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〈要 約〉

　われわれが会話するとき，喉や口の筋肉は呼吸とともにさまざまなタイミングで制御される．この複雑な運動は大脳皮質および脳幹の神経活動に依存し，ヒトであれば大脳皮質の運動性の言語野および呼吸や舌の筋肉を直接に制御する脳幹が必要である．しかし，大脳皮質と脳幹とがどのように相互作用して発声を制御するかについてはほとんど明らかにされていない．小鳥は複雑な歌を歌い，歌に必要な神経核が大脳皮質から脳幹にわたり同定されているため，大脳皮質と脳幹との相互作用を理解するうえで有用である．従来の仮説において，歌のタイミングは小鳥の運動前野であるHVCに存在するチェーン状の神経回路において生成されると考えられてきた．この研究においては，HVCの温度の操作および神経回路のシミュレーション，さらに，歌っている小鳥からの細胞内膜電位記録の技術を用い，歌のタイミングはHVCを含む大域的なチェーン状の神経回路により生成されることが明らかにされた．

はじめに
　われわれが会話するときに生じる音は，音声の記憶にかかわる大脳と種々の筋肉を制御する脳幹との相互作用により生成される．このとき，おのおのの音素が正しいタイミングで生成されなければ音声によるコミュニケーションは成り立たない．このような複雑な運動を順序よく正しいタイミングで生成するしくみはどのようなものなのだろうか？　筆者らは，スズメ亜目の小鳥を用いてこの問題に取り組んでいる．小鳥は幼いころに聴いた歌を記憶し何千回と練習することにより歌をさえずるようになる．小鳥の脳において歌を歌うために発達した領域が同定されており，複雑な運動学習および運動生成のよいモデルである．小鳥の運動前野であるHVCには歌のなかでいちどだけ発火するニューロンが集合しており1)，これらを発火の順番にならべれば神経活動がつぎつぎと伝播するよう図示される．このように順序よく神経活動をひき起こすモデルに，ニューロンが直列に結合したチェーン状の神経回路がある2)．HVCにはこのチェーン状の神経回路が存在し，波のように伝播する神経活動が歌のタイミングを生成すると提案されていた3)．しかし，歌は呼吸の状態にも大きく依存する．呼吸をつかさどる脳幹を含め，HVCのほか歌に必要な神経核は全体としてループを形成する（図1）．したがって，チェーン状の神経回路がHVCだけに存在するのか，それとも，呼吸にかかわる脳幹を含む大域的な神経回路が存在するのかは明らかでなかった．

1．歌の速度の温度依存性とニューロンのもつ温度依存性とは一致しない

　歌のタイミングが生成される機構を理解するうえで温度依存性は重要な指標である．歌っている小鳥のHVCを冷却すると歌の速度は遅くなることから4)，HVCには歌のタイミングを制御する神経回路が存在すると提案されていた．実際に，HVCを10℃ほど冷却すると歌の速度が20～30％ほど遅くなることが確認された．しかし，この歌の速度の温度依存性は，ニューロンのもつ温度依存性から想定される効果とは大きく異なっていた．イオンチャネルの時定数や神経回路のリズムの温度感受性は，イカから哺乳類までQ10値が2～3という普遍的な値をとる．これは，10℃の冷却により速度定数が2～3倍ほど遅くなるという意味である．これと比較すると，HVCを冷却したときの歌の速度の温度感受性Q10値は，実測および過去の実験において約1.25であった．もし，HVCにチェーン状の神経回路が存在し局所的に歌のタイミングが生成されているなら，歌の速度はHVCを10℃ほど冷却したときには2倍ほど遅くなるはずである．

