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概 要  

 

 自 閉 症 と は 、 対 人 関 係 の 障 害 、 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン の 障 害 、 こ だ

わ り 、限 局 さ れ た 興 味 の 範 囲 を 主 症 状 と す る 広 汎 性 発 達 障 害 で あ る 。

神 経 伝 達 物 質 セ ロ ト ニ ン が そ の 発 症 に 関 与 し て い る と さ れ る が 、 詳

細 は 不 明 で あ る 。 私 た ち の 研 究 室 で は 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト を 作 成

し た 。 こ れ は 、 １ ９ ６ ０ 年 代 の サ リ ド マ イ ド 薬 害 禍 で 自 閉 症 発 症 が

高 率 に 増 多 し た と い う 疫 学 的 事 実 に ヒ ン ト を 得 た も の で 、 血 中 及 び

脳 内 の セ ロ ト ニ ン ・ ド パ ミ ン の 上 昇 、 セ ロ ト ニ ン 神 経 系 の 起 始 核 形

成 異 常 な ど の 脳 の 形 態 変 化 な ど 、 ヒ ト 自 閉 症 で も 一 部 観 察 さ れ る 所

見 が み ら れ る こ と を 明 ら か に し て き た 。 し か し な が ら 本 モ デ ル ラ ッ

ト が 真 の 「 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 」 と い え る た め に は 行 動 学 的 検 討 を

加 え る 必 要 が あ る 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 こ の 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 、

即 ち サ リ ド マ イ ド 又 は バ ル プ ロ 酸 を 妊 娠 ラ ッ ト に 投 与 し て 出 生 し た

仔 ラ ッ ト に お け る 新 規 探 索 能 力 、 空 間 認 知 能 力 、 社 会 的 行 動 を 行 動

学 的 実 験 法 に よ っ て 解 析 し 、 さ ら に そ の 行 動 異 常 の も と と な る と 思

わ れ る 物 質 、 即 ち セ ロ ト ニ ン 系 の 受 容 体 発 現 に つ い て 検 討 す る こ と

で 自 閉 症 の 病 態 を 解 明 す る こ と を 目 的 と し た 。  

 八 方 向 放 射 状 迷 路 実 験 で は 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト は 学 習 達 成 能 力

が コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 劣 っ て お り 、 非 探 索 的 行 動 が 見 ら れ 、

オ ー プ ン フ ィ ー ル ド テ ス ト で は 、 新 し い 環 境 下 で の み 自 閉 症 モ デ ル

ラ ッ ト で 活 動 性 （ 行 動 量 ） が 増 加 し て い る こ と 、 そ し て 社 会 相 互 作

用 テ ス ト で は 、 社 会 相 互 作 用 が 低 下 し て い た 。 さ ら に 、 こ れ ら 行 動

変 化 を も た ら す と 思 わ れ る 分 子 基 盤 の 解 明 の た め に 、 脳 内 セ ロ ト ニ

ン 機 能 を 調 節 し て い る セ ロ ト ニ ン 2A 受 容 体 と 5A 受 容 体 の mRNA 発 現

量 を 、 今 回 は 特 に 海 馬 と 小 脳 で 定 量 し た と こ ろ 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ

ト に お い て 海 馬 の セ ロ ト ニ ン 2A、 5A 受 容 体 mRNA 発 現 量 の 低 下 、 一

方 小 脳 で は 、 VPA 投 与 で 作 成 し た 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト で セ ロ ト ニ ン

2A、 5A 受 容 体 mRNA 発 現 量 の 上 昇 が 見 ら れ た 。  

 私 た ち の 研 究 室 で 作 成 し た 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト は 、 サ リ ド マ イ ド
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薬 害 禍 で ヒ ト で 起 こ っ た 疫 学 的 事 実 を 動 物 実 験 で で き る 限 り 忠 実 に

再 現 し た も の で あ る 。 こ れ ま で わ か っ た 生 化 学 的 所 見 、 形 態 学 的 異

常 に 加 え 、 今 回 ヒ ト 自 閉 症 患 者 の 行 動 と も 一 部 共 通 す る 行 動 学 的 異

常 を 見 出 し た こ と は 本 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト が ヒ ト 自 閉 症 病 態 を か な

り 正 確 に 反 映 し て い る 可 能 性 が あ り 、 自 閉 症 の 病 態 解 明 、 治 療 法 の

模 索 に 有 用 で あ る と 考 え る 。  
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序 論  

 

自 閉 症 は 、 社 会 的 相 互 関 係 の 障 害 、 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン 能 力 の 障

害 、 反 復 常 同 的 あ る い は 執 着 的 行 動 、 を 主 症 状 と す る 広 汎 性 発 達 障

害 で あ る  (Filipek et al. 1999; Volkmar and Pauls 2003; Dalton 

and Forman 2000)。 自 閉 症 の 病 因 に つ い て は 未 だ は っ き り 分 っ て い

な い が 、 い わ ゆ る 「 心 因 論 」 は 否 定 さ れ 、 な ん ら か の 器 質 的 な 脳 の

生 物 学 的 異 常 に 基 づ く と さ れ る 。 自 閉 症 は 、 遺 伝 子 異 常 、 フ ェ ニ ル

ケ ト ン 尿 症 の よ う な 先 天 性 代 謝 異 常 症 、 ダ ウ ン 症 候 群 の よ う な 染 色

体 異 常 、 ウ イ ル ス 胎 内 感 染 な ど に 合 併 す る こ と が 知 ら れ て お り  

(Shast r y  2 00 3 ;  S h i  e t  a l .  2 0 0 3 )、 こ の よ う な 脳 の 生 物 学 的 異 常 は 固

有 の も の で は な く 、 し か も そ の 発 症 起 源 は 胎 生 の ご く 初 期 に あ る と

い う 説 が 有 力 で あ る (Rice and Barone 2000)。  

以 前 よ り 、 神 経 伝 達 物 質 セ ロ ト ニ ン が 自 閉 症 発 症 へ の 関 与 が 示 唆

さ れ て き た (Cook and Leventhal 1996)。 そ の 根 拠 と し て 自 閉 症 患 者

の 約 1/3 に 血 中 セ ロ ト ニ ン 値 の 上 昇 が 見 ら れ る こ と (A n d e r s o n  e t  a l .  

1 9 9 0)、体 内 セ ロ ト ニ ン 活 性 を 高 め る 薬 剤 投 与 で 症 状 が 改 善 す る 症 例

が あ る こ と (McDougle et al. 1996; Gordon et al. 1993)、 行 動 異

常 の 一 部 は セ ロ ト ニ ン 系 の 異 常 で 説 明 が つ く こ と (瀬 川  2003)、な ど

が 挙 げ ら れ る が 、 セ ロ ト ニ ン 系 の 異 常 が ど の よ う に 自 閉 症 発 症 に 関

与 し て い る か は 不 明 の ま ま で あ る 。 最 近 私 た ち の 研 究 室 及 び 他 の 研

究 室 で 、 脳 セ ロ ト ニ ン 神 経 系 の 栄 養 発 育 に 影 響 を 与 え る 栄 養 因 子 と

し て 知 ら れ る 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 (Brain-derived Neurotrophic 

Factor, BDNF) 測 定 が 自 閉 症 診 断 に 有 用 で あ る こ と を 報 告 し た

(Nelson et al. 2001; Miyazaki et al. in press)。  

発 達 障 害 に 限 ら ず 疾 患 病 態 の 正 確 な 把 握 と 治 療 法 の 模 索 に は 基

礎 研 究 、 特 に モ デ ル 動 物 の 作 成 が 欠 か せ な い 。 一 般 的 に モ デ ル 動 物

の 作 成 に は 、 遺 伝 子 改 変 法 、 自 然 発 症 モ デ ル の 樹 立 、 薬 剤 投 与 や 物

理 的 手 段 に よ る 標 的 破 壊 な ど 様 々 な 手 法 が 考 え ら れ る が 、 モ デ ル 動

物 作 成 の た め に は 対 象 と な る 疾 患 の 原 因 が 遺 伝 子 で あ れ 環 境 因 子 で
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あ れ 明 確 に な っ て い る こ と が 肝 要 で あ る 。 し か る に 「 自 閉 症 」 と ひ

