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要旨 
本研究は、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ものであり、発生過程

の神経組織を用いての評価法が、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目的とした。研究期間の３年間に検

討した化学物質は、抗てんかん薬バルプロ酸（VPA）、内分泌かく乱作用

を示すとされるトリブチルスズ（TBT）および有機リン系の農薬であるク

ロルピリホス（CP）である。妊娠 15 日の胎生期にこれらの化学物質を投

与した仔ラットについて、日齢 13 日から 18 日における海馬の興奮系神経

回路機能および γ-アミノ酪酸（GABA）作動性抑制系神経回路機能を検討

した。 
その結果、VPA を胎生期に投与した仔ラットでは開眼前期となる生後

14～15 日齢で興奮系、抑制系回路ともにその機能が亢進することが認め

られた。一方、TBT を胎生期に投与した仔ラットでは、生後早期の海馬

神経回路機能に対してむしろ回路機能を抑制することが見出され、TBT
の胎生期曝露は海馬神経回路機能の発達遅延を生じる可能性が示唆され

た。CP を胎生期に投与した仔ラットでは、VPA や TBT の場合とは異な

り、興奮性の亢進傾向が認められるにとどまった。 
さらに GABAA受容体拮抗薬ビククリンに対する反応性について検討し

たところ、生後発達に伴い反応性に差が出現すること、さらにその反応性

の差に VPA 胎生期曝露が影響を及ぼすことが認められ、VPA の胎生期曝

露がGABA作動性神経系の生後発達に影響を及ぼす可能性が示唆された。

このように、作用メカニズムの異なる化学物質について、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当たる仔ラットから作

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、日齢 5 日から 7 日までの不随意運動を観察し、定量的解析を行っ

た結果、対照群では 3 日間で不随意運動量が次第に減少したが、TBT 曝

露群では 3 日間の不随意運動の出現に差が認められなかった。この不随意

運動は脳神経系に由来すると考えられるので、胎生期の化学物質への曝露

がこの時期の神経機能にも何らかの影響を与えており、それを反映する指

標となる可能性が示唆された。したがって OECD のガイドラインに示さ

れているような、動物の成長、すなわち離乳後を待って複数の行動試験バ

ッテリーを組まずとも、これらの指標が授乳期間中の仔動物を用いた発達

神経毒性評価の指標となる可能性があると考えている。 
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A．研究目的 
本研究は、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もので

