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略語一覧 

ASD：Autism Spectrum Disorder 

AT1-AA：Angiotensin II Type 1-Receptor Autoantibody  

AT1-R：Angiotensin Type 1 Receptor   

Alb/Cre 比：Albumin/Creatinine Ratio 

Ang：Angiotensin 

AVP：Arginine Vasopressin  

DAMPs：Damage-Associated Molecular Patterns 

cDNA ：Complementary Deoxyribonucleic Acid 

DNA：Deoxyribonucleic Acid 

ELISA：Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay 

E：Embryonic Day  

FGR：Fetal Growth Restriction 

FIRS：Fetal Inflammatory Response Syndrome 

MIA：Maternal Immune Activation  

NGS：Normal Goat Serum 

P：Postnatal Day  
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PBS：Phosphate Buffered Salts 

PBST：0.01M PBS with 0.3% Triton X 

PE：Preeclampsia 

PFA：Paraformaldehyde 

Poly I:C：Double-Stranded RNA Polyinosinic–Polycytidylic Acid 

RAS：Renin-Angiotensin System 

RNA：Ribonucleic Acid 

RT-qPCR：Reverse Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction 

RUPP：Reduced Uterine Perfusion Pressure 

sFlt-1：Soluble Fms-like Tyrosine Kinase-1 

IHC ：Immunohistochemistry  

IL：Interleukin 

IFN-：Interferon-Gamma,  

LPS：Lipopolysaccharide  

CYP11A1：The Mitochondrial Cholesterol Side-Chain Cleavage Enzyme  

TNF-：Tumor Necrosis Factor-Alpha 
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要旨 

妊娠高血圧腎症 ( Preeclampsia：PE ) の母体から出生した児は自閉スペクト

ラム症を発症しやすい。本研究では、PE 罹患が胎児期の脳に影響を与え、出生

児の神経発達症の原因になっている、と仮説を立て、PE モデルマウスを用いて

検証した。胎仔の脳では各種サイトカインの上昇を認め、脳内で Microglia の活

性化が確認された。出生仔の行動実験では、不安様行動、社会性行動障害を認め

た。さらに、マイクロアレイを用いて行った Pathway Enrichment 解析では、

Up Regulated Gene の上位に Immunoglobulin に関する Pathway が検出され

た。 

本研究は、母体の PE 罹患が胎児期の脳内に炎症性変化を起こし、出生児の

神経発達症発生の契機となりうる可能性を示す成果である。  
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序文 

近年の研究により、妊娠中のウイルス感染と、将来における児の自閉スペク

トラム症(Autism Spectrum Disorder：ASD)を含む神経発達症群の発症に関連 

があることが明らかとなっている。その他、児の将来のてんかん・脳性麻痺・

アルツハイマー 病・統合失調症やパーキンソン病等の脳神経疾患の発症との

関連も指摘されている 1,2。Maternal Immune Activation (MIA) は母体のウイ

ルス感染などを契機とした炎症による、胎児期の環境要因により出生児が ASD

や統合失調症を発症するリスクが上昇するとして注目されている概念である

3。ASD とは神経発達疾患の一つで、社会性コミュニケーション能力の欠如に

代表される症状を呈する。米国では 54 人に 1 人が ASD と診断されているが、

ASD の患者は急激に増加傾向にある。このほか、血中の Interleukin-17 ( IL-

17) が高値であった母体から出生した児にコミュニケーション能力の欠如など

の行動異常が観察され 4、母体血中の IL-6 の上昇と強迫性障害や不安様行動な

どの脳障害との関連を指摘する研究がある 5,6。MIA では、母体血中の炎症性サ

イトカインが、胎盤を経由し胎児の Blood-Brain Barriers を通り胎児の脳発達

に影響を与える、という病態モデルが考えられている 6。Double-Stranded 

RNA Polyinosinic–Polycytidylic Acid ( poly I:C ) や、Lipopolysaccharide 



7 

 

( LPS ) を投与する MIA の動物モデルでは、母獣において炎症性サイトカイン

が上昇し、胎仔脳においても炎症が亢進する 7-10。 

 妊娠高血圧腎症 ( Preeclampsia：PE ) は全妊婦の 3-5％が罹患する、高血圧

に腎臓や肝臓などの多臓器の障害、胎児発育不全などを伴う疾患である 11。母

体、出生児の予後は悪く、根本的な治療は妊娠の終結のみである 12,13。PE の発

症には様々な病態生理が関与していると考えられているが、病態機序を示す主

なモデルとして Two Stage Disorder Model がある。 

Two Stage Disorder Model は、妊娠初期の胎盤形成不全による血管形成不全

が胎盤虚血を引き起こし、妊娠後期に胎盤機能不全を引き起こすという説であ

る。正常妊娠では妊娠初期の胎盤形成期において、トロフォブラストが子宮螺旋

動脈のリモデリングを起こし、子宮螺旋動脈が変化し動脈径が広がることによ

り、胎盤血流が増加する 14。一方、PE 母体では胎盤において螺旋動脈形成不全

が起き、胎盤虚血が生じる 14。結果として、Soluble Folk Like Receptor 1 (sFlt-

1) などの血管新生阻害因子や、炎症性サイトカイン、後述する Angiotensin 

Type 1 Receptor (AT1-R)に対する Agonistic な自己抗体である Angiotensin II 

Type 1-Receptor Autoantibody (AT1-AA) などの胎盤での産生が惹起され、これ
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らの病因因子が胎盤から母体循環に入り全身に作用することで、PE における多

様な症状が表出される 14-16。 

PE の発症に関連する重要な機序として、レニンアンジオテンシン系 ( Renin 

Angiotensin System：RAS ) 系の亢進がある。Renin は腎臓の傍糸球体細胞か

ら分泌され、Angiotensin の前駆体である Angiotensinogen は肝臓で産生され

る。Angiotensinogen は Renin により AngiotensinⅠに変換され、さらに

Angiotensin 変換酵素により AngⅡに変換される。また、AT1-R は血管内皮細胞

などに存在し AngⅡと結合することで血管収縮作用を示す。正常妊婦では RAS

系は心血管系に作用し母体および胎児の血流量を保持するために、末梢血管を

拡張し末梢血管抵抗を低下させ、結果として、心拍出量を増加させるように働く

ことで、循環血液量を保持する。さらに腎臓に作用し血圧のコントロールや電解

質のバランスを制御している。一方、PE 患者では、AngⅡ濃度は正常妊婦に比

べ低下しているが、早ければ妊娠中期から AT1-AA が存在し、さらに血管筋層内

に存在するAT1-Rの発現が増加しており、疼痛、血管拡張物質であるBradykinin

と結合する The Type 2 Bradykinin Receptor と AT1-R がヘテロダイマーを形

成することにより、レセプターの感受性の亢進が起こっている。結果として PE

患者では末梢血管の抵抗が増すことにより高血圧を発症する 17。 

https://www-sciencedirect-com.utokyo.idm.oclc.org/topics/medicine-and-dentistry/bradykinin-b2-receptor
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AT1-AA は多くの PE 患者の血中に存在し AT1-R を活性化させる自己抗体で、

1999 年に PE 患者血より発見された 18。PE 患者より AT1-AA を精製し妊娠マウ

スに投与すると、高血圧、蛋白尿、胎児発育不全など PE の症状が表出する 19,20。

AT1-AA による AT1-R の過剰な活性化は、高血圧のみならず、絨毛細胞の機能

障害による胎盤機能不全、腎障害など PE に特徴的な多臓器障害を惹起する 21。

このように、AT1-AA による RAS 系の亢進は PE における中心的な機序の一つ

であると考えられている。 

胎盤の虚血や RAS 系の亢進が PE の発症に深く寄与することは上述したが、

これらの結果として母体が PE を発症すると、PE 患者では血中の TNF-αや IL-

6、IL-8 などの炎症性サイトカインの発現亢進に特徴づけられる全身性の炎症の

亢進が起こっていることが明らかとされている 13,22,23。その背景には、全身の血

管内皮障害などが寄与していると考えられている 22。子宮胎盤虚血による妊娠

ラットを用いた PE モデル (Reduced Uterine Perfusion Pressure (RUPP)モデ

ル)では、母獣において TNF-αや IL-6、IL-8 などの炎症性サイトカインの上昇

が認められている 24。また、AngⅡ投与や AT1-AA 投与による RAS 系亢進の PE

モデルマウスでもこれら炎症性サイトカインの上昇を認めている 25,26。これら
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のことは、PE は全身性に免疫系が賦活化して炎症状態の亢進した MIA の状態

にあるという側面を持つことを示唆している。 

近年、大規模疫学調査で PE 患者から生まれた児において、ASD、注意欠陥多

動性症、てんかん、知的障がい等の発症リスクが上昇するとの報告があり、特に

ASD に関しては多数の報告がなされている 27-29。ノルウェーで行われた大規模

コホート研究では、PE 患者からの出生児は正期産での出生であっても、ASD な

どの神経発達症のリスクが増すこと（Odds 比 1.29）が示されている 28。最近の

メタ解析においても、PE から生まれた児は ASD 発症リスクが上昇すること

（Relative Risk 1.34）が示されている 30。 

しかしながら、母体の PE 罹患と出生児におけるこれらの神経発達症の発症の

因果関係について、動物モデルを用いて基礎的な検討をした報告は限られてい

る。最近 Giambrone らは、妊娠ラットの子宮胎盤血流を減少させる RUPP モ

デルで、胎仔脳において IL-1β、IL-6、IL-18 のサイトカインが上昇しているこ

とを報告した 31。また、Vogtmann らは sFlit-1 を強制発現させる PE モデルマ

ウスの胎仔脳を解析し、大脳皮質と海馬の体積が減少し、被殻の細胞密度が増加

するといった構造異常が起こっていることを報告した 32。これらの報告に限ら

れる現状からは、PE 患者と胎児期および出生後の脳内環境の変化や、神経発達
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に与える影響については、多くが未解明であると言ってよい。全身性の炎症を伴

