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研究成果の概要（和文）：動脈性化学受容器である頚動脈小体や大動脈小体は低酸素に加えて二

酸化炭素を受容することが知られている．本研究では，ラットに高二酸化炭素暴露，低酸素暴

露，高二酸化炭素・低酸素同時暴露実験を行い，頚動脈小体の化学受容細胞における二酸化炭

素受容機構を分子発現の面から検討した．その結果，高二酸化炭素暴露群では発現変化する分

子が少ないこと，二酸化炭素によって低酸素で発現増強する遺伝子は増強開始時間が遅延する

ことがわかった． 

 
 
研究成果の概要（英文）：Arterial chemoreceptors, carotid and aortic bodies, sense arterial 
CO2 as well as low oxygen. In the present study, rats exposed to hypercapnia, hypoxia and 
hypercapnic-hypoxia in order to analyze hypercapnic modulation of molecular expression 
in the carotid body. As a result, alteration of molecular expression in rats exposed 
hypercapnia shows lower effect than hypoxia. Furthermore, carbon dioxide delay the 
expression of some molecules that increased by hypoxia. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）頚動脈小体化学受容細胞は二酸化炭素

刺激において細胞膜電位を生成するカリウ

ムチャネルに直接働きかけることから細胞

が脱分極すると考えるイオンチャネル説に

よって細胞興奮に至ると報告されている．こ

の説によれば細胞膜のカリウム電流を抑制

するのは二酸化炭素分子そのものではなく

炭酸脱水素酵素により分解されて生じた水

素イオンであるとされるが，その本態は不明

である． 

 

（２）二酸化炭素ガス分子の直接作用がある

か否かは全く解っていない．低酸素時には，

ミトコンドリアの呼吸鎖に作用しミトコン

ドリア電位の変化が細胞膜に波及して細胞

膜電位が興奮状態になるという代謝説が存

在するが，二酸化炭素が細胞内の代謝を変化

させることによって化学受容細胞が興奮す

るという代謝説に類似した学説は存在しな

い． 

 

２．研究の目的 

（１）頚動脈小体化学受容細胞に存在する細

胞膜チャネル，細胞内信号伝達経路に関わる

分子に注目し，頚動脈小体組織や生体に二酸

化炭素刺激をした際に変動する mRNA を網

羅的に検索する． 

 

（２）マイクロアレイ解析，及び既知の二酸

化炭素受容分子および低酸素受容分子が頚

動脈小体内に存在するか否か，存在する場合

にはその局在を免疫組織化学的に検討する． 

 

（３）頚動脈小体化学受容細胞で二酸化炭素

刺激によって発現変化する遺伝子群につい

て，刺激の種類や刺激後の経過時間によって

どの様に発現量が変わるかをリアルタイム

RT-PCR によって解析する．さらに，遺伝子

の転写産物であるタンパク分子を免疫組織

化学法によって組織内局在を検討するとと

もに，染色強度の変化を観察する． 

 

（４）当初の計画ではカルシウムイメージン

グによる機能解析，遺伝子をノックダウンし

た際の機能変化に関しても明らかにする予

定であった．しかしながら，実験進行に伴い，

二酸化炭素による遺伝子の反応が予想以上

に鈍いことがわかり予想通りの結果を得る

ことができず計画を変更した．実験計画には

低酸素暴露による遺伝子発現変化の検討と，

低酸素暴露に対する二酸化炭素暴露の影響

を加えることとした． 

 

３．研究の方法 

（１）二酸化炭素および低酸素暴露による遺

伝子変動の網羅的解析 

 ラットを 4 群に分けて無処置コントロール

の他 10% CO2，10% O2，10%CO2-10%O2のガ

ス環境に 6 時間暴露群を用意した．暴露後に

ラットから頚動脈小体を採取し，磁気ビーズ

法で total RNA を抽出し，アジレント社マイ

クロアナライザにより抽出精度の良いもの

を選択してマイクロアレイに用いた．マイク

ロアレイは 2 回増幅法によってラベルし，2

色法により検出を行った． 

 

（２）二酸化炭素受容関連分子，低酸素受容

関連分子の局在 

 材料には Wistar ラット（8-10 週齢オス）を

用いた．上行大動脈から Zamboni 液による還

流固定を行い，頚動脈分岐部を採取した．組

織はコンパウンド包埋を行い 8-10μmの凍結

切片を作製した．組織切片は内向き整流性カ

リウムチャネル，two pore domain カリウムチ

ャネル等の高二酸化炭素反応分子，tyrosine 



 

