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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経発達障害の成因を探索するため、ヒト妊娠中に汎用される薬剤を用
いて、産仔の神経心理学的な発達特性と免疫組織学的検討を行った。母体マウスに子宮収縮抑制剤（β2刺激
薬）リトドリンと抗うつ剤を投与し、産仔にオープンフィールド試験、強制水泳試験を施行した。摘出脳の前頭
前野と海馬中心に、脳由来神経栄養因子とミクログリアの免疫染色を行った。子宮収縮抑制剤投与群では、行動
試験にて不安の高さを示唆し、胎生期の母体薬剤投与が産仔若齢期の行動に影響する可能性を示唆した。形態学
的には、大脳皮質の層構造異常や限局的な萎縮は明らかではなく、ミクログリアの局所定量分析では、有意な変
化は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, to investigate the cause of neurodevelopmental disorder, 
neuropsychological developmental characteristics and immunohistological examination were carried out
 on juvenile mice, by using drugs at fetal period commonly prescribed for human pregnancy. 
Suppressant of uterine contraction (β2 agonist) ritodrine and antidepressant were oral administered
 in maternal mouse. Open field test and forced swimming test were performed on juvenile mice, and 
then the brains were removed. Brain derived neurotrophic factor and microglia immunostaining were 
performed in the prefrontal cortex and hippocampas. In the group treated with ritodrine, behavioral 
tests suggested a high level of anxiety. Administration of maternal drugs in fetal period may affect
 behavior during juvenile age. Morphologically, abnormal layer structure of the cerebral cortex and 
focal atrophy were not clear, and significant changes could not be confirmed by local quantitative 
analysis of microglia.

研究分野： 小児科学
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１．研究開始当初の背景 

（1）小児の神経発達障害は、遺伝性素因と

ともに母体の子宮内環境が発症に関与する

と近年指摘されている（DOHaD 仮説）。脳の発

生期から発達期の化学物質暴露は、脳の神経

回路に不可逆的な構築異常をもたらす可能

性がある。妊娠期の医薬品投与については、

動物モデルにて催奇形性試験が実施され、厳

密な安全性試験の実施及び審査を経て、市販

されているが、出生後の脳神経系の発達や行

動異常については、ほとんど検討されていな

いのが現状である。 

（2）子宮収縮抑制剤は、子宮平滑筋選択的

アドレナリンβ2作動薬で、切迫早産の第一

選択薬である。出生児の神経発達への影響は

報告されていないが、同様の子宮収縮抑制お

よび気管支拡張作用をもつβ2作動薬テルブ

タリンの幼若期ラットへの投与にて、小脳形

成異常や海馬低形成、神経炎症所見など自閉

症剖検脳との共通点がみられたという報告

がある（Rhodes 2004, Zerrate 2007）。 

 抗うつ薬の選択的セロトニン再取り込み

阻害薬は、成体マウスへの投与にて海馬や前

頭葉の神経細胞の幼若化(Kobayashi K et al. 

2010, Ohira and Miyakawa. 2013)が報告さ

れるが、胎生期投与に関しては未解明である。 

 

２．研究の目的 

（1）実験の構想 

報告者はこれまで、胎生期母体投与薬剤によ

る幼若期への神経心理学的影響への疑問を

持ち、小児科診療を通して周産期診療情報検

討と新生児フォローアップ調査を継続して

きた。しかしながら疫学調査では、遺伝性素

因など交絡要因の排除に限界があった。その

ため、動物実験（発生神経毒性試験）による

行動解析や神経病理学的検索に着眼した。 

（2）本研究の目的 

妊娠中に汎用される上記薬剤を母体モデル

動物へ投与し、産仔の神経心理学的な発達特

性と脳内生理の解明を目的とする。以下の三

段階で進めることとする。 

 ① 胎生期母体薬剤投与モデル動物の作成 

 ② 行動解析 

 ③ 神経病理学的検索 

３．研究の方法 

（1）胎生期母体薬剤投与モデル動物の作成 

雌雄マウスを交配し、妊娠マウスを作成する。

薬剤投与法および至適投与量の設定を行う。 

① 予備試験：投与法は、皮下注射もしくは

強制経口投与（ゾンデ法）を選択する。投与

量設定は、無毒性量を常用量（低用量）とし、

常用量の10-50倍かつ半数致死量未満を高用

量と設定する。生食投与群を対照群、抗うつ

剤投与群を陽性対照群として用いる。 

② 本試験：交配成立後雌へリトドリン塩酸

塩 100,500mg/kg を 21日間連続経口投与する。 

 