い MIA の状態にある PE 患者から生まれた児は、胎児期から子宮内において炎

症性変化による影響を受け、出生後にも脳内で何らかの免疫学的な変容が起き、

さらには神経発達症の発生と関連している可能性は十分にある、と考えた。 

 

本研究の目的について 

上述したように、PE と出生児の神経発達症との関連の背景にある病態機序は

未解明の点が多い。本研究は、RAS の亢進による PE マウスモデルを用いて、

母体の PE 罹患が胎児や出生児の脳や神経発達に与える影響を検討することを

目的とした。 

本研究では下記の検討を行い、PEと出生児における神経発達症との関連の解

明を目指した。 

1. AngⅡの持続投与によるPEマウスモデルを作製する。 

2. 胎仔脳内の炎症の状態を、サイトカインの発現やMicrogliaの活性化状態を

解析することで調べる。 

3. AngⅡ持続投与マウスからの出生仔に対し、発達、運動、感情や社会性に

ついて調べるための行動解析を行う。 
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4. マイクロアレイによりAngⅡ持続投与マウスからの出生仔の脳における遺

伝子発現の変化を調べる。 
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方法 

実験動物 

全ての動物実験は東京大学医学部 (医-H19-007) 、東京都医学総合研究所 

(22-012) の動物実験委員会の承認を受けて施行した。C57BL/6J マウスを、東

京大学および東京都医学総合研究所にて飼育を行い、実験を施行した。動物の飼

育・管理については、12 時間毎に昼夜のリズムを保ち飼育し、餌や水は自由に

得られる環境を保ち、東京大学および、東京都医学総合研究所が定める施設動物

実験規則を遵守して行った。 

 

1. AngⅡを持続投与することにより妊娠高血圧腎症モデルマウスを作製する 

1-1. AngⅡ投与による PE モデルマウスの作製 

雌マウスは C57/BL6J を日本 SLC (静岡、日本）、または、CLEA（東京、日

本）から非妊娠の雌マウスもしくは妊娠マウスを購入した。Zhou33 らの論文に

記載されているプロトコールを参考に AngⅡを妊娠マウスに持続投与すること

により PE 表現型を誘導するマウスモデルを作製した。非妊娠雌マウスに関し

ては、朝に Vaginal Plug を確認した日を Embryonic Day 0.5 (E) とした。 
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E10.5 に、マウスの頭頸後部に切開を入れ背部皮下に Osmotic Mini Pump 

(Alzet model 2001; Alza Palo Alto, CA, USA) を挿入した (図 1)。AngⅡ(Sigma-

Aldrich Japan, Tokyo, Japan) を Phosphate Buffered Saline (PBS)に溶解しポ

ンプに充填し、ポンプからは AngⅡが 1.5 mg/kg body weight/day 溶出するよ

うに設定した。コントロールとして PBS を充填した Osmotic Mini Pump を挿

入した。麻酔にはイソフルラン (Pfizer Inc, NY, USA) 2-3%を使用した。妊娠マ

ウスは PBS 投与群も AngⅡ投与群も 7-9 匹の仔を E 20.5 に出産した。行動実

験に使用したマウスは Postnatal day 1.5 (P) の時点で仔を 7 匹にそろえた。 

 

1-2. PE モデルマウスの血圧、尿蛋白、胎仔重量の測定（モデルマウスの検証） 

AngⅡ投与群 5 匹、PBS 投与群 4 匹について実験を行った。 

マウスの血圧は E 6.5、E 8.5、E 10.5、E 13.5、E 15.5、E 17.5 に非観血血圧

計 (CODA, Kent Scientific, Torrington, CT, USA) を使用し tail-cuff 法を用い

て計測した。 

尿蛋白については、E 16.5 にメタボリックケージ （TECNIPLAST, Lombardy, 

Italy）に妊娠マウスを入れ、E 17.5 に尿を回収した。回収した尿サンプルは
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ELISA (Exocell, Pennsylvania, USA)により微量アルブミン濃度とクレアチニ

ン濃度を測定した。 

E17.5 の妊娠マウスをイソフルラン麻酔下で心臓脱血を行い、子宮を摘出し

た。その後、胎仔を 1 匹ずつ子宮より摘出し AngⅡ投与群 38 匹、PBS 投与群

28 匹の胎仔重量を電子天秤で重量を測定した (図 1) 。 

 

 

図 1. 妊娠高血圧腎症モデルマウスの作製 

血圧は tail-cuff 法で E 8.5、E 10.5、E 13.5、E 15.5、E 17.5 に計測し、

Albumin / Creatinine Ratio (Alb / Cre 比)を ELIZA 法で計測し、胎仔重量を

電子天秤で計測した。 
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2. AngⅡ持続投与マウスの胎仔脳でサイトカインの変動を Reverse 

Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction ( RT-qPCR ) を用

いて検討する。 

AngⅡ投与マウスと、PBS 投与マウス共に E 17.5 の妊娠マウスの子宮から胎

仔を 1 匹ずつ単離し、断頭した。頭部より全脳を摘出し RT-qPCR の検体とし

た。AngⅡ投与マウスの胎仔の脳を 9 検体、PBS 投与マウスの胎仔の脳 16 検体

用いた。摘出検体から Tissue Total RNA Kit (FAVORGEN, Ping Tung, Taiwan) 

を使用し Total Ribonucleic Acid (RNA)の抽出を行った。抽出した Total RNA

は Spectrophotometer を使用して 260nm の吸光度を測定し、Total RNA の定

量を行った。Total RNA を 3200ng (100 ng/µL) に合わせ、qPCR RT Master 

Mix (TOYOBO, Osaka, Japan) を添加し、Thermal Cycler を使用し逆転写反

応を起こし、Complementary DNA (cDNA) を作成した。cDNA に、プライマ

ー (表 1)と SYBR Green PCR Master Mix (Nippon Genetics Co, Tokyo, Japan) 

を混和し、QuantStudio1 (Thermo Fisher Scientific, Inc, Waltham, USA）を用

いて増幅した。Messenger RNA (mRNA) の発現レベルは 2-ΔΔCT法を使用し、β

-アクチンの相対値として解析した。プライマーは Sigma-Aldrich (Tokyo、Japan）

のものを使用した 34 (表 1) 。 
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表 1. プライマー配列 

Target gene Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 

β-actin GCCTTCCTTCTTGGGTAT

GG 

AGGTCTTTACGGATGTC

AACG 

IL-6 AACGATGATGCACTTGCA

GA 

GAGCATTGGAAATTGGG

GTA 

TNF-α TCTTCTGTCTACTGAACT

TCGGGGTGA 

GTGGTTTGCTACGACGT

GGGCTA 

IFN-γ ATCGGCTGACCTAGAGAA

GA 

AGCCAAGATGCAGTGTG

TAG 

IL-4 CCCCAGCTAGTTGTCATC

CTG 

CAAGTGATTTTTGTCGC

ATCCG 

IL-10 AGAGACTTGCTCTTGCAC

TACC 

GCTGAAGGCAGTCCGCA

GCTC 

IL-12 ACAGCACCAGCTTCTTCA

TCAG 

TCTTCAAAGGCTTCATCT

GCAA 
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IL-17a CTGAGAGCTGCCCCTTCA

CT 

CCACACCCACCAGCATC

TTC 

IFN- : interferon-gamma, TNF- : tumor necrosis factor-alpha. 

 

３ . Ang Ⅱ 持 続 投 与 マ ウ ス の 胎 仔 脳 で の Microglia の 活 性 を

Immunohistochemistry (IHC)により検討する 

E17.5 において AngⅡ持続投与マウス、および、PBS 持続投与マウスを、次

に述べる手順によって灌流固定した。麻酔導入剤として Pentobarbital Sodium 

(1.25～2.5 mg) を腹腔内投与した後、Isoflurane (2～4%濃度)で吸入麻酔した。

まず、ヘパリン入りの生食で脱血を行い、その後、4％Paraformaldehyde (PFA) 

で灌流固定を行った。子宮から胎仔を摘出して断頭し、4％PFA に浸漬して後固

定を行った。一晩浸漬した後、Sucrose/PBS (0.1M PBS with 0.2% NaN3)への

置換を行った。胎仔頭部を Distilled Water で 3 回洗浄 (5 分間/回)し、続いて、

Sucrose 濃度を 10%, 20%, 30%と段階的に高くした３つの溶液槽に順に浸漬し

た。 

胎仔頭部から脳を摘出し、Optimal Cutting Temperature Compound (Sakura 

Finetek, Osaka, Japan) に沈めて凍結包埋した。薄切にはクリオスタット
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（NX70, Thermo Fisher Scientific, Inc, Waltham, USA) を用い、切片厚を 16 

μm として、冠状断での薄切を行った。薄切範囲は、前頭葉先端～小脳後端まで

とし、48μm の間隔を空けながら切片を順次採取した。 

本研究では、分析のターゲットを Microglia とし、抗 Iba-1 抗体 (Anti Iba1, 

rabbit, 019-19741) (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corp, Osaka, Japan) で

免疫染色を行った。スライドガラスに貼った胎仔脳切片を 0.01M PBS で 3 回洗

浄 (5 分間/回) した後、蛋白質ブロックとして、5％ NGS (normal goat serum) 

