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研究要旨 
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、平成 28 年度と平成 29 年度に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）を検討した。そして、1BP 胎生期曝露により授乳
期、すなわち神経回路発達期における回路機能の興奮性亢進現象が促進さ
れること、成長後にはその回路興奮性に対する抑制系機能が減弱すること
を報告した。特に授乳期の変化については、神経細胞の入出力特性がロジ
スティック解析により総合的に評価できる可能性を見出した。平成 30 年
度は、発達神経毒性の懸念があるバルプロ酸（VPA）とトリブチルスズ
（TBT）を用いて、胎生期曝露の評価についても同様の解析法を用いて、
VPA では回路興奮性の亢進現象が開眼前に出現することを定量的に評価
できた。一方、TBT では回路興奮性の亢進現象が抑制されることが判明し
たが、これは in vitro 評価系による結果と相関するものであった。また、ア
クリルアミド（ACR）曝露による発達神経毒性の出現を評価する実験系を
確立し、ACR の用量および投与時期と神経回路特性との関係性を解明す
ることに活用できることが期待される。 

 
 
A．研究目的 
我々はこれまでに胎生期・神経発達期の

化学物質曝露により、生後の遅発性神経毒
性を脳スライスにより評価する方法の開発
を目指し、作用の異なる神経毒性物質とし
て、バルプロ酸（VPA）、有機スズ化合物
（TBT）、有機リン系農薬クロルピリホス－
を用いて、海馬神経回路機能に対する影響
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、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）について平成 28 年
度と 29 年度に検討し、ロジスティック解析
を用いて神経細胞の入出力特性を総合的に
評価する手法が有効である可能性を示し
た。平成 30 年度は、VPA と TBT について
1BP 同様に、神経発達期における神経細胞
機能の総合的な評価を試みた。また、アク
リルアミド（ACR）については、母ラット
自身への毒性が出現する可能性があること
から、その影響を最小限に止めて胎生期曝
露による影響を評価するための投与実験系

を確立し、発達神経毒性評価に適した条件
を検討した。 

 
B．研究方法 

1．使用動物と化学物質の曝露 
本学飼養保管飼育室にて交配により得ら

れた Wistar 系妊娠ラット（13-19 週齢、初
産）を用いた。VPA は 300mg/kg を生食に
溶解し、妊娠 15 日目にイソフルラン吸入に
よる軽麻酔下に経口投与した。対照群には
生食のみを経口投与した。 

TBT は 20 mg/kg を 50%ポリエチレングリ
コール水溶液に溶解し、対照群には 50%ポ
リエチレングリコール水溶液を同様に経口
投与した。 

ACR では、母ラットへの投与によるスト
レスが少なく、かつ継続的な投与が必要で
あることから飲水投与を選択した。濃度
20、50、100、200 ppm の ACR 水溶液を妊
娠 6 日～19 日（胎生期曝露群）、あるい
は、妊娠 6 日～生後 21 日の離乳日（胎生授
乳期曝露群）まで自由飲水で投与し、飲水
量から投与量を計算した。対照群には通常
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の精製水を自由飲水させた。胎生期曝露群
と胎生授乳期曝露群の実験スケジュールを
図１に示している。 
 
2．電気生理学的評価 

VPA 胎生期曝露群と TBT 胎生期曝露群に
ついては、それぞれの対照群とともに生後
2 週齢前後の授乳期雄性仔ラットから海馬
スライス標本を作製した。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 領野の錐体細胞へのシナプス入力とそ
の錐体細胞からの出力を記録し（図 3）、海
馬神経細胞の入出力特性についてロジステ
ィック解析による定量的な評価を試みた
（図 4）。 

 
3．一般成長の観察：ACR 曝露実験 

ACR には生殖毒性があることが知られて
いる。そのため、母ラットに対する生殖毒
性が結果に影響を及ぼす可能性を考慮すべ
きであることから、ACR 曝露群については
産仔数、性比、一般成長の一つとして開眼
日の時期を検討した。 
 
