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総括研究報告書 

発達期における統合的な遅発性神経毒性試験法の開発 

研究代表者 国立医薬品食品衛生研究所 薬理部第二室長 

諫田 泰成 

A. 研究目的 

本研究では、胎児期の神経発生モデル細胞

を用いたスクリーニングを行い（細胞評価グ

ループ）、さらに生後の成熟期における遅発

性神経毒性の早期予測評価法（神経ネットワ

ーク評価グループ）を検証し、統合的な新規

試験法として開発を目指す。現在進行中の

HESI NeuTox との国際連携をもとに、HESI

リストの中から既に評価した化学物質と作

用の異なる陽性対照物質および陰性対照物

質を選定して検証する。 

上記 2 グループに毒性データ検証グルー

プを加えた 3 グループの密な連携により、

我々が提案した発達期に対応した化学物質

の発達神経毒性に関する新規試験法として

提案を目指す。本試験法により化学物質規制

行政への応用が期待される。 

B. 研究方法 

詳細は各分担報告書を参照のこと。 

＜全体要旨＞ 
近年、自閉症など発達障害が急速に増加し、社会問題となっている。そ

の原因の一つは発達期における化学物質の曝露とされる。発達期の神経系
は成体と比較して化学物質に対する感受性が高く、健康被害が長期間ある
いは遅発性に生じることが考えられ、子どもの健康影響評価法の確立が強
く望まれる。 
現在、OECDやEPAによって、妊娠ラットを用いる発達神経毒性試験ガイ

ドラインが制定されているが、試験方法が複雑で、試験期間は1年以上、動
物数は720にも及び経費も膨大である。さらに、日本ではこのようなガイド
ラインは未整備である。そこで我々は、発達期における細胞機能異常と神
経回路異常の毒性作用メカニズムに基づいて、新たにスループット性の高
い発達神経毒性評価スキームを作製し、評価指標の選定やプロトコルの最
適化を行うことにより統合的な発達神経毒性試験法の開発を行っている。 
ヒトiPS細胞（神経発生モデル細胞の評価系）やラット小脳皮質およびラ

ット海馬（生後初期における遅発性毒性評価系）を用いて、化学物質の影
響評価に関する評価指標の最適化を行った。また、ラット海馬ニューロン
を用いた、スループット性の高いスクリーニング系の構築に着手し、新た
に、HESI NeuToxと国際バリデーションの議論を開始した。 
また、バルプロ酸などのメカニズムを理解する上で、妊娠中の母親への

摂取栄養の程度や栄養成分の偏りによって胎児のエピゲノムに影響し生後
の発育や疾患の発症に寄与する、というDoHaDについて調査研究を行った。 
今後は、最適化された評価指標をもとに統合的な遅発性毒性評価系のプ

ロトコル最適化を行いながら、国際連携のもと試験法開発を目指す。 

＜研究課題一覧＞ 

諫田泰成（国立衛研） 

｢ヒト幹細胞の分化による評価法の開発｣ 

宇佐見誠（国立衛研） 
「神経堤細胞の機能解析による評価法の
開発」 

山崎大樹（国立衛研） 
「海馬ニューロンを用いた神経ネットワ
ークによる評価法の開発」 

吉田祥子（豊橋技科大） 
「生後小脳の神経回路の機能的影響によ
る評価法の開発」 

上野晋（産業医大） 
「幼若期海馬の神経回路機能による評価
法の開発」 

秦健一郎（成育医療センター） 
｢既存の毒性データおよびヒトデータとの
検証｣ 
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C. 研究結果 

以下に、各分担研究者の詳細を記載する。 

【①ヒト幹細胞の分化による評価法】 

ヒト iPS 細胞を用いて、化学物質の影響評

価に関する評価指標の最適化を行った。その

結果、遅発性神経毒性が懸念される農薬であ

るクロルピリホス曝露により、ヒト iPS 細胞

における神経分化の抑制が認められた。分化

抑制メカニズムとして、Mfn1 分解を介した

ミトコンドリアの形態異常による ATP 産生

の低下を見いだした。この結果はすでに論文

として報告済である。以上より、ヒト iPS 細

胞におけるミトコンドリア機能を指標にし

て、成長期における化学物質の発達神経毒性

を評価できる可能性が示唆された。 

【②神経ネットワークによる評価法】 

スループット性および再現性の高い海馬ニュ

ーロンを用いた神経スパイクによる神経活動評

価系の開発を行うため、米国 EPA の Timothy J 

Shafer 教授との共同研究体制を構築し各種条

件の検討を行った。また、HESI NeuTox の多点

電極システム（MEA）サブチームに参加し、プレ

バリデーションの議論を開始した。これまでに再

現性の高い結果が得られていることから、今後

は陽性・陰性対照物質を評価し、他の評価系で

得られている結果と比較することで評価系の妥

当性を検証する。 

【③生後小脳の神経回路】 

遅発性神経毒性が考えられる化学物質であ

るバルプロ酸、クロルピリホスを胎生期の動物に

投与し、生後の神経回路発達の変化を小脳神

経細胞の突起伸展と小脳構造の変化、動物の

行動変化から定量化して示した。バルプロ酸に

関する結果は、販売元の製薬企業に情報提供

した。小脳の形態形成は生後早期の遅発性毒

性を予測可能な指標となりうることが示唆され

た。 

【④幼若期海馬の神経回路機能】 

遅発性神経毒性試験手法の妥当性を調べ

る目的で、発達神経毒性の詳細が不明であっ

た産業化学物質である 1BP について検討し

た結果、神経回路興奮性の亢進をもたらすこ

とから、1BP が発達神経毒性を有する可能性

が示唆された。以上より、発達神経毒性を示

す化学物質に加えて産業化学物質について

も生後早期の海馬神経回路機能評価が発達

神経毒性の評価指標として有用となる可能

性が確認された。 

【⑤既存毒性データ、ヒトデータとの検証】 

陽性対照物質バルプロ酸などの作用メカ

ニズムを明らかにするため、動物実験を中心

に DoHaD のメカニズムについて文献調査を

行った。また、ヒトのエピゲノムデータに関

しても調査を開始した。調査研究により、胎

児期あるいは新生児期に受けた影響により、

ゲノムのメチル化が生じ生後長期に渡って

継続し、疾患リスクとなる可能性が示唆され

た。 

 

D. 考察 

本研究では、ヒト iPS 細胞やラット小脳皮

質およびラット海馬を用いて、化学物質の影

響評価に関する評価指標の最適化を行い、各

評価系において化学物質の発達神経毒性を

評価できる可能性の高い指標を決定した。 

また、ラット海馬ニューロンを用いた、ス

ループット性の高いスクリーニング系の構

築は、HESI NeuToxにおいて国際検証試験の

議論が進んでおり、我々も国際電話会議、対

面会議に参加して議論を行っている。国際連

携のもと引き続きMEAプロトコルの最適化

を行い、予測性の評価などに取り組む必要が

ある。 

現在、世界的な流れは in vivo から in vitro

試験法となっているが、本研究データと動物

データや現行ガイドラインと比較検討し、有

用性や検出限界などの検討も必要である。今

後、研究班が一体となり統合的な遅発性毒性

評価系の構築に向けて取り組みたい。 

 

E. 結論 

胎児期、成熟期において陽性対照となる化

学物質を用いて、試験法の確立に向けて安定

な評価指標を選定した。また、ラット海馬ニ

ューロンを用いた、スループット性の高いス

クリーニング系を新たに構築した。また、バ

ルプロ酸のデータをもとに DoHaD の調査研

究を行った。 

 

F. 研究発表 

分担研究者の報告書に示すように、多数の

論文発表および学会発表を行った。
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ヒト幹細胞の分化による評価法の開発 

研究代表者   国立医薬品食品衛生研究所薬理部 第二室長 

諫田 泰成 

 

要旨 

ヒト iPS 細胞を用いて、化学物質の影響評価に関する評価指標の最適

化を行った。その結果、遅発性神経毒性が懸念される農薬であるクロル

ピリホス（CPF）曝露により、ヒト iPS 細胞における神経分化の抑制が

認められた。分化抑制メカニズムとして、Mfn1 分解を介したミトコン

ドリアの形態異常による ATP 産生の低下を見いだした。以上より、ヒ

ト iPS 細胞におけるミトコンドリア機能を指標にして、成長期における

化学物質の発達神経毒性を評価できる可能性が示唆された。 

 

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、その原因の一つとし

て環境中の化学物質の関与が指摘されてい

る（Landrigan et al., Environ. Health Perspect. 

Med., 2012）。ヒト iPS 細胞はヒト発生過程を

in vitro で模倣できることから、化学物質の

神経毒性を検出できる可能性が考えられる。

しかし、評価系としての手法は確立されてい

ない。 

本研究では、化学物質の発達期における毒

性を評価するために、ヒト iPS 細胞を用いて

発達神経毒性を評価できるか検討を行った。

評価系の構築には、HESI と共有している発

達毒性が懸念される陽性対照物質のリスト

から、農薬であるクロルピリホスを選択した。 

本年度は、ヒト iPS 細胞における毒性メカ

ニズムの検討を行い、毒性評価における有用

性を検証した。また、HESI NeuTox のメン

バーとなり、国際検証試験の議論を開始した。 

 

B．研究方法 

1. 細胞 

 ヒト iPS細胞株 253G1（Nakagawa et al., Nat. 

Biotechnol., 2008）は、TeSR-E8 培地（Stem 

Cell Technologies）にてフィーダーフリー[マ

トリゲル（BD Biosciences）コート]の条件で

培養した。 

2. ミトコンドリアの形態 

細胞を 4%PFA で固定後、ミトコンドリア

を 50 nM の MitoTracker Red CMXRos (Cell 

Signaling Technology) および核を DAPI によ

り染色し、confocal顕微鏡（Nikon A1）で観

察した。点状のミトコンドリアが 10%未満の

細胞数を計測した（Fan et al., Free Radic. Biol. 

Med., 2010）。 

3. ミトコンドリア膜電位 

細胞を JC10（Life Technologies）で染色した

のち FACS ARIAII（BD Biosciences）を用い

て計測した。 

4. ATP 量 

ルシフェラーゼ法に基づいて定量した。 

5. qPCR 

TRIzol 試薬（Life Technologies）を用いて

RNA を抽出した。QuantiTect SYBR Green 

RT-PCR Kit（QIAGEN）、ABI PRISM 7900HT

を用いて qPCRを行った。 

6. shRNA を用いたノックダウン 

shRNA 導入はレンチウイルス（SIGMA）

を用いた。ヒト iPS細胞にウイルスを moi 1

で感染させた。さらに 24 時間後にピューロ

マイシンを添加して感染細胞のセレクショ

ンを行った。 

7. 神経分化誘導 

Dual smad 阻害法（Chambers et al., Nat. 

Biotechnol., 2012）を用いて、BMPシグナル

阻害剤 LDN193189（Wako）及び Activinシグ

ナル阻害剤 SB431542（Wako）により iPS細

胞を神経外胚葉から神経前駆細胞へと分化

させた。 

 

C．研究結果 

1. ヒト iPS 細胞のミトコンドリア機能に対

する CPF の作用 
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発達神経毒性が懸念される CPF を用いて

iPS 細胞への影響を検討した。CPF 曝露は細

胞内 ATP 含量の低下、ミトコンドリア膜電

位の低下およびミトコンドリア形態異常を

引き起こした（図１）。したがって、iPS細胞

において CPF はミトコンドリア機能異常を

引き起こすことが示唆された。 

次に、ミトコンドリアの形態制御因子の発

現について検討した。分裂因子（Drp1, Fis1）

および融合因子（Mfn1, Mfn2, Opa1）の遺伝

子発現には影響がなかった（図 2A）。一方で、

CPF暴露によって Mfn1のタンパク分解が誘

導されることを見出した（図 2B, C）。すでに

報告したように shRNA を用いて Mfn1 をノ

ックダウンするとミトコンドリア形態異常

が観察されることから、CPFによるミトコン

ドリア機能の低下はミトコンドリア融合タ

ンパク質の分解によって誘導されることが

示唆された。 

2. ヒト iPS 細胞の神経分化に対する CPF の

作用 

 CPFが iPS細胞の分化に及ぼす影響を調べ

るために、Dual smad 阻害法を用いて、iPS

細胞の神経分化誘導を行った。CPF 曝露した

iPS 細胞に神経分化刺激を与えた結果、神経

外胚葉のマーカーである PAX6（Manuel et al., 

Front. Cell Neurosci., 2015）, FOXG1（Shen et 

al., Hippocampus, 2006）や神経前駆細胞のマ

ーカーである NCAM1（Polo-Parada et al., J. 

