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研究成果の概要（和文）：発生初期の中枢神経系において、広範に伝播する脱分極波と呼ばれる自発活動が、神
経回路網形成の一時期に発現することが知られている。鶏胚、マウス胚、ラット胚の摘出中枢神経系標本を用い
た解析で、脱分極波はニコチン性アセチルコリン受容体に依存し、ニコチン投与によって抑制されることがわか
った。In ovo鶏胚でニコチンを慢性投与し、迷走神経感覚核におけるシナプス回路網形成への影響について解析
したところ、二次感覚核である傍腕核におけるシナプス後電位が著明に減弱した。このことから、胎生期におけ
るニコチンへの暴露は、脱分極波の抑制を介して、脳幹内シナプス回路網の機能的発生を阻害することが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：Correlated spontaneous activity propagating over a wide region of the 
central nervous system is expressed during a specific period of embryonic development.   Our 
previous studies using an antagonist of nicotinic acetylcholine receptors raised the possibility 
that prenatal nicotine exposure associated with maternal smoking affects the development of neural 
circuit formation by interfering with the correlated wave.  In the present study, we tested this 
hypothesis by examining the effects of nicotine in avian and mammalian embryos.  The application of 
nicotine transiently increased, but subsequently inhibited electrical bursts associated with the 
correlated wave.  Furthermore, chronic exposure to nicotine in ovo markedly reduced functional 
synaptic expression in the brainstem sensory nucleus, the parabrachial nucleus.  The results 
suggested that prenatal nicotine exposure disrupts the initial formation of neural circuitry by 
inhibiting the correlated spontaneous activity.

研究分野：神経生理学

キーワード： ニコチン　胎生期　脱分極波　神経系　発生　光学イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
妊娠中の喫煙は、胎児・新生児期における様々な脳機能障害や致死的疾患に関与していることが知られている。
本研究の成果は、妊娠中の喫煙がおよぼす神経系への影響について、広範囲伝播脱分極波の阻害による神経回路
網形成の異常という新たな病態メカニズムの概念を導入した。喫煙の影響は、本人の禁煙だけで解決できる問題
ではなく、受動喫煙による障害をいかにして防ぎ、被った影響をいかにして是正するかが大きな社会問題となっ
ている。本研究の成果は、臨床病態生理学のみならず、社会学的にも大きな影響をもたらすことが期待される。

※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 
 妊娠中の喫煙は、胎児・新生児期における様々な脳機能障害や致死的疾患に関与していること
が知られている（文献１、２）。われわれは、これまでにニューロン電位活動の光学的イメージ
ング法を用いて、脊椎動物中枢神経系の機能発生・機能構築過程の解析を行ってきた（文献３）。
その過程で、胎生期における中枢神経系の機能発生に重要な役割を果たすと考えられる広範囲
伝播脱分極波(depolarization wave)を発見した（文献４、５）。この脱分極波は、前脳から脊髄
まで中枢神経系の非常に広範囲にわたって伝播する興奮波で、発生の一時期に限局して発現す
るが、その発現時期はシナプス回路網の形成期と重なっており、脱分極波を介するニューロン群
の秩序正しい同期的活動が、神経回路網の正常な発生に不可欠であることが示唆された。これに
続く伝播ネットワークの解析で、ニコチン性アセチルコリン受容体が脱分極波の伝播に重要な
役割を果たしていることが明らかとなった。 
 これらの結果をふまえて、われわれは「喫煙にともなう母体のニコチン摂取が脱分極波に影響
を及ぼし、それによって神経回路網の正常な形成過程が阻害され、胎児脳機能障害が生じるので
はないか」という仮説を提唱するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ニコチンへの暴露による胎児脳発達への影響という観点から、脱分極波を介した神
経系発生の制御機構と、それに関連したニコチン型アセチルコリン受容体の役割について解析
を行い、喫煙が及ぼす胎生期の神経系発生への影響について、新たな病態発生メカニズムを提唱
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）実験材料・標本 
 脱分極波の機能解明と慢性薬理学的実験の初期解析用に、孵卵 4-8 日（E4-E8）の鶏胚を用い、
哺乳類での解析用に、妊娠 11-14 日（E11-E14）のマウス胎仔、ラット胎仔を用いる。摘出中枢
神経系標本の作成では、鶏胚を氷冷した Ringer液中に取り出し、中脳レベルで断頭する。マウ
ス、ラットの場合は、母体にイソフルラン麻酔を施した後頸椎を脱臼し、胎仔を取り出して氷冷
した ACSF 液中で断頭する。断頭後、実体顕微鏡下で脳神経・脊髄神経をつけたままの脳—脊髄標
本を摘出する。 
 
