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研究成果の概要（和文）：10%以上の高濃度二酸化炭素の吸入による病態を幼弱ラットと成熟ラットで比較した。二酸
化炭素30%で幼弱ラットの生存時間はより長く，海馬CA1の好酸性化率はより上昇した。次に呼吸中枢とされる延髄腹側
中央部の遺伝子発現をマイクロアレイとリアルタイムPCRで調べた。高濃度二酸化炭素によってノルアドレナリンおよ
びセロトニンに特異的に関連する遺伝子の発現増加は明らかにはならなかったが，MAPKシグナルパスウェイやサイトカ
インのシグナルパスウェイとの関連が報告されている最初期遺伝子の発現増加が認められた。これらの発現増加は，低
酸素では認められず，高濃度二酸化炭素による呼吸抑制と関連する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The pathological effects of carbon dioxide (CO2) inhalation were studied at the 
concentration of more than 10% between infant rats and adult rats. The survival time and the incidence of 
eosinophilic pyramidal cells in the hippocampus CA1 of infant rats at 30% CO2 became greater than those 
in adult rats. The mainstream of respiratory nervous system has been reported to lie in the middle 
ventral area of medulla oblongata. The mRNA expression in this area was examined by the use of microarray 
and real-time PCR in the next step. The expressions of genes correlated with norepinephrine and serotonin 
did not change significantly, but the expressions of some immediate-early genes which related to MAPK 
signaling pathway or cytokine pathway were enhanced significantly. These expressions were not increased 
by the hypoxia only. The respiratory disturbances might possibly relate to these expressions induced by 
CO2 at the concentration of more than 10%.

研究分野：法医病理
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１．研究開始当初の背景 

 二酸化炭素は概ね 10%以下では呼吸を促進

させ，10%を超えると逆に呼吸障害を生じる。

二酸化炭素中毒の病態において呼吸障害は最

も重要なものであるが，その病態や機序は充

分に解明されていない。 

 乳幼児突然死症候群（SIDS）は乳幼児に一

定の割合で発生し，その原因が種々検討され

ている。脳幹の呼吸中枢の未熟性のために生

理的な睡眠時の無呼吸状態から覚醒せずに死

亡するという説が有力であるが，明確な結論

には至っていない。さらに，高齢者では二酸

化炭素に対する呼吸反応が低下することが報

告されているが，その機序は解明されていな

い。 

 二酸化炭素吸入によって生じる呼吸反応に

関与する経路については，縫線核を中心とし

たセロトニン経路，延髄腹外側野から外側旁

巨大細胞核へのネットワーク，青斑核を中心

としたノルアドレナリン経路や延髄の後台形

核など脳幹の領域が実験的に検討・報告され

ている。しかしながら，これらの報告は二酸

化炭素 10%以下での実験であり，10%を超え

る高濃度二酸化炭素の吸入下の報告は見いだ

せない。 

 

２．研究の目的 

 この研究では，まず高濃度二酸化炭素吸入

下の呼吸反応を年齢で比較する。次に呼吸と

関連する中枢の遺伝子発現の様態を調べる。

二酸化炭素中毒の機序解明にとって有用なア

プローチになると考えられる。 

 

３．研究の方法 

(1) 呼吸障害に対する加齢の検討 

 Wistar 雄の幼弱ラット（生後 7 日から 14

日，Infant）と成熟ラット（体重 400ｇから

500ｇ，Adult）を麻酔した後，容量約 2リッ

トルの暴露容器に入れ，空気動圧センサーを

用いて呼吸運動を記録した。20% ～ 40%の

二酸化炭素（CO2）（酸素 21%，窒素バラン

ス）混合ガスを吸入させ，24時間後まで呼吸

運動をポリグラフで測定し，呼吸が停止する

時間を生存時間とした。次に幼弱ラットと成

熟ラットを 40% CO2 （酸素 21%，窒素バラ

ンス）に 3時間暴露した CO2群と大気に暴露

した対照群（CO2 0%，酸素 21%，窒素バラ

ンス）に分け，脳切片を HE 染色した。海馬

CA1領域に分布する錐体細胞は虚血に脆弱で

あることから，CA1の好酸性化細胞および壊

死細胞数の正常細胞数に対する出現率を算出

し，それぞれ好酸性化率および壊死率とした。

統計上，群間の危険率 5%未満を有意差あり，

10%未満を有意差の傾向があるとした。 

 

