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序論

　高次脳機能の獲得はヒト中枢神経発達の中で
も最重要項目である。高次脳機能の中枢である
大脳皮質の発生は，遺伝情報により規定された
シナリオに従って進行しつつ，遺伝要因や環境
因子により直接的・間接的に影響を受けること
が想定されている。神経幹細胞から前駆細胞を
経て幼若な神経細胞が産生される過程は，大脳
皮質を構成する興奮性投射神経細胞，抑制性介
在神経細胞，グリア細胞について，それぞれ数
のバランスや分布パターンがおおかた決定され
る極めて重要なステップである。この時期の正

常発生メカニズムを解明し，さらに発生異常の
原因となりうる環境因子（汚染物質，薬物，栄
養等）やてんかん発作などの関与様式について
検討することは，小児における高次脳機能障害
の病態解明，予防・治療法開発に不可欠と考え
る。
　近年ゲノムDNA情報のみでは説明困難な生
命現象を説明しうるメカニズムとして，DNA
塩基配列に依存しない遺伝子発現機構（エピ
ジェネティクス機構）の関与が重要視されてい
る。具体的には，DNAのシトシン塩基へのメ
チル基付加によるDNAメチル化，DNAの核内
収納に重要な働きを持つヒストン蛋白のリン酸
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いて大脳皮質発生初期に神経前駆細胞の分化誘導を抑制し，その結果大脳皮質表層の投射神
経細胞の産生数を増加させることを明らかにした。
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化・アセチル化・糖鎖付与によるクロマチン構
造の修飾などが知られている。
　抗てんかん薬として広く用いられているバル
プロ酸ナトリウム（sodium valproate；VPA）
は抗てんかん作用に加え，細胞核内のクロマチ
ン構造を構成するヒストン蛋白の脱アセチル化
酵素（histone deacetylase；HDAC）を阻害す
る作用を持ち1)，特に哺乳類の胎仔組織におい
ては，VPA曝露が細胞周期調節に関与する遺
伝子群の発現量をエピジェネティックに変化さ
せ，幹細胞・前駆細胞の増殖/分化誘導を変化
させることが報告されている2)。さらにVPAを
妊娠中に内服することで児の中枢神経奇形を含
む先天奇形3)や自閉症4)，知能指数低下5)のリス
クを増加させる点が指摘されている。以上か
ら，妊娠可能な女性てんかん患者に対しては可
能な限りVPA投与を避けることが国際抗てん
かん連盟より勧告されている6)。
　これまでに当研究室では大脳皮質内に分布す
る神経細胞の大半を占める投射神経細胞が神経
前駆細胞から形成される過程をマウスで解析
し，神経前駆細胞が神経細胞産生期間中に最大
11回分裂し，その間細胞周期が主にG1期長が
変動することで延長すること，同時に一回の細
胞分裂における分化誘導の確率（Q値）が規則
正しく増加することを明らかにした7,8)。加え
て，各細胞分裂から産生された幼弱神経細胞が
大脳皮質の各層に特定の法則に従って分布する
点も明らかにし，大脳皮質発生の数学モデルを
確立した9)。さらに，細胞周期のG1期進行を抑
制する蛋白質p27Kip1が，神経前駆細胞の増殖・
分化誘導に極めて重要な役割を果たしているこ
とを，p27Kip1ノックアウトマウスや神経前駆細
胞特異的・時期特異的p27Kip1強制発現マウス，
ダイオキシン胎内曝露マウスを使った研究で明
らかにしてきた10)。
　以上の知見を踏まえ本研究では，VPA胎内
曝露がHDAC阻害作用により神経前駆細胞

（neural progenitor cells；NPC）の細胞分裂動
態を変動させ，大脳皮質構築に異常を生じさせ
る可能性が高いと仮説を立て，VPAに曝露し
たマウス胎仔におけるNPCの細胞分裂・分化
誘導の動態を計測，前述の大脳皮質発生の数学

モデル7,8)を用いて大脳皮質構造異常の発生メ
カニズムを定量解析した。

方法

VPA投与・血中濃度測定
　先行研究によるマウスのVPA血中濃度半減
期が1時間以下との報告に基づき11)，血中濃度
を維持する目的で0.4% VPA（Sigma-Aldrich）
または対照としての蒸留水を妊娠CD1マウスに
妊娠1日から仔の出生まで飲料水として投与し
た。投与中のVPA血中濃度を確認するため，
胎生13日目の胎児を孕むマウス母体の血清
VPA濃度を測定した。