　そこで，HVCが歌のタイミングの制御にかかわる神経回路の一部であるなら，この予想より小さい温度感受性を説明できると考えた．恒温動物の脳を一様に温度変化させることはむずかしく，もし，大脳皮質と脳幹とが協同して歌のタイミングを制御しているなら，HVCを冷却する実験は歌のタイミングにかかわる神経回路のごく一部しか冷却していないことになる．これなら，歌の速度の低下が予想より小さかった理由が説明される．そこで，HVCの内部のニューロンの相互作用の時定数，シナプス入力の潜時，電気刺激から活動電位までの時間，Ca2+チャネルの時定数をin vivoおよびin vitroにおいて電気生理的な手法により温度を変えながら測定したところ，その温度感受性Q10値はすべて2前後になった．このことから，HVCのニューロンはほかと同様に普遍的な値の温度感受性をもつことが示された．

2．歌の速度の温度依存性は大域的なチェーン状の神経回路を伝播する神経活動の温度依存性と一致する

　HVCを冷却するとHVCを通過する神経活動は2倍ほど遅くなるものの，HVCから脳幹および視床を経てHVCにもどる神経回路は冷却されていないため，歌の速度の温度感受性は実効的に小さくなるという仮説をたてた．この仮説を確かめるため，HVCから脳幹および視床を経てHVCにもどる神経回路の伝播の時間を測定したところ，HVCの10℃の冷却により約25％の遅延が生じた．これは歌の速度の温度感受性とよく一致した．

3．視床にある歌に関連する神経核を冷却すると歌の速度は遅くなる
　歌のタイミングが大域的なチェーン状の神経回路から生成されるなら，HVC以外の歌に関連する領域を冷却しても歌の速度は遅くなるはずである．このことを確かめるため，脳の深部を冷却するデバイスを開発した．脳幹からの情報をHVCに伝達する視床の神経核であるUvaは歌に必須である．このUvaを冷却したところ，やはり歌の速度は遅くなった．これは，歌のタイミングが大域的な神経回路から生成されることをさらに支持した．ただし，Uvaの冷却の効果はHVCの半分程度であり，これは，HVCの内部に短いチェーン状の神経回路の存在する可能性を残すものであった．

4．局所チェーンモデルと大域チェーンモデルにおける神経活動の違い
　ここまでの温度の操作の結果は，大域的なチェーン状の神経回路が歌のタイミングを生成するという仮説とよく一致した．では，大域的なチェーン状の神経回路によりHVCにおける疎な発火は再現されるだろうか？　もし再現されるなら，局所チェーンモデルと大域チェーンモデルとで神経活動にはどのような違いが生じるだろうか？　これを知るため，神経回路のシミュレーションを行った．局所チェーンモデルにおいてチェーン状の構造はHVCの内部にだけ存在し，大域チェーンモデルにおいてチェーン状の構造はHVC-運動野-脳幹-視床-HVCのループに埋め込まれているとした．シミュレーションの結果，どちらのモデルにおいてもHVCの疎な活動電位が再現された．一方で，シナプス入力には大きな違いが現われた．局所チェーンモデルにおいて2つのニューロンに入力するシナプス入力に相関はなかったが，大域チェーンモデルにおいては高い相関がみられた．このような差の生じた理由は以下のように考えられた．局所チェーンモデルにおいてシナプス入力は局所的なチェーン状の構造を伝播する一様な神経活動をランダムな結合によりばらまくことにより形成される．時間的に一様に伝播する神経活動からシナプス入力をランダムにサンプリングするのだから，異なるニューロンどうしのシナプス入力には時間相関はない．ところが，大域チェーンモデルにおいては4つの神経核を神経活動が順にめぐるため，4つのステップに1回だけ多くのニューロンにおいてシナプス入力が生じ，そのなかのごく一部だけが発火する．ほかの3つのステップにおいてはシナプス入力が少ないため，異なるニューロンどうしのシナプス入力に時間相関が生じる．

