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研究成果の概要（和文）：自閉症または神経変性誘発が疑われる化学物質である、バルプロ酸(VPA)、トリコス
タチンA(TSA)、クロルピリホス(CPF)、リポポリサッカライド(LPS)、グリホサート (GLY)を胎生期ラットに曝露
し、VPA、TSAで神経死の過剰抑制、CPF、LPS、GLYで過剰神経死を観察した。神経死は炎症性サイトカイン発現
と相関があり、特にGLYでは発達依存的にサイトカインの上昇が見られた。同時に現れる小脳褶曲の変化は別の
機序を持つことが示唆された。VPA曝露動物の行動はADHD様、GLY曝露動物はASD様を示した。VPA曝露へのオキシ
トシンの投与、GLY曝露への酪酸投与で神経発達異常が軽減した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the delayed neurodegeneration effects of embryonic 
administration of valproate (VPA), trichostatin A (TSA), Chlorpyrifos (CPF), lipopolysaccharide 
(LPS) and glyphosate (GLY) which are candidates of inducers for ASD or neuronal disorders. VPA- and 
TSA-admin. offspring showed the suppression of programmed cell death, while CPF-, LPS- and GLY-ones 
showed extra neuronal death in developing cerebellar cortex. This enhancement or suppression of 
neuronal cell death was deeply related to the increase or decrease of inflammatory cytokines, 
respectively. GLY-admin. offspring showed a transient increase of inflammatory cytokines.  VPA-, 
TSA- and LPS-admin. offspring showed extra foldings of cerebellar lobules. The behavior of 
VPA-admin. offspring was similar to ADHD, whereas the behavior of GLY-admin. ones was similar to 
ASD. Postnatal oxytocin administration to VPA-admin. offspring or butyrate administration to 
GLY-admin. ones reduced their neuronal degeneration.

