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研究成果の概要（和文）：延髄呼吸中枢には，少なくとも2種類の呼吸性リズムジェネレー

ターが存在する：プレベッチンガーコンプレックス(pre-BötC)と傍顔面呼吸ニューロングル

ープ(pFRG)である．本研究ではこれらのニューロングループ間での相互作用による呼吸の

基本リズムの決定の仕組みを調べた．その結果，pFRGが少なくとも生後直後では、呼吸リ

ズムの基本周期を決定し，中枢化学受容器（特にCO2の受容）としても重要な機能を有し

ていること，このために、生後の生存に不可欠な役割を果たしていることが分かってきた． 
 
研究成果の概要（英文）：Two distinct neuronal networks; the pre-Bötzinger complex (pre-BötC) and 
the parafacial respiratory group (pFRG), in the ventrolateral medulla (VLM) are involved in respiratory 
rhythm generation. In the present study, we have studied the neuronal mechanisms for determination of 
basic respiratory rhythm by interaction between these neuron groups. We found that the pFRG is 
necessary for postnatal survival because of its involvement in rhythm generation and central 
chemoreception in the neonatal system. 
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１．研究開始当初の背景 
呼吸リズムはどこでどのように作られてい
るのか？延髄呼吸中枢には，少なくとも 2 種
類の呼吸性リズムジェネレーターが存在す
ることがわかってきた：プレベッチンガーコ
ンプレックス(pre-BötC) (Smith et al. 1991)と

最近我々が発見した傍顔面呼吸ニューロン
グループ(pFRG) (Onimaru and Homma 2003)
である．pre-BötC および pFRG は，ある条件
ではそれぞれ独立にリズムを形成しうるが，
延髄全体としては，これらのニューロングル
ープ間での相互作用により呼吸の基本リズ
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ムが形成されると考えられている(Mellen et 
al. 2003; Onimaru et al. 2006; Onimaru & 
Homma 2006)．しかしながら，これらのリズ
ムジェネレーターが実際にどのような条件
下で，どのような相互作用を行うことで，呼
吸の基本リズムを形成するのかは明らかで
はなかった． In vitro 標本を用いた実験系で
は，呼吸の基本リズムを決定するのは通常
pFRG であるが，特殊な条件下では，pre-BötC
が pFRG とは独立に出力頻度を決定する可能
性があることが示唆されていた．つまりリズ
ムジェネレーターの優位性が生体（標本）の
状態によって異なる可能性を示しており，こ
のことは，より複雑な in vivo 条件下での呼吸
リズム形成を考える上で重要である．従って，
呼吸リズムジェネレーターの優位性を決め
る要因を明らかにし，リズムジェネレーター
間の相互作用の神経機構を解明することが，
呼吸リズム形成の神経機構を明らかにする
上で，重要な課題であった．

図１． ２つの呼吸リズムジェネレーターの存在 

 

 
 
 
 
 
 
 
延髄腹側表面から見た，2 つの呼吸性リズムジ
ェネレーター（pFRG と pre-BötC）の位置を
示す．pFRG は顔面神経核を取り囲むように，
主にその外側，腹側，尾側に存在する．
pre-BötC はより尾側の腹外側延髄に位置する．
呼吸リズムはこれらのジェネレーターの相
互作用で決定される． 

２．研究の目的
本研究の目的は，これらのリズムジェネレー
ターが実際にどのような条件下で，どのよう
な相互作用を行うことで，呼吸の基本リズム
を決定するのかを明らかにすることにある．
このため，神経活動を興奮あるいは抑制させ
る条件下で呼吸リズム形成のパターンを解
析する．神経活動を興奮させる条件として，
外液の K+濃度，興奮性アミノ酸濃度などを
変化させたとき，神経活動を抑制する条件と
してオピオイドアゴニストの投与，低酸素負
荷の条件下などで，これらのリズムジェネレ
ーターの相互作用の変化及び基本リズムの
決定に対する影響を明らかにする．さらに延
髄の切断実験により，リズムジェネレーター
の実質的な局在を明らかにする．とくに延髄
最吻側部の Pre-I ニューロン（pFRG-Pre-I）の
詳しい性質、及びそれらがプレベッチンガー
コンプレックス(pre-BötC)との相互作用にお
いてどのような役割を持つのかを明らかに

する．また pFRG の一部の領域が中枢化学受
容器のエリアにほぼ一致することから,これ
らのニューロンの CO2 感受性を TTX 存在下
で調べ，呼吸リズム形成における役割を明ら
かにする. さらに遺伝子変換マウスの呼吸
中枢の解析を行い，pFRG と pre-BötC の機
能的なつながりについて解析する．Na+,
K+-ATPase α2 subunit 欠損マウスは生後 1 日
以内に呼吸不全で死亡する．また胎生 19 日
齢で帝王切開し，胎児マウスを取り出した場
合，全く呼吸運動を起こさず，死亡する
(Ikeda et al. 2004)．このマウスの呼吸中枢の
解析を電気生理及び光学的測定法により解
析する． 

