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研究成果の概要（和文）：新生児ラット摘出脳幹－脊髄標本を用いて，延髄吻側腹外側部の呼吸・循環関連ニュ
ーロンから細胞内記録を行い，低酸素および高CO2刺激に対する膜電位応答をTTX存在下で調べた．Phox2b+/TH+
ニューロンは低酸素刺激に対し，平均3.3 mVの脱分極を示したが，高CO2刺激に対しては有意な反応を示さなか
った．Phox2b+/TH-ニューロンは低酸素刺激には応答せず，高CO2刺激に対しては，平均6.1 mVの脱分極を示し
た．Phox2b-/TH-呼吸性ニューロンは低酸素刺激に対して，脱分極あるいは過分極を示すものなどニューロンに
よって異なる反応を示したが，平均すると-2.2 mVの過分極を示した．

研究成果の概要（英文）：We investigated membrane potential responses of cardio-respiratory neurons 
in the rostral ventrolateral medulla to hypoxic and hypercapnic stimulation in brainstem-spinal cord
 preparations from newborn rats. Responses were examined in the presence of TTX. Phox2b+/TH+ neurons
 indicated depolarization of 3.3 mV (n=15) in response to hypoxic stimulation but no significant 
change to hypercapnic stimulation. Phox2b+/TH- neurons did not respond to hypoxic stimulation but 
were depolarized by 6.1 mV (n=10) by hypercapnic stimulation. Membrane potential response of 
Phox2b-/TH- respiratory neurons to hypoxic stimulation varied; depolarization or hyperpolarization 
and the averaged change was -2.2 mV (n=19). The most noteworthy result in the present study is that 
Phox2b+/TH+ neurons (so called C1 adrenergic neurons) exhibited membrane depolarization as an 
intrinsic response to hypoxic stimulation, suggesting that they are central hypoxia-sensitive cells.
 

研究分野： 神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の特に注目すべき研究結果は，Phox2b+/TH+ニューロン（いわゆるC1アドレナリンニューロン）が低酸素刺
激に直接脱分極応答を示し，中枢性低酸素受容細胞であることが明らかになったことである．低酸素応答の分子
機構については今後の課題として残されている．一方，呼吸性ニューロン（Phox2b-/TH-）では低酸素刺激に対
しては脱分極を示すものと過分極を示すものがあった．過分極応答にはKATPチャネルが関与すると考えられた．
C1アドレナリンニューロンは交感神経活動維持に重要な役割を持つ一方で，中枢低酸素受容器として働くことが
示唆されたことは意義深い．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
酸素および炭酸ガス受容は，生体の恒常性維持に必要不可欠な働きであり，Phox2b 遺
伝子はこのシステムのキー遺伝子の１つである．Phox2b 遺伝子の異常は先天性中枢性
肺胞低換気症候群(CCHS)を引き起こすことが知られている．Phox2b 遺伝子は，末梢及
び下位脳幹部自律神経ネットワークの発生に必要な遺伝子であり，転写因子をコードし
ている(Dauger et al., 2003)．Phox2b 遺伝子を発現する細胞は，延髄腹側部及び延髄背側
部に分布している． さらに，Phox2b 陽性細胞の一部は，Phox2b 遺伝子の下流のターゲ
ットの一つであるチロシン水酸化酵素（TH）を発現している．延髄腹側部の Phox2b 陽
性・TH 陰性細胞（吻側 pFRG ニューロン）については，これまでの研究により，呼吸
リズム形成及び高炭酸ガス受容（つまり中枢化学受容器）における役割が明らかにされ
てきた(Guyenet et al., 2010; Mulkey et al., 2004; Onimaru et al., 2008)．一方，低酸素受容器
としては，頸動脈小体などの末梢化学受容器の働きが確立されているが，中枢（特に延
髄）にも低酸素受容細胞が存在すると考えられている(Sun and Reis, 1994)．しかし，中
枢低酸素受容機構の実体については良くわかっていない．最近，申請者は Phox2b 陽性
細胞の一部（Phox2b 陽性・TH 陽性細胞，いわゆる C1 アドレナリンニューロン）が低
酸素刺激に対し脱分極応答をすることを見出した．そこで，申請者は，高炭酸ガスに応
答する Phox2b 陽性細胞は TH 陰性細胞であり，低酸素に応答する Phox2b 陽性細胞は
TH 陽性細胞であるという仮説を立てた．一方，延髄背側部孤束核にも Phox2b 陽性細胞
が高密度に分布し，その一部は TH 陽性細胞である．また孤束核には高炭酸ガスに応答
する細胞が存在することが示されている(Nattie and Li, 2009)が，詳しい細胞機構はわか
っていない． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，延髄の Phox2b 陽性ニューロンの酸素，炭酸ガス受容の特性及び TH
遺伝子発現との関連を明らかにすることにある．本研究は，特に低酸素受容の脳内神経
機構という未解決の問題に焦点をあてる． 
 
