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要旨 

昨年までに研究班共通の化学物質であるバルプロ酸を用いて、生後の神

経回路発達の変化を伝達物質放出分布の変化として捉えることに成功し

た。この作用の機序を確認するために、化学構造の異なる各種のヒストン

脱アセチル化酵素阻害剤の生後神経回路発達に及ぼす効果を検討した。そ

の結果、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤は、神経発達の早期によって行

動や脳の高次機能に影響することを明らかにした。一方、有機スズ化合物

であるトリブチルスズは個体の行動に大きな影響現れるが神経構造への

影響は小さいことが示唆された。さらに、反応機序の異なる発達神経毒性

を有する有機リン系農薬であるクロルピリホスを追加して検討したとこ

ろ、バルプロ酸と同様の影響が表れることを確認した。以上の結果、小脳

の形態及び細胞機能の観察により、胎生期神経毒性を示す化学物質のスク

リーニングが可能であることを示唆した。                              
 
A. 研究目的 
 バルプロ酸(VPA)、スベロイルアニリドヒ

ドロキサム酸(SAHA)、MS-275 の３種のヒス

トン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害剤、およ

びトリブチルスズ(TBT)投与による神経回路

発達の変化を、発達期小脳を用いて検討する

ために、酵素を利用した測定法によって ATP
の放出変化を観察した。同時に免疫組織化学

的手法により、神経の形態的変化を観察した。

さらに個体の行動に及ぼす変化を確認する

ために、発達期個体の行動観察を行った。 
 
B. 研究方法 
  研究試料として発達期小脳を用いた（図

１）。2013 から 2014 年にかけて、自閉症の

特発脳部位が小脳であると報告されてきた。

本研究では、小脳で、VPA が神経発達の早期

化を引き起こすことが示唆され、また化学構

造の異なる HDAC 阻害剤、および異なる作

用機序で神経発達に影響すると考えられる

TBT を妊娠動物に投与し、その効果を観察し

た。妊娠16日のラットに、600㎎/㎏のVPA(経
口)、50mg/kg の SAHA(腹腔内)、4mg/kg の

MS-275(経口)、20mg/kg の TBT(経口)でそれ

ぞれ投与した。また、VPA と同様に自閉症の

誘発が考えられているクロルピリホス（CPF） 
10mg/kg を経口投与しその効果を観察した。 
 投与動物は、各投与動物の任意に選んだ 3
匹について、生後 4 日から 10 日にかけて、

