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研究成果の概要（和文）：本研究では、胎児期バルプロ酸曝露の発達期ミクログリアおよび神経回路機能への影
響を調べた。生後10日目にミクログリア活性をIba1/CD68染色により測定したところ、バルプロ酸を胎児期に曝
露したマウスの海馬CA1領域で顕著な細胞体の肥大とCD68発現亢進が認められ、ミクログリアが活性化している
ことが明らかとなった。この時、海馬CA1領域の興奮-抑制バランスが興奮側にシフトしていた。ミノサイクリン
を母体に飲水中投与したところ、ミクログリアの活性化が抑制され、興奮-抑制バランスが回復した。従って、
胎児期のバルプロ酸曝露は発達期のミクログリアを活性化し、神経回路機能異常を引き起こすことが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to unravel the mechanism of abnormal behavior 
induced by valproate, focusing on microglial activation. VPA enlarged microglial cell body and 
up-regulated CD68 expression in hippocampal CA1 region at the age of P10 but not 6 weeks-old. The 
excitation-inhibition balance at the hippocampus was shifted toward to excitation especially in CA1 
region by VPA treatment. Minocycline administration clearly suppressed microglial activation and the
 shift of excitation-inhibition balance by VPA. Taken together, activated microglia by prenatal VPA 
exposure can induce excitation-inhibition imbalances in hippocampus during developmental period.

研究分野：環境毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、発達期のVPA曝露がミクログリア活性化を介して神経回路機能の障害や成長後の行動異常を引き起
こすことを示唆した。発達期において、ミクログリアが化学物質の標的となっていることを示した点で意義があ
り、バルプロ酸だけでなく他の発達神経毒性を引き起こすとされる化学物質へと発展させることができる知見で
あると考えている。また、発達神経毒性の分子メカニズムについては不明な点が多いが、ミクログリアの関与が
示されたため、ミクログリアを拠点としたメカニズムの解明や、ミクログリアに効く創薬への発展も期待され
る。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 医療や産業に使われている化学物質の中には、胎児期や乳幼児期の曝露により、成長後の行動
異常を引き起こすものが幾らかある。例えば、妊娠中に抗てんかん薬バルプロ酸（VPA）を服用
すると、児の知能指数（IQ）低下や自閉症のリスクが上昇する。電気機器の絶縁油として使われ
たポリ塩化ビフェニル（PCBs）の胎児期曝露は生後の記憶・学習障害や社会行動の異常の原因
となる。このような化学物質による発達神経毒性は、ニューロンの電気的活動や移動（migration）
に焦点が当てられ研究されてきたが、メカニズムの大部分は未解明である。 
 興味深いことに、発達神経毒性を引き起こす化学物質の多くは、エピゲノムに影響することが
示唆されている。VPAはヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害活性をもち、また、DNAの
脱メチル化を促進する（Epigenetics 5:730）。PCBsの毒性にも HDACや DNAメチル化異常が
関与する（Toxicol Appl Pharmacol 289:457）。化学物質の曝露（胎児期）から毒性発現（成長
後）までの期間が長いことからも、化学物質がエピジェネティクスに影響していることが支持さ
れる。 
 脳内の免疫担当細胞であるミクログリアは、軸索のガイダンスやスパイン/シナプスの除去に
より正常な神経回路網の形成に寄与する。最近、ミクログリア活性阻害薬ミノサイクリンにより、
自閉症モデルマウス（Fragile X mice）の異常行動が抑制されるなど、ミクログリアと行動異常
との関連が議論されている（Neuroscience 246:186）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、『化学物質がエピジェネティクスに影響して発達期のミクログリアを過剰に活性
化し、異常な神経回路網が形成されることにより成長後の行動異常が生じる』との仮説を立脚し、
化学物質により生じる行動異常の分子機構を明らかにすることを目的とする。まず、VPA の作
用を調べ、その後、他の化学物質へと発展させる。 
 