３．研究の方法 
本研究では，新生児ラット摘出脳幹－脊髄標本を用いて解析を行った． 
［電気生理学的解析］  
新生児ラット（1－3 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
飽和した人工脳脊髄液（ACSF）（25-26oC）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．ホールセル記録法を用いて，通常，延髄腹側表面からのアプローチによ
り持続性発火（tonic）ニューロンあるいは呼吸性ニューロンの膜電位をホールセルパッ
チクランプ法により記録した(Onimaru and Homma, 1992)．延髄最吻側腹側－腹側表層部
のニューロン（吻側 pFRG 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．薬物は，ACSF に溶かして，潅流投与した．テトロドトキシン
によりシナプス伝達をブロックした後，高炭酸ガス刺激あるいは低酸素刺激に対する膜
電位応答を調べた．高炭酸ガス刺激は， 2%CO2  (O2 balanced)でバブリングした潅流液
を 8%CO2 (O2 balanced) でバブリングした潅流液にスイッチすることで行った．また，
低酸素刺激は 95%O2, 5%CO2 でバブリングした潅流液から，0%O2, 5%CO2, 95%N2 でバ
ブリングした潅流液にスイッチすることで行った．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またはニューロビオチンを用いてニューロンを標識し，実験
終了後に確定した．同時に，TH 陽性であるかどうかを免疫組織化学的に同定した．一
部の実験では，Phox2b 陽性細胞からの細胞内記録を容易にする目的で，Phox2b 遺伝子
の発現制御領域下に光感受性チャネル（チャネルロドプシン２，ChRFR）を発現したラ
ット(Igarashi et al., 2018; Ikeda et al., 2019)を用いた．ChRFR 発現細胞への光刺激は，先
端の直径が 0.2 mm の光ファイバーを通して，目的の場所に青色 LED 光を照射すること
で行った． 



 
［カルシウムイメージングによる解析］ 
延髄背側部孤束核細胞の高炭酸ガス応答及び低酸素応答については，カルシウムイメー
ジング法を用いて解析を行った．脳幹を最後野レベルで切断し，断面の孤束核にオレゴ
ングリーン(200 µM)を注入し，細胞の蛍光強度変化をカルシウムイメージングシステム 
（Nipkow-disk confocal scanner unit (CSU21; Yokogawa Electric, Tokyo, Japan)を用いて記録
した．高炭酸ガス刺激あるいは低酸素刺激は上記と同様の方法によって行った．実験は，
まず高炭酸ガス刺激に対する反応を，次に低酸素刺激に対する反応を調べた．最後に低
カリウム溶液で刺激を行った．このテストは，アストロサイトは低カリウム刺激によっ
て，細胞内カルシウム濃度上昇を示すが，ニューロンは示さないという先行研究の結果
に基づいている (Dallwig and Deitmer, 2002; Hartel et al., 2007)．これらの一連のテストを，
異なる 4 つの細胞外液潅流下で行った：１）通常の人工脳脊髄液 (ACSF)，２）シナプ
ス伝達遮断下（NBQX, MK-801, ビククリン，ストリキニンを含む ACSF），３）TTX 存
在下，４）TTX+フルオロアセテート存在下． 
 
４． 研究成果 
(1) 腹側延髄ニューロンの電気生理学的解析 
新生児ラット摘出脳幹－脊髄標本を用いて，延髄吻側腹外側部の呼吸・循環関連ニュー
ロンから細胞内記録を行い，低酸素および高炭酸ガス刺激に対する膜電位応答を TTX
存在下で調べた．Phox2b+/TH+ニューロン（持続的発火パターンを示す）は低酸素刺激
に対し，平均 3.3 mV（n=15）の脱分極を示したが，高炭酸ガス刺激に対しては有意な反
応を示さなかった (図１)．Phox2b+/TH-ニューロン（Pre-I 様発火パターンを示す吻側
pFRG ニューロン）は低酸素刺激には応答せず，高炭酸ガス刺激に対しては，平均 6.1 
mV（n=10）の脱分極を示した．Phox2b-/TH-ニューロン（Pre-I，吸息性，呼息性ニュー
ロン）は高炭酸ガス刺激に対しては反応せず，低酸素刺激に対しては，脱分極を示すも
の，過分極を示すものなどニューロンによって異なる反応を示したが，平均すると-2.2 
mV（n=19）の過分極を示した．  

