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研究要旨 

発達神経毒性(DNT)は、発生期(胎生期)あるいは生後発達期の神経系に対する化学物質による有

害作用と説明される。この評価に向けた、より迅速、低コストで省動物に資する新規評価手法の

開発が急務となっている。しかしながら、神経系の発生・発達は極めて複雑な現象であり、ヒト

の発達神経毒性の定義ですら専門家間で認識が異なるのが現状である。また、有害発現経路(AOP)

に立脚した DNTの in vitro試験法の開発が精力的になされているが、詳細な AOPの積上げ・組み

合わせのみで複雑な DNT に係る試験法の開発や実体の解明が進むとは考えにくい。本研究では、

DNT を発生期と生後発達期とに分け、2 つの独自技術による課題の解決を試みる事を目的とする。

我々はこれまでに催奇形性陽性物質 21 種類、陰性物質 14 種類を 0.89 の高い正確度かつハイス

ループットで判別可能なヒト iPS細胞を用いた in vitro発生毒性試験法を開発している。この試

験法では、胚発生を制御するシグナルネットワークに対する化学物質のかく乱作用を検出するこ

とで、１つの試験で発生毒性の AOP を包括的に評価可能である。本手法をまずは発生期の DNT の

検出に適応拡大し OECDのガイドラインへの採択可能な試験系を開発する。 

一方、発達期の DNTに関しては、その複雑さ故に基礎的な背景データの不足が大きな問題である。

我々はこれまでに、シックハウス症候群の動物試験モデルの開発に成功し、その中で、発達期に

おいてキシレン等の吸入曝露により、成熟後、DNT の特徴の一つと考えられる情動認知行動異常

が誘発されることを見出した。また、脳海馬領域の網羅的発現変動解析により、当該物質の影響

をシグナルネットワークとして検出することに成功している。これら独自技術を駆使して発達期

DNT の発現機序を明らかにし、将来的な in vitro 試験法への適応拡大に必要なシグナルネット

ワークを同定する。 

本分担研究では、この発達期 DNTにおける目的の達成に向け、生後発達期の雄性マウスを対象と

した吸入曝露実験を、先行研究での曝露条件である 22 時間/日×7 日間反復曝露のプロトコール

により実施した。その結果、吸入チャンバー内の被験物質濃度について、目標曝露濃度 2 および

20 ppmに対し、それぞれ測定値の平均±標準偏差（最低～最高値）は、2.50±0.24（2.66〜1.97 

ppm）、20.26±0.35（20.74〜19.84 ppm）であり、ほぼ目標濃度で曝露することができた。なお、

対照群および吸入チャンバーが存在する室内のキシレン濃度は 0.00±0.00 ppmであった。
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Ａ．研究目的 

発達神経毒性(DNT)は、化学物質曝露による胎生

期あるいは生後発達期の神経系の構造及び機能

に対する有害作用と説明される。神経系の発生・

発達は極めて複雑な現象であり、この評価に向け

た、より迅速で、低コスト、かつ省動物に資する

新規評価手法の開発が急務となっている。特に発

達期の DNTに関しては、その複雑さ故に基礎的な

背景データの不足が大きな課題である。我々はこ

れまでに、シックハウス症候群（SH）に関連する

動物試験モデルの開発に成功し、その中で、発達

期においてモデル化学物質の吸入曝露により、成

熟後に DNTの特徴の一つと考えられる情動認知行

動異常が誘発されることを見出した。また、脳の

海馬領域の網羅的遺伝子発現変動解析により、そ

れらの影響をシグナルネットワークとして検出

してきた。これら独自技術を用いることで、発達

期 DNT の発現機序を明らかにし、将来的な in 

vitro 試験法への適応拡大に必要な神経科学的

データを収集する。 

本分担研究では、この目的の達成に向け、DNTの

特徴の一つと考えられる情動認知行動異常を誘

発したモデル動物作出のため、生後発達期 (幼若

期、2週齢)の雄性マウスを対象とし、先行研究で

の条件に基づいた 22時間/日×７日間反復曝露実

験（3用量、3群構成、各群 8匹）を実施する。 

 

