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要旨

前脳矢状切片の脳室下帯（subventriular zone: SVZ）に存在する神経幹

細胞および前駆細胞を蛍光標識し切片培養を行い、評価化合物を適用し神

経系細胞の新生と遊走に対する影響について定量的な評価を行った。被験

化合物はバルプロ酸（valproic acid: VPA）、tricostatin A（TSA）、

valpromide （VPM）、suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA）、有機

スズ（tributyltin: TBT）、クロルピリホスである。VPA が生後初期 SVZ
の新生細胞数を非特異的に増加させる事を見いだした。VPA が遊走中細

胞の突起伸張を促進する可能性を見いだした。VPA と同様にヒストン脱

アセチル化酵素（histone deacelylase: HDAC）阻害作用を持つ TSA, 
SAHA で同様の作用がみられたことから、この作用に HDAC 阻害作用

が関与していることが示唆された。有機スズ（tributyltin: TBT）は 100 
nM から神経系細胞新生を劇的に抑制することを明らかとした。また、ク

ロルピリホスはオリゴデンドロサイト以外の細胞に対して新生抑制影響

がある可能性が示された。

A.目的 
発達期の神経系は成体より化学物質に対

する感受性が高く、健康被害が長期間あるい

は遅発性に生じることが考えられるため、子

どもの健康を守るためにも簡便かつ低コス

トの試験法＝in vitro 評価系を開発する必

要がある。生後初期の SVZ では神経系細胞

新生が活発に起こっている。特にミエリン鞘

を形成するオリゴデンドロサイト細胞は生

後初期にほぼすべての細胞新生が起こる。そ

のため、幼児期の抗がん剤使用は重篤な知能

障害を引き起こすことが知られており、現在

では幼児期の使用は禁忌となっている。従っ

て、この時期の神経系細胞新生、オリゴデン

ドロサイト新生における化学物質リスクを

明らかにすることは大変重要であり、このた

めの in vitro 評価系確立が急がれる。我々

は平成 22-24 年度の化学物質リスク事業

「個体の成長期における神経系および肝臓

系細胞の機能解析による化学物質の健康影

響評価法に関する研究」において、生後 2-3 
日齢の前脳矢状面切片培養系の SVZ に含

まれる 神経幹細胞および前駆細胞を緑色蛍

光蛋白質  (enhanced Green Fluorescent 

Protein: eGFP) によりピンポイントで標識

し、免疫組織化学的検討と組み合わせること

により神経系細胞新生およびオリゴデンド

ロサイト新生に対する化学物質の影響を評

価可能とした。平成 25-27 年度は、この技

術を用いて、バルプロ酸（valproic acid: 
VPA）、tricostatin A（TSA）、valpromide 
（VPM）、suberoylanilide hydroxamic acid
（SAHA）、有機スズ（tributyltin: TBT）、
クロルピリホスの神経系細胞新生、オリゴデ

ンドロサイト新生に対する影響評価を行っ

た。

B. 研究方法 
1. 前脳矢状面切片培養系

生後 2 日齢ラットの前脳矢状面切片標本

（150μm）を作成しトランスメンブレン

（Millipore）上に静置し、eGFP tag を組

み込んだ改変型レトロウィルス（NIT-eGFP; 
J Neurosci 19 (19) 8487-97, 1999） を 

SVZ に 30 nl ピンポイントで滴下するこ

とにより、局所的に神経幹細胞および前駆細

胞を標識した。その後、切片培養用培地 （N2 
1%, B27 1%, L-glutamine 2 mM, 
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D-glucose 33.3 mM, Kynurenic acid 0.5 
mM in Neurobasal）で 3 日間培養した。 
2. 前脳矢状面培養切片の免疫組織化学的検

討

eGFP 標識細胞の O1（オリゴデンドロサ

イト前駆細胞マーカー）発現について免疫組

織化学的に検討した。 ブロッキング液で 1 
時間処理した後、4°C で抗 O1 抗体（IgM） 
（Millipore [Chemicon]  MAB344）により 
2 日間処理し、PBS で 3 回洗浄した後、蛍