Neurosci., 2004）の発現低下が認められた（図

3）。したがって、CPF は iPS 細胞の初期の神

経分化誘導を阻害することが明らかとなっ

た。 

 次に CPF による神経分化の阻害がミトコ

ンドリアの機能異常を介しているかを明ら

かにするために、Mfn1 をノックダウンした 

iPS 細胞を用いて、神経分化誘導を行った（図

4）。その結果、Mfn1 ノックダウンにより、

CPF 曝露と同様に、PAX6, FOXG1, NCAM1

の発現低下が認められた（図 4D）。したがっ

て、CPF による神経分化の阻害は、Mfn1 分

解を介したミトコンドリア機能異常により

引き起こされることが示唆された。 

3. CPF の神経分化阻害における Erk シグナ

ルの関与 

 ミトコンドリア機能の破綻は Erk のリン

酸化を引き起こすことが報告されている（Yu 

et al., Toxicol. Appl. Pharmacol., 2012）。一方、

Erk のリン酸化によって PAX6 の発現が抑制

され神経分化が阻害されるという報告もあ

る（Greber et al., EMBO J., 2011）。したがっ

て、CPF による神経分化阻害の経路として

Erk シグナルの関与が考えられる。まず CPF

の作用に対する Erk シグナルの関与を調べ

るために、ヒト iPS 細胞に CPF を曝露した

結果、Erk のリン酸化レベルの亢進が認めら

れた。またこのリン酸化は Erk 阻害剤 U0126

処理により消失した（図 5A, B）。さらに CPF

曝露によるPAX6の低下はU0126処理により

回復した（図 5C）。 

 次に CPF により引き起こされる Erk シグ

ナルがミトコンドリアの機能異常を介して

いるかを明らかにするために、Mfn1 をノッ

クダウンした iPS細胞において Erkのリン酸

化を調べた。その結果、Mfn1 ノックダウン

により、Erk リン酸化レベルの亢進が認めら

れた。またこのリン酸化は U0126 処理で消

失した（図 6A, B）。さらに Mfn1 ノックダウ

ンによるPAX6の低下はU0126処理により回

復した（図 6C）。したがって、CPF によるミ

トコンドリア機能異常を介した神経分化の

阻害は Erk シグナルが関与していることが

示唆された（図 7）。 

以上より、iPS 細胞において TBT と同様に、

CPF はミトコンドリア機能異常を引き起こ

すことが明らかになった。また、iPS 細胞で

ATP 量、ミトコンドリア膜電位・形態さらに

は神経分化といった指標を用いることによ

り、発達神経毒性を評価できる可能性が示唆

された。 

D．考察 

本研究では、ヒト iPS 細胞を用いて、これ

まで見出した指標（ATP 産生量、ミトコンド

リア膜電位・形態）により発達神経毒性が懸

念される化学物質の影響を評価できること

を明らかにした。特に、iPS 細胞で使用した

CPF は血中に存在しうる濃度（Huen et al., 

Environ. Res., 2012）がアッセイに使用した 30 

M であり、本アッセイ系は非常に好感度で

あると考えられた。 

今回、iPS 細胞を用いて CPF の毒性作用点

として、Mfn1 分解を介したミトコンドリア

の分裂による ATP 産生の低下を見出し、TBT

と同様のミトコンドリア毒性を示すことを

明らかにした（論文発表 1, 2）。発達神経毒

性を示す化学物質の毒性評価においてミト

コンドリアの機能異常は有効であり、幅広く
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応用できる可能性が期待される。今後も iPS

細胞において、発達神経毒性が懸念される被

験物質を増やすことで、こうしたミトコンド

リアを指標とした毒性マーカーの探索や評

価法の検討を行い、簡便で再現性のある評価

法の確立を目指す。 

また、研究代表者として、HESI NeuTox の

国際検証試験の議論を新たに開始して、連携

を取りながら試験法の確立に取り組みたい。 

 

E. 結論 

ヒト iPS細胞のミトコンドリア機能や分化

を指標に、成長期における化学物質の発達神

経毒性を評価できる可能性が示唆された。 

 

F. 研究発表 

1．論文発表 

[1] Yamada S., Kubo Y., Yamazaki D., Sekino 

Y. and Kanda Y. “Chlorpyrifos inhibits 

neural induction via Mfn1-mediated 

mitochondrial dysfunction in human 

induced pluripotent stem cells.” Sci. Rep. 

(2017) 7:40925 

[2] Yamada S., Asanagi M., Hirata N., Itagaki 

H., Sekino Y. and Kanda Y. “Tributyltin 

induces mitochondrial fission through Mfn1 

degradation in human induced pluripotent 

stem cells.” Toxicol. In Vitro. (2016) 

34:257-263  

[3] Asanagi M., Yamada S., Hirata N., Itagaki 

H., Kotake Y., Sekino Y. and  Kanda Y. 

“Tributyltin induces G2/M cell cycle arrest 

via NAD(+)-dependent isocitrate 

dehydrogenase in human embryonic 

carcinoma cells.”  

J. Toxicol. Sci. (2016) 41:207-215 

[4] Hirata N., Yamada S., Asanagi M., Sekino Y. 

and Kanda Y. “Nicotine induces 

mitochondrial fission through mitofusin 

degradation in human multipotent 

embryonic carcinoma cells.” Biochem. 

Biophys. Res. Commun. (2016) 

470:300-305 

 

2. 学会発表 

[1] 山田茂、麻薙美紀、平田尚也、板垣宏、

関野祐子、諫田泰成：ヒト iPS 細胞のミ

トコンドリアダイナミクスを用いた細

胞毒性評価、第 89 回日本薬理学会、2016 

横浜 

[2] Yasunari Kanda, Shigeru Yamada, Naoya 

Hirata, Daiju Yamazaki, and Yuko Sekino. 

Role of mitochondrial dynamics in neural 

toxicity assessment in human iPS cells. 5th 

Annual Meeting of the American Society 

for Cellular and Computational Toxicology. 

US EPA Building Research Triangle Park, 

NC. 2016.9.29-30 

[3] 麻薙美紀、山田茂、平田尚也、板垣宏、

関野祐子、諫田泰成：ヒト多能性幹細胞

を用いた発達神経毒性評価の試み、第

89 回日本薬理学会、2016 横浜 

[4] 山田茂、関野祐子、諫田泰成：ヒト iPS

細胞のミトコンドリア機能に基づいた

クロルピリホスの毒性評価、第 134 回日

本薬理学会関東部会、2016 大田原 

[5] 山田茂、久保祐亮、犬塚隆志、関野祐子、

諫田泰成：ヒト iPS 細胞のミトコンドリ

ア機能による医薬品の毒性評価、第 43

回日本毒性学会、2016 名古屋 

[6] 山田茂、関野祐子、諫田泰成：ミトコン

ドリアを指標としたヒト iPS細胞毒性評

価系の検討、第 2 回次世代を担う若手の

ためのレギュラトリーサイエンスフォ

ーラム、2016 東京 

[7] 山田茂、関野祐子、諫田泰成：ミトコン

ドリア機能を介した新規神経誘導メカ

ニズム、第 39 回日本分子生物学会、2016 

横浜 

 

G．知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
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図 1 CPF によるミトコンドリアの機能異常 

A) ヒト iPS 細胞において、CPF（30 M）の暴露によって ATP 産生低下が認められた。 

B) ヒト iPS 細胞において、CPF の暴露によってミトコンドリア膜電位の低下が認められた。 

C) ヒト iPS 細胞において、CPF の暴露によってミトコンドリアの分裂が誘導された。 

D) C)の結果を定量的に評価した。 
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図 2 CPF による Mfn1 の分解 

A) 30M の CPF を曝露したヒト iPS 細胞から RNA を抽出し、Mfn1、Mfn2、Opa1、Fis1、Drp1

遺伝子の qPCR を行った。 

B) 30M の CPF を曝露したヒト iPS 細胞から cell lysate を作成し、Mfn1、Mfn2、Opa1、Fis1、

Drp1 蛋白質の発現をウエスタン法によって調べた。 

C) B)の Mfn1、Mfn2 蛋白質の発現を定量的に評価した。 
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図 3  CPF による神経分化誘導の阻害 

30M の CPF を曝露したヒト iPS 細胞に神経分化刺激を与えた後、タイムコースをとって神

経分化マーカーの遺伝子発現を qPCR で調べた。 

A) 神経外胚葉マーカーPAX6 遺伝子の発現変化

B) 神経外胚葉マーカーFOXG1 遺伝子の発現変化

C) 神経前駆細胞マーカーNCAM1 遺伝子の発現変化
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図 4 Mfn1 ノックダウンによる神経分化誘導の阻害 

A) Mfn1-shRNAを導入したヒト iPS細胞におけるMfn1, Mfn2の遺伝子発現を qPCRで調べた。 

B) Mfn1-shRNA を導入したヒト iPS 細胞におけるMfn1, Mfn2 の蛋白発現をウェスタンブロッ

ト法で調べた。 

C) B)の結果を定量的に評価した。 

D) Mfn1 をノックダウンしたヒト iPS 細胞を用いて神経分化誘導を行い、神経分化マーカー

（PAX6, FOXG1, NCAM1）の遺伝子発現を qPCR で調べた。 
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図 5 CPF の神経誘導阻害における Erk シグナルの関与 

A) 30 M の CPF を曝露したヒト iPS 細胞から cell lysate を作成し、Erk のリン酸化レベルをウ

エスタン法によって調べた結果、Erk リン酸化の亢進が認められた。このリン酸化レベルの亢

進は Erk 阻害剤である U0126 処理により消失した。 

B) A)の結果を定量的に評価した。 

C)ヒト iPS 細胞の神経分化誘導において、CPF 曝露による PAX6 の発現低下は、U0126 処理

により回復した。 
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図 6 Mfn1 ノックダウンによる神経誘導阻害における Erk シグナルの関与 

A) Mfn1 をノックダウンしたヒト iPS 細胞から cell lysate を作成し、Erk のリン酸化レベルを

ウエスタン法によって調べた結果、Erk リン酸化の亢進が認められた。このリン酸化レベル

の亢進は Erk 阻害剤である U0126 処理により消失した。 

B) A)の結果を定量的に評価した。 

C)ヒト iPS 細胞の神経分化誘導において、Mfn1 ノックダウンによる PAX6 の発現低下は、

U0126 処理により回復した。 
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図 7 CPF の神経分化阻害作用（模式図） 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

神経堤細胞の機能解析による評価法の開発 

研究分担者   国立医薬品食品衛生研究所薬理部第四室長 

宇佐見 誠 

研究協力者   簾内 桃子 

研究協力者   入江 智彦 

研究協力者   日本バイオアッセイ研究センター 試験管理部 

奥田 裕計 

 

要旨 

ラット神経堤細胞の遊走等に及ぼす影響について、メカニズムに関する

実験系としてタンパクリン酸化パスウェイの関与を調べる方法を検討し

た。ラット 10.5 日胚から頭部又は腹部の神経管を摘出して培養して、神経

管から遊出する神経堤細胞の広がりを測定することにより、神経堤細胞の

遊走を調べた。その結果、ピルビン酸を含まない培養液では、神経堤細胞

の遊走は少ないことを示した。また、RNA 干渉実験の条件を検討し、リ

ポフェクタミン RNAiMAX トランスフェクション試薬を用いる方法を確

立した。さらに、確立した RNA 干渉実験法により、Rho キナーゼである

Rock1 および Rock2 を同時に抑制して培養時間を延ばすことにより、神経

堤細胞の遊走が促進されることを示した。本実験法は、Rho パスウェイが

関与する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

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、神経堤細胞の機能に関与するこ

とが報告されている、タンパクリン酸化パス

ウェイである Rho パスウェイを介した化学
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物質の影響を調べることが可能な、ラット神

経堤細胞遊走実験法について検討した。 

 

