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研究成果の概要（和文）：GABAとCl-共輸送体が舌下神経核で発生する呼吸様リズム（RRA）がどのように形成さ
れるのか検討した。免疫組織化学的手法により、野生型マウスにおけるKCC2とVGATの発現変化を検討したとこ
ろ、E16で既に発現しており、発達に伴い発現量が増加した。またグラミシジン穿孔パッチクランプ法により舌
下神経核運動神経細胞の細胞内Cl-濃度（[Cl-]i）を測定した。胎生期群（E16-E18）と生直後群（P0-P2）で比
較したところ、胎生期群が[Cl-]iが高い傾向を示した。このことから、胎生期の間にKCC2の発現が増加すること
により、[Cl-]iが低下しRRAが出生までに整えられることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Role of GABAergic transmission in regulation of medullary 
respiration-related rhythmic activity (RRA) perinatally is yet to be determined. We previously 
reported that mean numbers of RRA recorded from mouse hypoglossal nucleus (12N) were significantly 
increased from embryonic day (E) 16 to postnatal day (P) 0. Here, we examined how GABA and chloride 
co-transporters contribute to RRA during development in 12N. We performed immunohistochemistry for 
KCC2 and VGAT in 12N of wild type mouse. Both of them were already expressed on E16 and gradually 
increased by P0. We also recorded intracellular Cl- concentration ([Cl-]i) in motoneurons of mouse 
hypoglossal nucleus using gramicidin perforate patch clamp method. The mean value [Cl-]i of prenatal
 12N motoneurons was higher than that of postnatal 12N motoneurons. These results suggest that 
decreasing [Cl-]i levels caused by increasing KCC2 levels in 12N could play important roles in 
regulating the frequency of RRA during development.

研究分野： 呼吸生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られる結果は、GABA入力と舌下神経核運動神経細胞との間に生じる、正常呼吸リズム獲得過程のメカ
ニズムを明らかにすることである。このことは、乳幼児突然死症候群や、出産時における呼吸不全のリスクを予
測し、治療法開発の一助となる。
また、本研究に代表される生体のリズム形成過程の解明は、脊髄におけるロコモーションなどの運動リズムの発
生機序に適用でき、脊髄損傷などの治療に応用できると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

GAD（GABAを合成するグルタミン酸脱炭酸酵素）欠損マウス及び VGAT欠損マウス（VGAT-/-）
は呼吸不全により生直後に死亡することから、呼吸リズム獲得には、抑制性神経伝達物質であ
る GABA が重要な役割を果たしていると考えられる。GABA は抑制性のみならず、発達期や神経
損傷時には興奮性に働き、その原因が KCC2の低発現量に依存した高[Cl-]i値にあることを申請
者は明らかにした。加えて、KCC2 欠損マウス（KCC2-/-）も呼吸不全により生直後に死亡する
ことが報告されている。そこで、正常な呼吸リズムを獲得するためには、①GABAシナプスが形
成されること、②KCC2 の発現増加により低[Cl-]i値となり、GABA が抑制性として働くことが重
要であると考えられる。 
本申請者は、舌下神経核から細胞外記録で得られる呼吸リズムを野生型（WT）、VGAT-/-、

KCC2-/-で比較したところ、現在までに以下の 3 点を明らかにした。 
(1). WT において、呼吸リズムは出生直前までに完成し、生後は変化しない。 
(2). 胎生 18日齢（E18）の VGAT-/-及び KCC2-/-の呼吸リズムのパターンは全く異なる。これは

①GABA シナプスの入力が呼吸の発生に、②低[Cl-]i値が規則正しいリズムの獲得に必要で
ある、ことを示している。 

(3). 胎生 16 日齢（E16）の舌下神経核において、VGAT 及び KCC2 は既に発現が認められ、次第
に増加し生後 1 週以内で成熟動物と同等の発現を示した。 

そこで、本研究では、胎児期の呼吸リズム発生に必須である GABA シナプスの形成過程と正しい
リズム形成に重要な[Cl-]i の減少過程における時間的、空間的変化を明らかにすることを目的
とした。 
 
２．研究の目的 

胎児期に完成する規則正しい呼吸リズムに必須である GABA入力と[Cl-]iの変化について時間的、
空間的関連を解明することを目的とした。 
(1). 呼吸発生に必須である舌下神経核への GABA入力の形成過程の形態学的検討 