/ PBST (0.01M PBS with 0.3% Triton X) で切片を覆うように滴下し、湿潤箱で

30 分間静置した。 

一次抗体の抗 Iba-1 抗体は、5% NGS/ PBST with 0.1% NaN3で 600 倍希釈

し、4℃で一晩反応させた。PBST で 3 回洗浄 (10 分間/回) した後、二次抗体の

反応を行った。二次抗体は、蛍光標識の抗 rabbit IgG 抗体 (Alexa-594 Goat 

Anti-Rabbit IgG ( H+L ) , 111-585-144 ) ( Jackson Immuno Research, Inc, PA, 

U.S.A.) を、5% NGS/ PBST で 200 倍希釈し、遮光して室温で 2 時間反応させ

た。反応終了後、0.01M PBS で 3 回洗浄 (10 分間 / 回) した後、褪色防止封入

剤で封入した  (VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI, H-1200, 

Vector Laboratories, Inc, Newark, USA) 。 
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作成したスライドは、レーザー共焦点顕微鏡であるFV3000 (Olympus, Tokyo, 

Japan) を用いて 200 倍で観察した。各切片の Dorsal, Lateral, および Ventral 

area を 1 枚ずつ撮影して TIFF format で保存した(図 2)。 

解析には Image J (National Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA)

を用い、脳実質の Iba1 陽性細胞を解析した。Image J で画像を過去の報告に倣

って “ Circularity ” と“ Solidity ” を計測した 35。また、コントラストが悪く

Image J に読み込めない画像は除外した。384μm 毎の切片を解析し、結果とし

て、E 17.5 における胎仔の前頭葉先端～小脳後端の Microglia の活性化状態に

ついて AngⅡ投与群において胎仔脳は 3 匹、脳スライス 24 枚、測定箇所 66 ヶ

所、1934 個、PBS 投与群の胎仔脳は 3 匹、脳スライス 21 枚、測定箇所 55 ヶ

所 1573 個の Iba-1 陽性細胞を Image J を使用し Solidity、Circularity につい

て解析した 35。 Circularity と Solidity は 4π[area]/[perimeter]2 and [area]/ 

[convex area], の計算式を用いて計測した(図 2)。 
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図 2. 胎仔脳における Microglia の評価 

E17.5 において AngⅡ持続投与マウス、および、PBS 持続投与マウスを、灌流

固定し、子宮から胎仔を摘出して断頭した後、固定を行った。切片厚を 16 μm

として、冠状断での薄切を行った。抗 Iba-1 抗体で染色した Microglia を切片ご

とに Dorsal,  Lateral, および Ventral Area に分けて撮影し観察した。 

 

4．AngⅡ持続投与マウスからの出生仔に対して行動解析を行う 

E 10.5 より AngⅡおよび PBS を持続投与したマウスから出生した仔マウス

は 図 3 に示す行動実験の日程に従って、12-13 週齢まで行動実験を行った。12-

14 週齢のマウスはマイクロアレイを用いた遺伝子発現解析のために検体採取を

行った。 

Dorsal 

Lateral 

Ventral 
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図 3.行動実験の日程 

図は行った行動実験の日程である。背地走性テスト (Negative Geotaxis Test)、

正向反射テスト (Righting Reflex Test)、断崖回避テスト (Cliff Avoidance Test)

は P8、P10、P12 に施行した。体重は P8、P35、P70 に計測した。アイオ－プ

ニングテスト (Eye Opening Test)は P14、から P18、まで行った。ハンギング

ワイヤテスト (Hanging Wire Test)は P22 と P26 に施行した。オープンフィー

ルドテスト (Open Field Test)は出生後 8-9 週齢のマウスに対して施行した。高

架式十字迷路テスト (Elevated Plus Maze Test)は出生後 9-10 週齢のマウスに

対して施行した。ソーシャルインタラクションテスト (Social Interaction Test)

は出生後 5-6 週齢と 10-11 週齢のマウスに対して施行した。ノベルオブジェク

ト探索テスト (Novel Object Recognition Test)は出生後 11-12 週齢に対して施

行した。ホットプレートテスト (Hot Plate Test)は出生後 12-13 週齢のマウスに

対して行った。すべての行動テストの終了後、12-14 週齢になったマウスの全脳

を回収した。 

 



23 

 

4-1. 背地走性テスト 

背地走性テストは協調運動機能や重力を手掛かりにした先天的な前庭機能な

どの発達を調べる試験である 36。P8、P10、P12 に施行した。AngⅡ持続投与マ

ウス 7 腹からの出生仔は、オスは 26 匹、メスは 23 匹、PBS 持続投与マウス 7

腹からの出生仔は、オスは 27 匹、メスも 22 匹に対して試験を施行した。マウ

スを実験環境に馴化させるために、ケージを実験室に 1 時間静置した。その後、

40°に傾けたコルクボード上に、マウスの鼻先を下に向け静置し、180°回転す

る（鼻先が上を向く） までの時間を計測した。（図 3A-E）。 
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図 4. 背地走性テスト  

マウスを 40°に傾けた地面がコルクボードの中心に頭部が下側になるように静

置した (A)。その後、マウスが 180°回転し頭部が上側に方向転換するまでの

時間を計測した (B-E)。 

 

4-2. 正向反射テスト 

正向反射テストは仰臥位において肢ではねる力、反射能力、協調運動や前庭機

能などの発達を調べる試験である 36。P8、P10、P12 に施行した。AngⅡ持続投

与マウス 7 腹からの出生仔は、オスは 26 匹、メスは 23 匹、PBS 持続投与マウ

ス 7 腹からの出生仔は、オスは 27 匹、メスも 22 匹に対して試験を施行した。

マウスを実験環境に馴化させるために、ケージを実験室に 1 時間静置した。水

平面上の台にマウスを仰臥位に置き腹臥位に戻るまでの時間を計測した（図 5A-

C）。 
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図 5. 正向反射テスト  

愛護的にマウスを仰臥位にし、手を放し腹臥位に戻るまでの時間を計測した (A-

C)。20 秒をカットオフ値とした。 

 

4-3. 断崖回避テスト 

断崖回避テストは平衡感覚や、協調運動などの発達を調べる試験である 36。

P8、P10、P12 に施行した。AngⅡ持続投与マウス 7 腹からの出生仔は、オスは

26 匹、メスも 23 匹、PBS 持続投与マウス 7 腹からの出生仔は、オスは 27 匹、

メスは 22 匹に対して試験を施行した。 

マウスを実験環境に馴化させるために、ケージを実験室に 1 時間静置したの

ち、90°の崖を作り、崖から逃避するまでの時間を計測した (図 6 A. B)。 
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図 6. 断崖回避テスト 

実験室で 1 時間 Habituation を行ったのち、90°の崖に前肢を置くように静置

し、頭をそむける、前足を後退させるなど、崖から逃避するまでの時間を計測し

た (A.B)。 

 

4-4. アイオ－プニングテスト 

アイオ－プニングテストは発達を調べるためのテストで両眼の開眼の有無を

日齢 14 から日齢 18 まで連日行った 37。AngⅡ持続投与マウス 7 腹からの出生

仔は、オスは 26 匹、メスは 23 匹、PBS 持続投与マウス 7 腹からの出生仔は、

オスは 27 匹、メスは 22 匹に対して試験を施行した。 

Eye Opening Score は両目が閉じているものが 0、片目が開いているものが

1、両目が開いているものを 2 としスコア化した。 
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4-5. ハンギングワイヤテスト 

ハンギングワイヤテストは握力、平衡感覚、運動能力などの発達を調べるテス

トである 38。ジャンプして落下することを厭わないマウスでは、テストは成立し

ない。AngⅡ持続投与マウス 7 腹からの出生仔は、オスは 25 匹、メスは 22 匹、

PBS 持続投与マウス 7 腹からの出生仔は、オスは 27 匹、メスは 22 匹に対して

試験を施行した。Hanging Wire test box (O’Hara & Co., Tokyo, JAPAN) を用

いて P22 と P26 に施行した。 

マウスは 150mm×150mm の広さで、把持する箇所は各 10mm×10mm の間

隔があいている、金網に置かれ、金網を 180°回転したのち、落下せずにいる時

間を計測した。またカット off 値は 600 秒とした（図 7A-C）。 

 

 

図 7. ハンギングワイヤテスト 

金網の上にマウスを静置し、プレートを 180°回転させ、マウスが落下するまで

の時間を計測した (A-C)。 
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4-6. オープンフィールドテスト 

オープンフィールドテストは新規の環境下での行動、活動性、不安関連を調べ

るテストである。出生後 8-9 週齢で行った 39。AngⅡ持続投与マウス 6 腹からの

出生仔は、オス 22 匹、メスは 22 匹、PBS 持続投与マウスからの出生仔は、6

腹からオス 25 匹、5 腹からメス 18 匹に対して試験を施行した。他のマウスに

対する影響を考慮して 2 匹以下で飼っているマウスは除外して実験を行った。 

ホームゲージで 1 時間、馴化した後のマウスを、500mm×500mm の四角い箱

中央に置き上方よりビデオで録画し 20 分間トラッキングした (Muromachi 

Kikai, Tokyo, Japan) 。6×6、計 36 マスの区画に区分し外側滞在時間と中央区

滞在時間を計測した。また総行動距離も計測した (図 8A-D) 。 
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図 8. オープンフィールドテスト 

箱に静置したマウスをビデオでトラッキングした (A.B)。主に箱全体を行動して

いるマウスと主に箱の壁側を行動している行動経路が明示されている (C.D)。 

 

4-7. 高架式十字迷路テスト 

高架式十字迷路テストは恐怖心や不安の強さを計測する試験である 40。 

他のマウスに対する飼育下の社会的影響を考慮して 2 匹以下で飼育されている

マウスは除外した。出生後９-10 週齢で実験を行った。AngⅡ持続投与マウスか

らの出生仔は、オスは 4 腹から 16 匹、メスは 3 腹から 10 匹、PBS 持続投与マ

ウスからの出生仔は、オスは 4 腹から 14 匹、メスは 4 腹からメス 15 匹に対し

て試験を施行した。 

マウスを実験環境に馴化させるために、ケージを実験室に 1 時間静置したのち

にマウスを 60×260mm の壁のある床と、60×260mm の壁のない床が十字に

c D 
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合わさった床の中心にマウスを静置し、ビデオトラッキングを用いて 10 分間撮

