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研究成果の概要： 

新生仔（生後0日齢～生後7日齢）正常動物を用いて自発的な呼吸リズムを確実に記録できる

延髄スライス標本作製方法を確立した。得られた呼吸様リズム性神経活動がKCC2の阻害剤で

あるフロセミド（furosemide)により、変化することを明らかにした。ここで、フロセミドの

投与はHübnerらが報告したKCC2遺伝子欠損マウスより得られた結果とは異なっていた。呼吸

様リズム性神経活動においては、KCC2の機能を正常動物で阻害することと、KCC2ノックアウ

トマウスにおいて得られた結果は同一ではなく、様々な要因によりノックアウト動物で呼吸

不全が引き起こされていることを示唆している。 

 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 
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2007 年度 2,000,000 0 2,000,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,200,000 360,000 3,560,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・胎児・新生児医学 

キーワード：新生児医学 

 

１．研究開始当初の背景 

乳幼児突然死症候群（ＳＩＤＳ；Sudden 

Infant Death Syndrome）は、その原因につ

いては不明な点が多いが、一因として脳にお

ける呼吸循環調節機能不全が考えられてい

る。呼吸リズムはグリシン及び GABA 作動性

の抑制性ニューロンにより制御されている

ため、シナプス後神経細胞の応答性はその細

胞内塩素イオン（Cl-）濃度（[Cl-]i）に依存

して変化すると考えられる。また、[Cl-]i は
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Cl-共輸送体により制御されており、特に細胞

外に Cl-を排出する KCC2 と細胞内に Cl-を取

り込む NKCC1が神経細胞の発達過程において

重要な役割を果たしていると考えられる。

Hübner ら（2001 年）により KCC2 遺伝子欠損

マウスは呼吸不全による低酸素血症により

生直後に死亡することが報告された。彼らは

この原因が中枢性であって、呼吸リズム形成

機構の異常であることを、胎生 18.5 日齢の

遺伝子欠損動物と正常動物とを比較して明

らかにしている。このことから呼吸ニューロ

ンにおける KCC2 の発現による[Cl-]iの減少、

それに伴い生じる GABA に対する応答性の変

化が呼吸リズムの形成には必須であると考

え、立案に至った。 

 

２．研究の目的 

呼吸リズムの形成と維持には、機能的な KCC2

の発現に伴う[Cl-]i の減少によってグリシン

及び GABA に対する応答性が興奮性から抑制

性に変化することが不可欠であり、SIDS の原

因が KCC2 の発現異常にあるのではないかと

いう仮説を立てた。本研究では、周産期の

KCC2 ノックアウトマウスを用いて、発達過程

における呼吸リズムの形成・獲得過程につい

て、何時どこでどのように獲得されるのかを

Cl-ホメオスタシスの変化を指標に分子レベ

ルから神経回路網レベルまで明らかにし、発

達過程における呼吸リズムの形成メカニズ

ムとその分子基盤を示すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）生後 0日齢～生後 7日齢の正常マウス

を用いて、pre-Böt と舌下神経核、そこから

伸びる神経根を含む延髄のスライス標本を

作製する。スライスパッチクランプ法を応用

して、細胞内容をガラスピペット電極内に採

取する。ここで細胞での GABAA/glycine 作動

性応答、Cl-ホメオスタシスの状態、それに

関連する Cl-トランスポーターの種類・機能

について検討する。次に、Cl-トランスポー

ター遺伝子について単一細胞での発現パタ

ーンの経時変化を解析する目的で、

single-cell multiplex RT-PCR 法の確立を

行う。これにより、細胞個々の[Cl-]iの発達

的変化の解析を試みた。 

 

（２）新生マウス脳幹摘出標本を用いて、

舌下神経根から自発的な呼吸リズムを記録

し、その呼吸神経活動をトリガーとして呼

吸リズムに同期したニューロンの膜電位活

動の多点同時記録を MiCAM Ultima を用いて

行う。そこで、発達過程の pre-BötC、pFRG、

BötC 各領域における興奮の伝播パターンを

蛍光観察する。 

 

（３）本研究を遂行するにあたり、最も適当

な KCC2 ノックアウトマウスは 2001 年に

Hübner ら（ハンブルグ大学、ドイツ）により

報告された株であると考える。そこで彼らか

ら KCC2 ノックアウトマウス株の供与を受け

系統を維持し、コンスタントに実験動物を得

られるよう環境を整える。 

 

４．研究成果 

（１）呼吸リズム形成過程について新生仔

（生後 0日齢～生後 7日齢）の正常動物を用

いて検討した。まず始めに、新生仔（生後 0

日齢～生後 7 日齢）正常動物を用いて、

pre-Böt と舌下神経核、そこから伸びる神経

根を含む延髄のスライス標本を作製し、その

神経根から自発的な呼吸リズムを確実に記

録できるスライス標本作製方法を確立した。 

 

（２）その呼吸神経活動をトリガーとして呼

吸リズムに同期したニューロンの膜電位活

動の多点同時記録を MiCAM Ultima を用いて

行うことに成功した。 

 

（3）スライスパッチクランプ法を用いて発

達過程の pre-BötC、pFRG、BötC の各領域の

呼吸ニューロンの応答を記録した後、細胞内

容をガラスピペット電極内に採取するとい

う手技を確立した。この採取した細胞内容を

利用した Cl-トランスポーター遺伝子の単一

細胞での発現パターンの経時変化を解析す



るための、single-cell multiplex RT-PCR 法

を確立した。 

 

（４）ドイツハンブルグ大学の Dr. Hübner

より KCC2 ノックアウトマウス株を譲渡して

いただき、その系統維持と繁殖に成功した。 

 

（５）新生仔 KCC2 ノックアウトマウス（ヘ

テロ接合体）を用いて、pre-Böt と舌下神経

核を含む延髄の急性スライス標本作製方法

を確立した。 

 

（６）舌下神経核から得られた呼吸様リズム

性神経活動が KCC2 の阻害剤であるフロセミ

ド（furosemide)により、変化することを明

らかにした。ここに具体例を示す。 

図 1のように高カリウムイオン濃度の人工脳

脊髄液でこの急性延髄スライス標本を還流

するとこのような、自発性呼吸様リズム発火

を生じさせる。 

図1の状態で1mMのフロセミド（KCC2阻害剤）

を投与すると（図 2）、自発性呼吸用リズム発

火の頻度が高くなった。このことは、Hübner

らが報告した KCC2 ノックアウトマウスより

得られた結果とは異なっていた。つまり、

KCC2 ノックアウトマウスは呼吸不全によっ

て生直後に死亡するのだが、正常動物におい

て KCC2 の機能を阻害すると自発性呼吸リズ

ムが早くなるという、逆の結果が得られた。 

呼吸様リズム性神経活動においては、KCC2 の

機能を正常動物で阻害することと、KCC2 ノッ

クアウトマウスにおいて得られる表現型は

同一ではなく、このことは様々な要因により

ノックアウト動物で呼吸不全が引き起こさ

れていることを示唆している。これらの相違

が何に起因するのか、新たに明らかにすべき

検討課題が生じ残されてはいるものの、本申

請課題の研究目的をほぼ達成できたと考え

る。 
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