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49. バルプロ酸の胎内曝露による自閉症の病態分子基盤解明 
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緒 言 

 

自閉症は、（1）社会性の障害、（2）コミュニケーションの障害、（3）常同行動や興味・活動の限局化の3つを主徴と

する発達障害の1つである。自閉症の発症原因は未だ不明であるが、遺伝的要因と環境要因との相互作用により発症す

ると考えられており、近年、欧米をはじめ世界で自閉症の有病率が劇的に上昇していることや、双生児を対象とした疫

学調査での知見より、環境要因の占める割合は 55％にも及ぶと算出されている［1］。また、母親の妊娠中のウイルス

感染やビタミン不足によって自閉症の発症リスクが増大することが示され、胎生期・周産期の環境要因についても、広

義の意味で、自閉症発症に関わる生物学的環境因子として考えられるようになった。したがって、最近の国内外の自閉

症に関する基礎研究では、胎生期〜幼児期の環境要因の役割解明を目的とする研究が目立つようになってきた。しかし

ながら、自閉症の病態発現に関わる分子基盤は未だ明らかではなく、その薬物療法については確立されていない。 
バルプロ酸（VPA）は、てんかんや躁状態の治療、片頭痛発作の予防など広く臨床応用されている薬物で、妊娠可能

な女性のてんかん患者にとってしばしば唯一の治療選択肢とされている。一方、てんかんを有する女性の子供が奇形や

精神遅滞などの障害を持つリスクが高いことが知られ、抗てんかん薬の胎内曝露がその原因と考えられており、なかで

もVPAによる発症リスクが最も高いことが報告された［2］。このような臨床知見を背景に、胎生期にVPAを投与した

齧歯類、特にラットが自閉症のモデル動物として用いられてきた。我々は、既存の遺伝子改変自閉症マウスモデルとの

比較が容易であるなどの理由から、胎生期の VPA の投与によるマウスでの自閉症モデル化を試み、胎生 12.5 日目に

VPA（500 mg/kg）を投与した ICR系マウス由来の雄性出生仔が、生後に社会性行動障害といった自閉症様の行動異常

を示すこと［3，4］、大脳皮質層構造の異常［3］ならびに海馬での樹状突起スパイン密度の低下を示すこと［4］、前頭

前皮質（PFC）においてドパミン神経系機能が低下していること［5］など、従来の自閉症モデル動物で認められる変

化と類似の変化を示すことを見出し、マウスにおいて胎生期の VPA 投与による自閉症モデルを確立した。また最近、

注意欠陥多動性障害治療薬であるメチルフェニデートおよびアトモキセチンの慢性投与が、胎生期 VPA 曝露マウスの

自閉症様行動を改善することを明らかとした［6］。 
本研究では、胎生期VPA曝露マウスにおいて、microRNAの発現変化、および自閉症様行動に対するドパミン活性

化薬投与、オキシトシン投与ならびに環境強化飼育の効果を検討し、自閉症の病態分子基盤と新規治療法を追究した。 
 

方 法 

 
1．自閉症モデルマウスの作製 
動物は、妊娠12.5日目に500 mg/kg のVPAを腹腔内投与した ICR系マウス由来の胎仔および出生仔を用いた。対

照群として生理食塩水を投与した妊娠マウス由来の胎仔および出生仔を用いた。生後3週齢時に母子分離を行い、雌雄

別々に1ケージ5～7匹で群飼育した。 
2．胎仔脳における遺伝子発現量変化 
胎仔脳におけるmRNAおよびmicroRNA発現量変化は、各胎仔の全脳より調製した total RNAを用いて real-time 

PCR法により解析した。microRNA発現量の網羅的解析は、BGI社（Beijing, China）に委託しRNAシークエンシン

グ法により行った。なお、胎仔の雌雄は尾より抽出したゲノムDNAのPCRにより決定した。 
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3．薬物投与 
抗精神病薬（リスペリドン、アリピプラゾールおよびハロペリドール）の単回投与は、社会性行動試験の24時間前、

新奇物体認識試験の試験試行の24時間前に行った。オキシトシンの単回投与は、社会性行動試験の20分前、新奇物体

認識試験の訓練試行の直後に行った。抗精神病薬あるいはオキシトシンの慢性投与は、1日1回2週間行い、最終投与

の24時間後に各種試験を行った。 
4．成体マウスの行動解析試験 
行動解析試験は8週齢時に行い、自発運動量はオープンフィールド試験、不安様行動は高架式十字迷路試験、社会性

行動は resident-intruder相互作用試験、ならびに学習記憶能は新奇物体認識試験によりそれぞれ評価した。 
5．成体マウスの神経生化学および神経組織化学的解析 
神経生化学および神経組織化学的解析は8週齢時に行い、脳内モノアミン遊離量は in vivo脳微小透析法、神経活動

