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研究成果の概要（和文）：特異的Cl-ホメオスタシスによるGABA作動性CRH放出経路（新奇HPA軸）が低栄養時の
グルココルチコイド放出経路であることを成獣モデルで証明した。胎仔におけるHPA軸の組織学的発達過程は、
既知HPA軸が生後0日頃に完成し、新奇軸は遅れて生後7日頃と考えられた。既知HPA軸の生理学的発達過程をCRH
細胞のGABA逆転電位、GABA作動性IPSCで同定した。母獣の摂餌制限を妊娠後期に行い胎生期低栄養モデルを作製
した。母体体重の減少、母体と胎仔の血中コルチコステロンの上昇を認め、母体低栄養が胎仔CRH細胞のCl-ホメ
オスタシスに影響し、生後GABA抑制力を弱めHPA 軸を刺激することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated in an adult animal model that the GABAergic CRH release 
pathway (novel HPA axis) mediated by specific Cl- homeostasis is the glucocorticoid release pathway 
during undernutrition. The histological development of the HPA axis in fetuses was completed around 
postnatal day 0 for the conventional HPA axis, and the novel axis was delayed around postnatal day 
7. The physiological development of the conventional HPA axis was identified using the GABA reversal
 potential and GABAergic IPSCs of CRH cells. A fetal undernutrition model was created by restricting
 maternal food intake during the late stages of pregnancy. We observed a decrease in maternal body 
weight and an increase in maternal and fetal blood corticosterone, suggesting that maternal 
malnutrition affects the Cl- homeostasis of fetal CRH cells, weakening the postnatal GABAergic 
inhibitory power and stimulating the HPA axis.

研究分野： 神経生理学

キーワード： GABA　CRH　AgRP　KCC2　NKCC1　セロトニン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
視床下部‐下垂体―副腎皮質（HPA）軸の刺激経路として、ストレスでは副腎髄質や交感神経系が知られてい
る。低栄養による活性化に関しては、これまで確かな証拠がなかった。我々が以前発見した特異的Cl-ホメオス
タシスによるGABA作動性CRH放出経路が、栄養状態をモニターするHPA軸とのリンクであることを、今回示すこと
ができた。我が国では低出生体重児が年間約10万人にも達し問題化しているが、この栄養状態と関連するGABA作
動性CRH放出経路が、妊娠中の低栄養によって活性化されると、胎仔のHPA軸など脳発達にも影響することを初め
て明らかにした。今後の臨床研究への展開も期待できる意義のある成果である。

※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 

統合失調症や自閉症などにおける脳の機能的

な発達の障害には、遺伝－環境相互作用がべース

にあると認識されている（Mittal ら Schizophr Bull 

2008）。つまり、環境因子は遺伝子発現を修飾、あ

るいはその異常を増幅し、病態形成に影響する。

したがって、この両疾患にとって胎内環境の問題

は極めて重要と思われる。胎児期に受ける様々な

ストレス（母親の精神的ストレスや感染、栄養状

態など）とこれらの疾患との関係には疫学的に多

くのエビデンスがある（Khashan ら Arch Gen 

Psychiatry 2008）。一方で、この両疾患において、

抑制性神経伝達物質である GABA に関する異常

にも多くの遺伝学的・病理学的証拠がある（Lewis

ら Nat Rev Neurosci 2005）。ストレスに対する応答

としての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 の細胞内在

化による機能低下のため[Cl-]i が上昇し、GABAA 受容体からの Cl-流出により逆に興奮に作用す

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

でも同じなのかは不明である。申請者は 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、室傍核周囲から 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（図１；Kakizawa ら Sci Adv 2016）。弓

状核には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）。これまでに、新発見の GABA 作動性 CRH

放出経路が AgRP 細胞によること（図２）、

chemogenetics による AgRP 細胞の興奮でグルココルチコイド分泌が起こること（図３）、低栄養

によって AgRP 細胞が興奮するが CRH 細胞体は興奮しないことを突き止めた。すなわち、この

新経路がこれまで経路が解っていなかった低栄養時のグルココルチコイド放出に関連する可能

性があり、栄養状態をモニターし既知 HPA 軸とリンクさせる重要な経路（新奇 HPA 軸）である

可能性がある（図１）。 

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。我々の発見から、GABA は CRH 細胞の反応を室傍核

 

図２：弓状核における Fluorogold と AgRP の共局在．

Fluorogold の腹腔内投与により血中より逆行性に取り込ん

だ弓状核の細胞は殆どが AgRPを発現していた． 

 

