 69）＝ 0.44；
QS：P ＝ 9.95 × 10-1，F（2, 69） ＝ 0.01；QWA：P ＝
0.65，F（2, 69）＝ 0.43；Fig. 9D）．また，AUCはQWA
時に分散に有意差が認められた（QWB：P＝0.21，F（2, 
69）＝ 1.60；QS：P ＝ 0.31，F（2, 69）＝ 1.21；QWA：P
＝ 0.04，F（2, 69）＝ 3.48； Fig. 9G）が，post hocによる
群間差に有意差は認められなかった．また，オトガイ
舌筋への電気刺激の強度を閾値の1.5 倍に増強すると，

グリシン投与前に比較してQWB 時の反応潜時が高
用 量 グ リ シ ン で 有 意（w/o vs glycine 150 mg/kg：P
＝ 0.04）に延長したが，活動持続時間ならびにAUCに
影響は認められなかった（反応潜時：QWB：P ＝ 4.90
× 10-2，F（2, 69）＝ 3.14；QS：P ＝ 0.78，F（2, 69）＝
0.25；QWA：P＝0.30，F（2, 69）＝1.22，活動持続時間：
QWB：P＝0.14，F（2, 69）＝2.03；QS：P＝0.18，F（2, 69）
＝1.75；QWA：P＝0.53，F（2, 69）＝0.64，AUC：QWB：
P＝ 0.62，F（2, 69）＝ 0.48；QS：P＝ 0.17，F（2, 69）＝
1.82；QWA：P＝0.73，F（2, 69）＝0.32；Fig. 9B, E, H）．
また刺激強度閾値の2 倍に増強すると，グリシン投与
前に比較してQWB 時の反応潜時が高用量グリシンで
有意（w/o vs glycine 150 mg/kg：P ＝ 0.02）に延長し，
QS 時の活動持続時間とAUCが低用量グリシンで有意

（活動持続時間：w/o vs glycine 75 mg/kg：P ＝ 0.02；
AUC：w/o vs glycine 75 mg/kg：P ＝ 0.04）に減少した

Fig. 6. Effect of glycine application on sleep latency (A) and incidence of microarousal during quiet sleep (QS) (B). ＊ : P < 0.05: 
vs without glycine (Bonferroni multiple t - test).

Fig. 7. Alteration of the threshold for evoking jaw-opening reflex (JOR) across sleep before (A) and after (B) glycine 
application. QWB: quiet awake before sleep, QS: quiet sleep, QWA: quiet awake after sleep. ＊ : P < 0.05: vs QWB1 
(Bonferroni multiple t-test).
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（反応潜時：QWB：P ＝ 0.02，F（2, 69）＝ 4.03；QS：P
＝ 0.18，F（2, 69）＝ 1.77；QWA：P ＝ 0.80，F（2, 69）
＝ 0.22，活動持続時間：QWB：P ＝ 0.10，F（2, 69）＝
2.35；QS：P＝0.04，F（2, 69）＝3.40；QWA：P＝0.67，
F（2, 69）＝ 0.40，AUC：QWB：P ＝ 0.22，F（2, 69）＝
1.55；QS：P＝0.02，F（2, 69）＝4.31；QWA：P＝0.51，
F（2, 69）＝0.68；Fig. 9C, F, I）．

考　察

ラットの睡眠時における生理学的特性
　ラ ッ ト のEEGは， 覚 醒 時 か ら δ 波 が 高 頻 度 に
認められるものの，QS 時にはδ波のさらなる上昇，

θ波の減少，α波の上昇とβ波の減少を認めた．
また，入眠時にはK-complexとsleep spindleの発現を
認め，REM 睡眠時には活発なEOG 活動とEEGの振幅
減少というヒトと同様のパターンを示した．心拍数
もヒト 1)やサル 4)と同様に睡眠時には減少することが
確認された．これらは，EEG，EOGならびに心拍数の
解析によって，ラットの入眠を確認し，睡眠をREM
ならびにnon-REM（QS）に分類することが可能であ
ることを示している．一方，顎二腹筋の自発筋活動は
覚醒 - 睡眠サイクルで減少は示すが，REM 睡眠時には
QS 時に比較して亢進した．これは，姿勢維持筋（頸部
筋など）からEMGを採取しているヒト 1)や動物 2 -4)の