影し壁のない床の滞在時間を計測した (図 9 A-D)。 

 

 

 

図 9. 高架式十字迷路テスト 

1 時間、実験室で馴化した後にマウスを 60×260mm の壁のある床と、60×

260mm の壁のない床が十字に合わさった床の中心にマウスを静置した (A)。 

ビデオトラッキングを用いて10分間撮影し壁のある床と壁のない床におけるそ

  

 D
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れぞれの滞在時間を計測した (B)。壁のある床上を移動した時間が長い顕著な例

と壁のない床上を移動した顕著な例を示す (C.D)。 

 

4-8. ソーシャルインタラクションテスト  

ソーシャルインタラクションテストは他個体に対する、関心度、社会性を調べ

るテストである。この実験は 5-6 週齢、10-11 週齢に行った 37。2 匹以下で飼育

されているマウスは除外した。5-6 週齢において AngⅡ持続投与マウスからの出

生仔は、5 腹からオスは 22 匹、6 腹からメスは 21 匹、PBS 持続投与マウスか

らの出生仔は、6 腹からオスは 25 匹、5 腹からメスは 18 匹に対して試験を施行

した。 

10-11 週齢においては AngⅡ持続投与マウスからの出生仔は、6 腹からオスは

20 匹、6 腹からメスは 20 匹、PBS 持続投与マウスからの出生仔は、6 腹からオ

スは 22 匹、6 腹からメスは 20 匹に対して試験を施行した。 

各実験マウスをホームケージに入れ音刺激を減らした状態で 15 分間、馴化を

行った。その後、同じ性別で、同じ週数の Stranger マウスを侵入させた。ホー

ムケージマウスはビデオで10分間観察され、社会性行動として、においを嗅ぐ、

後をつける、マウンティングする、相手を毛づくろいするなどの、各項目の時間

を合計し、Active social interaction を計測した (図 10A. B)。 
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図 10. ソーシャルインタラクションテスト 

各実験マウスをホームケージに入れ音刺激を減らした状態で 15 分間、馴化をお

こなった。その後、同じ性別で、同じ週数の Stranger マウスを侵入させた。他

者に対して Social interaction を行っていないマウス (A)。他者に対して social 

interaction を行っているマウスを示している (B)。 

 

4-9. ノベルオブジェクト探索テスト 

ノベルオブジェクト探索試験は記憶力を計測するテストである 41。AngⅡ持続

投与マウスからの出生仔は、6 腹からオスは 23 匹、6 腹からメスは 22 匹、PBS

持続投与マウスからの出生仔は、6 腹からオスは 24 匹、5 腹からメスは 18 匹に

対して試験を施行した。 
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合計 3 日にかけてテストを行った。１回 10 分間、500mm×500mm の四角い

箱の中央にマウスを置き上方よりビデオで録画し、行動を観察した 

(Muromachi Kikai, Tokyo, Japan) 。１日目は何も物体を置かない状態で、馴化

を行った。2 日目は箱に球形と三角柱という 2 つの形が異なる物体を静置しビ

デオトラッキングでどちらの新奇物体に興味を示すか、すなわちどちらの物体

の近くに長時間滞在するかを計測した。3 日目は 2 つの物体のうちの 1 つであ

る円柱の物体を三角柱の物体へ置き換え、四角柱と三角柱のどちらに興味を示

すか計測した (図 11A-C）。また、Exploratory index (%) = 3 日目の新奇物体付

近の滞在時間／新旧両方の物体付近の滞在時間、を表している。 
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図 11. ノベルオブジェクト探索テスト 

合計 3 日にかけて行うテストで、１回 10 分間、500mm×500mm の四角い箱中

央にマウスを置き上方よりビデオで 10 分間録画し、行動を観察した (A)。１日

目は何も物体を置かない状態で、馴化を行った。 

2 日目は箱に四角柱と円柱という 2 つの形が異なる物体を静置しビデオトラッ

キングでどちらの新規物質に興味を示すか、すなわち長時間近くに滞在するか

を計測した (B) 。3 日目は 2 つの物体のうちの 1 つである円柱の物体を三角柱

の物体へ置き換え、四角柱と三角柱のどちらに興味を示すか計測した (C)。 
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4-10. ホットプレートテスト 

ホットプレートテストは熱した鉄板の上にマウスを静置し、足をなめる、立ち

上がる、飛び跳ねるまでの時間を測定することで、疼痛への反応時間を調べるテ

ストである 42。AngⅡ持続投与マウスからの出生仔は、4 腹からオスは 13 匹、

4 腹からメスは 12 匹、PBS 持続投与マウスからの出生仔は、5 腹からオスは 19

匹、5 腹からメスは 16 匹に対して試験を施行した。 

プレートの温度は 55±0.5 ℃に設定し 200×250 mm の板を使用し実験を行

った（図 12）。 

 

図 12 ホットプレートテスト 

55±0.5℃に熱した 200×250mm の板を使用し実験を行った。 
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体重測定 

AngⅡ持続投与マウスからの出生仔と PBS 持続投与マウスからの出生仔につい

て P8、P35、P70 の出生後体重について調べた。 

AngⅡ持続投与マウスからの出生仔は、4 腹からオスは 17 匹、メスも 11 匹、

PBS 持続投与マウスからの出生仔は、4 腹からオスは 17 匹、メスも 11 匹に対

して電子天秤を用いて体重を計測した。 

 

5.  AngⅡ持続投与マウスから出生した仔の脳を用いて遺伝子発現解析を行う 

5-1. 脳採取と RNA 抽出 

全ての行動実験が終わったのち、12-14 週齢のマウスの全脳を取り出した。取

り出した脳は即座に液体窒素で凍らせ、-80℃で保存した。 

サンプル100 mgあたりTRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA) を 1 ml 入れる。脳の重量は 10 週齢のマウスで 480 mg くらいであ

るため、3 ml の TRIzol Reagent に摘出したマウスの脳を浸した。その後、ホモ

ジナイザーで 120 秒ほどホモジナイズを行った。ホモジナイズした脳に更に

TRIzol Reagent 2 ml を添加し、5 分間室温で静地した。蛋白質を抽出するため

15 ml の遠心管 (Corning 社)に、1 ml の TRIzol Reagent に対して、0.2 ml の
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クロロホルムを入れた。今回は、1.0 ml のクロロホルムを混和した。手動で 15

秒ほど撹拌し、室温で 3 分静置した。4℃に冷やした遠心分離機を使用し 15 分

間、12,000 rpm で遠心分離を行った。 

上層と下層に分かれ水層である上層に RNA が抽出されているため 1.5 ml の

チューブに 200 μl 分注した。さらにイソプロパノールを 200 µL 添加し転倒混

和した。室温で 10 分間静置した後、再度、4 ℃に冷やした遠心分離機を使用し

15 分間、12,000rpm で遠心分離を行った。上清を取り除いて RNA ペレットの

みにして 1 ml の冷却した 75％エタノールを加え転倒混和した。15 分間、12,000 

rpm、4 ℃で遠心分離を行った。エタノールを捨て、さらにエタノールによる精

製を 2 回繰り返した。その後、沈殿物である RNA を乾燥させ RNase free 蒸留

水 20 μL を加え、RNA を抽出した。 

抽出した RNA は Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) を用いて計測し

た。全てのサンプルの A260/280 比は 2.0-2.1、A230/260 は 2.2-2.3 であった。 

 

5-2. マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析 

マイクロアレイ解析は相補的な RNA をターゲットに the Whole Mouse 

Genome Microarray (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いて
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行 っ た 。 ア レ イ ス ラ イ ド は SureScan Microarray Scanner (Agilent 

Technologies)を使用しスキャンした。得られたデータは、75％tile 法にてシグ

ナル強度を補正した。検出が不明瞭なプローブ（compromised probe）は解析か

ら除外した。The Benjamini and Hochberg false-discovery rate は本解析では

実施しなかった。各群間比較は t 検定を行った（P < 0.05）。各群は AngⅡ持続

投与群における出生仔の雌雄、PBS 持続投与群における出生時の雌雄、計 4 群

に分けて解析を行った。 

AngⅡ持続投与群における出生仔と PBS 持続投与群における出生仔のオスで

遺伝子発現量に有意差があったもの、AngⅡ持続投与群における出生仔と PBS

持続投与群における出生時のメスで有意差があったものを抽出し、さらに遺伝

子発現量において雌雄共通に有意差があった遺伝子に pathway enrichment 解

析を行った。解析は BaseSpace (Illumina, San Diego, CA, USA) を用いて行っ

た 43。 
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統計解析について 

各グラフは平均と標準誤差で表されている。 

AngⅡ投与群と PBS 投与群の母獣マウスの平均収縮期血圧、尿 Alb/Cre Ratio、

胎仔体重、胎仔脳における RT-qPCR の比較は Student’s t 検定を用いてそれぞ

れの群間で比較検討した。胎仔の出生後に出生仔に対して行った背地走性テス

ト、正向反射テスト、断崖回避テスト、体重、ハンギングワイヤテスト、オープ

ンフィールドテスト、高架式十字迷路テスト、ソーシャルインタラクションテス

ト、ノベルオブジェクト探索試験、ホットプレートテストの比較は Mann–

Whitney U Test を用いてそれぞれの群間で比較検討した。 

胎仔脳における Microglia の Solidity、Circularity の比較も Mann–Whitney 

U Test を用いてそれぞれの群間で比較検討した。 

アイオ－プニングテストについては Two Way ANOVA を用いてそれぞれの群

間で比較検討した。統計ソフトは GraphPad Prism (version 8, San Francisco, 

La Jolla California USA)を使用し P ＜ 0.05 を統計学的有意差があると判断し

た。 
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結果 

1. AngⅡ持続投与で誘導される PE モデルマウスの作製 

AngⅡに対する AT1-R の感受性の亢進や、AT1-AA による AT1-R の活性化に

よる RAS の亢進は、PE の病態において中心的な機序である 44。この病態機序

に即した AngⅡ投与による PE マウスモデルを、過去の報告にならって施行し

た 33。AngⅡ持続投与群、PBS 持続投与群ともに、E 20.5（中央値）で分娩に至

り、分娩日について両群に差は認めなかった。 

E 10.5 より AngⅡの持続投与を行った妊娠マウスの平均血圧、蛋白尿、胎仔

重量を計測した (図 13A-C）。AngⅡ持続投与群のマウスは PBS 持続投与群の

マウスに比べ E 17.5 に有意に高い血圧を呈していた (図 13A)。 AngⅡ持続投

与群マウスは PBS 持続投与群マウスに比べ尿中 Alb/Cre Ratio が有意に高く、

蛋白尿の表現型を認めた (図 13B）。AngⅡ持続投与群マウスの胎仔は PBS 持続

投与群マウスの胎仔に比べ胎仔重量が有意に低く、胎児発育不全  (Fetal 

Growth Restriction：FGR)の表現型を呈していた (図 13C)。以上、AngⅡの投

与により、高血圧、蛋白尿、FGR という代表的な PE の徴候が AngⅡ持続投与

妊娠マウスに表出することを確認した。 
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図 13. AngⅡ持続投与による高血圧、尿蛋白、胎仔低体重 PE モデルマウスの作

