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研究成果の概要（和文）：GABAの開口放出に関与するVGATや発達期に興奮性に働くGABAを抑制性に導くKCC2欠損マウス
は呼吸不全で生直後に死亡する。このことから、GABAは呼吸リズムの形成に重要な役割を果たしていると考えられてい
るが、詳細は不明である。本研究において呼吸リズム様発火が胎児期には増加するが、出産後は変化しないことを明ら
かにした。VGAT及びKCC2遺伝子欠損動物を用いた研究から、呼吸リズムの発生そのものにはGABAの開口放出が、呼吸リ
ズム自体の形成にはGABAの興奮性から抑制性への変化が重要であることを解明し、GABAシナプスの構築とその応答性の
変化が呼吸リズム形成に果たす役割の違いを見出した。

研究成果の概要（英文）：GABA plays important roles in the respiratory rhythm. Role of GABAergic 
transmission in regulation of medullary respiration-related rhythmic activity (RRA) perinatally, however 
is yet to be determined. In this study the numbers of RRA were significantly increased in embryonic 
development but there were no significant changes after birth. VGAT transports GABA to synaptic vesicles. 
GABAergic action is changed from excitatory to inhibitory by expression of KCC2. Both VGAT and KCC2 
deficient mice die in their birthday by respiratory failure. By compared these mice, it found that 
exocytosis of GABA is necessary to generate RRA, however KCC2 needs for making of rhythm of respiratory. 
.

研究分野：神経生化学・神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
胎児は母体を離れ外界に出たとき、オギャ
ーと泣き、呼吸を始める。出生直後、呼吸を
すぐに開始できるよう、胎児は正しい呼吸リ
ズムを周到に準備している。胎児期において、
呼吸リズム形成の鍵となる分子が、抑制性神
経伝達物質であるγ-アミノ酪酸(GABA)であ
る。なぜならば、GABA の合成酵素であるグル
タミン酸デカルボキシラーゼ(GAD)、GABA を
シナプス小胞に充填する小胞型 GABA トラン
スポーター(VGAT）のいずれの欠損マウスも
生直後に呼吸不全で死亡するからである
（Fujii et al, 2007）。呼吸を司る延髄で正
しい呼吸リズムが形成されていないことが、
理由として挙げられる。 
では、GABA がシナプス間隙に存在すれば、
呼吸不全は起こらないのか？これまでに 
GABA が脳の発達期や神経損傷時には、興奮性
に働くことやそのメカニズムについて研究し
てきた（Shimizu-Okabe et al. 2012,2011 他）。
その結果、GABA が興奮性か、抑制性かを決定
するのは、細胞内 Cl-濃度([Cl-]i)にあること
を明らかにした。高[Cl-]i の場合、GABA は
GABAA受容体(GABAAR)に結合すると、細胞外に
Cl-を排出し、興奮性神経伝達物質へと役割を
変える。そして、[Cl-]i を低く保ち、抑制性
として働くためには、細胞外へ Cl-を排出する
K+-Cl-共輸送体(KCC2)が発現していることが
重要である。KCC2 欠損マウスも GAD、VGAT 同
様に、呼吸リズムの失調により、生直後に死
亡する（Hübner et al. 2001）。これらの背景
から、胎児期における呼吸リズムの形成には、
「GABA が抑制性に働くこと」が重要である。
しかし、胎児期の延髄における抑制性 GABA シ
ナプスの構築と呼吸リズム形成の関連につい
て、未解明な点が多い。 
２．研究の目的 
１で述べた背景から、胎児期の延髄におけ
る抑制性 GABA シナプスの構築と呼吸リズム
形成との関連を解明することため、以下の 3
つのことを検討することを明らかにするこ
とを目的とした。 
（１） 延髄における抑制性 GABA シナプス
の構築過程 
（２） 呼吸リズム形成の発達と GABA シナ
プス構築過程との関連 
（３） VGAT 及び KCC2 欠損マウスにおける
呼吸リズム失調の原因解明  
３．研究の方法 
本研究では、胎児期の延髄における抑制性
GABA シナプスの構築と呼吸リズム形成との
関連を解明するため、下記の研究方法を用い
た。 
（１） 呼吸リズムの形成に必要な抑制性
GABA シナプスが、胎児期の延髄で、どのよう
に構築されるのかを調べるため、免疫組織化
学法を用いて、GAD、VGAT、KCC2 の発現変化
を検討した。 
（２） 呼吸リズムがいつ生まれ、どのよう
に発達するのかを明らかにするため、呼吸様

