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要旨 
ラット神経堤細胞遊走実験法を用いて、発達神経毒性を有すると考えら

れる化学物質として、クロルピリホスの神経堤細胞に及ぼす影響を調べた。

ラット 10.5 日胚から菱脳部の神経管を摘出して培養し、培養 24 時間目に

クロルピリホスを培養液に添加した。培養期間中に神経管から遊出する神

経堤細胞の広がりを測定し、神経堤細胞の遊走を調べた。その結果、25 µM
以上のクロルピリホスにより、形態変化を示す細胞が散見され、細胞毒性

によると考えられた。神経堤細胞の遊走に及ぼす影響として、培養 48 時
間までは 50µM までは促進傾向が認められ、100µM では抑制傾向が認めら

れた。培養 48 から 72 時間では、最低濃度の 6.25µM 以上で抑制傾向が認

められ、25 µM 以上で有意差が認められた。神経堤細胞の遊走促進をより

高感度に調べることができる方法として、培養 18 時間で神経管を除去す

ると、クロルピリホス (100 µM) は神経堤細胞の遊走を促進する場合もあ

ったが、72 時間では遊走の抑制傾向が認められた。これらのことから、ク

ロルピリホスは、神経堤細胞の遊走に対して複数のメカニズムを介して影

響を及ぼすと考えられた。以上のように、ラット神経堤細胞遊走実験法に

より、発達神経毒性を有する化学物質の神経堤細胞に及ぼす影響を明らか

にすることが出来た。本実験法は、毒性発現メカニズムに基づいた化学物

質の発達神経毒性評価法として有用であると考えられた。 
 
A. 研究目的 
近年、子供の学習障害や自閉症などの発達

障害が増加しているが、その原因として化学

物質の関与が指摘されている。神経提細胞は、

脊椎動物における個体発生の限られた時期

に存在し、胚の隅々に遊走した後に末梢神経、

グリア細胞などの神経系細胞を含む様々な

細胞に分化することにより、個体の機能発育

および形態形成に重要な役割を果たす。その

ため、発生過程における神経提細胞の誘導、

遊走、分化などにおける異常は、神経提症と

総称される神経芽細胞腫などの神経系の異

常を含むさまざまな疾患を引き起こす。 

また、神経提細胞のうち、頭部神経管に由

来する頭部神経提細胞の異常では、顔面の奇

形などの形態形成に及ぼす影響も認められ

る。神経提症による顔面奇形と同様の奇形は、

胚のレチノイン酸への過剰暴露においても

生じることから、神経提細胞は化学物質によ

る毒性の標的組織となり得ると考えられて

いる。しかし、適切な実験法が確立されてい

ないため、化学物質の神経提細胞機能に及ぼ

す影響は、ほとんど調べられていない。 

本研究では、神経提細胞の特徴的な機能で

ある細胞遊走を主な指標とする、形態形成期

に重要な役割を果たす神経堤細胞の機能に

及ぼす化学物質の影響を調べる方法を確立

し、個体の成長期における化学物質の健康影

響評価法の一つとして用いることを目的と

する。神経提細胞実験法としては、初期着床

胚をまるごと培養するラット全胚培養法と

の比較実験が可能であり、解析が容易な、ラ

ット神経提細胞を用いた実験法の確立を目

指した。 

本実験法を利用することにより、神経堤細

胞遊走に影響する化学物質とそのメカニズ

ムを同定し、ヒトにおける当該化学物質に対

する高暴露集団およびメカニズムに関与す
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る遺伝子疾患等を有する集団などの、ハイリ

スク集団について、疫学的調査の基盤的情報

を提供すると共に、健康影響の予防のための

方策となる情報を得られることが期待され

る。 

初年度は、神経系の発生に影響を及ぼすこ

とが知られているバルプロ酸をモデル化学

物質として用いて、ラット神経堤細胞遊走実

験法の発達神経毒性評価法としての有用性

について検討した。次年度は、内分泌撹乱作

用を有する環境汚染物質であるトリブチル

スズをモデル化学物質として用いた。最終年

度である今年度は、神経発達毒性が報告され

ている農薬であるクロルピリホスをモデル

化学物質として用いた。 
 
B. 研究方法 
1. 動物 

ウィスターラット（Crlj:WI, 日本チャール

スリバー）を用いた。発情前期の雌ラットを

雄と終夜同居させ、妊娠ラットを得た。同居

中の深夜を妊娠 0 日として起算した。妊娠

10.5 日に、妊娠ラットから初期着床胚を摘出

して実験に用いた。 
 
2. ラット神経堤細胞の培養 

摘出したラット初期着床胚から、電解研磨

したタングステン針を用いて、菱脳部を切り

出し、物理的に神経管を取り出した。体幹神

経堤細胞を用いる場合は、前肢芽の部位から

神経管を同様の方法で取り出した。取り出し

た神経管を、培養シャーレ（Becton, Dickinson 
and Company）に培養液 (10% Fetal Bovine 
Serum を 含 む Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium, GIBCO)と共に入れ、炭酸ガスイン

