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研究成果の概要（和文）：覚醒・睡眠状態によって変化する呼吸の調節機構を理解するために、オレキシンが呼吸およ
び気道の開通性を調節する神経路にいかに作用しているかを形態学的に解析した。その結果、以下のことが明らかとな
った。（１）成獣ラットでは、オレキシンは、腹側呼吸ニューロン群吻側部（rVRG）、横隔神経核および舌下神経核へ
投射する結合腕傍核ニューロンにオレキシンレセプター2を介して作用し、呼吸の促進およびそれに伴う気道の確保を
引き起こす。（２）新生児ラットにおいて、オレキシン含有線維とrVRG投射ニューロンの分布が結合腕傍核で一致し、
オレキシンBの結合腕傍核への注入によって呼吸頻度の増大が引き起こされる。

研究成果の概要（英文）：To understand the neural pathways underlying the respiratory variation dependent 
on sleep/wake states, we examined the orexinergic projection to the parabrachial nucleus. The results of 
the present study are as follows: (1) in adult, orexin may exert modulatory influence through orexin 
receptor 2 upon Kolliker-Fuse neurons which send their axons to the rostral ventral respiratory group and 
phrenic nucleus for eliciting the repiratory facilitation and to the hypoglossal nucleus for eliciting 
the maintaining the airway patency during wakeful state; (2) in infant, overlapping distribution of 
orexin-immunoreactive fibers and rostral ventral respiratory group projecting neurons is found in the 
Kolliker-Fuse nucleus, and orexin B injection into the lateral parabrachial nucleus of the 
brainstem-spinal cord preparation results in facilitation of respiration.

研究分野：神経解剖学

キーワード： オレキシン　結合腕傍核　腹側呼吸ニューロン群吻側部　横隔神経核　舌下神経核　オレキシンレセプ
ター2
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１．研究開始当初の背景 
呼吸は、睡眠･覚醒の状態によってその活動