Fig. 8. Physiological features of threshold and/or suprathreshold stimulation-evoked jaw-opening reflex (JOR) in each 
behavioural stage. Th: threshold, AUC: area under the curve, QWB: quiet awake before sleep, QS: quiet sleep, QWA: 
quiet awake after sleep. ＊: P < 0.05: vs QWB of threshold (Paired t - test), #: P < 0.05: vs QWB of threshold (Paired t-test), 
§: P < 0.05: vs QS of threshold (Paired t-test).
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報告と異なる．この背景には，顎二腹筋は姿勢維持
筋ではなく，筋紡錘もほとんど存在しない 29, 30)こと
が考えられ，睡眠指標としては不適であることが示
された．しかしその一方で，咀嚼筋の中でも少なく
とも開口筋の顎二腹筋の睡眠時活動抑制は強固なもの
ではないことから，睡眠時のリズミカルな顎運動の発
現抑制 4)に大きく関与していない可能性が示唆された．
開口反射モデルによる覚醒-睡眠サイクルの感覚受容
変動解析の有効性
　 一 般 的 な 開 口 反 射 誘 発 モ デ ル で は， 開 口 反
射 誘 発 刺 激 は 下 歯 槽 神 経 31, 32)や 歯 髄 33 -35)に 与 え
られる．神経組織への刺激電極の留置はそれ自体が
疼痛刺激になり，加えて，神経組織の直接刺激は
多くの二次求心性繊維を活性化させ，痛覚情報が
帯状回，島皮質，一次体性感覚野などの皮質を活性
化する可能性が考えられる．これは，口腔内疼痛が

運動制御や睡眠に及ぼす影響を解析する上では非常
に有益であるが，咀嚼筋の末梢刺激応答性に関する
覚醒 - 睡眠サイクルの影響を他の因子から切り離し
て検討を行う本研究への応用が困難であることを
示している．そこで，刺激電極を軟組織に留置する
ことで組織侵襲を最小限にとどめ，かつ，開口反射
誘発刺激が覚醒 - 睡眠サイクルに影響を与えない 4)

ことが確認されているオトガイ舌筋刺激誘発開口反
射モデルを本研究では選択した．オトガイ舌筋刺激
モデルの場合，開口反射誘発電気刺激は筋肉組織を
経由して舌神経，舌咽神経などを興奮させ三叉神経
運動核ならびにその周囲に存在する介在神経に投射
すると考えられる 24, 26, 36)．そのため，神経刺激モデル
と異なり，刺激電極の刺入位置によって標的神経繊維
へ十分な刺激を与えるための刺激強度が異なってくる．
本研究にて，開口反射誘発閾値に個体間のばらつきが

Fig. 9. Effects of glycine application on physiological features of threshold and/or suprathreshold stimulation-evoked jaw-
opening reflex (JOR) in each behavioural stage. Th: threshold, w/o: without, AUC: area under the curve, QWB: quiet 
awake before sleep, QS: quiet sleep, QWA: quiet awake after sleep. ＊ : P < 0.05: vs without glycine (Bonferroni multiple 
t-test), §: P < 0.05: vs without glycine (Bonferroni multiple t - test).
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存在したのは，そのためと考えられる．しかしながら，
同一個体においては同一行動ステージ（例えばQWB）
内で閾値は安定していたことから，覚醒 - 睡眠サイクル
や薬物投与下における運動発現活性を検討するための
有益な指標となることが示され，事実本研究において
もQS 時に開口反射誘発閾値がQWB 時と比較して有意
に上昇した．開口反射誘発閾値刺激時に発現する顎二
腹筋の反応潜時と活動持続時間は個体間，行動ステー
ジ間で大きな変動は認められなかった．このことは必
要十分な強度の刺激（閾値）が入力された際に個体間な
らびに行動ステージ間で安定した反射が誘発されてい
ることを示している．EMG 記録は同一の筋活動でも
記録電極の刺入部位によって振幅が大きく異なり，刺
激強度に比例して振幅が大きくなる特性がある10, 11, 37)．
そのため，閾値刺激で発現する安定した開口反射で
あっても顎二腹筋活動のAUCには個体間のばらつき
が存在したが，QS 時ならびに覚醒直後のQWA 時では
QWB 時に比較して高電流刺激が加えられているため，
それぞれの行動ステージでQWB 時に比較して増加傾
向を示した．
　QWB 時に開口反射誘発刺激を閾値の1.5 倍にする
こ と で， 反 応 潜 時 の 短 縮， 活 動 持 続 時 間 の 延 長，
AUCの増加が認められたことから，ラットの開口反
射もサルなど 4, 31 - 33, 35) と同様に刺激強度依存性に増強
された．また，増強効果は閾値の1.5 倍でプラトーに
達することが示された．QSならびにQWA 時におい
ても開口反射誘発刺激を閾値の1.5 倍にすることで
QWB 時に比較して，反応潜時の短縮，活動持続時
間の延長，AUCの増加が認められ，各指標において
行動ステージ間での差が減少した．これは睡眠時
においても開口反射は刺激強度への反応性が保存
され，かつ，高電流刺激によって覚醒時と同程度に
反応が可能であることを示している．開口反射が有
害刺激に応答する反射でもある事を考えれば，気道
に連絡する口腔内の反射興奮性を睡眠時でも可及
的に保存することは非常に重要であると思われる．
加えてこの結果は，睡眠改善効果が期待できる薬物
を本モデルに適応し，候補薬物による過剰な反射抑
制の有無ならびに程度を検討することにも有効で
あることを示している．
グリシンの睡眠改善効果
　グリシンの投与は過去の報告 28)と同様に睡眠潜
時の短縮傾向を示した．グリシンは末梢投与後に速
やかに脳脊髄液に移行する 28)ことから，この効果は
中枢グリシン受容体機構 2, 3, 18, 28, 38, 39)を介していると
考えられるが，EEGの帯域分布には有意な差は認
められなかったことから，皮質活動性への影響は少
ないことが示された．心拍数もグリシン投与による
著明な影響を受けないが，睡眠中に血中酸素飽和度
の減少に伴い酸素供給を促進させる防御機構として

