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研究成果の概要（和文）：　ニューレグリン（NRG）と上皮成長因子（EGF）は、大脳皮質における高頻度発火型
GABA神経の機能発達に対して様々な影響を持ち、これらを新生仔期に投与した動物は精神疾患モデルとなる。統
合失調症などの精神疾患では、GABA機能の異常が認められているものの、当該モデル動物において行動異常が著
明となる成熟時のGABA系に着目した研究はあまりなされていない。本研究では、成熟モデル動物のin vivoでの
GABA機能やGABA神経の高頻度発火特性を評価した。研究の実施により、新生仔期の因子シグナルのかく乱が、青
年期以降により著明となるGABA機能障害を領域特異的に引き起こすことが示された。

研究成果の概要（英文）：Neuregulin (NRG) and epidermal growth factor (EGF) have various influences 
on phenotypic and synaptic development of neocortical GABAergic neurons during postnatal period. 
Administered animals with these factors as neonate exhibit behavioral abnormalities related with 
schizophrenia in adulthood. Though many animal models for neuropsychiatric diseases exhibits 
functional abnormalities of GABAergic function, it is not so far analyzed in adult EGF/NRG-treated 
animals. Here, in vivo GABAergic function, evaluated with gamma oscillation of electroencephalogram,
 spike firing and channel properties, and neurochemical property of fast-spiking neurons were 
analyzed in frontal cortical areas of these models. Results of these analyzes suggest that 
perturbations of EGF/NRG signaling during neonatal period induce functional impairments of 
fast-spiking neurons in medial prefrontal cortex, which more prominently appeared in adulthood.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
上皮成長因子（EGF）やニューレグリン
（NRG）は、それぞれ ErbB1、ErbB4 受容体を
介して分化・増殖因子として中枢神経系の発
達に対して広範な役割を持つ。また、これら
は、統合失調症の病因との関連性が提唱され
ている。すなわち、統合失調症には、遺伝的
要因と環境要因がその病因として関与する
が、後者には胎児期でのこれらのサイトカイ
ンレベルの増加やそれが関与する中枢発達
障害が重要であると考えられている。実際、
新生仔期にこれら因子を投与した動物では、
成熟した段階で認知機能や社会性の低下、精
神刺激薬感受性の亢進などの統合失調症モ
デルに特有の行動異常を示す。従ってこれら
の投与動物は、疾患発症にかかわる中枢メカ
ニズムを解明する上で有用な疾患モデル動
物となる。他のモデル動物を用いたこれまで
の知見では、発達期、成熟期の二つの段階で
の GABA 機能障害が疾患脳病態と関連付けら
れている。 
 
EGF や NRG は、大脳皮質 GABA 神経のシナプ
ス機能や表現型の発達に対し拮抗する作用
を持ち、NRGは促進的、EGFは遅延的に働く(引
用文献 1、2)。これまでの研究経過より、新
生仔期に NRG を投与したマウスでは、高頻度
発火型 GABA 神経の AMPA 型グルタミン酸受容
体発現が亢進し、NRG がシナプス発達促進作
用を持つことが明らかになっている。その一
方で、EGF は、GABA 神経のグルタミン酸受容
体発現を低下させる作用をもつ。また、GABA
神経に付随する表現型タンパク質（GABA 合成
酵素やカルシウム結合タンパク質）なども低
下させる。しかしながら、発達期の影響が、
行動異常が著明となる成熟動物の GABA 機能
に対してどのような影響を引き起こすか明
らかにはなっていないのが現状である。 
 
 大脳皮質や海馬に含まれる高頻度発火型
GABA 神経は、脳波や電場電位における高周波
数帯域（30-80 Hz）のオシレーション（オシ
レーション）を発生させる上で重要な働きを
持つ。またこのような脳波活動は、認知機能
において重要な働きを持ち、社会性や作業記
憶などの成熟皮質が担う実行機能に関与す
るものと考えられている。また統合失調症患
者や疾患モデル動物における障害も報告さ
れている。従って、因子の作用により GABA
神経の高頻度発火特性が障害されることで、
このような脳波活動に異常が生ずる可能性
が高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新生仔期での EGF や NRG の受
容体である ErbB シグナルのかく乱が、行動
異常が著明となる成熟段階で、大脳皮質 GABA

機能にどのような影響をもたらすのか、前頭
前皮質領域に着目して in vivo 並びにスライ
ス実験により電気生理学的に評価する。in 
vivo レベルでの解析としては、脳波計測によ
るオシレーションを中心に評価する。また並
行して、スライス標本を用いた電気生理学的
解析により、GABA 神経の高頻度発火特性を評
価する。さらに、組織、生化学的な解析によ
りその裏付けを得る。それにより、モデル動
物の前頭前皮質では、高頻度発火特性の異常
が伴う GABA 神経機能が障害される可能性を
示す。 

 
３．研究の方法 
(1)実験動物 
 EGFあるいはNRGを生後2日より10日まで
皮下投与することで、因子投与モデルマウス
を作成した。これら因子投与マウスと EGF 過
剰発現マウス(引用文献 3)を用いて、青年期
前（4－5 週齢）と成熟時（10 週齢以降）の
二つの段階で解析を行った。 
 
(2)脳波活動の計測と解析 
 生後 10 週齢以降のマウスの前頭皮質領域
の硬膜上に、スクリュー電極を慢性的に埋め
込んだ。覚醒時の自発性脳波活動と音刺激誘
発性（100 試行のクリック音刺激：85 dB, 10 
ms）の脳波活動を計測した。覚醒状態での脳
波活動を計測するため、計測は 12 時間ずつ
の明暗サイクルのうち暗期に行った。誘発性
脳波の解析は、ウェーブレット解析により、
帯域を含む各周波数帯の平均振幅と刺激試
行間の位相の一貫性を解析した。自発性脳波
はフーリエ変換により各周波数帯域のパワ
ーを求めた。  
 