光標識された二次抗体で  2 日間処理し

（4°C）、PBS で洗浄した。eGFP(+) 細胞中

の eGFP(+)O1(+) 細胞の比率 (%) を算出

した。

3. eGFP 標識細胞を含む前脳矢状面切片培

養系を用いた薬理学的検討

ピンポイントで eGFP で標識された神経

幹細胞および神経系前駆細胞を SVZ に持つ

前脳矢状面切片を VPA（120 μM, 1.2 mM）、 

tricostatin A （TSA ）（10 nM-1μM ）、 

valpromide （VPM）（120μM, 1.2 mM）

suberoylanilide hydroxamic acid（SAHA）

（10-100 nM）、 TBT （1nM-1μM）、クロル

ピリホス（1-100μM）存在下で 3 日間培養

し、新生細胞の増殖と遊走、オリゴデンド

ロサイト前駆細胞の増殖と遊走に対する作

用を検討した。

（倫理面への配慮）

 動物実験においては国立医薬品食品衛生

研究所「動物実験の適正な実施に関する規

程」に従い、動物愛護の精神に則って実験を

進めた。ウィルスおよび遺伝子組み換え動物

の取り扱いは「遺伝子組換え生物等の使用等

の規制による生物の多様性の確保に関する

法律」（所謂カルタヘナ法）および国立医薬

品食品衛生研究所「遺伝子組換え実験安全管

理規則」に準拠して取り扱った。

C. 研究結果 
1. VPA

SVZ 中、ピンポイントに eGFP 標識され

た新生細胞群（神経幹細胞および前駆細胞）

を含む培養前脳矢状面切片を  VPA (120 
μM ,  1 .2  m  M) で 3 日間処理した（3 日間）

（図 1）。eGFP(+) 細胞（新生神経系細

胞）、eGFP(+)O1(+) 細胞（オリゴデンドロサ

イト前駆細胞）の遊走範囲は VPA 1.2 mM に
おいて増加傾向が見られた（図 1A）。興味

深いことに、eGFP(+) 細胞数はVPA によっ

て濃度依存的に増加した（図 1B、黄土色カ

ラム）。eGFP(+)O1(+) 細胞数も VPA によ

って濃度依存的に増加した（図 1B、黄色カ

ラム）。eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 
細胞の割合を計測したところ、VPA によっ

て影響を受けていなかった（図 1C）。VPA 
は遊走中細胞の形態に大きな影響を与える

ことを見いだした（図 2）。コントロール群

では、遊走中細胞の突起は短く、円形に近い

ものも多数見受けられるが、1.2 mM VPA 
処理群では、観察したほぼ全ての細胞で突起

伸張が促進されていた。

2. TSA
VPA はヒストン脱アセチル化酵素

（histone deacelylase: HDAC）阻害作用が

有名である（J.Biol.Chem. 276, 36734-, 
2001）。そこで、HDAC 阻害作用と 1. で
得られたVPA の作用との関連について、よ

り強力なHDAC inhibitor であるTSA を用

いて検討した。培養前脳矢状面切片をTSA  
処理した（10 nM-1 μM）（　3日　間　）。eGFP(+) 
細胞、eGFP(+)O1(+) 細胞の遊走範囲は 
TSA 10 nM では増加傾向にあり、1 μM で
は減少傾向にあった（図3A）。10 nM で 
eGFP(+) 細胞数および  eGFP(+)O1(+) 細
胞数を増加させる傾向が見られたが有意な

差には至らなかった（図 3B）。100 nM 以
上の濃度では、逆に減少させる傾向が見られ、

1μMにおいては有意な減少が見られた。 

eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割

合を計測したところ、TSA によって影響を

受けていなかった（図 3C）。興味深いこと

に、TSA も遊走中細胞の形態に大きな影響

を与えることを見いだした（図 4）。コント

ロール群では、遊走中細胞の突起は短かく、

ほぼ全ての細胞が円形であったが、100 nM 
TSA 処理群では観察したほぼ全ての細胞で

突起伸張が促進されていた。

3. VPM
VPA の作用と HDAC 阻害作用との関連

についてさらに確認するため、HDAC 阻害

作用をもたない  VPA アナログである 
VPM を用いて検討した。培養前脳矢状面

切片を VPM (120μM-1.2 mM) 処理した（3 
日間）。eGFP(+) 細胞、eGFP(+)O1(+) 細
胞の遊走範囲はVPAによってほとんど変化

