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研究成果の概要（和文）：HDAC阻害剤の一部が小脳プルキンエ細胞の発達及び小葉のV/VI葉のprimary fissure
に過剰な褶曲を早期に形成する変化をもたらした。この変化は、自閉症を引き起こすバルプロ酸(VPA)、クロル
ピリホスで観察され、さらにHDAC阻害剤の一部でも引き起こされることが観察された。薬物投与はReelinの発現
亢進を引き起こし、シナプス形成と関連するATPの放出を亢進した。VPA投与の濃度依存性、投与時期依存性を検
討したところ、臨界濃度は300mg/kg、臨界期は妊娠16日と推定された。新たに酵素光学測定デバイスを開発し
10msecの時間分解能での伝達物質放出の観察を可能とした。

研究成果の概要（英文）：Some HDAC inhibitors including Valproate and SAHA, and chlorpyrifos were 
observed to induce the alteration of Purkinje cell development and excess folding at V/VI lobule of 
cerebellum. Valproate and Chrolpyrifos are known as the inducer of autism. Also these chemicals 
increased in developing cerebellar cortex both Reelin expression which would relate to neuronal 
migration, and ATP release  which would relate to synaptogenesis. The critical concentration and 
critical period of VPA administration was 300 mg/kg maternally and embryonic day 16, respectively. 
We developed newly high sensitive enzyme-linked photo assay system with 10 msec time resolution. 

研究分野：神経科学
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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。申請者は小脳皮質の分化過程の研
究で、グルタミン酸とγアミノ酪酸(GABA) 
の放出パターンを調べるために、伝達物質の
酸化還元酵素を用い、発生 する蛍光分子に
よって神経伝達アミノ酸の分布を観察する
デバイスを自家開発した。平成 23 年度〜25 
年度の科学研究費補助金研究において、小脳
神 経回路発達に関与する伝達物質とそれを
制御する分子の研究を進めたところ、未分
化のグリア細胞から GABA 放出が見られる
ことを見いだした。グリア細胞の分化に伴
い、GABA 合成酵素 GAD65/67 の発現が低
下し、同時に  GABA トランスポータの 
VGAT の発現が消失すること、これらの現
象が細 胞内リン酸化で制御されている可能
性を発見した。 
グリア細胞からの GABA 放出は、顆粒細胞
の増殖を  強く刺激することも観察されたが、
神経  回路形成への関与ははっきりしなかっ
た。そこで、グリア細胞の情報伝達物質で
ある ATP の時空間分布 を可視化する新規
の酵素光学法を開発した。酵素にグリセル
アルデヒド 3-リン酸脱水素酵素 を用いてグ
ルタミン酸刺激による ATP 放出量を測定 
したところ、小脳プルキンエ層 (PL)及び顆
粒層(IGL) で、一過性のATP放出が観察され
た。グルタミン酸刺激による小脳皮質から
の ATP放出 小脳分化に対する GABA トラ
ンスポータの影響を調べるために、抗てん
かん薬バルプロ酸を胎児期に投与したとこ
ろ、出生仔の小脳で過剰な GABA の放出が
観察された。GABAトランスポータの影響を
調べるために、抗てんかん薬バルプロ酸を
胎児期に投与したところ、出生仔の小脳で
過剰な GABA の放出が観察された。GABA 
トランスポータの発現は抑制され、同時に
プルキンエ細胞の樹  状突起が早期から著し
く発達していた。バルプロ酸投与動物では、
ATP も早期から大量に放出され、神経回路
発達に介入することが観察された。 
２．研究の目的 
本研究では、小脳神経回路形成に影響する
HDAC 阻害剤を用い、これらのグリア 性小
脳分化制御における Reelin および関連する
分化誘導因子の関与を、新規の光学・物性デ
バイスを用いて明らかにすることを目的と
した。 
目的 1 として、作用スペクトルの異なる
HDAC 阻害剤を小脳発生の各時期に投与し、
GABA 放出と神経 分化への影響を研究した。
目的 2 として、HDAC 阻害剤の投与による
Reelin の発現増強を確認し,合わせて発達期
小脳外 顆粒層(EGL)における Reelin 放出細
胞を確定することを目標とした。 
目的 3として、グリア細胞 からのATPを介
したシナプス形成誘導機構を、HDAC阻害剤