と ま と め に し て も 上 述 の よ う に そ の 原 因 は 非 常 に 多 岐 に わ た っ て い

る こ と と 、 ヒ ト に お け る 社 会 的 言 語 的 な 異 常 を 動 物 で 再 現 す る の は

困 難 で あ る こ と か ら 、 明 確 な 自 閉 症 モ デ ル 動 物 は こ れ ま で 存 在 し な

か っ た 。  

と こ ろ で 、 1960 年 代 に 起 き た サ リ ド マ イ ド （ thalido m i de , T H A L）

禍 で 生 ま れ た 犠 牲 者 の 中 に 自 閉 症 発 症 率 が 極 め て 高 い こ と が 報 告 さ

れ た (S t r o m l a n d  e t  a l .  1 9 9 4 )が 、 こ れ は そ の 奇 形 の 出 現 パ タ ー ン か ら

時 期 特 異 的 で あ り 、胎 生 の 20-24 日 で の THAL へ の 暴 露 が 自 閉 症 合 併

の 原 因 で あ る こ と が 解 明 さ れ た （ Rodier 2 0 0 0 ;  R o d i e r  e t  a l .  1 9 9 7 ;  

Rodier et al. 1996）。 同 様 に 抗 け い れ ん 剤 で あ る バ ル プ ロ 酸 ナ ト リ

ウ ム （ valproic acid, VPA） に お い て も 妊 娠 初 期 の 服 用 に よ り 、 生

ま れ て く る 子 に お け る 自 閉 症 発 症 の 頻 度 が 増 加 す る こ と （ Willi a m s  

et al. 2001） か ら 、 私 た ち は 最 近 、 こ の 二 つ の 薬 剤 が そ れ ぞ れ ラ ッ

ト の 妊 娠 初 期 に 投 与 さ れ る こ と に よ っ て 仔 に お こ る 変 化 を 、 セ ロ ト

ニ ン 神 経 系 に 着 目 し て 観 察 し た 。 そ の 結 果 、 ① 妊 娠 初 期 の 投 与 の う

ち 、 胎 生 9 日 （ E9） 投 与 群 に お い て の み 、 海 馬 セ ロ ト ニ ン 濃 度 の 上

昇 、 前 頭 葉 皮 質 で の ド ー パ ミ ン 濃 度 の 上 昇 、 血 中 セ ロ ト ニ ン 濃 度 の

上 昇 が THAL、 VPA 投 与 群 そ れ ぞ れ で 観 察 さ れ た 。 ラ ッ ト の 妊 娠 9 日

目 は ヒ ト で は 受 精 後 20-21 日 目 に 当 た り 、 ヒ ト で も っ と も 多 く 自 閉

症 児 が 生 ま れ た と さ れ る 時 期 に 一 致 す る こ と を 発 見 し 、 自 閉 症 モ デ

ル ラ ッ ト と し て 報 告 し た (Narita e t  a l .  2 0 0 2 ;  成 田 他 2003; 成 田

他  印 刷 中 )。 ② こ の 、 E9 THAL、 VPA 投 与 両 群 の 成 体 に お い て 行 っ た

形 態 学 的 観 察 の 結 果 、 セ ロ ト ニ ン 神 経 の 起 始 核 で あ る 縫 線 核 の 形 態

が 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト で は 正 常 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 明 ら か に 変

化 し て お り 、 ま た こ の 変 化 が THAL、 VPA 両 群 に お い て 共 通 す る こ と

か ら 、E9 に 投 与 さ れ た 二 つ の 薬 剤 が セ ロ ト ニ ン 神 経 系 の 発 生 段 階 で

の 共 通 し た 遊 走 異 常 を 引 き 起 こ し 、 こ れ が 成 体 で の モ ノ ア ミ ン 濃 度

異 常 の 原 因 と な っ て い る こ と が 予 測 さ れ た (宮 崎  2003)。  

私 た ち は こ の 二 種 類 の 薬 剤 が 共 通 し て セ ロ ト ニ ン 神 経 系 の 初 期
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発 生 に 与 え る 影 響 そ の も の が 、 自 閉 症 の 病 態 の 原 因 で あ る 可 能 性 が

高 い と 考 え た 。  先 に 述 べ た よ う に 、 ヒ ト と ラ ッ ト の 差 は あ る も の

の 、 自 閉 症 が 症 候 学 的 に 診 断 さ れ る 疾 患 で あ る こ と か ら 、 こ の ラ ッ

ト に お け る 行 動 学 的 実 験 は 不 可 欠 で あ る 。 そ こ で 今 回 の 私 の 研 究 で

は 、 二 つ の 薬 剤 投 与 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 に お け る 行 動 評 価 を 行 い 、

ま た そ の 行 動 異 常 の 基 盤 と な る 分 子 異 常 に つ い て も 検 討 す る こ と を

目 的 と し た 。  
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実 験 方 法  

 

 動 物 実 験 は 、筑 波 大 学 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認 を 受 け て お り（「 自 閉

症 モ デ ル ラ ッ ト に お け る 行 動 解 析 」承 認 番 号  162）、そ の 内 容 に 沿 っ

て 行 っ た 。  

 

自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト の 作 成  

 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト の 作 成 は 、 こ れ ま で に 私 た ち が 報 告 し て き た

通 り に 行 っ た（ Narita et al. 2002）。簡 潔 に は 以 下 の と お り で あ る 。

即 ち 用 い た 動 物 は Wistar 系 ラ ッ ト （ ク レ ア 、 東 京 ） で 、 12 時 間 の

明 暗 サ イ ク ル が 保 た れ た 24℃ の 恒 温 室 で 、自 由 に え さ や 水 を 摂 取 で

き る 状 態 で 飼 育 し た 。受 精 日 を 胎 生 1 日 (E1)と し 、E9 の 14:00～ 15:00

に THAL 500 mg/kg 体 重 (Tocris,USA)、 ま た は VPA 800 mg/kg 体 重

(Sigma,USA)を 5%ア ラ ビ ア ゴ ム 2 ml に 溶 か し 、 栄 養 カ テ ー テ ル (ア

ト ム メ デ ィ カ ル 、東 京 )を 用 い て 一 回 経 口 強 制 投 与 し た 。ま た 、コ ン

ト ロ ー ル 群 に は 5 %ア ラ ビ ア ゴ ム  2 ml を 同 様 に 投 与 し た 。 投 与 後

は 再 び 飼 育 室 に 戻 し 妊 娠 を 継 続 さ せ 、 出 産 さ せ 飼 育 さ せ た 。 こ の 仔

ラ ッ ト に つ い て 、 実 験 目 的 に 応 じ た 週 齢 に て 実 験 を 行 っ た 。 序 論 に

も 述 べ た 如 く 自 閉 症 発 症 に は セ ロ ト ニ ン 系 の 異 常 が 関 与 し て い る と

さ れ る 。 セ ロ ト ニ ン は エ ス ト ロ ゲ ン を 介 し 性 周 期 と の 関 連 が 指 摘 さ

れ て い る た め 、 特 に 行 動 実 験 で は 雄 ラ ッ ト の み 実 験 に 用 い た 。  

 

八 方 向 放 射 状 迷 路 実 験  

 実 験 は 、 生 後 53 日 齢 の ラ ッ ト 雄 （ 各 群 n=12） を 用 い 、 14 日 間 か

け 、 ラ ッ ト は 夜 行 性 で あ る こ と を 考 慮 し 夜 間 に 行 っ た 。 実 験 前 の 処

理 と し て 、生 後 45 日 齢 の ラ ッ ト を 8 日 間 の 食 餌 制 限 に よ り 標 準 体 重

の 85% (±5%) と な る よ う に し た 。 こ の 体 重 は 、 実 験 中 も 保 た れ る

よ う に 食 餌 制 限 を 続 け た 。 水 は 自 由 に 摂 取 で き る 状 態 で 飼 育 し た 。

ま た 、 実 験 初 日 の 前 3 日 間 は 、 一 日 一 個 体 5 分 間 ず つ 、 ハ ン ド リ ン

グ （ 手 慣 ら し ） を 行 っ た 。 実 験 初 日 の 前 日 に は 、 実 験 装 置 内 に え さ
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を 適 量 置 き 、 同 群 の ラ ッ ト を 12 個 体 ず つ 30 分 間 放 し た 。  