あり、発生過程の神経組織を用いての評価法

が、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。そこで発達神経毒性が報告

されている化学物質の中でも、作用機序が異

なる３種の化学物質を選択した。すなわち、

抗てんかん薬として臨床適用されている一

方で自閉症スペクトラム障害のモデル動物

作製にも使用されているバルプロ酸

（valproic acid、VPA）、内分泌かく乱作用

が報告されている有機スズ（トリブチルス

ズ；tributyltin、TBT）、および農薬や駆除

剤として用いられている有機リン化合物の

クロルピリホス（chlorpyrifos、CP）である。 
発達神経毒性の評価指標として本研究で

着目したのは、特に γ-アミノ酪酸（GABA）

が関連する抑制系神経回路である。脳には経

験などによって変化しやすい『臨界期』と呼

ばれる発達段階があり、この臨界期が GABA
作動性抑制系回路の発達により決定されて

いることが考えられている。動物を用いた試

験結果のヒトへの外挿性を担保するために

は、毒性評価の指標としてヒトと動物とに共

通した物質であることが求められる。GABA
はヒトでも動物でも成熟脳の抑制性神経回

路機能を担う伝達物質であり、前述した臨界

期についても GABA の機能発達により決定

されていると考えられる。さらに近年、自閉

症、統合失調症、気分障害などの原因の一つ

として GABA の機能発達異常が示唆されて

いることからも GABA 抑制系を含めた神経

回路機能の評価が有用である可能性が考え

られた。そこで当分担研究班では、すでに発

達神経毒性が報告されている前述した３種

類の化学物質を胎生期に投与し、その仔ラッ

トの授乳期に脳スライス標本を作製して神

経回路機能の発達を電気生理学的・薬理学的

に解析するという ex vivo の手法を用いて検

証した。また、TBT の胎生期曝露の実験に

おいては、内分泌かく乱作用は認められな

いとされる無機スズ（酢酸スズ；tin acetate, 
TA）についても本研究の評価手法で検討す

ることにしたことから、実際に評価している

化学物質は４種類となる。

B．研究方法 
１．VPA、TBT、TA ならびに CP の胎生期

曝露モデルラットの作製（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

ラン麻酔下に化学物質を経口投与した。投与

量については、VPA は 300 mg/kg（以下

VPA300 群）、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）とした。対

照群として、生理食塩水（VPA300 群に対す

る対照群）、50％ポリエチレングリコール

（TBT20 および TA15 群に対する対照群）

あるいは 0.1%ジメチルスルホキシド（CP10
群に対する対照群）を投与したラットを用い

た。

２．体重増加と一般成長（産仔数、開眼日、

性比）への化学物質の影響（研究協力者 笛

田由紀子）

胎生期投与した有害な化学物質によって、

生まれた仔ラットの産仔数や一般成長が影

響を受ける場合がある。また体重は毒性実験

における一般生体影響を評価する重要な指

標となるため、従来通りに当分担研究の実験

方法に含めた。産まれた次の日に産仔数を数

えて体重測定を実施し、次いで７日目、14
日目および離乳日である日齢 21 日に体重を

測定した。

３．出生後間もない時期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 TBT 曝露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。この不随意運動に着目

したところ、対照群の仔ラットでも観察され

たことから生後間もない時期の仔ラットに

本来出現する行動であることが考えられた。

この不随意運動は、ヒトにおいても乳幼児に

観察されてんかんと間違われやすいが、発達

に伴って消失する運動であることが臨床的

にも知られている。正常な発達で観察される

不随意運動の頻度が化学物質によって変化

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

081



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 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。

４．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 PND０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。

スライス作製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
であるが、切片作製時には切断による Ca2+

の細胞内流入を防ぐために Ca2+を除外した

ものを用いた。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

いう従来の組成でかつ Ca2+を含むものとし

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。作製したスライスは、

Haas 型チャンバー内（32.0±0.1℃）に静置

し、記録開始まで約２時間回復させた後に実

験に用いた。

５．刺激応答性について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 領野の錐体細胞層と

白板との中間領域から集合スパイク電位

（PS）を記録した。成獣ラットの海馬スラ

イスでは、錐体細胞層外側（背側）近傍から

PS が記録されるが、発達期の海馬スライス

では、PS と明らかに判別されうる電場電位

は成熟ラットの時よりもさらに外側（錐体細

胞と白板のほぼ中間）から記録された。同じ

スライスにおいて、錐体細胞よりも内側（腹

側）に位置するシナプス層から、興奮性シナ

プス後場電位（fEPSP）を PS と同時に記録

して『興奮系』神経回路の機能を評価した。

図４に、海馬 CA1 領野から記録される PS
と fEPSP の典型例、およびその解析部位を

示している。PS の振幅は、神経細胞の活動

電位の数を反映すると考えられており、おも

にナトリウムチャネルの活性化によるナト

リウムイオンの細胞内流入量の総和を反映

している。また fEPSP の傾きは、シナプス

後膜に局在する AMPA 型グルタミン酸受容

体の活性化を反映すると考えられている。

電気刺激の強さは、10 μA から　600 μ A
まで増加させ、電気刺激と電位応答の大き

さとの関係を『刺激応答性の評価指標』とし

た。また、発達に伴う変化を評価する目的

で、刺激応答性の結果の中から 300 μA電
気 刺激に対する結果を抽出し、日齢との関

係性を『興奮系発達の評価指標』として表す

こととした。

６．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）

前述したように、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

らかの影響を与え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、興奮系発達の評価指標で違いが認めら

れた日齢（＝PS 振幅の大きさが明らかに変

化する日齢）での海馬スライス標本を用い、
最大刺激電流値である 600 μAの単回刺激

による PS 振幅と fEPSP の傾きの大きさ

をBMI（１μM）存在下、および非存在下

で比較し、その変化率を検討した。

（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
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らそれぞれの研究が進められた。

