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研究成果の概要（和文）：血中化学情報（低酸素）を覚醒中枢（視床下部脳弓周囲領域）や延髄呼吸中枢（延髄
腹外側部）へ伝達される神経路を明らかにすることを目的とし、形態学的に接続様式を解析した。低酸素情報が
入力する孤束核では、グルタミン酸作動性ニューロンの多くが間欠低酸素暴露に反応した。また遺伝子改変動物
を用いた神経路の解析により、孤束核グルタミン酸作動性ニューロンは結合腕傍核を介して視床下部脳弓周囲領
域あるいは延髄腹外側部へ連絡することが明らかとなった。さらに、それらの神経路を構成するニューロンは低
酸素暴露で活性化することが分かった。これらの神経路は睡眠時無呼吸症で引き起こされる覚醒と呼吸喚起に関
わるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, morphological investigations were conducted to determine the 
neural pathways that transmit blood chemical information to the arousal center (hypothalamic 
perifornical region) and the respiratory center (ventrolateral medulla). In the solitary nucleus, 
where peripheral chemical information is input, many glutamatergic neurons responded to intermittent
 hypoxic exposure. Analysis of neural pathways using genetically modified animals revealed that 
glutamatergic neurons in the solitary nucleus projected to the hypothalamic perifornical region or 
medullary respiratory center via the parabrachial nucleus. Furthermore, neurons constituting these 
neural pathways were found to be activated by intermittent hypoxic exposure. These neural pathways 
may be involved in the arousal and respiratory arousal induced by obstructive sleep apnea.

研究分野：神経解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では血中低酸素情報を覚醒中枢および呼吸中枢へ至る神経路を明らかにした。睡眠時無呼吸のような睡眠
障害が引き起こす日中の眠気や認知機能の低下は転倒リスクを増大させるのみならず、リハビリテーション訓練
への意欲を低下させ、また、集中力を欠如させるため訓練効果が低下するなど重大な負の影響が報告されてい
る。したがって、血中酸素分圧の低下が覚醒および呼吸の増大を惹起する神経路を明らかにすることは、睡眠時
無呼吸症の発症メカニズムを解明し、臨床的な治療へつながる基礎的な知見を与えるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
睡眠障害のひとつである睡眠時無呼吸では、睡眠中の気道閉塞によって血中酸素レベルの低
下や二酸化炭素レベルの上昇が生じ、それらが刺激となって呼吸の増大が引き起こされると同
時に睡眠からの覚醒が一晩中繰り返し起こる。脳卒中後や頭部外傷後の身体・認知機能の回復
を目的としたリハビリテーションにおいては、睡眠時無呼吸のような睡眠障害が引き起こす日
中の眠気や認知機能の低下は転倒リスクを増大させるのみならず、リハビリテーション訓練へ
の意欲を低下させ、また、集中力を欠如させるため訓練効果が低下するなど重大な負の影響が
報告されている。したがって、リハビリテーションの効率を上げるためには、脳卒中患者の睡
眠障害や昼間の覚醒障害の病態をより深く理解することは重要であり、脳内の病巣部位と症状
の関係、病巣を通過する神経線維の解剖学的走行路の解明が必要である。 
血中の低酸素情報は末梢の頚動脈小体で受容され、舌咽神経を介して孤束核へ入力する。ま
た、血中の二酸化炭素情報は延髄腹側に存在する後台形体核ニューロンで感知されることが知
られている。これらの血中化学情報がどのような神経回路を介して呼吸調節および睡眠からの
覚醒が引き起こされるかについては全てが明らかとなっていない。近年のマウスを用いた動物
実験より、血中化学情報の変化による覚醒と呼吸反応に、橋の結合腕傍核が重要な役割を果た
していることが示された。しかし、血中化学情報が入力した孤束核や後台形体核から覚醒中枢
や呼吸中枢へ投射する結合腕傍核ニューロンへどのような連絡しているか、また、それら神経
回路が血中の低酸素や高二酸化炭素に反応するか否かについては未だ明らかとなっていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、血中化学情報（低酸素）が結合腕傍核を介して覚醒中枢（視床下部や前脳基底
部）や延髄呼吸中枢へ伝達される神経路を形態学的に明らかにし、それら神経路が低酸素刺激
により活性化するか否かについて機能形態学的手法を用いて明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）血中低酸素情報が入力する孤束核ニューロンの化学的性質の解析 