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 

頭部神経堤細胞を用いる場合は、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。腹部神経堤細胞を

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。 

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 

ラット神経堤細胞遊走に及ぼす化学物質

の影響に関するカニズムを調べる方法とし

ての感度を改善するために、基本培養液中の

ピルビン酸の影響を調べた。その結果、ピル

ビン酸を含まない培養液では、頭部および腹

部のいずれの神経堤細胞においても遊走が

少ない傾向が認められ、二元配置分散分析で

は、ピルビン酸の有無による差は統計学的に

有意であった。ラット胚の部位による神経堤

細胞の起源とピルビン酸の影響との間に相

互作用は認められなかった （図 1）。 

Rho パスウェイを介した化学物質の影響

を調べる方法として RNA 干渉実験の条件を

確立するために、種々のトランスフェクショ

ン試薬について検討した結果、リポフェクタ

ミン RNAiMAX 試薬を単独で用いた場合が

効果的であった。さらに RNAiMAX 試薬の

無毒性量を確認したところ、シャーレ一枚の

培養液（2 ml）あたり 4 においても神経堤

細胞の遊走に影響は認められなかった（図2）。 

確立した RNA 干渉実験法により、Rho キ

ナーゼである Rock1 の発現抑制が神経堤細

胞の遊走に及ぼす影響を調べた。その結果、

神経堤細胞の遊走に影響は認められなかっ

た（図 3）。しかし、Rock1 および Rock2 の

発現を同時に抑制して、培養 48 時間から 72

時間まで観察した場合には、神経堤細胞の遊

走が促進された（図 4）。 

 

D. 考察 

本実験系で用いるラット胚は、嫌気的条件

から好気的条件に移る時期である。そのため、

嫌気的エネルギー産生系である解糖系と、好

気的エネルギー産生系であるトリカルボン

酸サイクルの接点であるピルビン酸の有無

は、実験結果に影響を及ぼす可能性が考えら

れた。本実験の結果、ピルビン酸を含む培養

液の方が、神経堤細胞の遊走が大きいことか

ら、ダイナミックレンジが広くなり、実験系

としての感度が良いと考えられる。 

RNA 干渉実験法では、神経堤細胞遊走の

観察時間を 48〜72 時間に遅らせることおよ

び Rock1 および Rock2 の発現を同時に抑制

することにより siRNA の効果を観察するこ

とが出来た。この観察時間は、一般的な RNA

干渉実験におけるmRNAの減少には 48時間

程度を要することと一致しており、神経堤細

胞における mRNA のターンオーバーは一般

的な速さであると考えられる。また、Rock1

および Rock2 の発現を同時に抑制した場合

に神経堤細胞の遊走が促進されたことから、

Rock1とRock2の役割の違いなどについて調

べる必要がある。 

以上の結果から、本実験法は Rho パスウ

ェイが関与する毒性発現メカニズムに基づ
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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る。 

 

E. 結論 

ラット神経堤細胞の遊走等に及ぼす影響

について、メカニズムに関する実験系として

タンパクリン酸化パスウェイの関与を調べ

る方法を検討した。その結果、ピルビン酸を

含む培養液の方が、実験系としての感度が良

いと考えられた。また、RNA 干渉実験の条

件を確立した。確立した RNA 干渉実験法に

より、Rho キナーゼである Rock1 および

Rock2 を同時に抑制することにより、神経堤

細胞の遊走が促進されることを示した。本実

験法は、Rho パスウェイが関与する毒性発現

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。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

該当なし 

 

2. 学会発表 

[1] 宇佐見誠、満長克祥、奥田裕計、土井守：

クロルピリホスが培養ラット神経堤細胞

の遊走に及ぼす影響に関する 研究、第 43

回日本毒性学会学術年会、2016 名古屋 

 

G. 知的財産の出願・登録状況 

該当なし 
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図 1 ラット頭部（cephalic）および腹部（trunk）神経堤細胞の遊走に及ぼすピルビン酸の

影響 

ラット 10.5 日の神経管から遊走する神経堤細胞をピルビン酸を含む培養液（1 mM）または含

まない培養液で 48 時間培養した。「*」は統計学的な有意差があることを示す （* p < 0.05）。 
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図 2 ラット神経堤細胞の遊走に及ぼすリポフェクタミン RNAiMAX トランスフェクション

試薬の影響 

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。神経管を培養 18 時間目

に除去した。 
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図 3 ラット神経堤細胞の遊走に及ぼす Rock1 発現抑制の影響 

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。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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図 4 ラット神経堤細胞の遊走に及ぼす Rock1 および Rock2 発現抑制の影響 

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。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。「*」は無処置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）。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

海馬ニューロンを用いた神経ネットワークによる評価法の開発 

研究分担者   国立医薬品食品衛生研究所薬理部 主任研究官 

山崎 大樹 

研究協力者   群馬大学大学院医学研究科 教授 

白尾 智明 

  

要旨 

本研究では、神経ネットワーク形成過程およびネットワーク形成後の

化学物質の毒性評価系の開発を目的として、以下の 2 つの内容に取り組

んだ。第一に、高い再現性を目指すための条件検討項目として、プレー

トのコーティング方法、播種細胞密度、AraC の添加、培地交換の量に

ついて検証を行った。各々の条件検討の結果から、最適条件を得ること

ができ、その条件において再現性の高い結果が得られた。今後、本研究

で得られた最適条件により化学物質の毒性評価を実施する予定である。

第二に、化学物質の投与方法について溶媒として主に用いられるDMSO

で検証を行った。その結果、高濃度の DMSO が細胞に対して直接接触

することで測定パラメーターに大きく影響することが明らかとなった。

DMSO を 10 倍に薄めて投与する方法は測定パラメーターへ影響を与え

ないことから、今後の化学物質を評価する際の投与方法については、上

記方法を採用することとした。また今回のプロトコル整備にあたり、米

国環境保護庁の Timothy J Shafer 教授との共同研究体制を構築した。さ

らに、HESI NeuTox の MEA サブチームにおけるプレバリデーション試

験に関する議論に参加して、条件設定に関する有益な情報を得ることが

できた。 

以上の経緯を以って開発した評価法により、今後は陽性・陰性対照

物質の発達神経毒性に対する影響を効率よく評価していけるものと

考えられる。 

 

A. 研究目的 

近年、自閉症など発達障害が急速に増加し

社会問題となっており、その原因の一つは発

達期における化学物質の曝露とされている。

発達期の神経系は成体と比較して化学物質

に対する感受性が高く、健康被害が長期間あ

るいは遅発性に生じることが考えられ、子ど

もの健康への影響に対する評価法の確立が

強く望まれている。現在の発達神経毒性を評

価するガイドライン（OECD および EPA）は、

妊娠ラットを用いた複雑な試験系であり、試

験期間が 1 年以上、動物数が 720 にも及び経

費も膨大であるため、これまでにわずかな化

学物質しか評価できていない。本邦において

は、このようなガイドラインも未整備である。

個体の成長期の高感受性の時期に一時的に

曝露しただけで生涯にわたり脳神経機能に

影響をもたらすような危険な化学物質を優

先的に選定するためには、新規試験法の開発

が喫緊の課題となっている。そこで、我々は

発達期の細胞評価系および生後初期におけ

る神経ネットワーク形成評価系を組み合わ

せた統合的な新規試験法の開発を行っている。 

神経ネットワーク形成過程およびネット

ワーク形成後において、化学物質の毒性評価

が可能な系として期待されているのが、多点

電極（MEA, multi-electrode array）システムを

用いたげっ歯類神経細胞の評価である。これ

は、電極が多数パターニングされた平面に神

経細胞を播種し、そこで長期間の培養を行う

とともに神経活動（スパイクとよばれる電気

活動）を記録するものである。 

本研究では、神経ネットワーク形成過程

およびネットワーク形成後の化学物質の毒
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性評価系の開発を目指した。さらには、開

発した評価系を用いて複数の陽性・陰性対

照物質を評価し、これまで我々が開発して

きた他の評価系で得られた結果と比較し、

評価法の妥当性を検証する。 

B. 研究方法 

1. 細胞

細胞は研究協力者である群馬大学・白尾

智明教授の研究室で作製された凍結ラット

胎仔海馬神経細胞（SKY Neuron）を用いた。

この細胞は胎生 18 日目のラット胎仔海馬

より単離されたものである。 

2. プレートコーティング

AxionBiosystems 社製 Maestro プレート

（48 ウェルタイプ）の各ウェルに 100 μl の

0.1%ポリエチレンイミン（PEI）（0.1 % PEI 

in 0.1 M Boric asid buffer solution（pH 8.5））

を添加し、インキュベーター内に 1 時間静

置した。その後、滅菌水で 3 回リンスし、

クリーンベンチ内で 1 時間乾燥させた。乾

燥後、フタをしてアルミホイルで遮光し、

4ºC に保管した。PEI コートしたプレートは

原則 1 週間以内に使用した。 

3. 細胞の解凍および播種

細胞が入ったバイアルを液体窒素保存容

器から取り出し、速やかに 37ºC の温浴に 3

分間浸した。その後、クリーンベンチ内で

細胞懸濁液を 50 ml チューブに移し、バイ

アル内を播種用培地（10% FBS, 1.14 mM 

Pyruvic acid, 0.7% Glucose in Minimum 

Essential medium）でリンスし、細胞懸濁液

にゆっくりと滴下した。合計 6 ml となるよ

うに播種用培地を細胞懸濁液に一定の速度

で滴下し、よく混合した後に細胞数を計測

した。200 x g で 5 分間遠心し、一定の細胞

密度になるよう laminin（20 μg/ml）を含ん

だ播種用培地を添加し、10 μl/ウェルでプレ

ートに播種した。2 時間後、500 μl の培養用

培 地 （ 0.25% GlutaMAX, 1% 

Penicillin-Streptomycin,  2% B27 in 

Neurobasal medium-A）を添加し、1 日おき

あるいは 2 日おきに測定し、3 日おきある

いは 4 日おきに培地交換を行った。 

4. MEA システム

評価系は AxionBiosystems 社製の Maestro

を用いた。使用した 48 ウェルプレートの各

ウェルには、4 x 4 の合計 16 個の電極がパ

ターニングされている。このプレートで細

胞を培養した状態で MEA システムにセッ

トすると、各電極における自発的なスパイ

ク発生をアクティビティマップにて可視化

することができる（図 1A）。MEA システム

ではスパイクの検出閾値をノイズレベルの

6～8 倍に設定することでノイズの検出を

防いでおり、検出閾値を超えたスパイクは

ラスタープロットとして表される（図 1B）。

神経細胞の成熟とともにスパイクの発生頻

度は増加し、やがて神経細胞の突起同士が

シナプスを形成することで神経ネットワー

クを構築する。神経ネットワークの構築に

より各神経細胞で独立に発生しているスパ

イクが同期し、最終的にはバーストやネッ

トワークスパイクと呼ばれる連続的でウェ

ル中の複数の電極で同期した電位変化が起

こるようになる（図 1C）。 

5. 解析

評価系の開発にあたり、実験条件の検討

や再現性の検証には、平均発火頻度と活性

化電極数（1 分間に 5 回以上のスパイクを

生じた電極）の 2 つのパラメーターを用い

た。平均発火頻度は 1 ウェルで 1 分間に発

生したスパイク数を活性化電極数で割った

値である。 

C. 研究結果 

1. 細胞の解凍

通常、ラット等げっ歯類の胎児から単離

した神経細胞は、そのまま分散培養して各

種実験に供する。しかしながら、状態の良

い細胞を単離するには熟練した技術が必要

であり、またそのための単離・培養設備を

準備しなければならない。神経細胞を凍結

することで同一ロットの細胞バイアルを大

量に作成することができ、事前に当該ロッ

トの状態をグルタミン酸に対する反応性な

どで確認することが可能なことから、再現

性の高い結果が期待できる。一方で、細胞

の凍結・融解は細胞に対してダメージを与

えることが知られているため、凍結・融解

による細胞の生存率への影響について検証

した。表 1 にまとめたように生細胞数と死

細胞数はほぼ半々であり、生存率としては

平均 50%強であった。ロットや実験者（融

解の際の）に依存した差はほとんどなかっ

た。 

2. コーティングに関する検討

Axion 社が提供している Maestro 用プロ

トコルでは、0.1% PEI によるプレートコー

ティングを推奨している。一方で、SKY 
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neuron 用のコーティングは PLL（Poly-L 