３．研究の方法 
 妊娠 11.5日目（E11.5）の ICRマウスに 800 mg/kgの用量で VPAまたは vehicle（蒸留水）
を経口投与した。生まれた仔をミノサイクリン未処置群、ミノサイクリン処置群に分け、ミノサ
イクリン処置群には出生後 1日目（P1）から離乳（P21）まで 100mg/kg/dayのミノサイクリン
を母マウスに飲水より投与した。 
 各群において、仔の目の開く日より、脳発達を評価した。10日齢（P10）において、ミクログ
リア活性を Iba1と CD68の共染色により評価し、さらに real-time PCRにより遺伝子発現を調
べた。フローサイトメトリーにより、脳実質への末梢免疫細胞の浸潤を測定した。P10脳より急
性スライスを調製し、膜電位感受性色素 Di-4-ANEPPSを用いた光計測によって、神経回路機能
を評価した。成長後の行動をオープンフィールド試験、Y字迷路試験、社会相互作用試験、ガラ
ス玉覆い隠し試験より評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 胎児期 VPA曝露により生じる成長後の行動異常 
 胎児期に VPA を曝露した雄性マウスについて、6週齢時に行動試験を行った。オープンフィ
ールド試験において、探索行動、移動活性および中心滞在時間に有意な差は認められなかった。
Y 字迷路試験を行ったところ、VPA 曝露群では交替反応が有意に低下していることが明らかに
なり、認知機能の異常が示唆された（図 1-A）。また、VPA曝露群において、新奇マウスへの興
味が低下していること（図 1-B）、隠すガラス玉の数が増加したことから（図 1-C）、それぞれ社
会性の異常および反復行動が生じていると考えられる。 
 

図 1．VPA胎児期曝露による成長後の行動異常 
A. Y字迷路試験，B. 社会相互作用試験，C. ガラス玉覆い隠し試験 
 
(2) VPA胎児期曝露による発達期ミクログリアの活性化 
 VPA 曝露群生後 10 日齢海馬のミクログリア活性を Iba1 および CD68 染色により評価した。



海馬 CA1 領域において、Iba1 により染色さ
れるミクログリアの形態変化が観察され、
CD68 の発現が大きく増加した。一方、海馬
CA3および歯状回（DG）領域において、Iba1、
CD68 染色像の大きな違いは認められなかっ
た。従って、VPA胎児期曝露によって、10日
齢海馬 CA1 領域のミクログリアが活性化す
ることが明らかとなった。尚、6 週齢マウス
において海馬 CA1 ミクログリアの活性化は
認められなかったことから、VPA胎児期曝露
によるミクログリア活性化は発達期に限定
されて生じると考えられる。 
 次に、ここで生じたミクログリア活性化が
成長後の行動異常の原因となるか否かを検
討した。ミノサイクリンはテトラサイクリン
系の抗生物質であるが、ミクログリアの活性
を強く抑制することが知られている（Cell 
Death Dis 4:e525, 2013）。そこで、ミノサイ
クリンを母体に飲水投与し、成長後の行動を
評価した。 
 VPA の胎児期曝露で低下する成長後の交
替行動は、ミノサイクリンの投与により
vehicle 群と同程度まで回復した（図 3-A）。
VPAにより低下する社会性や誘導される反復
行動もミノサイクリンの投与により回復した
（図 3-B, C）。ミノサイクリンの投与により、
VPA により誘導される海馬 CA1 領域のミクログリア活性化が抑制されることと併せて考える
と、胎児期の VPA 曝露によって誘導される海馬 CA1 領域の活性化によって、成長後の行動異
常が引き起こされることが示唆される。 
 

図 3．ミノサイクリンによる胎児期 VPA曝露誘発行動異常の回復 
A. Y字迷路試験，B. 社会相互作用試験，C. ガラス玉覆い隠し試験 
 
(3) 胎児期 VPA曝露により生じる成長後の行動異常 
 発達期のミクログリアは適度に活性化し、不要なシナプス（神経活動が低いシナプス）を認識
して貪食除去し、正常な神経回路網の形成に役割を果たしていることが知られている（Trends 
Immunol. 36:605, 2015）。従って、発達期のミクログリア活性の異常は、神経回路網形成に影響
することが示唆される。そこで、10 日齢マウスより急性脳スライスを調製し、膜電位感受性色
素 Di-4-ANEPPS をロードして膜電位の変化を経時的に観察することによって、海馬の神経回
路機能を評価した。 
 海馬 CA1領域のシャッファー側枝を電気刺激すると、CA1領域の脱分極が観察され、時間依

