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研究成果の概要（和文）：自閉症を含めた発達障害は脳機能の疾患であるが、詳しい病態は未だ不明である。一
方で早期介入により改善できる可能性が多い疾患でもある。本研究ではバルプロ酸（VPA）が脳内GABA抑制シス
テムを変化させ行動に変化をもたらす可能性に着目し、VPA母体投与および、成長期VPA投与の両方の投与法を用
いた自閉症モデルマウスの病態解析を行い運動介入による効果を解析した。運動介入により、常同行動の減少、
記憶・学習障害の改善がみられたが、活動量には両群で違いはみられなかった。以上の結果から生後VPA投与に
も記憶障害、常同行動など脳へ何らかの影響を与えていること、運動により改善される可能性があることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Developmental disorders including autism are disease of the cerebral 
functions, but the detailed clinical condition is still unknown. On the other hand it has the 
likelihood that can be improved by early intervention. The aim of this study is to investigate 
pathological analysis of the autism-like behavior and to verify of the interventional approaches 
using the VPA administration autism model mice. The VPA administration was performed prenatal and 
postnatal groups. The effect of exercise was confirmed as for to improvement of the stereotyped 
behavior and memory disorder but not of amount of activity. These data suggested that not only 
prenatal but also postnatal administration of VPA are influence memory and stereotyped behavior, and
 the exercise might be useful for the improvement of these symptoms. 

研究分野： 生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
発達障害は脳機能の障害であると考えられるが、その詳細なメカニズムは未だ明らかではない。本研究は病態解
明および運動介入の効果を検討することを目的とした。
本研究では自閉症モデル動物を用いて周生期及び成長後の行動変化を解析し運動介入効果を解析した。母体にバ
ルプロ酸を投与したマウスは生後直後に変化が見られた。生後14日でVPA投与したマウスも行動変化が見られた
が、運動介入により改善する傾向が見られた。

※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 

発達障害の現状：発達障害とは、主に広汎性発達障害、ADHD（注意欠如・多動性障害）、学
習障害（LD）、知的障害の総称であり、学齢児童における割合は、6.5％に及んでいる（文部科
学省調査 2012）。発達障害の症状は成長と共に自然消失することは少なく、成長に従い心身症や
学校不適応、社会不適応などの二次的な不適応やいじめなどの問題に進展していく可能性が多
いため、保護者の負担も増大する。自閉症を含めた発達障害は脳機能の疾患であるが、詳しい病
態は未だ不明である一方、早期介入により改善できる可能性が多い疾患でもある。 
発達期の脳： 母親が妊娠中に精神的ストレスを受けた子供には異常行動や精神遅滞が二倍も
多いことが知られ（Scott,1973）在胎中の脳障害が疑われているがそのメカニズムは不明である。
動物実験でも母体ストレスにより仔ラットの認知学習機能が低下することが報告されている。
興味深いことにストレス脆弱性の臨界期は神経幹細胞から発生した神経細胞が大脳皮質を形成
する時期に一致し、この時期本来は抑制性に働く GABA が Cl-流出による興奮作用でニューロ
ンの分化や細胞移動に関与したり、シナプス形成、強化を促進することが示唆されている（後述）。
このように高次機能を担う大脳皮質発達初期の GABA の役割は古典的概念の“抑制性伝達物質”
とは大きく異なることが最近明らかになってきた。 

バルプロ酸投与による自閉症モデル動物：胎生期にてんかん治療薬であるバルプロ酸に暴露
されると、自閉症の発症リスクが上昇するという報告が 2013 年 JAMA 誌に発表され
（Christensen et al.2013）、胎生期母体暴露による自閉症モデル動物の研究も近年増えてきてい
るが、発症メカニズムはいまだ不明である。ここで注目すべきことはバルプロ酸（VPA）は GABA
トランスアミナーゼの阻害薬であり、これは脳内の GABA を増加させる働きをもつことである。
GABA 増加は母体には発作抑制として働くが、前述のように胎生期、出生直後では GABA は興
奮性に働いているため、神経ネットワーク発達過程において何らかの障害が生じていると推察
されるが、ヒトではシナプスレベルでの検証は不可能であるためこのモデルは有用である。 

 
２．研究の目的 
前述のとおり、脳内の主要な抑制性伝達物質である GABA は脳の発達期や神経障害時には分

化、移動、神経ネットワーク形成・強化などに関与する非常に重要な物質であり、さまざまな疾
患にも関与するが、事前に操作することで治療・予防につながる可能性が高い。また、脳の損傷
時の運動回復にはリハビリテーションが有効であるが、脳の障害ともいえる発達障害に対して
も運動療法が有効である可能性は容易に想像できる。 
本研究では、バルプロ酸投与による自閉症モデル（VPA マウス）を作製し、病態解明、運動

介入による症状改善、GABA 機能正常化のための治療法探索、性差、を検討することを目的と
し、（１）自閉症モデル病態の解明、予防法の探索（２）自閉症症状への運動介入による改善効
果の検討（３）性差の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
当初の計画ではバルプロ酸ナトリウム（VPA）母体投与し生まれた仔のみを使う予定であった
が、生後 VPA 投与マウスへの影響も見た。 
(1)  VPA 投与 

母体投与は 12.5 日の妊娠マウスに VPA 600mg/kg で母親の頸部に皮下投与を行い、生後投
与は P14 で 400mg/Kg の VPA を頸部に皮下投与した。 