(3)組織、生化学的解析 
 前頭前皮質の冠状断セクション（20 m）
を作成し、高頻度発火型 GABA 神経が保有す
るパルブアルブミン（PV）を抗体染色した。
抗体染色性を一次運動野、前帯状皮質、内側
前頭前野の各領域について解析した。またこ
れら領域に関して、電位依存性カリウムチャ
ネルKv3.1の発現レベルをウェスタンブロッ
ティングにより定量した。 
 
(4)スライスパッチクランプ解析 
 高頻度発火型GABA神経の発火特性解析は、
前頭前皮質の冠状断スライス標本を作製し、
ホールセルパッチクランプ記録法により実
施した。電流固定法により、脱分極電流注入
に対する活動電位発火応答を記録し、スパイ
ク発火数、スパイク後過分極の振幅、持続性
高頻度発火の周波数や発火頻度の減衰率を
解析した。 



４．研究成果 
(1) EGF 投与マウスの脳波活動として、自発
性の脳波と音刺激誘発性の脳波を計測した。
その結果、自発性脳波の各周波数帯域のパワ
ーにはEGFの影響を認めることができなかっ
た。音刺激誘発性電位をウェーブレット解析
し、各周波数帯域の振幅と刺激試行間の位相
の一貫性を解析した。その結果、 帯域
（30-80Hz）での平均振幅や位相の一貫性の
低下を認めることができ、in vivo における
GABA 神経機能の異常を示唆するものとなっ
た（図 1）（学会発表、論文報告）。 
 

 
（図 1）EGF モデルでは、音刺激誘発性電位の帯
域（12-30Hz）と帯域（30-80Hz）の振幅、位相の
一貫性が低下していた。 
 
(2) 前頭前皮質のPV陽性細胞数を一次運動
野、前帯状皮質、内側前頭前野の領域でカウ
ントした。その結果、EGF 投与マウスでは、
前部帯状回、内側前頭前野において PV 陽性
細胞数の低下を認めることができた。その一
方で一次運動野では、著明な影響を認めるこ
とができなかった（学会発表）。 
 NRG 投与マウスにおいても同様の組織学的
解析を行い、前帯状皮質、内側前頭前野の PV
陽性細胞数の低下を認めた。 
 
(3) 前頭前皮質GABA神経における高頻度発
火特性の検討として、EGF 投与マウスを用い
て、青年期前の 4-5 週齢と成熟後の二つの発
達段階で、一次運動野、内側前頭皮質の 2領
域で高頻度発火特性をホールセル記録によ
り検討した。その結果、成熟 EGF モデルの内
側前頭前皮質において著明な高頻度持続発
火機能の低下を認めることができ、高レベル
の電流注入に対し高頻度発火が維持できな
くなっていた。またスパイク後過分極成分の
低下も生じていた。このような発火機能障害
は、電位依存性 K+チャネルのなかでも Kv3.1
の発現低下を示唆している。従って、下記(4)
において、電位依存性 K+チャネルに着目した

生化学的解析を実施した。 
 
青年期前の4-5週齢の内側前頭前皮質では、
成熟時ほど著明ではなかったが統計的に有
意な影響を認めることができた。一方で一次
運動野では、統計的な有意性が認められる生
理特性のパラメーターがあったものの、二つ
の発達段階とも内側前頭皮質ほどEGFの影響
が著明ではなかった。 
  
(4) EGF 投与マウスの前頭前皮質の一次運
動野、前帯状皮質、内側前頭前野の領域につ
いて、電位依存性 K+チャネル Kv3.1 と PV タ
ンパク量をウェスタンブロッティングによ
り定量比較した。その結果、内側前頭前野に
おいてこれら蛋白発現の有意な低下を認め
ることができ、上記(2)、(3)の組織学的、生
理学的結果を支持するものとなった。 
 
(5) 成熟 EGF 過剰発現マウスを用いて、上
記EGFモデルと同様に前頭前皮質における脳
波活動の計測を実施したところ、自発性、誘
発性ともに著明な遺伝子型の影響を検出す
るには至らなかった。しかしながら青年期前
の動物を用いたパッチクランプ解析では、
GABA 作動性神経の持続性高頻度発火能の低
下を認めた。 
 
（成果のまとめ） 
上記の成果により、新生仔期 EGF/NRG 投与
は、これまで明らかになっている発達期のみ
ならず、成熟期に至っても GABA 神経に影響
をもたらすことが判明した。NRG の作用に関
しては、実施期間内でスライス記録の効率改
善には至らず、生理学的解析が不十分である
が、組織学的解析結果は、EGF、NRG の両者で
疾患様行動異常が著明となる成熟期におい
て、類似した GABA 神経への影響を持つ可能
性が示された。 
 
EGF モデルを用いた生理学的な解析によっ
て、因子投与された高頻度発火型 GABA 神経
では、興奮性シナプス入力に対するスパイク
発火応答のダイナミックレンジが低下する
ことで、脳波活動の同期性が障害されている
と考えられる。皮質領域ごとの詳細な解析か
ら、その機能異常は内側前頭前皮質において
著明なものとなっていた。電位依存性 K+チャ
ネルの発現低下に関しては、患者死後脳にお
いても報告されており(引用文献 4)、ErbB シ
グナルを介するチャネル機能調節は、脳病態
が引き起こされる作用機序の解明にもつな
がるものと考えられる。 
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