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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代表されるように、実にマルチ

モーダルなものである。すなわち、①神経発生期と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、細胞分裂の促進と抑制、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のである。このように、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大

きく異なっている。したがって、胎児・新生児期の疾患の病因や病態には、種々の外的要因が

これらマルチモーダルな GABA の作用に影響することで起こるものが含まれている可能性があ

る。そこで、種々のモデル動物を用いこの仮説の当否を検討した。 

 
研究成果の概要（英文）：The most major inhibitory neurotransmitter, GABA, induces synaptic 
inhibition in the adult brain. In immature neurons, however, [Cl-]i is high due to balance 
of Cl- transporters, promoting depolarizing GABA action by efflux of Cl- along with its 
electrical gradient. Thus GABA evokes excitation and/or non-synaptic tonic 
depolarization in immature brain. Such multimodal GABA actions during development are 
necessary for neurogenesis, differentiation, migration, and synaptogenesis. Therfore, 
perturbation of the developmental Cl- homeodynamics may underlie fetal and neonatal brain 
disorders. By using various pathological model mice, we have studied how Cl- homeodynamics 
work in pathogenesis of fetal and neonatal disorders of cortical development.  
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１．研究開始当初の背景 

本来 Cl-流入に働く GABA の役割は“抑制性

伝達物質”では収まらないことが最近明らか

になってきた。すなわち、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発達過程では GABA はむ

しろ Cl-流出により興奮性に作用する(Rivera, 
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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）の相反作用による

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 GABA 作用のモーダ

ルシフトに着目し、神経発生・分化・移動・

シナプス形成に必須の脳形成の普遍的メカ

ニズムであると考えている。そこでこの胎児

期のマルチモーダルな GABA 作用が何らかの

影響を受けた場合に、脳にどのような異常が

起こるのか検討するのが本課題である。 

２．研究の目的 
胎仔・新生仔の機能的な脳障害の動物モ

デルに関しては生理学的アプローチが困難

なため評価系が殆どない。そのために詳細な

生理学的な検討はこれまで殆どなされてこ

なかった。したがって動物モデルの確立と機

能評価を行う本研究は世界に先駆けたもの

である。特に、パッチクランプとイメージン

グにより異常な神経回路の形成過程を評価

し、Cl-ホメオダイナミクス仮説に則って

[Cl-]i－脱分極GABA作用－非シナプス性放出

－神経発生異常－細胞移動異常の関連を脳

スライス標本レベル（細胞、神経回路）で微

細構造（2 光子顕微鏡）と電気生理（パッチ

クランプ）の両面で解析し、遺伝子・環境的

ストレス・エピジェネティック修飾の三位一

体的研究を行うことを目的とした。 

３．研究の方法 
（１）①胎仔 Cl-ホメオスタシス破綻モデ

ル②母獣のタウリン合成阻害による胎生期

タウリン欠乏モデル、③胎仔のインビボ（胎

盤低環流）脳虚血モデル④母体拘束ストレス

モデル、などのモデル動物を作製し、（２）

モデル動物大脳皮質の皮質板細胞や GABA 細

胞の発生と移動、GABA や glutamate の放出と

分布、生理的な細胞機能と微細構造、などの

異常を検討し、（３）脳特異的 DNA メチル化

領域の解析と併せて、モデル動物の各発達段

階によるエピジェネティックな遺伝子発現

制御の生理的変化とその異常を解析する。 

４．研究成果 

（１）モデル動物の作製：①Cl-ホメオスタ

シス破綻モデル：マウス胎仔脳に、変異 KCC2

遺伝子をコードする cDNA を IUEP 法で導入し

Cl- を低下させた。皮質凍結損傷では KCC2 発

現低下が惹起された。②母体タウリン欠乏モ

デル： D-システインスルフィン酸やタウリ

ントランスポーター阻害剤を、妊娠マウス腹

腔内に投与して母体のタウリン合成を阻害し、

脳のタウリン含有量が半減した胎仔を得た。③

インビボ（胎盤低環流）脳虚血モデル：妊娠 14.5

日に片側子宮動脈を結紮し体重が 30%低下した

IUGR モデルを確立した。④母体拘束ストレスモ

デル：GAD67-GFP knock-in マウスの妊娠 15 日

目から 3日間、45 分の拘束・光刺激ストレスを

一日 3回野生型母マウスに与え、胎仔コルチコ

ステロンが優位に増加するモデルを確立した。 

（２）モデル脳細胞の発生・移動・生理機能・

微細形態・アミノ酸分泌の解析：Cl-ホメオスタ

シス破綻モデルでは[Cl-]i を強制的に低下させ

ると放射状移動も接線移動も遅くなった。GABAA

受容体阻害で移動速度が変化し Ca2+振動頻度が

減少した。イメージング法で、自己／傍分泌的

に容積感受性陰イオンチャネルから GABA が放

出されることを証明した。また、胎仔でのパラ

クリン的分泌はGABAがglutamateより優位であ

った。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した結果、大脳皮質に多く

存在しタウリントランスポーターで取り込み、

容積感受性陰イオンチャネルから放出していた。

母体 D-システインスルフィン酸投与による胎

仔脳タウリン欠乏モデルで放射状移動が速くな

ることが明らかになった。 

（３）モデル動物の DNA メチル化解析の準

備：モデルマウス脳から、部位別に数マイクロ

グラムのゲノム DNA を抽出し、MeDIP 法により

回収された DNA 断片を、DNA マイクロアレイを

用いて解析する方法をほぼ確立できた。したが

って、モデル脳で特異的にエピジェネティック

な遺伝子発現制御を受けている候補遺伝子群を

網羅的に同定する準備が出来た。 
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