生後大脳皮質の構造の解析
　生後21日のマウスをペントバルビタールで深
麻酔し，0.5%グルタルアルデヒド（関東化学）・
4% PF含有PBSで経心臓的に灌流固定した。大
脳を摘出後同固定液で一晩浸潤固定し，パラ
フィンに包埋した。一次体性感覚野を含む冠状
断切片を4μmの厚さで作成し，脱パラフィン
の 上， 抗gamma-amino-butyric acid（GABA）
抗体（1：1000，A2052，Sigma-Aldrich）を一
次抗体，蛍光標識抗ウサギIgG抗体（1：600，
A-31572，Thermo Scientific）を二次抗体，細
胞核染色試薬（bisBenzimide trihydrochloride 
H33342，Sigma-Aldrich） 対 比 染 色 と し て
GABAに対する蛍光免疫組織染色を行った。切
片を正立蛍光顕微鏡（BX51，Olympus）に設
置したデジタルカメラ（D700，Nikon）で撮影
し，ZEN lite 2011（Carl Zeiss Microscopy）
を用いてGABA陽性の介在神経細胞，GABA陰
性の投射神経細胞，グリア細胞それぞれの数を
大脳皮質内で計測した10)。

脳室帯内NPCの細胞周期長の推定
　累積5-bromo-2’deoxyuridine（BrdU）ラベル
法により胎生10，11，12，14，16日の脳室帯

（ventricular zone；VZ）内NPCの細胞周期長
を既報に従い推定した7)。具体的には，S期ト
レーサーであるBrdU（Sigma-Aldrich，体重g
あたり50 μg）を午前9：00から3時間ごとに母
マウスに腹腔内投与し，複数時点でペントバル
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ビタールで深麻酔した母体から胎児を摘出，
4% PF含有PBSで浸潤固定した。脱水後パラ
フィン包埋し，将来一次体性感覚野を形成する
部位を含んだ冠状断切片を作成し，抗BrdU抗
体（1：50，MCA2060，AbD Serotec）を一次
抗 体， 蛍 光 標 識 抗 ラ ッ トIgG抗 体（1：300，
A-21434，Life Technologies）を二次抗体，対
比染色にH33342を使用してBrdUに対する蛍光
免疫組織染色を行った。共焦点レーザー顕微鏡

（LSM 700，Carl Zeiss Microscopy）で撮影後，
画像をZEN lite 2011で解析し，大脳壁VZ内の
核の総数に対するBrdU陽性核の割合（BrdU 
labeling index，LI）を計算，LIを縦軸，BrdU
曝露時間を横軸にとりVZ内のLIをプロットし
た。最小二乗法によって回帰直線を得，細胞周
期全長（TC），S期長（TS）を算出した。

分化誘導の確率の解析
　VZ内NPCの分化誘導の確率（quiescentまた
はQ値） を 解 析 す る た め， 胎 生10，11，12，
14，16日 に5-iodo-2’deoxyuridine（IdU） と
BrdUを組み合わせたQ値を解析するための実
験を行った8,10)。具体的には，まず午前7：00に
IdU（Sigma-Aldrich，体重gあたり50 μg）を
妊娠マウスに腹腔内投与し，午前9：00にBrdU

（体重gあたり50 μg）を腹腔内投与した。以後
マウスを次の2群に分けた：１）BrdUを3時間ご
とに追加投与する群（Q実験），２）BrdUの追
加投与を行わない群（P + Q実験）。初回の
BrdU投与からTC–TS時間以上の時間が経過し
たのちに深麻酔した母体から胎児を摘出し，
4% PF含有PBSで浸潤固定した。脱水後パラ
フィン包埋し，将来一次体性感覚野を形成する
部位を含んだ冠状断切片を作成の上，IdUと
BrdUについて二重蛍光免疫組織染色を行った。�
具体的には前述の抗BrdU抗体（1：50，MCA2060，
AbD Serotec）に加えて抗IdU/BrdU抗体（1：25，
347580，Becton-Dickinson）を一次抗体として，蛍
光標識抗ラットIgG抗体と蛍光標識抗マウスIgG抗
体（1：300，A-11029，Life Technologies）を二次
抗体に使用した。共焦点レーザー顕微鏡（LSM 
700）で撮影後， ZEN lite 2011を用いてQ細胞数と
P + Q細胞数を測定，Q細胞数をP + Q細胞数で割

