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研究成果の概要（和文）：延髄吻側腹外側部の pFRG/Pre-Iニューロンを含む Phox2b陽性細胞は，

呼吸調節における中枢化学受容器（特に CO2 センサー）として働くと考えられている．本研究

では，新生ラット摘出脳幹－脊髄標本を用いて，pFRG/Pre-I (Phox2b 陽性)ニューロンの高 CO2
受容の神経機構を調べた．pFRG/Pre-I ニューロンは，シナプス前膜からの伝達物質放出などの

カルシウム依存性機構の関与を遮断した後も高CO2に反応してカリウムチャネルの閉鎖を伴う

膜の脱分極を引き起こした．これらのニューロンは脳内の毛細血管に密着して存在していた．

また，カリウムチャネルとしては TASK1,2,3 のサブタイプが検討されたが，これらの K+チャ

ネルは高 CO2 受容において主要なチャネルとしては働いていないことが確認された．本研究に

より，pFRG/Pre-I(Phox2b陽性)ニューロンは高CO2刺激を直接受容することが明らかになった． 
 
研究成果の概要（英文）：It has been suggested that Phox2b expressing cells including pFRG/Pre-I 
neurons in the rostral ventrolateral medulla function as the central chemoreceptors (i.e. CO2 sensor). In 
the present study, we investigated neuronal mechanisms of high CO2 reception of pFRG/Pre-I neurons, 
using the brainstem-spinal cord preparation from newborn rats. The CO2 sensitivity of pFRG/Pre-I 
neurons was preserved even after blockade of Na+ channels and Ca2+ channels, and the membrane 
depolarization induced by hypercapnic stimulation was mainly due to the closing of K+ channels. We 
also found that Phox2b-expressing cells including pFRG/Pre-I neurons in the parafacial region of the 
rostral ventral medulla tended to assemble around capillary blood vessels. We confirmed that TASK1,2 
and 3 channels were less significantly involved in hypercapnic responses of pFRG/Pre-I neurons. Our 
findings demonstrate that the pFRG/Pre-I neurons possess postsynaptic mechanisms that are directly 
responsible to high CO2 stimulation. 
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側表面近傍，para-facial region）には，転写因
子 Phox2b を特異的に発現しているニューロ
ン（以下 Phox2b 陽性ニューロン）が分布し，
これらは CO2 感受性を示し，中枢化学受容に
重要な役割を持つことが最近分かってきた
(Amiel et al., 2003; Stornetta et al., 2006; 
Dubreuil et al., 2008)．これに先立って我々は，
同じエリアに呼吸リズム形成ニューロンで
ある吸息先行型（pre-inspiratory; Pre-I）ニュ
ーロンが存在することを 2003 年に発見し，
para-facial respiratory group (pFRG; 傍顔面呼
吸ニューロングループ)と名付けた(Onimaru 
and Homma, 2003)．最近の研究で，腹側表面
近くの pFRG/Pre-I ニューロンのほとんどが
Phox2b 陽性であり，CO2 に強い感受性を示す
ことを明らかにした(Onimaru et al., 2008)．し
たがって、pFRG/Pre-I ニューロンは特に新生
児期においては、呼吸リズム形成だけでなく
中枢化学受容にも直接関わることで、生後の
生存に不可欠であることが示唆された
(Onimaru et al., 2009)．これらのニューロンは
高 CO2 溶液潅流に対し，顕著な膜抵抗の増加
および膜の脱分極（つまりカリウムチャネル
の閉鎖が関与する可能性）を示した．この反
応はナトリウムチャネルブロッカーである
テトロドトキシン（TTX）存在下で確認され
たので，これらのニューロンが直接 CO2 に感
受性を持つことが示唆された．この点は，CO2
感受性の分子機構を調べる上で，本質的に重
要であるが，そのためには，まずその他の可
能性を検証しなければならない．さらに，関
わっているカリウムチャネルの種類につい
ては不明である．また，pFRG/Pre-I ニューロ
ンのほとんどは Phox2b 陽性であり，CO2 感
受性を持つが，逆に Phox2b 陽性ニューロン
のどのくらいの割合のものが，Pre-I ニューロ
ンであるのかについてはわかっていない． 
 
２．研究の目的 
１）CO2 感受性は Phox2b 陽性細胞に対する
直接作用の結果引き起こされるのか？ 間
接的に引き起こされる可能性として，グリア
細胞あるいはパラニューロンからの ATP 分
泌またはアセチルコリン分泌によるという
仮説，シナプス前膜からのセロトニン，サブ
スタンス P の分泌によるという仮説(Guyenet 
et al., 2008; Gourine et al., 2010; Guyenet et al., 
2010)などが現在考えられているのでこれら
を検証した．２）関与するカリウムチャネル
はどのタイプのものか？ 現在，TASK1, 
TASK2, TASK3 などの酸感受性チャネルが関
与する可能性が考えられているので，これら
の可能性およびその他のイオンチャネルの
関与の可能性も含め検証した．３）pFRG/Pre-I
ニューロンのほとんどは Phox2b 陽性であり，
CO2 感受性を持つが，逆に Phox2b 陽性ニュ
ーロンのどのくらいの割合のものが，Pre-I

