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研究成果の概要（和文）：母体への環境的ストレスが胎仔脳の GABA システムをどのように撹

乱し、正常な脳の発達にどのような影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした。胎仔

大脳新皮質における皮質板細胞（将来の錐体細胞：グルタミン酸作動性興奮性細胞）の発生と

移動は母体ストレスによる影響を全く受けなかった。しかし、胎仔の内側基底核原基における

GABA 細胞の前駆細胞の発生のみが特異的に障害されていた。 

 

研究成果の概要（英文）：The maternal stress perturbed fetal GABAergic system specifically but not 

principal neuronal system. These results indicate that an abnormality in GABA system could interact 

with environmental risk factors of psychiatric disorders. Since GABA is important for the development 

as well as the normal function of the brain, present results show a novel concept that the interaction of 

stress hormone and GABA system may underlie psychiatric disorders. 
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１． 研究開始当初の背景 

神経細胞膜の Cl-トランスポーターには細
胞 外 へ Cl- を 運 ぶ 排 出 型 （ K+-Cl- 

cotransporter, KCC2）と、逆に細胞内に Cl-

を運ぶ取込型（Na+,K+-2Cl- cotransporter, 

NKCC1）が存在し、[Cl-]i を調節している。
Cl-ホメオスタシスはこの KCC2 と NKCC1 

のバランスの上に成り立ち、神経回路の機能
を 発 達 や 病 態 に 応 じ て 制 御 し て い る
（ Kriegstein, Nat Rev Neurosci 2002; 

Ben-Ari, Nat Rev Neurosci 2002;Kaila, 

Prog Brain Res 2007; Fukuda, Nat Med 

2005）。たとえば、未熟な神経細胞は NKCC1 

のみで KCC2 を欠き非常に高い[Cl-]i 値で

GABA も興奮性に作用するが（ Rivera, 

Nature 1999; Poo, Cell2001; Staley, Nat 

Med 2005；Song, Nature 2005; Khazipov, 

Science 2006; Fukuda）、これは分化・移動・
シナプス形成に必須の神経回路形成期に普
遍的なメカニズムであると思われる。その後、
NKCC1 の減少と KCC2 の増加により[Cl-]i 

が低下し、GABA 応答も脱分極から過分極に
発達する（Fukuda, J Physiol 2004）。つまり、
脳は GABA 作動性神経をまず興奮性回路と
して構築しておき、あるタイミングでそれを
抑制性に変換（モーダルシフト）するという
合理的ストラテジーを持っていると考えら
れる。一方、大脳皮質のトニック GABAA 受
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容体作用は、成熟後ではシナプスからの
GABAspill-over による抑制であるが業績
10、シナプス形成前の胎生期のアゴニストは、
自己／傍分泌的に放出されたタウリンで、こ
れは細胞移動に関わる。また、ES 細胞が
KCC2 と GABAA 受容体、GABA 合成酵素
を有し、自己分泌的な作用で過分極を惹起し
て増殖を止める事実は驚きであったが
（Andäng et al., Nature 2008)、福田らは小
脳では逆に脱分極を惹起して顆粒細胞増殖
に作用することを既に発見していた。 

以上のような発達過程に特異的な GABA 

作用には、遺伝的要因に限らず後天的要因も
影響すると思われる。たとえば、胎児脳の発
達が著しい妊娠中後期における母体のウイ
ルス感染や低栄養などが、統合失調症発症の
環境因子として有力であるが（Takei et al., 

Lancet 1992）、これらは GABA ニューロン
の発達と成熟に重要な役割を持つ様々な分
子機構に影響を及ぼす（Nawa et al., Mol 

Psychiatry 2000）。さらに統合失調症では、
GABA 合成酵素 GAD67 や GABAA 受容体
サブユニットなどの遺伝子の変異も報告さ
れていて（Straub et al., Mol Psychiatry 

2007）、環境および遺伝両因子の相互作用が、
GABA システムの異常をもたらすと考えら
れている（Akbarian et al., Brain Res Rev 

2006）。そして、統合失調症の死後脳解析も
これを強く支持している（Lewis, Nat Rev 

Neurosci 2005)。母体ストレスは胎児の中枢
神経系の発達に影響を与え、成長後も統合失
調症をはじめとした種々の精神疾患のリス
クとなる（Weinstock, Prog Neurobiol 2001; 

King et al., J Psychiatry Neurosci 2005）。
動物実験でも、母体ストレスにより仔ラット
の認知学習機能が低下することが確認され 