C．研究結果 
１．神経回路機能の生後発達、および興奮系

の生後発達への GABA 抑制系の関与に対す

る VPA 胎生期曝露の影響 
平成 25 年度に実施した VPA 胎生期曝露

実験により、VPA300 群仔ラットは対照群と

比べても、雌雄ともに成長に伴う体重増加は

変わらないことを確認した（図 1）。また、

産仔数と性比についても VPA 胎生期投与の

影響は認められなかった（表 1、性比につい

てはデータ割愛）。これらの結果より

VPA300 群については、外見上は対照群と同

程度の発達が予測された。

一方、興奮系の刺激応答性および発達指標

の解析により、対照群では PND15 から

PND16 にかけて fEPSP の傾き、PS 振幅い

ずれの刺激応答性も大きく亢進することが

判明した（図 5＆6、上段）。しかしながら

VPA300 群では PND14 から PND15 の時期

ですでに刺激応答性の亢進が出現し始めた

（図 5＆6、下段）。 
対照群の開眼時期は PND16～17 であり、

刺激応答性の変化がこの時期に観察された

ことから、開眼前期（PND14－15）と開眼

期（PND16－17）として分類した。その上

で単回刺激（600μA）により誘発される PS
振幅に対する BMI の効果について検討した。

その結果、対照群では開眼前期において

BMI 存在下で PS 振幅の著増（80±17%）が

認められたものの開眼期ではわずかな増加

（14±4.5%）しか認められず、発達に伴う

GABA 作動性抑制系の関与が異なることが

見出された（図 7）。一方 VPA300 群では、

開眼前期の時点ですでにPS振幅の増加率が

対照群の開眼期で認められたものに近く

（34±14%）、開眼期は対照群とほぼ同程度

（14±5.1%）となった。fEPSP の傾きの大

きさは BMI の灌流投与によって変化しなか

った（データ割愛）。

さらに個々のスライス標本から得られた

PS 振幅の BMI による増加率について、その

データとしての分布をヒストグラムと近似

曲線により比較した。対照群では、開眼前期

と開眼期、すなわち発達に伴って分布が明ら

かに異なることが判明した（図 8）。ところ

が VPA300 群においては開眼前期と開眼期

の分布がほぼ一致する、すなわち発達に伴う

変化が認められないことが見出された（図

9）。さらに興味あることに、VPA300 群から

得られた２種類の近似曲線は対照群の開眼

期の近似曲線ともほぼ一致するものであっ

た。このことは、対照群で見られたような発

達に伴う変化が消失したというよりも、むし

ろ VPA300 群の GABA 抑制系神経回路は開

眼前期の時点で、通常なら開眼期で形成され

る性質を示す GABA 抑制系へと発達が亢進

している可能性を示唆するものである。

２．神経回路機能の生後発達、および興奮系

の生後発達への GABA 抑制系の関与に対す

る TBT 胎生期曝露の影響 
TBT20群と TA15群仔ラットは VPA胎生

期曝露と同様の手法で作製された。今回用い

た対照群ラットの妊娠期間は 11 匹中 10 匹

が 21 日間であったが、TBT20 群と TA15 群

については妊娠期間が１日長く 22 日間にな

る場合が多かった。PND１（出産日の翌日）

の仔ラットの体重は対照群、TBT20 群、

TA15 群の間で有意差はなく、その後の体重

増加についても対照群と比べて明らかな差

は認められなかった。開眼時期（表 1）につ

いては TBT20 群が対照群（PND17）より１

日早い PND16 であった（p<0.01）。ただこ

の開眼日の遅れは上述した出産日の遅れが

関与している可能性があると考えられる。

単回刺激で誘発されるPSの振幅について

PND13 から PND18 までの期間で検討した

ところ、TBT20 群では開眼時期であるにも

かかわらず、PND16 における PS 振幅の発

達に伴う増加が対照群と比べ有意に小さい

ことが認められた（図 10）。しかしながら、

開眼後の PND17 においては対照群、TBT20
群との間でPS振幅の大きさに有意差は認め

られなくなった。興味あることに、TA15 群

おける刺激応答性の日齢に伴う変化を見る

と、PND16 では TBT20 群と対照群の間の

値となった（データ割愛）。さらに検討が必

要ではあるが、無機スズについては胎生期曝

露により生後の神経発達に何らかの影響を

及ぼしている可能性が今のところ否定でき

ない。

このTBT 胎生期曝露についても、開眼前

期（PND14）と開眼期（PND16）として分

類し、単回刺激（600μA）で誘発されるPS
振幅に対するBMI反応性についてVPA胎生

期曝露と同様に検討した（図11）。TBT 対照
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群では BMI 存在下で開眼前期において PS
振幅は著増した（52±9.6%）ものの開眼期で

