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要旨 
本年度は、化学物質に対して感受性の高いラット小脳皮質を用いて、化

学物質曝露による神経突起進展、神経回路形成への影響を検討し、最も

適切な定量化方法を決定することを目的として実施した。ヒト自閉症誘

発が報告されているバルプロ酸、およびクロルピリホスに加え，同様の

薬理作用機序が考えられる SAHA、MS-275、環境毒性物質の有機スズに

ついて、神経細胞レベルおよび小脳組織レベルでの変化を観察し、定量

化を試みた。さらにバルプロ酸について、投与時期と投与濃度を変化さ

せその効果を検討した。本年度は、化学物質投与による神経伸長変化の

定量化、小脳虫部第一裂の過剰な褶曲の定量化、行動観察の定量化を行

った。その結果、遅発性神経毒性が考えられる化学物質であるバルプロ

酸、クロルピリホスが、生後の神経回路発達の変化を小脳神経細胞の突

起伸展と小脳構造の変化、動物の行動変化を引き起こすことを定量的に

示した。これにより投与量依存性、投与時期依存性が明瞭になり、さら

に遺伝子レベル、たんぱく質レベルでの発達期神経毒性の定量化につな

げることが期待される。                             
 
A. 研究目的 
 ヒト自閉症誘発が報告されているバルプ

ロ酸(VPA)、VPA と同様にヒストン脱アセ

チル化酵素(HDAC)阻害剤であるスベロイ

ルアニリドヒドロキサム酸 (SAHA)、
MS-275、ヒト自閉症誘発が報告されてい

るクロルピリホス(CPF)、および環境毒性物

質のトリブチルスズ(TBT)投与による小脳

発達への影響を、免疫組織化学的手法によ

る神経の形態的変化、およびヘマトキシリ

ン−エオシン染色(HE 染色)による小脳虫部

全体の構造変化を観察した。さらに個体の

行動に及ぼす変化を確認するために、光学

測定法による伝達物質放出の変化の観察、

および発達期と成熟期の個体の行動観察

を行った。 
 
B. 研究方法 
  近年自閉症の変異部位であることが報

告されている小脳を研究試料として用い

た。各化学物質を妊娠動物に投与し、出生

動物の小脳を摘出してその効果を観察し

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)、10mg/kgの CPF（経

口）、20mg/kg の TBT(経口)をそれぞれ投

与した。VPA については、妊娠 14 日、18

日にそれぞれ 600 ㎎/㎏の投与することを

試験した。また，妊娠 16 日に 200 ㎎/㎏、

300 ㎎/㎏、400 ㎎/㎏の VPA 投与を試験し

た。 

 各投与動物を生後２から３週で灌流固定

後、小脳虫部の矢状面スライスを調整し、

抗カルビンジン抗体染色によってプルキ

ンエ細胞の樹状突起長を測定し，化学物質

投与による神経伸長変化の定量化を行っ

た。さらにスライス全体を HE 染色し、小

脳虫部スライスの第 V/VI 小葉間にある

primary fissure（第一裂）について、プ

ルキンエ層の長さと裂の深さの比を計算

し、投与動物と対照動物を比較して化学物

質投与の影響の定量化を行った。また各投

与動物の発達期（生後 4 日から 10 日）お
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よび成熟期（生後 6週から 8週）で、発達

期では震えのような不随意運動の出現率

を計測、成熟期では新規環境での行動を計

測し定量化を行った。さらに生後 10 日か

ら 21 日の小脳皮質層からの伝達物質放出

を、酵素光学測定法を用いて観察した。 

  