図３ ： AgRP-mCitrine-DREADD

マウスへの CNO 投与．CNO 投

与 1 時間後に血中コルチコステ

ロンが増加した． 

 
図１：新たに見つかった HPA 軸の経路と想定されるフィ

ードバックループ．Science Advances 2016 から改変． 



（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
起の新奇 GABA 経路が AgRP 細胞によるものであることから、低栄養時にこの経路が活動し、
母体の HPA 軸を活性化して、その結果精神的ストレスの場合と同様に胎仔の脳発達に影響する
可能性が出てきた。すなわち、母体低栄養時の母体新奇 HPA 軸の反応、そして胎仔ならびに成
長後の仔の脳発達にどのような影響をもたらすのか、特に新奇および既知 HPA 軸や GABA シス
テム、神経回路の構築への影響と行動変容について明らかにする必要が出てきた。 

 

２．研究の目的 

既知 HPA 軸の低栄養による賦活に関してはいまだ確かな証拠がなく、申請者が発見した弓状
核から正中隆起へ投射する GABA神経が興奮性に作用して CRH分泌を促進する新奇HPA軸が、
これまで解っていない低栄養時のグルココルチコイド放出経路であることと、栄養状態と既知
HPA 軸とのリンクであることの可能性を示す事が第一の目的である。一方、母体低栄養で出生
した子の成長後の生活習慣病リスクが知られるが、脳発達に着目した研究は少ない。妊娠中の低
栄養も子の精神疾患のリスクであるので、胎仔の新奇・既知 HPA 軸の発達過程をまず明らかに
する。以上から、母体の食餌制限が、どのように母体の新奇 HPA 軸に作用し、どのように胎仔
の新奇・既知 HPA 軸反応に影響し、そして仔の脳発達に影響を与えるのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

⑴ 新奇 HPA 軸が低栄養時のグルココルチコイド放出経路であることの証明 

まず CRH 神経終末に投射する GABA 神経が AgRP ニューロンであることを確認し、さらにスラ

イス標本を用いて、興奮性に作用することを証明する。AgRP Cre::DREADD マウスへの CNO 投

与により AgRP 細胞を直接刺激し、弓状核内の AgRP ニューロンと室傍核内の CRH ニューロン

細胞体の活性化を c-fos の発現により確認する。ついで 60%食餌制限を 10 日間行い、弓状核内

の AgRP ニューロンと室傍核内の CRH ニューロンの c-fos の発現を確認し、低栄養に反応する 

AgRP ニューロンは CRH ニューロン細胞体を活性化しないことを明らかにする。CRH Cre :: 

NKCC1 flox マウスを用いて、食餌制限負荷後のコルチコステロン分泌が野生型に比べて低下す

ることを確認し、新奇 HPA 軸が低栄養時のグルココルチコイド放出経路であることを証明する。 

 

⑵ 胎仔における既知 HPA 軸と新奇 HPA 軸の組織学的・生理学的発達過程の同定 

胎生 15.5 日、生後 0 日、7 日で CRH 細胞での CRH と KCC2 の発現時期を同定し、既知 HPA 軸

の発達時期を確認する。新奇 HPA 軸に関しても正中隆起への CRH 投射と GABA 投射の完成時

期と NKCC1 発現時期を胎生 15.5 日、生後 0 日、7 日で検討して明らかにする。胎生 15.5-17.5

日、生後 0-2 日、7-9 日の CRH venus マウスの急性スライス標本を用いて、グラミシジン穿孔パ

ッチクランプ法により CRH ニューロンから GABA の逆転電位の測定を行い、細胞内 Cl 濃度の

低下から KCC2 の機能的発現時期を明らかにする。また CRH ニューロンへの GABA 投与を行

い、興奮性からの抑制性への変化の時期を明らかにする。 

 

⑶ 低栄養時の母体と胎仔における既知・新奇 HPA 軸反応の確認 

母獣の摂餌制限（-30%）を妊娠 10.5－19.5 日に行い、胎生期低栄養モデルマウスを作製する。母

体のコルチコステロン（CORT）の上昇をまず明らかにする。胎仔でも CORT を測定し、母体低

栄養に対する胎仔の新奇および既知 HPA 軸反応の役割を明らかにする。 

 

