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要旨 
平成 26 度までのトリブチルスズ（TBT）の胎生期投与ラットを用いた

検討で、生後早期の海馬神経回路機能に対して TBT の胎生期曝露は回路

機能を抑制することが見出され、海馬神経回路機能の発達遅延を生じる可

能性を示唆する結果を得ていた。平成 27 年度は GABAA受容体拮抗薬ビク

クリンに対する反応性について解析したところ、開眼後となる生後 16 日

齢で抑制系に TBT 胎生期曝露による影響が認められた。このことから、

VPA と同様に TBT 胎生期投与でも GABA 作動性神経系の生後発達に影響

を及ぼしている可能性が示唆された。このように作用機序が異なるとされ

る VPA および TBT という２種類の化学物質から胎生期曝露の影響を検出

できたことから、授乳期内の特定の時期にある仔ラットから作製される海

馬スライス標本、ならびにこれを用いた神経回路機能の解析が発達神経毒

性評価法として有用である可能性が示された。 
また生後 1 週目あたりに出現する不随意運動に着目し、日齢 5～7 日に

おける不随意運動の出現を調べたところ、対照群ではこの期間で不随意運

動量が次第に減少していったが、TBT 胎生期投与群では減少を認めなかっ

た。海馬スライスを用いた指標との関連は不明であるものの、不随意運動

も何らかの神経回路発達を反映しているものと考えると、ここにも TBT 胎

生期投与が影響している可能性が示唆される。この生後１週齢における不

随意運動評価と、２週齢に実施する海馬スライス標本を用いた神経回路機

能の評価の関連性が明らかにできれば、発達神経毒性評価も２週齢までは

同一の曝露モデルラットを用いることが可能になり、評価に使用する動物

数の削減にも貢献することが考えられる。 
第 3 の化学物質として有機リン系農薬クロルピリホス（CP）を選択し、

同様に胎生期曝露ラットを用いた生後早期の海馬神経回路機能を評価し

たところ、VPA 胎生期曝露の場合に認められた興奮性神経回路の発達が亢

進する傾向が認められた。今後は CP の投与量を増加して再評価する必要

があると考えられる。 
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A．研究目的 
本研究では、胎生期・神経発達期の化学物

質曝露に起因する生後の遅発性神経毒性を

評価する in vitro 試験法の開発を目指すこと

とし、発生過程の神経組織を用いて様々な化

学物質の発達神経毒性評価へ応用できるか

否かを検証していくことを 3 年間の目的と

した。当分担研究班では、すでに発達神経毒

性が報告されている化学物質を用い、胎生期

に曝露された仔ラットの脳スライス標本を

採取して、授乳期の神経発達を電気生理学的

に解析するという ex vivo の手法を用いて検

証した。 
 
B．研究方法 
1．トリブチルスズ（TBT）、酢酸スズ（TA）

ならびにクロルピリホス（CP）の胎生期曝露

（研究協力者 笛田由紀子、吉田祥子） 
妊娠 15日目（プラグ確認を第 0日とする）

の雌性 Wistar 系ラットに対して、イソフルラ

ン麻酔下に TBT あるいは CP を経口投与し

た。投与量について、TBT は 20 mg/kg（以下

TBT20 群）、TA は TBT 投与におけるスズの

投与量を等しくするために 15 mg/kg（以下

TA15 群）、CP は 10 mg/kg（以下 CP10 群）

の割合で投与し、対照として溶媒である50％
ポリエチレングリコール（TBT20 群の対照）、

あるいは 0.1%ジメチルスルホキシド（CP10
群の対照）を投与したラットを用いた。 
 
2．電気生理学的評価のための脳スライス標

本の作製（研究協力者 笛田由紀子） 
PND（postnatal day の略、ラットが生まれ

た日を PND 0 としている）13‐18 の雄性仔

ラットをエーテルで深麻酔したのち断頭し、

速やかに海馬を取り出した。ティッシュチョ

ッパー（McIlwain tissue chopper）を用いて、

すべての日齢について厚さ 600 µm の海馬ス

ライス標本を両側の背側海馬（海馬長軸の中

央あたり）から作製した。 
スライス時に用いた人工脳脊髄液の組成

（mM）は、NaCl, 124; KCl, 2; KH2PO4, 1.25; 
MgSO4, 2; NaHCO3, 26; glucose, 10、実験に用

いた人工脳脊髄液は NaCl, 124; KCl, 2; 
KH2PO4, 1.25; CaCl2, 2; MgSO4, 2; NaHCO3, 
26; glucose, 10 という組成とした。脳の取り