（２）計測・解析装置 
①膜電位感受性色素を用いたニューロン電位活動の光学的イメージング 
 標本を、膜電位感受性色素 NK2761(0.2 mg/mL)を含む Ringer液または ACSF 液中に 10分間浸
し、染色する。測定には、独自に開発・作成した光学的 1020チャネル同時測定システムを用い
（文献３）、脳幹内の 1020 ヶ所の領域からニューロン電位活動を光学的変化ΔI/Iとして同時記
録する。 
②集合活動電位の細胞外記録による自発性脱分極波の電気生理学的解析 
 脱分極波に伴って生じる脳神経・脊髄神経からの運動性出力（集合活動電位）を、ガラス吸引
電極で記録する。迷走神経または脊髄神経の断端に吸引電極を取り付け、集合活動電位の波形を
モニターする。 
 
（３）鶏胚における解析 
①鶏胚における脱分極波に対するニコチンの作用の解析 
 脱分極波に対するニコチンの作用と濃度依存性を解析するために、摘出中枢神経系標本を用
いて、脱分極波に伴って生じる集合活動電位をモニターしながら、nicotine 液の灌流による応
答を記録する。濃度条件を変えて測定を行い、得られた結果から、ニコチンの脱分極波に対する
作用の同定と、②で用いる卵内投与量の算出を行う。 
②ニコチンの in ovo投与による鶏胚神経系の発生への影響の解明 
 脱分極波の発現時期である孵卵 4～8 日の鶏胚卵殻に穴を開け、nicotine 液を卵内に投与す
る。脱分極波に伴って生じる鶏胚の embryonic motility（卵内で見られる全身を折りたたむよ
うな胚の自発運動）を指標にして、nicotine液の有効濃度を確認する。Nicotine液を投与後、
卵殻の穴をテープで密封し、孵卵を継続する。同作業を、継続して 1回／1日これを行う。孵卵
8日目（機能的シナプス形成期）に鶏胚を取り出し、脱分極波の阻害によってどのような機能的
異常が生じるのかを調べる。具体的には、これまでに bicuculline/strychnine混合液を用いて
実験を行ってきた迷走神経回路網（文献６）を解析対象とし、迷走神経刺激によって感覚核に生
じるシナプス後電位を光学的に測定して、脱分極波を阻害した鶏胚とコントロールの鶏胚での
比較検討を行う。 
 
（４）哺乳類における解析 



①マウス胚、ラット胚における脱分極波に対するニコチンの作用の解析 
 （３）①の鶏胚で同定した脱分極波に対するニコチンの作用が、哺乳類でも同様に見られるか
を解析する。（３）①で同定した実験条件を目安に、脱分極波に伴う集合活動電位をモニターし
ながら、マウス胚・ラット胚摘出中枢神経標本における nicotine の作用を解析する。 
②妊娠マウス母体のニコチン摂取による胎仔神経系の発生への影響の解明 
 妊娠マウスの母体にニコチンを投与し、（３）②の鶏胚実験で同定した embryo 神経系の発生異
常が、哺乳類 in situで見られるかどうかを検証する。マウス母体へのニコチン投与法について
は、Paulyらによる経口投与法（文献７、８）に倣い、妊娠 3 日目〜実験日まで nicotine水の
経口投与を行う。妊娠 14 日目（機能的シナプス形成期）に胎仔を取り出し、摘出中枢神経系標
本を作成し、（３）②の鶏胚で同定した異常が、種を超えて普遍的にみられるかどうかを検証す
る。 
 
４．研究成果 
（１）鶏胚における脱分極波に対するニコチンの作用の解析 
 脱分極波に対するニコチンの作用を解析するために、鶏胚摘出中枢神経系標本を用いて、
nicotine 液の灌流による影響を解析した。自発性脱分極波に伴う神経活動は、迷走神経の断端
をガラス吸引電極で吸引し、集合活動電位として記録した。脱分極波にともなうシグナルはスパ
イク状を呈し、このシグナル１つ 1つをバースト（burst）と名づけた。通常 Ringer液中では、
連続したバースト（burst）から成るエピソード（episode）と呼ばれる現象が、数分に 1回の頻
度で出現した。nicotine（10μM）液を灌流すると、投与直後にバーストが連続して出現したが、
その後バーストは抑制されることが明らかとなった。これらの結果から、nicotine は一過性の
興奮作用（脱分極波の一過性の増大）とそれに続く抑制作用（脱分極波のブロック）の二重作用
をもつこと、脱分極波に対するメインの効果は抑制であることが明らかとなった。脱分極波の一
過性の増大とブロックは、nicotine がアセチルコリン受容体に結合し、神経活動が一過性に増
強されたあと、受容体の脱感作が生じたことによるものと推測される。 
 