は そ の 増 加 は わ ず か な も の と な り

（9.8±3.0％）、VPA 対照群と同様 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

（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（37±8.3%）。

増加率の分布の近似曲線からも、PND14 で

は対照群と TBT20 群とではその分布はほぼ

等しかったが（図 12）、PND16 では対照群

と比べ TBT20 群の分布近似曲線が軽度では

あるが右方移動していることが判明した（図

13）。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。 

３．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（図 14、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 PND５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（データ割愛）。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。

４．神経回路の生後発達に対する CP 胎生期

曝露の影響

CP 胎生期曝露に関しては現在も実験中で

あるため、あくまで暫定的な結果として述べ

ることにする。CP 胎生期曝露の対照群は他

の２種類の対照群と比較しても、開眼日や産

仔数に有意差はなかった。さらに CP 胎生期

曝露の影響も認められず（表 1）、PS 振幅の

刺激応答性（図 15）と日齢に伴う変化（図

16）についても顕著な変化は認められなかっ

た。不随意運動については現在データを集積

中である。

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
曝露による発達神経毒性評価を生後早期で

行った。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

はこのメカニズムの解明する目的で、GABA
作動性抑制系に着目して解析を進めるとと

もに、第２の化学物質として TBT および TA
の胎生期曝露を並行して実験した。平成 27
年度には、VPA 胎生期曝露の結果を参考に

して、TBT 胎生期曝露が GABA 作動性抑制

系に及ぼす影響を検討し、さらに第３の化学

物質として CP 胎生期曝露も開始した。 
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。そこで、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、本研究で指標としている刺激応答性の

生後発達における GABA 作動性抑制系の関

与、ならびにこれに対する VPA 胎生期曝露

の影響を検討した。その結果、まず開眼前期

においては対照群で BMI 投与により単回刺

激による刺激応答性が増強された。このこと

から、この開眼前期においては GABAA受容

体を介した抑制が、しかも持続的に存在して

いる可能性が示唆される。さらに興味あるこ

とに、開眼期以降においてはこの BMI によ

る刺激応答性の増強作用がほとんど認めら

れなくなっていた。一方、VPA 胎生期曝露

群では開眼前期の時点で BMI による刺激応

答性の増強作用はほとんど認められず、開眼

期も同様の反応であった。

これらの結果から、１）開眼前期では刺激

応答性を抑制するように GABAA受容体を
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介した持続的な抑制が存在している、２）こ

