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研究成果の概要（和文）：摂餌制限により弓状核のAgRP細胞と室傍核のCRH細胞でc-fosの発現が上昇しているこ
とを確認し母体低栄養胎仔における既知・新規HPA軸反応標識系を確立した。遺伝子改変マウスへの母体低栄養
負荷モデルでは摂餌制限（-30%）を妊娠10.5-18.5日に行い、胎生期低栄養マウスモデルを作成し、胎仔でAgRP
細胞とCRH細胞の発生状態を確認した。また、胎仔期にKCC2のThr906とThr1007のリン酸化が適切に抑制されるこ
とが、神経細胞の発生・移動に重要であることが示唆された。出生前ストレスを受けたGAD67遺伝子ヘテロ欠損
胎仔で、精神疾患病態フェノタイプとの類似性を確認できた。

研究成果の概要（英文）：We confirmed that c-fos expression was elevated in AgRP cells in the arcuate
 nucleus and in CRH cells in the paraventricular nucleus by feeding restriction, thus established 
evaluation methods for both known and novel HPA axis reaction in maternal malnourished fetuses. In 
the maternal malnutrition model for genetically modified mice, food restriction (-30%) was performed
 on pregnancy at 10.5-18.5 days, establishing a fetal malnutrition mouse model, and the 
developmental state of AgRP cells and CRH cells were evaluated in the fetal brains. In addition, it 
was suggested that proper suppression of the phosphorylation of Thr906 and Thr1007 of KCC2 during 
the fetal stage is important for the normal neurogenesis and migration of neurons. 
Prenataly-stressed GAD67 heterozygous fetuses were found to show some of psychiatric disease 
phenotypes.

研究分野：神経生理学

キーワード： 発達障害　低栄養　胎児脳　ストレス　視床下部　精神疾患　KCC2　CRH
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
精神的ストレスや低栄養ではHPA軸の活動が高まり、室傍核のCRH細胞に投射する抑制性GABA神経は細胞内Cl-濃
度依存的にHPA軸活動を変化させる。胎児期の母親の低栄養や子のGABA神経系の異常は精神神経疾患のリスクと
して知られるが、胎児のHPA軸機能がGABA作用変化により受ける影響はわかっていない。そこで、母体に食餌制
限を行ったり、CRH細胞やAgRP細胞（GABA陽性）で遺伝子操作をして、胎仔のHPA軸反応、神経細胞の発生・移動
及び生後の発現型を評価した。母体低栄養やストレスが胎仔GABAシステムを介して、HPA軸に作用して精神神経
疾患様の発現型を誘導することを明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
副腎皮質からのグルココルチコイド分泌は、視床下部室傍核の副腎皮質刺激ホルモン放出ホ
ルモン（CRH）産生細胞を頂点とする視床下部-下垂体-副腎系（HPA 軸）で制御され、さらに視
床下部と下垂体のレベルで各々グルココルチコイドによる negative feedback 調節を受ける。
CRH 細胞は、視床下部各所から投射する GABA 神経によって GABAA受容体からの Cl-流入による抑
制を受けるが、そのためには K+-Cl-共輸送体(KCC2)によって Cl-が細胞外に排出され細胞内 Cl-

濃度（[Cl-]i）が低く保たれている必要がある。ところが、ストレス時には KCC2 が細胞内に移
行して機能しなくなるため[Cl-]iが上昇し、GABAA受容体からの Cl-流出による興奮に変化する
（Hewitt ら Nat Neurosci 2009）。しかし、同様にグルココルチコイド分泌を増加させる低栄
養でも同様かは不明である。我々は CRH 放出部位である視床下部正中隆起の CRH 神経終末には
細胞体とは対照的に KCC2 は発現せず、細胞内に Cl-を取り込む Na+-K+-Cl-共輸送体 (NKCC1)が
発現するため[Cl-]iが高く、視床下部弓状核から入力する GABA 神経が Cl-流出により興奮性に
働くことを見出した。すなわち、室傍周囲から CRH 細胞体へは抑制の、弓状核から正中隆起の
CRH終末へは興奮の、相反するGABA入力によるCRH放出調節という新経路を発見した（Kakizawa
ら Science Advances 2016）。弓状核にはニューロペプチド Y (NPY）とアグーチ関連ペプチド
（AgRP）を産生する GABA 細胞（AgRP 細胞）が存在し、レプチンやインスリンで抑制され、グ
レリンや血糖低下で興奮し、その GABA 作用によって摂食行動やエネルギー代謝を調節する
（Tong ら Nat Neurosci 2008）。AgRP 細胞はグルココルチコイド受容体も発現するので、我々
が発見した HPA 軸の新経路が栄養状態をモニターする新たな feedback loop かもしれない。 
脳は胎児期に形態学的発達の大部分を終えるが、自閉症や統合失調症などの、脳の発達障害
が基盤にある疾患では、母体の精神的ストレス（Khashan ら Arch Gen Psychiatry 2008）や低
栄養（Lampi ら J Pediatr 2012)とともに GABA の異常もリスク因子である（Lewis ら Nat Rev 
Neurosci 2005）。しかし、それらの関連は全くわかっていない。既知 HPA 軸の negative feedback
は胎生期に形成されるが（Reichardt ら Mol Med 1996）、母体低栄養の仔では HPA 軸活動が出
生後も持続上昇を示す（Núñez ら Brain Res 2008）。上で述べたように、この HPA 軸を変調す
る経路の一つが CRH 細胞の KCC2 と GABA 入力であるが、中枢神経系で KCC2 が最初に発現するの
が視床下部である。今回の我々の発見から、GABA は CRH 細胞の反応を室傍核（細胞体 KCC2）と
正中隆起（軸索終末 NKCC1）で相反性に制御しており、この弓状核-正中隆起の新規 GABA 経路
も含めた HPA 軸の低栄養への応答を検討する必要がでて来た。 

