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研究成果の概要（和文）：　生後初期の小脳における葉形成期にはGABA-A受容体の発現分布とGABA-A受容体を介する応
答性（興奮性）がダイナミックに変化するが、その発達過程における役割についてはよく分かっていない。我々は共同
開発した細胞外 GABAイメージング法を用いて十葉構造が出現する時期（生後０週齢）に合わせて一過性に細胞外 GABA
が小脳外顆粒層に著増することを見出し、この作用が in vivoで小脳顆粒前駆細胞の増殖に関与することを明らかにし
た。また、小脳顆粒前駆細胞の増殖に関わる分子であるSonic hedgenogシグナルとの関連性について、免疫組織学的お
よびカルシウムイメージング法にて検討した。

研究成果の概要（英文）：Although distribution of GABA-A receptors and GABA-A receptor-mediated responses (
excitability) are dynamically changed during stages of cerebellar morphogenesis, its roles on foliation an
d lobulation of cerebellar cortex have still remained unknown. Here, we addressed this issues by using var
ious imaging methods and in vivo blockade experiments. Optical imaging method of extracellular GABA linked
 to enzymatic reaction of GABase enabled us to show temporal abundance of ambient GABA in the outer EGL re
gion which have Granule precursor cells (GPCs). We also show that in vivo blockade of GABA-A receptor pert
urb the proliferation of these GPCs in the the posterior vermis of the early neonatal cerebellum. Furtherm
ore, we have investigated the interaction between GABA-A receptor and sonic hedgehog (SHH) singlings by hi
stochemical and Calcium imaging technique and suggested that SHH signalings seemed not to affect the GABA-
A receptor-mediated responses.  
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１． 研究開始当初の背景 
神経発達期の未熟な神経細胞は、シナプス

を形成する前より、しばしば、その発達のプ
ロセス（細胞分化や細胞移動、神経突起形成
など）に特異的な自発的かつ律動的な神経活
動（自発的な Ca2+振動や（活動）電位の発生
など）を示し、その神経活動に依存して発生
プログラムが実行される（Komuro H. & Rakic 
P. J. Neurobiol. 1998; Zhasng L. & Poo M. 
M. Nat. Neurosci. 2001; Komuro H. & Kumada 
T. Cell Calcium 2005; Spitzer N. C. Nature 
2009 など)。生後における小脳顆粒細胞は、
このような神経活動に依存して発達してい
く モ デルと し てよく 研 究され て い る 
(Shibata R. et al. J. Neurosci. 2000; 
Kumada T. & Komuro H. PNAS 2004; Nakanishi 
S. J. Physiol. 2006; Kumada T. et al. J. 
Neurosci. 2006; Guan C. B. et al. Cell 2007
など)。細胞外（微小環境）にある神経伝達
物質は、この神経活動を変化させて神経発生
に貢献する候補として（Komuro H. & Rakic P. 
Science 1992 など）重要な役割を担う。 
抑制性神経伝達物質である GABA は、脳の

発達期にある未熟な神経細胞では細胞内 Cl-

濃度が高いため Cl-の流出が起こり興奮性に
作用する（Rivera C. et al., Nature 1999; 
Yamada J. et al. J Physiol 2004; Fiumelli 
H. et al. Neuron 2005 など）。この興奮性に
働く GABA は、シナプス外にある受容体に緊
張的（トニック）に作用して、中枢神経系の
発生・発達に寄与することが明らかになって
きた(Ben-Ari Y. Nat Rev Neurosci 2002; Ge 
S. et al. Nature 2005; Achilles K. et al. 
J. Neurosci. 2007; Spitzer N. C. J Physiol 
2010 など)。生後初期の小脳においても GABAA

受容体の発現分布がダイナミックに変化す
る (Laurie D. J. et al. J Neurosci, 1992
など) が、その発達過程における役割につい
てはよく分かっていなかった。 
 申請者らは、共同研究者である橋科学技術
大学の吉田祥子先生らと共に細胞外 GABA 濃
度の時空間的変化をイメージングする技術
を開発・発展させ（特許：吉田祥子）、生後
直後のラットの小脳皮質の外顆粒層で細胞
外 GABA 濃度が高くなることを明らかにして
いた(Morishima T. et al. Neurosci. Res. 
2010)。齧歯類において生後直後の小脳では、
その葉形成が進み十葉構造が生じる時期に
相当する(Sudarov A. & Joyner A. Neural Dev 
2007)。そこで、細胞外 GABA 濃度上昇の生理
学的な役割を調べるため GABAA 受容体の拮抗
的阻害剤の投薬を申請前の予備的実験とし
て行ったところ小脳顆粒細胞の分裂を抑え
る事を見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では小脳の葉形成と細胞外
GABA の時空間的な関係を明らかにする。そし
て生後初期の小脳外顆粒層の分裂における
細胞外 GABA の役割を見出すことを目的とす