に差があることはよく知られている。しかし、睡

眠・覚醒状態という観点から呼吸調節の神経機

構を追及している形態学的研究はほとんどない

のが現状である。一方、睡眠･覚醒パターンの維

持と制御に関わっているオレキシンが、呼吸調

節にも関わっていることが明らかとなってきた。ま

た、結合腕傍核の一部である Kölliker-Fuse 核

（KF）へのオレキシン注入は、横隔神経の活動

頻度の増大および舌下神経の吸息前発火の出

現を引き起こすことが報告され、オレキシンによ

る呼吸および気道抵抗調節は、KFを介しても行

われることが示唆されている。KF を含む結合腕

傍核は、橋呼吸調節中枢とも呼ばれ、孤束核か

ら送られた内臓感覚を統合し、その情報を延髄

呼吸中枢である腹側呼吸ニューロン群吻側部

（rVRG）や横隔神経核へ出力することにより呼

吸運動を調節する領域と考えられている。また、

KF は気道の開通性に関する舌筋を支配する舌

下神経核へ出力することにより、気道確保に関

する役割も注目されている。 

呼吸リズム形成は幼若型と成熟型では異なる

ことが指摘されており、睡眠･覚醒のパターンも

生後の発達に伴って大きく変容する。この移行

期において、乳幼児突然死症候群の頻度が増

加することから、呼吸リズム形成の成熟型への移

行不全が乳幼児突然死症候群の原因であると

示唆されている。しかし、成熟動物と幼若動物の

覚醒・睡眠調節の神経回路の違いについて、い

まだ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下のことを明らかにすることを

目的とした。（１）成熟動物において、rVRG、横

隔神経核あるいは舌下神経核へ投射するKFニ

ューロンとオレキシン作動性神経終末との連絡

様式を形態学的に解析する。（２）幼若動物の結

合腕傍核において、オレキシン含有線維と延髄

呼吸中枢へ投射するニューロンとの関係を形態

学的に解析するとともに、幼若動物の結合腕傍

核へのオレキシンの微量注入による呼吸活動の

変化を生理学的に解析する。 
 
３．研究の方法 
（１） 成獣ラットにおけるオレキシン含有神経終

末と rVRG や横隔神経核あるいは舌下神経核

へ投射する KF ニューロンの分布様態、並びに

接合様態を光顕的および電顕的に解析した。ま

た、rVRG や横隔神経核あるいは舌下神経核へ

投射する KF ニューロンがオレキシンレセプター

2を発現するか否かを解析した。 

① KF核へ投射する視床下部オレキシンニュー

ロンの分布様態の解析 

１） 成獣ラットの KFへコレラトキシン bサブユニ

ット（CTb）を電気泳動的に微量注入し、その 1

周間後に灌流固定した。その後、フリージングミ

クロトームにて前頭断脳切片を作成し、CTb 標

識ニューロンとオレキシン陽性ニューロンを蛍光

免疫組織化学により検出した。 

２） 共焦点レーザー顕微鏡下で CTb 標識ニュ

ーロンとオレキシン陽性ニューロンおよび二重標

識ニューロンの分布を視床下部にて検索した。

取得した画像において、視床下部の脳弓が下

端となるように 400µm ｘ 1000µm の計数枠を設

置し、さらに、それの内側と外側に接する 800µm 

ｘ 1000µm の計数枠を設置して、それぞれ脳弓

周囲領域、内側領域および外側領域として、そ

れらに領域における標識ニューロンを計数した。 

② オレキシン含有神経線維と rVRG、横隔神経

核あるいは舌下神経核へ投射する KF ニューロ

ンとの接合様態の解析 

１） ラットの rVRGや横隔神経核あるいは舌下神

経核へ逆行性標識物質であるフルオロゴールド

（FG）を電気泳動的に微量注入した。1 週間後

に還流固定を行い、ビブラトームにて前頭断脳

切片を作成し、オレキシン含有神経終末とFG標

識ニューロンを免役組織化学的に検出した。な

お、この場合、クロモーゲンとしてオレキシン標

識神経終末の検出には Vector SG を用い、FG

標識ニューロンの検出にはジアミノベンチジン

（DAB）を用いた。 



２） 光顕下で、オレキシン含有神経終末とFG標

識された rVRG、横隔神経核あるいは舌下神経

核へ投射するニューロンとの分布様態や接合様

態を、結合腕傍核にて詳細に解析した。 

３） 電顕観察の場合には、１）で作成した切片の

1 シリーズを用い、まず、オレキシン含有神経終

末を免疫組織化学で検出した。この場合、クロ

モーゲンとして DAB を用いて検出し、さらに銀

増感処理を施した。次にFG標識ニューロンを抗

FG 抗体を用いて検出した。この場合クロモーゲ

ンとして DAB 用いて検出し、銀粒子の沈着した

オレキシン標識終末と電顕下で区別できるように

した。光顕下で分布の一致が認められた KF を

含む領域を切り出し、エポンに包埋して電顕試

料とした。 

４） 電顕下にて、オレキシン含有神経終末と FG

標識ニューロンとのシナプス構築を観察し、その

画像を解析した。 

（２） 幼若ラットの結合腕傍核における解析を

行うために、まず、新生児期の結合腕傍核の

細胞構築をニッスル染色、特異的マーカーお

よび神経路標識法を用いて観察し、次にオレ

キシン含有神経終末と rVRGへ投射する結合

腕傍核ニューロンの分布様態を形態学的に

解析した。さらに、脳幹－脊髄摘出標本を用

いて結合腕傍核へのオレキシン Bの微量注

入における呼吸活動の変化を生理学的に解

析した。 

① 幼若ラットにおける結合腕傍核の細胞構

