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研究成果の概要（和文）：Phox2b遺伝子の発現制御領域下に蛍光タンパク質(EYFP)を発現させたトランスジェニック (
Tg) ラットおよび，光感受性イオンチャネル(Arch)を発現させたTgラットを用いて，延髄呼吸中枢の神経回路の解析を
行った．まず，TgラットにおいてEYFPが Phox2b陽性細胞に選択的に発現していること，Tgラットの新生児脳幹－脊髄
標本の呼吸中枢神経活動は正常であること，pFRG内の多くのEYFP陽性細胞がPre-Iニューロンであることを確認した．
さらにArchを発現したラットから摘出した脳幹－脊髄標本を用いて，オプトジェネティクスによる呼吸リズム形成神経
機構の解析が有効であることを確認した．

研究成果の概要（英文）：We have analyzed neuron networks of the medullary respiratory center using 
transgenic (Tg) rats in which fluorescent protein (EYFP) or photosensitive ion channels, archaerhodopsin 
(Arch) were expressed under control of Phox2b gene expression. First, we confirmed specific expression of 
EYFP in Phox2b positive cells of Tg rats. The central respiratory activity in the brainstem-spinal cord 
preparation from Tg rats did not differ from that of wild type rats. Using calcium imagings, we confirmed 
that many of EYFP positive cells in the pFRG showed Pre-I neuron like activity. We also confirmed that 
optogenetics is useful for analysis of respiratory rhythm generation in the en bloc newborn rat 
preparation from Arch expressing Tg rats.

研究分野： 神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
Phox2b 遺伝子は，脳幹部自律神経ネットワー
クの発生に不可欠な遺伝子であり，転写因子
をコードしている(Dauger et al. 2003)．我々は
吻側腹外側延髄において Phox2b 遺伝子を発
現している細胞は，１）血液中の CO2 を感知
する中枢化学受容器細胞そのものであるこ
と，２）少なくともその一部は傍顔面神経グ
ループ（pFRG）の呼吸リズム形成ニューロン
（Pre-I ニューロン）でもあること，を明らか
にした (Onimaru et al. 2008)．こうして，
pFRG/Pre-I ニューロンが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．さらに吻側
pFRG においては Pre-I ニューロンのほぼ
100%が Phox2b 遺伝子を発現しており，
Phox2b 遺伝子は，pFRG/Pre-I ニューロンの最
も特異的な遺伝子マーカーであることがわ
かった．しかしながら，逆に Phox2b 遺伝子
発現細胞の何％が Pre-I ニューロンであるの
かについては確証がなかった．一方，尾側
pFRG においては，約半数の Pre-I ニューロン
は Phox2b 遺伝子を発現していない(Onimaru 
et al. 2008)．これらのニューロンは CO2 感受
性を持たない反面，呼吸リズム形成において
は重要な役割を果たすと考えられているが
詳細は不明であった． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的の 1 つは，吻側 pFRG 領域にお
ける Phox2b 発現細胞の何％が Pre-I ニューロ
ンであるのかを明らかにすることにある．こ
れには，Phox2b 発現細胞に蛍光タンパク質
(EYFP)を発現させた遺伝子組み換え（Tg）ラ
ットを用いて，カルシウムイメージングによ
り解析を行う．本研究のもう一つの目的は，
Phox2b 遺伝子を発現していない Pre-I ニュー
ロンと Phox2b 遺伝子を発現している Pre-I ニ
ューロンの役割を解明し，呼吸中枢ニューロ
ンネットワーク全体の動作特性を明らかに
することにある．このために，Phox2b 発現細
胞に光感受性イオンチャネル（興奮性のチャ
ネルロドプシン 2 または抑制性のアーチロド
プシン）を発現させた Tg ラットを用いて解
析を行う． 
３．研究の方法 
Phox2b 陽性細胞を蛍光ラベル(EYFP)し，蛍
光標識を指標にしたカルシウムイメージン
グおよび電気生理学的解析を遂行するため
に，Phox2b のエンハンサー・プロモーター制
御下に蛍光タンパク質遺伝子を組み込んだ
Tg ラットを作成した（連携研究者を中心とし
たプロジェクト）．さらに Phox2b のエンハン
サー・プロモーター制御下に，光感受性チャ
ネルである，アーチロドプシン（抑制性）ま
たはチャネルロドプシン２（興奮性）を組み
込んだラットを作成した（連携研究者を中心
としたプロジェクト）． 
  

