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研究成果の概要（和文）： 

麻酔薬等に用いられる GABAA 受容体作動薬への胎児期曝露は時に器質的変化を伴う脳機能障
害を引き起こす。本研究の結果、GABAA受容体作動薬への曝露により、神経上皮細胞からラジア
ルグリアへの変化、神経前駆細胞が生み出す細胞種などが影響を受けることが明らかになった。
これらが GABAA 受容体標的薬の催奇性の基礎となる可能性が示唆された。また、マウス発生初
期には GABAA 受容体のリガンドとしてタウリンが主に機能していることも明らかになり、この
GABA が少ない発生時期には大脳新皮質は GABAA受容体作動薬への感受性がより強い可能性が示
唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
   Fetal exposure to GABAA receptor agonists, which are used as anesthetic drugs etc., 
often causes the malformation of brain tissues and the impairment of brain function. 
The results of this study showed that fetal exposure to GABAA receptor agonists 
influence the transition from neuroepithelial cells to radial glia and the subtypes 
of neurons that the neural progenitors produce, suggesting that these effects 
underlie the functions of GABAA receptor-acting substances as teratogens for the 
central nervous system. Our results also showed that taurine might function as a 
principal ligand for GABAA receptors in the early phase of neocortical development, 
implying that the developing neocortices are more sensitive to GABAA receptor 
agonists at these stages when GABA is much less than taurine in the developing 
neocortices. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）GABAA受容体標的薬は麻酔薬、抗痙攣薬
等に用いられるが、中枢神経系に対する催奇
形をもつことが動物実験で明らかにされて
いる。ヒトにおいても 4歳以下の幼少期の麻

酔曝露と学習障害の関係が出生コホート研
究の結果示唆されている。ただし、胎児期に
おける GABAA 受容体標的薬への曝露がどのよ
うな機序で中枢神経系の発生を阻害、攪乱す
るかは不明であった。 
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（２）中枢神経系を構成する殆どの細胞は神
経上皮細胞とそれから派生する神経幹細胞
（神経前駆細胞）が増殖、分化し生じる。中
枢神経系の催奇性は神経前駆細胞の増殖や
分化、また神経前駆細胞から分化した神経細
胞の移動などへの薬剤の影響と考えられる。 
 
（３）研究代表者はエタノール（GABAA受容体
に対し亢進作用を持つ）及び GABAA 受容体作
動薬であるフェノバルビタールへの曝露が
大脳新皮質発生初期に神経前駆細胞に異常
な細胞分裂方向を誘導することを示した
（Tochitani et al., 2010)。この結果は一
つに、中枢神経系発生初期に神経前駆細胞で
GABAA受容体標的薬が発現し、機能を持ってい
ることを示唆した。また、この結果は GABAA

受容体標的薬が神経前駆細胞の形質制御を
撹乱し、その結果として中枢神経系に対する
催奇形性を呈することを示唆した。 
 
（４）神経前駆細胞や幼若な神経細胞におい
てこれまで知られる GABAA受容体のシグナル
伝達様式としては、GABAA受容体刺激による細
胞膜の脱分極が起こり、膜電位感受性のカル
シウムチャンネルを介し、細胞内へカルシウ
ムが流入し、様々なカルシウム依存性タンパ
ク質が活性化されるというシグナル伝達様
式が知られる。このシグナル伝達様式がGABAA

受容体の催奇形性と関係があるかは不明で
あった。 
 
 
２．研究の目的 
次の３つの目的を設定し、研究を進めた。 
（１）GABAA受容体への胎児期曝露がどのよう
な組織の器質的変化につながるかを明らか
にする。 
 
（２）GABAA受容体の催奇形性に対する感受性
期を明らかにする。 
 
（３）GABAA受容体が神経前駆細胞へ作用する
分子機構（シグナル伝達機構）を明らかにす
る。 
 
 
３．研究の方法 
（１）次の３つの観点から GABAA受容体標的
薬への曝露が神経前駆細胞の性質制御にど
のような影響を与えるか、その結果としてど
のような器質的変化が生じる可能性がある
かを検討した。 
 