⑷ CRH 細胞体に入力する GABA シナプスの調節機構の解析 

母体低栄養によって出生仔の室傍核 CRH 細胞での GABA 作用が減弱することが分かったが、入

力する GABA 細胞は AgRP ニューロンからの投射も受けている（図４）。そこで、CRH 放出を

修飾することが知られているセロトニンの GABA 入力への影響を検討する。CRH-Venus マウス

室傍核で CRH 細胞（Venus 発現）からホールセルパッチクランプ法で自発抑制性シナプス後電

流（sIPSC）を記録し、セロトニンを還流投与した際の IPSC の変化から既知 HPA での GABA 作

動性入力への影響を検討する。  

 

４．研究成果 

⑴ 新奇 HPA 軸が低栄養時のグルココルチコイド放出経路であることの証明 

CRH神経終末に投射する GABA神経が AgRPニューロンであることを免疫電顕と免染染色で確

認した。AgRP Cre::DREADD マウスへの CNO 投与により AgRP 細胞を直接刺激し、弓状核内

の AgRP ニューロンと室傍核内の CRH ニューロン細胞体の活性化を c-fos の発現により確認し

た。弓状核の AgRP ニューロンのうち約 30 %は正中隆起に直接投射しており、約 50%は 低栄



養（-40%食餌制限を 10 日間）に

よって活性化された。ところが、

正中隆起に投射する AgRP ニュ

ーロンでみると約 70 % が低栄

養によって活性化された。このと

き、血清コルチコステロン値は上

昇するが CRH ニューロン細胞体

は活性化しなかった。さらに、脱

分極  GABA 作用を促進する 

NKCC1を CRH Cre :: NKCC1 flox

マウスを用いて CRH 軸索末端

から限定的に除去すると、食事制

限に対するコルチコステロンレ

ベルが野生型に比べて著しく低

下することを示した。以上から、

新奇 HPA 軸が低栄養時のグルコ

コルチコイド放出経路であることを証明した（Yesmin ら Front Mol Neurosci 2022；図 4）。 

 

⑵ 胎仔における既知 HPA 軸と新奇 HPA 軸の組織学的・生理学的発達過程の同定 

胎生 15.5、生後 0、7 日で検討した。既知 HPA 軸の発達時期について CRH-Venus マウス室傍核

での CRH 細胞体での CRH 発現と正中隆起への軸索の投射は胎生 15 日から、細胞体での KCC2

の発現も胎生 15 日からすでに認められたが、全ての発達段階において終末での発現はなかった

（成体でも発現しない）。新奇 HPA 軸に関しては正中隆起の CRH 神経終末での NKCC1 発現は

胎生 15 日では認められず、生後 0 日から 7 日にかけて発現した。一方で細胞体での発現はなか

った（成体でも発現しない）。小胞性 GABA トランスポーターの VGAT（GABA 神経終末の同定）

の発現は CRH 細胞体、終末ともに生後 0 日から認められた。以上より、GABA による CRH ニ

ューロン制御機構は既知 HPA 軸が生後 0 日頃に完成し、新奇軸は遅れて生後 7 日頃と考えられ

た。グラミシジンパッチクランプ法により CRH 細胞の GABA 逆転電位を測定した。胎生 15-17

日では-61.3 mV、生後 0-2日では-60.6 mV、生後 7-9日では-68.8 mV であり、生後 1 週で逆転電

位の過分極側へのシフトがみられた。胎生 15-17 日の CRH 細胞から自発性抑制性シナプス後電

流（sIPSC）が記録できたことから、胎生期の CRH 細胞では GABAA受容体が機能発現しており、

GABA ニューロンのシナプス入力があることがわかった。生後 0-2 日の CRH 細胞から current 

clamp 法による記録を行い GABA の作用を調べたところ、92%の CRH 細胞で GABA により過分

極応答がみられた(静止膜電位-41.7 mV)。他の脳部位の神経細胞と比べて、CRH 細胞の細胞内 Cl-

維持機構は早期に完成し、既知 HPA 軸は胎生期にすでに機能していることが示唆された

（Watanabe ら Front Mol Neurosci 2024）。一方で新奇 HPA 軸の発達を検討するため、AAV を用

いて CRH 細胞に GCaMP、 AgRP 細胞に DREADD を発現させ、弓状核―正中隆起スライスで

AgRP 細胞からパッチクランプ記録

した。CNO 還流投与で AgRP 細胞を

選択的に興奮するには Ca-free でシナ

プス伝達遮断が必要であったので、

AgRP 細胞間の局所回路的抑制があ

ると考えられた。 

 

