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発達神経毒性の迅速化・高精度・省動物に資する新規評価手法開発のための研究 

 

分担研究報告書 

 

分担研究課題：「脳を主対象とする網羅的遺伝子発現解析」 

 

研究分担者   北嶋 聡  国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

 

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(iScience 2022,J Biosci Bioeng 2022,STAR Protocols 2022)。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。1)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。バルプロ酸のような DNTとの関連が指

摘されている物質の評価にも成功しており、実現の可能性は高い。 

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。2)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。 

令和 5 年度（初年度）は、この発達期 DNT の目的達成に向け、先行研究（22 時間/日×7 日間反

復曝露による吸入曝露試験）における対照群（成熟期マウス海馬）をサンプルとして用いた。そ

して、当方が開発した Percellome手法（遺伝子発現値の絶対化手法）を適用した網羅的遺伝子発

現解析により、中枢神経系に関わる各細胞の分化マーカーとして、Mtap2、Mapt（ニューロン）、

Dcx（新生ニューロン）、Gfap（アストロサイト）、Mag、Mbp（オリゴデンドロサイト）、Nes、Sox2

（神経幹細胞）の各遺伝子を抽出し、その発現を確認した。 

令和 6年度（今年度）は、キシレン（2、20 ppm）を幼若期に反復吸入曝露した際に得られた脳

サンプルのうち、海馬について遺伝子発現を網羅的に解析した結果、特に高濃度（20ppm）曝露群

において、情動認知行動解析で検出された学習記憶異常に対応すると考えられる神経系のシグナ

ルネットワークを抽出し、グルタミン酸受容体を介すると考えられる神経伝達の抑制が示唆され

た。またプロモーター解析（in silico）を、IPAにおける Upstream Analysis を用いて検討した

結果からは、遺伝子発現調節因子として、中枢神経系における髄鞘形成に関与すると考えられる

マイクロ RNA である mir23 及び mir27 が抽出され、神経伝達や神経回路の維持への関与が示唆さ

れた。
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Ａ．研究目的 

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。 

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。 

本分担研究では、モデル揮発性物質を脳が高感

受性期にあたる生後発達期に吸入曝露し、中枢神

経系への影響を誘発したマウス脳サンプルの網

羅的遺伝子発現解析を行うことにより、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。 

 

Ｂ．研究方法 

Total RNA の分離精製  

マウス組織（脳）を採取後すみやかに RNA 

later (Ambion社)に4 ℃で一晩浸漬し、RNaseを

不活化した。脳は摘出後、カミソリ刃にて正中で

左右に切断し、左部について、小脳、脳幹、海馬

及び大脳皮質の4部位に分離後、各々別チューブ

に採取した。その後、RNA抽出操作までは-80℃に

て保存した。抽出に当たっては、RNAlaterを除い 

た後、RNeasyキット（キアゲン社）に添付される 

RLT bufferを添加し、ジルコニアビーズを用いて

破砕液を調製した。得られた 破砕液の10 µLを取

り、DNA定量蛍光試薬Picogreenを用いてDNA含量

を測定した。DNA含量に応じ、臓器毎にあらかじ

め設定した割合でSpike cocktail(Bacillus由来

RNA 5 種類の濃度を変えて混合した溶液)を添加

し、TRIZOLにより水層を得、RNeasyキットを用い

て全RNAを抽出した。100 ngを電気泳動しRNAの純

度及び分解の有無を検討した。 

 

遺伝子発現変動解析 

全RNA 5 µg を取り、アフィメトリクス社のプ

ロトコールに従い、T7プロモーターが付加したオ

リゴdTプライマーを用いて逆転写し cDNAを合成

し、得たcDNAをもとに第二鎖を合成し、二本鎖 

DNAとした。次にT7 RNA ポリメラーゼ（ENZO社

キット）を用い、ビオチン化 UTP, CTPを共存さ

せつつcRNAを合成した。cRNAはアフィメトリクス

社キットにて精製後、300-500 bpとなるよう断片 

化し、GeneChipターゲット液とした。GeneChipに

はMouse Genome 430 2.0（マウス）を用いた。ハ

イブリダイゼーションは45 ℃にて 18 時間行い、

バッファーによる洗浄後、phycoerythrin (PE)ラ

ベルストレプトアビジンにて染色し、専用スキャ

ナーでスキャンしてデータを得た。また、得られ

た遺伝子リストと既知情報の照合による確認は、

Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity 

Systems Inc.)を用いて行った。 

 

（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 

令和5年度（初年度）は、先行研究（22時間/日

×7日間反復曝露による吸入曝露試験）の対照群

である成熟期雄性マウス（C57BL/6J）の海馬にお

ける網羅的遺伝子発現解析の結果、中枢神経系に
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関わる遺伝子から、海馬における各細胞の分化

マーカーとして、Mtap2とMapt（ニューロン）、Dcx

（新生ニューロン）、Gfap（アストロサイト）、Mag

とMbp（オリゴデンドロサイト）、NesとSox2（神

経幹細胞）の各遺伝子を抽出し、その発現を確認

し、その発現量の絶対値を求めることができた。 

令和6年度（今年度）は、キシレン（2、20 ppm）

を幼若期吸入曝露試験を行ったマウスについて、

行動解析終了後に採取した、脳4部位の内、背景

データが多く揃っており、また学習記憶の責任部

位の１つである海馬の遺伝子発現解析を行った。

海馬における上記の各分化マーカーの遺伝子の

発現について、曝露群（低濃度および高濃度）と

対照群を比較したところ、低濃度（2 ppm）曝露

群においてDCX（新生ニューロン）の有意な発現

増加が認められた（図１）。 

 