①神経前駆細胞には 2種類あり、脳室帯を形
成する神経前駆細胞である apical 
progenitor (AP, Pax6 陽性)と basal 

progenitor (BP, Tbr2 陽性)が知られる。BP
は AP より一過的に派生することが分かって
いる（Haydar et al., 2005 など）。これらの
神経前駆細胞に対するマーカーを用いて、AP
からBPへの分化がGABAA受容体標的薬への胎
児期曝露に影響を受けるかを検討した。また、
BP へ変化した細胞は既に神経細胞への分化
が運命づけられていることが分かっている
（Miyata et al., 2010）。そこで、幼若な神
経細胞のマーカーである Doublecortin 抗体
を用いて神経細胞への分化が影響を与える
かを検討した。 
 
②脳室帯を構成する神経前駆細胞は神経上
皮細胞からラジアルグリアへ変化する。ラジ
アルグリアのマーカーである BLBP に対する
抗体を用いて、GABAA受容体標的薬への曝露が
神経上皮細胞からラジアルグリアへの変化
に影響するかを検討した。 
 
③大脳新皮質神経前駆細胞はまず将来大脳
新皮質 6層の内の深層となる神経細胞を生み
出し、発生が進むと表層となる神経細胞を生
みだすことが知られる（Okano and Temple, 
2009）。深層神経細胞のマーカーである Tbr1
に対する抗体、表層神経細胞のマーカーであ
る Satb2 に対する抗体を用い、GABAA受容体標
的薬への曝露が神経前駆細胞より生みださ
れる神経細胞種に影響を与えるかを検討す
る。 
 
（２）GABAA受容体のリガンドには GABA と
Taurine がある。マウス発生期大脳新皮質に
おいて、以前の免疫組織化学的解析の結果、
GABA は主に、胎生期 13－14 日目から明瞭な
シグナルが観察されたのに対し、タウリンは
胎生 10日目から存在が確認できた。そこで、
大脳新皮質の発生初期にはタウリンが GABAA

受容体の主要なリガンドではないかという
仮説を立て、この仮説を検討するため、胎生
10－13日目にD-CSA阻害剤を投与しその影響
を組織学的に調べた。また高速液体クロマト
グラフィーを用いて、発生期終脳における
GABA 及びタウリンの濃度を測定した。 
 
（３）これまでラット大脳新皮質に対する
Ca2+イメージングの結果、胎生 16 日以降に
GABAA受容体刺激により細胞膜の脱分極と細
胞内 Ca2+濃度の上昇が生じることが分かっ
ている（LoTurco et al., 1995）。ただし、
マウス大脳新皮質において GABAA受容体刺激
がいつの時期から細胞内カルシウムの上昇
をもたらすかは明らかではない。そこで、胎
生 11 日目以降の各発生段階にあるマウス大
脳新皮質の急性スライスに対するカルシウ
ムイメージングを行った。 
 



 

 

 
４．研究成果 
（１）GABAA受容体標的薬曝露により大脳新皮
質に次のような組織学的変化が観察された。 
 
①胎生10－11日目にGABAAアゴニストである
phenobarbital もしくは pentobarbital に曝
露された大脳新皮質においては胎生 12 日目
に Tbr2 陽性 BP 細胞の割合が増し、
Doublecortin 陽性の幼若神経細胞により構
成される神経細胞の層の厚みが増していた。
ただし、GABAAアゴニストに胎生 10－13 日目
の期間曝露された大脳新皮質を胎生 14 日目
に解析を行うと、対照群に比して Tbr2 陽性
細胞の割合は少なくなり、Doublecortin 陽性
神経細胞層の厚みも減少していた。これらの
結果は GABAA 受容体アゴニストへの胎児期曝
露が一過的に APから BPへの神経前駆細胞の
変化と神経前駆細胞から神経細胞への分化
を促進することを示した。GABAAアンタゴニス
ト投与群においてはいずれの投与期間にお
い て も Tbr2 陽 性 BP 細 胞 の 割 合 、
Doublecortin 陽性神経細胞層の厚みは減少
していた。以上の結果により GABAA 受容体が
神経前駆細胞の分化のタイミングの調節に
何らかの形で関わること、神経細胞への分化
のタイミングが攪乱されることが催奇形性
の基礎となる可能性が示唆された。 
 