4．体重、臓器重量の測定：ACR 曝露実験 

母ラットへの毒性評価として行動観察を
飼育中に行うとともに、定期的に体重測定
を行った。出産後は、仔ラットの体重測定
時に母ラットの体重測定も行った。 

離乳後の生後 21 日目（PND21）に後述の
行動試験を行い、その後に脳重量を測定し
た。生後体重の増加に対して影響が認めら
れた場合には、その投与濃度群の生後 23 日
目（PND23）において脳重量に加えて海馬
重量、および肝重量を測定した。 

 
5．Hindlimb landing foot-splay test 

本研究では神経行動学的評価として、
Seale らの方法に従って、生後 21 日目の仔
ラットを約 15cm 程度の高さから落下させ
た時の両後肢踵間を計測した（Seale et al, 
2012）。 

 
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
万全の配慮をした。 
 

C．研究結果 

VPA 胎生期曝露では発達に伴う神経回路
の刺激応答性亢進を促進させることが生後
2 週齢で認められた。一方、TBT 胎生期曝
露では刺激応答性の亢進現象が抑制される
ことを見出した。これらの現象を数値化す
るために、ロジスティック解析を用いた
（図 5、6、7、8）。1BP（平成 29 年度に報
告）、VPA および TBT 曝露実験で得られた
電気生理学的結果に対してロジスティック
解析を適用したところ、開眼前後の神経回
路発達期における海馬神経細胞への入出力
関係から、発達神経毒性の出現を評価でき
る可能性が示唆された。 

ACR の総投与量は ACR 濃度に依存して
増加したものの、各群の産仔数、性比、開
眼日には有意な差は認められなかった。
ACR 投与による母ラットの体重への影響で
あるが、100 ppm 以上の濃度で認められ
た。また仔ラットの成長に伴う体重増加は
濃度 50 ppm 以上の投与で抑制された（図
9）。さらに PND21 における脳重量は、曝露
濃度依存的に減少していた（図 10）。ま
た、濃度 50 ppm で胎生期曝露された
PND23 の仔ラットでは、雌雄両方ともに海
馬重量の増加が認められた（図 11）。一
方、肝重量には低下傾向が認められた（デ
ータ掲載せず）。 

Hindlimb landing foot-splay test について
は、雄性仔ラットでは、対照群と胎生授乳
期曝露群 50 ppm で踵間距離の有意な減少が
認められた（図 12）。一方、雌性仔ラット
でも減少傾向が認められたが有意な差には
至らなかった。 

 
D．考察 
平成 29 年度に、1BP 胎生期曝露によって

海馬神経回路興奮性が促進することを、ロ
ジスティック解析を用いて定量的に評価で
きることを報告した。濃度 400 ppm の 1BP
胎生期曝露の結果から、種差、個体差、
LOAEL の安全性係数を考慮すると、日本産
業衛生学会が勧告する許容濃度 0.5 ppm と
ほぼ同程度の濃度（0.4 ppm）が得られた。
許容濃度 0.5 ppm の勧告理由には発達神経
毒性は考慮されていないが、発達神経毒性
を考慮しても現行の許容濃度は妥当な数値
であると考えられる。 

この知見をもとに、VPA 胎生期曝露と
TBT 胎生期曝露についてもロジスティック
解析により評価を行った。前者について
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は、1BP 胎生期曝露ラットで見出した現象
と類似した海馬神経回路興奮性の促進が、
VPA300 mg 投与群の生後 14 日齢
（PND14）と生後 15 日齢（PND15）に認め
られた（図 6）。この神経回路興奮性の促進
作用は、E.slope50（ロジスティック解析に
おいて、出力＝集合スパイク電位の最大値
の 50％を誘導する時の入力＝興奮性シナプ
ス後電位の大きさ）の値も有意な差を伴っ
ていることから（図 7）、シナプス応答の出
力側のみならず、入力側にも影響を及ぼし
ている可能性が示唆された。 

一方、TBT は 1BP や VPA とは異なり、
回路興奮性の亢進現象がむしろ抑制される
ことが判明したが（図 8）、これは研究代表
者の諫田らによる in vitro 評価系で見出され
た TBT による神経新生抑制作用と相関する
と考えられる。また TBT は GABA 作動性
抑制系に直接作用するという培養細胞を用
いた報告もある（Yamada et al. Toxicol. Lett. 
2010）。本研究は ex vivo 実験で、妊娠 15 日
目に単回投与した TBT の影響を、投与後約
3 週間経過した生後 13 日齢から 18 日齢で
評価したものである。したがって TBT が示
す GABA 抑制系への直接作用とシナプス形
成期に出現した回路興奮性に対する作用と
の関連や、そのメカニズムについては今後
の検討課題である。 

