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研究成果の概要（和文）：本研究は、ラット胎生後期の異なる時期に低用量のメチルアゾキシメタノール(MAM)を投与
して作出したADHDおよびLDモデルラットについて、新生児期から成体期に渡り、反射、活動性、注意、学習に関する多
面的行動分析を行うとともに、脳の発生学的異常との関係を分析した。ADHDおよびLDモデルラットは、反射遅延、多動
性、注意欠陥および学習障害を示したが、その現れ方はMAM投与時期および行動分析課題によって異なるとともに、顕
著な雌雄差が観察された。また脳の組織学的分析により、これらの行動異常は、MAM投与時期特異的な海馬、大脳皮質
表層部および小脳の発生学的細胞構築異常と深く関連している可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We developmentally examined the ADHD/LD model rats induced by prenatal 
methylazoxymethanol (MAM) injection using multiple behavioral tasks (reflex, activity, attention, 
learning and memory) and histological analysis of the brain from neonatal to adult periods. Behavioral 
disorders obtained were partially similar to those of human ADHD/LD, and were task-specific, 
sex-specific, and stage-specific of MAM injection. Our data suggested that these behavioral disorders 
were related to neuro-genetic cytoarchitectural abnormalities of neocortex, hippocampus and/or 
cerebellum.

研究分野： 発達神経行動科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 注意欠陥多動性障害(ADHD)や学習障害
(LD)は小児期から青年期以降までわたる行
動異常であり、その本態がまだ解明されてい
ない解決すべき重要な課題のひとつである。
過去においては、これらの行動異常の発症は
脳のドパミン系の異常と関連付けられてい
たが、最近では、そのような単一的な原因で
はなく、胎生期における脳の発達障害が主た
る原因である可能性が指摘されている。様々
な脳部位がこれらの行動異常の発症の責任
脳部位候補者として報告されているが、最近
特に着目を浴びているのは大脳皮質（特に前
頭前野）および海馬である。これらの脳部位
はこれらの児で観察される様々な行動異常
や認知障害だけでなく統合失調症のような
精神疾患とも関連する重要な領域である、と
報告されている。しかしながら、過去の研究
ではこれらの児に観察される多動性や注意
欠陥また認知障害について、実験心理学的手
法に基づいた多面的（網羅的）行動分析が行
われていなかった。また、大脳皮質や海馬の
組織学的・形態学的また細胞組織化学的分析
も詳細に行われていなかった。本研究は、こ
れらの点に着目して、ADHD および LD モデル
動物について多面的行動分析を行うととも
に、それらの行動表出が、大脳皮質や海馬、
さらには小脳の発生学的細胞構築異常とど
のように関係するかについて分析しようと
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、学習および記憶、注意また活動
性などの機能に深く関与する海馬および大
脳皮質の機能不全に焦点をしぼり、ラットを
材料として、胎生後期の異なる時期に、発生
過程にある幼弱神経細胞に対して特異的に
神経毒性を有するメチルアゾキシメタノー
ル(MAM)を投与することによって、海馬もし
くは大脳皮質の発生学的形態異常を有する
ADHD および LD モデル動物を作成し、これら
の動物に対して、新生児期から成体期に至る
様々な発達時期に、反射・活動性・注意・学
習および記憶に関する多面的行動分析を行
うとともに脳の細胞組織学的分析を行い、得
られた行動学的結果と海馬および大脳皮質
の発生学的形態異常との関係性を探ること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)胎生期 MAM 投与による ADHD および LD モ
デル動物の作成 
  Jcl:Wistarラットの妊娠15日（M15群）、1
7日（M17群）もしくは19日齢（M19群）に、生
理食塩水に溶解したメチルアゾキシメタノー
ル（MAM）を20 mg/kg腹腔内投与した。対照群
には、同日に同量の生理食塩水のみを投与し
た。出生児を生後2日目に1腹10匹（雌雄それ
ぞれ5匹）に間引きし、その後、下記の神経行
動学的分析を行った。 

(2)行動学的分析 
①反射・感覚系の発達的分析：生後2日齢から
6日齢まで正向反射テストを、7日齢から12日
齢まで背地走性テストを行い、動物の前庭系
の協調運動の異常の有無を観察した。何れも
同日に3回のテストを動物間でローテーショ
ンして行い、反射が成立するまでの潜時を測
定した。 
②多動性の分析：離乳日（21日齢）に3分間の
オープンフィールドテスト(OF)を行い、移動
区画数（活動性）・立ち上がり行動数・排糞
数および排尿の有無（情動性）を測定した。
さらに若齢期以降に、実験的飼育環境事態に
おいて、30分間の馴致後の30分間の明期およ
びそれに続く30分間の暗期での動物のすべて
の自発的行動を赤外線センサーにより測定・
定量化し、一般活動性および視覚的環境変化
に伴う活動性の変容を観察することにより、
多動性および注意欠陥の有無を分析した。 
③聴覚性驚愕反射を指標としたプレパルス抑
制(PPI)の分析：成体期に、SRLab Startle 
Systemを用い、40msec、115dBの音刺激をラン
ダム間隔で100試行提示することによって聴
覚性驚愕反射の大きさを定量的に測定すると
ともに、その間、50試行のプレパルス試行を
挿入することによって、プレパルス提示によ
る聴覚性驚愕反射の抑制の程度を定量的に分
析して注意欠陥の有無を観察した。 
④学習および記憶の分析：成体期に、凍結行
動自動測定システムを用い、動物を実験箱に5
分間放置する馴致試行を行い、翌日、同じ実
験箱で、5分間セッション中に3試行の恐怖条
件付け（条件刺激(CS)は20秒・2.8KHzの純音
、無条件刺激(UCS)は2秒・0.8mAの電撃、刺激
間間隔(ITI)は18秒）を行い、24時間後に動物
を再び実験箱に入れ、5分間セッション中の凍
結行動の長さを30秒毎に自動測定することに
よって恐怖文脈記憶の程度を分析した。さら
に同じ成体期に、シャトル箱回避学習事態で
（2.8 KHzの純音をCS、180Vacもしくは160Vac
をUCS、ISIは10秒）、回避反応に随伴してCS
が停止する標準条件およびCS停止が回避反応
に随伴しない延滞条件（5秒間のCS延滞）の2
条件下での学習成績がどのように異なるかに
ついて分析した。 
(3)脳の組織学的および免疫組織化学的分析 
 所定の行動分析終了後、脳を摘出して脳重
を測定した後、①セロイジン包埋した脳の連
続脳切片を作成し、髄鞘およびニッスル顆粒
の二重染色を施し、海馬および大脳新皮質に
焦点をしぼって、これらの脳部位の細胞およ
び層構築異常の有無を形態学的に観察すると
ともに、②免疫組織化学的手法を用いて、カ
ルビンジンによる免疫染色を行い、皮質（特
に第Ⅱ/Ⅲ層）の細胞および層構築異常、また
海馬錐体細胞層で観察される異所性細胞およ
び海馬内線維である苔状線維の走行について
検索した。 
 