しなかったが、1.2mM において増加傾向が
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見られた（図 5A）。eGFP(+) 細胞数は VPM 
によってほとんど影響をうけなかった。1.2 
mM においてわずかな増加傾向を示したが、

有意差には至らなかった（図 5B、黄土色カ

ラム）。eGFP(+)O1(+) 細胞数も ほとんど影

響を受けなかった（図 5B、黄色カラム）。

eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割

合を計測したところ、VPM によって影響を

受けていなかった（図 5C）。VPM は遊走中

細胞の形態にほとんど影響を与えなかった

（図 6）。コントロール群、1.2 mM VPM 
処理群ともに、遊走中の細胞の突起は短く、

円形に近いものが多数見受けられた。

4. SAHA
強力な  HDAC 阻害薬である  SAHA 

(IC50: ～10 nM) の生後初期 SVZ 新生細

胞に対する影響評価を行った培養前脳矢状

面切片を SAHA (10-100 nM) 処理した（3 
日間）。図 7A は 3 日目の免疫蛍光染色画

像における  eGFP(+) 新生細胞（緑色）、

O1(+) オリゴデンドロサイト前駆細胞 （赤）

を示す。eGFP(+) 細胞、eGFP(+)O1(+) 細
胞の遊走範囲は SAHA 10 nM において増

加傾向が見られた。図 7B は培養切片中 
eGFP(+) 細胞数および eGFP(+)O1(+) 細
胞数を表す。 eGFP(+) 細胞数に対する  
SAHA の作用はベルシェープの結果となっ