図 2．VPA胎児期曝露による 

海馬 CA1ミクログリアの活性化 



存的に刺激部位遠位に伝搬した（図 4）。VPA胎児期曝露マウスでは、脱分極の大きな亢進が観
察された（図 4）。この亢進は、CA3苔状繊維、DG顆粒細胞層を刺激したときにおいても観察
されたが、CA1 シャッファー側枝刺激時の反応が最も強かった。ミノサイクリンを母体に投与
しておくと、CA1の脱分極は大きく抑制された（図 4）。以上の結果より、VPAの胎児期曝露に
より、海馬 CA 領域の興奮-抑制バランスが興奮側に大きくシフトしていること、このシフトは
発達期に活性化するミクログリア依存的であることが示された。 
 尚、行動異常が生じる 6 週齢時において、光計測により神経回路機能を評価したところ、10
日齢ほど顕著ではないものの、興奮-抑制バランスの興奮側へのシフトが観察された。従って、
胎児期 VPA曝露による神経回路機能の異常は、発達期から成長後にかけて長く生じていると考
えられる。 
 

 
図 4．VPA胎児期曝露によるミクログリア依存的な神経回路機能の興奮性シフト 
 
(4) 胎児期 VPA曝露マウスにおける末梢免疫性細胞浸潤の評価 
 神経系の病態において、マクロファージや好中球などの末梢免疫細胞の中枢神経系への浸潤
が認められる。そこで、VPA 胎児期曝露マウスにおいても、末梢細胞の海馬への浸潤を、フロ
ーサイトメーターを用いて測定した。 
 ミクログリアとマクロファージは非常によく似た機能および遺伝子発現パターンを有してい
るが、ミクログリアはマクロファージと比較して CD45 の発現が低いことが知られており、こ
の点を利用してミクログリアとマクロファージの分離検出が可能である。胎児期 VPA曝露マウ
ス（10 日齢）より海馬を単離し、消化酵素により細胞を分散させた後、パーコール密度勾配遠
心により血球系細胞のフラクションを得た。これら細胞を CD11b、CD45 で免疫染色し、フロ
ーサイトメーターで観察した。vehicle群と VPA曝露群との比較において、マクロファージのポ
ピュレーションおよびミクログリアのポピュレーションに差異は認められなかった（図 5）。従
って、VPA 曝露群の海馬にマクロファージの浸潤は起きていないと考えられる。また、大脳皮
質を用いて同様の実験を行ったが、VPA 曝露群の大脳皮質においてもマクロファージの浸潤は
認められなかった。 
 

 
図 5．CD11b-CD45染色によるミクログリアとマクロファージの分離検出 



 次に、同様の手法を用いて、マクロファージ以外の末梢免疫細胞の海馬への浸潤を評価した。
即ち、好中球は CD11b-Ly6G染色、単球は CD11b-Ly6C染色、T細胞は TCRγ/δ-TCRβ染色に
より分離検出した。vehicle群 CD11b-Ly6G染色において、図 6に示した四角に検出された好中
球のポピュレーションが 4.64%であったのに対し、VPA を胎児期曝露した海馬委においては
8.56%と約 2倍に増加していた（図 6）。単球においても、vehicle群において 0.63%、VPA曝露
群において 1.24%と 2 倍になっていたが、好中球と比較して絶対量が少ない傾向にあった（図
6）。T細胞についても VPA処置群で増加傾向になった（図 6）。 
 マクロファージ以外の免疫細胞については VPA胎児期曝露により増加傾向にあったが、ミク
ログリアと比較して絶対数が少ないことも明らかとなった。これら末梢免疫細胞の胎児期 VPA
曝露誘発行動異常への関与を明らかにするためには、より詳細な解析が必要であると考えられ
る。 
 

 
図 6．胎児期 VPA曝露による末梢免疫細胞の海馬への浸潤 
 
(5) 結語 
 本研究より、胎児期 VPA曝露によりミクログリアが活性化し、異常な神経回路網の形成を介
して成長後の行動異常を引き起こすことが示唆された。ミクログリアはメチル水銀（J 
Neurochem 151:64, 2019）やヒ素（Toxicol Appl Pharmacol 303:79, 2016）などの環境化学物
質により活性化することが明らかとなっており、これらの化学物質は発達期の脳に障害を引き
起こすことが知られていることから、発達神経毒性におけるミクログリアの関与を調べること
は非常に重要であると考えられる。また、私たちは、ネオニコチノイド系農薬の発達期曝露によ
りミクログリア活性が低下するとの結果を得ており、化学物質による発達期ミクログリア活性
低下とその成長後影響との関係についても興味深い。今後は胎児期 VPA曝露により発現が変化
する遺伝子を同定し、発達神経毒性の分子メカニズムの解明を進める予定である。 
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