lysine）コーティングが実施されている。そ

こで、PEI コーティングと PLL コーティン

グを 1 枚のプレートに施し、その他の条件

を全く同一にして実験を行った。その結果、

平均発火頻度、活性化電極ともに PLL コー

ティングよりも PEI コーティングにおいて、

値が上昇していた。電極がパターニングさ

れていないプレートによる細胞観察では、

培養開始 2日後には細胞の凝集が PLLコー

ティングの方で観察されている一方で、PEI

コーティングでは、細胞が接着していない

ことによる隙間が極端に少なかった。次に

PEI コーティングがどの程度有効なのかを

調べるため、PEI コーティング直後、約 3

週間後および約 4 週間後のプレートを用い

て実験を行った。その結果、コーティング

3 週間以降のプレートでは、活性化電極数

はコーティング直後のものと大差ない変化

を示すものの、平均発火頻度の時間依存的

な上昇は AraC の有無にかかわらずコーテ

ィング直後に比べて低い値で推移すること

が明らかとなった（図 2）。活性化電極数に

ついては、コーティング期間の長さには影

響されなかった。 

以上より、Maestro による MEA システム

においては、PEI コーティングの方が適し

ており、コーティングの効果は 3 週間保存す

ることで低減することが示唆された。 

3. 細胞播種密度の検討 

MEA システムの性質上、電極部分に細胞

が存在しなければスパイクの計測は不可能

である。我々は再現性の高い結果を得るた

め、細胞播種密度の検討を行った。これま

でに他の研究室ではラット大脳皮質神経細

胞における検討が行われており、その際の

細胞播種密度は 150,000 細胞/25 μl である。

今回の検討では、播種する細胞懸濁液量を

全電極が覆うことのできる最小量 10 μl と

した。これまでの論文における細胞播種密

度に関する情報と最小量 10 μl を鑑みた上

で細胞播種密度以外の条件を揃えて 6,000、

12,500、25,000、50,000 細胞/10 μl の 4 条件

にて計測を行ったところ、12,500 細胞/10 μl

以下では平均発火頻度および活性化電極数

のいずれもほとんど増加しなかった。

25,000細胞/10 μlの条件では、50,000細胞/10 

μl の条件と比較して、平均発火頻度の増加

が緩やかであり、また最高値も低かった（図

3A）。活性化電極数については、50,000 細

胞/10 μl では 16 電極全てが活性化する一方

で、25,000 細胞/10 μl では最高で 12～14 電

極が活性化した（図 3B）。細胞数を増やす

ことで 16 電極全てを確実に覆うことが可

能になるものと考察される。以上より、細

胞播種密度は、50,000 細胞/10 μl が妥当との

結論に至った。 

4. AraC の添加 

神経細胞単離の際、グリア細胞の混入は

避けられない。また、培養によりグリア細

胞は増殖するため、グリア細胞の割合によ

って化学物質に対する応答も異なる可能性

が考えられる。 

そこで、グリア細胞の増殖による神経ネ

ットワーク形成への影響を検討するため、

グリア細胞の増殖抑制剤である 0.5 μM 

AraCを培養開始 5日目に添加し 7日目に除

去する群（0.5 AraC）と AraC を添加しない

群（0 AraC）の 2 群について比較した。そ

の結果、0 AraC および 0.5 AraC のいずれに

おいても培養開始 7 日後から急激な平均発

火頻度の上昇が観察された（図 4A）。平均

発火頻度の最高値は 0 AraC の方が高かっ

た。これは、グリア細胞の増殖が抑制され

なかったことにより、神経細胞間のネット

ワーク形成が亢進した可能性が考えられた。

両群で活性化電極数の経時的変化に大きな

差はなく（図 4B）、いずれの群においても

培養開始 12～19 日目において平均発火頻

度の値が安定していたことから、化学物質

の急性投与実験を行うタイミングとしては、

培養開始 16 日目が最適だと考えられる。 

培地を全量交換ではなく半量るいは 1/3

量で交換することで AraC の濃度を徐々に

薄くしていく方法もある。しかし、Maestro

プレートはウェル間で培地の蒸発量が異な

っていることから、AraC の濃度を徐々に薄

める方法では、同一の条件とはなり得ない。

従って今回は培養 7 日目に AraC を培地の

全量交換によって除去した。神経細胞の単

離（ロット）ごとにどの程度グリア細胞が

混入しているかは不明であることから、

AraC 非添加の場合にグリア細胞と神経細

胞の割合がどの程度なのかは全く予想でき

ない。AraC の添加によってグリア細胞の増

殖がある程度抑制されれば、培養期間を通

じてのグリア細胞が混入している割合はそ

れほど大きくばらつかないのではないかと

考えられる。現段階では、定量的にどちら

が最良か判断できないため、引き続き条件
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検討を続けることが必要である。 

5. 培地交換量 

本研究では、最大で 28 日間の培養を行う

が、その間 3 日あるいは 4 日おきに培地交

換を行う。その際、ウェル中のすべての培

地を除去して新たに培地を添加すると、細

胞が乾燥してしまい結果に影響することが

予想された。そこで、培地交換の量を半量

あるいは全量の 2 条件について検討を行っ

た。その結果、0 AraC の半量交換が全量交

換に比べて顕著に高い平均発火頻度だった

が、0.5 AraC では半量交換と全量交換に大

きな差はなかった（図 5A）。活性化電極数

にも半量交換と全量交換で大きな差はなか

った（図 5B）。 

3 日あるいは 4 日おきに培地交換を行う

と、インキュベーター内の湿度が十分であ

っても各ウェルより培地が蒸発していく。

しかもウェルごとに蒸発量が異なるため培

地量を一定に保つことが困難だと考えられ

る。0.5 AraC の場合、半量交換と全量交換

で大差なかったことから全量交換によって

毎回ウェル中の培地を一定量に保つことが

最適だと考えられる。 

6. 急性投与の投与操作の検討 

上述したように、化学物質の急性投与実

験を行うタイミングとしては、培養開始 16

日目付近が最適だと考えられる。急性投与

実験では、化学物質の投与前後でのパラメ

ーターの比較を行うことから、化学物質に

よる作用のみを抽出する必要があり、溶媒

や投与操作によるパラメーター変動は避け

たい。そこで、溶媒に最も多く用いられる

培地と DMSO に関して、投与操作の検討を

行った。DMSO の最終濃度を 0.1%に抑えた

いため、500 μl の培地に対して 5% DMSO

を 10 μl 投与した。 

10 μl の培地および DMSO を 1 ショット

で投与した場合、培地では平均発火頻度の

大きな変化は観察されなかったものの、

DMSOの投与により平均発火頻度の値が大

きく変化し時にはまったくスパイクが観察

されない時間帯もあった（図 6）。これは高

濃度の DMSO が神経細胞に対して直接作

用したためだと考えられる。次に高濃度の

DMSOが細胞に直接作用することを避ける

ため、以下の 4 つの投与方法を検討した。

①10 μl の 5% DMSOを 1ショットではなく、

ゆっくりと時間をかけてウェル中に投与、

②96ウェルプレートに配置した 10 μlの 5% 

DMSOに細胞を培養している実際のマエス

トロプレートのウェルから培地を 50 μl 抜

いて混合し、元のウェルに戻す方法、③②

における培地量を 100 μl にした方法、④②

における培地量を 200 μl にした方法。①は

1 ショットで投与した場合と同じように、

平均発火頻度が大きく変動した（図 7A）。

②では添加直後に平均発火頻度がゼロとな

る時間帯も観察された（図 7B）。③④はウ

ェルに投与する DMSO の濃度が大幅に薄

くなっていることから、投与による影響は

ほぼ消失した（図 7B-D）。以上より 100 μl

以上の培地と 5% DMSO を混合し、ウェル

に投与することが最適だと考えられる。 

7. その他 

上記の条件検討を行うにあたり非常に役

立ったのが、米国環境保護庁（EPA）の

Timothy J Shafer教授との共同研究体制であ

る。EPA を訪問し、実際に作業を行ってい

る実験補助の方を交えて直接話をすること

で技術的な問題が解決できるとともに、プ

ロトコルの最適化を加速することができた。

特に、プレートのコーティングおよび細胞

播種について、コーティング剤である

Laminin を培地に混合しそこに細胞を懸濁

させて播種することで、コーティング時間

の短縮と電極上への確実な細胞播種を実現

することができ、再現性が飛躍的に向上し

た。また、HESI（Health and Environmental 

Sciences Institute）の NeuTox サブチームに

も参加し、プレバリデーションに関する議

論を進めている。 

 

D. 考察 

本研究では、神経ネットワーク形成過程

およびネットワーク形成後の化学物質の毒

性評価系の開発を目指し、プレートのコー

ティング方法、播種細胞密度、AraC の添加、

培地交換の量について検証を行った。その

結果、最適だと考えられる条件が選択でき、

より高い再現性が得られた。今後、化学物

質の毒性評価に望む予定である。また、化

学物質の投与方法についても溶媒である

DMSO を用いて検証した。DMSO を 10 倍

に薄めて投与する方法は測定パラメーター

へ影響を与えないことから、今後の化学物

質を評価する際の投与方法については、上

記方法を採用することとした。今年度開発

した評価法をもとに、性・陰性対照物質の

発達神経毒性に対する影響を効率よく評価
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する予定である。 

 

E. 結論 

海馬ニューロンを用いて神経ネットワー

ク形成過程およびネットワーク形成後の化

学物質の毒性評価系の開発を行い、再現性

が高く最適な評価系を構築した。また、対

照物質の投与方法についても適切な方法を

見出した。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

[1] Yamada S., Kubo Y., Yamazaki D., Sekino 

Y. and Kanda Y. “Chlorpyrifos inhibits 

neural induction via Mfn1-mediated 

mitochondrial dysfunction in human 

induced pluripotent stem cells.” Sci. Rep. 

(2017) 7:40925 

 

2. 学会発表 

[1] Yasunari Kanda, Shigeru Yamada, Naoya 

Hirata, Daiju Yamazaki, and Yuko Sekino. 

Role of mitochondrial dynamics in neural 

toxicity assessment in human iPS cells. 5th 

Annual Meeting of the American Society 

for Cellular and Computational 

Toxicology. US EPA Building Research 

Triangle Park, NC. 2016.9.29-30 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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図 1 神経細胞を用いた多点電極システムについて 

A. 各ウェルに 16個の電極が埋め込まれている 48ウェルプレートに対して凍結ラット胎仔海

馬神経細胞を 1 ウェルあたり 50,000 細胞を播種・培養し、 Axion 社製多点電極システムに設

置し、神経活動を記録する。神経活動（スパイク）がアクティビティマップとして疑似カラ

ー表示される。B. 1 電極ごとに電位シグナルが検出され、検出閾値よりも大きなシグナルは

ラスタープロットとして表示される。ラスタープロット 1 本 1 本はスパイクを表しており、

スパイクがまとまって発生した場合にはバーストと呼ばれる。C. 1 ウェル（16 電極）のラス

タープロット。同期したスパイクをネットワークスパイクと呼ぶ。白のラスタープロットは

単一のスパイク、赤のラスタープロットはバーストを表している。 

 

表 1 細胞融解時の生存率について 

回数 生細胞数 死細胞数 生存率（%） 総細胞数 

1 0.86 x 106 0.66 x 106 56.6 1.52 x 106 

2 0.73 x 106 0.85 x 106 46.2 1.58 x 106 

3 0.9 x 106 0.7 x 106 56.3 1.60 x 106 

4 1.05 x 106 0.9 x 106 53.8 1.95 x 106 

5 2.2 x 106 2.2 x 106 50.0 4.4 x 106 

6 1.9 x 106 2.1 x 106 47.5 4.0 x 106 

7 0.78 x 106 0.69 x 106 53.1 1.47 x 106 

8 1.56 x 106 0.78 x106 66.7 2.34 x106 

9 0.53 x 106 0.68 x 106 43.4 1.21 x 106 

10 0.81 x 106 0.54 x 106 60.0 1.35 x 106 

11 1.8 x 106 1.35 x106 57.1 3.15 x 106 

12 1.13 x 106 0.95 x 106 54.3 2.08 x 106 

13 0.81 x 106 0.66 x 106 55.1 1.47 x106 

14 0.98 x 106 0.68 x 106 59.1 1.65 x106 

15 0.80 x 106 0.72 x 106 52.3 1.52 x106 

平均   54.1  
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図 2 コーティング後の保存期間の検討 