２．研究の目的 
精神的ストレスや低栄養では視床下部-下垂体-副腎系（HPA 軸）の活動が高まるが、室傍核
の CRH 神経細胞体に投射する抑制性 GABA 神経が細胞内 Cl-濃度（[Cl-]i）依存的に HPA 軸活動
を変化させる。一方、胎児期の母親の低栄養や子の GABA 神経系の異常はいずれも精神神経疾患
のリスクとして知られている。しかし、胎児の HPA 軸機能がどのような影響を受けるのか、GABA
の役割も全くわかっていない。弓状核に存在するニューロペプチド Y (NPY）とアグーチ関連ペ
プチド（AgRP）を産生する GABA 細胞（AgRP 細胞）は、その GABA 作用で摂食行動やエネルギー
代謝を調節し（Tong ら Nat Neurosci 2008）、グルココルチコイド受容体も発現する。したが
って、我々が発見した、弓状核から正中隆起へ直接投射する興奮性 GABA 入力による CRH 分泌促
進という（Kakizawa ら Science Advances 2016）、HPA 軸の新経路が栄養状態をモニターする新
たな feedback loop の可能性がある。そこで、母体に食餌制限（母体・胎仔低栄養）を行い、
CRH・GABA 合成酵素（GAD67）・Cl-トランスポーターなどの発現を操作して、胎仔の HPA 軸反応
及び生後のフェノタイプを比較し、母体低栄養が胎仔 GABA システムを介して新規 HPA 軸と既知
HPA 軸にどのようなフェノタイプを形成するのかを明らかにする。 
そのため、母体低栄養による胎仔の CRH 細胞、AgRP 細胞、GABA 細胞への影響、生後の視床
下部、大脳皮質、辺縁系の神経組織、脳波、行動への影響、DNA メチル化等の解析により、胎
児期に受ける母親の低栄養が新旧HPA軸に与える影響とそこでのGABAシステムの役割を遺伝子
改変動物(CRH, GAD67, KCC2, NKCC1)を用いて検討する。そして、母体低栄養と胎仔視床下部の
GABA‐Cl システムの交互作用が HPA 軸を介して神経発生や細胞移動に影響し、発達障害性疾患
の形態・機能的疾患フェノタイプを形成することを証明し、病因仮説を提案することを目標と
する。 

３．研究の方法 
(1) 母体低栄養胎仔における既知・新規 HPA 軸反応標識系の確立：AgRP-mCitrine マウスと
CRH-GCaMP3 マウスを交配し、AgRP 細胞選択的に mCitrine を、CRH 細胞選択的に GCaMP3 を発現
するマウス（AgRP-mCitrine/CRH-GCaMP3）を作製する。成獣の摂餌制限（-30%）を行い、c-fos
の発現部位を蛍光蛋白で標識された AgRP 細胞（mCitrine）と CRH 細胞（GCaMP3）で免疫組織化
学法を用いて検討する。また、室傍核スライス標本を作製し、CRH 細胞からパッチクランプ法
や細胞内 Ca2+測定が可能なことを確認する。 