Ｂ．研究方法 

情動認知行動解析のための 22 時間/日×7 日間反

復曝露実験： 

 雄性マウス（幼若期、2 週齢）を対象とした 22

時間/日×7日間反復暴露（3用量、3群構成、各群

8匹）を実施した。実験スケジュールの概要は図１

に示した。幼若期マウスは哺乳動物であるため、母

マウスと共に吸入曝露を行った。 

今年度（令和 5 年度）のモデル物質はキシレン

（xylene）; 分子量：106.17、CAS No.: 1330-20-

7）とし、試薬として下記のものを使用した。 

・キシレン（カタログ番号：244-00081、特級、85% 

(o-, m-, p-キシレンの合量)、ロット番号: 

ACG4493、富士フイルム和光純薬(株)） 

キシレンの曝露濃度は先行研究に基づき、2およ

び 20 ppmを目標値とした。因みにこの濃度は、キ

シレンの室内汚染化学物質としての室内濃度指針

値が 0.20 ppm（→H31年 1月 17日以降、0.05 ppm

に変更された）であることから、この指針値のそれ

ぞれ 40 および 400倍程度ということとなる。 

 

＜曝露濃度設定根拠＞ 

1)キシレンの室内汚染化学物質としての室内濃

度指針値は 0.20 ppm（→H31 年 1 月 17 日以降、

0.05 ppmに変更された）である。これを受け、先

行研究では SH レベルの 10 倍程度の濃度(2 ppm)

を含む吸入曝露群を設定し実験を実施しており、

今回の実験での低濃度とすることで、先行研究に

おけるデータとのブリッジングを考慮した。2)ま

た、同様に先行研究にて文献調査した、実験動物

を用いた吸入曝露による毒性試験結果から、ラッ

トの 3ヶ月間（6 時間/日）吸入曝露（m-キシレン: 

100、50、0 ppm）では、50 ppm以上の濃度で痛覚

の感受性増加が観察され(Korsakら、1994)、また

ラットの 90日間（6 時間/日）吸入曝露（o-キシ

レン: 78、0 ppm）では、56日目に 1例の死亡が

観察（Jenkinsら、1970）されている。なお、ラッ

トの 13 週間（6 時間/日）吸入曝露（o-キシレン: 

810、460、180、0 ppm）では、異常なしとする報

告がある（Carpenterら、1975）。情動認知行動解

析を考慮すると、マウスではなくラットの場合の

報告ではあるが、痛覚の感受性増加が認められる

50 ppm以下の濃度が望ましく、また、生後発達期

への曝露であることも考慮し、「我々の先行研究に

おける濃度設定において観察された影響、および

文献調査に基づき、長期吸入曝露実験においても

一般状態に異常が認めらない条件」、という観点か

ら、本実験でのキシレンの濃度設定を行った。 

この実験部分は、国立医薬品食品衛生研究所 毒

性部の齊藤洋克研究員、菅康佑氏、横田理主任研

究官の協力を仰いだ。 

 

＜ガスの発生方法と濃度測定方法＞ 

 ガス発生方法は、先行研究での検討を基に、キシ

レンをバブリングし気化させる方法により行った。 
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 キシレン濃度は、捕集管（チャコールチューブ・

