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研究成果の概要（和文）：摘出小脳・橋-延髄-脊髄標本を用いて、呼吸活動を指標として、オレキシンの橋結合
腕傍核(NPB)における調節機構の解析した。オレキシンは脊髄や小脳片葉・傍片葉、そして、NPBにターミナルが
あることが知られている。生後1週の小脳では、下オリーブ核からプルキンエ細胞に対して登上線維が小脳に投
射し、小脳からNPBへ出力している。中枢性化学受容体からもNPBに投射がある。オレキシン存在下でCO2を高く
すると速い呼吸になった。それは、オレキシンがNPBの吸息-呼息切り替えニューロンに作用し、能動的に呼吸数
を引き上げる事による。オレキシンは覚醒時にNPBを介して能動的に呼吸促進を引き起こすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the effects of orexin on respiratory modulation in the 
parabrachial nucleus that isolated cerebellum and pons-medulla-spinal preparation from neonatal rat.
 Orexin is famous arousal hormone which projected to the Purkinje cell in the floccules and the 
Para-floccules of the cerebellum, and also projected to the Parabrachial nucleus. The role of NPB is
 the integrative autonomic function, so orexin makes cardiorespiratory function excite in the 
arousal mode. NPB received the influences from central chemoreceptor in the medulla that is 
controlled by CO2. Orexin under hypercapnia strongly facilitated respiratory rate using 
inspiratory-expiratory phase-switching neuron in the NPB; and that could be related with the 
cerebellum modulation and these severe phenomena possibly induces a panic disorder. We proposed that
 orexin neurons might be centrally involved in motor control during wakefulness and sleep.

研究分野：発達神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
睡眠障害の 1つであるレム睡眠行動障害は、は
っきりとした原因がない。しかしその原因疾患に、
オリーブ橋小脳萎縮症があることは分かっている。
オリーブ核－橋－小脳の関連性において、睡眠覚
醒に関わる機構を模索した結果、下オリーブ核－
小脳（片葉・傍片葉）－橋結合腕傍核（Nucleus 
Parabrachialis; NPB）神経回路が、次の事象によ
り浮かび上がってきた。ウサギ小脳の片葉の一部
である folium-P（ラットやマウスでは、傍片葉・
片葉の一部にあたる）から NPBへ出力があり、
循環・血圧調節に関与すると報告されている
（Nisimaru N, Arata A, Ito M,Neuro2010）。研究
代表者は、NPBには、能動的に吸息から呼息へ切
り替える機構が存在すると結論している (Arata 
A, Resp  Physiol Neurobiol, 2009)。また、下オ
リーブ核からは、傍片葉・片葉に投射している事
が知られている。研究協力者の Curtin大学の 
Watson教授は、中枢性化学受容体と言われてい
るマウス延髄の archiate nucleus（弓状核）は、
下オリーブ核の一部であり、小脳傍片葉（片葉）
へ投射もあること見つけており（Fu and Watson, 
Brain, Behav Evol, 2011)、小脳と NPBの関連性
においても、小脳の傍片葉・片葉から Lateral NPB
や KF核へ投射があるという研究成果も出してい
る。以上の結果より、下オリーブ核－片葉・傍片
葉－NPB という回路の存在の可能性が示された。
マウス小脳において、視床下部オレキシン神経は
傍片葉(片葉)にのみ投射していることが名古屋大
学・環境医学研究所の山中章弘チームの実験研究
により示された（図１）。 

 
呼吸や循環に関与する小脳片葉・傍片葉－NPB
回路は、NPBが吸息から呼息の切り替えに関与す
るので、呼吸リズムを制御できる事になる。そこ
で、マウス小脳の傍片葉(片葉)にのみ投射している
オレキシン神経を使って、睡眠覚醒モードの切り
替えにおける呼吸リズムに対する調節機構を解析
しようと考えた。それにより、小脳の睡眠覚醒に
関わる役割が解明され、レム睡眠行動障害などの
睡眠障害の基本的な神経回路基盤のひとつが解明
され、原因究明の一助となる可能性がある。 
 
２．研究の目的 

小脳における睡眠覚醒機構をオレキシンが唯一
関与する片葉・傍片葉において呼吸活動を指標と
して解析する。 
研究代表者は、in vitro実験系で、広域神経回路
を保持している摘出小脳‐橋－延髄－脊髄標本を
用いて、以下の実験を行う。 
・下オリーブ核－小脳片葉・傍片葉－結合傍
（NPB）の神経回路の存在を明らかにする。 
・オレキシンを用いて、呼吸出力や呼吸性ニュー
ロンの発火パターンの変化、脊髄性歩行様活動等
を解析し、小脳の橋、延髄、脊髄に対する効果と
呼吸と歩行の関連性を考察する。 