た（黄土色カラム）。eGFP(+)O1(+) 細胞数

も  eGFP(+) 細胞数と同様の変化を示した

（ 黄 色 カ ラ ム ）。 eGFP(+) 細 胞 中 の

eGFP(+)O1(+) 細胞の割合は SAHA によ

って減少する傾向にあったが有意な差には

至らなかった（図 7C）。また、SAHA 10 nM 
はコントロール群に比較して、遊走中細胞の

著しい突起伸展促進を引き起こした（図 8）。
これらの作用はオリゴデンドロサイト前駆

細胞に特異的ではなく、神経系新生細胞に対

して非特異的に見受けられた。

5. TBT
培養前脳矢状面切片を TBT (10-100 nM) 

処理した（3 日間）。図 9A は 3 日目の免

疫蛍光染色画像における  eGFP(+) 新生細

胞（緑色）、O1(+) オリゴデンドロサイト前

駆細胞  （赤）を示す。eGFP(+) 細胞、

eGFP(+)O1(+) 細胞の遊走範囲は TBT 100 
nM 以上で劇的に低下した。1 μM において

は生存新生細胞がほとんど確認されなかっ

た。図 9B は培養切片中 eGFP(+) 細胞数

および eGFP(+)O1(+) 細胞数を表す。培養

切片中 eGFP(+) 細胞数（黄土色カラム）、

eGFP(+)O1(+) 細胞数（黄色カラム）は 100 
nM 以上で劇的な減少が引き起こされた。

eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割

合は 10 nM 以上で劇的な減少が起こった

（図 9C）。これは、新生細胞の中でもオリ

ゴデンドロサイト前駆細胞が TBT に対し

て特に感受性が高い可能性を示している。ま

た、このときの矢状面切片が非常に崩れやす

くなっていたことから、細胞種非特異的な毒

性も存在することが考えられる。

6. クロルピリホス

クロルピリホスは DMSO に溶解したた

め、まず DMSO の影響について検討した。 
eGFP 標識された新生細胞群（神経幹細胞

および前駆細胞）を SVZ に含む培養前脳矢

状面切片をクロルピリホス適用時に想定さ

れる最高濃度の DMSO （0.05%）を含む培

地で 3 日間培養したところ、eGFP(+) 細胞

（神経幹細胞および前駆細胞）数、

eGFP(+)O1(+) 細胞（新生オリゴデンドロサ

イト）数、新生細胞中の新生オリゴデンドロ

サイトの割合、これらの細胞の遊走に何ら影

響はなかった（データ示さず）。

次に上記パラメーターに対するクロルピ

リホスの影響について検討した（図 10）。培

養前脳切片をクロルピリホス入りの培地

（final conc: 1-100μM）で3 日間培養したと

ころ、100μMクロルピリホス適用群では、

培養前脳切片の膨潤がおこり切片の厚みが

増していた。1-10μMにおいてはこのような

変化は観察されなかった。クロルピリホス

（1-100μM）はeGFP(+) 細胞（神経幹細胞

および前駆細胞）数を濃度依存的に減少させ

る傾向があった（図 10B, 黄土色カラム）。

eGFP(+)O1(+) 細胞（新生オリゴデンドロサ

イト）数も減少の傾向を示したが、新生細胞

全体の減少よりも小さな変化であった（図

10B, 黄色カラム）。新生細胞中の新生オリゴ

デンドロサイトの割合（eGFP(+)O1(+) cell 
No. /eGFP(+) cell No. *100%）を算出し、ク

ロルピリホスの作用を確認したところ、クロ

ルピリホス 10μM まではほとんど影響がな

かったが、100μM において新生細胞中の新

生オリゴデンドロサイトの割合が増加の傾

向を示した（図 10C）。新生細胞の遊走範囲
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もクロルピリホスによって濃度依存的に減

少した。これは、上記に示す新生細胞数の減

少に矛盾しない結果となっている。

D. 考察 
VPA は HDAC 阻害剤（IC50 = 400 μM）

として抗がん作用、抗炎症作用、神経保護作

用などを持つ（J.Biol.Chem. 276, 36734-, 
2001）。また、GABA トランスアミナーゼ阻

害作用があり、GABA レベルを上昇させる

ため抗てんかん作用もある。NMDA 受容体、

Na+ チャンネルを阻害することも報告され

ている (Folia Biologica 53, 37-, 2007)。さ

らに、A  生成も阻害する (J.Exp.Med. 205, 
2781-, 2008)。このように  VPA は非常に

多くの生体内分子と相互作用する薬剤であ

るが、現在は HDAC 阻害剤として実験的に

広く使われる様になっている。本研究におい

て、VPA は生後初期 SVZ の新生細胞数

（eGFP(+) 細胞）を増加させたが、オリゴ

デンドロサイト前駆細胞数（eGFP(+)O1(+) 
細胞数）の新生細胞中の割合に変化はなかっ

た。この結果は VPA による eGFP(+) 細胞

数増加は分裂細胞全体に対する作用であり、

ある細胞種が特異的に影響を受けているわ

けではないことを示している。このような有

意な新生細胞数の増加は HDAC 阻害剤で

ある TSA, SAHA の低濃度領域でも見られ

ており、HDAC 阻害作用の関与が考えられ

る。VPA は遊走中細胞の形態に大きな影響

を与えることを見いだした。ほぼ全ての細胞

で突起の伸張が促進されていた。同様の突起

伸張促進作用は TSA 、SAHA 適用標本に

よっても見受けられたが、VPM 適用によっ

ては引き起こされなかった。以上のことから、

VPA の突起伸張促進作用にも HDAC 阻害

作用が関連していることが示唆される。今後

はこの突起伸張促進作用が現れる細胞種を

特定する必要がある。以上のデータは

HDAC 阻害作用のある化合物が、生後初期

神経系の新生細胞の遊走と分化に対してリ

スクを持つことを示している。これまで、

HDAC と細胞の突起伸張との関連について

はほとんど報告がない。しかし、HDAC の
細胞骨格系との相互作用については

tubulin 系（PLoS One. 2011, 6(6), e20696, 
2011）、actin 系（FASEB J. 19(8), 966-8, 
2005）ともに報告がある。標的となってい

る分子およびメカニズムの解明については

さらなる検討が必要である。また、幼弱脳で

は epigenetic control が成熟脳よりもかか

りやすいという報告もある（Nat Neurosci, 
11(9), 1024-34, 2008）。今回見られた、

HDAC 阻害剤による突起伸張促進作用につ

いても、年齢依存性を検討する必要がある。 
TBT が神経系細胞の新生、遊走と分化に

対して阻害作用を持つことがわかった。TBT 
は活性酸素種生成による神経細胞障害作用

が報告されている（Neurochem Int,  60(8) 
782-90, 2012）。TBT 適用培養スライス全体

が非常にもろく崩れやすくなっていたのは

このような非特異的な毒性作用によるもの

であると考えられる。また、non –NMDA 
受容体や NMDA 受容体（Toxicol Sci 89(1) 
235-42, 2006, Br J Pharmacol 136(2) 
201-6, 2002）、GABA 受容体（J Pharmacol 
Ext Ther 299(1) 171-7, 2001）との相互作用