（2）行動解析 

① オープンフィールド試験：障害物のない

一定空間内の行動量を数値化する試験で、自

発運動や新奇場面に対する情動を評価する。

仔マウスの離乳期を経て、生後6週（若齢期）、

9週（生殖可能期）、12 週（青年期）で行う。 

② 強制水泳試験：逃避不可能な水槽内での

不動時間を測定することで、抑うつを定量的

に評価する。生後 13 週（青年期）に行う。 

 

（3）神経病理学的検索 

行動解析終了後に、全脳を摘出する。パラフ

ィン切片作成し、HE 染色にて形態学的検索を

行う。脳内ミクログリアの活性化が、免疫反

応を調節し、神経栄養因子シグナリングを通

して、神経炎症や病変部の細胞死、組織修復

に関与することに注目し、ミクログリアの特

異的マーカーであるIba-1の免疫組織化学的

染色を施行する。 

 
 

本動物実験計画は、本学動物実験委員会の審

査にて承認を受けた。（承認番号 2013-8-2） 



４．研究成果 

（1）胎生期母体薬剤投与モデル動物の作成 

妊娠マウスへのリトドリン塩酸塩投与法お

よび至適投与量の設定を行った。 

① 予備試験：投与量を 30,150,300,500,1000 

mg/kg で妊娠マウスに連続皮下注射したとこ

ろ、妊娠初期での胎内死亡、出生直後の産仔

死亡があり、投与量を常用量 100mg/kg、高用

量 500mg/kg の連続経口投与法に設定した。 

② 本試験：交配成立後雌に、リトドリン塩

酸塩 100,500mg/kg を 21日間連続経口投与し

た。陽性対照群として抗うつ剤（選択的セロ

トニン再取込み阻害薬 SSRI）フルボキサミン

マレイン酸塩 100mg/kg を投与した。 

③ 出生仔の体重推移

 

体重には性差があり雄が重かった。リトドリ

ン高用量群は9週齢以降体重増加しなかった。 

（2）行動解析 

① オープンフィールド試験 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

自動測定機器を用いて、総移動距離、平均速

度、総移動時間、任意の区画ごとの滞在時間、

行動軌跡などについて計測した。 

 

自発運動量を示す総移動距離は、各群ともに

仔マウスの週齢が増すごとに減少した。加齢

および再試行による馴化が考慮される。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



中心滞在時間の減少は不安を示唆するが、各

群間で性差および週齢差を認めた。リトドリ

ン高用量群（R500mg：図では赤色で示す）で

は、雌は 6週齢、雄は 9週齢で、総移動距離

の減少がないのにも関わらず、中心滞在時間

が有意に減少しており、この時期の「無動で

はない不安の高さ」を示唆した。常用量群

（R100mg：橙色）における差異はなかった。

抗うつ剤投与の陽性対照群（SSRI 100mg：緑

色）では、雌で中心滞在時間が減少しており、

母体抗うつ剤投与群の産仔における不安の

高さを示唆する、逆説的な結果であった。 

 

② 強制水泳試験 

 

13 週齢で施行した強制水泳試験では、統計学

的有意差は認めなかったが、リトドリン高用

量群の不動時間が短く、抗うつ剤投与の陽性

対照群の不動時間が長くなる傾向があった。

これはオープンフィールド試験で、母体抗う

つ剤投与群の産仔に不安が高かった結果と

同じく、母体抗うつ剤投与群の産仔が薬理効

果とは逆に、抑うつ傾向を示すという興味深

い結果につながる可能性がある。 

 

（3）神経病理学検索 

行動解析終了後に全脳を摘出し、形態学的検

索とミクログリアの免疫組織化学的染色

（Iba-1）を行った。 

 

 

 

 
 

 
形態学的には、大脳皮質の層構造異常や限局

的な萎縮は明らかではなかった。また今回、

静止型および活性型ミクログリアの局所定

量分析では、有意な変化は確認できなかった。 

 

（4）本研究報告にあたって 

報告者は、小児科医として発達障害臨床に従

事するなかで、早産低出生体重児のフォロー

アップで得た、胎生期投与薬剤の神経心理学

的影響に関するクリニカル・クエスチョンか

ら本研究を開始した。モデル動物の脳内生理

の解明には到達し得なかったが、行動試験で

見られた、「抑うつは強くないものの不安が

高く動き回る姿」は印象的であった。本研究

を端緒に、今後も子どもたちの健やかな成長

発達を目指して調査研究を継続したい。 
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