5．歌っている鳥のHVCへの同期したシナプス入力
　このシナプス入力の違いを検出するため，歌っている小鳥においてHVCのシナプス入力を測定する小型マイクロドライブを作製した．微小ガラス電極による細胞内膜電位記録のため小型化した増幅回路と小型モーターを搭載し，総重量は1.7 g程度におさえた．HVCから投射するニューロンのなかでも，下流の運動野であるRAに投射するニューロンがチェーン状の神経回路を形成すると考えられたため，このニューロンを逆行性の刺激により同定した．その結果，歌の異なるタイミングにおいて発火するHVCからRAに投射するニューロンも同期したシナプス入力をうけることが明らかにされた．この結果は，HVCから投射するほかのニューロンにおいても同じであったため，HVCから投射するニューロンは同期したシナプス入力をうけつつ異なるタイミングで疎に発火することが明らかにされた．この結果は，視床からの共通の入力によりHVCのニューロンの発火のタイミングが決まるという大域チェーンモデルとよく一致した．したがって，これまで考えられていたようにHVCの局所の神経回路により歌のタイミングが生成されるのではなく，大域的なチェーン状の神経回路が重要であることが示された（図2）．この神経回路は，歌のように大脳皮質における運動記憶の読み出しと脳幹における呼吸のタイミングの制御の両方が必要な運動制御を可能にするものであると考えられた．

おわりに

　HVCにおける神経活動を順番にならべると，歌のあいだに波のように伝播する神経活動が図示される．筆者が小鳥の神経回路の研究をはじめたのも，この波のような神経活動はニューロンどうしがチェーンのようにつながった神経回路でできているからではないかと考えたからであった．では，そのチェーン状の神経回路はHVCのなかにあるのだろうか，それとも，HVCを含む脳の全体のループに埋め込まれているのだろうか，というのが今回の論文の主題であった．これまで，研究者の多くは前者を意図した局所チェーンモデルを作製することが多く，筆者もそうであった．しかし，実際に研究を進めたところ，意外にも後者を支持する結果が得られた．温度感受性Q10値はほとんどすべてのニューロンにおいて高い値をとるという事実から大域的なチェーン状の神経回路の存在が示唆されることに気づいたのは，別の目的で作製した冷却のためのデバイスを電気生理学的な測定をしつつ試験していたときであった．結果的に，チェーン状の神経回路をつきとめることができたのはうれしい驚きであった．

　近年，HVCにおける神経活動は，楽譜のなかの音符のように歌の特定の変化のタイミングを表現する5)，あるいは，テープレコーダーのように一様に歌の時間を表現する6,7)，という対立するアイデアがあり，活発な議論がまき起こっている．この研究においても，HVCへのシナプス入力の多くは音のはじまる直前に起こっていた．したがって，活動電位の分布もある程度は音圧の上昇するタイミング（多くの場合，音の変化するタイミング）で起こると期待された．実際に，活動電位の分布は歌の学習の初期においてはシナプス入力と同様に音のはじまる直前に集中しているが，学習が進むにつれ活動電位の分布はより時間的にあとへ（音の開始よりあとへ）広がることが報告されている8)（新着論文レビュー でも掲載）．この研究のシナプス入力のデータは学習が進んだ成鳥から取得されたものであり，成鳥でもシナプス入力は音の直前にかたよっていた．活動電位のレベルにおいては，おそらくHVCの局所の神経回路が学習により変化し，よりなめらかな時間の表現に移行することは十分にありえるだろう．つまり，HVCによる時間の表現は，音符のように変化のタイミングだけを表現する，あるいは，テープレコーダーのように時間を均一に表現する，といった両極端なモデルのどちらでもなく，その中間というのが現実的なのであろう．
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〈図説明〉
図1　小鳥において歌に関連する領域
運動前野であるHVCは，運動野であるRAへと投射する．RAは呼吸や喉の筋肉を制御する脳幹へ，脳幹からは視床において歌に関連する領域であるUvaへと投射し，Uvaからの投射はHVCにもどる．
図2　歌のタイミングの生成における2つのモデル
（a）局所チェーンモデル．HVCに存在すると仮定されたチェーン状の神経回路を伝播する神経活動が歌のタイミングを生成する．
（b）大域チェーンモデル．チェーン状の神経回路はHVCを含む脳の全体のループに存在すると考えると，歌の速度の温度依存性およびシナプス活動のパターンがよく説明される．