リズム性の自発的な発火を再現できる胎児
等より延髄急性スライス標本を作成し、電気
生理学的に検討した。 
（３） GABA の開口放出ができない VGAT の
欠損マウス及び[Cl-]i が高いと考えられる
KCC2 の欠損マウスの呼吸リズム失調の原因
を解明するため、これらの欠損マウスの延髄
から作製したスライス標本から得られる呼
吸様リズム性の自発的な発火を記録した。 
４．研究成果 
（１）呼吸リズムの形成に必要な抑制性 GABA
シナプスが、発達期においてどのように構築
されるのかを調べるため、（２）以降の電気
生理学的手法を用いて呼吸様リズム性発火
を記録する舌下神経核における GAD、VGAT、
KCC2 の発現変化について免疫組織化学法を
用いて検討した。その結果、GABA 作動性神経
の終末に局在する GAD及び VGAT は胎齢 16日
ではあまり発現していないが、発達とともに
増加することがわかった。また、連携協力者
である柳川右千夫教授が作成した GAD67-GFP
ノックインマウスを用いて GABA 作動性神経
細胞の分布を調べたところ、舌下神経核には
GAD67 を発現している神経細胞が認められな
かった。これらの結果から、舌下神経核外か
ら、GABA 作動性神経は入力することが示唆さ
れた。 
 また、KCC2 の発現も GAD や VGAT と同様に
胎齢 16 日ではあまり発現が見られなかった
が、発達に従い著しく増加した。このことか
ら、胎児期には KCC2 の発現が少ないため
[Cl-]iが高く、GABA が興奮性に働く可能性が
示唆された。 
（２）呼吸リズムがいつ生まれ、どのように
発達するのかを明らかにするため、呼吸様リ
ズム性の自発的な発火を再現できる、胎齢 16
日、18 日、生後 0～7 日の延髄領域を含む急
性スライス標本を作成し、人工脳脊髄液の K+

濃度を 8mM とし、生じた呼吸様リズム発火を
舌下神経核より電気生理学的に記録した。そ
の結果、1 分間あたりの呼吸様リズム発火数
は胎齢 16 日から生後 0 日まで有意に増加し
たが、その後変化は見られなかった。GABA を
添加した場合には、GABA 添加前を比較して胎
児期には呼吸リズムが減少したが、生後 0～2
日までは変化なく、生後 3日以降は逆に有意
に増加した。これらの結果から、胎児期には
出産に伴う呼吸の開始にむけて、呼吸リズム
を形成していることが考えられた。 
また、（１）における発達に伴う KCC2 の発
現変化から、KCC2 の阻害剤である DIOA を添
加したところ、胎児期における呼吸様リズム
発火数は増加するのに対し、生後 3日以降で
は減少した。よって、呼吸リズムには KCC2
の発現即ち[Cl-]iの変化に伴うGABAの応答性
変化が関与していると思われた。 
（３）（１）及び（２）の結果等より呼吸リ
ズム形成に GABA 作動性神経と GABA の応答性
変化が関連していると考えられた。そこで、
VGAT と KCC2 の欠損マウスにおける呼吸リズ



ム様発火を記録した。これらのマウスは生直
後に呼吸不全と運動失調で死亡するため、胎
齢 18 日を使用した。その結果、VGAT の遺伝
子欠損マウスは呼吸リズム様発火数が野生
型に比べ有意に減少していた。それに対し
KCC2 の遺伝子欠損マウスは、呼吸リズム様発
火数は野生型と比較して変化はなかった。し
かし、呼吸リズム様発火とは認められない小
さなバーストが多数認められた。これらの結
果から、呼吸リズムの発生には GABA の開口
放出が必須であり、呼吸リズムのリズム形成
には GABA の応答性が重要であることがわか
った。 
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67-68 
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