出しからスライス作製までのすべての過程

は、混合ガス（O2/CO2:95%/5%）で飽和し

3.5‐4℃に冷やした人工脳脊髄液中ですば

やく行った。スライスは Haas 型チャンバー

内（32.0±0.1℃）で記録開始まで約 2 時間静

置した後に実験に用いた。 
 

3．刺激応答性の電気生理学的評価法（研究

協力者 笛田由紀子） 
刺激電極にステンレスの双極電極（直径50 

µm）を用い、CA3 領野から CA1 錐体細胞へ

の入力線維が密集するシナプス層に置いた。

記録電極にはガラス微小電極を用い（抵抗

1‐2 MΩ）、CA1 領野の錐体細胞層からは集

合スパイク電位（PS）を、シナプス層から集

合シナプス後電位（fEPSP）を記録して『興

奮系』神経回路の機能を評価した。 
 

4．興奮系発達における GABAA受容体拮抗薬

（ビククリン、BMI）の関与（研究協力者 笛

田由紀子） 
GABA 抑制系は神経発達において重要な

役割を果たすことから、胎生期における化学

物質投与によって GABA 抑制系の機能が変

化すれば神経発達にも何らかの影響を呈す

ることは容易に予測される。そこでGABA抑

制系の変化を調べるために、PS 振幅の刺激

応答性で明らかな変化が認められた日齢で

の海馬スライスを用いることとし、TBT 胎生

期曝露では PND14 と PND16 を対象とした。

単回刺激による PS と fEPSP の大きさを

GABAA受容体拮抗薬（ビククリン、BMI）存

在下、および非存在下で比較し、その変化率

を検討した。 
 
5．生後１週目に出現する不随意運動を指標

とする試験法と解析法（研究協力者 笛田由

紀子、吉田祥子） 
後述するが、本研究を実施していく中で、

生後１週目の TBT20 群仔ラットにおいて、

持続性は短いものの痙攣用の不随意運動が

しばしば観察された。この不随意運動は対照

群の仔ラットでも観察されたことから、本来

この時期の仔ラットに出現する運動である

ことが考えられる。そこで胎生期曝露によっ

てこの不随意運動の出現が変化するのでは

ないかと考えて、本研究ではその頻度を定量

することにした。具体的には母ラットから離

した仔ラットを、約 32℃に保温された箱に

入れて体温の低下を防ぎながら３分間行動

を観察するとともにビデオに記録した。この

運動の定量的解析については、計測の個人差
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が出ることを考慮し validation を検討するた

めに２名の計測者を決め、ビデオ再生下で１

秒ごとに不随意運動の有無を独立して計測

し、３分間の観察時間中に生じた不随意運動

の合計量を秒数で表記した。すべてのビデオ

について計測した後に、２名の計測者による

結果の差を検討した。今回の不随意運動評価

に用いた対照群および TBT20 群のラットの

匹数については表１に示してある。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究の遂行にあたっては、産業医科大学

