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研究成果の概要（和文）：本研究は、大脳皮質I層GABAニューロンに着目して階層的発生・発達過程を解析し、
その分子基盤を明らかにすることを目的としている。本研究で我々は、大脳皮質I層のGABAニューロンのうち約
52%が胎生後期(E14.5-E18.5)に、GAD67+GABAニューロン前駆細胞より産生されていることを見出した(Esumi et 
al., Frontiers in Neuroscience, 2021)。さらに、新生仔期に凍結性脳障害を与えると大脳皮質I層GABAニュー
ロン前駆細胞が障害領域で増殖した後、アストロサイトに分化する現象を見出した。現在、そのメカニズムを解
明するため研究を続けている。

研究成果の概要（英文）：The mammalian central nervous system consists of approximately 80% 
excitatory glutamatergic neurons and 20% GABAergic neurons. The mammalian cerebral cortex consists 
of 6 layers. Our research focuses on analyzing the hierarchical developmental processes of layer I 
GABAergic neurons in the mouse cerebral cortex utilizing the GAD67-CrePR mouse model. Through this 
project, we have reported that GABAergic neuron intermediate progenitors generate neurons during 
both embryonic and postnatal stages, with embryonic intermediate progenitors being more 
proliferative (Esumi et al., 2021, Front. Neurosci.). Additionally, we observed that neonatal 
cortical GAD67-positive GABAergic neuron intermediate progenitors give rise to glial cells under 
pathological conditions such as cryogenic injury in the upper layers of the cortex, including layer 
I.

研究分野：神経発生
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究で、大脳皮質GABAニューロンの機能不全や異常が、行動異常や致死をもたらすことがわかってい
るが、その発生・発達過程の制御機構は未解であった。我々は、大脳皮質I層に着目して研究を進め、マウス脳
の大脳皮質I層GABAニューロンの多くは、胎生後期にGAD67+GABAニューロン前駆細胞より産生されていることを
見出した。また、近年、見出した凍結性脳障害領域周囲に生じるGABAニューロン前駆細胞由来の新生アストロサ
イトの解析は、ヒトにおける新生児期脳障害の主要な原因である、新生児低酸素脳症の新規治療法を発見する足
がかりとなる可能性がある。

※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 
 大脳皮質は記憶、認知、判断といった高次脳機能が発現されるきわめて重要な働きを
担う部位である。これらの機能は、興奮性のグルタミン酸ニューロンと抑制性の GABA
ニューロンの二種類の細胞によって支えられている。大脳皮質は 6層構造を持ち、層の
厚さは領野ごとに異なるが、どの皮質領域でも共通の層構造を持つ。それぞれの層では、
固有の役割を持つグルタミン酸ニューロンや GABA ニューロンが多階層的に分布してシ
ナプスを作ることで、脳の高次機能が成り立つ。その中で分子層と呼ばれる大脳皮質 I
層には、グルタミン酸ニューロンの細胞体は存在せず、抑制性の GABA ニューロンのみ
存在する。グルタミン酸ニューロンは I層において尖端樹状突起の末端が脳表面の軟膜
直下で T字状に水平方向に密に張り巡らされたタフト構造を持ち、neurogliaform 細胞
と呼ばれる特徴的な形態を持つ GABA ニューロンと多数の抑制性シナプスを入力を受け
ている。興味深いこと、neurogliaform 細胞では、通常の抑制性シナプスのみならず非
シナプス性に GABA を分泌する拡散性伝達で、グルタミン酸ニューロンを抑制している
ことが報告されている(Olah S et al, 2009, Nature)。近年の報告で、生後発達期の I
層 GABA ニューロンは同期発火していることや、視床からの I層 GABA ニューロンへの入
力が体性感覚野のバレル構造形成に重要であること明らかになった。（Che A et al., 
Neuron, 2018)。 一方で、代表的なサブタイプであるパルブアルブミン(PV)陽性 GABA
ニューロンはグルタミン酸ニューロンの細胞体周囲にシナプスを作り、(川口泰
雄,2012,Clin Neurosci)、ガンマ波(Cardin JA et al., 2009,Nature)や視覚野の臨界
期の形成に関わり（Hensche T.,Nat.Rev.Neuro.,2005)、シャンデリア細胞は、軸索起
始部に多くのシナプスを作り、強力にグルタミン酸ニューロンの活動を抑制する
(Woodruff AR et al.,2014,Front Neurosci)。このような GABA ニューロンサブタイプ
ごとのシナプス結合部位や、サブタイプの特性、分布する位置を踏まえると、大脳皮質
I層 GABAニューロンはトップダウン型の階層的制御でグルタミン酸ニューロンの発生・
発達を制御していると考えられるが、その実態は明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的  
 これまでに我々が行った GABA 分泌停止 GABA ニューロンの解析から、GABA ニューロン
の神経細胞の形態維持には、神経伝達物質として GABA を分泌することが必須であるこ
とを突き止めた。これまでの研究では、大脳皮質 I 層 GABA のニューロンとグルタミン
酸ニューロンの尖端樹状突起の相互発達過程においては、GABA の拡散性伝達が重要で
あるか、抑制性シナプス形成が重要であるかについては、未だ証明されいていなかった。 
そこで、本研究は、大脳皮質 I 層 GABA ニューロンとグルタミン酸ニューロンの生後発
達過程を解析し、階層的発達制御機構の分子メカニズムを解明することを目的としてい
る。本研究が進めば、機能的な抑制性シナプスが神経回路発達に必須であるという新し
い概念を提唱できる。 
 