ACR については、母ラットへの毒性影響
を考慮したうえで、発達毒性を示す濃度を
解析した。成獣動物では ACR 曝露により末
梢神経毒性が出現し、失調性歩行を呈する
ことが報告されている。哺乳時に母ラット
は一定の姿勢を保たなければならないた
め、末梢神経毒性とはいえ授乳への影響は
無視できないことが考えられる。ACR の発
達毒性の解釈については、母ラットの毒性
影響の有無に注意が必要である。その結
果、本実験条件において体重と脳重量を指
標とした場合、20 ppm が無毒性量
（NOAEL）、50 ppm が最小毒性量 
（LOAEL）となった。また 100 ppm 以上の
濃度では母ラットに体重低下という影響が
出現したことから（データ掲載せず）、発達
毒性は判明したが、発達神経毒性に関して
は、さらに他の指標を考慮することが必要
となった。そこで、今後の電気生理学的指
標評価で重要となる海馬についてもその重
量を PND23 で測定したところ、雄性仔ラッ
トで曝露濃度依存的に減少した PND21 での

脳重量は対照群と同程度までに回復してい
たにもかかわらず、海馬重量は有意に増加
していた。Ogawa らは ACR 曝露した仔ラッ
トの海馬では介在ニューロンの数が増加す
ること、歯状回顆粒細胞下帯でのアポトー
シスが減少することを報告している
（Ogawa et al. Arch Toxicol. 2011）。この現象
と本研究で認められた海馬重量の増加との
関連については検討する必要がある。ま
た、胎生期から授乳期まで ACR を連続曝露
した例は他の論文でも見受けられるが、本
研究では胎生授乳期曝露を行った母ラット
で体重減少が認められていたので、仔ラッ
トの神経行動試験の結果には、母ラットへ
の毒性が影響している可能性も現時点では
否定できない。以上の結果から、発達神経
毒性として、LOAEL の投与濃度（50 ppm）
や投与期間が決定された。1BP や TBT、
VPA と曝露期間が異なることから、この場
合での神経回路興奮性の評価時期について
はあらためて検討する必要がある。 

授乳期の神経回路興奮性の亢進現象に
は、シナプス外 GABA が誘導する tonic 
inhibition が発達に伴い変化することと関連
していることが示唆された。そこで海馬に
おける GABA 系機能分子の分布を免疫組織
化学的手法で検討したが、曝露による顕著
な差は認められなかった。GABA 系機能分
子の評価については生化学的手法を用いる
別のアプローチを検討している。 

 
E. 結論 
in vitro 系による評価との相関性が得られ

た化学物質もあったことから、生後早期の
海馬神経回路機能の評価は、発達神経毒性
の評価指標として有用である可能性が示唆
された。またロジスティック解析を導入す
ることによって、その定量性を総合的に評
価できる可能性も示唆された。 
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図１ ACR 胎生期曝露群（上図））と胎生授乳期曝露群（下図）の実験スケジュール 

雌雄 Wistar ラットを同居させ、膣スメアに精子/プラグ等の存在が確認された日を妊娠初

日 day0 と数えた。胎生期曝露群では day6 から day19 までの 13 日間、胎生授乳期曝露群

では day6 から PND21 の離乳日まで 36 日間飲水投与した。白抜き矢印は体重測定の日を示

す。胎生期曝露群と胎生授乳期曝露群は投与期間の違い以外は、同じ実験スケジュールで

実施した。 
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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と 2つの記録用ガラス微小電極の位置を

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。 

 

  

集合スパイク電位 
Population spike 
(PS)を記録する微小 
電極 
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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 
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図 4 fEPSP-spike (E-S) coupling と その非線形回帰モデル 

A: 電気刺激の大きさに対する集合興奮性シナプス後電位の傾き(fEPSP slope) 