製 

( A ) Tail-Cuff 法での血圧測定の結果、E17.5 において AngⅡ持続投与群 ( N = 

5 )は PBS 持続投与群( N = 4 )に比べ有意に血圧高値を認めた。(**P < 0.01) 
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( B ) 尿蛋白の測定の結果、Alb/Cre Ratio において AngⅡ持続投与群( N = 5 )

は PBS 持続投与群( N = 4 )に比べ有意に高値を認めた。(*P < 0.05) 

( C ) E17.5 に胎仔重量の計測の結果、胎仔重量において AngⅡ持続投与群( N = 

28 )は PBS 持続投与群( N = 38 )に比べ有意に低値を認めた。(**P < 0.01) 

 

2. AngⅡ投与妊娠マウスの胎仔脳におけるサイトカインの発現亢進 

AngⅡ投与群の胎仔脳内と PBS 投与群の胎仔脳内における炎症の状態を調べ

るべく、E17.5 の胎仔脳における各種サイトカインの発現を検討した。IL-6 お

よび Th17 から分泌される IL-17a は、MIA による出生児の神経発達症の発生

に関わる事が知られるサイトカインであるが 45、これらの発現が AngⅡ持続投

与群の胎仔脳で亢進していた (図 14A. B)。また、感染性早産などを契機とした

炎症性の胎児脳障害や、その後の脳性麻痺の発症機序で重要な働きを担う代表

的なサイトカインである、TNF-αの発現も 46、AngⅡ投与群の胎仔脳で亢進し

ていた (図 14C) 。さらには、Interferon-γ (IFN-γ)、IL-12 といった Th1 関

連のサイトカインのみならず、IL-4、IL-10 といった Th2 関連のサイトカイン

の発現も AngⅡ持続投与群の胎仔脳で亢進していた(図 14.D-H)。これらの結果

は、AngⅡ投与による PE モデルマウスの胎仔脳で全般的なサイトカインの上昇

がもたらされていることを示唆するものであった。 
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図 14. AngⅡ持続投与マウスの胎仔脳におけるサイトカインの分泌の上昇 

(A-G) 胎仔脳において様々なサイトカインの Messenger RNA (mRNA)を RT-

qPCR を行い定量分析した。(A: IL-6, B: IL-17a, C: TNF-, D: INF-, E: IL-12, 
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F: IL-4, G: IL-10)各種サイトカインについて、AngⅡ持続投与群の胎仔脳 (N = 

9)での発現は PBS 持続投与群の胎仔脳 (N = 16)での発現に比べ有意に高値であ

った。(*P < 0.05, **P < 0.01). IFN-: interferon-gamma, TNF-: tumor necrosis 

factor-alpha. 

 

3. AngⅡ持続投与マウスの胎仔脳における Microglia の活性化の亢進 

Microglia は、胎児期では脳内の免疫応答において中心的な役割を担う免疫細

胞で、その過剰な活性化は、炎症を契機とした胎児の脳障害やその後の神経発達

症の発生においても重要な機序であることが知られている 47。 

一般に Microglia は非活性化状態では細胞体が小さく多数の分枝した突起を

持つ Ramified な形態を示すが、活性化した Microglia は細胞体が腫大して円形

になり突起が目立たない Ameboid な形態に変化する 48。そこで、IHC により

Microglia の形態を定量的に評価することで、AngⅡ持続投与群の胎仔脳と PBS

投与群の胎仔脳の Microglia について活性化の違いを評価した。E 17.5 の胎仔

の脳実質を Dorsal, Lateral, Ventral area の 3 ヶ所に分けて 200 倍で Iba1 陽性

Microglia 細胞を解析した。AngⅡ投与群の胎仔脳では 1934 個、PBS 投与マウ

スの胎仔脳では 1573 個の Microglia を解析した。代表的な Microglia の形態に

ついて、(図15.A)に示す。AngⅡ持続投与群の胎仔脳におけるMicrogliaの方が、

PBS 投与群の Microglia に比べて円形を示しており、Ameboid 型をしていた。 
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Solidity と Circularity は共に細胞の円形度を示す尺度であるが、Microglia

の活性度が高いほど、Solidity と Circularity の程度は増す 49。AngⅡ持続投与

群の胎仔脳は PBS 持続投与群の胎仔脳と比較して Microglia の Solidity と

Circularity はいずれも上昇し、円形度が高かった ( Solidity; PBS vs Ang II: 

0.54 ± 0.0029 vs 0.56 ± 0.0032, P < 0.01, Circularity; PBS vs Ang II: 0.25 ± 

0.0038 vs 0.28 ± 0.0035, P < 0.01 )。さらに横軸にそれぞれ Solidity と

Circularity、縦軸に各群の細胞数の割合を示した結果を図 15B. C に示す。Ang

Ⅱ持続投与群の胎仔脳では、PBS 持続投与群の胎仔脳に比して Solidity と

Circularity が高い状態の細胞がより多く存在していることが明らかとなった。

以上よりAngⅡ投与持続マウスの胎仔脳ではPBS投与マウスの胎仔脳と比較し

て Microglia はより Ameboid 型の形態に変化しており、Microglia の活性化が

亢進していることが示された。 
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図 15. IHC による胎仔脳における Microglia の活性化状態の検討。 

( A ) Iba-1 を免疫染色することで、Microglia を形態学的に評価した。 

それぞれの画像は胎仔脳において Ventral Area の Iba-1 陽性 Microglia が赤色

蛍光染色され示されている。AngⅡ持続投与群において胎仔脳の Microglia は

PBS持続投与群 における胎仔脳のMicrogliaに比べ、顕著に円形を表している。

これは Microglia が活性化し Ameboid 型に変化していることを示している。上

部左に示されている染色された Microglia は、円で囲まれた Microglia を拡大し

て表したものである。Scale Bars = 50 µm. 

(B および C) Solidity と Circularity の量的検討を行った。これはそれぞれ

Microglia の Amoeboid 型への変化を示す値であり横軸は Solidity と

Circularity、縦軸は各群の細胞数を全体の細胞数で割った比について

Histograms で表されている (B.C)。AngⅡ持続投与群の胎仔脳 N = 3、PBS 持

続投与群の胎仔脳 N = 3 である。Solidity と Circularity の計算はそれぞれ

4π[area]/[perimeter]2 and [area]/[convex area]で行った。 
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4. 各種行動実験における AngⅡ持続投与マウスの出生仔の表現型の解析 

AngⅡ持続投与マウスの仔と PBS 持続投与マウスの仔に行った各種行動実験の

結果を示す。主に発達を調べる行動実験として、背地走性テスト、正向反射テス

ト、断崖回避テストは P8、P10、P12 に施行した。体重は P8、P10、P12 に計

測した。アイオ－プニングテストは P14.から P18.まで行った。ハンギングワイ

ヤテストは P22.と P26.に施行した。主に感情などの脳機能を調べる行動実験と

してオープンフィールドテストは出生後 8-9 週齢のマウスに対して施行した。

高架式十字迷路テストは出生後 9-10 週齢のマウスに対して施行した。ソーシャ

ルインタラクションテストは出生後 5-6 週齢と 10-11 週齢のマウスに対して施

行した。ノベルオブジェクト探索テストは出生後 11-12 週齢に対して施行した。

ホットプレートテストは出生後 12-13 週齢のマウスに対して行った。 

 

4-1. 背地走性テスト 

背地走性テストで運動機能や重力を手掛かりにした先天的な前庭機能などの

発達などを調べた。実験の結果、AngⅡ持続投与群のほうが PBS 持続投与群に

比べ有意差は認めなかった。(図 16) 。 
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図 16. 背地走性テストによる発達の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸はマウス

が 180°回転するまでの秒数、横軸は出生後日齢を表している。両群において有

意差はなかった。 

 

4-2. 正向反射テスト 

正向反射テストで仰臥位において肢ではねる力、反射能力、協調運動や前庭機

能などの発達を調べた。AngⅡ持続投与群から生まれた仔は、PBS 持続投与群

から生まれた仔に比べ、正向反射試験では、メスの P10 において有意に背臥位

から腹臥位になるまでの時間が短かった（図 17）。 

背地走性テスト 
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図 17. 正向反射テストによる発達の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸はマウス

が背臥位から腹臥位になるまでの秒数、横軸は出生後日齢を表している。AngⅡ

持続投与群から生まれた仔は、PBS 持続投与群から生まれた仔に比べ、正向反

射試験では、メスの P10 において有意に背臥位から腹臥位になるまでの期間が

短かった。( *P < 0.05 ) 