ジャンボ、カタログ番号：080150-0532、柴田科学

（株））を用いる方法で測定した。捕集時間は曝露

時間（曝露開始から曝露停止まで）に合わせ 22時

間とした。捕集管の曝露 1回当たりの使用本数は、

対照群および投与群は各濃度とも 2 本とした。測

定に際しては、サンプリング用ポンプとして高負

荷型ミニポンプ(MP-Σ30NⅡおよび MP-Σ300NⅡ、

柴田科学株式会社製)を用いて、動物を収容した

ケージの上部に設置した捕集管に吸入チャンバー

内の空気を吸引した。 

捕集管に吸着したキシレンの前処理及び分析方

法は以下の通りとした。捕集管の活性炭（一層及び

二層）を 10mL容密栓付きガラス試験管にそれぞれ

取り出し、二硫化炭素（富士フイルム和光純薬株式

会社製、作業環境測定用）5mLを正確に加え、蓋を

したのち、およそ 30分に 1回上下に振とうしなが

ら 2 時間静置し、得られた上清を抽出液とした。

各活性炭から得られた抽出液は、検量線の範囲に

入るように二硫化炭素で適宜希釈した。次に抽出

液又は希釈した溶液 2mLを 10mL容密栓付きガラス

試験管に採り、内部標準溶液（トルエン-d8の二硫

化炭素溶液、4mg/mL）50µL をマイクロシリンジで

添加し、これを測定溶液とした。 

検量線用の標準溶液は、o-キシレン（純度 98%以

上、東京化成工業株式会社製）、m-キシレン（純度

99%以上、同社製）および p-キシレン（純度 99%以

上、同社製）を混合し、二硫化炭素で適宜希釈して

0.5～100µg/mL の混合溶液として調製した。これら

の溶液 2mLに内部標準溶液50µLを添加したものを

検量線用の標準測定溶液とした。 

測定溶液および標準測定溶液を測定用バイアル

（ 0.2mL MS-SPEC Sc-Vial, Thermo Fisher 

Scientific社製）に移し、キャップ（PTFE/シリコー

ン、スリット入り、同社製）をしてガスクロマトグ

ラフ（7890A GC＆5975C MSD、Agilent Technologies

社製）を用いて、以下の分析条件により測定した。 

 

カラム：DB-5MS（20m×0.18mm, 膜厚 0.36µm、

Agilent Technologies社製） 

オーブン温度：40℃（3.5分保持）-20℃/min-150℃

（5分保持） 

注入口温度：220℃ 

注入方式：スプリット 

スプリット比：20：1 

キャリヤーガス：N2 

流速：0.27 mL/min（定流量） 

定量イオン（m/z）：91（キシレン 3種）、98（トル

エン-d8） 

 

得られた各キシレン及びトルエン-d8 の内標比

から検量線を作成し定量した。ただし、本分析条件

では m-および p-キシレンの保持時間が重複し分離

定量することができないため、これらは混合比 1:1

の混合物として定量した。捕集管中のキシレン濃

度は、これらの定量値および o-キシレンの定量値

を合算した。さらにこの定量値からチャンバー内

のキシレン濃度を計算して求めた。 

この測定部分は、国立医薬品食品衛生研究所 食

品添加物部の六鹿元雄室長、藤原恒司研究員の協

力を仰いだ。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及び

動物愛護的配慮を十分行い、所属の研究機関が定

める「国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等の適

正な実施に関する規程」を遵守した。 

 

Ｃ．研究結果及び考察 

情動認知行動解析のための22時間/日×7日間反

復曝露実験： 

令和5年度（今年度）は予定通りキシレン（0、

2、 20 ppm）（2および20 ppmはそれぞれ現在の指

針値の40および400倍程度の濃度）について、雄

性マウス（幼若期、2週齢）を対象とした22時間

/日×7日間反復暴露（3用量、3群構成、各群8匹）

を実施した。吸入チャンバー内の被験物質濃度に

ついて、目標曝露濃度2および20 ppmに対し、そ

れぞれ測定値の平均±標準偏差（最低～最高値）

は、2.50±0.24（2.66〜1.97 ppm）、20.26±0.35

（20.74〜19.84 ppm）であった（図２）。 
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Ⅾ．結論    

令和 5 年度（今年度）は、キシレンについて、

情動認知行動解析のための吸入曝露実験として、

目標曝露濃度下、22 時間/日×7 日間反復曝露を

実施した。その結果、それぞれ目標曝露濃度にて、

マウスに安定して吸入曝露することができた。 

 

E．健康危機情報 

なし 
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1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 

なし 

3. その他 

なし 



 

 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 実験スケジュールの概要 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ キシレン曝露濃度の測定結果：情動認知行動解析のための 22時間/日×7日間反復曝

露（平均値±標準偏差） 