度は免疫染色法による c-Fosタンパク質陽性細胞の計数、樹状突起スパイン密度はGolgi染色法、脳由来神経栄養因子

（BDNF）およびシナプス関連分子（PSD-95、Shank2、Shank3）のmRNA発現量解析は real-time PCR法により

それぞれ数値化した。 
6．環境強化飼育 

4週齢時に、投与薬物ごとに無作為に2群に分け、（1）通常環境群（対照群）、（2）環境強化飼育群とし、4週間飼育

した。通常環境群は、一般的な透明なプラスティックケージ（28×20×12 cm3）で、環境強化飼育群は、対照群よりも

大きな 65×35×30 cm3 のプラスティックケージに小動物用輪回し装置、ゴールデンハムスター用パイプ、Shepherd 
Shack®などを配置した環境下で飼育した。各飼育群とも、1ケージあたり5～7匹のグループとした。 
7．統計解析 
データは全て「平均値 ± 標準誤差」で表し、統計解析ソフトGraphPad Prism 5/6 for Windows/Macを用いて比

較検定を行った。2群の比較検定はunpaired t-testにより、多重比較検定は two-way repeated measures ANOVAあ

るいは two-way ANOVAの後、Bonferroni’s multiple comparison testによりを行った。なお、有意水準はP < 0.05と

した。 
 

結果と考察 

 

1．VPA曝露マウス胎仔脳におけるmicroRNAの発現変化 
妊娠12.5日目のマウスにVPAを投与し、その胎仔全脳において遺伝子発現変化を解析した［7］。雄性の胎仔脳にお

いて、VPA 曝露 6 時間後にmiR-132 量の増大が認められた。一方で、miR-9 量およびmiR-124 量に変化は認められ

なかった（図 1a）。VPA 曝露による惹起される胎仔脳 miR-132 量の増大は、曝露後 12 時間を最大とする変化であっ

た（図 1b）。VPA 曝露によるmiR-132 量の増大は雌性の胎仔脳においても認められた。また、胎生 12.5 日目のVPA
曝露は、miR-132 量の増大に先だって、神経活動マーカーであるArc および c-Fos、ならびにBDNF のmRNA 量を

増大させた。なお、成育後に自閉症様行動を発現しない胎生 14.5 日目のVPA 曝露ではmiR-132 量の変化は認められ

なかった。また本研究では、miR-132の抑制標的分子であり、発達障害への関連が知られるメチル化CpG結合タンパ

ク質2（MeCP2）および Rho GTPase活性化タンパク質であるp250GAPのmRNA量が、それぞれ胎生12.5日目の

VPA曝露6および24時間後に減少することを明らかとした。さらに、RNAシークエンシング法によりmicroRNA発

現量の網羅的解析を行い、胎生12.5日目のVPA曝露がmiR-132を含むいくつかのmicroRNA発現を変化させること

を示した。これらの成績より、胎生 12.5 日目の VPA 曝露が胎仔脳内で神経活動依存的に miR-132 量の増大を含む

microRNAの量的変化を惹起し、これらがVPA曝露マウスの大脳皮質の神経解剖学的異常と成育後の自閉症様行動異

常の要因となる可能性を示した。 
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図1．VPA曝露によるマウス胎仔脳内でのmicroRNA発現変化 

a）VPA曝露6時間後の雄性マウス胎仔全脳でのmiR-9、miR-124およびmiR-132量。b）VPA曝露後の雄性マウス胎

仔全脳におけるmiR-132量の経時変化。生理食塩曝露（対照）群と比較して、*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 
（a： unpaired t test；b：two-way ANOVA後のBonferroni’s multiple comparison test）。 

 
2．胎生期VPA曝露マウスの自閉症様行動に対するドパミン神経系活性化薬の効果 
我々は既に、メタンフェタミンに対する薬物応答性を指標として胎生期 VPA 曝露マウスのドパミン神経系の変化を

解析し、ドパミン神経系の投射先の一つであるPFC においてドパミン神経系の機能低下を認め、もう1つの主要な投

射先として知られる線条体ではドパミン神経系の機能低下が認められないことを見いだしている［5］。本研究では、こ

の PFC のドパミン神経系の機能低下が自閉症様行動異常の発現に関与しているのかを明らかにするため、ドパミン神

経系活性化薬が胎生期VPA曝露マウスの行動異常に与える影響を検討した［8］。 
非定型抗精神病薬であるリスペリドンならびにアリピプラゾールは、胎生期 VPA 曝露マウスの社会性行動障害なら

びに認知記憶障害に対して、単回投与では影響を与えなかったが、2週間の慢性投与により改善効果を示した（図2a，b）。 
また、非定型抗精神病薬の2 週間慢性投与は、PFC における樹状突起スパイン密度の低下を有意に改善した（図2c）。 
一方、定型抗精神病薬であるハロペリドールは、慢性投与によっても改善効果を示さなかった（図2）。 

