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研究成果の概要（和文）： 
Cl-ホメオスタシス調節分子、特にKCC2について呼吸中枢を含む発達期延髄毛様体領域における

発現分布及びその変化を、免疫組織化学法を用いて検討した。その結果、マウスの舌下神経核に

おいて、発達に伴い隣接する迷走神経核と比べてKCC2の発現は減少していることが確認された。

また、生後発達期の正常マウスにおいてGABA投与により呼吸様リズム発火が増加した。一方、KCC2

阻害剤を投与すると、呼吸様リズム発火が増加することが認められた。これらのことから、生後

1週齢までは、舌下神経核の神経細胞における[Cl-]iは運動系出力を制御している可能性が示唆

された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Cation-chloride cotransporters are considered to play critical roles in the regulation of intracellular 
chloride ion concentration ([Cl-]i), and hence in the control of neuronal function. First, I tested the 
immunoreactivity of KCC2 using KCC2 antibody in developmental mouse medulla. Immunoreactivity of 
KCC2 in hypoglossal nucleus at P0 was higher than that at P7, while that of vagus nerve nucleus did not 
change during same period. Since developmental changes in expression pattern of KCC2 associated with 
respiration-related rhythmic activity (RRA) in medulla are not yet well understood, I recorded RRA 
extracellulary from respiration-related neurons in medullary slice preparation obtained from mice of P0-7. 
Under these conditions, perfusion of 100µM GABA-containing ACSF transiently increased the frequency 
of RRA. The KCC2 inhibitor furosemide also increased the frequency of RRA. Thus Cl- homeostasis 
likely regulates the activity of motor output in early postnatal stage. 
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１．研究開始当初の背景 
呼吸リズム生成の中枢機構に関しては、延髄

の 疑 核 腹 側 に 位 置 す る pre-Bötzinger 

complex (pre-BötC) （Smith et al., Science, 

1991、 Feldman and DelNegro, Nat. Rev. 

Neurosci., 2006）、顔面神経核腹側に位置す

る para-facial respiratory group (pFRG) 

(Onimaru and Homma, J. Neurosci., 2003)

が呼吸リズムを形成するニューロン群であ

ると一般的に考えられている。近年、マウス

pre-BötCの神経細胞では、生後一週目にGABA

に対する応答性が興奮性から抑制性に変化

することが示された(Ritter and Zhang, Eur. 