研究分野：神経科学

キーワード： 発達神経障害　動物モデル　小脳　バルプロ酸　グリホサート 　ミクログリア 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自閉症などの発達神経障害は近年増加の傾向があり、社会問題として捉えられている。最近になり、これらが小
脳の病変であること、胎生期の化学物質曝露やストレスが影響することが知られてきた。本研究では化学物質誘
発性の遅発性神経障害ラットを作成し、化学物質が神経死、あるいは発達過程で削除されるはずの神経の過剰生
存を引き起こす機序について研究を進めた。化学物質の作用の特性を知ることで、神経障害を回復させる可能性
を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小脳は、脳の皮質形成のモデル系として長く研究され、解剖学的、電気生理学的、組織化学的
知見が十分に蓄積された研究対象である。申請者が作用スペクトルの異なるHDAC阻害剤が小
脳発生に及ぼす影響を観察したところ、一部のHDAC阻害剤がGABA および ATPの高い放出
を引き起こすこと、単離グリア細胞の増殖を刺激し、成熟アストログリアへの分化を抑制するこ
とを観察した。これらの結果はHDAC阻害剤が小脳神経細胞の内部状態にとどまらず小脳全体
の構造に影響することを示唆した。HDAC 阻害剤であり自閉症を誘発することが知られている
バルプロ酸ナトリウム(VPA)投与動物において、生後３週目に過剰な小脳皮質が形成されること
が観察された。この皮質過剰形成は投与量に依存したが、他種の HDAC 阻害剤である MS-275
投与では観察されなかった。一方、薬理作用の全く異なる自閉症誘発性の物質であるクロルピリ
ホス(CPF)では VPA と同様に皮質の過剰形成が観察され、自閉症の誘発と小脳皮質の過剰形成
は相関があることが示唆された。 
 近年、自閉症の主たる神経変性は小脳で発生していることが示唆されている。申請者が小脳皮
質過形成を観察した V 葉から VII 葉は情動や認知を司ることも知られてきた。皮質の過剰形成
は、V- VI 間で観察され、自閉症と深く関係することが示唆される。過剰形成した皮質では、未
熟なプルキンエ細胞が多く分布していた。さらにVPA投与動物では皮質の過剰形成部位を中心
に顆粒細胞の遊走が止まって外顆粒層(EGL)及び分子層(ML)に留まることが観察された。増殖
の異常は観察されず、遊走異常であることが示唆された。顆粒細胞の遊走異常は、胎児期のスト
レスや栄養障害でも報告されており、神経栄養因子 BDNF の減少が一因ではないかと示唆され
ている。ヒトの自閉症でも、血清中の神経栄養因子 BDNF が減少することが以前より報告され
ている。Ben-Ari らは、GABA抑制性を誘導するブメタニドの投与によるヒト自閉症の治療を開
始している。ヒト自閉症小脳で IL-6 が増加する報告もあり、Wang らは抗アレルギー薬ラパマ
イシンの投与によってヒト自閉症症状の改善を報告している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、自閉症・神経疾患誘発動物モデルを用い、胎児期の化学物質やストレスが引き起
こすエピジェネティックな変化と、それが神経回路形成の異常に至るメカニズムを解明する。あ
わせて自閉症状態の小脳構造を回復させる方法について検討する。 
 目的１として、化学物質が BDNF の放出減少を引き起こして顆粒細胞の遊走阻害にいたる機
序を研究した。目的 2として、化学物質誘発性自閉症モデルの小脳で発生しているエピジェネテ
ィック変異を明らかにすることを試みた。目的 3として、自閉症・神経変性を誘発した状態から
の回復モデルを検証した。自閉症・発達障害罹患者の増加に伴い、ラパマイシン法、オキシトシ
ン点鼻法などが提案されており、新規回復法を含め検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 作用スペクトルの異なる自閉症誘発化学物質、および神経変性誘発が疑われる化学物質であ
る、VPA、トリコスタチン(TSA)、CPF、リポポリサッカライド(LPS、細菌毒)、グリホサート 
(GLY、除草剤)を胎生期に投与したモデル動物を作成し、投与時期依存性、投与量依存性、出生
仔の神経発達の観察を行った。 
（２）これらの薬物曝露動物について、BDNF量の変化、炎症性サイトカイン発現量の変化を測
定した。 
（３）これらの薬物曝露動物について、行動の変化を観察した。 
（４）これらの薬物曝露動物から小脳グリア細胞を調整し、培養し、超音波顕微鏡による３D観
察および細胞学的変化を観察した。 
（５）自閉症・発達障害からの回復法を検討するために、オキシトシン経口投与、および酪酸経
口投与を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）VPA 投与による小脳の構造変化は、胎生 15 日以前の投与で著しいが胎生 13 日以前の投
与では出産に至らないことも多く、小脳の変化を指標とするならば胎生 15 日の投与が適切だっ
た。TSA 投与、LPS 投与で小脳褶曲の変化が観察された一方、CPF、GLY 投与では構造変化は
観察されなかった。VPA 投与動物ではプルキンエ細胞の過剰生存（プログラム神経死の抑制）
が観察されており、TSA でも観察された。これらでは小脳内のミクログリア数が少なくなって
いた。LPS、CPF、GLY 投与ではプルキンエ細胞が過剰に減少しており、ミクログリア の活性
化が見られた。プルキンエ細胞の過剰生存にはHDAC阻害作用が関与していることが示唆され
るが、小脳褶曲の機序とは完全には一致しないことが示された。 
（２）VPA投与動物について、発達期小脳の BDNF 量、Reelin 発現量、グルタミン酸の反応の
変化を比較したところ、Reelin の過剰発現とグルタミン酸の反応伝搬時間の縮小が見られた。一
方、予想された BDNFの変化は見られなかった。出生直後の炎症性サイトカイン発現量は、LPS
投与動物では IL-1b、iNOSとも上昇、VPAでは減少、GLY では変化なしとなった。GLY 投与
動物は生後２週間でミクログリア 増加を示すため、生後のサイトカイン量変化を見たところ、
生後 5 日で IL-1b の一過性増加、生後 2 週で iNOS の増加が見られ、発達依存的な神経炎症が
示唆された。 



（３）生後 2日の化学物質曝露ラット小脳 細胞をグリア選択培地で培養したところ、LPS、VPA、
GLY のいずれでも対照動物に比べて細胞増殖の抑制が観察された。このうち対照動物とVPAで
は、 主にアストロサイトが分布したが、LPS と GLY 曝露動物では主にミクログリアが培養さ
れた。超音波顕微鏡による細胞 3D観察で、ミクログリアがアストロサイトを捕食するような像
が観察された。  
（４）VPA 投与動物の生後 6 週の行動は、自閉症よりも過剰な反応を示す ADHD 型の傾向が
強く現れた。GLY 投与動物の行動はフリーズが強く新規環境を回避し、自閉症、もしくは不安
症の傾向が強く現れた。（５）胎生期にVPAを投与した動物に、生後１週間オキシトシンを経口
投与したところ、プルキンエ細胞の過剰な生存が抑制され、樹状突起伸長の速度が対照動物に近
いものとなった。しかし、小脳褶曲の異常は解消されず、神経細胞発達と褶曲異常には異なる機
序があることが示唆される。 
GLY 投与動物の過剰な神経細胞死に対し、HDAC 阻害剤の VPA が炎症性サイトカイン抑制を
行なったことから、同じHDAC阻害作用を持つ酪酸を生後１週間経口投与したところ、プルキ
ンエ細胞死が抑制された。ミクログリア の増加は変化が見られず、ミクログリア が攻撃型のM
１から保護型の M2 に変化したのではないかと考察した。これらの発達神経障害からの回復の
試行は、神経死を伴う、またはプログラム神経死を抑制する、の、いずれが原因となる発達神経
障害か見極めることで、回復方法を適切に設計できる可能性を示唆している。 
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