発現するmicroarousal40)の発現頻度はグリシンの投与
で用量依存的に有意に抑制された．これらから，グリ
シン受容体刺激は皮質活動性へ大きな影響を与えず
入眠を促し，睡眠中は循環系を良好な状態に維持し
ていることが示唆された．一方，睡眠潜時の短縮や
microarousalの減少は単に骨格筋の活動抑制によって
生じている可能性もある．しかし，後述するように
グリシン投与後でも睡眠時に開口反射活性は保存され
ることから，グリシン受容体刺激による骨格筋活性の
抑制は睡眠潜時の短縮には関与するが，microarousal
の発現抑制には関与しないものと考える．
開口反射活性に関与するグリシン受容体機構
　グリシンの投与によって，開口反射の閾値はグリ
シン投与前のQWB 時に比較して，いずれの投与用量
でも，いずれの行動ステージにおいても約 110％の上昇
を認めた．この背景に顎二腹筋の筋活動性低下が関与
するかを検討したところ，QWB 時で反応潜時のみ有意
な延長がグリシン投与によって認められたが，活動
持続時間ならびにAUCでは有意な変動は認められな
かった．この結果は，グリシン投与は覚醒時の開口反射
の反応性を低下させるが，発現する筋活動自体は抑制
していないことを示している．しかしながら，低用量グ
リシン投与はQS 時に閾値の2 倍の刺激への反応性（活
動持続時間およびAUC）がグリシン非投与時と比較して
減少していることから，グリシン受容体刺激は顎二腹
筋の自発活性とともに過剰興奮を抑制している可能性
も示唆された．その一方で，高用量では，低用量で認め
られた顎二腹筋の反応抑制が消退している．グリシンは
NMDA 受容体コアゴニストして作用する41, 42)ことから，
高用量では抑制性伝達のみならず，興奮性伝達も一様
に賦活化する可能性が考えられる．
　グリシンの投与がQS 時の開口反射閾値をQWB
ならびにQWA 時と同レベルに維持したことは，睡眠
時にグリシン受容体を刺激することでグリシン非投与
時に比較して開口反射誘発閾値が低下していること
を示している．さらに，QS 時の閾値誘発開口反射の
反応潜時，持続時間ならびにAUCはグリシン非投与
時と比較して有意な変動が認められないことから，
開口反射活性は抑制を受けていないことが明らか
になった．
　開口反射を誘発する口腔内刺激は，三叉神経運動核
ならびに周囲毛様体などに存在するグリシンならびに
GABAA 性介在神経 24, 43 -45)を介してdisynapticに開口筋
運動神経と閉口筋運動神経にそれぞれ入力する24, 26, 43)．
このとき，開口筋運動神経にはグルタミン酸受容体や
ノルアドレナリン受容体を介してEPSPs（excitatory 
postsynaptic potentials）が 生 じ 23)， 閉 口 筋 運 動 神 経
にはグリシン受容体を介した早期 IPSPs（inhibitory 
postsynaptic potentials）とGABAA 受容体を介した後期
IPSPsが生じる23, 24, 26)ことで一過性の開口運動が可能と



日 野 　峻 輔 T51日 野 　峻 輔 睡眠時末梢刺激応答性変化とグリシン受容体機構

なる．これに加えて，近年，開口筋運動神経にも上三
叉神経核からのグリシンならびにGABAA 性介在神経
の投射が存在することが明らかになり25, 46)，本研究の
結果で得られたグリシン投与による顎二腹筋の自発活
動性低下と開口反射誘発閾値上昇はこれらの神経機構
を介して発現していると考えられる．

結　論

　睡眠時に三叉神経運動核は興奮性を制限されて
おり，その結果，顎二腹筋の反射応答性が抑制され
ることが明らかになった．開口反射反応性はグリシン
投与によって覚醒時には抑制的，睡眠時には促進
的に調節を受けた．この複雑な調節機構は，覚醒時
には末梢刺激応答性を減少させることで睡眠潜時を
短縮し，睡眠時には末梢刺激応答性を上昇させること
で循環系を良好な状態に維持し，睡眠改善効果を発現
している可能性が示唆された．
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