J. Neurosci., 2000)。加えて同様の変化が

胎生 19 日齢のpre-BötC吸息性神経細胞にお

いて起こることがRenとGreer（J. Neurosci., 

2006）により示された。このGABAに対する応

答性の変化は、海馬や大脳皮質において

[Cl-]i変化に依存しており、[Cl-]i変化はCl-

トランスポーター（KCC2 及びNKCC1）により

調節されていることが示された（Payne et 

al., Trends Neurosci., 2003）。これらの報

告から[Cl-]iを調節しているCl-トランスポ

ーター（KCC2 及びNKCC1）が、呼吸リズムを

形成するニューロン群におけるGABAに対す

る応答性の変化に関与していることを示唆

している。一方、KCC2のノックアウトマウス

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ている（Hübner et 

al., Neuron, 2001）。以上のことから、周産

期の呼吸リズム形成過程においては、KCC2の

発現により[Cl-]iが低下し、生後一週齢まで

にGABA作動性応答が興奮性から抑制性に変

化していることが重要と考えられる。しかし

ながら、呼吸リズム調節とCl-トランスポータ

ー（KCC2 及びNKCC1）の相関を、呼吸循環中

枢を含む延髄毛様体領域で発達段階を追っ

て機能的及び組織学的に詳細に検討した報

告はない。 

 
２．研究の目的 

呼吸の基本リズムは、延髄のリズム形成機構

によって生み出され、神経回路網の中で様々

な修飾を受けて、最終的な呼吸神経出力のパ

ターンが形成されていると考えられている。

Bötzinger Complex (BötC)の呼吸ニューロン

はGABA及びグリシン作動性の抑制性ニュー

ロンであることが知られている。Hübnerら

（2001）はKCC2ノックアウトマウスの死亡原

因が中枢性の呼吸リズム失調による呼吸不

全であることを、胎生 18.5 日齢（E18.5）の

ノックアウトマウスと正常動物とを比較し

て示している。このことから呼吸リズム調節

の破綻がSIDSの一因であり、そのリズム調節

にはCl-ホメオスタシスが重要な役割を果た

していると考え、立案に至った。周産期の正

常動物において、舌下神経核、pre-BötC、pFRG、

BötCなどの呼吸様リズム発火に重要な延髄

領域について、Cl-トランスポーター（KCC2

及びNKCC1）の発達に伴う発現変化を組織学

的に検討する。また呼吸様リズム発火をin 

vitroで再現することのできる延髄スライス

標本を用いて、発達過程におけるCl-トランス

ポーター阻害剤に対する呼吸リズムの変化

を電気生理学的に検討する。具体的には、

pre-BötCと舌下神経核を含む 700μm厚の延

髄の急性スライス標本を作製し、舌下神経核

から呼吸様リズム発火を記録する。そこで

KCC2 の阻害剤であるFurosemide或いはNKCC1

の阻害剤であるBumetanideを投与し呼吸様

リズム発火の変化を検討する。また各種阻害

剤存在下でGABAに対する応答性の変化を検

討する。このように組織学的結果と電気生理

学的結果とを合わせて、Cl-ホメオスタシス関

連分子が呼吸リズム調節に、いつ、どこで、

どのように関わっているのかを明らかにす

ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）各種Cl-トランスポーター分子（KCC2

及びNKCC1）について、呼吸中枢を含む延髄

毛様体領域における発現分布を、免疫組織化

学法を用いて詳細に検討した。具体的には、

KCC2及びNKCC1 に特異的な抗体を用いて、生

後発達期（生後 0日齢～生後 7日齢）マウス

の舌下神経核、迷走神経核、pre-BötC、pFRG、

などの呼吸リズムに重要な延髄毛様体領域

における発現分布の詳細な検討を行った。 

（２）生後発達期（生後 0 日齢～生後 7 日

齢）正常マウスを用いて、pre-BötCと舌下

神経核を含む 700μm厚の延髄急性スライス

標本を作製し（ Oku et al., Pflugers 

Arch., 438(5):656-664,  1999; Hülsman 

et al., Eur J 



Neurosci., 12(3):856-862, 2000）、舌下神

経核にタングステン電極を刺入し、呼吸様

リズム発火を記録する。この延髄急性スラ

イス標本は人工脳脊髄液（ACSF）のK+濃度

を 3mMから 8mMに増加させることで呼吸様

リズム発火を発生させることができる。こ

の時期において①Furosemide（KCC2阻害剤）

及びBumetanide（NKCC1 阻害剤）投与によ

る呼吸様リズム発火の変化に加えて、GABA

受容体に対する②アゴニスト（GABA）投与

に対する呼吸様リズム発火の変化を経時的

に検討した。 

 
４．研究成果 

はじめに、Cl-ホメオスタシス調節分子、特に

KCC2（K+-2Cl-共輸送体）について、呼吸中枢

を含む発達期延髄毛様体領域における発現

分布及びその変化を、免疫組織化学法を用い

て検討した。その結果、マウスの舌下神経核

において、生後０日齢から 7 日齢まで発達に

従い、隣接する迷走神経核と比べてKCC2の発

現は減少していることが確認された（図 1参

照）。しかしながら、その他の呼吸リズムに

重要であると考えられている、pre-BötC、

BötCなどの領域では、明らかな発現量変化は

認められなかった。KCC2は神経細胞内のCl-濃

度を低値に保つ役割を持つので、発現量が減

少していると言うことは呼吸リズムを調節

するGABA作動性抑制性ニューロンの作用が、

発達期の舌下神経核において変化している

可能性を示唆した。 

次に、生後（生後 0 日齢～7 日齢）正常マウ

スを用いて、舌下神経核を含む 700μm厚の延

髄急性スライス標本を作製し、舌下神経核に

タングステン電極を刺入し、呼吸リズムを記

録した。この延髄急性スライス標本は人工脳

脊髄液（ACSF）のK+濃度を 3mMから 8mMに増加

させることで呼吸様リズム発火を発生させ

ることができる。このスライス標本に 100µM

のGABAを投与すると、呼吸様リズム発火は平

均約 1.5 倍に増加した。その後約 40 分間の

リカバリーを経て①1mMのFurosemide（KCC2

阻害剤）及び②10µＭのBumetanide（NKCC1阻

害剤）を投与して呼吸様リズム発火の変化を

検討した。その結果、いずれの阻害剤を投与

しても、呼吸様リズム発火が 1.5～2 倍程度

増加することが認められた（図 2 参照）。

Furosemideの代わりに、より選択的な阻害剤

であるDIOAを投与しても、同様に呼吸様リズ

ム発火が増加した。 
 
以上の結果から、生後 1週齢までは、舌下神
経核の神経細胞における[Cl-]iは高値である
可能性が示唆された 

図 1 

 
生後発達期（P0 及び P7）の舌下神経核におけ

る KCC2 の発現変化（雑誌論文①より抜粋、改

変） 

A-B:舌下神経核（12N）を含む周囲の KCC2免疫

染色像。C-D:A 及び B の舌下神経核部分の強拡

大像。発達するに従って KCC2 の発現量が減少

しているように見える。CC:中心管、10N：迷走

神経核、12N：舌下神経核、scale bar = 100µm 

(A、B), 50µm (C、D)  

図 2 
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100µV

Control 100µM GABA 1mM Furosemide

Control 100µM GABA 10µM Bumetanide

 
GABA 及び Furosemide (KCC2 阻害剤)又は

Bumetanide (NKCC1 阻害剤)投与による呼吸

様リズム発火の変化の例（生後 1 日齢のマウス） 
上段及び下段左：control 
上段及び下段中：100µM GABA 投与 
上段右：1mM Furosemide (KCC2 阻害剤)投与 
下段右：10µM Bumetanide (NKCC1 阻害剤)投
与 
100µM の GABA を投与すると、control と比べ

て呼吸様リズム発火が増加した。40 分のリカバ

リ後、1mM の Furosemide または 10µM の

Bumetanide を投与すると、どちらの阻害剤を

投与しても control と比べて呼吸様リズム発火

が増加した。 
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