も報告されており、今回見いだした遊走およ

び分化の阻害作用との関連に興味が持たれ

る。我々は、新生細胞の中でも特に オリゴ

デンドロサイト前駆細胞が TBT に対して

感受性が高いことを示すデータを得た。この

ような知見はこれまで報告がなく TBT の
新たなリスクといえる。

クロルピリホスは有機リン酸系の殺虫剤

であり、害虫の神経系アセチルコリンエステ

ラーゼを阻害することにより作用を発揮す

るとされている。しかし、アセチルコリンエ

ステラーゼ阻害作用よりも低い濃度で注意

や記憶を損なうことが、ヒト、動物でともに

報告されている（J Appl Toxicol 1998, 18, 
393-408; Toxicol Lett 2001, 120, 343-351; 
Toxicol Sci 2009, 109(1) 132-42）。このよう

にクロルピリホスは多岐にわたる作用メカ

ニズムを持ち、その作用も多岐にわたること

が予想されるが神経発達に対する影響はあ

まり知見がない。本研究では生後初期の神経

系細胞新生およびオリゴデンドロサイト新

生に対する影響評価を前脳切片培養系を用

いて行った。クロルピリホス（1-100μM）は

eGFP(+) 細胞（神経幹細胞および前駆細胞）

数を濃度依存的に減少させる傾向があった。

また、新生細胞中の新生オリゴデンドロサイ

トの場合は100 μM において新生細胞中の新

生オリゴデンドロサイトの割合が増加の傾向

を示した。従って、クロルピリホスはオリゴ

デンドロサイト以外の細胞に対して新生抑制

を引き起こす可能性が示された。脳神経
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系は主に神経細胞、アストロサイト、オリゴ

デンドロサイト、ミクログリア、血管系細胞

で構成されているが、胎生期から生後にかけ

てクロルピリホスに暴露されたマウスは海

馬の神経新生が低下することも報告されて

いる（Reprod Toxicol 2013, 38, 25-36）。培

養ヒトアストロサイト培養を用いた実験で

は、クロルピリホスがアストロサイトの炎症

性活性化を引き起こすことが示されている

（Toxicol Sci, 2006, 93(1) 125-35）。また、

胎生期もしくは生後のクロルピリホスの in 
vivo 適用においては、グリア細胞新生時期

に適用したときに最も発達阻害が誘発され

た（Environ Toxicol Pharmacol 2005, 19(3), 
455-61）。また、胎生期暴露はアストロサイ

ト活性化マーカーである GFAP 発現レベ

ルを上昇させた（Brain Res Dev Brain Res 
2002, 133(2), 151-61）。しかし、一方でオリ

ゴデンドロサイト前駆細胞に対しても毒性

が報告されている（Toxicology 2009, 
259(1-2), 1-9）。細胞種によりクロルピリホ

スへの感受性が違っており、アストロサイト

はその中でも感受性の高い細胞であること

が考えられるが、細胞種による感受性の違い

については細胞種特異的なマーカーを用い

て確認する必要がある。このような細胞毒性

のメカニズにとして細胞骨格への影響が考

えられる。クロルピリホスの長期的な投与に

より、軸索内輸送に影響があることが報告さ

れている（Neurotoxicology 2015, 47, 
17-26）。キネシンによる輸送（Toxicol Appl 
Pharmacol 2007, 218, 20-29）、tubulin の

修飾（2008, Chem Biol Interact 175, 
180-186）、微小管形成阻害作用なども明ら

かとなっている（Neuroscience 2007, 146, 
330-339）。さらに、胎児新皮質において細

胞分裂面が垂直から水平に移行する作用も

報告されており、このような分裂面の角度が

細胞の運命決定に影響を及ぼす可能性も示

唆されている（PLoS One 2014, 9 (4) 
e95343）。さらに、ヒト胎生幹細胞由来神経

幹細胞においてはクロルピリホスによって

NF-kB 活性化を介したアポトーシスが誘導

されること（Neurotoxicology 2014 42, 
58-70）、ミトコンドリア長が増加するととも

にその数が減ることも報告されており（J 
Pharamacol Exp Ther 2011, 399(2) 341-9）、
直接的なアポトーシス誘導作用を持つ可能

