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研究成果の概要（和文）：発達障害は社会的に大きな問題であるにも拘らず、その発症機序には

未解明の部分が多い。本研究ではげっ歯類の母体外胎仔標本を用いて脳の神経回路の機能的発

達を評価することでこの問題に迫る。すなわち、母マウスと臍帯でつながった状態で摘出した

胎仔を用いて、胎仔に与えた感覚刺激の脳の機能的発達への影響を検討する。摘出胎仔標本に

改良を加えて用い、大脳皮質介在ニューロンの移動の記録を試み、長時間に亘って安定に記録

することに成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：The mechanisms that cause developmental disorders remain 

obscure despite its importance. In this study, we carried out live imaging of migrating 

cortical interneurons by using mouse embryos separated from their dams with the 

umbilical cord attached. We carried out imaging of migrating neurons in an attempt to 

evaluate the effect of environmental influence. 
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１．研究開始当初の背景 

近年自閉症、アスペルガー症候群、そして

その他の広汎性発達障害、学習障害、注意

欠陥多動性障害など様々な発達障害が注

目を集めている。出生前の原因としては受

精から胎児が形をなすまでの遺伝子の異

常と、胎児に感染症や薬物をはじめとする

負荷、すなわち環境要因によるものに分け

られる(McEwen, 2008)。周産期にかかる負

荷も原因となり得るが、近年我が国では、

新生児医療や遺伝子医学の進歩に伴い、出

生前疾患の比率が増加している。そのうち、

胎盤を通って胎児に影響が及ぶ薬物、細菌、

ウイルスなどについては研究が進んでい

るが、胎児が直接受ける感覚入力の影響に

ついてはほとんど不明であるそもそも神

経回路が未完成である胎児期の脳におい

てどの程度の信号伝達が起こっているの
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かさえ不明である。これはモデル動物を用

いた研究でも胎児脳の神経回路の機能的

成熟を確認する手段がないことに起因し

ている。 

本申請者らは最近マウス胎仔の母体外標

本を作製し、神経細胞の移動の in vivo 観

察に成功した。その際極めて興味深い現象

に遭遇した。すなわち胎生中期のマウスに

光が当たった際、マウスが光に応答するか

の如く手足を動かしたのである。このこと

は、この時期にすでに光に反応して手を動

かすために必要な一連の神経回路が機能し

はじめていることを示している。胎生期に

は神経細胞の一部は移動し続けているもの

の、神経回路の形成はある程度は進んでい

ることや、シナプス形成は妊娠早期の胎児

ですでにおこっている（Huttenlocher and 

de Courten, 1987）ことを考慮すると、神

経回路が機能している可能性は十分に考え

られる。いっぽう視覚系に見られるように、

生後発達期でさえ脳に強い刺激が加わると

そ の 影 響 は 長 期 間 に 亘 っ て 持 続 し

(Morishita and Hensch, 2008 等)、脳内に

永続的な変化をもたらす可能性が高い。し

たがって、胎児期の脳が自然刺激感受性を

有しているならば、その脳の発達への影響

は計り知れない。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究ではこのモデル系を用いて、

胎仔に直接与えた自然刺激に対する胎仔脳

の神経細胞の反応を計測することで、胎児

期における機能的神経回路の完成の程度を

明らかにするとともに、有効な刺激のスペ

クトラムを明らかにする。その結果に基づ

き、母体内の胎仔が受けた感覚入力が、そ

の後の脳の発達に及ぼす影響評価すること

の出来る系の開発を目指した（図 1）。 

         図１ 

 

３．研究の方法 

摘出胎仔標本 

記録をおこなう標本は、これまでに申請者ら

が神経細胞の移動の研究のために開発をし

てきたものに改良を加えて用いた。すなわち、

胎生14-16日目付近のマウス胎仔を、ウレタ

ン麻酔を施した母マウスの横腹を切開する

ことで取り出し、𦜝帯を介する母体との結合

を保ったまま、特殊な固定器具を用いて胎仔

を固定した。その後頭部の皮膚を切開した

（図2）。そして胎仔上方より顕微鏡のレン

ズ（水浸）を近づけ、観察を行った。顕微鏡

は２光子励起レーザー顕微鏡を用い、画像の

取得を行った。 

       図２ 

 

細胞の標識のため、観察の数日前に大脳基

底核隆起に電気穿孔法を用いて蛍光蛋白を

コードする遺伝子を導入した。コンストラ

ク ト と し て は pCAGGS-tdTomato 、
pCAGGS-EGFP、pCAGGS-GalT-EGFP、 
pCAGGS-GAP-tdTomato 、
pCAGGS-PACT-mKO1 を用いた。 

 移動の記録は最長１０時間に及んだが、
その間 GABA 作動性ニューロンは安定し
た移動速度を保った。記録中は体温、心
拍、脳表面の血流のモニターを行い、安
定に推移することを確認した。 

 画像の取得は８分おきに行った。動物
の微妙な動きによる画像のずれを補償す
るために、神経細胞の向き（先導突起の
向き）と見かけの動きが一致しない結果
が得られた場合は補正を行った。 

 

４．研究成果 

外界からの影響の評価のためには、細胞移動

の安定な記録が不可欠である。そこで本研究

では、これまでに申請者らが神経細胞の移動

の研究のために開発をしてきた摘出胎仔標本

に改良を加えて用いた。予め子宮内電気穿孔

法で標識をしておいた、大脳皮質GABA作動

性ニューロンの移動の記録を試み、長時間に

 

 



 

 

亘って安定に、また高解像度で記録すること

に成功した。記録できた介在ニューロンは大

脳皮質辺縁層接線面において全方向に移動し

ていることを確認することができた(Tanaka 

et ., 2003;2006)。これはこれまでの我々の

in vitroの実験の結果と一致するものである

。更に我々は摘出胎仔標本におけるGABA 

作動性ニューロンの移動のモードの詳細な

解析を進めた。そのため、２光子励起顕微

鏡を用い、pCAGGS-GAP-tdTomatoと

pCAGGS-nls-EGFPを大脳基底核隆起に同

時に導入することで、神経細胞の詳細な形

態と細胞核との同時イメージングをおこな

った。また、一部の細胞では

pCAGGS-GalT-EGFPを用いて細胞体と

Golgi体の同時イメージングも進めた。 

 その結果、胎仔の辺縁帯を勢いよく動き
まわるGABA作動性ニューロンの移動を明
瞭に捉えることに成功した（図３）。また。
細胞体の動きとゴルジ体の動きを同時に捉
えることもできた（図3, 白点）。解析の結
果、ゴルジ体が先に動き、それを追うよう
に細胞体が前進するというこれまでの考え
とは異なり、両者が協調して動く様子が頻
繁に観察された。 

 実験ではE16.5の胎仔をゲルで包埋した状

態で観察をおこなったが、顕微鏡観察する際

に、水銀ランプを用いて光を照射すると（青

色を通すフィルター使用）、頭部が動くこと

が確認された。このことは、開眼していない

にもかかわらず、胎仔が何らかの機構を介し

て光に反応する様子を本実験系で捉えること

できることを示している。しかしながら、残

念ながら現時点では光照射を初めとする間隔

刺激と細胞移動に関して明確な因果関係を見

いだすことは出来ていない。これは実際に光

刺激の影響が内という可能性も考えられるが

、様々な理由が考えられるが、サンプル数が

少ないためにデータのばらつきが残っており

、変換を検出出来ていない可能性もある。今

後はサンプルを増やすと共に更なる改良と検

討が必要である。 
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