３．研究の方法 
 我々は、GAD67-CrePR マウスを用いて GABA を放出するために必須である vesicular 
GABA transporter (VGAT)を時期特異的に GABA ニューロンの一部の細胞で欠損させて
解析を行うことで、I 層 GABA ニューロンとグルタミン酸ニューロンの相互発達過程と
階層性制御機構の解析を試みた。具体的には GAD67-CrePR; floxed-VGAT; Rosa26- 
floxed- tdTomatoマウスを用いる。GAD67-CrePR マウスは Mifepristone の投与時にの
み、一部の細胞で組み換えを起こすことができるので、VGAT-flox マウスと組み合わせ
ることで時期特異的に GABA ニューロンに GABA 分泌停止を起こすことができる。さらに
リポーター遺伝子によって、組み換えが起きた細胞は赤色蛍光色素でラベルされる。ま
た、GABA 自体が大脳皮質 I 層の形成や抑制性ニューロンやそのシナプスにどのような
影響を与えるか解析するために、Nkx-2-1-Cre; floxed-VGAT; Rosa26- floxed- 
TdTomatoマウスを用いて、Single-cell RNA-seq 解析を行った。Nkx-2-1-Creマウスは
大脳皮質の約 70%の GABA ニューロンと視床下部の一部で組み換えを起こすことができ
るので、VGAT-flox マウスと組み合わせることで領域特異的に GABA ニューロンの GABA
放出を停止させることができる。 
 
４．研究成果 
<研究 1: 大脳皮質 I 層 GABA ニューロン発生過程における GABA の機能の解析> 
  これまでの報告や上記の実験からも、大脳皮質 GABA ニューロンの機能不全や異常は
致死に至ることや、行動異常をもたらすことがわかっている。そこで、時期特異的に大
脳皮質 GABA ニューロンの一部で GABA放出不全を起こし、その形態や性質を詳細に解析
するため GAD67-CrePR;floxed-VGAT; Rosa26-floxed-TdTomato マウスを用いて解析を
行うことにした。この GAD67-CrePR マウスは Mifepristone の投与時にのみ、一部の細



胞で組み換えを起こすことができる)、VGAT-
flox マウスと組み合わせることで時期特異的
に GABA ニューロンに GABA 放出停止を起こす
ことができる。これまでの実験で、2 日目に
GABA放出不全を起こした GABA ニューロンは、
6ヶ月後には顕著な樹状突起の退縮や、神経細
胞体の縮小などの形態異常が生じ、さらに
button のサイズが変動しているという結果を
得ることができた(図 1)。興味深いことに、2
日目から長期的（6ヶ月間)に GABA放出停止を
起こした大脳皮質 GABA ニューロンは、形態異
常を起こしているにもかかわらず、細胞死を起
こすことなく、機能不全のまま長期間にわたっ
て脳内にとどまり続けていることを見出した。 
 