３．研究の方法
(1) 電気生理学的解析
新生児ラット（０－３日齢）から脳幹及び脊
髄を摘出し実験槽におき，95%O2, 5%CO2 で
飽和したクレブス液（25-26oC）で潅流する．
呼吸活動はガラス吸引電極を用いて，第４ま
たは第５頚髄前根（C4/C5）から吸息性の運
動神経活動を記録することでモニターする．
いわゆるブラインドパッチホールセル記録
法を用いて，呼吸性ニューロンの膜電位を記
録する(Onimaru and Homma 1992)．生理活性
物質などは，クレブス液に溶かして，潅流投
与する．記録したニューロンの位置，形態な
どは，ルシファーイエローを用いてニューロ
ンを標識し，実験終了後に調べる．
(2) 膜電位感受性色素による光学的測定
新生児ラット（生後０－１日目）から脳幹及
び脊髄を摘出し，膜電位感受性色素
（Di-2-ANEPQ または Di-4-ANEPPS）で 30
分から 60 分間染色する．染色後，標本の延
髄吻側断面を上（対物レンズ側）にして実験
槽におき，95%O2, 5%CO2 で飽和したクレブ
ス液（26-27oC）で潅流する．呼吸活動はガ
ラス吸引電極を用いて，第４または第５頚髄
前根（C4/C5）から吸息性の運動神経活動を
記録することでモニターする．光学的測定装
置としては，MiCAM 高解像度タイプ（180 x 
120 ピクセル）を使用する．吸息性運動神経
活動をトリガー信号として用い，25%プレト
リガーで，20－50 回画像を加算する(Onimaru 
and Homma 2003)．画像データは DVD に記録
する．  
(3) In situ hybridization 法及び免疫組織化学
法による記録したニューロンの特性の同定
記録電極には，ルシファーイエローが充てん
してあり，記録したニューロンはルシファー
イエローで標識される．記録ニューロンの細
胞特性を同定するため，転写因子 Phox2b の
抗体染色に組み合わせて，受容体については
サブスタンスＰ（NK1R），酵素類は PNMT（ア
ドレナリンニューロンの指標），TH（ノルア
ドレナリンニューロンの指標）などを解析す
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る．ニューロンの伝達物質の同定には vGlut2 
mRNA(グルタミン酸ニューロンの指標)，
Glyt2 mRNA（グリシンニューロンの指標）及
び GAD65/67（GABA ニューロンの指標）を
調べる． 
(4) Na+, K+-ATPase α2 subunit 欠損マウスの
解析 
このノックアウトマウスの呼吸中枢の解析
は，胎生 19 日(帝王切開による)および生後 1
日齢のマウスを用いて行う．解析の手法（電
気生理および光学的測定）は基本的に新生児
ラットの場合と同じである(上記)． 
 
４．研究成果 
(1) 神経活動修飾物質のリズム形成に対する
影響 
K+濃度上昇，NMDA などの興奮性アミノ酸
の投与，カプサイシンの投与などでは，吸息
性活動が一時的に抑制された後，再び吸息性
活動がやや早いリズムで出現した．これは，
pFRG-Pre-Iの活動が過剰の興奮のため乱され，
pre-BötC の吸息性活動をトリガーできなく
なることで一時的に抑制が起こった後，興奮
性物質によって pre-BötC の吸息性活動が直
接誘起されることで説明できた(Onimaru & 
Homma, 2008). オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト
（DAMGO）による呼吸リズム抑制では，Pre-I
ニューロンの活動相の pre-I phase へのシフト
が起こった．この結果は DAMGO が Pre-I ニ
ューロンそのものではなく Pre-I ニューロン
から pre-BötC の吸息ニューロンへの結合を
抑制するように作用することを示唆した．一
方，低酸素による呼吸リズム抑制時には，
Pre-I ニューロンが低酸素によって直接抑制
さ れ る こ と が わ か っ た  (Ballanyi, 
Ruangkittisakul, Onimaru, 2009)． 
(2) 延髄切断レベルのリズム形成に及ぼす影
響 
6.2 (mM) K+, 2.4 Ca2+, 1.3 Mg2+ を含む溶液
いおいて，延髄－脊髄標本の呼吸リズム頻度
（C4 吸息性活動の頻度）は，延髄吻側部顔面
神経核領域での切断レベルが尾側へと下が
るに伴って減少した．特に延髄最吻側部（顔
面神経核領域の吻側 1/3）を取り除くと，
pFRG-Pre-Iニューロンの活動に吸息性活動が
１：１に対応しなくなり，結果として C4 吸
息性活動の頻度が減少した．いわゆる量子的
呼吸リズム抑制が引き起こされた．この結果
は，延髄最吻側部 pFRG-Pre-I ニューロンが，
呼吸の基本周期を決定する pFRG 全体の活動
レベルを増強する役割を持つことを示唆す
る．実際，延髄最吻側レベルの腹外側部（顔
面神経核と腹側表面の間の狭い領域）に，
Pre-I ニューロンが密集して存在することを
見出した．pFRG のおよそ 80%を取り除く切
断レベルでは，C4 吸息性活動は，ほとんど停
止した。ただし，このような条件下でも，外

