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SUMMARY 

Objective: To clarify effects of rich environment on growth and development in experimental 

fetal alcohol syndrome. 

Material and Methods: Jcl-ICR mice whose mothers were injected with 5 g/kg of 30% 

ethanol intraperitoneally on the 9th day of pregnancy (AL gr.) were compared with equivalent 

distilled water groups (C gr.). After weaning， each group were divided in rich environment 

namely， group-housing with play instruments (ALR gr. and CR gr.) and standard environment 

(ALS gr. and CS gr.). Growth and development including motor reflex， open-field test and 

radial maze learning were followed and compared between each group. Brains were examined 

histologically at 5 hours after the injection of ethanol by electron microscope and 

myelinogenesis on the 60th postnatal days by Kluver-Barrera method were compared between 

each group. 

Results: 1) On the 9th day of pregnancy， electron-lucent vacuoles of mitochondrias in the 

matrix cells of the AL gr. fetuses were demonstrated by the electron microscope. Brain 

myelination was statistically less than that of C gr. at 40 and 60 days of age. 

2) Growth and motor reflexes during 0-20th postnatal days in AL gr. mice were less than 

those in C gr. mice. 3) In the open-field test， the means of crossing number in outer layer， 

rearing and grooming numbers at 40 days of age in ALR gr. were higher than those of ALS gr.. 

However， environmental effects in AL gr. at the 40 days of age were disappeared at the 60 

days of age. 4) In the radial maze， the mean number of correct choices of ALR gr. were higher 

than that of CR gr. CS gr. and ALS gr. with significant differences. 

Conclusion: Effects of rich environment on behavioral development were clarified by the use 

of several parameters in AL gr.. 
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胎児性アルコール症候群の成長・発達におよぽす豊環境の影響じ関する実験的研究

I 研究目的

1973年， Jonesは慢性アルコール中毒の母親

から生まれた子どもに，特異な願貌，精神運動

発達遅滞，奇形などが見られることを指摘し，

胎児性アルコール症候群 (FetalAlcohol Syn-

drome:以下 FASと略す)として報告した。以

来， ADHD (Attention Deficit Hyperactivity 

Disorder) などの行動異常との関連が報告きれ

(Mothes) ，マウス，ラットへの少量のエタノー

ル投与は，移動性多動の研究モデルとされてい

る(Erickson)0 2000年 Gibsonらは，モルモッ

ト妊娠中のエタノール投与により，幼若期の多

動および海馬 CA1の錐体細胞数の低下を報告

している。著者らは，マウスの神経母細胞が産

生される胎生9日目では， 5 g/kgのエタノール

投与においても神経細胞産生障害と生後の成

長・発達障害を報告したが (Sato，1993)，本研

究ではこれらの障害が豊環境により回復するか

どうかを検討した。

II 研究対象と方法

1 .研究対象

日本クレアより購入した ]cl-ICR系白色マ

ウス 雄 1匹対雌3匹の割合で交配させた妊娠

9日目のマウス 8匹を 2群に分け，アルコール

(AL)群 4匹に30%エタノール5g/kgを， 対

照 (C)群 4匹には蒸留水の同量を腹腔内投与

し，死産を除く出産仔64匹を用いた。

2 .脳の組織学的検索

胎生9日目アルコール投与5時間後の胎児脳

をトルイジン青染色および電子顕微鏡により検

索した。脳の髄鞘形成は，日齢40・60に， Kluver-

varrera染色標本より乳頭視床路の41・43・45

セクション (Sidman)における直径を計測し，

群聞の比較検定を行った。
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3 .出産および乳仔期の成長・発達評価

平均出産イ子数，出生時より離乳時までの体

重・身長(尾長)を測定し， AL群・ C群の比較

検定を行なった。運動発達には，直立反射，把

握反射，回旋反射，直進反射，立ち直り反射を

評価し，各完成日について群聞を比較した。

4 .飼育環境設定

離乳後に各AL群群をさらに標準環境 (S)