性も考えられる。クロルピリホスは高濃度領

域（100μM）において培養前脳切片の膨潤

を引き起こした。これまでこのような報告

はなく、新たなメカニズムを考慮に入れな

がら今後の検討を進める必要がある。

E. 結論 
  HDAC 阻害作用をもつ化学物質が新生神

経系細胞数増加、新生細胞の突起発達を引き

起こす可能性があることを明らかとした。 
TBT が神経系細胞新生を劇的に抑制する可

能性が示された。特に、オリゴデンドロサイ

ト前駆細胞が TBT に対して感受性が高い

ことが示唆された。クロルピリホスは新生細

胞数、新生オリゴデンドロサイト数、遊走面

積ともに濃度依存的に減少させたが、その作

用はオリゴデンドロサイト以外の細胞が標

的となっている可能性が示された。
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図 1. 前脳矢状面切片培養系における神経系細胞新生およびオリゴデンドロサイト新生に対

する VPA の影響 
SVZ 中、ピンポイントに eGFP 標識された新生細胞群（神経幹細胞および前駆細胞）を含む

培養前脳矢状面切片を VPA (120 µM, 1.2 mM) 処理した（3 日間）。A: eGFP(+) 新生細胞（緑

色）O1(+) オリゴデンドロサイト前駆細胞（赤）。eGFP(+) 細胞、eGFP(+)O1(+) 細胞の遊走

範囲は 1.2 mM において増加傾向が見られた。B: 培養切片中  eGFP(+) 細胞数および 
eGFP(+)O1(+) 細胞数。eGFP(+) 細胞数は VPA によって濃度依存的に増加した（黄土色カラ

ム）。eGFP(+)O1(+) 細胞数も VPA によって濃度依存的に増加した（図 1B、黄色カラム）。

C: eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合。eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合

は VPA によって影響を受けていなかった。*: p<0.05, Tukey’s test following ANOVA, N=4.   
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図 2. 遊走中細胞の形態に対する VPA の影響 
コントロール群では、遊走中の細胞の突起は短く、円形に近いものも多数見受けられる

が、VPA 処理群では、観察したほぼ全ての細胞で突起伸張が促進されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

053



A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B                  C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3. 前脳矢状面切片培養系におけるオリゴデンドロサイト新生に対する TSA の影響 
eGFP 標識された新生細胞群（神経幹細胞および前駆細胞）を含む培養前脳矢状面切片

を VPA (10 nM-1 µM) 処理した（3 日間）。A: eGFP(+) 新生細胞（緑色）O1(+) オリゴ

デンドロサイト前駆細胞（赤）。eGFP(+) 細胞、eGFP(+)O1(+) 細胞の遊走範囲は TSA 
10 nM では増加傾向にあり、1 mM では減少傾向にあった。B: 培養切片中 eGFP(+) 
細胞数（黄土色カラム）および eGFP(+)O1(+) 細胞数（黄色カラム）。10 nM で eGFP(+) 
細胞数および eGFP(+)O1(+) 細胞数を増加させる傾向が見られた。100 nM 以上の濃度

では、逆に減少させる傾向が見られた。C: eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合。

eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合は TSA によって影響を受けていなかった。
**: p<0.01, Tukey’s test following ANOVA, N=4.   
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図 4. 遊走中細胞の形態に対する TSA の影響 
コントロール群では、遊走中の細胞の突起は短く、円形に近いものも多数見受けられる

が、TSA  処理群では、観察したほぼ全ての細胞で突起伸張が促進されていた。 
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図 5. 前脳矢状面切片培養系におけるオリゴデンドロサイト新生に対する VPM の影響 
GFP 標識された新生細胞群（神経幹細胞および前駆細胞）を含む培養前脳矢状面切片を VPM 
(120 µM, 1.2 mM) 処理した（3 日間）。A: eGFP(+) 新生細胞（緑色）O1(+) オリゴデンドロ

