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研究成果の概要（和文）：　フェレットにおいて5～7日齢(神経新生後期)にバルプロ酸(VPA)を投与し、脳回形
成が完了する20日齢に脳を取り出した。MRI画像解析から大脳皮質の体積と表面積は2群間で差はなかった。しか
し、脳溝形成頻度(GI)はVPA投与群で低く、とくに内側面と前頭領域の脳溝のGIが小さかった。皮質厚はVPA投与
群でGIが低値を示した領域で厚くなっていた。また、免疫蛍光多重染色解析から自己複製後に分化したニューロ
ンの密度は前頭前領域、帯状領域、頭頂後頭領域で高かった。
　以上よりフェレットでは神経新生後期の曝露によって一部領域で皮質が厚くなることで折り畳みが(脳回の形
成)が甘くなることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：   Ferrets were received ip injection of valpronic acid (VPA) on postnatal 
days (PDs) 5 to 7. Brains were removed on PD 20 and T1W-MRI was acquired ex vivo. By MRI-based 
morphometry, both volumes and surface areas of the cerebral cortex did not differ on PD 20 between 
VPA-treated and control ferrets. The degree of gyrification was significantly lesser in VPA-treated 
ferrets. In particular, sulcal infolding was smaller in the cingulate and frontal cortical regions 
of VPA-treated ferrets. In those regions, a significantly greater cortical thickness was obtained in
 VPA-treated ferrets. By immunofluorescence analysis, late-generated neurons undergoing multiple 
rounds of cell divisions were densely distributed in the upper cortical layers of the prefrontal, 
cingulate and parietooccipital regions of 20-day-old ferrets. The present results suggest that the 
folding of particular cortical regions is reduced by thickening the cortex by exposure to VPA during
 late neurogenesis in ferrets.
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１．研究開始当初の背景 
 脳回形成メカニズム解明の研究は、ヒトを
中心に霊長類で行われ、様々な仮説が提唱さ
れている。近年、高等哺乳動物の SVZ には自
己複製能を有する神経幹細胞(basal radial 
glial)の存在が明らかにされた。SVZ 神経幹
細胞の脳回形成への関与が示唆されている
が、これを直接的に示した実験的研究は未だ
ない。本研究では出生後に脳回を形成するフ
ェレットをモデルとして、バルプロ酸投与に
よりSVZ神経幹細胞をニューロンに分化させ
ることによりその自己複製を妨げ、その結果
生じる脳回の形成異常を免疫組織化学およ
び MRI を用いて定量評価する。SVZ 神経幹細
胞の脳回形成への関与を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、発生過程の大脳皮質において一
時的に出現する脳室下帯(SVZ)神経幹細胞の
脳回形成への寄与を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 脳回形成が最も盛んになる直前(5～7 日
齢)の雄フェレット(7例)に 200 mg/kg 体重の
バルプロ酸(VPA)を毎日腹腔内投与した。VPA
投与の直前に新生する細胞を EdU により、投
与期間中に新生する細胞を BrdU により標識
した。また、対照としてバルプロ酸非投与
(EdUと BrdU のみ投与)の雄(7例)を用意した。
各群 3例ずつについては、BrdU 投与の 2時間
後(7日齢)に動物を 4%パラホルムアルデヒド
液で灌流固定した。残りの動物(各群 4 例ず
つ)については、一次脳回の形成が完了する
20 日齢に灌流固定をした。固定後、脳を取り
出し7-tesla MRI装置を用いて脳のT1強調MR
画像を ex vivo で取得した。 
 MR 画像から画像解析ソフトを用いて①大
脳皮質の容積、②大脳半球の形状(前頭後頭
極長および大脳半球幅)、③大脳皮質の表面
積、④大脳皮質の厚さ、⑤脳回形成頻度
(gyrification index; GI)を計測した。その
後、大脳の凍結組織切片を作成し、抗 BrdU
抗体および抗 NeuN 抗体(ニューロン･マーカ
ー)による免疫蛍光二重染色と Click-T によ
る EdU 蛍光染色の組み合わせ染色(蛍光多重
染色)を行った。セクショニング顕微鏡を用
いて蛍光画像を取得し、Disector 法により脳
溝および脳回領域におけるEdU標識ニューロ
ン、BrdU 標識ニューロン、EdU/BrdU 二重標
識ニューロンの密度を計測した。 
 