マエストロプレートに対して 0.1% PEI コーティングを行った後、1 日（1 day）あるいは 3 週

間（3 weeks）後に細胞を播種し、28 日後まで計測を行った。AraC を適用しない場合（上段）

には、3 weeks に比べて 1 day の方が平均発火頻度は高値であった。一方で、0.5 μM AraC の

適用（下段）では、1 day および 3 weeks に大きな差はなかったものの、コーティングから時

間が経過すると、若干低い平均発火頻度で推移する傾向があった。 
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図 3 播種細胞密度の検討 

播種細胞密度について 6,000、12,500、25,000、50,000 細胞/10 μl で検討を行った。0 μM AraC

（左）および 0.5 μM AraC（右）を適用した際の平均発火頻度（A）および活性化電極数（B）

について 28 日まで計測した。6,000 細胞/10 μl および 12,500 細胞/10 μl では、培養期間が 9 日

を過ぎたところで平均発火頻度が上昇せず、28 日目まで低値であった。活性化電極数も 12,500

細胞/10 μl や 25,000 細胞/10 μl ではほとんどの電極が活性化しなかった。25,000 細胞/10 μl で

は、50,000 細胞/10 μl に比べてわずかに遅れて平均発火頻度が上昇したものの、すべての電極

が活性化しなかったことから全電極を覆うことができないものと考えられる。 
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図 4 AraC 濃度の検討 

Day 5 から Day 7 の 3 日間に培地に AraC を加えるかどうかの検討を行った。0 μM AraC（左）

および 0.5 μM AraC（右）を適用した際の平均発火頻度（A）および活性化電極数（B）につ

いて 28 日まで計測した。それぞれ同一ロット、同一条件にて 3 回行った結果を示した。AraC

の添加、非添加のいずれにおいても平均発火頻度は Day 7 あるいは Day 9 から上昇し、一部

を除いて Day 21 あたりから下降を始めた。活性化電極数については、いずれも Day 12 では

最大値まで到達し、Day 19 まではそれを維持した。 
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図 5 培地交換量の検討 

3 日あるいは 4 日おきに実施している培地交換に関して、交換する培地の量を全量（緑）あ

るいは半量（黄色）か検討を行った。0 μM AraC（左）および 0.5 μM AraC（右）を適用した

際の平均発火頻度（A）および活性化電極数（B）について 28 日まで計測した。平均発火頻

度については、0 μM AraC の半量交換を除いて他の 3 条件はほぼ同じような値で変化した。

活性化電極数についても 0 μM AraC の半量交換のみ最大値に到達しなかった。半量交換の条

件では、培養期間後半の Day 23 あたりから活性化電極数の下降が目立った。 
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図 6 投与方法に関する検討 1 

化学物質の投与方法に関する検討。およそ 30 分間の測定後に 10 μl の medium（上段）および

5% DMSO（下段）を 1 ショットでウェル中に投与し、その後 60 分間平均発火頻度を記録し

た。1 分間ごとの総平均発火頻度をプロットした。緑色の点線がそれぞれ投与したタイミン

グである。Medium を投与した細胞は培養 26 日目、DMSO を投与した細胞は培養 16 日目で

ある。Medium の投与では、平均発火頻度に大きな乱れは観察されなかったが、5% DMSO の

投与によって急激な平均発火頻度の下降が観察され、その後 30 分間元の値に戻らなかった。 
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図 7 投与方法に関する検討 2 

化学物質の投与方法に関する検討。およそ 30 分間の測定後に 5% DMSO をウェルにゆっくり

と添加（A）、96 ウェルプレートに分注した 10 μl の 5% DMSO に記録するウェルから 50 μl

の培地を抜いて混合しその混合液を記録するウェルに添加（B）、96 ウェルプレートに分注し

た 10 μlの 5% DMSOに記録するウェルから 100 μlの培地を抜いて混合しその混合液を記録す

るウェルに添加（C）および 96 ウェルプレートに分注した 10 μl の 5% DMSO に記録するウェ

ルから 200 μl の培地を抜いて混合しその混合液を記録するウェルに添加（D）した。添加の

後 60 分間平均発火頻度を記録した。1 分間ごとの総平均発火頻度をプロットした。緑色の点

線がそれぞれ投与したタイミングである。100 μl 以上の培地に 5% DMSO を混合した場合に

添加による影響が観察されなくなった。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

生後小脳の神経回路の機能的影響による評価法の開発 

研究分担者 豊橋技術科学大学 環境・生命工学系 

吉田 祥子 

研究協力者 国立医薬品食品衛生研究所 薬理部長 

関野 祐子 

要旨 

本年度は、化学物質に対して感受性の高いラット小脳皮質を用いて、化

学物質曝露による神経突起進展、神経回路形成への影響を検討し、最も適

切な定量化方法を決定することを目的として実施した。ヒト自閉症誘発が

報告されているバルプロ酸、およびクロルピリホスに加え，同様の薬理作

用機序が考えられる SAHA、MS-275、環境毒性物質の有機スズについて、

神経細胞レベルおよび小脳組織レベルでの変化を観察し、定量化を試みた。

さらにバルプロ酸について、投与時期と投与濃度を変化させその効果を検

討した。本年度は、化学物質投与による神経伸長変化の定量化、小脳虫部

第一裂の過剰な褶曲の定量化、行動観察の定量化を行った。その結果、遅

発性神経毒性が考えられる化学物質であるバルプロ酸、クロルピリホスが、

生後の神経回路発達の変化を小脳神経細胞の突起伸展と小脳構造の変化、

動物の行動変化を引き起こすことを定量的に示した。これにより投与量依

存性、投与時期依存性が明瞭になり、さらに遺伝子レベル、たんぱく質レ

ベルでの発達期神経毒性の定量化につなげることが期待される。 

A. 研究目的 

 ヒト自閉症誘発が報告されているバルプ

ロ酸（VPA）、VPA と同様にヒストン脱アセ

チル化酵素（HDAC）阻害剤であるスベロイ

ルアニリドヒドロキサム酸（SAHA）、MS-275、

ヒト自閉症誘発が報告されているクロルピ

リホス（CPF）、および環境毒性物質のトリ

ブチルスズ（TBT）投与による小脳発達への

影響を、免疫組織化学的手法による神経の形

態的変化、およびヘマトキシリン−エオシン

染色（HE 染色）による小脳虫部全体の構造

変化を観察した。さらに個体の行動に及ぼす

変化を確認するために、発達期個体の行動観

察を行った。 

B. 研究方法 

 近年自閉症の変異部位であることが報

告されている小脳を研究試料として用いた。

各化学物質を妊娠動物に投与し、出生動物の

小脳を摘出してその効果を観察した。妊娠

16 日のラットに、600 mg/kg の VPA（経口）、

50 mg/kg の SAHA（腹腔内）、4 mg/kg の

MS-275（経口）、10 mg/kg の CPF（経口）、

20 mg/kg の TBT（経口）をそれぞれ投与し

た。VPA については、妊娠 14 日、18 日にそ

れぞれ 600 mg/kgの投与することを試験した。

また，妊娠 16 日に 200 mg/kg、300 mg/kg、

400  mg/kg の VPA 投与を試験した。 

 各投与動物を生後２から３週で灌流固定

後、小脳虫部の矢状面スライスを調整し、抗

カルビンジン抗体による蛍光染色を行った。

さらにスライス全体を HE 染色し、皮質層の

変化を観察した。また各投与動物の任意に選

んだ 3 匹について、生後 4 日から 10 日にか

けて、温度維持した明環境下での 3 分間の自

由行動の観察を行った。 

 抗カルビンジン抗体染色によってプルキ

ンエ細胞の樹状突起長を測定し，化学物質投

与による神経伸長変化の定量化を行った。 

 小脳虫部スライスの第 V/VI 小葉間にある

primary fissure（第一裂）について、プルキン

エ層の長さと裂の深さの比を計算し、投与動
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物と対照動物を比較して化学物質投与の影

響の定量化を行った。 

 行動観察では，震えのような不随意運動の

出現率を計測し、定量化を行った。 

 

C. 研究結果 

 VPA投与動物、SAHA投与動物では,プルキ

ンエ細胞の樹状突起伸長が対照動物より早

く著しく、生後2週で1.6倍、生後3週でも1.3

倍の伸長を示した。この現象はCPF投与動物

でも観察されるが、MS-275投与動物、TBT

投与動物では観察されなかった（図1、図2）。 

 VPA投与動物では、小脳虫部第一裂に過剰

な褶曲ができることが観察された。これによ

り、プルキンエ層が長くなり，対照動物より

も1.2倍のプルキンエ層を持つに至った。こ

の変化はCPF投与動物でも観察され、1.05倍

のプルキンエ層を示した。一方MS-275、TBT

投与動物では観察されず、神経突起伸展異常

と同様の傾向を示した。妊娠14日にVPAを投

与した動物では1.25倍のプルキンエ層が観

察されたが、妊娠18日投与動物は対照動物と

差を示さなかった。この変化はVPAの投与量

に正の相関を示した（図3、図4）。 

 行動観察の結果、VPA投与動物では,P4で

多くの不随意運動を確認したが、成長するに

つれて減少する傾向にあった。SAHA投与動

物では,対照動物やVPA投与動物と比較して

多くの不随意運動を確認し、且つP4～P8にか

け増加する傾向が見られた。MS-275投与動

物では対照動物より若干の不随意運動の増

加が確認されたが,著しい変化は確認できな

かった。TBT投与動物では,対照動物と比較し

て多くの不随意運動を確認することができ

た。また, P4～P7にかけて不随意運動が増加

する傾向にあった（図5）。 

 

D. 考察 

今回提案した小脳変化の定量法によって、

自閉症誘発が疑われる化学物質の神経毒性

の定量化の可能性を示した。小脳の広い範囲

に及ぶ変異は、SHH 遺伝子の発現変異や発

生制御たんぱく質、神経栄養因子などの発現

変異を示唆しているものと考えられる。動物

を用いた試験法から得られた神経回路レベ

ル、行動レベルでの変化を細胞レベルの変化

につなげて行くことが必要であると考えら

れる。 

 

 

E. 結論 

本研究において、遅発性神経毒性が考えら

れる化学物質であるバルプロ酸、クロルピリ

ホスを胎生期の動物に投与し、生後の神経回

路発達の変化を小脳神経細胞の突起伸展と

小脳構造の変化、動物の行動変化から定量化

して示した。定量化により投与量依存性、投

与時期依存性が明瞭になり、さらに遺伝子レ

ベル、たんぱく質レベルでの発達期神経毒性

の定量化につなげることが期待される。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

[1] Mabuchi H., Ong HY., Watanabe K., 

Yoshida S. and Hozumi N. “Visualization of 

Spatially Distributed Bioactive Molecules 

Using Enzyme-Linked Photo Assay.” IEEJ 

Transactions on Fundamentals and 

Materials, (2016) Vol.136, No.2, pp.99-104 

 

2. 学会発表 

[1] 冨田達朗、岩本早起、笛田由紀子、上野

晋、関野祐子、Roman Maev、穂積直裕、

吉田祥子、Alteration of cerebellar lobules 

in Valproate-induced autistic model rat、第

39 回日本神経科学大会、2016 横浜 

[2] 西川ちひろ、高橋信人、冨田達朗、重本

−最上由香里、佐藤薫、関野祐子、馬渕

光、穂積直裕、吉田祥子、 Interaction 

between neurosphere and cultured glial cell、

第 39 回日本神経科学大会、2016 横浜 

[3] 三上哲理、渡邊一徳、笛田由紀子、上野

晋、関野祐子、穂積直裕、吉田祥子、Fast 

glutamate release detection in normal and 

valproate- administrated rat cerebellum、第

39 回日本神経科学大会、2016 横浜 

[4] 高橋信人 , 馬渕光 , 重本−最上由香里 , 

佐藤薫, 関野祐子, 穂積直裕, 吉田祥子, 

 Visualization of neurotransmitter release 

in the developing neuroshere cells using the 

enzyme-linked photo-assay、第 39 回日本

神経科学大会,  2016 横浜 

[5] 中嶋さりい、冨田達朗、笛田由紀子、上

野晋、関野祐子、吉田祥子、Alteration of 

neuronal development by Autism-induce 

drugs and recovery effects with bumetanide 

in developing rat cerebellum、第 39 回日本

神経科学大会、2016 横浜 

[6] Hikaru Mabuchi, Nobuto Takahashi, Kaoru 

Sato, Yuko Sekino, Naohiro Hozumi and 
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Sachiko Yoshida.  Visualization of 

neurotransmitter released from cultured 

granule cells and the neuroshere cells using 

enzyme-linked photo-assay combined with 

ICA. 46th Neuroscience meeting, 2016 San 

Diego 

[7] Sari Nakajima, Tatsuro Tomida, Koichiro 

Ikai, Yukiko Fueta, Susumu Ueno, Naohiro 

Hozumi, Yuko Sekino and Sachiko Yoshida. 