群と豊環境(R)群に 2分した。豊環境用ケー

ジでは， 1 ケージ 6~7 匹の group-housingと

し，図 1・2に示すように，遊具類(平行棒，

滑り台，はしご， • 5個の筒，三角鈴など)の組

み合わせを毎日取り替え， 日齢40および60まで

設定飼育した。

5 .環境による身体発育への影響

4群すなわち ALS群， ALR群， CS群， CR 

群について， 日齢40までの雄尾長を比較検定し

fこ。

6. open-fieldテスト

4群すなわち ALS群， ALR群， CS群， CR 

群について，日齢40・60に， open-fieldテストを

行った。 open-fieldテストは，第31回日本先天

異常学会における共同研究企画 (Sato 表卜

図3)により行った。

表 1 マウスの Open-fieldT est 

円形装置実験条件

円形装置 直径50cm、19区画、黒色塩ビ製

動物系統 ]cl-ICR 

実施者数 3名

実施場所 暗室

実施時間 13 : 00 -18 : 00 

照度 500 LUx 

背景音 騒:80 db 静:70 db 

実施室温 24:t 1 Oc 

実施湿度 55:t 5 % 

ホームケージ W150 D 180 H 150 (mm) 

昼夜リズム 12時間 (7: 00 a.m. 7 : 00 p.m.) 
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図1　 豊環境用ケ0ジ 　遊具組み合 わせ例

　　　 (平行棒、すべ り台、5つ の筒)

図2　 豊環境用ケージ　遊具組み合 わせ例

　　　 (三角鈴、鏡、5つ の筒)

図3　 0pen-fieldテ ス ト装 置 図4　 放射状迷路学習装置

図6　 神経管、細胞質に空砲が見 られ る。

図5　 妊娠9日 目エタノール5g/kg投

　　 　与による神経管(矢 印)

図7　 妊娠9日 目エタノール59/kg投 与により、マトリックス

　　　　細胞(神経母細胞)のミトコンドリアに空胞がみられる。
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胎児性アルコール症候群の成長・発達におよぽす豊環境の影響に関する実験的研究

7 .放射状迷路学習テスト

学習テストは図 4に示す装置を用い， 8アー

ムの先端に置かれたペレット(飼料)を正しく

選択する回数 (30試行中の正選択数)，選択回

数，走行時間，走行距離を計測した (Olton，

Omoto)。

8 .比較検定

各群の比較には， SPSSのt検定を用いた。

皿結果

1 妊娠 9日目エタノール 5g/kg投与が仔の

神経細胞産生におよぽす影響

マウスの神経母細胞が産生される胎生9日目

に，エタノール5g/kg投与により神経管を形成

している神経母細胞に空胞変性がみられた(図

5・6• 7)。

2 成熟時の脳髄鞘形成

日齢40・60における脳髄鞘形成について，乳頭

視床路の AL群， c群同一セクション (Sidman

のアトラス41・43・45 セクション)における

太さ:yz (縦径+横径)を計測し，平均値の比

較検定を行った。結果は表 2の通り， 日齢40の

43セクションを除くすべてにおいて， AL群は

C群より有意に低形成であった。

2 出産仔数，出生時体重・尾長における AL

群， c群の比較検定
AL群と C群の平均出産仔数，出生時体重・尾

長について， t検定を行ったが，いずれも有意

差を認めなかった(表 3)。

3 乳仔期の成長・発達における AL群， C群の

比較検定

生後発育への影響を検討するため，乳仔期の

晴育数を調整した (AL群:12.6:t1.1， C群:

11.8:t2.6 有意差なし)。乳仔期における体重

発育は，図 8のよ 7に6日以後20日まで， AL群

はC群より有意に低値であった。身長発育は図

9のように日齢 6-8および15以後を除いて

AL群はC群より有意に低値で、あった。

また，乳仔期における運動反射の発達を AL

表 2 各セクションにおける乳頭視床路の太さの平均値の比較 (単イ立=μm)

41 sec. 43 sec. 45 sec. 