 
これらの実験は TTX 存在下で行われたので，その細胞の内因性応答を示すと考えら

れるが，周囲のアストロサイトが低酸素および高炭酸ガス刺激に直接反応（TTX 非依存
性，Ca2+依存性）し，その結果アストロサイトから放出された ATP が P2 受容体を介し
て，ニューロンに作用するという可能性も考えられた．そこで追加実験として，アスト
ロサイトを特異的に興奮させるとされる PAR1 アゴニスト（TFLLR）の効果を調べた．
カルシウムイメージングにより，TFLLR が呼吸中枢エリアの細胞を活性化することが
明らかになり，これらの細胞の 80％以上はアストロサイトであることが確認された．
この時，呼吸リズムはわずかに抑制され，その後回復する（またはやや促進される）こ
とが分かった．呼吸中枢エリアのニューロンの膜電位解析で，TFLLR は呼吸性ニュー
ロンを一過性に過分極させることが明らかとなった．これらの結果より，少なくとも新
生児ラットの呼吸中枢では，アストロサイトの活性化には，呼吸リズムを強く促進する
効果はないことが示唆された（論文投稿中）． 

また予備実験により Phox2b+/TH+ニューロンの低酸素応答は，グリオトランスミッタ
ー受容体のブロッカー存在下においてもみられることが示唆された．これらの結果より，
少なくとも新生児ラットの呼吸中枢では，アストロサイトの活性化は Phox2b+/TH+ニュ
ーロンの低酸素応答に主要な働きをしていないと考えられた． 
 

図１．
Phox2b+/TH+ 
tonic ニューロ
ン．TTX 存在下で
低酸素刺激に対し
脱分極応答を示し
た． 



(2) カルシウムイメージングを用いた孤束核細胞の応答の解析 
延髄孤束核細胞の低酸素および高炭酸ガス刺激に対する応答を，カルシウムイメージン
グ法を用いて調べた．その結果，孤束核細胞の 7-8%は低酸素または高炭酸ガス刺激に
応答し，そのうちの 2%は両方の刺激に応答することが分かった（図２）．また，これら
の細胞のうち少なくとも 50%はアストロサイトであることが確認された(Onimaru et al., 
2021)． 

 
今回の研究結果で特に注目すべき点として，Phox2b+/TH+ニューロン（いわゆる C1

アドレナリンニューロン）が低酸素刺激に直接脱分極応答を示し，中枢性低酸素受容細
胞であることが明らかになったことがあげられる．低酸素応答の分子機構については今
後の課題として残されている．C1 アドレナリンニューロンは脊髄交感神経核である中
間外側核 (IML) に投射しており，血圧調節などに重要な役割を持つことから，このエ
リアは血管運動中枢としても知られている(Kumagai et al., 2011)．ただ，このエリアの
IML に投射しているニューロンには TH-のものが含まれていることも知られている．こ
れらのニューロンも低酸素に応答する可能性があり，今後の検討課題として残っている． 

膜電位応答の分子機構については不明な点が多い．これまで，高炭酸ガス刺激に対す
る脱分極反応は K チャネルの閉鎖によることが明らかにされている．これに対し，低
酸素刺激による脱分極反応のチャネル機構には Ca チャネルが関わっていると考えられ
ているが詳細はよくわかっていない．一方低酸素刺激による過分極応答の分子機構とし
て最も可能性が高いのは KATP チャネルの関与である．今後，これらの分子機構につい
て明らかにしていく必要がある．  
 
 
 

図２，延髄孤束核細胞の高炭酸ガス刺激(hypercapnia）および低酸素(hypoxia)に対す
る応答．反応はカルシム蛍光強度変化によりとらえられた．ピンクトレース，両方
の刺激に応答した細胞；赤トレース，高炭酸ガス刺激には反応したが低酸素刺激に
は反応しなかった細胞；青トレース，高炭酸ガス刺激には反応しなかったが低酸素
刺激には反応した細胞．Low K+刺激に反応した細胞はアストロサイトであると判
定された（Onimaru et al. 2021 より抜粋）． 
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