（２）マウス胚、ラット胚における脱分極波に対するニコチンの作用の解析 
妊娠 11〜14 日（E11〜E14）のマウス胚から摘出した中枢神経系標本において、自発性脱分極波
に伴う迷走神経集合活動電位を測定した。通常 ACSF 液中では、1 つもしくは連続したバースト
（burst）から成るエピソード（episode）が、数分に 1回の頻度で出現した。この活動は、E11
〜E13 の時期にはニコチン性アセチルコリン受容体に依存しており、特に non-α7-type の受容
体が関与していることが明らかとなった。nicotine（10μM）液を灌流すると、投与直後にバー
ストが連続して出現したが、その後バーストは消失した。E13のラット胚でニコチンを投与した
実験でも、マウス胚と同様の結果が得られた。これらの結果から、鶏胚で同定した脱分極波に対
するニコチンの二重作用が、哺乳類でも見られることが明らかとなった。鶏胚と哺乳類胚とでは、
外液からニコチンを除去した後の自発活動の回復（recovery）過程に差が見られ、マウス胚、ラ
ット胚の方が、より非可逆的に抑制された。 
 
（３）ニコチンの in ovo投与による鶏胚神経系の発生への影響の解明 
 脱分極波に伴って生じる鶏胚の embryonic motilityを指標にして、脱分極波をブロックする
のに必要な nicotine の in ovo投与量を算定し、最終的な投与量を nicotine 5mM 液 100 µL/日
とした。孵卵 4～7日の卵殻に穴を開け、一日一回 nicotine液を投与した後、卵殻の穴をテープ
で密封し、孵卵を継続した。孵卵 8日目（機能的シナプス形成期）に鶏胚を取り出し、迷走神経
感覚核におけるシナプス回路網形成への影響について解析した。一次感覚核である孤束核にお
いて、迷走神経刺激によって誘発されるシナプス後電位を光学的に測定し、その大きさと空間的
な広がりについて比較したところ、コントロール標本と nicotine を in ovo 投与した標本との
間に、明らかな違いは見られなかった。一方、孤束核からの二次投射を受ける傍腕核において同
様の測定を行ったところ、傍腕核におけるシナプス後電位の応答は、nicotine を in ovo投与し
た標本で著明に減弱することがわかった。これらの結果から、in ovo鶏胚の nicotine への暴露
は、脳幹内におけるシナプス回路網の機能的発生、特に高次感覚核におけるシナプス伝達機能の
発生を阻害することが明らかとなった。 
 
（４）妊娠マウス母体のニコチン摂取による胎仔神経系の発生への影響の解明 
In ovo鶏胚の実験でシナプス機能の発生異常がみられた傍腕核をターゲットとし、哺乳類でも
同様の異常がみられるかどうかを検証した。妊娠 3-14 日（E3-E14）に、母体に 0.2% nicotine
含有 2% saccharin水の経口投与を行ったところ、胎児死亡・胎児発育不全を引きおこしたため、
0.01% nicotine含有 2% saccharin水に変更して実験を行った。妊娠 14 日目に胎仔を摘出して、
脳幹-迷走神経標本を作成した。これまでに、6例のコントロールマウス（水道水投与）、7例の
2% saccharin水投与マウス、11例の 0.01% nicotine含有2% saccharin水投与マウスについて、
迷走神経刺激に対する傍腕核応答の光学的計測を行ったが、シナプス後電位が消失するような
劇的な影響は見られず、今後、統計解析を行うための症例数の増加や、nicotine 投与濃度の再
検討などを行う予定である。 
 



 本研究の成果により、妊娠中の喫煙がおよぼす胎児神経系への影響について、胎生期における
ニコチンへの暴露が脱分極波を抑制し、それに伴って脳幹内シナプス回路網の機能的発生が阻
害されるという、新たな病態メカニズムが提唱されるに至った。哺乳類胚を含めての種を超えた
普遍性については、今後のさらなる検証が必要と思われる。 
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