⑶ 低栄養時の母体と胎仔におけ

る既知・新奇 HPA 軸反応の確認 

生体マウスで行ってきた‐40％の摂

餌制限を母獣に行うと、胎仔の生存率

が著しく低下した。そこで、母獣の摂

餌制限を-30%に軽減し妊娠 10.5－

19.5 日に行う胎生期低栄養モデルマ

ウスを作製した。母体体重の有意な減

少と、母体のコルチコステロン

（CORT）の有意な上昇を確認した。

 

図４：食餌制限で血清コルチコステロン値は上昇するが、弓状核の AgRP ニュー

ロンのうち、低栄養に反応するのはその一部であり、この際これらの AgRP のニ

ューロンは CRH ニューロン細胞体を活性化しない。すなわち新奇軸特異的に活

性化している 

 

図 5：発達初期から CRH ニューロンでは KCC2 が発現しており、GABA は

CRH ニューロンの活動を抑制性に制御している(左)。母体低栄養により、

仔の CRH ニューロンの細胞内 Cl-濃度が上昇し、GABA ニューロンの抑制

力が低下し、HPA軸が亢進する。 



胎仔でも有意な CORT の上昇を認めた一方で、有意な体重変化を認めなかった。胎仔脳の c-fos

の発現は弓状核でも室傍核でも確認できなかった。サンプリングのタイミングや組織固定法な

どの条件を変えてさらに検討を行ったが、結論を得るには至らなかった。しかしながら、胎仔

CRH細胞のグラミシジンパッチクランプによる GABA逆転電位は母体低栄養により脱分極側に

8.8 mV シフトしていた。すなわち、母体低栄養が胎仔 CRH 細胞の Cl-ホメオスタシスに影響し、

GABA抑制力を弱めHPA 軸を刺激することが示唆された（WatanabeらFront Mol Neurosci 2024）。 

 

⑷ CRH 細胞体に入力する GABA シナプスの調節機構の解析 

CRH-Venus マウス室傍核スライス標本の CRH 細胞からホールセルパッチクランプ記録を行い、

sIPSC を計測した。セロトニンは 71% の細胞で自発性 IPSC の頻度の減少を引き起こしたが振

幅や減衰時間には影響しなかったため、セロトニンの作用部位はシナプス前であると思われた。

さらに、活動電位遮断下で記録される微小 mIPSC には影響しなかったため、GABA 神経終末で

はなく細胞体もしくはさらに上位のニューロンに作用していると思われた。セロトニンによる

sIPSC 頻度の減少は選択的 5-HT2C アンタゴニスト RS102221 によって阻害された。すなわち、

セロトニンは CRH 細胞に入力する GABA 細胞を 5-HT2C受容体を介して抑制していることが分

かった（Sato et al., J Neuroendocrinol 2023）。 
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Loss of astrocytic Na-K-Cl cotransporter type 1 hastens seizures promoted by GABAergic excitation of neurons.

オレキシン誘発性の発火後過分極増強が背側縫線核セロトニン作動性ニューロンのスパイクエンコーディングに及ぼす影響.

Astrocytic NKCC1 plays a pivotal role in prevention of seizures promoted by postsynaptic GABAergic excitation in epilepsy
models.

WNK3 kinase maintains neuronal excitability by regulating trafcking of KCC2 and inward rectifying K+ channels in layer V
pyramidal neurons of mouse medial prefrontal cortex.
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WNK3 kinase maintains neuronal excitability by regulating trafficking of KCC2 and inward rectifying K+ channels in layer V
pyramidal neurons.

Cl-ホメオダイナミクスとマルチモーダル GABA:中部生理学会からの展開.

Orexin receptor activation induces a novel slow afterhyperpolarization in serotonergic dorsal raphe neurons.

Regulated KCC2 phosphorylation is critical for dynamic GABA-mediated inhibition.
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胎生期ストレスとGad1ヘテロ欠損の二重ヒットによるDNAメチル化により惹起された神経細胞分化と回路の運命転化.

Caloric restriction mediated hypothalamic-pituitary-adrenal axis regulation is dependent on a subset of AgRP neuronal
activation.

オレキシンは縫線核セロトニン作動性ニューロンにおいて非選択的陽イオンチャネルの閉口による発火後過分極を誘発する.

発達性てんかん性脳症を引き起こすKv2.1 R306C 変異の大脳皮質錐体神経発火活動への影響について.
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国際学術誌「Scientific Reports」に研究成果が公表されました 
https://www.hama-med.ac.jp/topics/2023/28780.html 
J. Physiology誌の日本人著者による優れた論文40選に選出 
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リン酸化によるカリウム-クロライド共輸送体(KCC2)の機能制御.

母体ストレスが胎児に与える影響：動物モデルからの警鐘.
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