［Tg ラットの系統］ 
Phox2b_EYFP-2A_CreERT2 RecBAC Tg ラッ
ト（Phox2b-EYFP-Cre） 
Phox2b_tTA-2A-Cre RecBACT Tg ラット
（Phox2b-tTA-Cre）
ROSA26/CAG-floxedSTOP-tdTomato BAC Tg
ラット（R26CAGsTomato） 
CAG-loxP-Stop-loxP-Arch/Rosa BAC Tg ラッ
ト 
などを昭和大学実験動物センターにおいて，
維持管理している．これらの掛け合わせによ
って生まれてくる新生児ラットを実験に使
用した． 
 
［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）で潅流した．延髄最吻側腹側－腹
側表層部のニューロンを記録する場合には，
標本を下小脳動脈のレベルで脳スライサー
を用いて切断し，切断面を上にして標本を実
験槽に置き，切断面からニューロンを記録し
た．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
した．ホールセル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し
た(Onimaru and Homma 1992)．生理活性物質
などは，クレブス液に溶かして，潅流投与し
た．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，実験終了後に調べた．ルシファーイ
エローの抗体染色を行うと同時に，他の免疫
組織化学的な解析を行い，記録ニューロンの
特性を調べた． 
 
[カルシウムイメージング］ 新生児ラット
（生後０－１日目）から脳幹及び脊髄を摘出
し，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
潅流した．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
ニターした．標本の吻側切断面にカルシウム
インジケーターである Fluo-8 または Rhod4
を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し (Onimaru and 
Dutschmann, 2012)，コンフォーカルレーザー
顕微鏡（ニコン）をもちいて，神経活動を記
録した． 
 
[光刺激] 外径 1 mm の光ファイバーを用い
て，緑色レーザー光（532 nm）を延髄腹側表
面に照射することで，光刺激を行った． 
 
４．研究成果 
Phox2b-EYFP-Cre Tg ラットからの新生児ラ
ット，Phox2b-tTA-Cre Tg ラット（または
Phox2b-EYFP-Cre Tg ラット）と
R26CAGsTomato Tg ラットの掛け合わせによ



って生まれる新生児ラット脳の組織学的解
析により，EYFP, Tomato などの蛍光タンパク
質が Phox2b 陽性細胞に選択的に発現してい
ることを確認した．さらに、これらの Tg ラ
ット新生児から，脳幹－脊髄を摘出し，呼吸
中枢の活動を調べ，wild タイプのラットと比
較したところ，C4 吸息性活動のパターンなど
に両者で違いはないことを確認した．また，
延髄吻側部の傍顔面神経呼吸グループ
(pFRG)から，吸息先行型（Pre-I）ニューロン
を細胞内記録し，これらのニューロンが TTX
存在下で高 CO2 に対し脱分極応答を示し，
EYFP 陽性，Phox2b 陽性であることを確認し
た(Ikeda et al. 2015)．また，pFRG における神
経活動を，コンフォーカルレーザー顕微鏡を
用いたカルシウムイメージングにより調べ，
多くのEYFP陽性細胞がPre-Iニューロンであ
ることを確認した． 

Phox2b_tTA-2A-Cre Rec BAC Tg ラット
（①）と CAG-loxP-Stop-loxP-Arch/Rosa BAC 
Tg ラット（②）の掛け合わせによって生まれ
てくる新生児ラットから，アーキロドプシン
を発現しているものを選び，その特異的発現
を調べた．アーキロドプシンの発現の特異性
については，①オスｘ②メスの組み合わせと，
逆の組み合わせで，異なる結果が得られた．
前者の組み合わせでは，アーキロドプシンが
非特異的に発現した．理由は今のところ不明
である．逆の組み合わせでは，アーキロドプ
シンの発現は Phox2b 陽性ニューロンに特異
的であった． 
また Arch 発現陽性新生児から，脳幹脊髄

標本を作製し，吻側腹外側延髄に緑レーザー
光を照射し，呼吸リズムの変化を調べた．さ
らにこの領域の呼吸性ニューロンから細胞
内電位を記録し，光照射刺激の効果を調べた．
呼吸リズムは，レーザー光の照射によって，
抑制あるいは完全に停止した．また，Pre-I
ニューロンの膜電位の過分極方向へのシフ
トが，光刺激によって引き起こされた
(Onimaru et al. 2016)． 
 以上の結果から，本研究で使用した Tg ラ
ットは呼吸中枢の神経回路の詳細な動作特
性を解析する上で，非常に有益であることが
分かり，今後さらに詳細な解析を行っていく
予定である． 
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