生後40日目 生後60日目 生後40日目 生後60日目 生後40日目 生後60日目

AL群
1.30:1:0.15 1. 37:1:0.24 1. 36:1:0 .22 1. 33 :1: 0 . 26 1.41土0.32 1. 31:1:0.27 
n =247 n =378 n =407 n =423 n =140 n =181 

t検定
t=4.04 t=3.41 t=0.59 t=3.26 t=4.05 t=8.20 
P<0.005 P<0.005 N.S. P<0.005 P<0.005 P<0.005 

C群
1. 37:1: 0.18 1. 42:1: 0.17 1.36:1:0.16 1.38:1:0.13 1.62:1:0.41 1.62土0.36
n =180 nニ400 n =386 nニ385 n =73 n =98 

表 3 AL群・ C群における出産仔数、出生体重、出生尾長平均値の比較検定

(平均値±標準偏差)

出産仔数 出生体重(gr) 出生尾長(cm)

AL群
13.4 :1: 3.0 1.6士 0.2 1.2土 0.1
(nニ 5) (n二 30) (n=30) 

C 群
13.2土 3.3 1.6 :1: 0.1 1.2 :1: 0.1 
(n= 5) (n= 29) (n二 29)

出産仔数、出生体重、出生尾長全てにおいて AL群、 C群聞に有意差なし
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CR群と CS群の聞に有意差なく， ALR群では
ALS群に比べ有意に高値となった (pく0.046)
ことより，外周探索行動への環境効果は， C群
にはなく AL群に認められることが明らかにさ
れた。一方，内周移動区画数では， CR群がCS
群より有意に高値であり (pく0.0001)，ALR群
とALS群聞に有意差が見られなかったことよ
り，内周探索行動への環境効果は， C群には見
られ， AL群には認められないことが明らかに
された。しかしながら， 日齢60では、内周移動

区画数のCR.ALS群間を除く、すべての群間

2004 第 34号児童学研究

群， C群間で比較した結果，直立反射，把握反
射，回旋反射，直進反射，立ち直り反射のすべ

て完成日において， AL群はC群より有意に遅
延していた(表4)。

AL群， c群における発育への環境効果
AL群， C群ともに，離乳後も標準環境の
ALS群， CS群と，豊環境のALR群， CR群に
それぞれ2分し，日齢26より 40までの体重・身長

発育をこれら4群間で比較検定した。体重は4群

間に有意差を認めず，身長では図10に示すよう

に，離乳直後より日齢40までCR群はALR群，
ALS群のいずれとも有意に高かった。

4 

AL群と C群の身長発育比較(日齢1-20) 
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図 9

AL群， C群における行動発達への環境効果

日齢40および60において， OFテストの移動

区画数，後肢立ち，クゃルーミング，排便/排尿の

回数および潜時について，各群の平均値を比較

検定した(表 5・6)。

1 )移動区画数

移動区画数は，
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日齢40の外周移動区画数では，

CR， C5，AL5， ALR群の身長発育比較(日齢26-40) 
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乳仔期における反射完成田齢の群比較表4

(平均値士標準偏差)

立ち直り反射直進反射回旋反射把握反射直立反射

11.3 ::!: 22.6 
(n=24) 

9.8 ::!: 3.0 
(n=24) 

10.8 ::!: 3.3 
(n=24) 

4.5土 2.7
(n二 24)

7.4 ::!: 2.2 
(n二 24)

AL群

p<o.ooo P<0.009 P<O.OOO P<O.OOO P<O.OOO t検定

9.1士 2.2
(nニ45)

一 7-

7.9 ::!: 1.4 
(n=45) 

7.4 ::!: 2.4 
(=45) 

1.7 ::!: 0.8 
(n=45) 

4.2士1.8
(nニ45)群C 
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差は消失した。

2 )後肢立ち

後肢立ちの回数では， 日齢40にでは CR群が

cs群より増加の傾向はあるが (p<0.053)，
ALR群は ALS群より有意に増加しており

(p<0.031)， AL群の後肢立ちへの環境効果が，

明らかにされた。しかしながら， 日齢60ではす

べての群間差は消失した(表 5)。

3 )グルーミング

グルーミングの回数は， 日日齢40では ALR

群がALS群より有意に増加しており (pくO.