サイト前駆細胞（赤）。eGFP(+) 細胞、eGFP(+)O1(+) 細胞の遊走範囲は VPA によってほと

んど変化しなかったが、1.2 mM において増加傾向が見られた。B: 培養切片中 eGFP(+) 細胞

数および eGFP(+)O1(+) 細胞数。eGFP(+) 細胞数は VPM によってほとんど影響をうけなか

った。（黄土色カラム）。eGFP(+)O1(+) 細胞数も ほとんど影響を受けなかった（黄色カラム）。

C: eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合。eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合

は VPM によって影響を受けていなかった。*: p<0.05, Tukey’s test following ANOVA, N=4.   
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図 6. 遊走中細胞の形態に対する VPM の影響 
コントロール群では、遊走中の細胞の突起は短く、円形に近いものも多数見受けられた。VPM 
 処理群はこれらの形態にほとんど影響を与えなかった。 
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図 7. 前脳矢状面切片培養系におけるオリゴデンドロサイト新生に対する SAHA の影響 

SVZ 中、ピンポイントに eGFP 標識された新生細胞群（神経幹細胞および前駆細胞）を含む

培養前脳矢状面切片を SAHA (10-100 nM) 処理した（3 日間）。A: eGFP(+) 新生細胞（緑色）

O1(+) オリゴデンドロサイト前駆細胞（赤）。eGFP(+) 細胞、eGFP(+)O1(+) 細胞の遊走範囲

は 10 nM において増加傾向が見られた。B: 培養切片中 eGFP(+) 細胞数および eGFP(+)O1(+) 
細胞数。eGFP(+) 細胞数に対する  SAHA の作用はベルシェープの結果となった（黄土色

カラム）。eGFP(+)O1(+) 細胞数も  eGFP(+) 細胞数と同様の変化を示した（図 1B、黄色カラ

ム）。C: eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合。eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞

の割合は SAHA によって減少する傾向にあったが有意な差には至らなかった。*: p<0.05, 
Tukey’s test following ANOVA, N=4.   
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図 8. 遊走中細胞の形態に対する SAHA の影響 

コントロール群では、遊走中の細胞の突起は短く、円形に近いものも多数見受けられるが、

SAHA 処理群では、観察したほぼ全ての細胞で突起伸張が促進されていた。 
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図 9. 前脳矢状面切片培養系におけるオリゴデンドロサイト新生に対する TBT の影響 
SVZ 中、ピンポイントに eGFP 標識された新生細胞群（神経幹細胞および前駆細胞）を含む

培養前脳矢状面切片を TBT (10-100 nM) 処理した（3 日間）。A: eGFP(+) 新生細胞（緑色）

O1(+) オリゴデンドロサイト前駆細胞（赤）。eGFP(+) 細胞、eGFP(+)O1(+) 細胞の遊走範囲

は 100 nM 以上で劇的に低下した。1 µM においては生存細胞がほとんど確認されなかった。

B: 培養切片中 eGFP(+) 細胞数（黄土色カラム）、eGFP(+)O1(+) 細胞数（黄色カラム）は 100 
nM 以上で劇的な減少が引き起こされた。C: eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合。

eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合は 10 nM 以上で劇的な減少が起こった。 
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図 10. 前脳矢状面切片培養系における神経系細胞新生およびオリゴデンドロサイト新

生に対するクロルピリホス の影響 
SVZ 中、ピンポイントに eGFP 標識された新生細胞群（神経幹細胞および前駆細胞）

を含む培養前脳矢状面切片を クロルピリホス (1-100 µM) 処理した（3 日間）。A: 
eGFP(+) 新生細胞（緑色）O1(+) オリゴデンドロサイト前駆細胞（赤）。B: 培養切片中 
eGFP(+) 細胞数および eGFP(+)O1(+) 細胞数。クロルピリホスは新生細胞数を濃度依存

的に減少させる傾向を示した（黄土色カラム）。C: eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細
胞の割合。eGFP(+) 細胞中の eGFP(+)O1(+) 細胞の割合は クロルピリホスで増加の傾

向があり、その作用はオリゴデンドロサイト以外の細胞が標的となっている可能性が示

された。*: p<0.05, Tukey’s test following ANOVA, N=4.   
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