 実 験 装 置 と し て 、直 径 20 cm の 正 八 角 形 型 の プ ラ ッ ト ホ ー ム か ら 、

8 本 の そ れ ぞ れ 50 cm の 長 さ の ア ー ム が 放 射 状 に の び た 形 の ア ク リ

ル 樹 脂 製 の 迷 路 （ ニ ュ ー ロ サ イ エ ン ス 、 京 都 ） を 用 い た 。 そ れ ぞ れ

の ア ー ム の 先 端 に 報 酬 と し て の え さ 60mg（ ラ ッ ト が え さ 入 れ に 近 づ

か な い と 見 え な い ） を 置 き 、 ラ ッ ト を プ ラ ッ ト ホ ー ム に 置 い て か ら

す べ て の エ サ を 取 り 終 わ る ま で の 行 動 を 、 一 日 一 試 行 最 長 14 日 間 、

10 分 を 上 限 と し て 観 察 し 、ビ デ オ に 記 録 し た 。測 定 項 目 と し て ラ ッ

ト が 実 験 装 置 の ア ー ム に 入 る 行 動 を 「 選 択 」 と し 、 実 験 開 始 か ら 数

え て 延 べ 8 選 択 に お い て 重 複 せ ず に 進 入 で き た ア ー ム の 数 を「 正 選

択 数 」 と 定 義 し た 。 ま た 、 １ 試 行 間 を 通 じ て 一 度 訪 れ た ア ー ム に 再

び 進 入 し て し ま っ た 回 数 を 「 誤 選 択 数 」 と 定 義 し た 。 さ ら に 全 て の

え さ を 取 り 終 え る ま で の 時 間 を 「 所 要 時 間 」 と し 、 一 つ の ア ー ム に

費 や し た 時 間 を「 ア ー ム 平 均 滞 在 時 間 (秒 /ア ー ム )」と し て 測 定 し た 。 

 ま た 、 一 試 行 間 で 連 続 ７ 回 正 選 択 を す る 試 行 が ３ 試 行 続 い た 個 体

を 「 学 習 達 成 」 個 体 と し た  

 

オ ー プ ン フ ィ ー ル ド テ ス ト  

 15 週 齢 の ラ ッ ト 雄  (各 群 n=7～ 8) に 対 し 、 一 試 行 20 分 間 、 4 試

行 の オ ー プ ン フ ィ ー ル ド テ ス ト を 夜 間 に 行 っ た 。即 ち 15 週 齢 の 雄 の

各 群 ラ ッ ト を 用 い 、 一 試 行 20 分 間 、 4 試 行 （ day1, 2, 3, 10） の 自

発 的 自 由 運 動 の 観 察 を 行 っ た 。 通 常 オ ー プ ン フ ィ ー ル ド テ ス ト で は

歩 行 の 距 離 や 移 動 方 向 、 立 ち 上 が り 回 数 、 脱 糞 ・ 排 尿 個 数 回 数 、 洗

顔 ・ 毛 づ く ろ い の 回 数 な ど 様 々 な 観 察 す べ き 項 目 が あ る が 、 今 回 は

総 移 動 距 離 （ 総 活 動 量 ） の 計 測 、 常 同 行 動 の 観 察 、 お よ び 観 察 容 器

内 で の 滞 在 位 置 の 定 量 を 行 っ た 。 滞 在 位 置 の 定 量 で は 、 箱 の 底 面 を

16 の 正 方 形 に 分 割 し 、 隅 の 4 マ ス (領 域 a)、 中 央 の 4 マ ス (領 域 c)

お よ び そ れ 以 外 の 領 域 (領 域 b)に 区 分 し (図 6)、そ れ ぞ れ の 領 域 に 滞

在 し て い た 時 間 を 計 測 し た 。 体 重 統 制 は 八 方 向 放 射 状 迷 路 と 同 様 に

行 っ た 。  
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観 察 容 器 は 縦 80 cm 横  80 cm 高 さ 60 cm の 木 製 の 箱 を 用 い 、 ラ

ッ ト を 箱 の 中 に 放 し て か ら 20 分 間 の 行 動 を 観 察 し 、 ビ デ オ に 記 録

し た 。 1、 2、 3 試 行 は 連 続 し た 3 日 間 （ day1, 2, 3） で 行 い 、 4 試

行 目 は 第 3 試 行 目 か ら 7 日 後 （ day 10） に 行 っ た 。  

 

社 会 相 互 作 用 テ ス ト  

 社 会 相 互 作 用 テ ス ト は 14 週 齢 の 雄 ラ ッ ト（ n=7～ 8）を 用 い て 赤 色

光 の み の 暗 室 で 行 っ た 。 観 察 容 器 は 縦  50 cm 横 50 cm  高 さ 30 cm

の 透 明 の ア ク リ ル 樹 脂 製 の 箱 を 用 い た 。 個 別 飼 育 さ れ た 各 群 （ コ ン

ト ロ ー ル 群 、 THAL 群 、 VPA 群 ） の ラ ッ ト か ら 、 体 重 差 が あ ま り な い

よ う に し て 同 群 同 士 の パ ー ト ナ ー を 選 び 、 ２ 個 体 を 一 組 に し て 観 察

容 器 の 中 に 入 れ 、10 分 間 放 置 し 、ビ デ オ に 録 画 し 、そ れ ら 2 個 体 間

の 相 互 作 用 即 ち sniffing（ 臭 い を 嗅 ぐ ） , grooming（ 毛 づ く ろ い を

す る ） , genital investigation（ 生 殖 器 を 探 る ） , following（ 後

ろ か ら 追 い か け る ）, climbing（ 上 か ら 乗 り か か る ）, crawling under

（ 下 に も ぐ る ） , boxing,  s n i f f i n g  e a c h（ お 互 い に 嗅 ぎ あ う ） の 8

つ の 評 価 項 目 、 及 び こ れ ら の 相 互 作 用 の 総 延 べ 時 間 を 、 記 録 し た ビ

デ オ よ り 定 量 し た (表 1)。  

 

RNA 定 量  

 生 後 35 日 齢 の ラ ッ ト を 断 頭 後 、 海 馬 お よ び 小 脳 の total RNA を

キ ッ ト（ RNAgents, Promega, USA）を 用 い て 抽 出 し た 。抽 出 し た total 

RNA 2 μ g に 、 random primer (Invitrogen, U S A )  1  μ l、 RNase fr e e  

水 を 混 合 し た 計 9.5 μ l を 70 ℃ で 10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、そ こ

に 5xPCR Bu f f e r  ( T a k a r a、 滋 賀 )4 μ l、 25 mM Mg C l 2  2μ l、 10 mM 

deoxy-nucleotide triphosphate (dNTP) Mix (Invitrogen) 1 μ l, 

0.1M dithiothreitol (DTT)(GIBCO BRL, USA) 2 μ l を 混 合 し た 液

を 加 え 、計 18.5 μ l を 25℃ で 5 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、Superscr i p t

Ⅱ  reverse transcriptase (Invitrogen) を  0.5 μ l (100 U) 加 え

て 42℃ で 50 分 、続 け て 72℃ で 15 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、Rnase 
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H (Invitrogen)を  1 μ l (2 U) 加 え 37℃ で 20 分 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト し 、 合 計 20μ l の cDNA を 得 た 。  

 セ ロ ト ニ ン 2A 受 容 体 の プ ラ イ マ ー と し て 、 Forward 

5’ -GCTGCA G AA T G C C A CC A A C T A -3’ 、 Reverse 5’ -ACAGGC A TG A C  

AAGGAAACCC-3’ 、 を 使 用 し 、 プ ロ ー ブ (TaqMan ProbeR; P E  A p p l i e d  

Biosystems, USA) と し て 、 5’ -FAM-TCCTGATGTCACTTGCCATAG 

CTGATATGC-TAMRA-3’  (FAM( 蛍 光 色 素 );6-carboxy-fluorescein 、

TAMRA(ク エ ン チ ャ ー );6-carboxy-tetramethyl-rho-damine)を 使 用

し た 。 ま た 、 セ ロ ト ニ ン 5A 受 容 体 の プ ラ イ マ ー と し て 、 Forward  

5’ -GCATCCATGGCTATCTCGGAT-3’ 、 Reverse 5’ -CCCAGACAGT 

TCATGTACCAGG-3’ 、 を 使 用 し 、 プ ロ ー ブ (TaqMan ProbeR)と し て 、

5’ -FAM-TGC TA G T A G C TG T G C T G GT T A T G C C  T C T G A -T A M R A - 3’ (PE App l i e d  

Biosystems)を 使 用 し た 。内 部 標 準 と し て 、ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子

で あ る  glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

(Rodent GAPDH Control reagents;Applied Biosystems)を 使 用 し た 。

ま た 、ス タ ン ダ ー ド 曲 線 を 描 く た め 、4 週 齢 ラ ッ ト の 海 馬 cDNA を 使

用 し た 。  

 Real-time PCR に は 、 ABI PRISM 7700 Sequence Detection System 

( P E  A p p l i e d  B i o s y s t e m s ) を 使 用 し た 。 サ ン プ ル と し て 、 TaqMan 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 12.5 μ l、 セ ロ