 

4-3. 断崖回避テスト  

断崖回避テストで平衡感覚や、協調運動などの発達を調べた。断崖回避テスト

では AngⅡ持続投与群から生まれた仔は、PBS 持続投与群から生まれた仔に比

正向反射テスト 
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べ、有意な差はなかった (図 18)。PE 母獣から出生した仔では平衡感覚の低下

や、協調運動の低下を示さなかった。 

 

図 18. 断崖回避テストによる発達の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸はマウス

が崖から逃避するまでの秒数、横軸は出生後日齢を表している AngⅡ持続投与

群から生まれた仔は、PBS 持続投与群から生まれた仔に比べ、有意な差はなか

った。 

 

 

 

 

断崖回避テスト 
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4-4. アイオ－プニングテスト 

発達を調べるため両眼の開眼の有無をスコア化して P14 から P18 まで連日行

った。AngⅡを持続投与したマウスと PBS を持続投与したマウスから生まれた

仔を雄雌で比較したが、有意差はなかった (図 19)。 

 

 

 

図 19. アイオ－プニングテストによる発達の評価 

点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生したオスの仔、薄い

青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、点に使われている濃い赤は

AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスか

ら出生したメスの仔を表している。縦軸はマウスの眼の開閉をスコア化した値、

横軸は出生後日齢を表している AngⅡ持続投与群から生まれた仔は、PBS 持続

投与群から生まれた仔に比べ、オス、メスともに有意な差はなかった。 

 

アイオ－プニングテスト 
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4-5. ハンギングワイヤテスト 

ハンギングワイヤテストによって握力、平衡感覚、運動能力などの発達を調べた。 

AngⅡ持続投与マウスから出生した仔は PBS 持続投与マウスと比べて、オスは

P22 においてメスは P26 において有意に落下までの時間が長かった。(図 20）。

ハンギングワイヤテストではAngⅡ持続投与マウスから出生した仔はPBS持続

投与マウスと比べてオスでは P22 において、メスでは P26 において筋力発達の

亢進が示唆された。 

 

 

図 20. ハンギングワイヤテストによる発達の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸はマウス

ハンギングワイヤテスト 
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が台につかまっている秒数、横軸は出生後日齢を表している。AngⅡ持続投与群

から生まれた仔は、PBS 持続投与群から生まれた仔に比べ、ハンギングワイヤ

テストではオスは P22 で、メスは P26 において有意に落下までの時間が長かっ

た。( *P < 0.05 )  

 

4-6. オープンフィールドテスト 

オープンフィールドテストで新規の環境下での行動、活動性、不安関連を調べ

た。AngⅡ持続投与マウスから出生した仔において、オス、メスともに外側滞在

時間が長く、メスのほうがより、その傾向が強かった。これは恐怖心が強いこと

を示唆している。一方、メスでは移動距離が AngⅡ持続投与群の仔で有意に低

かった（図 21）。このことは、メスが区画の一部に滞在して移動せず、時間が経

過することで外側滞在時間に影響を及ぼしている可能性もある。 

本実験の結果は、PE 母獣から出生した新生仔が、新規の環境下で行動、活動

性の低下、不安を呈しやすいこと示唆している。 
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図 21. オープンフィールドテストによる脳機能の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

オープンフィールドテスト 

 

 

 

A 

B 

総行動距離 

外側滞在時間 
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び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸はそれぞ

れ外側滞在時間と移動距離を表している。オープンフィールドテストでの滞在

時間においては AngⅡ持続投与群から生まれた仔は、PBS 持続投与群から生ま

れた仔に比べ、オス、メス共に有意に外側滞在時間が長かった (A)。( *P < 

0.05,**P < 0.01 ) 

移動距離においては AngⅡ持続投与群から生まれた仔は、PBS 持続投与群か

ら生まれた仔に比べ、オスでは有意な差はなかったが、オープンフィールドテス

トにおいてメスでは AngⅡ持続投与群の仔のほうが有意に移動距離の減少を認

めた(B)。( *P < 0.05,**P < 0.01 ) 

 

4-7. 高架式十字迷路テスト 

高架式十字迷路テストは恐怖心や不安の強さを計測する試験である 40。AngⅡ

持続投与群の出生仔は、PBS 持続投与群の出生仔に比べオスは有意に壁のある

床の滞在時間が短く、メスは有意差を認めなかった ( *P < 0.05 )（図 22）。 

本実験の結果は、PE モデルマウスから出生した新生仔の特にオスにおい

て、恐怖心や不安が強いことを示唆している。 
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図 22. 高架式十字迷路テストによる脳機能の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸は壁のな

い床の上の滞在時間を表している。高架式十字迷路テストにおいて AngⅡ持続

投与群から生まれた仔は、PBS 持続投与群から生まれた仔に比べ、オスにおい

て有意に壁のない床の上の滞在時間が短かった。メスにおいては有意差を認め

なかった。( *P < 0.05 ) 

 

4-8. ソーシャルインタラクションテスト 

ソーシャルインタラクションテストは他個体に対する、関心度、社会性を調べ

るテストである。5-6 週齢において AngⅡ持続投与マウスと PBS 持続投与マウ

スからの出生仔において有意差は認められなかった (図 23A)。10-11 週齢にお

高架式十字迷路テスト 
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いては AngⅡ持続投与マウスからの出生仔は、PBS 持続投与マウスからの出生

仔に比べ、ソーシャルインタラクションテストにおいてオス、メスともに Active 

Social Interaction Time が有意に低下していた (図 23B)。AngⅡ持続投与マウ

スから出生した仔では、関心度および社会性が低下している可能性が示唆され

た。 
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図 23. ソーシャルインタラクションテストによる社会性の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

ソーシャルインタラクションテスト 

 

  

  

5-6 週齢時のソーシャルインタラクションテスト 

10-11 週齢時のソーシャルインタラクションテスト 
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い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸は Active 

Interaction の時間を表している。 

上図は 5-6 週齢におけるマウスの実験結果を表している。5-6 週齢において Ang

Ⅱ持続投与マウスからの出生仔は、PBS 持続投与マウスからの出生仔に比べ、

ソーシャルインタラクションテストにおいてオス、メスともに Active Social 

Interaction Time の有意差はなかった (A)。下図は 10-11 週齢におけるマウス

の実験結果を示している。10-11 週齢において AngⅡ持続投与マウスからの出生

仔は、PBS 持続投与マウスからの出生仔に比べ、ソーシャルインタラクション

テストにおいてオス、メスともに Active Social Interaction Time が有意長かっ

た (B)。( *P < 0.05,**P < 0.01 ) 

 

4-9. ノベルオブジェクト探索テスト 

ノベルオブジェクト探索試験は記憶力を計測するテストである 41。AngⅡ持続

投与マウスからの出生仔と、PBS 持続投与マウスからの出生仔で、有意差はな

かった (図 24）。本実験の結果は、新生仔の記憶力には影響を与えないことを示

唆している。 
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図 24. ノベルオブジェクト探索テストによる記憶力の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸は

Exploratory Index (%) = 3 日目の新奇物体付近の滞在時間／新旧両方の物質付

近の滞在時間、を表している。ノベルオブジェクト探索テストでは AngⅡ持続

投与マウスからの出生仔と PBS 持続投与マウスからの出生仔との間で

Exploratory Index (%)に有意差はなかった。 

 

4-10. ホットプレートテスト 

 ホットプレートテストは熱した鉄板の上にマウスを静置し、足をなめる、立ち

上がる、飛び跳ねるまでの時間を測定することで、疼痛への反応時間を調べるテ

ストである 42。AngⅡ持続投与マウスからの出生仔と、PBS 持続投与マウスか

ノベルオブジェクト探索テスト 
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らの出生仔で、有意差はなかった (図 25)。PE 母獣から出生した新生仔で、疼

痛への反応時間が遅くなるということは認められなかった。 

 

図 25. ホットプレートによる痛み刺激の評価 

棒グラフおよび点に使われている濃い青は AngⅡ持続投与マウスから出生した

オスの仔、薄い青は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、棒グラフおよ

び点に使われている濃い赤は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄

い青は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。縦軸は熱した

床からの逃避行動までの時間を示している。ホットプレートによる痛み刺激テ

ストではAngⅡ持続投与マウスからの出生仔とPBS持続投与マウスからの出生

仔との間で熱した床からの逃避行動までの時間に有意差はなかった。 

 

 

 

ホットプレートテスト 
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体重 

発育を確認するためにAngⅡ持続投与マウスからの出生仔とPBS持続投与マ

ウスからの出生仔の出生後の体重を比べた。P8、P35、P70 に重量計測を行っ

た。 

AngⅡ持続投与群から生まれた仔は胎仔期には PBS 持続投与群の仔と比べて

胎仔期には低体重を示していたが、出生後には体重は catch-up して有意差はな

くなった (図 26)。 
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図 26. 体重による発育の評価 

濃い青が使われている点は AngⅡ持続投与マウスから出生したオスの仔、薄い

青が使われている点は PBS 持続投与マウスから出生したオスの仔、濃い赤が使

われている点は AngⅡ持続投与マウスから出生したメスの仔、薄い赤が使われ

ている点は PBS 持続投与マウスから出生したメスの仔を表している。 

縦軸はマウスの重量 (g)、横軸は出生後日齢を表している 

AngⅡ持続投与群から生まれた仔は、PBS 持続投与群から生まれた仔に比べ、

オス、メスともに有意な差はなかった。 
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4-11.行動実験の結果のまとめ 

表 2.に行動実験の結果をまとめた。正向反射試験ではメスで P10 に有意差があ

った。ハンギングワイヤテストではオスで P22 に、メスで P26 に有意差があっ

た。オープンフィールドテストにおいて外側滞在時間ではオス、メス共に有意差

を認め、総行動距離ではメスに有意差を認めた。ソーシャルインタラクションテ

ストではオス、メスともに 10-11 週齢で有意差を認めた。高架式十字迷路テス

トではオスで有意差を認めた。 

 