および豊橋技術科学大学に定められた、関係

する遵守すべき指針等を把握して、十分な管

理体制のもと、倫理面に万全の配慮をしなが

らそれぞれの研究が進められた。 
 

 
C．研究結果 
1．海馬の興奮系および抑制系神経回路の生

後発達に対する GABAA受容体拮抗薬の作用、

およびこれに対する TBT、TA および CP 胎

生期曝露の影響 
単回刺激による興奮系の刺激応答性につ

いて、平成 26 年度に引き続き実験数を増や

した結果から、対照群では PND15 から

PND16 にかけて著明に亢進することが確認

できた（図 1、上段）。これに対して TBT20
群ではこの亢進は明確でなく、平成 26 年度

に報告したように PND16 においては対照群

と比較して減弱した刺激応答性を示した（図

1、中段）。TBT、すなわち有機スズの対照と

して用いた TA15 群においては、TBT 対照群

と類似した刺激応答性のパターンを示した

（図 1、下段）。 
TBT 対照群の平均開眼時期が日齢 16.7 で

あり、刺激応答性の変化はこの開眼時期を境

に観察されたことから、この前後すなわち

PND14 と PND16 について、単回刺激（600
μA）で誘発される PS 振幅に対する GABAA

受容体拮抗薬ビククリン（BMI、1μM）の効

果について検討した（図 2）。TBT 対照群で

は BMI 存在下で開眼前期において PS 振幅

は著増した（平均増加率 52±9.6%）ものの開

眼後期ではその増加はわずかなものとなり

（平均増加率 9.8±3.0％）、GABA 作動性抑

制系の関与が発達に伴い異なることが示唆

された。一方、TBT20 群については、PND14
では BMI 存在下での PS 振幅の増加は、対照

群の同時期で認められたものと同等（平均増

加率 42±5.2%）であった。しかし PND16 に

なっても増加は認められていた（平均増加率

37±8.3%）。 
さらに個々のスライス標本から得られた

BMI に対する反応の比（BMI 存在下での PS
振幅／BMI 非存在下で PS 振幅）をその分布

ならびに近似曲線により検討した。PND14で
は対照群と TBT20 群とでは近似曲線で示さ

れるようにその分布はほぼ等しくなったが

（図３）、PND16 では対照群と比べ TBT20 群

の分布近似曲線が右方移動していることが

見出された（図４）。言い換えると、対照群

で見られるように本来は発達（PND14 から

PND16）に伴い分布近似曲線が左方移動する

ところが、TBT 胎生期曝露によって左方への

移動が軽度ではあるが抑制されているとも

言える。以上のことから、開眼期に認められ

る GABA 作動性抑制系の関与に対しても

TBT の胎生期曝露は影響を与えていること

が判明した。 
CP 胎生期投与の刺激応答性の検討につい

ては実験数が十分とはいえないまでも、VPA
対照群やTBT対照群の場合と同様に、PND15
から PND16 にかけて刺激応答性の亢進を示

した（図５）。 
 

2．不随意運動の出現、ならびにこれに対す

る TBT、TA 胎生期曝露の影響 
不随意運動量を PND５－７の３日間で解

析した結果、対照群では運動量（総秒数）が

日齢を経るとともに有意に減少しているこ

とが判明した（p<0.05）。ところが、TBT20 群

と TA15 群については、３日間の不随意運動

量には変化が認められなかった。また PND
５における不随意運動量については３群間

に有意差はなかったが、PND７においては対

照群と TBT 群との間に有意な差が認められ

た。一方、授乳期の後半になるとこの不随意

運動は３群ともに認められなくなった。この

ことから、今回着目したこの不随意運動は授

乳期早期に出現し発達とともに減少するも

のであること、さらに TBT の胎生期投与は

この運動が減少する時期に影響を与えてい

る可能性があることが考えられた。したがっ

てこの不随意運動の発現および発達に伴う

変化の背景にも、何らかの神経発達が関与し

ている可能性が考えられる。不随意運動の結
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果は TBT 対照群と TBT20 群についてのみ図