ト ニ ン 2A 受 容 体 TaqMan ProbeR 5  p  m o l、  Forwa r d  プ ラ イ マ ー 10 p 

mol、 Reverse プ ラ イ マ ー 10 p mol、 cDNA 1.0  μ g、 水 を 混 合 し て 合

計 25μ l に し た も の を １ サ ン プ ル に つ き 各 ２ 本 準 備 し た 。 同 様 に 、

セ ロ ト ニ ン 5A 受 容 体 に つ い て は 、TaqMan Un i v e r s al  P C R  M a st e r  M i x  

(Applied Biosystems) 12.5μ l、セ ロ ト ニ ン 5A 受 容 体 TaqMan Probe R  

5 . 3   m o l  、 Forwar d  プ ラ イ マ ー 60 p mo l、 Revers e プ ラ イ マ ー 60 p 

mol、 cDNA 2.0 μ g、 水 を 混 合 し て 合 計 25μ l に し た も の を 各 サ ン

プ ル 2 本 準 備 し た 。 Thermal Cycler Condition は 、 50 ℃ で 2 分 、

95 ℃ で 10 分 、［ 95℃ で 15 秒 → 60℃ で 1 分 ］ を セ ロ ト ニ ン 2A 受 容

体 で は 45 サ イ ク ル 、セ ロ ト ニ ン 5A 受 容 体 に つ い て は 50 サ イ ク ル
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で 行 っ た 。 解 析 は Sequence Detector Softw a r e  v e r s i o n  1 . 6 . 3  ( P E  

Applied Biosystems)で 行 っ た 。  

 

統 計 処 理  

各 行 動 実 験 に つ い て は 、 一 元 配 置 分 散 分 析 法 、 二 元 配 置 分 散 分 析

法 (2-way ANOVA)を 用 い て 検 定 を 行 っ た 。 定 量 的 PCR の 各 サ ン プ ル

は 各 個 体 の GAPDH の 値 で 補 正 し 、t 検 定（ t-test）、一 元 配 置 分 散 分

析 法 (1-way A N O V A )を 用 い て 検 定 し た 。 検 定 結 果 は 、 危 険 率 5 %未 満

(p<0.05)で 有 意 差 あ り と し た 。  
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結 果  

 

げ っ 歯 類 以 下 の 動 物 で は 母 体 サ リ ド マ イ ド 投 与 に よ る 仔 へ の 四 肢 短

縮 な ど の 外 表 奇 形 は 少 な い と さ れ る (松 原 他  1985)が 、今 回 の 実 験 に

お い て も 、 薬 剤 投 与 の 親 ラ ッ ト か ら 生 ま れ た 仔 ラ ッ ト に は 、 体 形 、

外 表 奇 形 、 肉 眼 で 容 易 に 認 識 し う る 内 臓 奇 形 等 は 見 ら れ な か っ た 。  

 

八 方 向 放 射 状 迷 路 実 験  

 こ の 実 験 方 法 で は 、 臭 い や 触 覚 な ど 複 数 の 情 報 に 基 づ く 、 高 次 な

空 間 学 習 能 力 の 観 察 を 行 う こ と が で き る 。 正 選 択 数 （ 実 験 開 始 か ら

数 え て 延 べ 8 選 択 に お い て 重 複 せ ず に 進 入 で き た ア ー ム の 数 ）及 び

誤 選 択 数 （ 一 試 行 間 を 通 じ て 一 度 訪 れ た ア ー ム に 再 び 進 入 し て し ま

っ た 回 数 ） で は 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 と の 差 は 認

め ら れ な か っ た (図 1)。 所 要 時 間 （ 全 て の え さ を 取 り 終 え る ま で の

時 間 ）は 、１ 試 行 目 で 各 モ デ ル ラ ッ ト 群 に お い て 短 く (コ ン ト ロ ー ル

群 ： 403.750 ± 44.638 秒 、 THAL 群 ： 235.083 ± 37.772 秒 、 VPA

群 ： 284.083 ± 41.334 秒 、 mean ±SEM、 図 2A)、 コ ン ト ロ ー ル 群

と 各 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 と で 有 意 だ っ た (p<0.05：コ ン ト ロ ー ル 群  

vs THAL 群 、 p<0.05： コ ン ト ロ ー ル 群  vs VPA 群 、 t-test に よ る 、

図 2A)。 ま た １ 試 行 目 か ら ６ 試 行 目 ま で 、 コ ン ト ロ ー ル 群 で は 試 行

数 が 増 え る に 従 っ て 所 要 時 間 が 減 少 す る 傾 向 が 見 ら れ た が 、 各 モ デ

ル ラ ッ ト 群 で は そ の よ う な 傾 向 は 見 ら れ ず 、 統 計 学 的 に 有 意 だ っ た

(p<0.05： コ ン ト ロ ー ル 群  vs THAL 群 、 p<0.01： コ ン ト ロ ー ル 群  vs 

VPA 群 、 2-way ANOVA に よ る 、 図 2A)。 さ ら に 、 ア ー ム 平 均 滞 在 時 間

(一 つ の ア ー ム に 費 や し た 秒 数 (秒 /ア ー ム ))は コ ン ト ロ ー ル 群 で は

1 試 行 目 で 長 く 、2 試 行 目 以 降 で 短 く な る 傾 向 が 見 ら れ た が 、各 自 閉

症 モ デ ル ラ ッ ト 群 で は 試 行 日 を 通 し て 変 化 は な か っ た  (p<0. 0 5： コ

ン ト ロ ー ル 群  vs THAL 群 、p<0.05：コ ン ト ロ ー ル 群  vs VPA 群 、2-way 

ANOVA に よ る 、図 2B)。ま た 、学 習 達 成（ 一 試 行 間 で 連 続 ７ 回 正 選 択

を す る 試 行 が ３ 試 行 続 い た 個 体 ） は 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 で は 低
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か っ た 。 即 ち 最 終 日 で コ ン ト ロ ー ル 群 は 75.0%の ラ ッ ト が 学 習 達 成

し た の に 対 し 、THAL 群 で は 41.67%、VPA 群 で は 58.33%の ラ ッ ト が 学

習 達 成 し た に と ど ま っ た （ 図 3）。  

さ ら に 私 た ち は こ の 実 験 に お い て 各 群 ラ ッ ト の 行 動 様 式 の 観 察

を 行 い 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 で 興 味 深 い 行 動 を 見 出 し た 。 即 ち 自

閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 に お い て 、 え さ を と る と い う 目 的 以 外 の 行 動 が

著 明 に 多 く 見 ら れ た 。 こ の 行 動 は 「 非 探 索 的 行 動 」 と 呼 ば れ 、 無 目

的 に「 走 り 回 る 」も の で あ る 。今 回 の 実 験 で は こ の「 非 探 索 的 行 動 」

量 の 定 量 は で き な か っ た が 、 こ の 行 動 は ヒ ト 自 閉 症 に お い て も や は

り 観 察 さ れ る 行 動 (Pierce and Courchesne 2001)で 興 味 深 い 。  

 

オ ー プ ン フ ィ ー ル ド テ ス ト   

 ヒ ト 自 閉 症 で は 、 こ れ ま で の 環 境 へ の 「 こ だ わ り 」 が 強 く 、 新 し

い 環 境 へ の 適 応 能 力 が 乏 し い 。そ こ で THAL や VPA を 用 い た 本 モ デ ル

ラ ッ ト 群 に お い て 新 し い 環 境 下 に お い た と き の 行 動 変 化 の 有 無 を 調

べ る た め に 、オ ー プ ン フ ィ ー ル ド テ ス ト を 行 っ た 。即 ち 15 週 齢 の 雄

の 各 群 ラ ッ ト を 用 い 、 一 試 行 20 分 間 、 4 試 行 （ day1, 2, 3, 10） の

総 移 動 距 離 （ 総 活 動 性 ） 及 び 滞 在 位 置 の 評 価 を 行 っ た 。  

1 試 行 目 、 即 ち 実 験 初 日 の 総 移 動 距 離 は 、 THAL 及 び VPA 両 モ デ ル

ラ ッ ト 群 で コ ン ト ロ ー ル 群 よ り も 多 か っ た (コ ン ト ロ ー ル 群 ： 23.4 5

±1.16 m、 THAL 群 ： 36.83±3.68 m、 VPA 群 ： 34.40±3.14 m、 mean

±SEM, 図 4)。特 に THAL 群 で は 総 移 動 距 離 は 統 計 学 的 に 有 意 に 多 か

っ た (p<0.05：コ ン ト ロ ー ル 群  vs THAL 群 、t-test と 1-way A N O V A  に

よ る 、図 4)。自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 に お け る こ の 初 日 の 総 移 動 距 離