温度維持した明環境下での３分間の自由行

動の観察を行った。 
 シナプス形成のシグナルとされる ATP の

放出量の変化を、酵素を用いた手法により測

定した。各投与動物から、生後 6 日から 12
日の小脳スライスを調整し、ATP 放出量を測

定した。 
 神経回路に対する影響を観察するために、

神経刺激に対するGABAの放出量の変化を，

生後７日から１８日にかけて観察した。 
 神経細胞の発達を免疫組織化学により観

察するために、各投与動物から生後 10 日か

ら１８日の小脳スライスを調整し、抗カルビ

ンジン抗体による蛍光染色を行った。 
 さらに小脳全体への影響、長期にわたる影

響を見るため、各時期の小脳スライスの HE
染色を行い、小脳各層の変化を観察した。顆

粒細胞の増殖時期を確認するため、ブロモデ

オキシウリジン(BrdU)の 2 時間投与を行い、

採取した小脳を抗 BrdU 抗体で染色して観察
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した。 
 
C. 研究結果 
 図2に示すように、行動観察の結果、VPA投

与動物では,P4で多くの不随意運動を確認し

たが、成長するにつれて減少する傾向にあっ

た。SAHA投与動物では,対照動物やVPA投与

動物と比較して多くの不随意運動を確認し、

且つP4～P8にかけ増加する傾向が見られた。

MS-275投与動物では対照動物より若干の不

随意運動の増加が確認された。TBT投与動物

では,対照動物と比較して当初明らかに行動

が減少していたが、成長につれて差は確認さ

れなくなった。CPF投与動物ではVPA投与動

物と同じような傾向を示したが、より程度が

軽度だった。これは投与量が少なかった可能

性がある。 
 VPA、SAHA投与動物では、対照動物に比

べ早期から小脳皮質でATPが放出されるこ

とが確認されたが、TBTは早期からの放出は

顕著でなく、かつ放出量は対照動物よりむし

ろ少ないことが観察された（図3）。 
 AMPA刺激に対するGABA放出量変化は、

対照動物では一過性の上昇を示した後に速

やかに減少するのに対し、VPA投与動物では

繰り返し、長くGABA放出が続く傾向が示さ

れた（図4）。 
 さらに、SAHA 投与動物では,プルキンエ

細胞に異常がみられ,細胞が不規則な多重構

造を形成していることが観察された。樹状突

起伸長は対照動物より早く、神経発達の早期

化が伺われた。MS-275 投与動物では,P10 で

のみ,プルキンエ細胞が不規則な多重構造を

形成していることが観察されたが、P13 では

そのような分化異常は確認されなかった。さ

らに. TBT 投与動物では,プルキンエ細胞の

層構造、樹状突起伸長のいずれにも異常はみ

られなかった（図 5）。 
VPA 投与動物では、生後１２日以降に、V

〜VI 葉の一部に過剰な脳回の形成が観察さ

れた（図 6, 7）。いくつかの小脳では VIII 葉
にみられるものもあった。拡大すると、分子

層上部に顆粒細胞が蓄積し、また分子層中に

も分布することが観察された。これらの変化

は CPF 投与動物でも観察された。 
生後３５日以降、これらの過剰な脳回部位

を含め、小脳皮質の各所でプルキンエ細胞の

死滅が観察された。これは、ヒトの自閉症に

おいて、小脳の萎縮・プルキンエ細胞死が見

られるという報告と一致している。 
過剰な脳回と分子層上部の顆粒細胞の蓄

積は、これらの薬物投与によって顆粒細胞が

過剰に増殖していることが示唆されたこと

から、顆粒細胞の増殖を確認するため、ブロ

モデオキシウリジン(BrdU)の2時間投与を行

い、採取した小脳を抗 BrdU 抗体で染色して

観察した。BrdU 投与による顆粒細胞増殖の

確認からは、VPA 投与動物、CPF 投与動物の

顆粒細胞増殖は、対照動物よりも早期に停止

していることが示された（図 8）。過剰な脳回

や蓄積した顆粒細胞は、増殖が延長されたの

ではなく、移動や選択的細胞死の抑制などに

よるものと考えられた。 
 
D. 考察 
発達期神経毒性が疑われる薬物の投与に

より、動物においても発達の一時期に行動

異常が見られることを示した。より早い時

期の行動異常は小脳の神経発達の変化と強

い相関がみられたが、やや後期の行動異常

は、もっと脳の別の部位、海馬や大脳の異

常による変化との相関を伺わせた。また、

伝達物質 ATP 量の変化から、発達期神経毒

性の機序には早すぎる神経発達と、遅滞型

の神経発達があることが伺われた。GABA
放出反応の異常は、早期（生後 2 週間）か

ら神経回路の異常が始まっていることを示

唆している。 
さらに小脳の層に大きな変化が見られ、

これが細胞死に至ることは、自閉症の発症

機序に関わっていると考えられる。今後、

薬物を追加して同様の現象が観察されるか

検討する予定である。 
 

E. 結論 
本研究において、研究班共通の化学物質で

あるバルプロ酸、トリブチルスズ、クロルピ

リホスを用いて、生後の神経回路発達の変化

を動物の行動、伝達物質放出量の変化、神経

分化の変化として捉えることに成功した。従

って、化学物質により神経発達の早期化およ

び遅滞化により脳の高次機能に影響を与え

る可能性が示唆された。  
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図 1 ラット・マウスの小脳の発達様式 
 
出生時のラット・マウスの小脳は、外顆粒層と未発達のプルキンエ細胞層(Purkinje cell layer; 
PL)から構成されるが、生後約２週間かけて顆粒細胞が分裂・分化しプルキンエ細胞下に遊走

して内顆粒層（internal granular layer; IGL）を形成、同時にプルキンエ細胞は樹状突起を伸長

させ、顆粒細胞および脳室帯から遊走してくるゴルジ細胞、バスケット細胞、星状細胞と神

経回路を構成して皮質表面に分子層(molecular layer; ML)を形成し、成熟した小脳の 3 層構造

をかたち作る。 
(P:プルキンエ細胞、Gra:顆粒細胞、B:バスケット細胞、S:星状細胞、Go:ゴルジ細胞、Ba:バー

グマングリア)。 
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図 2 各投与動物の発達期の自由行動観察。 
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図 3 発達期小脳皮質分子層からの GABA 放出量。発蛍光光量を相対値で示している。対照

動物が一過性の GABA 放出量の増加を示すのに対し、VPA 投与動物では一定の放出量で変

化を示さない。  
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A 

B 

図 4 発達期小脳皮質分子層からの 100μM グルタミン酸刺激による ATP 放出量。A, 発蛍光

光量を相対値で示している。対照群に対し、発生初期から著しい増加を示す。B, 対照動物

を１とした、P9 での ATP 放出量。SAHA 投与群の放出量は、VPA 投与群よりやや少ない。 
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C   D 

図 5 抗カルビンジン D-28k 抗体によるプルキンエ細胞染色。対照動物(A)に比べ、VPA 投

与動物(B)、SAHA 投与動物(C)で網目状にプルキンエ細胞の樹状突起が伸長している。トリ

コスタチン投与動物(D)では大きな変化はない。 
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図 6 P１６小脳皮質と小葉 I〜X  
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図 7 P16 VPA 投与動物の小脳小葉(A)と拡大図(B:対照動物、C:VPA 投与動物) 
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図 8 ブロモデオキシウリジン(BrdU)取り込みによる分裂期細胞の分布。対照動物では P18 ま

で BrdU 取り込みを示す細胞が分子層上部に分布しているが、VPA 投与動物、CPF 投与動物

では P14 以降 BrdU 取り込み能を示す細胞が激減した。 
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