 
図2．胎生期VPA曝露マウスの自閉症様行動に対するドパミン神経系活性化薬の慢性投与の効果 

抗精神病薬は方法に示すスケジュールで腹腔内投与した。a）Resident-intruder 相互作用試験における匂い嗅ぎ行動回

数。b）新奇物体認識試験における訓練試行 24 時間後での識別指数。c）PFC における樹状突起スパイン密度。対照群

（□）と比較して、*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001；抗精神病薬を非投与の胎生期VPA曝露群と比較して、†P < 0.05、
††P < 0.01、†††P < 0.001；非定型抗精神病薬（ハロペリドール）を投与した胎生期VPA曝露群と比較して、###P < 0.001
（two-way ANOVA後のBonferroni’s multiple comparison test）。Ris：リスペリドン、Ari：アリピプラゾール、Hal：
ハロペリドール。 
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神経活動マーカーである c-Fos発現を指標としてドパミン神経系投射先での薬物投与の効果を検討したところ、リス

ペリドン、アリピプラゾールおよびハロペリドールの全てが線条体で c-Fos 発現を増加したのに対し、PFC において

はリスペリドンおよびアリピプラゾールの 2 薬によって c-Fos 発現が認められ、ハロペリドールは効果を示さなかっ

た。PFC における非定型抗精神病薬と定型抗精神病薬の反応性の違いは、マイクロダイアリシス法による遊離ドパミ

ン量の測定においても認められた。これらの成績より、非定型抗精神病薬投与による PFC における反復したドパミン

遊離が、樹状突起スパイン密度の低下を回復させ、VPA 曝露マウスの自閉症様行動異常の改善をもたらすことを示唆

した。 
3．胎生期VPA曝露マウスの自閉症様行動に対するオキシトシンの効果 
オキシトシンの経鼻単回投与は、用量依存的に胎生期 VPA 曝露の社会性行動障害を抑制し（図 3a）、その効果は少

なくとも2時間持続した。一方、オキシトシンの単回投与は認知記憶障害に効果を示さなかった。オキシトシンの2週

間経鼻慢性投与により、社会性行動障害の抑制効果の持続性が認められ、少なくとも投与 24 時間後まで効果が認めら

れた。オキシトシンの経鼻単回投与により、室傍核（PVN）、PFC、体性感覚野で c-Fos発現の増加が認められ、海馬

CA1およびCA3領域では認められなかった（図3b）。これらの成績より、オキシトシンの経鼻投与が、PVNを含む高

次大脳皮質野の活性化を介して、VPA曝露マウスの社会性行動障害の改善をもたらすことを示唆した［9］。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．胎生期VPA曝露マウスの自閉症様行動に対するオキシトシンの単回投与の効果 
オキシトシン（OXT）は方法に示すスケジュールで経鼻投与した。a）Resident-intruder相互作用試験における匂い嗅

ぎ行動回数。b）新奇物体認識試験における訓練試行24時間後での識別指数。c）100 µg/kgオキシトシンの経鼻投与2
時間後の各脳領域でのc-Fos発現細胞数。対照群（□）と比較して、*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001; オキシトシン

非投与の胎生期VPA曝露群と比較して、###P < 0.001；50 µg/kgオキシトシン投与の胎生期VPA曝露群と比較して、

$$$P < 0.001（a：two-way ANOVA後のBonferroni’s multiple comparison test；b：unpaired t test）。 
 
4．胎生期VPA曝露マウスの自閉症様行動に対する環境強化飼育の効果 
環境強化飼育は、胎生期 VPA 曝露マウスの示す種々の行動異常のうち、不安様行動の増加、社会性行動障害、学習

記憶障害を対照群のマウスと同程度にまで改善した。また、環境強化飼育は、対照群、胎生期 VPA 曝露群ともに海馬

において BDNF mRNA 発現量を増加した。さらに、胎生期 VPA 曝露による海馬 CA1 領域の樹状突起スパイン密度

の低下が、環境強化飼育により有意に改善された。通常飼育の胎生期 VPA 曝露マウスの海馬においてシナプス関連分

子のPSD-95、Shank2 mRNAの発現低下が認められたが、環境強化飼育した胎生期VPA曝露マウスではこれらが消

失していた。 
これらの成績より、環境強化飼育が胎生期 VPA 曝露マウスの自閉症様行動異常を改善すること、またこれら行動異

常の改善に、海馬におけるBDNF mRNA発現量の増加、および海馬CA1領域における樹状突起スパイン密度低下の

改善が寄与することを示唆した［10］。さらに、胎生期VPA曝露マウスの海馬CA1領域のスパイン密度低下および豊

かな環境飼育によるスパイン密度低下の改善に、海馬におけるPSD-95およびShank2が関与する可能性が示された。 

a b
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