の 増 多 は 次 第 に 減 少 し て い っ た の に 対 し 、 コ ン ト ロ ー ル 群 で は 3 日

連 続 の 実 験 を 通 じ て 総 移 動 距 離 は ほ と ん ど 変 化 が な く 、 特 に コ ン ト

ロ ー ル 群 と 比 較 し て THAL 群 で は 統 計 学 的 に 有 意 だ っ た (p<0.0 5： コ

ン ト ロ ー ル 群 vs THAL 群 、 2-way ANOVA に よ る 、 図 ５ )。 ま た 、 こ れ

ま で の 3 日 間 の 試 行 に よ る 「 慣 れ 」 を 忘 れ さ せ る た め に 十 分 な 休 息

期 間 と 思 わ れ る 7 日 間 の 休 息 期 間 を お い た 後 （ day 10） に 実 験 を 行
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う と 、 THAL 群 で は 再 び 総 移 動 距 離 は 増 加 し て い る 傾 向 に あ っ た (図

5)。 VPA 群 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 で は 変 化 は な か っ た 。  

ラ ッ ト の 情 動 性 、 即 ち 不 安 感 が 強 い 場 合 は 観 察 容 器 中 の 隅 、 あ る

い は 周 辺 部 に 好 ん で 滞 在 す る と さ れ る (山 田  1994)。ヒ ト 自 閉 症 で も

不 安 感 を 持 つ 場 合 が 多 い と さ れ 、 本 モ デ ル ラ ッ ト 群 で も 不 安 感 が 強

い 可 能 性 が あ り 、 前 述 の 活 動 性 の 増 多 は 強 い 不 安 感 に 基 づ く 可 能 性

が あ る 。 そ こ で 本 モ デ ル ラ ッ ト で 不 安 感 が ど の 程 度 存 在 す る か を 調

べ る た め 、観 察 容 器 中 で の ラ ッ ト が 好 ん で 滞 在 す る 位 置 を 定 量 し た 。

即 ち 観 察 容 器 の 箱 の 底 面 を 16 の 正 方 形 に 分 割 し 、 隅 の 4 マ ス (領 域

a)、 中 央 の 4 マ ス (領 域 c)お よ び そ れ 以 外 の 領 域 (領 域 b)に 区 分 し 、

そ れ ぞ れ の 領 域 に 入 っ て い た 時 間 を 計 測 し た (図 6)。 自 閉 症 モ デ ル

ラ ッ ト 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 と で は 各 領 域 の 滞 在 時 間 差 は 見 ら れ な か

っ た (図 6)。 こ の こ と は 、 活 動 性 の 増 多 は 単 に 不 安 感 の 増 多 に よ る

も の で は な い こ と を 示 唆 す る 。 ま た 、 こ の 実 験 に お い て 目 立 っ た 常

同 行 動 は 観 察 さ れ な か っ た 。  

 

社 会 相 互 作 用 テ ス ト (Soci a l  I n t e r a c t i o n  テ ス ト ) 

 前 述 の 如 く 著 者 ら が 作 成 し た 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト は 生 化 学 的 、 形

態 学 的 、 及 び 実 験 行 動 学 的 に ヒ ト 自 閉 症 の よ い モ デ ル と な り う る 。

し か し 本 モ デ ル ラ ッ ト が 真 の 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト と な る た め に は ヒ

ト 自 閉 症 症 状 の 根 幹 と な る 症 状 、 即 ち 対 人 関 係 、 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ

ン の 障 害 の 有 無 を 調 べ る 必 要 が あ る 。 ヒ ト と ラ ッ ト で は 種 の 違 い か

ら 当 然 高 次 脳 機 能 の 違 い が あ り ヒ ト の 症 状 が ラ ッ ト で 100%反 映 さ

れ る こ と は 期 待 で き な い が 、 社 会 相 互 作 用 を 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群

と コ ン ト ロ ー ル 群 と で 比 較 検 討 す る こ と は 可 能 で あ る と 思 わ れ る 。

そ こ で 同 群 の ラ ッ ト を 2 個 体 ず つ 10 分 間 同 じ ケ ー ジ に 入 れ 、相 互 作

用 即 ち sniffing ,  g ro o m i n g , g e n i t al  i n v e st i g a t i on ,  f o l lo w i n g ,  

climbing, crawling under, boxing, sniffing each の 8 つ の 評 価

項 目 を 観 察 し 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 こ れ ら 8 種

類 の 評 価 項 目 の う ち 、 sniffing each の 項 目 で の み VPA 群 で 減 少 し
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て お り（ コ ン ト ロ ー ル 群：11.57 ± 2.08 秒 、THAL 群：7.13 ± 1.65 

秒 、 VPA 群 ：  5.86 ± 0.94 秒 、 mean±SEM、表 1）、統 計 学 的 に 有 意

だ っ た（ p < 0.05：コ ン ト ロ ー ル 群  vs VPA 群 、 t-tes t  と 1-way A N O V A  

に よ る 、表 1）。し か し 、そ の 他 の 項 目 で は モ デ ル ラ ッ ト 群 と コ ン ト

ロ ー ル 群 で 有 意 な 差 は 見 ら れ な か っ た (表 1)。 ま た 、 10 分 間 の テ ス

ト を 通 じ て の 総 相 互 作 用 の 延 べ 時 間 (総 相 互 作 用 時 間 )は 、 コ ン ト ロ

ー ル 群 と 比 較 し て モ デ ル ラ ッ ト 群 で 少 な く (コ ン ト ロ ー ル 群：195.1 4

±49.90 秒 、THAL 群：179.25±49.64 秒 、VPA 群：144.86±33.42 秒 、

mean±SEM, 図 7)、VPA 群 に お い て は 、コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有

意 に 少 な か っ た (p<0.05：コ ン ト ロ ー ル 群 vs VPA 群 、t-tes t と 1-wa y  

ANOVA に よ る 、 図 7)。 こ の こ と は モ デ ル ラ ッ ト 群 、 特 に VPA 群 で は

社 会 相 互 作 用 が 低 下 し て い る 、 即 ち ヒ ト 自 閉 症 の 主 幹 と な る 症 状 を

反 映 し て い る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 。  

 

自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 で の 海 馬 、小 脳 セ ロ ト ニ

ン 受 容 体  mRNA 発 現  

 こ れ ま で 述 べ て き た よ う に 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト で は ヒ ト 自 閉 症

患 者 と も 共 通 す る 様 々 な 行 動 異 常 、 即 ち 学 習 能 力 の 低 下 、 非 探 索 的

行 動 、 行 動 量 の 増 加 を 認 め る こ と を 明 ら か に し て き た が 、 こ れ ら の

行 動 異 常 が ど の よ う な 分 子 メ カ ニ ズ ム に 基 づ い て い る か は 不 明 の ま

ま で あ る 。 こ れ ら の 行 動 異 常 の 解 剖 学 的 責 任 病 巣 も ま た 不 明 だ が 、

海 馬 及 び 小 脳 が 関 わ っ て い る 可 能 性 が あ る 。 ま た 序 論 で 述 べ た 如 く

自 閉 症 発 症 に は 神 経 伝 達 物 質 セ ロ ト ニ ン の 関 与 が 示 唆 さ れ て き て お

り 、こ の セ ロ ト ニ ン の 働 き は 15 種 類 以 上 も あ る 受 容 体 に よ っ て 行 わ

れ て い る (Kroeze et al. 2002)が 、 な か で も セ ロ ト ニ ン 2A 受 容 体 及

び 5A 受 容 体 は 小 脳 と 海 馬 に 発 現 が 見 ら れ (Xu et a l .  2 0 0 0 ;  K i n s e y  e t  

a l .  2 0 0 1 )、 上 述 の 行 動 異 常 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。 特 に 5A

受 容 体 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 著 明 な 行 動 量 の 増 多 が 見 ら れ る こ と

か ら 関 連 が 特 に 強 く 示 唆 さ れ る (Graihe et al. 1999)。 そ こ で こ れ

ら の 受 容 体 の 遺 伝 子 発 現 を 調 べ る た め 、THAL ま た は VPA を 用 い た 自
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閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 で 海 馬 及 び 小 脳 で の セ ロ ト

ニ ン 2A 受 容 体 、セ ロ ト ニ ン 5A 受 容 体 の mRNA の 発 現 量 を 定 量 的 PCR

法 を 用 い て 調 べ 、内 部 標 準 で あ る GAPDH mRNA 発 現 量 で 正 規 化 し た 結

果 、 海 馬 に お い て 2A 受 容 体 の mRNA 発 現 量 は モ デ ル ラ ッ ト 群 で 低 下

し て い た (コ ン ト ロ ー ル 群：0.896±0.035 n g、THAL 群：0.678±0.027 

n g、 VPA 群 ： 0.808±0.164 n g、  相 対 的 mRNA 発 現 量 (セ ロ ト ニ ン 2A

受 容 体 mRNA 発 現 量 (ng) / GAPDH mRNA 発 現 量 (ng))、 mean±SEM、

図 8A)。特 に THAL 群 で は コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し て

い た (p<0.05： コ ン ト ロ ー ル 群 vs THAL 群 、 t-test と 1-way ANOVA

に よ る 、 図 8A)。 ま た 、 5A 受 容 体 の mRNA の 発 現 量 も 同 様 に 低 下 し

て お り  (コ ン ト ロ ー ル 群： 1.893±0.718 n g、THAL 群： 1.419±0.449 

ng、 VPA 群 ： 1.173±0.371 ng、 相 対 的 mRNA 発 現 量 (セ ロ ト ニ ン 5A

受 容 体 mRNA 発 現 量 (ng) / GAPDH mRNA 発 現 量 (ng))、 mean±SEM、

図 8B)、 各 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 で コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意