次いで、対照群と比較し、2 ppm（低濃度）のキ

シレン曝露群において、発現が有意(t 検定での P

値＜0.05)に変動（増加及び減少）する遺伝子（プ

ローブセット: ps）数を検討したところ、以下のと

おりとなった(対照群に対して曝露群の比率が、増

加は 1.200 より大きいものを、減少は 0.833 より

小さいものを採用)。この際、細胞 1個あたりの発

現コピー数につき海馬において 0.7 コピー以上の

ものを採用した。 

 

 762 ps (増加)、 20 ps (減少) 

  

 増加分 762 psならびに減少分 20 psについて検

討した結果、IPAにおける Canonical pathwayによ

る検索、並びに、発現変動が認められる遺伝子の発

現調節因子の探索の為の IPA における Upstream 

Analysis を用いて検討したが、いずれの場合にお

いても、現時点では、神経系の有害事象に関わる顕

著な影響を示す結果は見いだせなかった。 

 

次に対照群と比較し、20 ppm（高濃度）のキシレ

ン曝露群において、発現が有意(t 検定での P 値＜

0.05)に変動（増加及び減少）する遺伝子（プロー

ブセット: ps）数を検討したところ、以下のとおり

となった(対照群に対して曝露群の比率が、増加は

1.200より大きいものを、減少は 0.833より小さい

ものを採用)。この際、細胞 1個あたりの発現コピー

数につき海馬において 0.7 コピー以上のものを採

用した。 

 

 83 ps (増加)、 542 ps (減少) 

 

増加分 83 ps について、IPA における Canonical 

pathwayによる検索、並びに、Upstream Analysis

を用いて検討したが、神経系の有害事象に関わる

顕著な影響を示す結果は現時点では見いだせな

かった。 

 

一方、減少分542 psについて検討した結果、IPA

におけるCanonical pathwayによる検索において、

神経系の有害事象との関連を示唆するシグナル

ネットワークとして、グルタミン酸AMPA 受容体

シグナル伝達、カルシウムシグナルが確認され、

グルタミン酸受容体を介すると考えられる神経

伝達の抑制が示唆された。また、発現減少が認め

られる遺伝子の発現調節因子の探索の為に、プロ

モーター解析（in silico）を、IPAにおける

Upstream Analysisを用いて検討したところ、遺

伝子発現調節因子として、中枢神経系における髄

鞘形成に関与すると考えられるマイクロRNAであ

るmir23及びmir27が抽出され、神経伝達や神経回

路の維持への関与が示唆されたが、関与するシグ

ナルネットワークについて、さらに詳細な解析を

実施している。 

この高濃度曝露群における解析結果については、

情動認知行動試験によって検出された学習記憶

への影響を支持するものであると考えられた。 

遺伝子発現解析の結果に関しては、低濃度（2ppm）

曝露群では、中枢神経系に関わる細胞の分化マー

カーである、DCX（新生ニューロン）の発現変動（増

加）が認められ、機能的ではない未熟なニューロ

ンが過剰に産生されている可能性が疑われたが、

現時点では免疫組織化学においてその影響を捉

えられておらず、引き続き検討が必要である。ま

た、高濃度（20ppm）曝露群では、中枢神経系に関

わる各細胞の分化マーカーに関して、有意差は認

められなかったものの、免疫組織化学における解

析では、新生ニューロンマーカー陽性細胞数の減

少が疑われたため、パスウェイ解析によって確認

された神経伝達などに関与するシグナルネット

ワークが、間接的に神経細胞の分化・増殖に対し

て影響を及ぼすことが示唆された。 

これまでの解析結果により、キシレンの低濃度

曝露群と高濃度曝露群では検出される影響に異

なる点が多いことから、それぞれ異なるシグナル
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ネットワークを介して、中枢神経系に影響を及ぼ

している可能性が示唆された。引き続き、解析結

果を精査するとともに、トルエンについても、キ

シレン同様得られた脳サンプルの遺伝子発現

データの解析を行い、毒性連関性を検討する予定

である。 

 

Ⅾ．結論 

生後発達期DNTの分子機序解明に向け、キシレ

ン(0、2及び20 ppm) を幼若期に反復吸入曝露し

た際に得られた脳サンプルのうち、海馬について

遺伝子発現を網羅的に解析した結果、特に高濃度

（20ppm）曝露群において、情動認知行動解析で

検出された学習記憶異常に対応すると考えられ

る神経系のシグナルネットワークを抽出し、グル

タミン酸受容体を介すると考えられる神経伝達

の抑制が示唆され、またプロモーター解析（in 

silico）を、IPAにおけるUpstream Analysisを用

いて検討した結果からは、遺伝子発現調節因子と

して、中枢神経系における髄鞘形成に関与すると

考えられるマイクロRNAであるmir23及びmir27が

抽出され、神経伝達や神経回路の維持への関与が

示唆された。 

今後、引き続き、解析結果を精査するとともに、

トルエンについても、キシレン同様得られた脳サ

ンプルの遺伝子発現データの解析を行い、毒性連

関性を検討する予定である。 

 

E．健康危機情報 

なし 
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図 1. 海馬における各細胞の分化マーカーの遺伝子発現 

海馬における各細胞の分化マーカーとして、Mtap2とMapt（ニューロン）、Dcx（新生ニューロン）、Gfap（ア

ストロサイト）、Mag とMbp（オリゴデンドロサイト）、Nes と Sox2（神経幹細胞）の各遺伝子について、その発

現量の絶対値を、各曝露群について比較した。 

 