の持続的な抑制は開眼期となる生後発達の

過程でむしろ減弱する、ということが示唆さ

れ、本研究で指標としている刺激応答性の生

後発達の過程において、GABAA受容体を介

した持続的な抑制系回路（おそらくはシナプ

ス外 GABAA受容体を介した経路）の変化が

存在していることが考えられる。さらに

VPA 胎生期曝露によって、開眼前期ですで

に持続的抑制が減弱し、開眼期とほぼ同程度

になったことは、神経回路機能の生後発達の

亢進を示しているとも考えられ、平成 25 年

度に得られた結果と一致する。単回刺激によ

る刺激応答性を検討するとともにその BMI
に対する反応性についても併せて検討する

ことにより、発達神経毒性を評価する指標と

してより信頼性と有用性が高まる可能性が

考えられる。 
そこでこの電気生理学的評価手法を他の

化学物質の毒性評価にも応用すべく、平成

26年度からTBTの胎生期曝露による影響に

ついて検討を始めた。TBT は内分泌かく乱

作用を示す化学物質の一つと疑われており、

先行研究では妊娠期間中～授乳期の長期に

わたる期間の曝露モデル動物を用いたり、そ

の毒性評価指標として胎仔死亡率や奇形発

生率に焦点を置いたりしており、発達神経毒

性に焦点を置いたものは少ないのが現状で

ある。本研究では我々の用いている評価方法

の有用性を検討することが目的であったこ

とから、VPA 胎生期曝露モデルラットの作

製方法に順じて TBT および TA 胎生期曝露

モデルを作製した。 
得られた仔ラット、すなわち対照群と

TBT20 群とでは生後の体重増加に有意差は

認められなかった。開眼時期については、

TBT 胎生期曝露群が対照群と比べて１日早

い PND16 であった。このことは、開眼時期

を確認することが発達神経毒性の評価にお

いて、比較的容易に実行できる有効な補助的

指標となるかもしれない。しかし、出産が 1
日遅れたことが関連している可能性もあり、

解釈には注意を要する。 
海馬 CA1 領域における単回刺激での刺激

応答性について PND13 から PND18 までで

検討したところ、PND16、すなわちほぼ開

眼日前日にあたる日齢で、VPA 胎生期曝露

モデルの対照群でも認められたような刺激

応答性の亢進がここでも出現した。しかしな

がら、TBT20 群では PND16 においても刺

激応答性が亢進するような現象が認められ

ず、PND17 においてようやく対照群と同程

度に亢進してくることが判明した。また in 
vitro 評価系（研究代表者・諫田）では TBT
の無機金属対照として無機スズを使用して

対照群（vehicle 群）と同様な結果を得てい

るが、本研究すなわち in vivo 評価系におい

ては、TA15 群で対照群に特有な PND16 で

の刺激応答性の亢進現象が認められなかっ

た。このことはむしろ本研究での手法を用い

た発達神経毒性の評価という観点からは、無

機スズもまた影響を及ぼす可能性があると

いうことを示した新しい知見であるといえ

る。 
以上の結果から、TBT 胎生期曝露では

VPA 胎生期曝露とは逆に、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、TBT につい

ては神経細胞新生に対していずれの段階で

も抑制を示す結果が得られている（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）。本研究で得られた

結果はこの in vitro評価系の結果と同じ方向

性であると考えられる。 
不随意運動の発現機序については現時点

では不明であり、そもそも『不随意運動』と

いう言葉が適切であるかどうかも不明であ

る。本研究では研究者間でイメージが共有し

やすかったことから不随意運動という言葉

で統一しているが、平成 27 年度の日本毒性

学会において同様の現象に対して『振戦』あ

るいは『けいれん様行動』といった表現を用

いた報告も見られた。この不随意運動が対照

群においては観察した３日間（PND5－7）
の中で減少することが認められ、TBT20 群

ならびに TA15 群においては認められず、不

随意運動の『発達に伴う減少』が遅れて出現

する可能性があることが判明した。前述した

神経回路機能の評価を合わせると、この不随

意運動もまた生後の神経発達と関連してい
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る可能性が考えられる。さらに今回は、同一

の行動試験ビデオを２名の解析者が独立し

て計測して調べるという validation につい

ての検討も行い、TBT20 群と対照群で同様

の結果を示したことから、観察者が変わって

も有効である指標となることが期待される。

最終年度（平成 27 年度）における候補化学

物質であるCPの胎生期曝露モデルでもこの

不随意運動についての評価を始めている。ま

た関野・吉田らの分担班では、やはり発達神

経毒性が疑われている種々の HDAC（ヒス

トン脱アセチル化酵素）阻害剤の胎生期曝露

モデルを用いて、我々と同様の方法で不随意

運動を解析しているが、対照群では不随意運

動の消失が観察されるものの、化学物質曝露

群では同じ観察期間では消失しないという

結果を得ている。したがってこの不随意運動

量の変化は化学物質の発達神経毒性の一面

を反映している可能性が考えられる。 
さらにこの不随意運動は飼育環境の変化

にほとんど左右されることなく観察できる

指標であり、観察後の仔ラットから数日後に

海馬スライス標本を作製することも可能で

あることから、実験に使用する動物数が削減

できるという利点をもった評価指標となる

ことが期待できる。 
 
 