液の K+濃度を増やすか，興奮性アミノ酸
（NMDA）を投与すると、C4 吸息性リズム
は再び見られるようになった．これは，
pre-BötC の吸息リズムジェネレーターが高
K+などの興奮性要因によって直接刺激され
ることによって引き起こされたためと考え
られた(Onimaru, Janczewski, Homma, 2007). 
(3) pFRG-Pre-I ニューロンの神経生理学的・
免疫組織化学的特性 
pFRG-Pre-I ニューロンは，TTX 存在下で，外
液の CO2 濃度を上げた時の膜電位応答に基
づいて，2 種類にわけられた．1 つは脱分極
の膜電位応答（つまり内因性 CO2 反応性）を
示すもので，これらのニューロンは顔面神経
核に対し腹側表面近くに分布し，転写因子
Phox2b を発現していた． これらのニューロ
ンのうちいくつかはグルタミン酸ニューロ
ンであることが確認された．CO2 濃度上昇に
よる膜の脱分極は膜抵抗の増大を伴ってお
り，K+チャネルの関与を示すものである．も
う 1 つのグループは，TTX 存在下で CO2 濃
度増加に対し脱分極応答を示さないもので，
Phox2b 陰性であった．このグループは主に顔
面神経核に対し尾側に位置し，延髄腹側表面
から深いところに分布していた．これらのニ
ューロンのうちいくつかは GABA またはグ
リシンニューロンであることが確認された．
Phox2b 遺伝子は、下位脳幹の自律神経中枢の
発達に重要な役割を果たすと考えられてお
り，さらに延髄中枢化学受容器細胞が特異的
に発現する遺伝子として最近注目されてい
る(Stornetta et al. 2006; Dubreuil et al. 2008)．今
回の結果は、延髄腹側表面近くに分布する
pFRG-Pre-I ニューロンは，少なくとも生後直
後では，呼吸リズムジェネレーターとして働
くと同時に，中枢化学受容器としても重要な
機能を有していること，このために，生後の
生存に不可欠な役割を果たしていることを
示唆する．これまで，pFRG の神経生理学的
性質は pre-BötC のそれに比べ，不明の点が
多いとされてきたが，今回の結果はこうした
疑問に答える重要な発見である．さらに，特
筆すべきこととして，Phox2b 陽性ニューロン
が延髄最吻側部（橋との境界付近）にクラス
ターを作っており，これらは pFRG-Pre-I ニュ
ーロンのサブグループと一致し， TTX 存在
下でで CO2 に反応するニューロンであるこ
とがわかった．この領域の Pre-I ニューロン
は標本の吻側断面からのアプローチが容易
で，今後，CO2 反応性の詳しいイオン機構（つ
まり中枢化学受容の分子機構）を解析するた
めに，非常に有用なターゲットになりうるこ
とがわかった (Onimaru, Ikeda, Kawakami, 
2008; 2009; 2010)． 
(4) Na+, K+-ATPase α2 subunit 欠損マウスに
おける呼吸リズム形成 
このノックアウトマウスにおいては，周産期



 

 

において形成されるべき pFRG と pre-BötC
の間の機能的なシナプス結合が出来上がっ
ていないために，生後呼吸中枢の活動が正常
に起こらず，これが原因で呼吸不全で死亡す
ることが明らかとなった．pFRG と pre-BötC
間のシナプス結合は，外液にサブスタンスＰ
またはアドレナリンを加えてやると，正常に
近いレベルにまで回復した(Onimaru, Ikeda, 
Kawakami, 2007)．これらの結果は，新生児に
ける呼吸リズムの形成に pFRG と pre-BötC
の間の機能的なシナプス結合が完成してい
ることが重要であることを示すものである． 
(5) 結論 
本研究では，延髄内の 2 つの呼吸リズムジェ
ネレーターの相互作用による呼吸の基本周
期の決定のメカニズムを明らかにしてきた．
研究の過程で，pFRG-Pre-I ニューロンの遺伝
子マーカー（Phox2b）が発見されたことは特
筆に値する．pFRG-Pre-I ニューロンは呼吸中
枢の各種呼吸性ニューロンのなかで，最も明
確に遺伝子マーカーが特定されたニューロ
ンであると言える．このことは，今後の研究
の発展のためにも特に意義深い． 
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