C57BL/6J（オス）マウスに閉塞性睡眠時無呼吸症のモデルとなる間欠低酸素刺激（5 分‐
21％酸素、5 分‐8％酸素；2 時間）を与えた直後に還流固定を行い、脳を摘出した。フリージ
ングミクロトームを用いて前頭断脳切片を作成し、in situ hybridization 法により vesicular 
glutamate transporter 2 (Vglut2)、あるいは vesicular GABA transporter (Vgat)を検出した。その後、
刺激により Fos タンパクを発現したニューロンを免疫組織化学により検出した。共焦点レーザ
ー顕微鏡下で、孤束核における Vglut2、Vgatおよび Fosタンパクの発現を検索した。 

 
（２）孤束核から結合腕傍核を介して覚醒中枢および延髄呼吸中枢へ至る神経路の形態学的解
析 
上記の結果より、間欠低酸素刺激によって多くの Vglut2 発現細胞が活性化することが明らか
となったため、Vglut2 ニューロンに Cre-recombinase を発現するように遺伝子改変したマウス
（Vglut2-Cre マウス）を用いて孤束核から視床下部あるいは延髄呼吸中枢へ至る神経路を解析
した。Vglut2-Cre マウスの孤束核へアデノ随伴ウイルス（AAV-FLEX-ChR2/mCherry）を注入し、
同時に視床下部脳弓周囲領域（オレキシン領域）あるは延髄腹外側部へ CTb を微量注入した。
5週間以上の生存期間の後、還流固定を行い、脳を摘出した。前頭断切片を作成し、mCherryお
よび CTb を免疫組織化学的に検出した。結合腕傍核における孤束核グルタミン酸作動性ニュー
ロンの神経線維および終末と、視床下部脳弓周囲領域あるいは延髄腹外側部へ投射するニュー
ロンとの分布を共焦点レーザー顕微鏡で解析した。 

 
（３）孤束核から結合腕傍核を介して覚醒中枢あるいは延髄呼吸中枢へ至る神経路の機能的接
続の解析 
 Vglut2-Creマウスの孤束核へ AAV-FLEX-hM3Dq/mCherryを注入し、同じ動物の視床下部脳弓
周囲領域あるいは延髄腹外側部に CTb を微量注入した。ハンドリングで実験環境に馴化させた
後、Clozapine-N-Oxide（CNO）を 0.3 mg/kg/BW 腹腔内投与し、2時間後に還流固定した。免疫
組織化学により CTbおよび Fosを検出した。なお、この場合、Fosの検出には Vector SGキット
を用いて核を黒色に染色し、DABをクロモーゲンとして茶色に染色した CTb標識ニューロンと
明瞭に区別した。 
 
（４）各神経路を構成するニューロンの間欠低酸素刺激による活性化 
 C57BL/6J マウスの結合腕傍核、延髄腹外側部あるいは視床下部脳弓周囲領域へコレラトキシ
ン bサブユニット（CTb）を微量注入し、2週間の回復期のあと間欠低酸素刺激（上記と同じ）
を与え、還流固定後に脳を摘出した。前頭断切片を作成し、上記と同様に Fos 陽性ニューロン
と CTb標識ニューロンを検出した。 
 
 



４．研究成果 
（１）血中低酸素情報が入力する孤束核ニューロンの化学的性質 

2時間の間欠低酸素暴露によって中間および
尾側孤束核に多くの Fos陽性細胞が観察された
（図１）。特に dorsolateral亜核や medial亜核、
ventrolaterral 亜核に密に認められた。そのう
ち、dorsolateral 亜核と内側亜核に認められた
Fos陽性細胞は Vglut2 mRNAを発現する興奮性
ニューロンであった。また、腹外側亜核に認
められた Fos陽性細胞には Vgat mRNAを発現
する抑制性のニューロンも認められた。本結
果から、多くの孤束核グルタミン酸作動性ニ
ューロンが低酸素情報の中枢内伝達に関与し
ていることが示唆された。 
 