築 

１） 0-1日齢および 5-6日齢ラットの rVRGあ

るいは延髄孤束核（NTS）を含む領域に CTb

を微量圧注入し、1日後に還流固定した。そ

の後、フリージングミクロトーム用いて前頭断

脳切片を作成し、CTb標識ニューロンを免役

組織化学的に検出した。 

２） 一部の切片は、成獣ラットで結合腕傍核

の亜核に特異的に発現する FoxP2を抗

FoxP2抗体を用いて検出した。 

３） CTb標識ニューロン、FoxP2陽性ニューロ

ンおよびニッスル染色されたニューロンの分

布を比較し、新生児期における結合腕傍核の

細胞構築を観察した。 

② 幼若ラットの結合腕傍核における rVRG投

射ニューロンとオレキシン含有神経線維の分

布様態の解析 

１） 0-1日齢および 5-6日齢ラットの rVRGを

含む領域にCTbを微量圧注入し、1日後に還

流固定した。その後、フリージングミクロトーム

用いて前頭断脳切片を作成し、オレキシン含

有神経線維とCTb標識ニューロンを免役組織

化学的に検出した。この場合、オレキシン神

経終末の検出には、TSA Kitを用いた増感処

理により Cy3で蛍光標識し、CTb標識ニュー

ロンは Alexa488で蛍光標識した。 

２） 共焦点レーザ顕微鏡を用いて結合腕傍

核の画像を取得し、オレキシン含有神経線維

およびCTb標識ニューロンの分布様態および

接合様態を解析した。 

③ 幼若ラットの結合腕傍核へのオレキシン B

の微量注入における呼吸活動の変化の解析 

１） 0-2日齢のラットから脳幹－脊髄を取り出

す。この場合、結合腕傍核を含む橋を露出し

た。 

２） 舌下神経および第 4頚神経から吸引電極

により呼吸性の活動を記録した。 

３） 結合腕傍核を含む領域へオレキシン Bを

微量注入（10µM、0.1－0.2µL）し、呼吸性活

動の変化を記録した。この場合、注入するオ

レキシン B溶液に Alexa488蛍光ビーズ

（0.5％）を混入させておいた。 

４） 標本をホルマリンで浸漬固定した。 

５） 割断面における蛍光ビーズを蛍光顕微鏡

で解析し、注入部位を確認した。また、標本を

抗 FoxP2 抗体および抗 NeuN 抗体を用いた

蛍光免疫組織化学により蛍光標識し、フリー

ジングミクロトームにて前頭断脳切片を作成し

た。FoxP2陽性細胞および NeuN陽性細胞の

分布と蛍光ビーズを観察し、注入部位を特定

した。 



 
４．研究成果 

（１） 成獣ラットの rVRG、横隔神経核および舌

下神経核へ投射する結合腕傍核ニューロンへ

のオレキシン含有ニューロンの投射について、

以下のような結果を得た。 

１） 脳弓周囲領域、内側領域および外側領域

に存在する CTbで標識された KF投射ニューロ

ンのうち、それぞれ 21.8%、 23% および 7.3%

のニューロンがオレキシンに免疫陽性を示した。 

２） オレキシンに免疫陽性を示す神経線維と、

FG 標識された rVRG、横隔神経核および舌下

神経核へ投射するニューロンの分布域が KF で

強く重なった。 

３） KF において、オレキシン含有神経終末は

FG 標識された rVRG 投射ニューロンの細胞体

および樹状突起と、また、横隔神経核および舌

下神経核投射ニューロンの樹状突起と非対称

性のシナプスを形成していた。 

４） オレキシンレセプター2 の免疫組織化学と

FG を用いた逆行性標識法を併用することにより、

rVRG、横隔神経核および舌下神経核へ投射す

る KF ニューロンがオレキシンレセプター2 を発

現することを確認した。 

 以上により、KF はオレキシン作動性の入力を

受けていること、また、オレキシン含有神経終末

がシナプスを介して rVRG、横隔神経核および

舌下神経核へ投射する KF ニューロンへ接合し

ていること、さらに rVRG、横隔神経核および舌

下神経核へ投射する KF ニューロンはオレキシ

ンレセプター2 を発現していることが明らかとなり、

KFを介して睡眠・覚醒状態による呼吸調節がな

されている可能性が示唆された。 

（２） 幼若ラットの結合腕傍核におけるオレキシ

ン含有線維と rVRG へ投射するニューロンの分

布様態、および、幼若ラットの結合腕傍核への

オレキシンの微量注入による呼吸活動の変化を

解析し、以下の結果を得た。 

１） 幼若ラットの橋で認められる FoxP2 陽性細

胞の分布は、ほぼ成獣と同じであった。 

２） 逆行性標識された rVRG あるいは孤束核へ

投射するニューロン、および、順行性標識された

孤束核からの神経線維が結合腕傍核領域に認

められた。１）と２）の結果を比較検討することに

より、幼若動物の結合腕傍核の同定を行った。 

３） CTb を用いた逆行性標識法とオレキシンの

免疫組織化学の併用により、0-1日齢および 5-6

日齢ラットの KF において、オレキシン含有神経

線維と rVRG投射ニューロンの分布の一致が認

められた。 

４） オレキシン B （10µM、0.1－0.2µL）の外側

結合腕傍核への注入は、横隔神経および舌下

神経から記録される呼吸性活動の頻度を増大さ

せた。 

 以上の結果より、0-1日齢および 5-6日齢ラット

においてもオレキシン含有線維が結合腕傍核に

投射し、覚醒に伴う呼吸の促進に関わっている

ことが示唆された。 
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