 

hydroxylase 等の環境ガスに反応性を示すと

考えられる分子に対する抗体を用いて間接

蛍光抗体法によって染色した． 

 

（３）生体への二酸化炭素および二酸化炭素

暴露による特定分子の変動 

 ラットを 3群に分けて 10 % CO2，10 % O2，

10% CO2-10%O2のガス環境に 0-24 時間暴露

群した．暴露後にラットから頚動脈小体を採

取し，磁気ビーズ法で total RNAを抽出した．

これらの RNA 中に含まれる carbonic 

anhydrase アイソザイム，tyrosine hydroxylase, 

vascular endothelial growth factor の mRNA 量

を SYBR green を検出試薬とし，StepOne (ABI

社)を用いて，リアルタイム RT-PCR 法によっ

て定量し，ガスの違いによる発現変化の影響

及び経時変化を解析した．また，酵素タンパ

クの発現変化は免疫組織化学によって半定

量した． 

 

４．研究成果 

（１）二酸化炭素および低酸素暴露による遺

伝子変動の解析 

 高二酸化炭素暴露，低酸素暴露および低酸

素と高二酸化炭素の同時暴露によって発現

変化を示す分子の網羅的解析を行った結果，

様々な分子の発現変化が観察された．それら

の内，頚動脈小体において二酸化炭素受容時

に重要な働きを示すと考えられている H+の 

 

表 1．DNA マイクロアレイの結果の一部． 

Gene title 
Fold 

10%CO2 10%O2 
10%CO2・

10%O2 
CA2 1.6 3.4 1.9
CA9 1.7 3.7 0.7
CA11 3.9 1.7 1.0
NHE1 2.7 4.6 1.7
NHE2 4.9 0.9 1.0
TH 37.5 120.8 26.8
DBH 1.1 16.8 7.7
DR2 8.7 7.8 5.0
DR4 1.7 4.4 1.2

細胞内濃度を調節しているNHEやCAなどの 

サブタイプの一部，そしてドーパミンに関連

する分子群に変化が認められた（表 1）．しか

しながら，高二酸化炭素暴露単独で発現変動

する遺伝子の数は低酸素暴露で発現変動が

観察される遺伝子に比べて少ないことがわ

かった． 

 

（２）ラット頚動脈小体における内向き整流

性カリウムチャネルの分布 

 内向き整流性カリウムチャネルは H+感受

性を有しており，二酸化炭素受容の際にカリ

ウム電流を変化させて化学受容細胞を脱分

極に導いている可能性がある．本研究では，

ラット頚動脈小体と舌咽神経遠位神経節に

おける内向き整流性カリウムチャネルサブ

ユニット（Kir1.1，Kir2.3，Kir4.1，Kir4.2，

Kir5.1）の分布を検索した．免疫組織化学的

検索によって，頚動脈小体主細胞には Kir4.1

および Kir5.1 陽性反応が認められた(図 1)．

また，Kir1.1，Kir4.1，Kir5.1 陽性神経線維が

観察された．頚動脈小体主細胞の Kir4.1 およ

びKir5.1はヘテロダイマーを形成して酸受容

に関わっている可能性がある．これらのチャ

ネルは延髄化学受容野の化学受容細胞にお

いても発現していることがわかった． 

 

図 1．頚動脈小体における Kir4.1 および Kir5.1

の局在． 

 
 
 



 

 

（３）ラットの延髄における TASK-1 および

TASK-3 の免疫組織化学的検索 

 TASK-1 および TASK-3 は two pore domain 

K+チャネルであり，頚動脈小体主細胞に存在

することは既に報告した．そこで，TASK-1

と TASK-3 の延髄の酸感受性細胞でも発現す

るかを検索した．その結果，TASK-1 と

TASK-3 の分布は異なり，TASK-1 は主に神経

細胞に，TASK-3 は主にニューロピルに分布

することがわかった(図 2)．この成績は，先立

って論文で発表した頚動脈小体主細胞にお

ける TASK-1 および TASK-3 の分布に類似す

るもので，二酸化炭素受容細胞において広範

に同チャネルが分布することがわかった． 

 