05)， CR群と差がないことより， AL群へのグ

ルーミンク、、行動への環境効果が明らかにされた。

し、かしながら， 日齢60ではすべての群間差は消

失した。

4 )潜時および排便/排尿の回数

潜時は ALS群と CS群の間に有意差なく，日

齢60での比較検討では， CR群がCS群に比べ

有意に短く (pく0.011)，ALS群は CR群に比

べると有意に長かった (p<0.02) ことより，

環境効果はC群には日齢60に認められたが，AL
群では見られないことが明らかにされた。

また，排便/排尿の回数は，日齢40でCS群が

ALS群に比べ有意に高かった (pく0.047)他

には有意差を認めなかった。

5 放射状迷路学習テストにおよぽす胎生期ア

ルコール障害の環境リハビリ効果

放射状迷路学習における正選択数，選択回数，

走行時間，走行距離の ALR，ALS， CS群の

比較は，図11に示すとおり正選択数の 7-9試

行を除いて， ALR群は他のすべての群より多

表 5 open-fieldにおける行動の群間比較 (日齢40)

(平均値±標準偏差)

CS群 ALS群 ALR群 CR群
t検定

(n=16) (n= 18) (n=25) (n=29) 

外周移動区画数 56.0土 23.7 41. 9 :t 19. P) 59.8 :t 25. 6b) 56.5 :t 17.2 a)-b): pく0.046

内周移動区画数 36.1 :t 15.1C) 27. 7 :t 26. 5d) 41.5 :t 20.8 48.3 :t 18. 8e) c)ー巴):p<0.035 d)-e): p<O.OOOl 

後肢立ち(回数) 26.7 :t 17. ge) 17.3 :t 13.60 27.8土 16.3g) 36.2 :t 18.8h) 
e)-f) :p < 0.047 f)-g) : pく0.031

f)ーh): p <0.000 e)→h): p<0.053 

グルーミング 2.0 :t 1.4 1.3土1.41) 2.4土 1.9j) 2.4 :t 2.3 i)ーj):p<0.05 

排便/排尿(回数) 2.3 :t 1.6k) 2.1 :t 2.11) 1.7土1.6 2.8 :t 2.2 k)-l): p<0.046 

潜時(秒) 4.9:t 7.8 7.4土 5.8m) 5.5 ::!:: 5.1 4.4 :t 3. 6n) m)-n):pく0.032

表 6 open-fieldにおける行動の群間比較 (日齢60)

(平均値士標準偏差)

CS群 ALS群 ALR群 CR群
t検定

(n = 15) (nニ 13) (n =16) (n =20) 

外周移動区画数 44.3土 15.0 44.8 :t 15.1 48.4 ::!:: 27.9 48.9 :t 18.4 

内周移動区画数 35.4土 20.1 27.4:t 14.6a) 24.1土 14.7 51. 2土 35.0b) a)-b): pく0.027

後肢立ち(回数) 17.3 :t 15.3 18.8 :t 15.0 13.7 :t 7.8 15.5 :t 10.0 

グルーミング 2.3 :t 1.6 2.2土 2.6 2.6土 4.0 2.5 :t 2.6 

排便/排尿 1.9 :t 1.3 2.6士1.9 1.3士1.4 2.6 :t 1.9 

潜時(秒) 4.9 :t 3. 3a) 4.9:t 3.7b) 6.0土 4.3 2.5土 1.5C) a)-c): p<O.Oll b)-c): pく0.02
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く， 13-14試行では， ALR群>ALS群の有意差

