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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の最も主要な抑制性神経伝達物質であるGABA（γ-アミノ酪酸）の発達期の脳に
おける作用はCl-ホメオダイナミクスによって、実にマルチモーダルである。発達障害性疾患の病因に、この発達期特
有のマルチモーダルなGABA作用への影響がある可能性を、母体から胎児に移行するタウリンの欠乏によるマルチモーダ
ルGABAの変調という病因仮説に則り、病態モデル動物等を用いて研究を行った。

研究成果の概要（英文）：In immature neurons, intracellular Cl- concentration is high due to balance of Cl-
 transporters, promoting depolarizing GABA action by efflux of Cl- along with its electrical gradient. The
se GABAA receptor-mediated actions are excitatory and/or non-synaptic tonic depolarization in immature bra
in. These GABAA receptor activation are necessary for neurogenesis, differentiation, migration, and synapt
ogenesis of developing brain. Therfore, perturbation of the multimodal GABA actions may underlie fetal and
 neonatal brain disorders. By hypothesizing fetal taurine of maternal origin as an endogenous agonist of f
etal GABAA receptor, we have studied how taurine interact with development and pathogenesis of fetal corte
x.
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１．研究開始当初の背景 
 本来 Cl-流入に働く GABA は、未熟な神経
細胞では高い細胞内 Cl-濃度（[Cl-]i）のため濃
度勾配が小さく、神経発生や細胞移動、シナ
プス形成などの神経回路形成過程ではむし
ろ Cl-流出により興奮性に作用する(Rivera, 
Nature 1999; Poo, Cell 2001; Staley, Nat Med 
2005； Song, Nature 2005;Khazipov, Science 
2006; Fukuda, J Neurophysiol 1998, J Neurosci 
2002, 04, 07, 10; J Physiol 2004;Review: 
Kriegstein, Nat Rev Neurosci 2002; Kaila, 
Neuron 2009; Fukuda, Nat Med 2005)。申請者は
遺伝子プログラムや環境に応じた‘能動的’Cl-

ホメオスタシスがGABAA 受容体作用の興奮
／抑制の制御を行い、神経回路の形成や機能
の発達に積極的に関与すると考え、Cl-トラン
スポーター（KCC2 と NKCC1）の動的バラン
スによる Cl-ホメオダイナミクス仮説をいち
はやく提唱した。 
 現在は胎生期のGABAA 受容体作用のモー
ダルシフトに着目し、神経発生・移動・シナ
プス形成に必須の普遍的メカニズムである
と考え、これまでにこの胎児期のマルチモー
ダルな GABAA 受容体作用に影響を与える 4 
種類のモデルを検討した。その結果、モーダ
ルシフトのキー分子候補として母体から胎
仔に経胎盤的に移行するタウリンを同定で
きた。そこで、この胎仔期のマルチモーダル
なGABAA 受容体作用の一翼を担うタウリン
が不足した場合に、脳におこる異常を検討す
ることを着想した。 
 
２．研究の目的 
 中枢神経系の最も主要な抑制性神経伝達
物質である GABA（γ-アミノ酪酸）の発達期
の脳における作用は Cl-ホメオダイナミクス
によって、実にマルチモーダルである。すな
わち、①神経発生期・細胞移動期には非シナ
プス性の傍分泌的な脱分極作用で、細胞分裂
の促進あるいは抑制、ついで移動のブレーキ
あるいはアクセルとして移動速度を調節し、
②回路形成期には興奮性伝達物質としてシ
ナプスの形成・強化に関与する。そして、③
成熟後に初めて抑制性神経伝達物質として
作用する。つまり、GABA には発達段階に応
じた３つの役割があり、発達初期における役
割は古典的概念の抑制性伝達物質とは全く
異なる。したがって、発達障害性疾患の病因
に、この発達期特有のマルチモーダルな
GABA 作用への影響がある可能性がある。母
体から胎児に移行するタウリンの欠乏によ
るマルチモーダル GABA の変調という病因
仮説に則り、モデル動物を用い実証する。 
 