ることでQ値を算出した。

Q細胞の生後大脳皮質内分布の解析
　胎生16日の胎仔を孕む母体にQ実験と同様の
方法でIdUとBrdUを腹腔投与し，出産させたう
え生後21日まで飼育し，一次体性感覚野の冠状
断切片を作製した。Q値の解析時に使用した抗
体に加えて抗calbindin抗体（1：500，AB1778，
Chemicon）を一次抗体，蛍光標識抗ウサギIgG
抗 体（1：300，A-21245，Life Technologies） を
二次抗体に使用し，大脳皮質II層の指標とした。
共焦点レーザー顕微鏡（LSM 700）で撮影後， 
ZEN lite 2011を用いてIdU陽性/BrdU陰性核をも
つ神経細胞（胎生16日に産生されたQ細胞）数
を大脳皮質内において計測した。

総アセチル化ヒストンH3蛋白量の測定
　胎生12日の胎仔大脳壁を以下の方法で回収し
た。ペントバルビタールで深麻酔した母マウス
から胎児を摘出し，頭部を切断，氷冷下PBS内
で胎児前脳を摘出した。前脳の大脳壁を実体顕
微鏡（SZX9, Olympus）下で眼科用鋏をつかっ
て切断して回収した。体積比10倍量の融解緩衝
液（10 mM HEPES-KOH，1.5 mM MgCl2，10 
mM KCl，0.5 mM DTT，0.2 M HCl，プロテアー
ゼ阻害剤〔Complete Mini, Roche〕混合液）を
加え，塩酸を加えた酸性条件下で蛋白を抽出し
て氷冷アセトンで精製後，EpiQuik total histone 
H3 acetylation detection fast kit（Epigentek）
で総アセチル化ヒストンH3蛋白量を測定した。

イムノブロット解析
　前述と同様の方法で分離した胎生12日の胎仔
大脳壁に体積比10倍量の低浸透圧融解緩衝液

（0.5 M HEPES-KOH pH 7.8，1 M KCl，0.5 M 
EDTA，1 mM DTT， プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤

〔Complete Mini〕 混 合 液） を 加 え ペ レ ッ ト
ペッスルで細胞膜を破壊した。遠心分離で細胞
核成分を沈降後，10倍量の高浸透圧融解緩衝液

（0.5 M HEPES-KOH pH 7.8，1 M KCl，1 M 
MgCl2，68% glycerol，1 mM DTT，プロテアー
ゼ阻害剤混合液）を加え，超音波破砕するこ�
と で 核 内 蛋 白を抽 出した。cyclin D1，cyclin 
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dependent kinase（cdk）2，cdk4，p27Kip1につい
て以下の抗体を使用しイムノブロット解析を行った：
抗cyclin D1抗 体（1：250，RM-9104，Thermo 
Scientific），抗cdk2抗 体（1：250，sc-163，Santa 
Cruz Biotechnology），抗cdk4抗 体（1：250，sc-
260，Santa Cruz Biotechnology），抗p27Kip1抗体

（1：500，610241，Becton-Dickinson）。 

結果

VPA胎内曝露は生後21日大脳皮質表層の厚
さを増加させる
　VPAを投与した胎生13日目の胎児を孕む母
体の血清VPA濃度は23.8 ± 3.4 µg/mlであった

（平均 ± SEM，n = 4）。VPA曝露仔マウスに
ついては二分脊椎などの肉眼的外表奇形を認め
ず，大脳皮質一次体性感覚野は対照群と同様に
6層の層構造を形成した。大脳皮質一次体性感
覚野の厚さは皮質表層（II–IV層）が15%増加

（p = 0.001，n = 6）したことで皮質全層（I－
VI層）が10%増加した（p = 0.004，n = 6）。一
方，皮質深層（V–VI層）では皮質厚に差を認
めなかった。

VPA胎内曝露は生後21日の大脳皮質表層に
分布するGABA陰性投射神経細胞数を増加
させる
　生後21日のVPA曝露群では対照群と比較し
て一次体性感覚野に分布するGABA陰性投射神
経細胞数が14%増加した（p < 0.001，n = 6）。
GABA陰性投射神経細胞数は大脳皮質表層

（II–IV層）で21%増加した一方（p = 0.004，n 
= 6），皮質深層（V–VI層）では差を認めな
かった（p = 0.074，n = 6）。GABA陽性介在神
経細胞・グリア細胞の数と密度については両群
間で差を認めなかった。