図 2．延髄における TASK-1(左)および TASK-3

（右）の局在． 

 

 

（４）ラット頚動脈小体に発現する二酸化

炭素・低酸素受容関連分子 

 マイクロアレイ法の成績により，短時間の

環境ガス濃度変化によって反応する分子で

ある tyrosine hydroxylase や dopamine 

beta-hydroxylase の分布を免疫組織化学的に

検討し，主細胞に局在することを確認した． 

 頚動脈小体における頚動脈小体の他に知

覚神経節における two pore domain カリウム

チャネルのうち，低酸素に反応性を示す可能

性がある TREK-1，TREK-2，TRAAK が，三

叉神経節では小型の神経細胞に特異的に発

現していることがわかった． 

 低酸素の暴露状況は中枢化学受容野を含

む中枢神経内で eythropoietin の発現増強を引

き起こしていることを確認した． 

 

（５）高 CO2刺激によるラット頚動脈小体に

おける炭酸脱水素酵素 mRNA の発現変化 

 炭酸脱水素酵素（CA）は CO2から H+を生

成し，この反応が頚動脈小体での CO2受容に

関与していると考えられている．頚動脈小体

における CA アイソザイム I-IV の発現と高

CO2刺激による mRNA の発現変化を調べた．

RT-PCR で頚動脈小体において CAI は弱い発

現を，CAII と CAIII は強い発現を示したが

CAIV に関しては発現がみられなかった．さ

らに，免疫組織化学によって，頚動脈小体の

化学受容細胞におけるCAIIとCAIIIの陽性反

応が認められた．しかし， CO2刺激しても

mRNA の発現増強は確認されなかった．CA

は定常状態においても、H+生成反応に十分量

の発現を有すると考えられる。  

 

図 3．高二酸化炭素暴露による CAII mRNA

の発現変化． 

 
（６）短時間の低酸素・高二酸化炭素・低酸

素と高二酸化炭素の同時暴露による TH およ

び VEGF mRNA の発現変化 

 TH mRNA は 10%O2 暴露群で発現増強し，

無暴露コントロールの発現量に比較して 6 時

間では約 8 倍，12 時間では約 5 倍，24 時間

では約 2.5 倍の発現を示した（図 4）．10％O2・

10%CO2暴露群では 12時間で最も強い発現増
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強が認められ，コントロールに比較して約 5

倍の発現量を示した．10%CO2暴露群では TH 

mRNA の発現増強は認められなかった． 

 

図 4．環境ガスの変化による THmRNA の発

現変化 

 

VEGF mRNA においても 10%O2 暴露群の 2，

4 時間および 10％O2・10%CO2暴露群の 4 時

間発現増強が認められたが，10%CO2暴露群

では発現増強は認められなかった（図 5）． 

 

図 5．環境ガスの変化による THmRNA の発

現変化 

 

以上の結果から，二酸化炭素は低酸素暴露に

よる TH mRNA の発現増強を抑制する働きが

あると考えられた．これらのことから，高二

酸化炭素暴露では TH が合成するドーパミン

による頚動脈小体の興奮抑制作用がないば

かりでなく，低酸素によるドーパミン合成作

用も抑制あるいは遅延させる可能性が高い． 
 

（７）短時間の低酸素・高二酸化炭素暴露・

低酸素と高二酸化炭素の同時暴露によるタ

ンパク発現量の変化 

 主細胞における TH 陽性反応の蛍光強度は，

低酸素群ではコントロール群と比較して暴

露後 6 時間では変化は認められなかったが，

12時間および24時間で約1.4倍に増強した．

低酸素と高二酸化炭素の同時暴露群では，主

細胞における蛍光強度は 6 時間では変化が認

められなかったが，12 時間では約 1.2 倍，24

時間では約 1.4 倍に増強した．また，高二酸

化炭素暴露群による主細胞における TH 陽性

反応の蛍光強度はほとんど変化が認められ

なかった．以上のことから，二酸化炭素は単

独では頚動脈小体主細胞における TH タンパ

クの発現に影響を与えないが，低酸素暴露に

よる発現増強を抑制あるいは遅延する作用

を持つことが示唆された． 

 

図 6．頚動脈小体における TH 免疫陽性反応

の変化 
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