表 2．行動実験の結果 

 

 

表 2.は行動実験の結果をまとめた表である。各略語は NG（背地走性テスト）、

RR（正向反射テスト）、CA（断崖回避テスト）、BW（体重）、 

EOT（アイオ－プニングテスト）、HW（ハンギングワイヤテスト）、 

OF（オープンフィールドテスト）、SI（ソーシャルインタラクションテスト）、

EPM（高架式十字迷路テスト）、NOR（ノベルオブジェクト探索テスト）、 

HP（ホットプレートテスト）、P（出生後日齢）、ｗ（週齢）を示している。 

(*P<0.05, **P<0.01). 
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5. マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析 

AngⅡ持続投与マウスにおいて胎仔期の脳で免疫を担当する Microglia の変

化を確認し、行動解析の結果、社会性行動障害や不安様行動を認めた。このよう

な行動が免疫系の異常で起きているのか、他の因子が原因なのか、さらなる原因

究明のため、12-14 週齢の AngⅡ持続投与マウスにおける仔マウスの全脳を用

いてマイクロアレイで遺伝子の網羅的解析を施行した。検体は AngⅡ持続投与

マウスと PBS 持続投与マウスでオスメス 5 例ずつ、各 3 家系を使用した。Fold 

Change は 1.2 以上、False Discovery Rate は補正なし、検定は T テストを行

いカットオフは 0.05とした。遺伝子発現の変化はオスで 403個、メスで 983個、

変化した共通の遺伝子は 45 個であった。共通する 45 遺伝子のうち、同方向に

変化するもので Pathway Enrichment 解析を行った (図 27)。 
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図 27.雌雄共通の 45 遺伝子の検出 

12-14 週齢の AngⅡ持続投与群における出生仔と PBS 持続投与群における出生

仔のオスで遺伝子発現量に有意差があったものは 403 遺伝子であった。また、

12-14 週齢の AngⅡ持続投与群における出生仔と PBS 持続投与群における出生

仔のメスで有意差があったものは 983 遺伝子であった。 

403 遺伝子と 983 遺伝子をさらに比較すると、共通する遺伝子として 45 遺伝子

が抽出された。この 45 遺伝子を対象に、Pathway Enrichment 解析を行った。 

 

5-1. Pathway Enrichment 解析の結果 

雌雄において共通に変動のあった遺伝子について、Pathway Enrichment 解析

を行い Up-Regulated、Down-Regulated されている Top5 について表を作製し

た。 (表 3)。表 3 には用いたデータベース、共通した遺伝子、P 値が表されてお

り、P 値の順に並んでいる。Data Base は Protein Families, InterPro, PMAP



68 

 

を用いた。Pathway Enrichment 解析において Up-Regulated Genes 上位に

Immunoglobulin を認めた。Common Gene としては immunoglobulin kappa 

chain complex, CD300 molecule like family member D4, immunoglobulin 

superfamily, member 10, coxsackie virus and adenovirus receptor, kirre like 

nephrin family adhesion molecule 1, WAP four-disulfide core domain 3,  

thioredoxin 2 であった。Pathway Enrichment 解析において Down-Regulated 

Genes 上位に Concanavalin A-like lectin/glucanase domain superfamily を認

めた。Common Gene としては thrombospondin 4, neuronal pentraxin 2, mucin 

16, scavenger receptor class A, member 5 であった。 

 

表 3. Pathway Enrichment の結果 
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Up-Regulated Genes 上位に Immunoglobulin を認めた。Down-Regulated 

Genes 上位に Concanavalin A-like lectin/glucanase domain superfamily を認

めた。 
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考察 

本研究では、AngⅡの持続投与による PE モデルマウスの胎仔脳で、サイトカ

インの上昇、および脳内で免疫を担当している Microglia の活性化により示され

る炎症状態の亢進が認められた。出生仔の発達や感情などの脳機能を調べる多

数の行動解析の結果を総合的に判断すると、AngⅡの持続投与による PE モデル

マウスからの出生仔にASD様行動に特徴的な社会性行動障害および不安様行動

を示唆する行動所見が見られた。出生仔の脳内での遺伝子発現についてマイク

ロアレイを用いて解析を行った。Pathway Enrichment 解析では、Up Regulated 

Gene において、上位に Immunoglobulin に関する Pathway が検出された。こ

れらの結果は、母体において PE の罹患は児の中枢神経に胎児期から直接的な

影響を与え、出生後の神経発達症の契機となりうる、という知見であった。 

胎児期の炎症の亢進は、脳性まひや、ASD 等の神経発達症と関連があるとい

われている 1。胎児の全身性の炎症亢進は胎児炎症反応症候群  (Fetal 

Inflammatory Response Syndrome：FIRS）と呼ばれており、子宮内の細菌等

の感染により引き起こされ、胎児脳では TNF-αや IL-6 などの炎症性サイトカ

インの上昇を認める 46。これらの炎症性サイトカインの過度の産生は、胎児脳の

白質に障害をもたらし、脳室周囲白質軟化症等の病変を生じることにより、結果
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的に脳性麻痺となることがある 50,51。さらに妊娠中のウイルス感染等によって

引き起こされる MIA は、胎児脳の炎症の亢進と免疫変容を引き起こし、将来的

に ASD など神経発達症の発達障害を引き起こす 52。特に MIA による児の神経

発達症の病因には、活性化型 Microglia により産生される、IL-6 および IL-17a

が中心的な役割を果たしている 48,53。 

PE においても、IL-6、IL-17a、TNF-αのような炎症性サイトカインの増加

が生じている。このことは PE が MIA 同様に、全身性に免疫が活性化した状態

となっていることを示唆していることは上述した。しかしながら、PE 患者の胎

児脳の炎症状態や免疫システムの変化を動物モデルによって示した研究は限ら

れている 16。近年の研究では、PE モデルの１つである RUPP モデルを用いて

胎盤虚血にさらされた胎仔の脳ではサイトカインの上昇が起こっていることが

明らかとなっている 31。特定のサイトカインの上昇ではなく興味深いことに IL-

6 や IL-1β、IL-4、IL-10 など、さまざまなサイトカインが上昇している傾向を

示している。我々が用いた RAS 亢進による PE モデルマウスも同様に、PE モ

デルマウスの胎仔脳での様々なサイトカインの発現亢進、という共通した表現

型を示していた。PE の主な病態機序として、胎盤虚血を契機とした機序、さら
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には RAS の全身性の亢進による機序があるが、これら異なる病態機序に共通し

た事象として胎児脳内の炎症亢進の存在が示されたことになる。 

本研究に用いた PE マウスモデルでの胎仔脳での炎症亢進の機序について考

察する。まず推察されるのは母獣のサイトカインが胎盤を経由し胎仔脳に到達

し、胎仔脳に炎症状態を惹起する可能性である 26,45。 MIA による児の脳への影

響を検討した複数の報告では、母体血中で亢進した炎症性サイトカインが、胎盤

を経由し胎児の Blood-Brain Barriers を通り胎児の脳発達に影響を与えること

がマウスモデルで示されている 4,54。胎児期の脳では免疫担当細胞の Microglia

が重要な働きをし、神経のシナプス形成や脳の構造形成を行っている 53。この

Microglia は IL17a で活性化されるが、MIA の様に母体免疫が活性化した状態

にさらされた児は、ASD のリスクが上昇する可能性がある。PE 患者において

は MIA と似たサイトカイン分泌亢進状態になっており、胎児の脳に Microglia

の活性化を引き起こし、ASD 様の行動を惹起している可能性は推察される 54。

また、組織損傷により放出される Damage-Associated Molecular Patterns 

(DAMPs) などの炎症の進展に寄与する因子が母から胎仔に移行し、胎仔脳に炎

症を起こしている可能性もあるが、詳細な機序については今後の検討課題であ

ると考えている。また、AngⅡが母から胎仔に移行し直接的に影響を与えている
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可能性は挙げられるが、AngⅡは胎盤で分解され胎盤を通過しないことが示され

ており、AngⅡが直接胎児の脳に影響を与えていることは考えにくい 55。一方、

PE の病態において AT1-AA により AT1R が活性化することは RAS 系亢進によ

る PE 発症の主な病態機序であるが、IgG 抗体である AT1-AA は胎盤を通過し、

胎仔に直接的に肝障害を引き起こすという報告がある 56。このことからは AT1-

AA が胎盤を通過しさらには Blood-Brain Barrier を通過し胎仔脳に直接影響す

る可能性があるが、これについても AT1-AA を用いたマウスモデルを施行する

ことで、さらなる検討が必要であろうと考えている。 

本研究では、AngⅡ持続投与マウスの胎仔脳において、サイトカインの亢進が

あるだけでなく、Microglia が活性化していることを IHC によって示した。

Microglia は中枢神経の免疫細胞で中枢神経の発達にも関与しており、さらに神

経細胞のミエリン化、神経発生、シナプス形成など胎児脳の恒常性維持に関与し

ている細胞である。Microglia は出生後も、神経細胞の移動や他の細胞との相互

作用を担っている 57-59。シナプスのネットワーク形成やミエリン化の制御は胎

児期や、出生後に正常な中枢神経を築くために非常に重要である。活性化した

Microglia は炎症性および非炎症性サイトカインの両方を産生しており、両者の

産生のバランスを保つことが、脳を正常に発達させるために重要である 60。MIA
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によって仔が ASD を引き起こす病因としては、胎盤を通過した IL-6 や IL-17a