VPA胎内曝露はQ値を減少させることで最
大NPC数を増加させ神経細胞の総数を増加
させる
　NPCの細胞周期長については対照群とVPA
曝露群間に差を認めなかった。VPA曝露群のQ
値は対照群と比して胎生11，12，14日には低値
であったが，胎生16日にはほぼ同等だった。す

なわち，VPA曝露により，Q値が0.5に達する
までに要するNPC分裂回数が増加したことが
示唆された。これはNPC数のピーク値が増加
することを意味し，結果的に大脳皮質発生の最
終フェイズに産生される表層神経細胞数が増加
することを意味する8,11)。実際，VPA曝露群で
は胎生16日に産生された神経細胞数が生後21日
の大脳皮質内で対照群と比較して約2倍に増加
し（p = 0.003，n = 4），それらの神経細胞は対
照群と同様大脳皮質第II層に分布した。

VPA胎内曝露はヒストンアセチル化状態を
亢進させ，NPC核内の細胞周期調節蛋白量
を増加させる
　VPA胎内曝露は胎生12日目大脳壁NPCから
抽出された総アセチル化ヒストンH3蛋白量（n 
= 4, p = 0.044），核から抽出された蛋白に含ま
れる細胞周期調節蛋白cyclinD1，cdk2，cdk4
およびp27Kip1量（n = 3）を増加させた。 

考察

　本研究よりVPA胎内曝露が神経細胞産生過程
の前半から中期にかけてNPCの分化誘導を抑制
したことでNPCの最大数を増加させ，その結果
神経細胞産生過程の後半にNPCから産生された
投射神経細胞が大脳皮質表層で増加したと結論
した。以上は１）VPA胎内曝露がヒトにおいて
児の大脳皮質厚を増加させたとの報告12)，２）
VPA胎内曝露がラットにおいて仔の前頭葉の大
脳皮質厚と神経細胞数を増加させたとの報告13)，
３）VPA曝露が培養マウス胚性幹細胞から産生
される大脳皮質表層神経細胞の数を増加させた
との報告14)，といった一連の先行研究結果と一
致するものである。加えて，本研究のVPA曝露
方法によって得られるVPA血中濃度はマウスの
けいれん誘発閾値を50%増加させる濃度（120–
150 µg/ml15））と比較し低値であり，妊娠中のヒ
トてんかん患者における曝露状態（低用量の
VPAを妊娠全期間にわたり投与）に近似されて
いると考えられることから，本研究で得られた
結果がヒト胎児で生じている可能性が高い。
　さらに，本研究の結果，VPA胎内曝露がG1
期調節蛋白の発現を非特異的に増加させること
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が判明し，そのメカニズムにヒストン蛋白アセ
チル化状態の異常亢進が関与した可能性が考え
られた。ヒストン蛋白のアセチル化状態を正常
化させることが可能となれば，病態特異的な治
療戦略になり得る可能性がある。

結語

　本研究はHDAC阻害作用をもつVPA胎内曝
露が胎仔NPCの細胞分裂動態を障害する結果，
生後大脳皮質内の投射神経細胞数を増加させる
ことを明らかにした。NPCの細胞分裂動態に
対するエピジェネティックな修飾機構について
の理解がさらに深まることにより，神経発生が
原因となる病態の解明，治療法の開発が格段に
進歩することが期待される。本研究の成果につ
いては，さらに知見を加え，投稿中である。 
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Summary
Cerebral cortical dysgenesis due to in utero exposure to antiepileptic drugs: 

its mechanisms and prevention strategies

Takayuki Mitsuhashi, Kimino Fujimura, Shinsuke Shibata, Takao Takahashi

　In this study, we analyzed the mechanisms of how in utero exposure to antiepileptic drug 
affects the generation of neurons in mice embryos, using a widely prescribed antiepileptic drug 
sodium valproate (VPA). Recent researches have repeatedly reported that in utero exposure to 
VPA negatively affects the development of central nervous system in human children, such as 
increased risks of congenital malformation and impaired higher brain functions. VPA has also 
been reported to modify cell proliferation/differentiation characteristics of neural stem/
progenitor cells, through its action as an inhibitor of histone deacetylases. We showed that VPA 
exposure in utero inhibits the cell cycle exit of neural progenitor cells during the early phase of 
neocortical histogenesis, which resulted in the increased number of projection neurons that 
were distributed in the superficial neocortical layers in the adult murine brains.
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