Alteration of Purkinje cells by 

autism-inducing drugs, and recovery effects 

with bumetanide or oxytocin administration 

in developing rat cerebellum. 46th 

Neuroscience meeting, 2016 San Diego 

[8] 佐藤誠太、中嶋さりい、笛田由紀子、上

野晋、関野祐子、吉田祥子、抗てんかん

薬バルプロ酸の曝露期・曝露濃度による

発達期神経毒性の変化、第 47 回中部化

学関係学協会連合会秋季大会、2016 豊

橋 

 

G. 知的財産の出願・登録状況 

1. 特許出願 

吉田祥子，穂積直裕，氏家雅彦，光学観察

装置，特願 2016-221213 

2. 実用新案登録 

なし。 

3. その他 

 なし。 
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(Bar = 100μm) 

(a) WT P12                        (b) P13 VPA                   (c) P14 SAHA 

 

 

 

 

 

 

 

 

(d) P14 MS-275                     (e) P14 TBT                   (d) P12 CPF 

 

 

図 1 各種物質投与動物の小脳プルキンエ細胞。抗 Calbindin D-28k 抗体染色。 

WT:対照動物、VPA:バルプロ酸投与動物、SAHA: スベロイルアニリドヒドロキサム酸投与動

物、MS-275:MS-275 投与動物、TBT:トリブチルスズ投与動物、CPF:クロルピリフォス投与動

物のそれぞれ小脳。 

VPA 投与動物、および SAHA 投与動物では、細胞体が一列に並ばず，樹状突起の乱れが観察

された。 

Cal 

ML        PL 

Cal Cal 

Cal Cal Cal 
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図 2 各種物質投与動物の生後 21 日における小脳プルキンエ細胞樹状突起の長さ 

WT:対照動物、VPA:バルプロ酸投与動物、Bu-1、Bu-2、Bu-3、OT:VPA 投与動物にブメタニド

(Bu)またはオキシトシン(OT)を追加投与した動物 

 

生後 21 日では、バルプロ酸投与動物に著しい樹状突起伸長が観察された。これらの伸長は、

ブメタニド，またはオキシトシンの追加投与で改善された。 
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生後 16 日 対照動物小脳 

 

 VPA 200 ㎎/kg 投与動物小脳 (P15)  

 

 VPA 400 ㎎/kg 投与動物小脳 (P16) 

 

 VPA 600 ㎎/kg 投与動物小脳 (P16)  

 

図 3 各条件で VPA を投与した動物の小脳虫部の褶曲構造の変化 
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(a) 

 
 

(b) 

 
 
 

図 4 VPA の投与濃度(a)、投与時期(b)による小脳虫部の褶曲度の変化 

－　38　－



 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 

図 5 VPA,CPF,TBT,MS-275 投与動物の生後１０日程度の不随意運動の発生頻度 

(a)VPA は対照動物よりも早く不随意運動の低下が見られる。 

(b)TBT や MS-275 ではむしろ遅くなる。 

(c)運動の頻度変化をしめす。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

幼若期海馬の神経回路機能による評価法の開発 

研究分担者     産業医科大学 産業生態科学研究所 教授 

上野 晋 

研究協力者     産業医科大学 産業保健学部 講師  

笛田由紀子 

研究協力者     豊橋技術科学大学 環境・生命工学系 講師  

吉田祥子 

 

要旨 

本研究班が提案してきた遅発性神経毒性試験手法の妥当性を調べる目的

で、産業化学物質 1-ブロモプロパン（1BP）を対象として検討した。1BP で

は生殖毒性や神経毒性などが報告されているが、発達神経毒性は不明であり、

ヒトにおける事例も報告されていない。そこで妊娠ラットに対して 1BP の吸

入曝露を行い、産まれた仔ラットの授乳期である 2 週齢、離乳後である 5 週

齢、性成熟後の 8 週齢および 13 週齢にわたって、海馬の神経回路機能を検

討した。その結果、1BP 胎生期曝露により 2 週齢で神経回路機能の興奮性が

亢進することが認められた。このことから、バルプロ酸の胎生期曝露と同様

に、1BP 胎生期曝露も神経発達期において神経回路興奮性の亢進をもたらす

ことが判明した。一方、8 週齢および 13 週令において、海馬神経回路におけ

る抑制系回路の指標となるフィードバック抑制が減弱することが認められ、

性成熟後では抑制系回路機能の減弱によって神経回路興奮性が変化する可

能性が示唆された。以上の結果から 1BP は遅延性発達神経毒性を有する可能

性が示唆され、産業化学物質についても生後早期の海馬神経回路機能の評価

が発達神経毒性の評価指標として有用となる可能性が確認された。 

 

 

A．研究目的 

我々はこれまでに胎生期・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し、

作用の異なる神経毒性物質（自閉症モデル動

物作製に用いられるバルプロ酸、内分泌かく

乱作用を示す有機スズ化合物、有機リン系農

薬の一つであるクロルピリホス）を用いて、

海馬神経回路機能の変化の有無を指標とし

た発達期の神経毒性評価を行ってきた。この

知見をもとに、本申請課題の初年度、当分担

研究班では発達神経毒性が不明な産業化学

物質 1-ブロモプロパン（1BP）を用い、妊娠

ラットに吸入曝露して産まれた仔ラットの

脳スライス標本を採取し、授乳期、離乳後、

性成熟後の神経回路異常の有無について電

気生理学的手法による検証を行った。 

 

 

 

B．研究方法 

1．1BP の吸入曝露（研究協力者 笛田由紀

子） 

Wistar 系妊娠ラット（株式会社九動より購

入）に対して、曝露チャンバー内で 1BP を

濃度 200、400、700 ppm で 1 日 6 時間、妊娠

1～20 日目まで 20 日間の反復吸入曝露を行

った。対照群には同様のチャンバーで新鮮空

気を供与した。 

2．体重測定（研究協力者 笛田由紀子） 

仔ラットの体重は毒性を評価する最も簡

便な指標となる。よって、授乳期である生後

2、7、14、18 日にわたって体重を測定した。 

3．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） 

生後 2、5、8、13 週齢の雄性仔ラットをエ

ーテルで深麻酔下断頭したのち海馬スライ

ス標本を作製した。母ラットへの吸入曝露お
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よび仔ラット出生後にスライスを作製する

時期は、バルプロ酸胎生期曝露モデルを作製

した時の実験プロトコルに順じた（図 1）。

バルプロ酸胎生期曝露モデルでは、神経回路

機能に変化が認められたのが開眼前であっ

たことから、今回の 1BP 胎生期曝露モデル

では、あらかじめ予備実験で開眼時期を検討

しており、その結果開眼時期に対する 1BP

胎生期曝露の影響は認められなかった（平均

開眼日、対照群：生後 15.6 日；700 ppm：15.7

日）。そこで、2 週齢のラットについては生

後 13、14 日齢を開眼前期、生後 15 日齢を開

眼期とする 3 種類の日齢に分けて解析した。 

4．刺激応答性とフィードバック抑制の電気

生理学的評価法（研究協力者 笛田由紀子） 

バルプロ酸胎生期曝露モデルでの検討と

同様に、刺激電極と記録電極を海馬スライス

に設置した後（図 2）、CA1 領野の錐体細胞

層からは集合スパイク電位を、シナプス層か

ら集合興奮性シナプス後電位を記録して神

経回路興奮性および興奮性シナプス強度を

評価した（図 3）。 

評価法は、まず単一の電気刺激を与えたと

きの神経細胞の応答性の発達に伴う変化を、

対照群、200 ppm 群、400 ppm 群および 700 

ppm 群に分けて解析した。 

フィードバック抑制は 2 連続刺激で誘発

される電位を用いて評価した。すなわちフィ

ードバック抑制が形成されていれば、2 回目

の応答は 1 回目の応答よりも小さくなる。つ

まり、2 回目の応答の大きさを 1 回目の応答

の大きさで除した比（ペアパルス比）が 1 よ

りも小さい値となる。この解析手法により、

ペアパルス比が 1 よりも小さい場合では、抑

制系の強さを簡便にかつ定量的に評価でき

る。 

さらに離乳後の仔ラットを用いて、成長に

伴う 1BP 胎生期曝露による影響の出現につ

いても検討することとしたが、この検討には

対照群と 700 ppm 群での比較を行った。 

 

（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

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 

これまで検討してきたバルプロ酸の胎生

期曝露による神経発達への影響と類似して、

1BP の胎生期曝露でも、神経回路の刺激応答

性の亢進（図 4）と興奮性シナプス強度の増

強（図 5）が開眼前期である生後 14 日齢で

認められた。 

授乳期のラットの体重増加については、出

産時は対照群と 700 ppm 群で有意差が認め

られないものの、生後 18 日齢までの評価に

よって 1割程度の体重増加抑制が 700 ppm群

で見られた（図 6）。 

離乳後 5 週齢の単一刺激への神経細胞の

応答については、対照群と 700 ppm 群に有意

差は認められず（図 7）、性成熟後の 8、13

週齢においても 1BP 胎生期曝露の影響は認

められなかった。 

しかしながら、2 連続刺激による誘発電位

の変化については、性成熟後でも 1BP 胎生

期曝露の影響が認められた（図 8）。対照群

では、授乳期ではペアパルス比が約 2.0 とな

る、いわゆる促通効果が認められたが、離乳

後（5 週齢以降）にはペアパルス比は著しく

小さい値となりフィードバック抑制が形成

されていることが認められた。一方、700 ppm

群ではすでに授乳期において、軽度ではある

もののフィードバック抑制（ペアパルス比

<1.0）が認められた。5 週齢では対照群と同

程度のペアパルス比を示したが、8週齢以降、

すなわち性成熟後のペアパルス比は対照群

と比較して有意に大きく、フィードバック抑

制が減弱していることが判明した。 

 

D．考察 

産業化学物質 1BP の胎生期曝露ラットに

おいて、バルプロ酸の胎生期曝露ラットで見

出した現象と類似した、生後 2 週齢、特に開

眼前期での海馬神経回路興奮性の亢進が認

められた。このことから、1BP も発達神経毒

性を有する化学物質である可能性が示唆さ

れる。しかしながら 1BP の胎生期曝露ラッ

トが離乳後あるいは性成熟後にバルプロ酸

胎生期曝露ラット、すなわち自閉症モデルラ

ットと類似した社会行動異常を示すかは今

後の検討課題として、本研究では電気生理学

的手法による神経回路興奮性のみを指標と

して性成熟後まで検討した。その結果、700 

ppm 群では、対照群に比べてフィードバッ

ク抑制が有意に減弱することが判明した。フ

ィードバック抑制の減弱は神経回路興奮性
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の変化を示す素因となり得ることがヒトや