が胎仔脳に移行し炎症を惹起するトリガーとなっていることが示されている 54。

そして MIA の病態機序において胎仔脳内では Microglia は高い Solidity と

Circularity、および高い貪食能を示す 48。我々は IHC により Microglia の定量

的分析を行った。活性化を示唆する Ameboid 型の Microglia は AngⅡ持続投与

マウスの胎仔脳において前頭葉先端から小脳後端までと幅広い範囲で確認され

た。Microglia の Ameboid 型が広範囲に認められたことは、Microglia が PE 患

者の胎児脳内で活性化しており、胎児期および出生後の脳において ASD 様の病

態形成、すなわち神経発達の障害につながる機序に関連する知見であるかもし

れない。  

我々は AngⅡ持続投与マウスから出生した仔を用いて、10 の行動実験を行っ

た。ヒトで PE 患者から生まれた児の疫学的知見として、ASD、注意欠陥多動性

症、てんかん、知的障がい、のリスク上昇が知られていることは上述した 28,30。

また、これらの神経発達症は、早産による未熟性とは関係なく、正期産で生まれ

た出生児においても、高頻度に認められる 28。運動機能・前庭機能・協調運動・

反射能力の評価には、背地走性テスト、正向反射テスト、断崖回避テスト、ハン

ギングワイヤテストを主に評価に用いた。活動性や不安、恐怖心、社会性の評価
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については、オープンフィールドテスト、ソーシャルインタラクションテスト、

および高架式十字迷路テストを用いた。この他、記憶力についてはノベルオブジ

ェクト探索テスト、疼痛への反応の評価としてホットプレートテスト、発達の評

価としてアイオープニングテストを施行した 43。これら行動実験の結果を総合

的に判断した。背地走性テスト、対抗反射テスト、断崖回避テスト、ハンギング

ワイヤテスト、アイオープニングテストでは、有意差のあるものもあったが、一

貫した解釈の難しいものであった。まずソーシャルインタラクションテストに

よって、社会性行動障害が示唆された。ヒトにおいて ASD 罹患児は社会性行動

障害を示す 61。この傾向が 10-11 週齢になってから有意となって表れているこ

とも興味深い点である。しかし、5-6 週齢のソーシャルインタラクションテスト

で社会性の低下が検出できていなかった可能性もあり、3-チャンバーテストなど

ほかの社会性実験も含めてさらに研究を深めていく必要がある 62。Pan らの報

告で The Mitochondrial Cholesterol Side-Chain Cleavage Enzyme (CYP11A1)

を用いた PE モデルマウスの仔では不安様行動および社会性行動障害という

ASD 様の行動を認める報告がある 63。一方、Arginine Vasopressin (AVP) 投与

によって作製された PE モデルマウスにおいては仔のオスではソーシャルイン

ターラクションの増加が観察された 64。これは同じ PE 表現型を示すマウスで
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も、作製方法により違う行動表現があらわれることを示し、病態解明の一助にな

るかもしれない。また、今回の行動実験で総合的に示唆された結果として、Ang

Ⅱ持続投与マウスから出生した仔においてオープンフィールドテストと高架式

十字迷路テストで不安様行動を認めた。ヒトにおいても ASD では不安様行動が

あげられる 6。Gumusoglu らが行った AVP を用いた PE モデルマウスにおける

仔の行動実験でもオスのみに高架式十字迷路テストで有意に不安様行動が認め

られるといった同様の結果であった 64。これは PE 患者からの出生児は男児に

不安障害のリスクが上がること可能性を示しているかもしれない。またオープ

ンフィールドテストでは AngⅡ持続投与マウスの仔はメスでは総行動距離が短

かった。これは自発的な活動性の低下を示唆しているが、行動距離が短いと１区

画に滞在する時間も長くなるため、不安様行動の指標となる外側滞在時間に影

響を与えているかもしれない。ASD 様マウスを用いた先行研究では総行動距離

に変化は認められないが、さらなる解析が必要であろう 65。ヒト ASD 罹患児で

は行動がぎこちない患者がいるため、発達の実験を行った 66。運動機能・協調運

動については、背地走性テスト、正向反射テスト、ハンギングワイヤテストにお

いて、総合的に行動実験を行った結果、一貫した結果は得られなかった。また平

衡感覚・協調運動をみる断崖回避テスト、発達を調べるアイオ－プニングテスト
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で、PE 母獣から出生した仔における明らかな機能低下は示さなかった。他の PE

モデルマウスを用いてさらなる比較検討が必要であろう 43。記憶力の評価では

AngⅡ持続投与マウスから出生した仔に有意な記憶力の低下は示唆されなかっ

た。ヒトにおいてASDではエピソード記憶に欠落があるとされる研究もあるが、

異なる結果であった 67,68。一方、ASD 様モデルマウスには Shank や Auts2 な

どの遺伝子を Knock Out したものなどがある。Shank2/3 を Double Knockout

したものは脳梁膨大後部の機能が低下して社会記憶障害を起こす 69。本実験に

用いた PE マウスとは異なる結果であった。痛み刺激テストでは AngⅡ持続投

与マウスから出生した仔の間隔鈍麻の傾向はなかった。ASD では胎児期にバロ

プロ酸に暴露されると、感覚鈍麻になるという研究もあるが、異なる結果であっ

た 70,71。今回の行動実験の結果を総合的に解釈すると、AngⅡ持続投与マウスか

ら出生した仔では、ヒトの ASD に認められる、社会性行動障害、不安様行動が

示唆された。ヒトでは抗てんかん薬であるバロプロ酸を妊婦が内服すると、ASD

児が出生するリスクがあがる。その児は社会性行動障害及び不安様行動を示す

72。我々はAngⅡ持続投与マウスを用いたが、ほかのPEモデルマウスを用いて、

今回確認できなかったエピソード記憶や感覚鈍麻の有無など、更なる研究と比

較が重要であろう 63,64,68。 
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社会性行動障害および不安様行動が示唆された AngⅡ持続投与マウスからの

出生仔において遺伝子の発現変化を調べるために、12-14 週齢の脳を用いてマイ

クロアレイを施行し Pathway Enrichment 解析を行った。結果として、Up 

Regulated Gene の上位に Immunoglobulin を認めた。PE 罹患時は活性化して

いたミクログリアは活性化が PE の終結とともに活性化が終わり、この病態で

免疫系に異常な記憶が残り、Immunoglobulin のみが検出され、サイトカインの

遺伝子は検出されなかった可能性がある。また Giacomo らは ASD 児らと正常

児の抹消血で ASD 児の方がレギュラトリーB 細胞、レギュラトリーT 細胞が減

少していることを示している 73。仮説ではあるが、我々の研究で得られた知見

は、母体の PE 罹患により胎児期の脳内で惹起された炎症の亢進としてとらえ

られる免疫系の変容が、出生後も持続して中枢神経系の発達に影響をあたえ、

ASD などの神経発達症の発生に寄与している可能性を示唆しているのではない

かと考えている（図 28）。 

すなわち、1) PE 母体の胎児の脳では Microglia などの免疫細胞の活性化やサイ

トカインの亢進などを伴う免疫系の異常が起こる。２）この免疫系の変容が出生

後も持続し、脳の形成異常や、免疫系の過度な活性化を引き起こす。そして、こ

の胎児期から持続する脳内の免疫異常が、出生児の ASD 様行動を引き起こす機
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序として重要なのではないか。もしこの仮説が正しいとすれば、母体へのスタチ

ンやアスピリン投与など抗炎症効果のある薬剤投与などが治療の可能性として

考えられるかもしれない 74-76。 

 

図 28. PE からの出生児に起こる神経発達症の病態機序の仮説モデル 

PE 患者の胎児脳ではサイトカインの産生亢進やミクログリアの活性化で表出

される免疫系の異常が起こっている。脳内では出生後も免疫変容が持続し、出生

児に ASD 様の行動を引き起こす原因となっているのではないか。PE 患者を妊

娠中から抗炎症作用のあるスタチンなどの薬剤で治療できれば、PE 患者からの

出生児の神経発達症の発生を抑制できるかもしれない。  

 

本研究の Limitation として 、今回の胎仔脳の免疫異常、出生仔の行動異常と

いう結果は、sFlt-177 やアデノシン 11 など、RAS の亢進とは異なる他の病因関

連因子によってもたらされる PE の機序でも起こりうる、共通した表現型であ
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るのか、については未検討である 11。これら他の病因関連因子を用いたモデルを

施行しての解析により、今回の知見がより確固たるものになるであろう。AngII

の量の違いが実際のヒト PE と違いをもたらす可能性はあるのかということも、

検討課題である。胎仔および出生仔の脳の解析を、それぞれ一時点でしか行って

いないことも Limitation として挙げられる。今回観察された変化が、胎児期か

ら出生後にかけてどのように生じているのか、さらなる検討が必要である。そし

て、胎仔および出生仔の脳内で起こっている変化について、免疫学的な観点で、

免疫細胞の寄与や、さらには脳組織構造の変化の詳細についての検討も今後の

課題である。 

 

総括 

本研究では、１）AngⅡ持続投与による PE モデルマウスの胎仔脳において、

様々なサイトカインの発現が亢進し、Microglia が円型の Ameboid 型を呈し、

全脳にわたって活性化していること、２）脳機能を評価する行動実験におい

て、PE モデルマウスからの出生仔は対照マウスに比べ不安様行動、社会性行

動障害という ASD 様の行動を示すこと、を明らかとした。また３）PE モデル

マウスからの出生仔の脳でマイクロアレイを用いて遺伝子発現解析を行ったと
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ころ、Pathway Enrichment 解析で、Immunoglobulin に関する Pathway の

関与が示唆された。本研究は、母体の PE 罹患が出生児の ASD を含めた神経

発達症発生の契機になりうることを実験的に示す成果である。また、胎児期の

脳内の炎症亢進を契機とした免疫学的変容が出生後も持続することが PE 患者

の出生児における神経発達症発生の背景にある、という病態モデルを示唆する

結果であると考えている。我々の研究が、PE 罹患が胎児脳に及ぼす影響、お

よび PE 患者の出生児における神経発達症の発症機序の解明の一助になれば幸

いである。 
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