C. 研究結果 
 VPA投与動物、SAHA投与動物では,プルキ

ンエ細胞の樹状突起伸長が対照動物より

早く著しく、生後２週で1.6倍、生後3週で

も1.3倍の伸長を示した。これはCPF投与動

物でも観察されたが、MS-275投与動物、TBT

投与動物では観察されなかった（図１）。

突起伸長の加速と同時に、プルキンエ細胞

のプログラム細胞死が引き起こされず、単

層化しないプルキンエ細胞層が観察され

た。樹状突起は複雑な網状の形状を示し、

主たる垂直突起が識別できない状態を示

した。 

 VPA投与動物では、小脳虫部第一裂（V葉

-VI葉間）に過剰な褶曲が観察された。こ

れにより、プルキンエ層が長くなり，対照

動物の1.2倍の長さのプルキンエ層を持つ

に至った。CPF投与動物では1.05倍のプル

キンエ層を示した。一方MS-275、TBT投与

動物では観察されず、神経突起伸展異常と

同様の傾向を示した。妊娠14日にVPAを投

与した動物では1.25倍のプルキンエ層が

観察されたが、妊娠18日投与動物は対照動

物と差を示さなかった。この変化はVPAの

投与量に正の相関を示した（図２）。 

 行動観察の結果、VPA投与動物では,初期

に多くの不随意運動を確認したが、成長に

つれて減少する傾向があった。SAHA投与動

物では,多くの不随意運動を確認し、且つ

成長につれて増加する傾向が見られた。

MS-275投与動物では若干の増加が確認さ

れたが,著しい変化は確認できなかった。

TBT投与動物では,多くの不随意運動を確

認し、また, 成長につれて不随意運動が増

加する傾向にあった（図３）。成熟期の行

動では、VPA投与動物は新規環境でも警戒

が少なく、過活動の傾向を示した（図４）。

移動速度は速く、躊躇なく中心部を通過し、

対照動物との差異が見られた。 

 伝達物質放出では、発達期に過剰な伝達

物質の放出が観察された（図５）。グルタ

ミン酸誘発性のATP放出は、グリア細胞か

らのシナプス形成誘発因子と考えられて

おり、ATP受容体の阻害によってシナプス

形成は著しく抑制される。VPA投与動物、

SAHA投与動物ではグルタミン酸誘発性ATP

放出が発達初期から亢進しており、何らか

のグリア細胞性の異常が起こっているこ

とを示唆した。 
 
D. 考察 

研究結果を通じ、発達期小脳皮質の形成

異常、プルキンエ細胞の形成異常、伝達物

質放出の異常によって自閉症誘発が疑わ

れる化学物質の神経毒性の定量化の可能

性を示した。発達期神経系におけるこれら

の変化は、成熟期では個体の行動異常につ

ながることが確認できた。神経細胞の変化

を引き起こす発生制御たんぱく質、神経栄

養因子などの発現変異を示唆しているも

のと考えられる。これらの神経回路レベル、

行動レベルでの変化を細胞レベルの変化

につなげることが必要と考えられる。 

 
E. 結論 

本研究において、遅発性神経毒性が考え

られる化学物質であるバルプロ酸、クロル

ピリホスを胎生期の動物に投与し、生後の

神経回路発達の変化を小脳神経細胞の突

起伸展と小脳構造の変化、動物の行動変化

から定量化して示した。定量化により投与

量依存性、投与時期依存性が明瞭になり、

さらに遺伝子レベル、たんぱく質レベルで

の発達期神経毒性の定量化につなげるこ

とが期待される。 
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図 1 化学物質を投与した生後 10日目の動物のプルキンエ細胞 
VPA 投与動物、SAHA投与動物では,プルキンエ細胞の樹状突起伸長が対照動物より早く、より

長くなる傾向が認められた。
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A 

生後 16日 対照動物小脳 
 

 VPA 200 ㎎/kg投与動物小脳 (P15)  
 

 VPA 400 ㎎/kg 投与動物小脳 (P16) 
 

 VPA 600 ㎎/kg 投与動物小脳 (P16)  
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C 

 
 
 

 

図 2 各条件で VPAを投与した動物の小脳虫部 

(A) 小脳虫部褶曲構造の変化 

(B) VPAの投与濃度による小脳虫部の褶曲度の変化 

(C) VPAの投与時期による小脳虫部の褶曲度の変化 
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図 3  VPA,CPF,TBT,MS-275 投与動物の生後１０日程度の不随意運動の発生頻度 

(A)VPAは対照動物よりも早く不随意運動の低下が見られる。 

(B)TBTや MS-275ではむしろ遅くなる。 

(C)運動の頻度変化をしめす。 
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図 4  生後 2 ヶ月の動物の 3 分間の移動軌跡と移動の平均速度 
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図 5  生後 11 日のグルタミン酸誘発性 ATP放出 
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