を認めた。選択回数では，ALS群>CS群および

ALR群くALS群の有意差を認めた。

W まとめ

以上本研究において，マウスの妊娠9日目に，

30%エタノールの 5g/kg投与により，神経母細

胞であるマトリックス細胞に空胞変性を惹起し，

発育障害，乳仔期の運動発達遅延および成熟時

の髄鞘形成不全を明らかにした。日齢40の

open-field行動において，外周移動区画数，後

肢立ち，グルーミングへのアルコールによる探

索行動障害は，豊環境により回復し，また日齢

40よりの放射状迷路学習においても，ALR群が

ALS群より正選択数が有意に多く，選択回数が

有意に少なかったことより，離乳時以後の豊環

境設定は，胎児アルコール症候群の探索行動減

少および学習障害に改善効果があることが示唆

された。

V 考察

妊娠中のアルコール摂取により，胎児性アル

コール症候群が報告(Jones)されて以来，脳障

害とその修復に関して，動物実験の知見が散見

される (Lopez，Bond) 0 Lopezらはラットを用

いて，妊娠中25%エタノール飲料により，出産

仔数の低下，生後死亡率の上昇，出生体重・身

長低下，運動反射の発達遅延，大脳皮質厚の減

少，樹状突起分枝と腺突起の減少を認めたが，

これらの障害は生後1か月末には回復したと報

告している。

本検討では、胎生9日目にエタノール5g/kg

投与後5時間に脳室周囲神経母細胞であるマト

リックス細胞のミトコンドリアに空胞変性所見

を電子顕微鏡で得ている仔マウスは，成熟時に

脳乳頭視床路の髄鞘形成が、対照群と比較し有

意の低形成であることを証明した。

胎生 9日目は神経細胞産生期にあり，この時

期のエタノール投与は，原始神経上皮の細胞死

を部分的に強め，後期グリア産生抑制 (Gres-

sens)を介して，後の髄鞘形成不全を来たすこと

が推察される。 FASの髄鞘形成については，

Rosmanらは実験的FASの2l.3%に日齢24よ

り日齢40まで，脳髄鞘形成の著明な低下を認め

ており， Lancasterも，胎生期より授乳中の飲酒

の方が日齢52まで継続する著明な脳髄鞘形成不
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胎児性アルコール症候群の成長・発達におよぽす豊環境の影響に関する実験的研究

全を報告している。

FASの行動・学習障害について，多動・過活動

などの行動異常に関しては，猿において，胎生

期O.6gjkgアルコール投与の FASの仔は，出

産異常，在胎期間，顔面に異常がないにもかか

わらず，注意欠陥，神経行動の異常が見られる

ことが報告されている (Schneider)。妊娠中エ

タノール飲料による成熟時の open-fieldtest 

において，移動区画数が対照より有意に多いと

する報告 (Fernandez)がある一方，移動区画

数・後肢立ちいずれも変化を認めないとの報告

(Moloney)も見られる。また岩崎らと Bondは

open-fieldにおける活動量が増加するが，成熟

時には消失すると報告している。他方，胎生期，

授乳期いずれのアルコール投与においても 9週

目のラットに探索行動の減少(Vaglenova)が指

摘されており，本検討の open-fieldテストにお

いても， ALS群の移動区画数，後肢立ち，グルー

ミングが減少し，離乳後の豊環境飼育により改

善されたことより，胎生9日目の神経管形成期の

エタノール投与による探索行動の減少と推察さ

れた。このように行動学的検索は評価法により

異なった結果となるため， 日本先天異常学会で

は， Behavioral Teratology懇話会において

検討が重ねられ，動物を用いた行動の検索方、イ

ドラインが発表されている(谷村ら)。

FASの障害に対する環境効果についての報

告は少ないが， Hanniganらは， 4 g /kgエタ

ノールを経口投与された妊娠ラットより生まれ

た仔は，スチールワイヤーの標準ケージで6週

間飼育後に歩行失調を来たしたが，豊環境に 8

匹で同期間飼育した仔には失調を認めず，胎生

期のアルコール障害は生後の環境により修復さ

れることを示唆した。

他方 Mothesらは，妊娠マウスの14-18日に，

1.58 g/kgエタノールを 1日2回経口投与した

出産仔は，日齢36-38のhome-cageactivityは

増加するが， open-field行動は減少することを

認めている。

本検討の open-fieldテストにおいて，情動行

動である潜時および排便/排尿の回数に，豊環境

による効果がなかったことは， Gentschらも述

べているようにマウスの情動行動には Individ-

ual環境が遺伝や Group-Housing環境よりも

強く影響を及ぼすことが示された。

ALS群の移動区画数，後肢立ち，グルーミン

グが減少したことは，胎生 9日日の神経管形成

期のエタノール投与による探索行動の減少と推

察され，これらは離乳後の豊環境飼育により改

善された。 2000年 Gibsonらは，モルモットの妊

娠中4g/kg投与により生後12日目の仔の多動

と海馬 CA1錐体細胞の25-30%減少を報告し

ており，学習障害との関連を示唆している。胎

内でのアルコール摂取が長引くほど， FASの症

状がより強く，よりしばしば特別の教育を必要

としており (Autti-Ramδ)，FASの子どもは長

期にわたる追跡と多面的な支援を要すると思わ

れた。

本検討において，対照群の豊環境飼育では内

周探索行動を除いて差を認めなかったことおよ

び成熟時の髄鞘形成への環境効果については，

神経伝達物質を含めた脳機能の回復と脳の構造

との関連性とともに今後の検討が望まれる。
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