（２）孤束核から結合腕傍核を介して覚醒中枢および延髄呼吸中枢へ至る神経路の形態学的解
析 
１）孤束核から結合腕傍核を介して視床下部脳弓周囲領域へ至る神経路 
 Vglut2-Creマウスのへ AAV注入することに
より、孤束核グルタミン酸作動性ニューロン
の投射線維が結合腕傍核に分布することが確
認された。特に central lateral 亜核、lateral 
crescent 亜核、dorsal lateral 亜核、external 
lateral 亜核に密に認められた。一方、CTb を
脳弓周囲領域へ注入することにより標識され
たニューロンは、主に結合腕傍核の central 
lateral 亜核に分布しており、特に external 
lateral 亜核の内側に接する領域に密な細胞集
団が認められた。孤束核グルタミン酸作動性
ニューロンの投射線維と視床下部脳弓周囲領
域へ投射するニューロンの分布は dorsal lateral
亜核および central lateral 亜核の内側部で一致
しており、そこでは投射ニューロンへ神経終
末が近接するものが確認された。 
 
２）孤束核から結合腕傍核を介して延髄呼吸
中枢へ至る神経路 
 グルタミン酸作動性孤束核ニューロンの投
射線維の分布は１）と同様であった（図３）。
延髄呼吸中枢へ CTb を注入することにより標
識されたニューロンは、結合腕傍核において
は Kölliker-Fuse 核、lateral crescent 亜核および
central lateral 亜核の external lateral 亜核の内側
に接する領域に密に認められた。これらの領
域で、孤束核からの投射線維と延髄呼吸中枢
へ投射するニューロンの分布が一致し、線維
終末が延髄呼吸中枢投射ニューロンと近接す
るものも認められた。 
 
（３）視床下部脳弓周囲領域あるいは延髄呼吸中枢へ投射するニューロンを CTb で標識したマ
ウスの孤束核グルタミン酸作動性ニューロンを薬理遺伝学的手法により人為的に活性化した。
視床下部脳弓周囲領域へCTbを注入した個体においては、dorsal lateral亜核および external lateral
亜核の内側に接する central lateral 亜核ニューロンで Saline を投与したコントロールと比較して
Fosを発現する投射ニューロンの数が増加した（図４）。また、延髄呼吸中枢へ CTbを注入した
マウスにおいては、Kölliker-Fuse核で Fosを発現する投射ニューロンの増加が認められた。 
 

図１ 

図２ 

図３ 



 
 
（４）各神経路を構成するニューロンの間欠低酸素刺激による活性化 

CTb を結合腕傍核、視床下部脳弓周囲領域あるいは延髄腹外側部へ注入することにより、そ
れぞれの領域へ投射するニューロンを標識し、間欠低酸素刺激によって活性化し Fos を発現し
たニューロンとの異同を解析した。21%酸素を与えたコントロールと比較すると、結合腕傍核
へ投射する孤束核ニューロンのうち medial亜核ニューロンで多くの Fosの発現が認められた。
結合腕傍核に存在する視床下部脳弓周囲領域へ投射するニューロンでは、external lateral 亜核の
内側に接する領域の central lateral亜核および dorsal lateral亜核で Fosの発現を確認した。また、
延髄呼吸中枢へ投射する結合腕傍核ニューロンでは、external lateral 亜核の内側に接する領域の
central lateral亜核に Fos発現が認められた。 

 
 
 以上の結果から、低酸素情報は孤束核へ入力し、さらに結合腕傍核を介して覚醒中枢および
延髄呼吸中枢へ連絡することで覚醒と呼吸換気を引き起こすことが示唆された（図６）。 
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