②胎生 10－11 日目、GABAAアゴニストである
phenobarbital もしくは pentobarbital に曝
露された大脳新皮質においては胎生 12 日目
にラジアルグリアマーカーである BLBP 抗体
染色のシグナルが対照群に比して強く観察
さ れ 、 GABAA ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る
picrotoxin, pentlyenetetrazole投与群にお
いては BLBP シグナルは対照群に比して弱く
観察された。胎生 10－11 日目に GABAAアゴニ
ストもしくは GABAA アンタゴニストに曝露さ
れた大脳新皮質より培養した神経前駆細胞
に対し BLBP 染色を行うと上記の組織染色の
結果と一致し、アゴニスト投与群では BLBP
陽性神経前駆細胞の割合が大きくなり、アン
タゴニスト投与群においては BLBP 陽性神経
前駆細胞の割合は小さくなった。これらの結
果は、GABAA受容体が神経上皮細胞から BP へ
の移行に関与することを示唆する。このこと
はまた①と同じく神経細胞への分化のタイ
ミングが攪乱されることが催奇形性の基礎
となる可能性が示唆された 
 
③胎生 10－12 日目、GABAAアゴニストである
phenobarbital もしくは pentobarbital に曝
露された大脳新皮質においては胎生 13 日目
に表層細胞のマーカーである Satb2陽性細胞
の皮質板における割合が対照群に比して高
く、深層細胞のマーカーである Tbr1 陽性細

胞の皮質板における割合は低く観察された。
GABAA アンタゴニストである picrotoxin, 
pentlyenetetrazole 投与群においては逆に
Satb2 陽性細胞の皮質板における割合が対照
群に比して低く、深層細胞のマーカーである
Tbr1 陽性細胞の皮質板における割合は高く
観察された。これらの結果は GABAA 受容体標
的薬への曝露が神経前駆細胞の生みだす細
胞種へ影響を与えることを示唆する。またこ
のことは GABAA受容体の催奇形性の基礎の一
つに大脳新皮質の層を構成する細胞種の変
化、6 層の構造に関する変化があることを示
唆する。 
 
（２）マウス胎生 10－13 日目にタウリン合
成阻害剤である D－CSA を投与し（胎生 13 日
目は午前のみ）、胎生 13 日目に胚大脳新皮質
を固定して組織学的解析を行った。その結果、
Tbr2 陽 性 BP 細 胞 の 割 合 の 減 少 や
Doublecortin 陽性細胞層の厚みの減少、Sab2
陽性神経前駆細胞の減少、Tbr1 陽性神経細胞
の増加が観察された。これらの表現型はGABAA

受容体アンタゴニストに曝露された大脳新
皮質において観察されたものに類似してい
た。組織学的解析においても GABA は胎生 13
－14 日目以降に明瞭に観察されるようにな
るのに対し、タウリンは胎生 10 日目から観
察されることが明らかになり、また高速液体
クロマトグラフィーによる両アミノ酸の胎
生 13 日目大脳新皮質における定量結果は
GABA とタウリンがモル比で１：５００である
ことを示した。以上結果は、大脳新皮質発生
初期には GABAA 受容体のリガンドとして主に
タウリンが機能する可能性を示唆した。大脳
新皮質発生の後期になるとタウリンも GABA
も共に豊富に存在するようになる。タウリン
が主な GABAA 受容体のリガンドである時期
（マウスでは胎生 12日目以前の GABA がタウ
リンに比べてごく少ない時期）には特にGABAA

受容体アゴニストへの感受性が高い可能性
を示唆する。 
 
（３）様々な発生時期のマウス胚より大脳新
皮質の急性スライスを作成し、カルシウムイ
メージングを行った。その結果、胎生 13 日
目において GABA 刺激により明白なカルシウ
ム濃度の上昇が観察されることが明らかに
なった。このことは胎生 12 日以前において
GABAA 標的薬に神経前駆細胞が曝露された場
合、細胞膜の脱分極と細胞内カルシウムの上
昇というこれまで幼若細胞における GABAA 受
容体のシグナル伝達様式として良く知られ
ているものが、GABAA受容体が関与する神経前
駆細胞の性質変化制御の分子機構として常
には当てはまらないこと、何らかの未知のシ
グナル伝達様式が存在する可能性が示唆さ
れた。 
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