だ っ た (p<0.05：コ ン ト ロ ー ル 群 vs THAL 群 、p<0.05：コ ン ト ロ ー ル

群 vs VPA 群 、 t-test と 1-way ANOVA に よ る 、 図 8B)。 小 脳 に お い て

の 2A 受 容 体 の mRNA 発 現 量 は VPA 群 で 上 昇 し て お り (コ ン ト ロ ー ル

群 ： 0.951±0.020 ng、 THAL 群 ： 0.928±0.0019 ng、 VPA 群 ： 1.042

±0.015 ng、 相 対 的 mRNA 発 現 量 、 mean±SEM、 図 9A)、 統 計 学 的 に

有 意 だ っ た (p<0.05：コ ン ト ロ ー ル 群 vs VPA 群 、t-test と 1-way ANOVA

に よ る 、図 9A)。ま た 、5A 受 容 体 の mRNA の 発 現 量 も 同 様 、VPA 群 で

上 昇 し て い る 傾 向 が あ っ た が (コ ン ト ロ ー ル 群 ： 3.553±0.977 n g、

THAL 群 ： 4.391±1.457 ng、 VPA 群 ： 10.317±4.549 ng、 相 対 的 mRNA

発 現 量 、 mean±SEM、 図 9B)、 有 意 な 差 は 見 ら れ な か っ た 。  
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考 察  

 

 序 論 で 述 べ た よ う に 、 本 モ デ ル ラ ッ ト 、 す な わ ち E9 に THAL ま た

は VPA に 暴 露 さ れ た 個 体 は セ ロ ト ニ ン 神 経 の 初 期 発 生 と 脳 内 血 中 セ

ロ ト ニ ン 濃 度 に ほ ぼ 共 通 し た 変 化 を き た す こ と が 私 達 の こ れ ま で の

研 究 か ら 証 明 さ れ て い る 。 今 回 、 私 は 本 研 究 で さ ら に 、 こ の 二 剤 の

ラ ッ ト へ の E9 暴 露 が 、出 生 後 の 共 通 し た 行 動 異 常 を 引 き 起 こ す こ と

を 証 明 し た 。 す な わ ち 、（ 1） 学 習 能 力 の 低 下 、（ 2） 非 探 索 的 行 動 、

（ 3）行 動 量 の 増 加 、（ 4）社 会 相 互 作 用 の 減 少 、で あ る が 、行 動 学 的

異 常 は ヒ ト 自 閉 症 で も 高 頻 度 で 認 め ら れ る も の で あ る 。 さ ら に 、 小

脳 ・ 海 馬 で の セ ロ ト ニ ン 受 容 体 発 現 量 の 変 化 を 認 め 、 こ れ ら 行 動 異

常 と の 関 連 性 も 示 唆 さ れ た 。  

 

自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト に お け る 空 間 認 知 学 習 能 力 の 低 下 と 非 探 索 的

行 動 の 増 加  

 八 方 向 放 射 状 迷 路 実 験 に お い て 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト で は 、 (1) 1

試 行 目 （ 実 験 初 日 ） で の 所 要 時 間 が 短 く 、 (2) 1 試 行 目 （ 実 験 初 日 ）

で ア ー ム 平 均 滞 在 時 間 が 短 く 、 (3) 連 続 7 回 正 選 択 が 3 日 連 続 、 と

す る 「 学 習 達 成 」 が 低 か っ た 。  

 こ の 実 験 で は 、 最 初 の 8 選 択 で 重 複 せ ず に 進 入 で き た ア ー ム の 数

を 「 正 選 択 数 」 と し 、 ま た 一 試 行 間 を 通 じ て 一 度 訪 れ た ア ー ム に 再

び 進 入 し て し ま っ た 回 数 を 「 誤 選 択 数 」 と 定 義 し た が 、 こ の 「 正 選

択 数 」「 誤 選 択 数 」で は 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 で は

差 は 認 め ら れ な か っ た に も か か わ ら ず 、 一 試 行 間 で 連 続 ７ 回 正 選 択

を す る 試 行 が ３ 試 行 続 い た 個 体 に つ い て「 学 習 達 成 」と し た と こ ろ 、

こ の 「 学 習 達 成 」 と い う 評 価 基 準 で は 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 で 低 下

し て い る と い う 、 一 見 相 反 す る デ ー タ が 得 ら れ た 。 こ れ は 自 閉 症 モ

デ ル ラ ッ ト 群 で は 非 探 索 的 行 動 が 見 ら れ た こ と か ら 、 無 目 的 に 動 き

回 っ て い る う ち に 偶 然 正 選 択 を し て い た 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 偶 然

高 い 正 答 率 だ っ た ラ ッ ト が 翌 日 の 試 行 で 低 い 正 答 率 に 転 じ て い る 可
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能 性 も あ る 。 連 続 ７ 回 正 選 択 を す る 試 行 が ３ 試 行 続 い た 個 体 に つ い

て「 学 習 達 成 」と し た 場 合 は 、偶 然 の 正 答 、誤 答 は こ の「 学 習 達 成 」

に は 反 映 さ れ る こ と は な く 、 真 の 意 味 で の 学 習 能 力 を 評 価 し た と 言

え る 。  

 私 た ち の 研 究 室 で は 以 前 、Morris 水 迷 路 を 用 い て 空 間 学 習 能 力 の

評 価 を 行 っ た が 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と で 差 を

認 め な か っ た (加 藤  2002)。 Morris 水 迷 路 試 験 で は 動 物 を 強 制 的 に

泳 が せ 、 視 覚 の み に よ る 空 間 認 知 を 学 習 さ せ る も の で あ る た め 、 動

物 の 自 発 行 動 や 、 臭 い や 触 覚 な ど の 多 数 の 感 覚 の 統 合 に よ る 高 次 な

機 能 の 学 習 が 観 察 で き な い (Hodges 1996)。八 方 向 放 射 状 迷 路 実 験 で

は 、 動 物 が 自 発 的 に 複 数 の 感 覚 を 使 用 し て 情 報 を 集 め 、 そ れ ら を 統

合 し て 記 憶 を 形 成 す る た め 、 動 機 づ け に 基 づ く 学 習 を も 反 映 す る と

さ れ 、 よ り 高 次 機 能 の 評 価 が 可 能 で あ り 、 自 閉 症 の よ う な 高 次 機 能

の 障 害 の 研 究 に 適 し て い る と 考 え た (Hodges  1 99 6 ;  藤 原 他  1994)。

こ の よ う に 、 動 物 が 空 間 認 知 記 憶 を 形 成 す る 過 程 は そ れ ぞ れ の 実 験

法 に よ っ て 異 な る た め 、 そ れ を 評 価 す る た め の 学 習 記 憶 実 験 に お け

る 迷 路 課 題 は 慎 重 に 選 択 す る 必 要 が あ る 。 例 え ば 抗 コ リ ン 剤 投 与 ラ

ッ ト で は 、 水 迷 路 課 題 は コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 し 問 題 な く ク リ ア で き

る が 、 八 方 向 放 射 状 迷 路 で は 著 明 な 空 間 学 習 能 力 の 低 下 を 認 め る こ

と が 知 ら れ て い る (Mishima et al. 2001)。 私 た ち の 自 閉 症 モ デ ル ラ

ッ ト に お い て も 八 方 向 放 射 状 迷 路 試 験 で 初 め て 学 習 能 力 の 低 下 な ど

の 所 見 を 得 る こ と が で き た も の で あ り 、 こ の こ と は 記 憶 学 習 能 力 の

評 価 の た め の 実 験 法 の 選 択 は 慎 重 に 行 わ な け れ ば な ら な い こ と を 示

し て い る 。  

 今 回 の 実 験 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 で 2 試 行 目 以 降 、 所 要 時 間 及 び

ア ー ム 平 均 滞 在 時 間 の 短 縮 が 見 ら れ た 。 こ れ は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 で

