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研究成果の概要（和文）：母体低栄養モデル（摂餌-30%）を妊娠10.5-18.5日に行い、胎生期低栄養マウスモデ
ルを作成した。GAD67ヘテロマウスへの低栄養負荷ではACTH、CORT値はヘテロ仔でのみ有意に上昇し、胎仔では
母体と逆のGAD67‐低栄養相互作用が認められた。塩分調節因子のWNK3ノックアウトモデル静止膜電位が深く、
膜抵抗減少、発火閾値上昇、発火間膜電位上昇により、連続発火など神経興奮性が低下していた。行動異常とパ
ルブアルブミン陽性GABA細胞発生異常を呈するGAD67ヘテロ欠損と母体拘束ストレス負荷の交互作用モデルでは
神経細胞の発生と移動に関連する遺伝子のメチル化が亢進していた。

研究成果の概要（英文）：We have developed maternal undernutrition model, in which interaction with 
fetal GAD67 deficiency (GAD67+/GFP) was observed. That was, in contrast to dams, ACTH and CORT 
increments were significant in heterozygotes. Since WNK3 kinases is an essential element in the 
signaling cascade regulating Cl－ concentrations after salt intake, we have used a WNK3 KO mice and 
examined membrane properties. Loss of WNK3 activity significantly reduced neuronal excitability, as 
evidenced by hyperpolarized resting membrane potential, decreases in input resistance and membrane 
time constant, and a resulting increase in the threshold current for action potential generation. We
 examined GAD67+/GFP pups underwent prenatal stress, which showed impaired neurogenesis of 
parvalbumin-positive GABAergic neurons as well as behavioral abnormality. We found multiple genes 
related to neurogenesis and/or neural migration were either hyper-methylated or hypo-methylated in 
GAD67+/GFP underwent prenatal stress.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

母親の胎内で胎児の脳は形態学的発達の
大部分を終えている。脳の発生は遺伝的プロ
グラミングによるが、発達期の脳はダイナミ
ックに環境の影響をうけ、自閉症スペクトラ
ム障害や、統合失調症などの、脳の発達障害
が基盤にあると考えられる疾患の発症には、
そのような遺伝－環境交互作用がべースに
あると認識されつつある（Mittal et al., 

Schizophr Bull 2008）。つまり、環境因子は遺
伝子発現を修飾、あるいはその異常を増幅し、
病態形成に影響すると考えられる。これらの
疾患と胎児期に受ける様々なストレス（母親
の精神的ストレスや感染、栄養不良、薬物な
どの身体的ストレス）の関係は多くのエビデ
ンスで証明されている（Khashan et al., Arch 

Gen Psychiatry 2008）。一方で、抑制性ニュー
ロンとその神経伝達物質である GABA

（γ-amino butyric acid）の異常についても多く
の疫学的・病理学的証拠がある（Lewis et al., 

Nat RevNeurosci 2005；Lisman et al., Trends 

Neurosci 2008）。では、母体ストレスが胎児の
GABA システムに影響を与えるのであろう
か？残念ながら、この両因子の因果関係につ
いては知られていない。 

申請者は産婦人科医としてスタートし、そ
の後神経生理学の道に進んだ経緯から、神経
発達、特に胎児期の脳発達に興味を持ち、こ
れまで GABA が胎仔脳でみせる多様な働き
「マルチモーダル GABA 作用」と、その根
底にある「Cl-ホメオダイナミクス」の先駆者
となったが、最近、母体ストレスによって胎
仔の GABA ニューロンの移動や発生がかな
り特異的に影響を受けることを見出した。で
は、どのようにして母体ストレスと胎仔側遺
伝因子が Cl-ホメオダイナミクスとマルチモ
ーダル GABA 作用に影響し、神経発達障害
を誘発するのか？これを生物学的・神経科学
的に追及し明らかにすることは、予防的見地
からも胎児医学にとって重要なことと考え、
本課題を着想した。 