による増強の機序を含めて解明する。神経 
突起形成に重要なアクチン繊維は Reelin 他
の因子で安定化されるが,申請者らで開 発 し
ている高分解能 音響インピーダンス顕微鏡
を用い,生きた細胞の中のアクチン繊維の重
合度を観察することを目標とした。 
３．研究の方法 
(1) 作用スペクトルの異なるHDAC阻害剤を、
小脳発生の各時期に投与し、GABA 放出と神経
分 化への影響を研究する。 
バルプロ酸は脂肪酸系の HDAC 阻害剤で、
HDAC1 を特異的に阻害する。Reelin を誘導
する HDAC 阻害剤には、ヒドロキサム酸系の
スベロイルアニリドヒドロキサム酸(SAHA)、
トリコスタチン A(TSA)や、MS-275 があり、 
HDAC阻害作用とともにDNAの脱メチル化作用
が報告されている。 
（2）バルプロ酸の投与時期、投与濃度を振
って、濃度依存性、投与時期依存性を検討す
る。これらは免疫組織化学的に観察する。 
（３）高感度高速 CCD を用いて、HDAC 阻害
剤投与動物の小脳組織における、グル タミ
ン酸刺激に対する伝達物質放出反応 速度の
変化を観察する。グルタミン酸刺激 に対す
る反応は、神経細胞の分化とトランスポー
タの発現にともなって高速化する。この変化
を観察することで、HDAC 阻害剤による神経
細 胞の変化を観察する。 
（４）超音波を利用した音響インピーダンス
顕微鏡を用いて組織の音響インピーダンス
変化を観察し、樹状突起伸長、シナプス形
成に至る細胞骨格の変化を観察する。 
４．研究成果 
（１）ヒドロキサム酸系 HDAC 阻害剤のスベ
ロイルアニリドヒドロキサム酸(SAHA)、TSA、
MS−275、 脂肪酸系の HDAC 阻害剤バルプロ
酸を、妊娠 16 日に投与したところ、SAHA で
は VPAと同様の神経回路形成異常が見られた
が TSA は微弱で MS-275 はほとんど見られな
かった。効果スペクトルが異なることが示唆
された。ATP 放出量の変化は SAHA で高く。TSA
が中程度、MS-275 では大きな変化が見られな
かった。 
（２）従来細胞レベルの変化を観察してきた
が、小脳虫部全体を観察したところ、小葉の
V/VI葉の primary fissure に過剰な褶曲が早
期に形成されることを観察した。この褶曲は
生後２週間ではコントロール動物にはほと
んど見られず、一方 VPA 投与動物では 75％に
観察された。 
（３）この褶曲を指標として VPA 投与の濃度
依存性、投与時期依存性を検討したところ、
VPA200mg/kg の投与ではほぼ変化が現れず、3
臨界濃度は 300mg/kg と推定された。また、
妊娠 18 日の投与では効果が現れない一方、
妊娠 14 日の投与で強く効果が現れることが
明らかとなった。早期の VPA 投与は動物を致
死に追い込むことが多く、実験条件としては
妊娠 16 日が適当であると考えられる。 
 (４)高速高感度 CCD を用いて 10msec の時



間分解能で伝達物質放出を測定するシステ
ムを構築した。さらに培養細胞からの微弱な
伝達物質放出の測定を可能とした。 
（５）HDAC 阻害剤の投与によって外顆粒層
の Reelin 発現が増強することを観察した。
GLAST との距発現を観察すると、グリア細胞
での発言であることが確認された。 
（６）超音波顕微鏡を用いてバルプロ酸投与
された動物の小脳組織の体積弾性率を測定
したところ、内顆粒層の弾性率が上昇するこ
とが観察された。細胞腫は確認できていない
が、神経回路の変化が捉えられたものと考え
られる。 
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