３．研究の方法 
（１）モデル動物の作製：母体タウリン合成

阻害モデル：タウリンは大部分母体血由来で
ある。そこで、母体由来の胎仔タウリンを欠
乏させるため、D-システインスルフィン酸を、
マウス腹腔内に投与して母体のタウリン合
成を阻害する。タウリントランスポーター
（TauT）KO マウス：ヒトの子宮内胎児発育
遅延で胎盤の TauT の活性低下が報告されて
いる。そこで、胎仔脳タウリンの生理機能を
正確に検討するため、TauT-KO マウスを利用
する。 
（２）モデル動物胎仔脳の神経細胞の発生・
移動・GABA/タウリン傍分泌の解析：モデル
動物の胎仔大脳皮質の皮質板細胞と GABA
細胞の発生を、子宮内電気穿孔と BrdU によ
る細胞分裂アッセイで解析し、導入当日発生
（mRFP/BrdU 陽性）の皮質板細胞と GABA
細胞（GFP 陽性）の移動を観察する。免疫組
織化学と HPLC によるタウリンの細胞内外の
分布、を解析する。特に、タウリン欠乏が胎
仔脳の GABAA 受容体のトニック反応を消失
させ、放射状移動を加速するのかを明らかに
する。NKCC1 も KCC2 もリン酸化による機
能制御を受けるので、タウリンによるリン酸
化／脱リン酸化をリン酸化抗体やリン酸化
部位への点変異導入で検討する。 
（３）モデル動物脳の生後におけるシナプス
伝達・神経回路機能異常の抽出：生後 3 週齢
で、GABA 細胞の分類マーカーで免疫染色し、
大脳皮質錐体細胞および各種 GABA 細胞の
分布と細胞発生時期（BrdU 陽性）との関連
を求め、パッチクランプ法を用いてトニック
GABAA 受容体電流と自発性抑制性シナプス
後電流を記録する。 
（４）モデル動物胎仔脳の DNA メチル化解
析：目的領域の脳組織を回収し、次世代シー
ケンサーを用いて網羅的 DNA メチル化解析
を行う。 
 
４．研究成果 
（１）モデル動物の作製： D-システインス
ルフィン酸を、母体マウス腹腔内に投与して
母体のタウリン合成を阻害したモデルを完
成した。胎仔脳の細胞外タウリンは 1/2 に減
少していた。タウリントランスポーター
（TauT）KO マウス：胎仔脳タウリン含量を
測定したところ野生型の 1/8 に減少していた。 
（２）モデル動物胎仔脳の神経細胞の発生・
移動・GABA/タウリン傍分泌の解析：野生型
で皮質板／サブプレート／中間帯／脳室下
帯の Ca2+振動頻度に違いが見られ、免疫組織
化学でタウリンの分布を解析したところサ
ブプレートに特に多かった。母体タウリン合
成阻害モデルでは胎仔大脳皮質の皮質板細
胞の移動が加速していた。特に、パッチクラ



ンプで解析したところ、サブプレートで
GABAA 受容体を会したトニック電流が消失
していた。これが、放射状移動を加速した可
能性がある。タウリンは GABA 受容体に競合
的に結合するが親和性は低く、脱感作も示さ
なかった。また、大脳皮質の細胞外タウリン
は濃度勾配を形成し、サブプレート＞皮質板
＞脳室帯の順で、多いところでは 1 ｍM 程度
と推定された。また、胎盤の TauT 阻害モデ
ルを使って、タウリンによる NKCC1 活性上
昇と KCC2 活性低下を見出し、これが
WNK-SPAK/OSR1 のリン酸化を会して起こ
ることも証明した。 
 タウリントランスポーターKO マウスのホ
モミュータントの細胞移動状態を調べるた
め、胎生 14.5 日目に BrdU を母体腹腔内投与
し、３日後に GAD65/67 と BrdU の免疫染色
を行い、大脳皮質錐体細胞と GABA 細胞の移
動障害による細胞配置の異常の検出を試み
た。GAD 抗体が働かず細胞種の区別ができな
かったため、mRFP の電気穿孔法による皮質
板細胞の標識に切り替えた。移動への影響の
結論を得るためには例数を増やす必要があ
った。 
（３）モデル動物脳の生後におけるシナプス
伝達・神経回路機能異常の抽出：細胞外タウ
リンと競合する細胞外 GABA 量が胎仔期に
半減し、生後 3 週齢で、海馬、前頭前野、体
性感覚野でパルブアルブミン陽性 GABA 細
胞数が減少するモデルを用いた。パッチクラ
ンプ法を用いてトニック GABAA 受容体電流
と自発性抑制性シナプス後電流を体性感覚
野で記録した。脳波の周波数解析も含めた総
合的な解析が必要と考えられた。 
（４）モデル動物胎仔脳の DNA メチル化解
析：生後 3 週齢の海馬、体性感覚野について、
タウリンの胎仔移行に影響する可能性のあ
る母体ストレスの有無、GABA 含有量の差で
グループ分けした。PBAT 法を用い、次世代
シーケンサーで網羅的 DNA メチル化解析を
行った結果、多数の遺伝子 DNA にメチル化
状態の変化がみられた。 
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