は 1 試 行 目 （ 初 日 ） に door investigation な ど の 慎 重 な 探 索 行 動

に 要 し た 時 間 の た め の 可 能 性 が あ る 。こ の door investigation と い

う 探 索 行 動  は ア ー ム の 入 り 口 に 対 し て 進 入 前 に 行 わ れ る 探 索 行 動

で あ り 、 試 行 内 で ア ー ム の 選 択 数 が 増 加 す る に つ れ て 頻 度 が 上 が る
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探 索 行 動 で あ る 。 こ れ は 一 度 訪 れ た ア ー ム に 再 び 進 入 す る こ と を 防

ぐ た め の 行 動 で 、 こ の 行 動 は 1 試 行 目 で 頻 出 し 、 試 行 経 験 の 増 加 に

伴 っ て 消 失 す る 傾 向 が あ る (芳 賀  1997)。  

ま た モ デ ル ラ ッ ト 群 で は 1 試 行 目 か ら 所 要 時 間 及 び ア ー ム 平 均 滞

在 時 間 が 短 か っ た が 、 こ れ は 通 常 見 ら れ る 慎 重 な 探 索 行 動 の 減 少 に

よ る も の と 考 え ら れ る 。 そ の 一 方 で モ デ ル ラ ッ ト 群 で は 無 目 的 に 走

り 回 る「 非 探 索 的 行 動 」が 見 ら れ た 。「 非 探 索 的 行 動 」は 、ヒ ト 自 閉

症 患 者 で の 行 動 実 験 で も 見 ら れ る も の で 、 こ れ は 自 閉 症 患 者 に 見 ら

れ る 小 脳 の 6 小 葉 ～ 7 小 葉 の 形 成 不 全 の 大 き さ と の 関 連 が 示 唆 さ れ

て い る  (Pierce and Courchesne 2001)。  

 

自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト に お け る 新 規 環 境 下 で の 行 動 量 の 増 加  

 オ ー プ ン フ ィ ー ル ド テ ス ト に お い て 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 で は 、

(1) 1 試 行 目 で の ラ ッ ト の 歩 行 距 離 （ 総 移 動 距 離 ） が 多 く 、 そ れ は

翌 日 、 翌 々 日 の 試 行 で 徐 々 に 減 少 し て い っ た 、 (2) 3 日 間 連 続 試 行

の 後 7 日 間 の 間 隔 を あ け 再 試 行 を 行 う と 総 移 動 距 離 は 再 び 増 加

（ THAL 群 ）し 、 (3)観 察 容 器 の 特 定 領 域 の 滞 在 傾 向 は 見 ら れ な か っ

た 。  

（ 1）（ 2） の 結 果 は 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 で は 不 慣 れ な 環 境 下

で 行 動 量 が 増 多 し て い る こ と を 示 す 。 ヒ ト 自 閉 症 に お い て も 不 慣 れ

な 環 境 下 ま た は 日 頃 習 慣 化 さ れ て い な い こ と に 直 面 す る と パ ニ ッ ク

状 態 に 陥 る こ と は よ く 見 ら れ 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト で 見 ら れ た 不 慣

れ な 環 境 下 で の 行 動 量 の 増 多 を 連 想 さ せ る 。  

さ ら に こ の よ う な 変 化 を 引 き 起 こ す 原 因 と し て 情 動 の 変 化 、 特 に

不 安 が 考 え ら れ た た め 、 実 験 装 置 の 中 央 領 域 に ラ ッ ト が 滞 在 し て い

た 時 間 に つ い て 検 討 を 行 っ た が 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と モ デ ル ラ ッ ト 群

と で 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 一 般 に 、 不 安 が 大 き い ラ ッ ト ほ ど 中 央

領 域 に 滞 在 す る 時 間 は 短 い と 言 わ れ 、 こ の 検 討 法 は 不 安 の 指 標 と し

て よ く 知 ら れ て い る が 、 こ こ で 観 察 さ れ る 不 安 は 新 し い 環 境 、 す な

わ ち ス ト レ ス が 大 き く 、 元 来 不 安 の 大 き な 環 境 に お い て の 不 安 で あ
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り 、 通 常 の 情 動 反 応 で あ る た め 、 不 安 神 経 症 の よ う な 異 常 な 情 動 反

応 で あ る 不 安 は 観 察 す る こ と は で き な い と さ れ て い る (Prut a n d  

Belzung 2003)。従 っ て 、通 常 の ラ ッ ト で は 起 こ ら な い 、異 常 な 情 動

反 応 が 新 し い 環 境 に お い て の 行 動 変 化 を も た ら し た 可 能 性 が あ る 。

ま た 、 新 し い 環 境 で の み 観 察 さ れ た 行 動 変 化 は 、 放 射 状 迷 路 実 験 に

お い て 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト 群 が 1 試 行 目 で 所 要 時 間 お よ び ア ー ム

平 均 滞 在 時 間 が 短 か っ た こ と と 共 通 し て お り 、 探 索 行 動 の 低 下 に よ

る 無 目 的 な 行 動 の 増 加 に よ る と 考 え ら れ る 。  

 

自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト に お け る 社 会 相 互 作 用 の 低 下  

 社 会 相 互 作 用 テ ス ト (SI テ ス ト )で は 、お 互 い の に お い を 嗅 ぎ あ う

行 動 で あ る sniffing each 、 お よ び 8 項 目 の 相 互 作 用 の 総 延 べ 時 間

(総 相 互 作 用 時 間 )に お い て 、 VPA 群 で 相 互 作 用 時 間 が 低 下 し て い た 。 

 前 述 の 如 く ヒ ト 自 閉 症 で は 社 会 性 の 障 害 が 主 た る 症 状 の ひ と つ で

あ り 、 本 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト が 生 化 学 的 異 常 、 行 動 学 的 異 常 に 加 え

て 社 会 性 の 障 害 が 存 在 す る か ど う か を 調 べ る こ と は 極 め て 重 要 な 課

題 で あ る 。 今 回 の 実 験 で は sniffing, grooming, genital 

investigation, following, climbing, crawling under, boxing の

相 互 作 用 ７ 項 目 の 頻 度 に お い て は モ デ ル ラ ッ ト 群 と コ ン ト ロ ー ル 群

で 差 が 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ は 、 ヒ ト と ラ ッ ト で は 種 の 違 い が 大

き く そ の た め 当 然 高 次 脳 機 能 の 違 い が あ る こ と に 帰 せ ら れ る か も し

れ な い 。即 ち 、ヒ ト も ラ ッ ト も THAL そ の 他 の 原 因 で 胎 生 期 に セ ロ ト

ニ ン 系 の 発 生 異 常 に 端 を 発 す る 「 自 閉 症 」 と い っ て も 表 現 型 、 な か

で も 高 次 脳 機 能 に 基 づ く 社 会 性 の 障 害 と い う 点 で は ヒ ト と ラ ッ ト で

は 大 き く 異 な る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 本 検 査 の 特 殊 性 と し て 、 今 回

私 た ち が 採 用 し た こ の 社 会 相 互 作 用 テ ス ト は 元 来 2 匹 の ラ ッ ト 間 に

見 ら れ る 社 会 的 関 係 の 行 動 変 容 を 利 用 し て 不 安 水 準 を 評 価 し よ う と

す る も の で 不 安 に 関 係 す る 薬 物 の 作 用 評 価 と し て 用 い ら れ る の が 通

常 で あ り 、 私 た ち が 研 究 対 象 と し て い る 自 閉 症 的 な 社 会 相 互 作 用 評

価 を 目 的 と し て 確 立 さ れ た 実 験 系 で も な い 。 に も か か わ ら ず
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sniffing each お よ び 相 互 作 用 時 間 の 総 延 べ 時 間 が VPA 群 で 有 意 に

減 少 し て い た こ と は 、胎 生 期 の 薬 剤 暴 露 に よ る 中 枢 神 経 系 の 異 常 が 、

そ の 詳 細 な 機 序 は 不 明 で あ る が 生 後 の 社 会 相 互 作 用 に 影 響 を 及 ぼ し

た も の と 考 え ら れ る 。 今 後 は ラ ッ ト に お け る 社 会 相 互 作 用 の 評 価 方

法 に つ い て 私 た ち 自 身 の 手 で よ り 詳 細 に 開 発 し 、 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ

ト の 行 動 評 価 に 応 用 し て い き た い 。  

 

小 脳 と 海 馬 に お け る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 量 の 相 違 点 と そ の 意 義  