(2)  出生前 VPA 投与マウスの解析 
超音波発声（ultrasonic vocalization：USV）解析： 
マウスが発する USV は、人間の言語コミュニケーションに相当し、特に生後１週間程度の
間認められる母子分離による USV は、各種自閉症モデルマウスにおいてその低下が報告さ
れている。また、仔は 5 分を超えると体温保持のため発声数が減少するため、本研究にお
いても記録時間を 5 分間とした。P3 および P8 マウスを、長方形の発泡スチロールの容器
（18cm×18cm×19.5cm）に入れ、容器の蓋部分に UltraSoundGate CM16/CMP マイクロフォ
ンを取り付けた。発声は、Avisoft Recorder ソフトウェアを用いて 250kHz の Sampling rate
および 16bit Format で、マイクロフォンで収音し、UltraSoundGate 416Hb 録音インターフ
ェイスを介して記録し１分間当たりの発声数を解析した。 
社会性テスト： 
マウスの社会性を調べるためにスリーチャンバーテストを行った。同齢で以前に未接触の
マウス（stranger mouse）を入れたワイヤーケージと空のケージ（empty cage）を配置し
て、記録を 10分間行った。empty cage がある区画を empty zone 、stranger mouse 側の区
画を stranger zone とした。テストは HD Webcam C615 でビデオ記録し、Smart 3.0 ビデオ
トラッキングシステムにより、各区画で過ごした時間、各ワイヤーケージに対する社会的
相互作用（におい嗅ぎ行動、鼻突き）数を解析した。 
概日行動リズム： 
P40 で、三種混合麻酔薬をマウスに腹腔内投与（0.01ml/g）し、体内埋め込み式運動量計測
装置（nano tag®）を頸部皮下に埋め込んだ。そして、術後 1～2日回復させた後、ホームケ
ージ内での運動量を約 2日間測定した。運動量は、3軸加速度センサで計測した XYZ の合成
波に対して、単位時間当たりに閾値を超えた回数（振動数：170）を運動量としてカウント



される。 
(3)  生後 VPA 投与マウスの解析 

生後 VPA 投与による行動への影響を見ること、運動介入による行動変化、雌雄差を見るた
め以下の解析を行った 
運動介入： 
運動介入にはトレッドミル運動を行った、すべての群に対し運動介入３日前から訓練し、
運動群は P34～P61 の４週間毎日 10m/分、1時間トレッドミルによる運動を行い、非介入群
はプレトレーニングのみとした。 
行動解析： 
オープンフィールドテスト、社会性テスト（スリーチャンバーテスト）、記憶学習テスト（８
方向迷路試験） 

 
４．研究成果 
出生前 VPA 投与マウスの解析 
出生数と体重：母体 VPA 暴露による出生数、出生仔の体重水位はコントロール（母体生理食塩
水投与）群と比較して差はみられなかった。 
超音波発声（USV）：P3 において、コントロール群に比べて VPA 群では発声数が有意に減少し
ていた。一方 P 8 においては P3 コントロールに比べ発生数は減少し、コントロール、VPA の
2 群間に有意な差はみられなかった。 
社会性の比較：スリーチャンバーテストで、滞在時間は、コントロール群と VPA 群ともに
empty zone に比べて stranger zone で有意に多くの時間を過ごしていた。アプローチ数では、
コントロール群は empty cage に比べて stranger mouse に対して有意に接触数が増加していた
が VPA 群においては有意な差はみられなかった。 
概日行動リズム：2 日間の総活動量を解析したところ、コントロール群に比べて VPA 群では、
有意に活動量が増加していた。2 日間を明暗期に分けると、暗期ではコントロール群に比べて
VPA 群で活動量が有意に増加していた。明期では 2 群に有意な差はみられなかったが、VPA
群で活動量が増加傾向にあった。 
以上の結果より、母体 VPA 投与により、生後間もないマウスでは母親を呼ぶ回数が減少し、
成長後では（P40）活動量の増加が見られることがわかった。 
 
生後 VPA 投与マウスの解析：総活動量：運動介入前の総活動量は雌マウスで VPA 投与群が優位
に増加していた。一方、運動介入後は雌雄ともコントロール、VPA 投与群の違いは見られなく
なった。 
オープンフィールドテスト解析：運動介入前はオスの VPA 投与群が著しく中央滞在時間が増加
していた。 
社会性解析：スリーチャンバーテストでは、オスではコントロール、VPA 群で違いは見られなか
ったが、ストレンジャーマウスに対する鼻付き行動が VPA 雌マウスで優位に増加が見られた。運
動介入による効果はどの群でも見られなかった。 
常同行動解析：Preening/Grooming による常同行動解析：雌雄とも VPA 群で有意に増加が見られ
た。 
記憶テスト（八方向迷路）解析：雌でのみVPA群で記憶時間の延長が見られた。 
運動介入により、常同行動の減少、記憶・学習障害の改善がみられたが、活動量には両群で違
いはみられなかった。雌雄では、常同行動の改善は雌で顕著であり、記憶障害の改善は雄で顕
著であった。以上の結果から、生後VPA投与にも記憶障害、常同行動など脳へ何らかの影響を与
えていることが示唆された。 
一方、運動介入によりこれらの障害が改善される可能性が明らかとなった。現在運動介入によ
る効果が神経新生によるものなのか、シナプス可塑性によるものなのかを解析するため、神経
新生解析用に運動介入開始から７日間BrdUを連続投与した脳サンプルの解析を進行中である。 
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