６に示している。 
 

 
D．考察 
本研究では海馬スライス標本を用いた電

気生理学的評価手法により、胎生期の VPA、 
TBT、TA および CP 投与による発達神経毒性

評価を生後早期で実施してきた。その結果と

して平成 25 年度は海馬神経回路の興奮性シ

ナプス機能と抑制性シナプス機能が VPA 胎

生期曝露により亢進していることを見出し

た。そこで平成 26 年度は、このメカニズム

を解明する目的で GABA 作動性抑制系に着

目し、授乳期の発達に伴う GABA 抑制系の

関与が開眼時期に合わせて変化すること、

VPA 胎生期投与群ではこの発達に伴う変化

がすでに開眼時期以前に出現することを見

出している。 
今回、20 mg/kg の TBT を胎生期に投与す

ることよって、開眼時期である PND16 に興

奮系の刺激応答性の発達遅延が出現するこ

とが示唆された。さらに GABA 抑制系につ

いても、発達に伴って GABA 抑制系に依存

した反応性が減弱するという現象が TBT 胎

生期投与により認められなかったことは発

達遅延の可能性を示唆するものである。前述

した分布度近似曲線の発達に伴う左方移動

が抑制されていることも、発達遅延が生じて

いることを支持する結果であると言える。 
GABA 作動性抑制系の生後発達は脳機能

に重要な役割を果たしていることが明らか

とされている。本研究では GABAA受容体拮

抗薬 BMI を用いた薬理学的なアプローチに

より、VPA の胎生期投与では開眼前期におい

て対照群の開眼期と類似した反応性である

ことから発達の亢進が示唆され、またTBT胎

生期投与では開眼期においても対照群の開

眼前期に近い反応性であることから発達の

遅延が示唆されており、これら化学物質の発

達神経毒性を評価する指標として、生後早期

における興奮性・抑制系神経回路特性が有用

であることを支持する結果であると考えて

いる。 
平成 27 年度はさらに、その作用ならびに

作用機序が VPA や TBT とは異なる CP の胎

生期投与の影響を検討する実験を開始した

が、現在のところ、VPA や TBT の刺激応答

性の発達に伴う変化は認められていない。

CP が胎生期に投与された場合、ヒトでは

VPA の場合のように自閉症が発生すること

が疫学研究で報告されている。また吉田らの

今年度の成果として、（1）不随意運動量の評

価では VPA 胎生期投与群と類似した結果を

示すこと、（2）VPA 胎生期投与で認められた

小脳プルキンエ細胞の細胞死抑制、樹状突起

の異常伸長が観察されること、（3）VPA 胎生

期投与で認められた小脳Ⅴ/Ⅵ層における脳

回の過剰形成が観察されること、の 3 点を速

報として得ている。このことから化学物質に

よって、あるいは投与時期によって、脳内部

位の感受性が異なることも考えられたため、

今後 CP の投与量を増加した胎生期曝露モデ

ルを作成することも視野に入れている。 
本年度の結果から、TBT 胎生期投与では

VPA 胎生期投与とは逆に、発達に伴う刺激応

答性の亢進が遅れて出現することが判明し、

この『遅れ』を指標とすることで、海馬スラ

イス標本を用いた神経回路機能の解析が

TBT の発達神経毒性に対しても早期に評価

できる可能性が示唆された。 
興味あることに、ヒト多能性幹細胞、胎児

期の神経堤細胞、生後初期の神経・グリア細

胞を用いた神経新生を指標とする in vitro 評

価系においても、VPA による機能亢進、TBT
による抑制が認められた（研究代表者・諫田、

研究分担者・宇佐見、研究分担者・佐藤の報

告内容を参照）。また CP に関しても条件に

よりその作用に違いが認められたとの情報

もあり、in vivo 評価系においても小脳と海馬

で影響が異なる可能性は考えられる。 
また今年度、本研究分担班では日齢 5 日か

ら 7 日における不随意運動の出現に着目し

てその評価を行ったところ、対照群ではこの

3 日間で不随意運動量が次第に減少したが、

TBT 胎生期投与群では減少しなかった。この

結果は、吉田らの班において VPA あるいは

CP 胎生期投与群に対して実施された運動量

の評価結果と類似した傾向を示している。不

随意運動を３分間観察するという極めてシ

ンプルな試験方法ではあるが、発達神経毒性

評価の in vivo 実験系におけるスクリーニン

グ的な指標として応用できる可能性も考え

られるだろう。この不随意運動という指標と、

海馬スライスを用いた指標との関連はまだ

不明であり今後の検討課題であるが、生後１

週目の発達期に対しても、TBT 胎生期投与が

影響を与えていることを今回見出せたこと
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は、この評価と２週齢に実施する海馬スライ

ス標本を用いた神経回路機能の評価とを併

せた発達神経毒性評価法を確立できること

にも繋がる。これが実現すれば２週齢までは

同一の曝露モデルラットを用いることが可

能になり、評価に使用する動物数の削減にも

貢献することが考えられる。 
 

 
E．結論 
発達神経毒性を早期にスクリーニングで

きる ex vivo の系の確立を目指しており、平

成 27 年度は環境ホルモン様作用を示すもの

の一つとして知られている TBT を投与した

胎生期曝露ラットを用い、授乳期の海馬神経

回路の発達を検討した。その結果、TBT 胎生

期曝露ラットでは神経回路機能の発達遅延

を見出し、神経毒性の早期スクリーニング手

法として、授乳期の海馬神経回路発達の評価

が有用である可能性が考えられた。 
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control TBT 

PND5 PND6 PND7 PND5 PND6 PND7 

腹数 4 6 7 4 5 5 

ラット数 40 60 70 37 46 46 

 

 

表 1．不随意運動解析に用いた対照群と TBT20 群の腹数および仔ラット数 
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図１．トリブチルスズ（TBT）と無機スズ（TA）を胎生期に曝露された仔ラットを用いて、生後

日齢毎に得られた海馬 CA1 領域の集合スパイク電位（PS）の振幅を指標とする刺激応答性。横軸

は刺激の大きさ（µA）、縦軸は PS の振幅（mV）である。 
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図２．生後 14 日齢および 16 日齢における集合スパイク電位（PS）振幅（刺激電流値 600μA）に

対する GABAA受容体拮抗薬ビククリン（BMI）の増強作用とこれに対する TBT 胎生期曝露の影

響。変化率（％increase）は次式で求められている。 
％increase＝(BMI 存在下の応答/非存在下の応答‐1)×100 
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図３．生後 14 日齢における対照群と TBT20 群から得られた GABAA受容体拮抗薬ビククリン

（BMI）存在下、非存在下での集合スパイク電位（PS）振幅（刺激電流値 600μA）、および BMI
による増強率の分布近似曲線。 
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図４．生後 16 日齢における対照群と TBT20 群から得られた GABAA受容体拮抗薬ビククリン

（BMI）存在下、非存在下での集合スパイク電位（PS）振幅（刺激電流値 600μA）、および BMI
による増強率の分布近似曲線。 
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図５．クロルピリホス（CP）胎生期に曝露された仔ラットを用いて、生後日齢毎に得られた海馬

CA1 領域の集合スパイク電位（PS）の振幅を指標とする刺激応答性。横軸は刺激の大きさ（μA）、

縦軸は PS の振幅（mV）である。 
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図６．生後５日齢～７日齢の間で観察される不随意運動、およびこれに対する TBT 胎生期曝露の

影響。不随意運動は３分間における運動量を秒数で示した（mean±SEM）。 
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