てんかんモデル動物において示されている。

本研究は動物実験ではあるが、妊娠ラットに

吸入曝露させた 1BP が、成長後の仔ラット

脳の神経回路興奮性に影響を及ぼすという

発達神経毒性を有する可能性を示唆するも

のである。さらにこの 1BP がもたらす遅発

性神経毒性が、本研究で用いた我々の発達神

経毒性評価法により、授乳期に予測できる可

能性が示唆された。 

1BP については日本産業衛生学会許容濃

度等委員会より許容濃度（0.5ppm）がすでに

勧告されているものの、その提案理由の中に

発達神経毒性はもとより発達毒性も考慮さ

れていない。一方、米国産業衛生専門家会議

（ACGIH）が設定した許容濃度（0.1ppm）

には、ヒトの事例は認められないものの動物

実験データに基づく発達毒性は考慮されて

いるが、発達神経毒性については検討されて

いない。また母性保護のために、生殖機能な

どに有害な化学物質が発散する場所での女

性労働者の就業を禁止する「女性労働基準規

則（女性則）」において、現在対象となって

いるのはわずか 25 物質に留まっている。日

本の労働現場で取り扱われている化学物質

は約 60,000 種類あり、毎年約 1,200 物質は新

規に届出がなされている。発達毒性あるいは

発達神経毒性を有する化学物質は女性則の

対象物質になり得ると考えられるが、これら

毒性の情報あるいは評価が十分行われてい

るとは言い難い。産業化学物質の発達神経毒

性評価にも本研究で用いた評価手法が応用

できれば、個々の化学物質の許容濃度の提案、

あるいは女性則の対象物質として提案に向

けた評価などに対して、有益な情報を提供で

きることが期待される。 

今回の曝露条件については、1BP の産業現

場における曝露様式を想定して吸入曝露と

いう経路を選択し、また曝露濃度および曝露

期間については、先行研究（論文発表［1］）

の中で作製した 1BP 胎生期曝露ラットにお

ける濃度を最高濃度としてさらに濃度を低

く設定した。また妊娠した女性の就業を模し

て曝露期間は 20 日間を選択した。バルプロ

酸や有機スズ化合物の評価を行った時のよ

うに妊娠後期における単回曝露という様式

でも産業化学物質が評価できるかどうかは

今後の検討課題である。 

また、授乳期の神経回路興奮性の亢進には

抑制性神経伝達物質 GABA のトランスポー

ターの分布が関連している可能性を研究協

力者の笛田と吉田が見出しており、現在その

詳細について検討中である。 

 

E. 結論 

発達神経毒性の詳細が不明であった産業

化学物質である 1BPについて検討した結果、

胎生期曝露によって神経回路興奮性の亢進

をもたらすことから、1BP が発達神経毒性を

有する可能性が示唆された。 
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図 1 海馬スライスを用いた電気生理学的手法による発達神経毒性評価のためのプロトコル 

ラットの妊娠期 1-20 日の 20 日間、産業化学物質 1BP を吸入曝露した。開眼前の生後 13、14

日および開眼が始まる生後 15 日の 3 日間に、連続して海馬スライス標本を作製して発達神経

毒性の評価を行った。  
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実体顕微鏡下に観察される海馬スライスと
2本の記録電極と刺激電極（緑）

500 m

図 2 発達神経毒性評価法のための海馬スライスを用いた電気生理学的手法 

上図：海馬スライスにおける双極性電気刺激電極の位置と 2 つの記録用ガラス微小電極を示

す。下図：実体顕微鏡下に撮影した生の海馬スライスと、刺激電極（左）および記録用ガラ

ス微小電極（左）の配置。 
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図 3 発達神経毒性評価の指標とする集合スパイク電位(PS)の振幅～回路興奮性を反映～と

集合興奮性シナプス後電位の傾き(fEPSP slope)～興奮性シナプス強度を反映～の計測方法 

 

 

 

 

 

 

 

－　46　－



 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

0 200 400 600

P
S

 a
m

p
it
u

d
e

 (
m

V
)

Stimulation intensity (A)

PND13

PND14

PND15

control

0 

1 

2 

3 

4 

5 

0 200 400 600

P
S

 a
m

p
li
tu

d
e

 (
m

V
)

Stimulation intensity (A)

PND13

PND14

PND15

200 ppm

0 

1 

2 

3 

4 

5 

0 200 400 600

P
S

 a
m

p
li
tu

d
e

 (
m

V
)

Stimulation intensity (A)

PND 13

PND 14

PND15

400 ppm

0 

1 

2 

3 

4 

5 

0 200 400 600

P
S

 a
m

p
li
tu

d
e

 (
m

V
/m

s
)

Stimulation intensity (A)

PND 13

PND 14

PND15

700 ppm

 

図 4 妊娠 1 日目から 20 日目まで 1BP を吸入曝露した母ラットから生まれた仔ラットの海

馬 CA1 領野における電気刺激に対する集合スパイク電位の大きさ 

吸入曝露濃度は、0（対照群）、200、400、700 ppm とした。刺激電極は CA1 領野への入力シ

ナプスのある放線状層に置き、記録用微小電極は錐体細胞層に置いた。電気刺激の強度は 10、

200、400、600 μA に設定した。曝露濃度 400 ppm 群および 700 ppm 群で、開眼前の PND14

において刺激応答性の亢進が認められた。データは平均値±SEM で表している。 
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図 5 妊娠 1 日目から 20 日目まで 1BP を吸入曝露した母ラットから生まれた仔ラットの海

馬 CA1 領野における電気刺激に対する興奮性シナプス強度の変化 

図 4 において、対照群と比べて集合スパイク電位の振幅が亢進していた、400、700 ppm 曝露

群について解析した。400 ppm 群と 700 ppm 群において、集合スパイク電位の亢進と同様に、

開眼前の PND14 において興奮性シナプス強度の増強が認められた。*p<0.05, repeated measure 

ANOVA 

刺激電極と記録用微小電極は CA1 領野への入力シナプスのある放線状層においた。データは

平均値±SEM で表している。 
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図 6 妊娠期に 20 日間 1BP を吸入曝露した母ラットから生まれた仔ラットの授乳期の体重

変化 

対照群と比較して、700 ppm 群では生後 2 日目では有意差が認められなかったものの、生後 7

日から 18 日までの計測において体重増加の有意な抑制が認められた。データは平均値±SD

で表している。**p<0.01, Student’s t-test 
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図 7 妊娠期に 1BP を吸入曝露した母ラットから生まれた雄性仔ラットの 5 週齢における海

馬 CA1 領野の刺激応答性 

集合スパイク電位の振幅、集合興奮性シナプス後電位の傾きのいずれにおいても、対照群と

700 ppm 群との間に有意差は認められなかった。(PS amplitude: p=0.52; fEPSP slope: p=0.22, 

repeated measure ANOVA) 
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図 8 妊娠期に 1BP を吸入曝露した母ラットから生まれた雄性仔ラットにおける海馬 CA1

領野のペアパルス比の成長に伴う変化 

対照群において、2 週齢では促通効果（ペアパルス比＞1.0）が認められたが、5，8，13 週齢

でのペアパルス比は 0.2 以下となり、著明なフィードバック抑制の形成が示唆された。これ

に対して、1BP 胎生期曝露群では、2 週齢でペアパルス比＜1.0 となり、軽度ではあるがフィ

ードバック抑制が形成されていることが判明した。さらに性成熟後の 8 週齢、13 週齢には対

照群と比べてペアパルス比が有意に増加しており、フィードバック抑制が減弱していること

が示唆された。破線はペアパルス比＝１.0 を示しており、これは 2 連続刺激に対する 2 つの

応答（誘発電位）が独立事象、すなわち 1 回目の刺激応答と 2 回目の刺激応答とが完全に独

立していることを意味する値である。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

既存の毒性データおよびヒトデータとの検証 

研究分担者   国立研究開発法人国立成育医療研究センター研究所 

周産期病態研究部・産婦人科学 部長 

秦 健一郎 

 

要旨 

近年、妊娠中の母親の摂取栄養の程度や栄養成分の偏りが、胎児のエピ

ゲノムに影響し、生後の発育や疾患の発症に寄与するという Developmental 

Origins of Health and Disease、DOHaD という概念が提唱されており、その

メカニズムについても明らかになりつつある。本研究では動物実験を中心

に DOHaD のメカニズムについて文献調査を行った。また、ヒトのエピゲ

ノムデータに関しても調査を開始した。 

 

A．研究目的 

出生前後の環境が数十年後の疾患発症に

関連していることが、疫学研究により明確に

示されている。この現象を司る分子機構の一

つとして、エピジェネティックな制御が示唆

されており、それを裏付けるデータも集積し

てきている。これらの知見を背景に DOHaD

（ Developmental Origins of Health and 

Disease）学説が提唱され、予防医学や先制医

療の観点からも注目されている。また、この

メカニズムを介して疾患発症を引き起こす

出生前後の環境要因についても、栄養環境だ

けではなく、様々な要因の関与が示唆されて

いる。本研究では、DOHaD のメカニズム解

明を目的に行われたこれまでの動物実験の

報告より、とくに化学物質の影響に着目した

報告を取りまとめることを目的とした。さら

に、ヒトを対象とした研究で報告されている、

児のエピゲノムに影響を及ぼす出生前後の

環境要因についてこれまで明らかになって

いるものを整理する目的で文献調査を行っ

た。 

 

B．研究方法 

DOHaD 学説をもとに、動物実験によりメ

カニズムの解析を行っている文献を調査し

た。同じく、同学説に基づきヒトのエピゲノ

ムデータを解析している文献についても調

査研究を行った。 

 

C．研究結果 

エピゲノムすなわちエピジェネティックな

情報とは、ゲノムを変化させずにはたらきを

決め、しかもゲノム（DNA の塩基配列）を

介さないにもかかわらず「遺伝」する情報の

ことである。エピゲノムを担う代表的な分子

的実体として、ヒストンのメチル化・アセチ

ル化や、DNA のシトシンのメチル化が挙げ

られる。哺乳類の初期発生時には特に、これ

らのエピゲノムがダイナミックに変化して

消去と再構築されることが知られている。具

体的には、受精直後に精子由来のメチル化は

速やかに消去され（能動的脱メチル化）、卵

子由来のメチル化はそれに遅れ、DNA 複製

依存的に維持されずに失われていく（受動的

脱メチル化）。親由来の DNA メチル化修飾

情報はこのように、大部分が一度消去され、

その後胚盤胞期まで低メチル化状態にある。

着床後、それぞれの細胞は複数の DNA メチ

ル化酵素によって、発生段階特異的かつ組織

特異的な DNA メチル化修飾を確立する。こ

のように、受精後から発生初期に観察される

エピゲノムの初期化と再構築の時期は、可塑

性に富んでいると考えられ、この時期の環境

負荷により DNA メチル化状態の違いが生じ

れば、その違いは長期にわたりそのまま残っ

ている可能性が考えられる。もともと DNA

メチル化は、細胞が分裂しても安定して娘細

胞に情報が維持される性質を有しており、そ

のような特徴もこの可能性を支持する点で

ある。したがって、DOHaD 学説はこの時期

のエピジェネティックな制御に注目してい

る。さらに、DOHaD 学説が注目する受精時，

胎児期、新生児乳幼児期の環境には、栄養環

－　52　－



境だけではなく、内分泌かく乱物質などの影

響や、喫煙や飲酒の影響、母体の精神状態に

起因する内分泌の乱れ、等も含まれる。 

（1）妊娠中の神経内分泌異常の胎児への影

響について 

妊婦の精神的ストレスが、胎児の内分泌系

にかかわる遺伝子のエピゲノム変化を誘導

する可能性は、検証数を重ねることで確実性

を増してきている。胎児の視床下部－下垂体

－副腎の神経内分泌系、いわゆる HPA axis

は、妊娠 22 週目より発達し 2 歳までの間は

可塑性があることが知られている。したがっ

て、妊娠中の母体のストレス経験が胎児の

HPA axis をプログラムし永久的にその機能

を変化させる可能性がある。Palma-Gudiel ら

による 7論文に基づく 977人の被験者のメタ

解析の結果は、妊娠中の不安状態やうつ傾向

が、児のグルココルチコイドレセプター

（GR）遺伝子プロモーター領域の DNA メチ

ル化レベルと有意に相関することを示して

いる。メタ解析で対象とした 7 論文のうち 3

論文は 136 名、25 名あるいは 74 名分の臍帯

血 DNA メチル化値を測定しており、残り 4

論文は、胎盤（482 名分）、生後 2 か月前後

の口腔粘膜（56 名分）、14 か月時前後の唾液

（181 名分）、14 歳前後の末梢血（23 名分）

を解析している（ Palma-Gudiel H et al. 