(2) マイクロアレイによる延髄の遺伝子発現 

延髄は呼吸調節の中枢として知られる。マウ

スはラットに比べて脳摘出が比較的短時間で

済むためにmRNAの分解を招きにくいこと，

マウスを用いた文献がより充実していること，

二酸化炭素に対する反応性が両者で類似して

いたことなどの理由から本実験ではマウスを

用いて実験を行い，延髄中央部でのmRNAの

発現を以下のマイクロアレイ法で網羅的に測

定した。 

 ddy雄成熟マウス（11週，体重約 40g）を

麻酔後，暴露容器に入れ，高濃度二酸化炭素

（二酸化炭素30%，酸素21%，窒素バランス）

混合ガスを3時間吸入させてCO2-3hr群とし

た。同様に大気を吸入させた対照群（酸素 21%，

窒素バランス），二酸化炭素 30%環境下に相

当する低酸素（酸素 14.7%（21%×0.7），窒



素 バ ラ ン ス ） を 3 時 間 吸 入 さ せ た

Hypoxia-3hr 群，さらに遺伝子発現までの所

要時間を考慮して高濃度二酸化炭素を 8 時間

吸入させた CO2 -8hr 群に分けた。ガス吸入

終了後，すみやかに断頭し脳を摘出した。第

4 脳室下延髄中央部を冷却下で分割・採取・

秤量し，ただちに液体窒素で凍結しアッセイ

まで-80℃で保存した。これらの試料を冷却下

で震盪ホモジナイズ後，QIA shredderおよび

RNeasy Mini Kit（ともに QIAGEN）を用い

て mRNA を抽出し，DNase 処理およびエタ

ノール沈澱操作を加えて精製し，アレイを含

む試薬(Agilent，1 色法対応 In-situ オリゴ

DNAマイクロアレイキット，4×44Kフォー

マット)を用いた定法に従いマイクロアレイ

を行った。バイオアナライザー（Agilent，RNA

ナノキット）でマイクロアレイ前およびラベ

ル化前後に RNA の性能を確認した。得られ

たアレイデータを GeneSpring（Digital 

Biology, Ver.12.6.1）を用いて解析し，Fold 

Change（FC）2以上で群間の危険率 5%未満

の遺伝子を解析の対象とした。 

 

(3) リアルタイム PCRによる定量 

前年度に得られた変動が顕著なターゲット遺

伝子を Real time PCRを用いて定量し，変動

の有意差を確認した。ターゲット遺伝子とし

て転写調節因子 FOS，FosB，JUN，JunB，

ATF3 およびサイトカインおよび免疫関連遺

伝子 Ccl2，CD14，成長因子 Cyr61，アポト

ーシス関連因子 Nr4a1の定量を行った。変動

が少ない ATP5bを内在性コントロール（内部

標準）とした。TaqManTM プローブおよび

StepOne Plus Softwareを用いて Real time 

PCRを行い，ターゲット遺伝子の Threshold 

cycle（Ct値）を算出した。それぞれのターゲ

ット遺伝子の Ct を ATP5b の Ct で除した値

をΔCtとした。0hr群（対照群）のΔCtを基

準として検定した。 

 

４．研究成果 

(1) 呼吸障害に対する加齢の検討 

生存時間は CO2 20%では 24時間まで生存し

た幼弱ラットは 4匹中 4匹，成熟ラットは 3

匹中 1匹であり，24時間までしか生存時間を

観察しなかったこともあってか生存時間の統

計的有意差は群間に認められなかった。CO2 

30%では幼弱ラットの生存時間は成熟ラット

より有意に長かった。40%での生存時間は統

計的に有意差が認められなかった（図 1）。 

 

 
図１ CO2濃度と生存時間 

 

 

次に海馬 CA1の錐体細胞をみると，対照群の

好酸性化率と壊死率は成熟ラットのほうが幼

弱ラットよりも有意に高かった。CO2吸入に

よる影響を調べると成熟ラットでは CO2 群

の錐体細胞の好酸性化率は対照群と差はなか

ったが，壊死率は高い傾向を示した。一方，
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高い傾向を示した。すなはち，海馬

体細胞は，高濃度

弱ラットでより出現し，壊死
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