キュベーター内で、5% CO2、37℃にて培養

した。培養 24 時間目にクロルピリホスを含

む培養液に交換して、48時間まで培養した。

クロルピリホスは、ジメチルスルホキシドに

溶解して用いた。 
 
3. ラット神経堤細胞の観察 

培養 24 時間及び 48 時間に、神経管から遊

走した細胞すべてを含む領域を、位相差顕微

鏡（BZ-900、株式会社キーエンス）で撮影し、

神経管の培養容器底面への付着及び遊走細

胞の広がりを観察した。 
 
4. データの解析 

細胞の撮影画像ファイルを画像解析ソフ

ト ImageJ (Rasband, W.S. ImageJ, U. S. National 
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 
http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2009) で開き、

最外側の神経提細胞をポリゴンツールでつ

ないでできる図形を円とみなして、そのピク

セル数で表される面積から計算した半径を

神経堤細胞の遊走距離として解析した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物の使用にあたっては国立医薬品食品

衛生研究所の「動物実験に関する指針」を遵

守した。 
 
C. 研究結果 
1. クロルピリホスのラット神経堤細胞遊

走に及ぼす影響 
クロルピリホス (6.25, 12.5, 25, 50 および

100 µM) を培養 24 時間目に添加して、ラッ

ト神経堤細胞に及ぼす影響を調べた。その結

果、25 µM 以上のクロルピリホスにより、形

態変化を示す細胞が散見され、細胞毒性によ

ると考えられた(図 1)。 
神経堤細胞の遊走に及ぼす影響として、培

養 48 時間までは 50 µM までは促進傾向が

認められ、100 µM では抑制傾向が認められ

た。培養 48 から 72 時間では、最低濃度の

6.25 µM 以上で抑制傾向が認められ、25 µM
以上で有意差が認められた (図 2)。 
一方、神経堤細胞の遊走促進をより高感度

に調べることができる方法として、培養 18
時間で神経管を除去すると、クロルピリホス 
(100 µM) は神経堤細胞の遊走を有意に促進

した (図 3)。 
遊走促進作用の確認および神経管の部位

の違いによる神経堤細胞への影響を調べる

ために、頭部および腹部神経管を培養し、培

養 18 時間で神経管を除去して、24 時間目に

クロルピリホスを添加し 72 時間まで培養し

た。その結果、培養 48 時間では、クロルピ

リホスの影響は殆ど認められなかったが、培

養 48 時間では、頭部神経堤細胞には遊走の

抑制傾向が認められたが、腹部神経堤細胞に

は遊走の促進傾向が認められ、神経管の部位

の違いによる影響が示された (図 4)。 
 
D. 考察 
ラット神経堤細胞遊走実験法により、発達

神経毒性を有するクロルピリホスの神経堤
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細胞ら及ぼす影響を調べた。その結果、クロ

ルピリホスは、神経堤細胞の遊走に相反する

作用を示したが、長時間の暴露では、細胞毒

性によると考えられる遊走抑制作用が認め

られた。また、神経管の部位による影響の違

いが認められた。これらのことから、クロル

ピリホスは、神経堤細胞の遊走に対して複数

のメカニズムを介して影響を及ぼすと考え

られる。 
以上の結果から、発達神経毒性評価法とし

て、本実験法は、化学物質の神経堤細胞機能

阻害が関与する影響の評価法として有用で

あると考えられる。 
 
E. 結論 
ラット神経堤細胞遊走実験法により、発達

神経毒性を有するクロルピリホスの神経堤

細胞に及ぼす影響を調べた。クロルピリホス

は、神経堤細胞の遊走に、促進と抑制の相反

する作用を示したが、長時間の暴露では、細

胞毒性によると考えられる遊走抑制作用が

認められた。クロルピリホスは、神経堤細胞

の遊走に対して複数のメカニズムを介して

影響を及ぼすと考えられた。本実験法は、化

学物質の神経堤細胞機能阻害が関与する発

達神経毒性評価法として有用であると考え

られた。 
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図 1. ラット神経堤細胞の形態に及ぼすクロルピリホスの影響 
ラット 10.5 日の神経管から遊走する神経堤細胞を 48 時間培養した。培養 24 時間目からク

ロルピリホス (100 µM) を培養液に添加した。矢印は形態異常を起こした細胞を示す。  
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図 2. ラット神経堤細胞の遊走に及ぼすクロルピリホス (chlorpyrifos) の影響 
ラット 10.5 日の神経管から遊走する神経堤細胞を 72 時間培養した。培養 24 時間目からク

ロルピリホスを培養液に添加した。平均値と標準誤差を示す。「*」は対照群と比較して統計

学的な有意差があることを示す (* p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001,)。 
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図 3. ラット神経堤細胞の遊走に及ぼすクロルピリホス (chlorpyrifos) の影響 
ラット 10.5 日の神経管から遊走する神経堤細胞を 48 時間培養した。培養 24 時間目からク

ロルピリホスを培養液に添加した。平均値と標準誤差を示す。「*」は対照群と比較して統計

学的な有意差があることを示す (** p < 0.01)。神経管を培養 18 時間目に除去した。 
  

022



 
 

図 4. ラット頭部 (cephalic) および腹部 (trunk) 神経堤細胞の遊走に及ぼすクロルピリホス 
(chlorpyrifos) の影響 
ラット 10.5 日の神経管から遊走する神経堤細胞を 72 時間培養した。培養 24 時間目からク

ロルピリホスを培養液に添加した。平均値と標準誤差を示す。神経管を培養 18 時間目に除

去した。 
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