<研究 2:大脳皮質 I 層 GABA ニューロンの
Single-cell RNA-seq 解析> 
 我々は、生後初期の発達過程における GABA自
体が大脳皮質 I 層の形成や抑制性ニューロン
やそのシナプス形成にどのような影響を与え
るか解析するために、Nkx-2-1-Cre; floxed-
VGAT; Rosa26- floxed- TdTomatoマウスを用い解析を行った。生後 0日目の VGAT cKO 
homo/hetero マウスの大脳皮質の細胞を単離し、単一細胞ライブラリーを作成し
Single-cell RNA-seq 解析を行い、約 10000 細胞の発現遺伝子プロファイリングを取得
した。取得した結果から、細胞群を 16 のクラスターに分類することができた(図 2 大
脳皮質 I層 GABA ニューロンは赤字で示している)。次に、分類したクラスター群におい
て特徴的な遺伝子群を抽出し、細胞種を特定し VGAT cKO homo/heteroマウス間で比較
を行ったところ、VGAT cKO homoマウスでは、GABA ニューロン、グルタミン酸ニューロ
ン、グリア細胞それぞれのクラスター群の細胞分布が変動していた 。具体的には、GABA
ニューロン群においては、"Migrating GABA Progenitor"が上昇し、グルタミン酸ニュ
ー ロ ン群で は 、 "Projection  Neuron  Progenitor"が上昇、 "Layer II/III 
Progenitor"" Intermediate Neuron Progenitor"が減少し、グリア細胞群では、"Radial 
Glia/Astrocyte ""Astrocyte"が減少していた。著者らの解析から、大脳皮質発生発達
過程においては、GABA は神経伝達物質として働くだけでなく、GABA ニューロンやグル
タミン酸ニューロン、アストログリアの発生発達にも大きく影響を与えていることが網
羅的に明らかになった。今回の研究で利用した Nkx2-1-Cre;floxed-VGAT(homo/hetero)
マウスは、大脳皮質 GABA ニューロンのうち、PVニューロンと Sst ニューロンにおいて
組み換え酵素 Cre が働き、VGAT を欠損させている。この結果からは、PVニューロン、



Sst ニューロン何れか、もしくは両方の欠損に起因する発生異常かを断定することはで
きないが、大脳皮質を構成する多くの細胞群の発生発達過程に GABA が神経伝達物質以
外の重要な役割を担うことを示している。また、GABA 分泌停止により、低下した遺伝子
群には細胞分化や、軸索投射などの発達に関わる遺伝子が含まれていたことから、この
遺伝子群は、大脳皮質 I 層 GABA ニューロンによるグルタミン酸ニューロンの階層的発
達調節に関わっている可能性が高い。今後、この遺伝子群の機能についても解析を進め
る所存である。 
 
<研究 3: 新生仔期脳障害領域における大脳皮質 I 層 GABA ニューロン前駆細胞の解析> 
 我々は、時期特異的に GABA
ニューロン前駆細胞をラベ
ルすることができる遺伝子
改 変 マ ウ ス (GAD67-
CreP;R26-floxed tdTomato
マウス)を用いて細胞系譜を
解析することで前駆細胞が
新生仔に比べ、胎生後期
(E14.5-E18.5)には約 25 倍
も多く分裂していることを
明らかにした。また、大脳皮
質I層で観察されたGAD67系
譜細胞 (GABA ニューロン)
のうち、約 52%が胎生後期
(E14.5-E18.5) に 、
GAD67+GABA ニューロン前駆
細胞より産生されていた(図
3)。この結果は大脳皮質
GABA ニューロン前駆細胞が
基底核原基で産生された後、大脳皮質に入る前の移動中に Intermediate Progenitor と
して細胞数を増やしてから大脳皮質に入ることを示しており、グルタミン酸ニューロン
が存在しない I層においても同様であることがわかった。この現象は大脳皮質の上層で
細胞数を増やすグルタミン酸ニューロンの進化と異なるメカニズムであり(Esumi et 
al., Frontiers in Neuroscience, 2021)、出生前後の脳で GABA ニューロン前駆細胞の
分裂能が可塑的に変化する可能性を示している。  
 次に我々は、新生仔期における低酸素脳症や、脳外傷などの病的な環境下において大
脳皮質 GABA ニューロン前駆細胞の分裂・分化能が変化するかを調べるため、GAD67-
CrePR マウスを利用して、生後 0 日目に GABA ニューロン前駆細胞をラベルし、液体窒
素で冷却した金属棒による外傷性脳障害を生後 1日目に与え、生後 24 日目に GABA ニュ
ーロン前駆細胞(GAD67-linege cells)の動態を解析した。その結果、健側の大脳皮質で
は、全ての GAD67 系譜細胞は細胞分裂せずに、GABA ニューロンに分化してしていたが、
障害を与えた領域(大脳皮
質 I層を含む)では、多くの
GAD67 系譜細胞が一時的に
増殖して、グリア細胞に分
化していることを見出した
(図 4)。これは出生前後の
脳で GABA ニューロン前駆
細胞の分裂・分化能が外的
環境や障害に応じて変化す
ることを示している。私達
は、これからの神経発生・
発達研究においては、外的・
内的な環境変化に応答して
細胞数や脳機能を正常に保
つ補償機構や可塑性に着目
した研究が重要であると考
え研究を進めている。 
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