ている。興味深いことに、このストレス脆弱
性 の 臨 界 期 （ Fumagalli et al., Prog 

Neurobiol 2007）は、基底核原基で発生した
GABA 細胞が tangential migration して大
脳皮質に入り、脳室帯で発生して皮質板を
radial migration してきた glutamate 細胞
と会合して大脳皮質を形成していく時期
（Rubenstein, Nat Rev Neurosci 2002）と
まさに一致する。こうした背景に加えて、こ
れまでの試行実験の結果から、福田のライフ
ワークである GABA システムの発達
（ ComprehensiveDevelopmental 

Neuroscience, ed. J Rubenstein and P 

Rakic, Elsevier; Chapter 10: 

Chloridehomeodynamics and GABA modal 

shifts during development or pathogenesis. 

執筆中）への母体ストレスの影響に着目した
のが本課題である。 

 

２．研究の目的 

神経伝達物質である GABA は、成熟脳では

GABAA 受容体を介した Cl-流入による膜電
位の過分極で抑制性に作用する。しかし、未
熟脳では Cl-トランスポーターの種類のちが
いにより細胞内 Cl-濃度（[Cl-]i）が高く維持
されており、逆に Cl-流出による脱分極を惹
起する。この GABA の未熟脳における生理作
用は多様で、興奮性シナプス伝達やシナプス
形成を担ったり、傍分泌作用による持続性脱
分極で神経細胞の発生や移動などの脳形成
にも関与する。最近我々は、母体由来のタウ
リンが胎仔脳の GABAA 受容体のアゴニスト
として作用し、皮質板細胞の移動に関わるこ
と、母体への拘束ストレスが胎仔大脳皮質の
GABA 細胞の発生を障害することなど、興味
深い知見を得た。これらを手がかりに、母体
への環境的ストレスが胎仔脳の GABA シス
テムをどのように撹乱し、正常な脳の発達に
どのような影響を与えるのかを明らかにす
ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

[Cl-]i 制御および母体の環境的ストレス
のモデルマウスを用い、Cl-ホメオスタシス
による GABA 作用の制御とその異常を解析す
る。まず、細胞新生・細胞移動・シナプス形
成への KCC2 と NKCC1によって制御された
[Cl-]i と GABA 作用の役割について、正常
GAD67-GFP knock-in マウス胎仔脳への
IUEP-shRNA 法や徐放性ポリマーによるブロ
ッカー投与を適用して、パッチクランプと
Ca2+や Cl-イメージング、GABA イメージング
を用いて解析を行う。さらに、これらが、タ
ウリン欠乏や母体拘束ストレスなどの環境
的ストレスによって、胎仔期にどのような影
響を受け、また、成長後もその影響がどのよ
うに残るのかを、行動、細胞組織、生理学的
神経回路機能で評価する。さらに、ストレス
脆弱性に対する GAD67 の遺伝的影響も検討
する。 
 
４．研究成果 

（１）胎仔大脳皮質の GABA システム発達過

程の解析： GABA の酵素反応法によるイメ

ージングで胎仔大脳皮質の細胞外 GABA の

空間的分布を解析した。GABA 放出部位は脳

室下帯／中間帯、辺縁帯、皮質板で多く、こ

れは、GABA 細胞の分布とよく一致しており、

細胞外 GABA は tangential 移動 GABA 細胞か

らの paracrine であることが示唆された。 

（２）Cl
-ホメオスタシス破綻モデルの作製： 

ラット子宮内胎仔の脳に、活性型変異 KCC2

遺伝子を IUEP 法で導入し[Cl
-
]i を強制的に低

下させたところ細胞移動は著しく抑制され、

細胞移動に高[Cl
-
]i が必須であることを証明

した。また、ラット NKCC1 の shRNA を作製

し IUEP を行った。マウスでは移動中の細胞
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の Ca
2+振動が部位により変化し、細胞外