 海 馬 及 び 小 脳 の mRNA 定 量 の 結 果 、 (1)海 馬 セ ロ ト ニ ン 2A 受 容 体

mRNA 発 現 量 の 低 下（ THAL 群 ）及 び 5A 受 容 体 mRNA 発 現 量 の 低 下（ THAL

群 及 び VPA 群 ）、(2)小 脳 セ ロ ト ニ ン 2A 受 容 体 mRNA 発 現 量 上 昇（ VPA

群 ）及 び 5A 受 容 体 mRNA 発 現 量 の 上 昇 し て い る 傾 向（ VPA 群 ）、が 見

ら れ た 。こ の よ う に 、THAL と VPA に お い て 小 脳・海 馬 に お け る セ ロ

ト ニ ン 受 容 体 の 発 現 様 式 に 差 異 が 観 察 さ れ た 理 由 と し て は 、 そ の 薬

理 学 的 作 用 の 相 違 点 が 関 与 し て い る こ と も 考 え ら れ る 。 THAL と VPA

は 共 に t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r - a l p h a の 抑 制 ( C a l a b r e s e  e t  a l ,  2 0 0 0 ;  

I c h i y a m a  e t  a l ,  2 0 0 0 )に 働 く な ど 、 共 通 す る 薬 理 作 用 も 報 告 さ れ て い

る 。両 者 は 共 に 、（ 胎 児 暴 露 に お け る ）催 奇 形 因 子 で あ る が 、基 本 的

に は 、THAL は 以 前 は 鎮 静 剤 と し て 、現 在 は 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 薬 と

し て の 効 能 を 持 ち （ Kakimoto et al. 2002）、 ま た VPA は 抗 け い れ ん

剤 と し て 広 く 使 わ れ て い る （ Illig et al. 2000）、 と い う 全 く 異 な

る 薬 剤 で あ る 。現 在 私 た ち の モ デ ル ラ ッ ト 作 成 は 一 律 THAL 5 0 0 mg / k g、

VPA 800mg/kg の 投 与 量 で 行 っ て い る が 、E9 に お い て 一 回 、こ の 固 定

量 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 そ の 後 の 胎 児 に ど の よ う な 分 子 発 生 学

的 変 化 が 経 時 的 に お こ る か は ま だ 不 明 で あ る 。 縫 線 核 の 発 生 は E9

よ り 開 始 さ れ る が (Ye et al. 1998; Lauder 1990)、 小 脳 の 発 生 や セ

ロ ト ニ ン 神 経 の 投 射 の 確 立 は E12 以 降 で あ り (Ingram  e t  a l .  2 0 0 0 ;  

Zhou et al. 2001)、 今 回 観 察 さ れ た 小 脳 や 海 馬 で の 変 化 は こ の 時 期

に お け る そ れ ぞ れ の 薬 剤 に 固 有 な 作 用 機 序 に 基 づ く も の か も し れ な

い 。 ま た 、 現 実 の 受 容 体 機 能 に つ い て は 、 そ の 発 現 量 だ け で は 評 価
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は で き な い た め 、 今 後 結 合 能 や リ ガ ン ド で あ る 細 胞 外 セ ロ ト ニ ン の

濃 度 な ど に つ い て 、よ り 詳 細 に 検 討 し て 評 価 し て い き た い と 考 え る 。 

セ ロ ト ニ ン の 働 き を 制 御 す る 15 種 類 以 上 も あ る 受 容 体 の う ち セ

ロ ト ニ ン 2A 受 容 体 及 び 5A 受 容 体 は 小 脳 と 海 馬 に 発 現 が 見 ら れ 、 こ

れ ら の 受 容 体 の 発 現 量 の 異 常 は 上 述 の 行 動 異 常 に 関 連 し て い る 可 能

性 が あ る 。特 に 5A 受 容 体 は 主 に 大 脳 皮 質 、海 馬 、小 脳 に 分 布 し 、5A

受 容 体 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 探 索 行 動 が 増 加 し た と の 報 告 も あ り

興 味 深 い (Kinsey et al. 2001; Graihe et al. 1999)。  

ま た 、 ヒ ト の 5A 受 容 体 の mRNA 発 現 は 小 脳 で 特 に 高 い こ と が 報 告

さ れ て お り (Pasqualetti et al. 1998)、 小 脳 は 運 動 機 能 や 空 間 認 知

能 力 に 関 わ っ て い る だ け で な く 、 探 索 行 動 や モ チ ベ ー シ ョ ン な ど の

情 動 に も 深 く 関 わ っ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る こ と も 今 回 私 た ち

が 見 出 し た 行 動 異 常 （ 非 探 索 的 行 動 ） と も 関 連 し て い る か も し れ な

い (Caston et al. 1998)。 自 閉 症 患 者 に お け る 小 脳 の 異 常 の 中 に 6

小 葉 ～ 7 小 葉 が 有 意 に 小 さ く な っ て い る と の 報 告 が あ り (Carper  a n d  

Courchesne 2000)、 ま た 前 述 し た よ う に 、 こ の 小 脳 形 成 不 全 と 非 探

索 的 行 動 の 関 連 が magnetic resonance imaging (MRI)に よ る 研 究 で

報 告 さ れ て お り (Pierce and Courchesne 2001) 、 今 後 自 閉 症 モ デ ル

ラ ッ ト に お け る 2A、5A 受 容 体 の み な ら ず セ ロ ト ニ ン 関 連 蛋 白 質 や 神

経 ペ プ チ ド に つ い て 、そ の 局 在 、機 能 を 免 疫 組 織 学 的 検 査 や in si t u  

hybridization 法 な ど の 方 法 で 詳 細 に 調 べ て い く 必 要 が あ る 。  

 

ヒ ト 自 閉 症 病 態 解 明 へ の 応 用  

興 味 深 い こ と に 、 1980 年 代 に 人 口 10000 人 に つ き 4～ 5 人 で あ る

と 報 告 さ れ て い た 自 閉 症 の 発 症 率 は 、こ の 20 年 間 ほ ど で そ の 十 倍 近

く 増 え て い る (Chakrabarti and Fombonne 2001; 橋 本  2003）。 こ の

理 由 と し て は 、 概 念 の 変 遷 、 診 断 技 術 の 向 上 や 一 般 社 会 へ の 知 識 の

普 及 に よ る も の も 考 え ら れ る が 、 一 方 で 、 自 閉 症 の 発 症 に か か わ る

な ん ら か の 環 境 催 奇 形 因 子 が 胎 生 ご く 初 期 の 胎 児 に 暴 露 す る 頻 度 が

増 加 し た 可 能 性 も 考 え ら れ る (Rice and Barone 2000)。 私 た ち の 考
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案 し た 方 法 で 作 成 し た 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト は 、 こ の 不 特 定 多 数 の 環

境 因 子 が 胎 児 に 共 通 の 変 化 、 す な わ ち セ ロ ト ニ ン 神 経 の 初 期 発 生 の

障 害 を 引 き 起 こ す 、 と い う 仮 説 に 基 づ い て い る 。 自 閉 症 は 、 個 体 差

や 程 度 差 は あ れ 、 共 通 の 特 徴 的 な 行 動 発 達 の 異 常 を 呈 す る 多 因 子 疾

患 で あ る が 、 今 回 の 研 究 で 得 ら れ た 結 果 か ら は 、 ま さ に 私 た ち の 自

閉 症 モ デ ル ラ ッ ト は こ の 自 閉 症 の 病 態 像 を 再 現 し て い る こ と が 示 唆

さ れ 、 今 後 こ の モ デ ル 動 物 を さ ら に 詳 細 に 解 析 す る こ と で 自 閉 症 全

体 像 の 解 明 へ の 道 が 一 気 に 開 け る こ と が 期 待 さ れ た 。  
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結 語  

 

本 研 究 よ り 、自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト に お い て は 、（ 1）学 習 能 力 の 低 下 、

（ 2） 非 探 索 的 行 動 、（ 3） 行 動 量 の 増 加 、（ 4） 社 会 相 互 作 用 の 減 少 、

（ 5）小 脳・海 馬 で の セ ロ ト ニ ン 受 容 体 発 現 量 の 変 化 、を 認 め た 。特

に 行 動 学 的 異 常 は ヒ ト 自 閉 症 患 者 の 行 動 と も 一 部 共 通 す る も の で あ

り 、 本 自 閉 症 モ デ ル ラ ッ ト が ヒ ト 自 閉 症 病 態 を か な り 正 確 に 反 映 し

て い る 可 能 性 が あ り 、 自 閉 症 の 病 態 解 明 、 治 療 法 の 模 索 に 有 用 で あ

る と 期 待 さ れ る 。  
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図１ 八方向放射状迷路実験における６試行日目までの正選択数(A)と誤選択数(B)
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図３ 八方向放射状迷路実験における学習達成 (学習達成個体数の割合)
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図7 社会相互作用テスト10分間における動物間の総相互作用時間
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図8 海馬におけるセロトニン受容体サブタイプmRNA 発現量
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図9 小脳におけるセロトニン受容体サブタイプmRNA 発現量
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表2: 各自閉症モデルラットで見られた行動学的、生化学的変化：コントロール群との比較

八方向放射状迷路実験

正選択数

誤選択数

所要時間

アーム平均滞在時間
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