２．研究の目的 

脳の形成・発達は神経発生・移動・シナプ
ス形成の段階を経るが、これらの諸段階で遺
伝的因子と環境的因子の交互作用により正
常発達からの逸脱が生じうる。母体ストレス
によっておこる胎児の脳発達への影響は、動
物モデルにおいても臨床例での疫学的・病理
学的研究によっても、かなりの部分で抑制性 

（GABA）ニューロンへの影響を介するもの
であることが明らかになってきた。しかし、
胎児期においてどのようなメカニズムでス
トレスが抑制ニューロン・システムに影響す
るか、まだわかっていない。胎内で起こる 

脳発達障害の原因に、申請者がパイオニアで
ある発達期特有の Cl-ホメオダイナミクスと
マルチモーダルな GABA 作用への影響があ
ることを、拘束、低栄養、高塩分食などの母
体ストレスと遺伝子改変動物 (Gad1, Taut, 

Wnk3、Crh)を用いて実証する。 

３．研究の方法 

母体拘束ストレスモデルはすでに確立し
ている。母体低栄養モデル（－30％）、母体
高食塩食モデル（4％ wt/wt）を作成し、胎仔
遺伝子欠損モデルは GAD67（Gad1）-GFP 

knock-in、タウリントランスポーター（Taut）
KO、Wnk3 KO、CRH(Crh) -Venus knock-in マ
ウス胎仔を用い、母体への上記のストレス負
荷を行う。これら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 

やタウリンの放出と分布、トニック GABA

（タウリン）電流、[Cl-]i、[Ca2+]i 振動、WNK、 

KCC2、NKCC1 のリン酸化、などへの影響を
環境－遺伝子交互作用の観点で検討する。ま
た、脳特異的 DNA メチル化領域の解析によ
り脳の発達、および GABA 作用のモーダル
シフトに伴うエピジェネティックな遺伝子
発現制御機構の同定と、それらの異常の解析
を行う。以上から、母体‐胎仔間の情報伝達因
子の同定とそのメカニズムを明らかにする。 