４．研究成果 
 大脳皮質の体積および表面積は VPA投与群
と対照群とで有意な差はみられなかった(図
1A,B)。大脳皮質の形状は、前頭後頭極長に
ついては両群の間で差はみられなかったが、
尾側半の大脳半球幅が VPA投与群で有意に小
さかった(図 1C,D)。大脳皮質の脳溝形成頻度
(global-GI)は、VPA 投与群で有意に小さく 

 
図 1．新生時期 VPA投与フェレット大脳の MRI
定量解析の結果．A. 大脳皮質の容積．B.大
脳荷室の表面積．C.大脳半球の前頭後頭極長．
D.大脳半球幅．脳梁膝(gcc)および嗅裂の尾
側端(end of rf)が半球吻側半の幅を、後交
連 (pc) が 半球尾側半での幅を示す。
*:P<0.001 (Scheffe’s test) 

 

 

 
図 2．新生時期 VPA 投与フェレット大脳の MR
画像と脳溝形成頻度．A.前頭断 MR 画像．B.
大脳皮質の脳溝形成頻度(global-GI)．C.大
各脳溝の形成頻度(sulcal-GI)．板状溝(ss)、
前シルビウス溝(prs)、シルビウス状溝吻側
部(rsss)における sulcal-GI が VPA投与群で
有意に小さかった。*: P <0.001 (Scheffe’s 
test) 

 

(図 2B)、これは内側面の板状溝および前頭領
域の一次運動野周辺の脳溝(シルビウス上溝
吻側部、前シルビウス溝)の sulcal-GI がと
くに低いことに起因していた(図 2C)。皮質厚
は、前頭前領域の前 S字回の冠部で対照群に
比べてVPA投与群で有意に大きかった(図3)。
また、VPA 投与群では板状溝や上溝吻側部の
底部の皮質も厚く、これらは VPA 投与群にお
いて sulcal- GI が小さい溝と一致した。 
 免疫蛍光多重染色による解析では、20 日齢
のフェレットにおいて EdU/BrdU 二重標識ニ 



 
図 3．新生時期 VPA 投与フェレットの大脳皮
質厚．A.大脳皮質全体の平均厚．VPA 投与群
で有意に厚かった(*:P<0.01, Scheffe’s 
test)。B.各脳溝の底部での皮質厚．VPA 投与
群で板状溝(ss)底とシルビウス状溝吻側部
(rsss) 底 の 皮 質 が 有 意 に 厚 か っ た
(**:P<0.001, Scheffe’s test)。C.各脳回
の冠部での皮質厚．前 S字回の冠部の皮質厚
が有意に厚かった(**:P<0.001, Scheffe’s 
test)。 
 

 
図 4．20 日齢フェレットにおける大脳皮質の
EdU/BrdU 二重標識ニューロンの密度．上段.
皮質Ⅱ/Ⅲ層の最上層．中段.皮質Ⅱ/Ⅲ層．
下段.皮質 V-VI 層．EdU/BrdU 二重標識ニュー
ロンの密度は、前頭前領域(前 S字回 ASG、内
側前頭皮質 mFC)、頭頂後頭領域(外側回 LG、
シルビウス上回 SSG、視覚皮質域 VCA)、帯状
領域(帯状回 CG)で比較的高かった。 
 
 
ューロンは皮質上層(outer stratum)に多く
みられ、その密度は脳溝底に比べて脳回冠で
1.7 倍大きかった。また、EdU/BrdU 二重標識
ニューロンの密度は、前頭領域や側頭領域に
比べて前頭前領域、頭頂後頭領域、帯状領域
な ど 系 統 発 生 的 に 新 し い 皮 質 領 域
(evolutionally-expanded cortex)で高かっ
た。 

 以上より、神経新生後期の VPA 投与によっ
て前頭前領域でおよび前頭領域一次運動野
の周辺で皮質が厚くなることで折り畳みが
(脳回の形成)が甘くなることが明らかにな
った。また、前頭前領域における脳回形成に
は神経新生後期に神経幹細胞(basal RG)の自
己複製によって産生したニューロンが関与
する可能性が示唆された。 
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