る。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞外 GABA 濃度の時空間的変化の計
測：生後 0 週齢の Wister ラットより急性小
脳スライス標本を作成後、カスタムメイドの
細胞外 GABA イメージング装置を用いて、小
脳各領域における細胞外 GABA 濃度の計測を
行った。必要時に投薬を行い、経時的な変化
を調査した。 
 
（２）Elvax 樹脂による GABAA受容体の拮抗的
阻害剤の投薬：試薬を徐放性に放出すること
ができる Elvax 樹脂の薄片を作製した。作製
時に投薬に使用した試薬（GABAA受容体の拮抗
的阻害剤（Bicuculline methiodide）など）
を添加した。生後 3日齢のラットの後頭部を
麻酔下で開頭し、試薬を含む Elvax 樹脂を頭
蓋骨下に小脳上に被るようにインプラント
した。 
 
（３）小脳皮質形成の評価：麻酔後灌流固定
したラットより小脳を取り出し、凍結切片を
作製した。切片をクリスタルバイオレット液
で染色して各葉の観察を行った。 
 
（４）組織染色法：（３）と同様に凍結切片
を作製後、免疫組織染色法や in situ 
hybridization 法により候補分子やマーカー
分子の発現と分布を調査した。 
 
（５）細胞培養とカルシウムイメージング：
ラット小脳を取り出し初代培養を行った。カ
ルシウムイオンの蛍光指示薬である Oregon 
Green BAPTA-1, AM を初代培養細胞に負荷し
た後、タイムラプス蛍光観察法により細胞内
のカルシウムイオン濃度の経時的な変動を
観察した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞外 GABA 濃度の時空間的な変化と
小脳の葉形成の関係性についての検討：生後
0～1 週齢のラットから調整した急性小脳ス
ライス標本を用いて細胞外 GABA イメージン
グを行ったところ、生後１週齢以内のラット
の小脳皮質において外顆粒層の表層側
（oEGL）で細胞外 GABA 濃度が著しく高くな
り、１週齢以降では消失することが確認でき
た。外顆粒層の表層側では分裂中の小脳顆粒
前駆細胞で占められるため、細胞外 GABA が
細胞分裂に関与する可能性が示唆された。各
葉での細胞外 GABA 濃度の分布については違
いが認められたが、励起光照射法などのイメ
ージング法自体の問題の改良に現時点で限
界が有り、各葉間での濃度差についての比較
は出来ず、今後の課題として残った。また、
ラットと異なり、マウスの小脳では細胞外
GABA に相当するシグナルがほとんど検出さ
れず、細胞外 GABA 濃度の分布に種差がある
ことが示唆された。 



 
（２）生後初期の小脳外顆粒層における細胞
外 GABA を放出するソースの同定：ラット小
脳外顆粒層では GABA ニューロンがまだ存在
しないにも関わらず、生後初期に一過性に細
胞外 GABA 量の増加が認められた。これまで
免疫組織染色法からグリア細胞の1種である
バーグマングリア細胞が細胞外 GABA のソー
スとなりうる可能性を見出してきた。さらに、
2 光子励起顕微鏡による免疫組織染色像の観
察や二重 in situ hybridization 法などによ
りバーグマングリアが一過性に GABA 合成酵
素の 1種である GAD65 遺伝子を発現し、細胞
外GABAのソースとなることを明らかにした。
また、細胞外 GABA イメージングと薬理実験
を組み合わせることにより、バーグマングリ
ア細胞から放出させる分子としてアニオン
チャネルが重要な候補分子となることが分
かった。 
 
（３）細胞分裂に関わる分子との関係性につ
いての検討：Elvax 樹脂により GABAA受容体の
拮抗的阻害剤を投薬した動物では、小脳の葉
形成の不全が認められた。細胞分裂に関わる
マーカー分子に対する抗体を用いた免疫組
織化学実験から、GABAA受容体拮抗阻害剤投薬
動物では、PCNA や Cyclin D1 などの発現量が
低下することが示唆された。一般に小脳顆粒
前駆細胞の分裂には、Sonic hedgehog (SHH)
が寄与することが知られている。近年、この
SHH が細胞内カルシウム変動に影響を与える
ことが報告されている(Belgacem Y. H. & 
Borodinsky, R. 2011)ことから、細胞分裂を
調節する共通経路の存在を仮定して in vitro
培養系とカルシウムイメージング法を用い
た実験を行った。検証する培養系の条件設定
を行いながらカルシウムイメージングを行
ってきたが、これまでのところ、SHH を投与
しても著しい細胞内カルシウムイオン濃度
の変化自体は認められていない。しかし、
GABAA受容体・SHH 共にカルシウム変動のリズ
ムに影響を及ぼすことが報告されているこ
とから、より長期にわたる培養・観察で詳細
に検討する必要があると考えられる。 
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