B: 電気刺激の大きさに対する集合スパイク電位の振幅(PS amplitude) 

C: fEPSP-spike (E-S) coupling のグラフ。 

集合興奮性シナプス後電位の傾き(fEPSP slope)に対する集合スパイク電位の振幅(PS 

amplitude)の変化を示しており、スライス 1 枚ごとの神経細胞群の入出力特性を一つのグ

ラフで表現できる。回帰曲線は 5 パラメータロジステイック回帰曲線である。データは

1BP700 ppm 群の 1例である。 
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図 5 1BP 胎生期曝露による海馬刺激応答性の ES coupling とロジスティック曲線(平成 29年度
に報告) 
PS 最大値（PSmax)、非線形回帰における 50%-PSmax 値の時の fEPSP slope 値、およびその座標
における曲線の傾き（Hill 係数）において、 PND14 では対照群と 1BP 曝露群（400 および 700 
ppm）との間に統計学的な有意差を認めた。 
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図 6 VPA 300mg/kg (day15 に経口投与)による海馬刺激応答性の ES coupling 
シナプス形成期に関して、PND13-18 について行ったロジスティック解析の結果をまとめた。開
眼前である、PND14 と 15 において VPA 群で ES coupling の亢進が認められた（矢印）。点線が対
照群、実線が VPA 群を示す。  
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図７ ロジスティック解析によって求めた VPA 投与による E.slope50 の発達に伴う変化 
開眼前の PDN15 において、VPA 群では E.slope50 が増加した。開眼後（PND16 以降）は対照群と
VPA 群の E.slope50 に差は認められなかった。 
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図 8 TBT 投与群の PND16 における E-S coupling 
１BP や VPA の胎生期投与群の場合とは異なり、PND16 においてのみ E-S coupling の抑制が認め
られ、PND16 以外では対照群との差は認められなかった。E.slope50 の有意な減少（not shown）
が PS の生成抑制と関連していると思われる。 
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図 9 雄性仔ラットの生後の体重増加への ACR の影響 
雄性仔ラットでは胎生期曝露群 20 ppm では対照群と差はなく、胎生期曝露群濃度 50 ppm 以上で
体重増加の抑制がみられた（p<0.01, 繰り返しのある二元配置分散分析法、Scheffe's F test）。胎生
期曝露群 200ppm 群の仔ラットは、PND1 における体重が低く、母ラットが出産後に死亡したた
め、PND1 の結果のみを記した。雌性仔ラットでも胎生期曝露群 20 ppm では対照群と差はなかっ
た（not shown）。雄性仔ラットと同様に、胎生期曝露群濃度 50 ppm より濃度が高くなると（体重
増加の顕著な抑制がみられた（p<0.01、 繰り返しのある二元配置分散分析法、Scheffe's F test）。
括弧内は仔ラットの数を示す。 
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図 10 雄性仔ラットの PND21 における脳重量 
ACR の濃度依存的に脳重量が減少した（*p<0.05，**p<0.01，一元配置分散分析法、Scheffe's  F test）。
この現象は、雌性仔ラットでも同様であった（not shown）。括弧内は仔ラットの数を示す。 

 

 
 
  

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

0

脳
重
量
［

g］

対照群（n=15）
胎生期曝露群20 ppm（n=6）
胎生期曝露群50 ppm（n=14）
胎生授乳期曝露群50 ppm（n=17）
胎生期曝露群100 ppm（n=10）

**

**
*

**

**

AVE±SD



54 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11 PND23 における海馬重量 
胎生期曝露 50ppm 群の海馬重量は対照群より有意に増加した（**p<0.01, Student's t test）。この現
象は雌性仔ラットでも同様に観察された。括弧内は仔ラットの数を示す。 
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図 12 PND21 で実施した雄性仔ラットの Hindlinb landing foot-spray test 
発達毒性 LOAEL である 50ppm について実施した。胎生期曝露群は対照群とは差がなく、胎生授乳
期曝露群で踵間距離が減少した（*p<0.05, one-way ANOVA, Scheffe’s F test）。雌性仔ラットではこ
の 3群に差が認められなかった。括弧内は仔ラットの数を示す。 
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