４．研究成果 



行動学的には以下の結果が得られた。（1）
新生児期での反射の分析では、M17 群で雌雄
とも顕著な正向反射の遅延（長い潜時）が観
察された（図１）。(2)21 日齢に行った OF 事 

図 1 各群の正向反射潜時（上：雄、下：雌） 
 
態での活動性の分析では、雌雄とも、群間に
顕著な差異は観察されなかった。(3)実験的
飼育環境事態では、各群ともに雌ラットの自
発運動量が顕著に高かった。M19 群の雄ラッ
トに寡動傾向が観察されるとともに、M17 お
よび M19 群の雄ラットで環境刺激変化（明か
ら暗）に対する行動変容が顕著でなかったが、
全体としては群間に顕著な差異は認められ
なかった。(4)成体期の PPI の分析では、M17

図 2 PPI 事態（上:驚愕反応量、下:抑制率）  

図 3 恐怖条件付け後の各群の凍結行動持続
時間（雌ラット）（恐怖文脈記憶実験）  

 

 
図 4・5 各群の回避反応数（上：標準条件、

下：延滞条件、何れも上が雄、下が雌） 
 



群の雄の驚愕反応量は顕著に高いこと、また
M19 群の雌の抑制率は他の群よりも低く、注
意欠陥傾向を示した（図 2）。(5)成体期での
文脈記憶の分析ではM17群は雌雄ともに凍結
行動の時間は他の2群よりも短く文脈記憶の
障害傾向を示した（図 3）。（6）シャトル回避
学習事態での分析では、標準条件では M15 群
は雌雄とも高い反応率を示したのに対し、
M17 群の雄および M19 群の雌の回避反応は障
害された。一方、延滞条件では、M15 群の雌
は高い反応率を示したのに対し、M15 群の雄
および M17 群の雌の回避反応は障害された
（図 4および 5）。 
 脳重に関して M15 群では顕著な、M17 およ
び M19群では軽度の脳重の低下を示すととも
に、脳の組織学的分析では以下の結果が得ら
れた。(1)M15 群では皮質分子層の表層に異所
性の細胞集塊および海馬錐体細胞層の層構
築異常および異所性の細胞集塊が観察され
た（図 6）。(2) M17 群では皮質第Ⅱ/Ⅲ層の
発達不全および海馬錐体細胞層の細胞の散
在性が観察された（図 7）。皮質第Ⅱ/Ⅲ層の
発達不全はカルビンジン抗体免疫染色によ 

図 6 M15 群の組織学的所見 

図 7 M17 群の組織学的所見 

図 8 カルビンジン抗体免疫染色による 
M17 群の組織学的所見 
 

っても同様に観察され、また海馬 CA3 での苔
状線維の 2層性が観察された（図 8）。（3）M19

群では大脳皮質や海馬の発生学的形態異常
はまったく観察されなかったが、小脳前葉の 
顆粒細胞層が渦巻き状を呈し、葉形成が完全 
に破壊されていた（図 9）。 

図 9 M19 群の組織学的所見 
 
本研究の結果から、ラット胎生後期の異な
る時期にMAMを投与することによって作出し
た ADHD および LDモデルラットが示した行動
学的結果のいくつかが、これらの児で観察さ
れる神経学的発達遅延（反射の遅延）、注意
欠陥また学習および記憶障害と類似してい
ることを示唆するとともに、これらの行動学
的異常が脳の大脳皮質第Ⅱ/Ⅲ層の発育不全、
また海馬錐体細胞層の発生学的層構築異常
および異所性の細胞集塊また小脳前葉の発
生学的層構築異常と関係している可能性を
指摘するものである。また本研究の結果は、
種々の行動異常の現れ方が雌雄特異的、また
発達時期特異的さらに与えられる課題特異
的に現れる可能性を示唆するものである。こ
れらのことは、小児の行動異常や神経学的異
常を検出するためには、雌雄別に、新生児期
から生体期にわたる様々な発達段階で、網羅
的・多面的行動分析を行う必要性を指摘する
ものである。 
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