ニューロンであるのかについてはわかって
いないので，CO2 感受性との関連をも含めこ
の問題の解決に取り組んだ． 
 
３．研究の方法 
１）新生ラット摘出脳幹－脊髄標本を用いて，
延髄吻側腹外側部―腹側表面近傍の Phox2b
陽性ニューロン（主に pFRG/Pre-I ニューロ
ン）からホールセルパッチクランプ法により
膜電位を記録し，TTX 存在下で高 CO2（2% 
CO2→8% CO2）に対する応答を調べ，ニュー
ロンの CO2 応答に対する各種伝達物質（とく
に関与が大きいと考えられるサブスタンス
Ｐと ATP）のブロッカーの影響を検討した．
さらに，シナプス前膜，グリア細胞などから
放出される神経伝達物質，神経修飾物質の影
響をブロックする目的で，TTX+Cd2+溶液，
あるいは低 Ca2+，高 Mg2+ に TTX および
Cd2+を追加溶液において，高 CO2（2% 
CO2→8% CO2）に対する応答を調べた． 
 CO2 感受性を持つ Phox2b 陽性細胞は，延
髄腹側部において，毛細血管に密着して存在
する可能性がある．これを確かめるために，
ニューロビオチンで血管を標識する方法（ニ
ューロビオチン血管標識法）を開発し，
Phox2b 陽性細胞の血管に対する配置を調べ
た．さらに，pFRG/Pre-I ニューロン（ルシフ
ァーイエローで染色）を記録し，CO2 応答を
調べたのちに，血管を染め，その配置を確認
する実験を行った． 
２）酸感受性 K+チャネル TASK1, 2, 3 の発現
を in situ hybridization 法を用いて，調べ，高
CO2 受容における役割を検討した．顔面神経
核のニューロンが TASK チャネルを強く発現
していることが明らかになったので，これら
のニューロンのCO2感受性をホールセルパッ
チクランプ法で調べた． 
３）延髄吻側 pFRG/Pre-I ニューロンにカルシ
ウムインジケーター（Fluo-8）をロードし，
それらの神経活動を，光学測定装置
MiCAM02 を用いてカルシウムイメージング
により解析した 
 
４．研究成果 
１）サブスタンスＰ（NK1 受容体）のブロッ
カーである spantide 又は L-703606，あるいは
ATP 受容体ブロッカーである MRS2179 又は 
PPADS を前処理しても TTX 存在下における
pFRG/Pre-I ニューロンの CO2に対する脱分極
応答は引き起こされた．さらに，シナプスか
らの伝達物質放出そのものを遮断する目的
で，TTX + Cd2+溶液あるいは低 Ca2+，高
Mg2+（TTX および Cd2+を追加）溶液に置換
した後 CO2 応答を調べた．この場合にも，
pFRG/Pre-I ニューロンの CO2に対する脱分極
応答は抑制されなかった（図 1）．これらの結
果から，pFRG/Pre-I ニューロンの CO2 感受性
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は，前シナプス要素の関与を必要としないこ
と，つまり直接，シナプス後膜の受容による
ことが明らかとなった．また，ほとんどの場
合で，高 CO2 受容性脱分極は，膜抵抗の増大
を伴っていた．これはカリウムチャネルの閉
鎖によることを意味する．しかしながら，い
くつかの例（特に低カルシウム液の場合）で，
膜抵抗の変化を伴わない（つまりカリウムチ
ャネルに依存しない）脱分極反応も確認され
た(Onimaru et al., 2012a)．  

 
ニューロビオチン血管標識法を用いて，これ
らの Phox2b 陽性細胞が，毛細血管に沿って
分布することを見出した (Onimaru et al., 
2012b)（図２）．この性質は Phox2b 陽性細胞
が血液中のCO2濃度を直接感知する機構とし
て極めて理にかなっている．  

 
２）吻側延髄における酸感受性 K+チャネル
（TASK1, 2, 3）の発現を in situ hybridization 
法を用いて調べた．これらのチャネルは，吻
側延髄では顔面神経核の運動ニューロンに

強く発現していた．しかし，その腹側部にあ
る pFRG には明瞭な発現は見られなかった
(Onimaru et al., 2013)．顔面神経核のニューロ
ンから膜電位を記録し，高 CO2/低 H+に対す
る応答を調べた．低 H+に対しては脱分極応
答を示したが，高 CO2 刺激に対しては，過分
極応答を示した．一方， pFRG/Pre-I ニュー
ロンは，いずれの刺激に対しても脱分極応答
を示した(Onimaru et al., 2013)．これらの結果
から，TASK チャネルは pFRG/Pre-I ニューロ
ンのCO2感受性には主要な役割は果たしてい
ないことが確認された．また，高CO2刺激時，
少数の pFRG/Pre-I ニューロンでは膜抵抗の
変化を伴わない膜脱分極が見られた．これら
のニューロンでは，K+チャネルの閉鎖以外の
機構によってCO2受容が行われることが示唆
された． 
 
３ ） カ ル シ ウ ム イ メ ー ジ ン グ に よ り
pFRG/Pre-I ニューロンのバースト活動を，非
常に明瞭にとらえることに成功した(Onimaru 
and Dutschmann, 2012)（図３）． 

ただ，これらのニューロンが Phox2b 陽性ニ
ューロンであるかどうかの同定は困難であ
った．この問題を解決するために，我々は 
Phox2b を発現する細胞に蛍光タンパク質を
発現させたトランスジェニック (Tg) ラット
を作成し，このラットを用いてカルシウムイ
メージングによる pFRG ニューロンのバース
ト活動の解析を行っている． 
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