(2) 遺伝子改変マウスへの母体低栄養負荷モデルの作製：CRH 分泌に差のでる CRH(Crh)-Venus 
knock-in マウス、WNK による KCC2 リン酸化部位変異導入（疑似持続リン酸化）マウス(KCC2 
T906E-T1007E) 、 AgRP 細 胞 選 択 的 に GABA 合 成 を 欠 失 し た マ ウ ス
（ AgRPCre/+-mCitrine/GAD67flox/flox ）、 CRH 細 胞 選 択 的 に NKCC1 を 欠 失 し た マ ウ ス
（CRHCre/+-GCaMP3/NKCC1flox/flox）、AgRP 細胞選択的にグルココルチコイド受容体（GR）を欠失し
たマウス（AgRPCre/+-mCitrine/GRflox/flox）、CRH 細胞選択的に GR（CRHCre/+-GCaMP3/NKCC1flox/flox）
を欠失したマウスを作製し、これらの母体低栄養モデルを作製する。 
(3) 遺伝子改変マウス胎仔脳の神経細胞の発生・移動の解析：A KCC2 の Thr906 と Thr1007 の
glutamate に置換した疑似リン酸化変異マウス胎仔での神経細胞の発生・移動を Alexa-EdU に
よる細胞分裂アッセイを用い野生型と比較する。 
(4) 母体低栄養／胎仔視床下部 GABA-Cl システム変調モデルの解析：母体ストレスの有無と仔
の GAD67 遺伝子ヘテロ欠損の有無の 4群で脳組織を回収し、RRBS 法（制限酵素処理と PCR 増幅
により CpG リッチなゲノム領域を濃縮）で、次世代シーケンサー（成育医療センター）を用い
て網羅的 DNA メチル化解析を行う。また、出生後は里親に飼育させ、生後 8週齢で社会的行動、
認知機能、衝動性・注意機能、感覚運動系機能などの行動解析による評価を行う。さらに、脳
波を記録してγ帯成分をパワースペクトラムで解析する。以上から、精神疾患病態フェノタイ
プとの整合性を評価する。 

４．研究成果 
(1)母体低栄養胎仔における既知・新規 HPA 軸反応標識系の確立：AgRP-mCitrine マウスと
CRH-GCaMP3 マウスを交配し、AgRP 細胞選択的に mCitrine を、CRH 細胞選択的に GCaMP3 を発現
するマウス（AgRP-mCitrine/CRH-GCaMP3）を作製した。成獣の摂餌制限を行い、弓状核の AgRP
細胞（mCitrine）と室傍核の CRH 細胞（GCaMP3）で c-fos の発現が上昇していることを免疫組
織化学法で確認した。また、室傍核スライス標本を作製し、CRH 細胞からグラミシジンパッチ
クランプや Ca2+測定ができることを確認した。 
(2)遺伝子改変マウスへの母体低栄養負荷モデルの作製：WNK による KCC2 リン酸化部位変異導
入（疑似持続リン酸化）マウス(KCC2 T906E-T1007E)の継代繁殖に成功した。AgRP 細胞選択的
に GABA 合成を欠失したマウス（AgRPCre/+-mCitrine/GAD67flox/flox）を作製するための、GAD67flox/flox

マウスを入手し、繁殖に取り掛かった。母体低栄養モデルでは摂餌制限（-30%）を妊娠 10.5-18.5
日に行い、胎生期低栄養マウスモデルを作成した。野生型でも出生体重が有意に低下すること
を確認した。モデルマウス胎仔で AgRP 細胞（mCitrine）、CRH 細胞（GCaMP）の胎生期での発
生を確認した。 
(3)遺伝子改変マウス胎仔脳の神経細胞の発生・移動の解析：KCC2のThr906とThr1007のglutamate
に置換した疑似リン酸化変異マウス胎仔での神経細胞の発生・移動を Alexa-EdU による細胞分
裂アッセイを用い野生型と比較した。スパイン形成は正常に認められたが、中隔、視床下部、
海馬、大脳皮質の神経分布に異常がみられた。よって、胎仔期に KCC2 の Thr906と Thr1007のリン
酸化が適切に抑制されることが、神経細胞の発生・移動に重要であることが示唆された。 
(4)母体低栄養／胎仔視床下部 GABA-Cl システム変調モデルの解析：60%食餌制限を 10 日間行う
と、AgRP ニューロンで c-fos の発現がみられ、コルチコステロンの上昇が認められたが、CRH
ニューロンの細胞体では c-fos の発現はみられず、CRH ニューロン細胞体は興奮しないことが
確認できた。一方、30分間の拘束ストレスでは CRH ニューロンの細胞体で c-fos の発現がみら
れた。母体低栄養の胎仔視床下部 CRH ニューロンでも、KCC2 や VGAT が変化する傾向を確認し
た。出生前ストレスを受けた GAD67 遺伝子ヘテロ欠損胎仔では PV陽性 GABA 細胞の発生が減少
する。このモデルの生後 8週齢で社会的行動、認知機能、感覚運動系機能の低下を認めた。さ
らに、脳波を記録してγ帯成分をパワースペクトラムで解析したところ、有意な減少を示した。
網羅的 DNA メチル化と遺伝子発現解析を行った結果、因果関係が疑われる遺伝子群が神経発
生・分化・行動と関連することが明らかとなり、そのうち三つの遺伝子発現変化を RT-PCR で確
認した。以上から、精神疾患病態フェノタイプとの類似性を確認できた。 
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