GABA やタウリンの空間的分布との関連が

示唆された。 

（３）母体タウリン合成阻害による胎仔脳内

タウリン欠乏の胎仔 GABA システムへの影

響： D-システインスルフィン酸を、妊娠

13-15 日のマウス腹腔内に 24 時間毎に投与し

て母体のタウリンの合成を阻害すると胎仔

脳の細胞外タウリン量は 50％減少し、トニッ

ク GABAA 受容体作動性脱分極も減少した。

radial migrationはGAD67-GFP knock-inで促進

されたが、特にヘテロとホモで有意であった

ことから、GABA がタウリンと相補的に働く

可能性が示唆された。 

（４）母体拘束ストレスが胎仔脳 GABA シス

テムに与える影響： GAD67-GFP knock-in

野生型母体に妊娠 15 日目から 3 日間、毎日

45 分の拘束・光刺激ストレスを一日 3 回与え

た。ヘテロ型胎仔大脳皮質の GABA 含量に変

化はなかったが、GABA 細胞数は減少し、逆

に GABA 放出量は増加傾向であった。以上か

ら胎仔脳 GABA システムの変調が示唆され

た。 

（５）胎仔大脳皮質の GABA システム発達過

程の解析： 放出された GABA の酵素反応法

によるイメージングで、細胞外 GABA が辺縁

帯、中間帯下部－脳室下帯上部で多く、傍分

泌的に容積感受性陰イオンチャネルから放

出されることを証明した。 

（６）拘束ストレスとタウリン欠乏の相互作

用の評価： これまで報告されている母体ス

トレスによる出生仔の行動学的異常の背景

に、胎仔脳内のタウリン含量の変化による神

経回路の発達異常がある可能性がある。そこ

でまず、拘束ストレス時の胎仔脳内タウリン

含有量を HPLC 法を用いて検討した結果、有

意差はないが減少傾向はあった。今回の方法

では細胞内外の区別がつかず、環流法の必要

性が示された。タウリンは胎仔期には KCC2

蛋白のリン酸化を介して機能を抑制してい

るが、生後すみやかに抑制が解除されること

を証明した。これはタウリン含量の発達変化

と必ずしも矛盾しないが、その他の因子

（例：リン酸化酵素）の関与も示唆された。 

（７）遺伝的ストレス（GAD67 ヘテロ欠損）

の影響： 遺伝的要因（GAD67 ヘテロ欠損）

と環境的要因の相互作用については、野生型

のメスとヘテロ型の雄の交配に加えて、へテ

ロ型のメスと野生型のオスを交配して得ら

れる妊娠マウスを拘束ストレスにさらす実

験を行った。ストレスに対する応答（コルチ

コステロン量）を母仔双方で遺伝型で比較し

た結果、GAD67 ヘテロ欠損は母体においては

妊娠そのものもストレスとなっており、拘束

ストレスへの応答も上昇していた。ヘテロ欠

損母体の胎仔は野生型でも成長は有意に低

下した。野生型母胎におけるヘテロ欠損胎仔

のストレス脆弱性も野生型より高く、特に胎

盤のコルチコステロン不活化作用の低下が

示唆された。また、胎仔期ストレスによる

GABA 細胞減少は生後も持続していた。 

（８）母体ストレス暴露胎仔の成長後の行動

学的評価： 社会的行動評価：生後 8～12 週

齢マウスをストレスの有無と GAD67 の野生

型とヘテロで 4 群（各群 4-18 匹）に分けた。

2 匹ずつオープンフィールド内に置き、5 分

の観察時間内に見られた社会的行動に費や

す時間を測定し、社会的行動の障害を評価し

た。 

（９）母体ストレス暴露胎仔の成長後におけ

る脳の細胞・組織学的評価： ストレス暴露

時に BrdU を母体腹腔内投与しておき、生後

21 日齢になった時点で脳を灌流固定し、脳の

各部位の切片について GABA 細胞の分類に

用いられるマーカーの抗体を用いて免疫染

色し、錐体細胞および各種 GABA 細胞の分布

密度と細胞発生時期（ストレス暴露時期＝

BrdU 陽性）との相関を求めた。ストレス中

に発生した GABA 細胞数（GFP/BrdU 両陽

性）が内側前頭皮質で有意に減少していた。

さらにPV陽性GABA細胞（GFP/PV両陽性）

は、内側前頭皮質の全層、体性感覚皮質 III

層、海馬 CA1 で有意に減少し、対照的に PV

陰性 GABA 細胞（GFP 陽性/PV 陰性）は、

いずれの部位でも有意な減少を認めなかっ

た。 

（１０）母体ストレス暴露胎仔の成長後にお

ける脳の生理学的評価： 胎生期における細

胞発生の異常が、成長後の GABA 神経回路機

能に与える影響を解析した。シナプス外

GABAA 受容体を介するトニック抑制、小胞

性 GABA 放出による自発性および微小シナ

プス後電流を海馬 CA1 で記録したが、劇的

な差はなかった。したがって、例数を増やし

ての統計的解析と、入力路の電気刺激で誘発

されるシナプス後電流の解析が必要なこと

が明らかとなった。 
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