 
３．研究の方法 
（１）摘出橋－延髄－脊髄標本を用いて、下オリ
ーブ核－小脳傍片葉－橋結合腕傍核の呼吸性ネッ
トワークの相互連関を調べた。摘出小脳－橋－延
髄－脊髄標本は、0－4日齢ラットから取り出した
ものを使い、吻側レベルは、橋が全部入るレベル
で切り落とし、尾側レベルは第６頚髄で切断した。
切り出した標本は、記録用チェンバーに移し、新
生ラット用のリンゲル液で潅流し、呼吸性活動は、
第４頚髄前根からモニターした。 
（２）延髄-小脳-橋の連絡を調べるには、蛍光トレ
ーザーである DiI を用いて調べた。また、光感受
性色素を用いた光学的測定では、脊髄の歩行運動
による感覚刺激等が NPB に入力しているか、小
脳から NPB に入力があるかを調べ、中枢性化学
受容からの CO2レスポンスがNPBに入力してお
り、オレキシンの NPBでの反応性が CO2によっ
ても変化するのか調べた。 
（３）橋の NPB から呼吸性ニューロンを記録し
て、オレキシンの呼吸に対する反応性を調べた。
覚醒を維持するオレキシンの小脳の片葉・傍片葉
に投射しているオレキシンと NPB に投射してい
るオレキシンの役割を脳ブロック標本の小脳の有
無での結果を比較し、小脳の役割を考察する。 
 
４．研究成果 
本研究は、in vitro標本でありながら広範囲な神
経回路の解析が出来る摘出小脳・橋-延髄-脊髄標本
を用いて、呼吸性神経活動を指標として、オレキ
シンの睡眠覚醒モード切り替えによる呼吸に対す
る調節機構の解析を試みることを目的とした。新
生ラットにおいて、下オリーブ核を介して呼吸活
動が小脳にも捉えられたことを研究代表者らは確
認している。また、自律神経の統合核として最近
注目を浴びている橋結合腕傍核 (NPB) は、スラ
イス標本では回路が切れてしまい、in vivo標本で
はアプローチが難しい場所にあるという事で、な
かなか研究が進まないところであるが、この摘出
脳ブロック標本を用いることにより、NPBの研究
を進めることが出来た。オレキシン神経にロドプ
シンチャネル２やハロロドプシンを遺伝学的に組
み入れたマウスを光操作法により活性化・不活性
化することを計画したのだが、実際には、大学の
新棟建設による騒音等のため、マウスの生育や出
産が上手くいかなかったので、ラットで同様に出
来る実験に置き換えて行った研究成果について報
告する。 

図１ マウス小脳において、片葉・傍片葉の
プルキンエ細胞がオレキシン神経からの線
維を受けている（矢印）。 



呼吸性ニューロンの細胞外記録、ホールセルパ
ッチクランプ法を用いた細胞内記録を用いて、こ
の標本における呼吸性ニューロンネットワーク連
関を解析した。蛍光トレーサーと刺激実験の結果
より、下オリーブ核に呼吸中枢から入力があり、
それが小脳皮質へも投射している事が分かった。 
呼吸の出力に影響のある中枢性化学受容体から
の反応性とオレキシンの関連性を調べるため、高
CO2や低O 2のリンゲル液を標本に潅流した状態
で、オレキシンを加えた時の第 4 頚髄前根から呼
吸性活動を記録すると、興奮を示すだけでなく、
過度の呼吸上昇がみられた。また、光学的測定の
結果、小脳傍片葉（片葉）刺激で、橋結合腕傍核
の外側部に光学シグナルが観察され、外側腕傍核
(LPB)で記録された呼吸性ニューロンは、吸息-呼
息切り替えニューロンが多く、オレキシンにより
吸息-呼息のフェーズを切り替えが促進されて、呼
吸数が増加することが分かった。 
さらに、LPBの吸息-呼息切り替えニューロンに
対して、前肢、後肢からの刺激が入力することが
光学的測定法やパッチクランプ法を用いて明らか
となり、LPBが呼吸と歩行から入力を受け、呼吸
と歩行の統合に関わる事が示唆された。また、そ
れらの呼吸や歩行様の活動は、下オリーブ核を経
由して小脳にも投射している事が光学的測定によ
り示唆された。 
以上の結果から、生後 1 週の小脳では、オリー
ブ核からプルキンエ細胞に対して数本の登上線維
が小脳の片葉・傍片葉に投射しており、下オリー
ブ核には呼吸中枢レベルからの投射があり、小脳
まで投射しているので、呼吸リズムが小脳神経回
路発達に関与する可能性があると考えられた。一
方、オレキシンは脊髄や小脳片葉・傍片葉、そし
て、LPBにターミナルがあることが知られている。
発達において腕傍核に手足を動かすという外部感
覚の入力や中枢性化学受容からの入力に対して、
CO2 が高くなるとパニック症候群のような速い
呼吸になる事から、オレキシンはストレスホルモ
ンとして、自律性機能に対する役割を果たしてい
るのかもしれない。 睡眠時の歩行に対する下行性
抑制性に対して、オレキシンとしては、レム睡眠
行動障害を引き起こす原因になっている可能性も
ある。 
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