舌下神経核内には GABAを放出するインターニューロンが存在せず、外部の複数の神経核か
ら GABA 入力を受けることが報告されている。そこで、胎児期の舌下神経核への GABA 入力
がいつ完成するのかを、GFP 陽性細胞が GABAを放出する細胞である GAD67-GFPノックイン
マウス（GAD67-GFP KI）を用いて形態学的に明らかにする。 

(2). 規則正しいリズムの形成に重要な[Cl-]iの減少過程の決定 
WT の発達期舌下神経核内の運動神経細胞において、胎児期から生直後まで[Cl-]iが、いつ、
どの程度減少するのかを、グラミシジン穿孔パッチクランプ法により明らかにする。 

(3). 胎児期発達過程の舌下神経核における VGAT、GAD及び KCC2の免疫組織学的発現変化の検討 
野生型マウスを用いて、胎児期の舌下神経核において、VGAT、GADおよび KCC2 がどのよう
に発現変化しているのかを明らかにし、上述の[Cl-]i の研究成果と比較することを目的と
した。 
具体的には、舌下神経核に入力する GABAを放出する神経細胞の発達変化を、GAD 及び VGAT
の抗体を用いて免疫染色法により同定する。これは、GAD67-GFP KIを用いた形態学的同定
の代替として計画した。 

 

３．研究の方法 

GAD67-GFP ノックインマウス（GAD67-GFP KI）をはじめ、遺伝子改変動物が十分に得られな
かったため、主に E16 から生後 0日齢までの WTを用いた研究内容に変更した。 
(1). 胎児期の舌下神経核内の運動神経細胞における[Cl-]i の減少過程を経時的に明らかにし、

出生直後から正常呼吸をするために必要な[Cl-]iを同定する。 
(2). 舌下神経核に入力する GABA を放出する神経細胞の発達変化を、GAD 及び VGAT の抗体を用

いて免疫染色法により同定する。具体的には、4％パラホルムアルデヒドにより固定した
WT の延髄を摘出し、クリオスタットにて 20 µm 厚の凍結切片を作製する。これに、GAD 及
び VGAT に対する抗体を用いて免疫染色を行う。抗体は琉球大学大学院医学研究科分子解
剖学講座で作成した抗体を使用する。 

 
４．研究成果 
(1). GABA 入力がいつ完成するのかを知る

目的で、胎生 16日齢（E16）から生後
0 日齢（P0）までの GAD67-GFP ノック
インマウスを用いて、舌下神経核にお
ける GABA 作動性神経細胞の組織学的
検討を試みた。その結果、P0における
舌下神経核には GABA 作動性神経細胞
は認められなかった。加えて C57BL/6J
の正常動物を用いて E16から生後 7日
齢（P7）の舌下神経核における VGAT
の発現変化を免疫組織化学法により検
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図１：胎児期舌下神経核における KCC2

及び VGAT の発現変化 



討した。その結果、E16では既に VGATの発現が認
められ、P0まで次第に増加する傾向を認めた（図
１）。詳細な検討の結果、KCC2の発現は胎生 16日
齢（E16）では舌下神経核内では腹側部と比較する
と背側部に発現が多く、発達に伴い発現量を増し
ながら腹側部へと広がっていき、生後 7日齢（P7）
において成熟動物と同レベルの発現量に達してい
ることが分かった。VGATについては、E16から P7
までの舌下神経核において、詳細な検討を行った
ところ、生後 0日齢（P0）までに発達に伴い発現
量の増加傾向が認められ、P7には成熟動物と同じ
ような発現パターンを示していた。 

(2). C57BL/6Jの正常動物を用いて、胎児期から生直後
にかけどのように[Cl-]i が低下していくのかを知
る目的で、[Cl-]i を損なわないグラミシジン穿孔
パッチクランプ法を用いた電気生理学的手法によ
り検討した。胎生 16‐18日齢の群と生直後－生後
2日齢の群を比較すると出生前後で[Cl-]iが減少する傾向が得られた（図 2）。 

(3). 発達過程における C57BL/6J正常マウスを用いた、胎齢 16日齢（E16）から生後 7日齢
（P7）の舌下神経核に入力してくる GAD陽性細胞の発現を免疫組織化学法により検出
を試みた。GAD67-GFP ノックインマウスを用いて行った予備実験同様、正常マウスの
舌下神経核内において、いずれの日齢においても GAD陽性細胞は検出できなかったが、
他の延髄の領域においてその発現を確認できた。 
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