Epigenetics 2015）。この領域の DNA メチル化

が上昇していると、GR 遺伝子の発現抑制に

よるグルココルチコイド不応性、抵抗性、が

亢進するため、社会心理的ストレスに脆弱性

を示す可能性が示唆されている。 

（2）外因性内分泌かく乱物質の胎児、新生

児脳発達への影響について 

主にポリカーボネート樹脂、エポキシ樹脂

などの原料として使用され、広く環境中に存

在する合成エストロゲンのビスフェノール

A（BPA）を含み、外因性内分泌かく乱物質

である環境ホルモンなどの化学物質への暴

露が、自閉症など社会的障害に分類される神

経行動障害の発症に関与している可能性が

示唆されている。BPA はアメリカ人の 93%

の尿中で検出されており（Calafat et al. 

Environ. Health Perspect. 2008）、胎盤を通過す

ることより胎児血清や、母乳中にも検出され

る。ヒト血中レベルの BPA の妊娠期間中マ

ウスへの暴露は、出生直前（E18.5）の雌胎

仔マウスの脳内の DNA メチル化酵素 Dnmt1

とDnmt3a 量減少とグルタミン酸トランスポ

ー タ ー Slc1a1 発 現 を 上 昇 さ せ た

（Wolstenholme et al. PLoS One. 2011）。子宮

内のBPA暴露によって生後 28日目の雌仔マ

ウスの海馬 Bdnf の発現が上昇し、一方で雄

仔マウスが減少。この影響は雌雄ともに生後

60 日目まで確認され、雄マウスの発現低下

は Bdnf プロモータの高メチル化と連動して

いた。さらに、ヒトにおいても妊娠中の血中

の BPA 濃度が高かった母親から生まれた男

児の臍帯血 DNAで BDNFのメチル化が高く

なった（Kundakovic et al. Proc Natl Acad Sci 

U S A. 2014）。最近の報告では、人体に影響

はないといわれている濃度以下での動物実

験において、妊娠中の BPA 暴露が新生仔の

脳内の遺伝子発現を変化させている。影響に

性差が認められる結果は一致しており、新生

雌ラットでは、視床下部におけるエストロゲ

ンレセプターα、β の発現と、海馬と視床下

部のオキシトシンの発現が上昇していた。一

方新生雄ラットでは海馬のオキシトシンの

発現が減少していた（ Arambula et al. 

Endocrinology. 2016）。妊娠中の BPA 暴露の

影響は、孫世代の仔の行動異常にも認められ

た（Wolstenholme et al. Horm Behav. 2013）。 

（3）胎児期の外因性内分泌かく乱物質暴露

が成人期の生殖能に及ぼす影響について 

胎仔期・新生仔期の外因性内分泌かく乱物

質への暴露が精子のインプリント領域 DNA

メチル化異常を誘引し、その精子で受精した

胚は最終的に流産あるいは不妊・不育症の原

因となることが動物実験で報告されている

（Guerrero-Bosagna et al. Curr Opin Genet Dev. 

2014）。ゲノムインプリンティングは哺乳類

が進化する過程で獲得した機構と考えられ

ている。インプリンティング遺伝子とは、片

親のアレル特異的に発現する遺伝子を指し、

およそ数百個のインプリンティング遺伝子

が存在すると推測されている。片親アレル特

異的発現を制御する機構として、インプリン

ティング遺伝子の周辺領域には、片親のみで

メチル化されているゲノム領域、すなわち、

父親性あるいは母親性インプリント領域（イ

ンプリンティングの分子的実体であるイン

プリントを有する領域）が存在する。インプ

リント領域で認められる DNA メチル化は、

一般の遺伝子で認められる遺伝子の発現抑

制のみではなく発現誘導にも機能する。イン

プリンティング遺伝子は、片親のアレルのみ

から発現することで、発生段階において厳密

な発現量を保ちその機能が過剰に働くこと

を回避している。稀な先天奇形症候群である
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インプリンティング疾患は、インプリンティ

ング遺伝子にジェネティックな変異を持つ

か、インプリント領域にエピジェネティック

な変異を持つことを原因とする疾患であり、

胎児と胎盤の発生異常を特徴とすることが

知られている。これまでに、原因不明と診断

された習慣性流産を呈す父親の精子ゲノム

において H19 インプリント領域の有意な低

メチル化が報告されている。精子ゲノムの

H19 インプリント領域の低メチル化は不育

症、乏精子症、精子無力症の患者においても

認められている。 

インプリント領域の DNA メチル化は、ゲ

ノム全体のエピジェネティック情報の書き

換えが行われる初期胚発生時において、受精

直後のゲノム全体の脱メチル化から免れる

機構を持っており、母親性あるいは父親性そ

れぞれのインプリントメチル化情報が受精

後も胚組織に維持される。母親性・父親性イ

ンプリントメチル化情報はそれぞれ卵子精

子とも、生殖細胞の発生時期に確立される。

DNA メチル化修飾のない始原生殖細胞から、

雄性生殖細胞系列では胎児期にインプリン

ト領域を含めメチル化修飾がゲノムに入り、

出生前の精原細胞ではすでにゲノム全体が

高メチル化されている。一方、雌性生殖細胞

系列では、出生後の卵母細胞成長期にメチル

化修飾が入る。したがって、少なくとも精子

においては、胎児期のエピゲノム修飾獲得が

鍵となり、その修飾状態が生涯にわたり維持

され、妊孕能、胚発生・分化能に関与してい

る可能性が示唆される。父親自身の胎児期環

境が、この機構の確立に影響を及ぼし、次世

代に影響する可能性が示唆されている。 

新生仔期の BPA への暴露により、H19 イ

ンプリント領域の有意な低メチル化と遺伝

子発現異常が認められ、かつこのラットの精

子で受精した胚は着床後胚損失が生じた

（Doshi et al. Mol Biol Rep. 2013）。農業用の

防カビ剤の成分であるビンクロゾリンの胎

仔の生殖腺の性分化が行われる時期の妊娠

中雌ラットへの暴露は、胎仔の精子エピジェ

ネティック異常と精子形成細胞のアポトー

シスが 3 世代後まで遺残する（Anway et al. 

Science. 2005）。世代を超えたエピジェネティ

クス異常がいくつかのインプリント領域で

生じる一方、世代を超えるごとに徐々に正常

化する（Stouder et al. Reproduction. 2010）。ビ

ンクロゾリン暴露による精子エピジェネテ

ィックへの影響は、胎仔期の中でも始原生殖

細胞ゲノムの DNA メチル化が一度すべて消

去される時期での暴露が顕著（Skinner et al. 

PLoS ONE. 2013）であったことより、始原生

殖細胞における親由来の DNA メチル化情報

の消去が正常に行われることが生殖能力に

重要であることも示唆されている。 

（4）世代を超えて遺残する環境の影響 

環境の影響は、本人のみではなく、世代を超

えた影響がありうることと、その分子機構の

解明が、近年多数報告されている。つまりは、

ここまで述べてきた対象者の胎児期や新生

児・乳幼児期だけでなく、対象者の親が若い

頃の環境や、祖父母が経験した環境の影響に

も注目が集まっている。 

慢性的な高脂肪食下にあるオスのラットを

親とするメスは、適正な食餌を与えても糖代

謝異常と β 細胞機能不全が認められ、対照群

に比べ膵島で多くの遺伝子の発現量が異な

っており、プロモーターの DNA メチル化状

態が異なっている遺伝子も同定された(Ng  

et al. Nature 2010)。また、若い時にタンパク

質欠乏食を与えられたオスは、その後適正な

食餌を与えても、自身の仔の肝臓で代謝にか

かわる多くの遺伝子の発現が異常を呈し、脂

質代謝のマスターレギュレーターである

Ppara の DNA メチル化が異なっていた

（Carone et al. Cell 2010）。これらの報告が

2010 年に共に発表されて以来、父親の生活

環境が次世代に影響する現象とその分子機

構の解明に関する報告がこれまでに集積し

てきている。不適切な食事負荷により糖尿病

予備軍にあるマウスでは、精子の DNA メチ

ル化パターンが健常のそれと異なっており、

この異常メチル化パターンが世代を超えて

仔の膵島でも確認され、仔世代の代謝異常を

引き起こしていると報告された（Wei et al. 

Proc Natl Acad Sci U S A. 2014）。一方で、世

代を超えて食事の乱れの影響が伝わるメカ

ニズムは、DNA メチル化そのものの遺残で

はないという報告もある。解析対象となるマ

ウス（第 3 世代）の父（第 2 世代）が、父自

身の母親（すなわち解析対象から見ると祖母、

第 1 世代）の胎内にいる時期に栄養不良に曝

されると、その時期の父（第 2 世代）の生殖

細胞に DNA メチル化変化が起き、出生後も

精子メチル化パターンの変化が遺残し、その

影響が解析対象（すなわち、栄養不良だった

妊娠マウスから見ると孫、第 3 世代）の代謝

異常を引き起こしている可能性が示された

（Radford et al.  Science 2014）。この論文で
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は、父（第 2 世代）の異常精子メチル化パタ

ーンは、仔（第 3 世代）の脳と肝臓には伝わ

っておらず、直接の代謝異常の原因ではない

ことが示唆される。前述したように、胚の発

生初期には親由来のエピジェネティックな

情報は一旦消去されて再構築されるため、こ

れは理にかなっている。ところが、解析対象

マウスの体組織において異常な発現が認め

られる遺伝子は、解析対象（第 3 世代）から

見て祖母（第 1 世代）の栄養不良に伴い父（第

2 世代）の精子で観察される DNA メチル化

異常領域の近傍にある遺伝子であり、やはり

何らかの因果関係があることが強く示唆さ

れる。DNA メチル化以外の分子機構、例え

ばヒストン修飾の異常による伝達が候補に

挙げられるが、実際にヒストン修飾の乱れが

世代を超えて伝わる可能性も報告されてお

り（Siklenka et al. Science 2015）、あるいはオ

スの食環境の乱れが精子内の RNA 分子を介

した伝達をする可能性も示され（Sharma et al. 

Science 2016）、今後の研究発展が注目される。

現在のところ、これらの分子機構は動物モデ

ルにおける検証にとどまっているが、ヒトで

も同様の分子機構が存在する可能性は十分

に考えられる。 

（5）妊娠中の喫煙はヒト臍帯血の解毒や免

疫機能に関わる遺伝子（AHRR、MYO1G、

CYP1A1、CNTNAP2 など）のメチル化を変

化させ、この変化は 17 歳時点の血液中でも

継続した（Richmond et al. Hum Mol Genet. 

2015）。 

 

D．考察 

上記の調査研究により、以下のことが示唆

された。 

・胎仔期・新生仔期の環境要因の影響が出生

後も持続して認められる。 

・ヒトでも同様に、胎児期・新生児期はエピ

ゲノムがダイナミックに変化する時期であ

ると考えられ、環境の影響を受けやすい可能

性が十分に予見される。 

・発生段階の脳では、一過性の発現変化も結

果的に不可逆的な脳機能変化を引き起こし、

これは初期エピジェネティックな調節異常

が遺残するためである。 

・発生段階の脳において、外因性内分泌かく

乱物質暴露によるエピジェネティック異常

に伴う機能異常が生じる。 

・始原生殖細胞における親由来 DNA メチル

化情報の消去が正常に行われることが生殖

能力に重要である。 

・発生初期の子宮内における環境要因の影響

が、脳の発達においてエピジェネティックな

制御を介し生後遺残する可能性が示されて

いる。 

・親の生活環境が生殖細胞のエピゲノムを介

して、子に影響する可能性がある。 

・祖母の妊娠中の環境が、親が祖母の子宮内

で発生する段階で生殖細胞のエピゲノムを

変化させ、孫に影響する可能性がある。 

 

E. 結語 

調査研究により、胎児期あるいは新生児期

はエピゲノム確立に重要な時期であり、かつ、

可塑性の高い時期であるため、この時期のエ

ピゲノムは環境の影響を受けやすく、生じた

エピゲノム変化は生後長期に渡って継続し、

疾患リスクとなる可能性が示唆された。環境

因子は、生殖細胞のエピゲノムを介し、次世

代に変化を引き起こす現象も認められてお

り、生殖細胞のエピゲノム確立期、並びに成

熟生殖細胞のエピゲノムに変化を及ぼすよ

うな環境が、次世代で脳を含めた各臓器でど

のような影響を及ぼすのか解明する必要が

ある。 
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