４．研究成果 

(1)母体低栄養モデルの作製：母獣の摂餌制限

（-30%）を妊娠10.5-18.5日に行い、胎生期低

栄養マウスモデルを作成した。胎生18.5日で

も野生型でも出生体重が有意に低下した。 

(2)母体高食塩食モデルの作製：母獣の摂餌中

塩分（0.9% wt/wt）を妊娠10.5-19.5日に4% 

wt/wtに増加させたモデルを作製した。さらに

WNK3ノックアウトモデルを用いて母体塩分

負荷モデルを作製した。 

(3)GAD67ヘテロ欠損と母体拘束ストレス負

荷の交互作用：母体拘束ストレス（妊娠15日

目から1回45分の拘束ストレスと光ストレス

を毎日3回3日間）はGABA合成酵素のGAD67

ヘテロ欠損（GAD67+/GFP）仔の内側線条体原

基での（生後にparvalbumin陽性となる）GABA

細胞の発生を選択的に障害した。そこで、母

体拘束ストレスを野生型母マウスに与え、同

腹のGAD67+/+仔でBrdUによる細胞発生のア

ッセイを行ったところ、発生障害は見られな

かった。従って、母体ストレス（環境要因）

とGAD67ヘテロ欠損（遺伝要因）が重複して

初めて、内側線条体原基でのGABA細胞の発

生が阻害されることが証明された。 

(4)GAD67-GFP knock-in マウスへの低栄養負

荷：母獣の摂餌制限（-30%）を妊娠 10.5－18.5

日に行った胎生期低栄養モデルで、GAD67

遺伝子型‐低栄養の相互作用を野生型母体

と GAD67 ヘテロ母体の低栄養モデル各々に
関して、野生型胎仔と GAD67 ヘテロ胎仔を
用い母仔双方で検討した。母体血中コルチコ

ステロン（CORT）濃度は、栄養制限によっ
て野生型でのみ有意に上昇し、GABA が CRH

分泌増加に働く可能性が示唆された。母体

CORT の影響を排するためヘテロ母体由来の



胎仔で検討した結果、ACTH、CORT 値はヘ

テロ仔でのみ有意に上昇し、胎仔では母体と
逆の GAD67‐低栄養相互作用が認められた。 

(5)Wnk3 KO マウスの大脳皮質神経細胞の電

気 生 理 学 的 解 析 ：
WNK-SPAK/OSR1-NKCC1/KCC2 のリン酸化
カスケードは Cl ホメオスタシスを変化させ

GABA 作動性抑制のトーンを変化させるの
で、Wnk3 KO マウスの神経細胞の全般的な電
気生理学的特性の変化を解析した。静止膜電

位が深く、膜抵抗減少、発火閾値上昇、発火
間膜電位上昇により、連続発火など神経興奮
性が低下していた。また抑制性シナプス活動

が興奮性シナプス活動に比べ上昇していた。 

(6)食餌塩分量の変化WNK-SPAK/OSR1- 

NKCC1/KCC2のリン酸化カスケードが素早く

応答する。視床下部はKCC2が最も早く胎生期

から発現するので、WNK1-SPAK/OSR1が下流

のKCC2のリン酸化を介して、どのようにCl-

ホメオスタシスを制御し、高食塩食や低栄養

時のGABA作用を変化させ交互作用や神経発

達に影響するのかを、KCC2のリン酸化部位特

異的に変異を導入し持続的にKCC2のリン酸

化状態を疑似できる変異マウスをKahle (Yale

大) との共同研究で入手し検討した結果、神

経機能発達に異常が見られた。 

(7)GAD67 ヘテロ欠損母体ストレスモデル胎
仔脳の網羅的 DNA メチル化解析：RRBS法で

のパイロットスタディの結果、GABA 細胞の発
生・移動・シナプス可塑性に関連する遺伝子の
メチル化が亢進していた。28 年度は再現性を確

認する実験を再度行った。メチル化が亢進して
いた遺伝子の発現が実際に変化しているか確
認するための実験をさらに行い、マイクロアレイ

法により解析した。GABA 作動性微小シナプス
後電流をパッチクランプで解析したところ頻度が
有意に減少していた。 

(8)KCC2 の WNK-SPAK-OSR１によるリン
酸化部位に変異を導入したマウス胎仔脳の
神経細胞の発生・移動・神経機能の解析：EdU

による細胞分裂アッセイで導入当日に発生
した細胞（EdU 陽性）の発生／移動を解析し
た。海馬、中隔核、大脳皮質、視床下部で細

胞分布・数に異常が見られたが、２光子顕微
鏡で観察したシナプススパイン形成は正常
であった。 

(9)タウリントランスポーターKOマウスの大
脳皮質神経細胞の電気生理学的解析：タウリ
ンは WNK-SPAK/OSR1-NKCC/KCC のリン

酸化カスケードを活性化する。タウリンは低
栄養で減少し、塩分や細胞容積の調節と関係
する。タウリントランスポーターKO で細胞

内タウリンが減少した状態での大脳皮質神
経細胞では GABA作動性微小シナプス後電流
の振幅と頻度が減少していたが、受容体の感

度は正常であった。また、網羅的リン酸化ア
ッセイで解析したところ pSTAT3 と AKT に
大きなリン酸化の変化があった。 

(10) 27 年度に見出した所見の検討：母体では
GABA が CRH 分泌増加に働く可能性が示唆
されたので、正中隆起への CRH ニューロン
軸索終末への GABA の投射が弓状核から出
ていることを発見した。２光子顕微鏡による
Ca イメージングの結果 GABA 作用が興奮性
と判断した。しかし、胎仔ではこの系の発達
がまだないことも示唆された。 
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