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、VPA の

胎生期曝露ラットばかりでなく、内分泌かく

乱物質として疑われている TBT の胎生期曝

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、VPA 胎生期曝露

ラットでは興奮系・抑制系機能の早熟化を、

TBT 胎生期曝露ラットでは興奮系・抑制系

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。さらに正常の神経発達で観察される

不随意運動の減少を調べる試験系は、スライ

ス標本を用いる ex vivo 実験系との併用が可

能であるため、OECDガイドラインにある、

成獣を用いた行動試験バッテリーよりも簡

便であり、使用する動物数の削減にも繋がる

ことが考えられる。 
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  産仔数 腹数 開眼日 観察匹数 

VPA control 11 ± 3 6 16.5 ± 0.6  67 
VPA 150 mg/kg 11 ± 2 6 16.8 ± 0.6 34 
VPA 300 mg/kg 12 ± 2 7 17.3 ± 0.7＊ 77 
VPA 600 mg/kg 11 ± 3 5 17.2 ± 0.6＊ 36 
TBT control 13 ± 2 9 16.7 ± 0.5 75 
TBT 20 mg/kg  11 ± 3 10 16.3 ± 0.6＋＋ 60 
TA 15 mg/kg  9 ± 2＋＋ 7 16.5 ± 0.6 58 
CP control 11 ± 3 5 16.8 ± 0.6 32 
CP 10 mg/kg 9 ± 2 5 16.9 ± 0.6 26 

 
Mean ± SD 
*p<0.05, vs control using the Kruskal-Wallis test 
++p<0.01, vs control using the Mann–Whitney U test 
 
 
 
 
表 1．本研究で対象とした化学物質ならびにその溶媒を妊娠 15 日目のラットに投与して産

まれた仔ラット数と開眼日 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

089



 
 

  腹数 ラット数 

control 

PND5 6 59 

PND6 8 79 

PND7 9 89 

TBT20 

PND5 5 47 

PND6 6 56 

PND7 6 56 

TA15 

PND5 7 60 

PND6 7 60 

PND7 7 60 

 
 
 
 
 
 
表 2．不随意運動評価に用いた仔ラット数 
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図 1．VPA を胎生期に投与して得られた仔ラットの生後発達に伴う体重増加 
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図 2．TBT、TA を胎生期に投与して得られた仔ラットの生後発達に伴う体重増加 
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図 3．CP を胎生期に投与して得られた仔ラットの発達に伴う体重変化 
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図 4．海馬 CA1 領野から記録される集合スパイク電位（PS）と興奮性シナプス後場電位

（fEPSP） 
 
計測した PS の振幅と fEPSP slope をそれぞれ線で示してある。 
 
 

2 mV

2 ms

PS amplitude

2 ms

fEPSP slope

2 mV
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図 5．集合スパイク電位（PS）の振幅を指標とする刺激応答性 
VPA（300 mg/kg）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集合ス

パイク電位（PS）の振幅を指標とする刺激応答性を示した 
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図 6．興奮性シナプス後場電位の傾き（fEPSP slope）を指標とする刺激応答性 
VPA（300 mg/kg）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興奮性

シナプス後場電位の傾き（fEPSP slope）を指標とする刺激応答性を示した。 
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図 7．集合スパイク電位（PS）振幅に対する GABAA受容体拮抗薬ビククリンの増強作用 
 
開眼前期（PND14-15）および開眼期（PND16-17）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 VPA 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 8．開眼前期（PND14-15）および開眼期（PND16-17）における VPA 対照群から得られ

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 9．開眼前期（PND14-15）および開眼期（PND16-17）における VPA300 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 10．TBT（20 mg/kg）、TA（15 mg/kg）を胎生期に曝露された仔ラットを用いて、生後

日齢毎に得られた集合スパイク電位（PS）の刺激応答性。 
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図 11．PND14 および PND16 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 
 
 
 

p<0.01 
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図 12．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 13．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 14．TBT、TA を胎生期に曝露された仔ラットの PND５から PND７までの間の不随意

運動量の変化。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）。 
 
 

104



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 15．CP（10 mg/kg）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集

合スパイク電位（PS）の刺激応答性。 
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図 16．VPA、TBT、および CP を胎生期に投与された仔ラットから得られた集合スパイク

電位（PS）の振幅と生後発達との関連性。 
刺激電流値 300 µA で誘発された PS を各対照群と比較した。 
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