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研究成果の概要：妊娠ラットにTBTを0, 25, 50, 125ppm含む餌を摂取させて、生まれたオスの

F1ラットを生後１、２、３週の時点で処理をした。更に餌を通常の餌に切り替え、６週の時点

でも処理を行った。ラットの脳からRNA抽出を行い、RNAからアミノアリル基を導入したcDNA
を合成し、オリゴヌクレオチドマイクロアレイに適用した。対照群と曝露群の間で1.5倍以上の

変化があった遺伝子に関し、リアルタイムPCRを用いて定量的に解析した。F1ラットの中脳での

mRNA発現について、ミトコンドリアの呼吸鎖複合体４におけるシトクロムｃ酸化酵素の発現上

昇、複合体１に関する遺伝子の発現変化、活性酸素分解酵素の発現変化、神経伝達物質の貯蔵に

関する遺伝子の発現上昇が観察された。以上より、TBTによるF1ラットの発達神経毒性は曝露後

にも更に顕著になる可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 
船舶や漁網の防汚剤として使用されてき

て、環境汚染物質として知られる有機スズ化

合物、トリブチルスズ(TBT)の主要な毒性に

神経毒性がある。有機スズの神経毒性につい

て、研究代表者らは、TBT の亜急性経口投与

を現実の曝露のモデルとし、脳各部位の神経

伝達物質及びそれらの代謝産物の濃度を指

標として神経毒性を検討し、餌中 125ppm の

濃度で、TBT による中脳部位でのドーパミン

代謝への影響を観察した (Tsunoda, et al. 

2004)。また同様に我々のグループの研究では

TBT 亜急性経口投与により TBT125ppm 投与

群では大脳から調製した膜画分の NMDA レ
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セプターへのリガンドの結合の低下を観察

している (Konno, et al., 2001)。 

 以上の研究で対照群に比べて有意な変化

があった群が投与された餌中の 125ppm とい

う濃度は実際の曝露と比較すると比較的高

値である。近年、TBT について、発達毒性の

評価や次世代に対する影響が注目されてい

る。Kimura らは、妊娠マウスに TBT を飲料

水に混ぜて投与し、生まれてきた仔マウスの

免疫が、15ppm の TBT を与えた群で傷害され

ることを示唆した(Kimura, et al., 2004)。この

研究から TBT が次世代に対して親の世代よ

り低い濃度で影響を及ぼすことが示唆され

た。発達期の神経毒性に関しては、発達神経

毒性に関わる適当な指標が確立していない

こともあり、知見が乏しかったため、飲料水

に TBT を混ぜ妊娠マウスに投与し、仔マウ

スへの影響を、生後１週目、２週目、３週目

に神経伝達物質及びそれらの代謝産物、

NMDA レセプターへのリガンドの結合を指

標に評価した。妊娠時から離乳時まで母体へ

の食餌を介した経口投与を通じ、胎盤及び母

乳を通し次世代に曝露する、現実の曝露によ

り近づけたモデル実験として行った。神経伝

達物質においては TBT 50ppm 曝露群におい

てドーパミン代謝への影響が見られ（Tsunoda, 

et al., 2005）、NMDA レセプターへのリガンド

の結合も生後３週目に 15ppm 及び 50ppm 曝

露群で対照群に比べて低下が見られた。  

以上の研究の流れで、遺伝子のどれを検討

すべきか難しかったために、遺伝子の面から

の検討は行ってこなかった。近年、遺伝子変

化を網羅的に解析し、多種類の遺伝子の変化

を鋭敏かつ正確に検出できるオリゴヌクレ

オチドマイクロアレイが開発された。本研究

では、神経回路の構造素子であるシナプスに

注目し、その形成と維持に関わる因子群に重

点を置いたオリゴヌクレオチドマイクロア

レイを使用することとした。脳・神経系の機

能は、遺伝子プログラムによって細胞が分化

することによってのみ発揮されるのではな

く、分化した神経細胞がシナプスを介して神

経回路を形成して初めて機能し、更に神経活

動に依存した回路の再編成を経て完成し、完

成後も変化を続けて、それが記憶・学習とい

った高次機能の基盤となる。以上からシナプ

スの形成と維持に関わる因子を規定する遺

伝子群の検討は有意義と言えた。 

また従来、定量性の面では問題を含んでい

た RT-PCR に代わり、理論的に定量性により

優れたリアルタイム PCR を遺伝子変化の確

認に使用できるようになったため、より確実

な結果が期待できた。本研究は遺伝子変化の

面から TBT の発達神経毒性をとらえるとい

う位置づけにあった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、オリゴヌクレオチドマイ

クロアレイの手法を用い、TBT の二世代曝露

（経胎盤及び母乳による曝露）による発達神

経毒性について、遺伝子の変化を指標として

明らかにすることを目的とした。オリゴヌク

レオチドマイクロアレイで検出された遺伝

子の変化は、更に定量性に優れたリアルタイ

ム PCR の手法を用い、確認を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
オリゴヌクレオチドアレイの化学物質曝露

への適用を十分に検討した上で以下の研究

を行った。 
初回妊娠した Wistar ラットに TBT chloride

を餌中に混ぜ曝露した。曝露については、経

胎盤及び経母乳の影響が発達後も残るか検

討するため、出産後、乳離れの３週時点でい

ったん曝露を止め、通常餌で６週まで飼育し

た。妊娠ラットに TBT を 0, 25, 50, 125ppm 含

む餌を摂取させて、雄の F1 ラットを生後１



 

 

週、２週、３週、６週の時点で処理し、脳を

摘出し、RNA 抽出を行った。抽出した RNA

からアミノアリル基を導入した cDNAを合成

し、シナプスの形成と維持に関わる遺伝子を

中心に広範囲に解析するオリゴヌクレオチ

ドマイクロアレイに適用した。対照群と曝露

群の間で 1.5 倍以上の変化があった遺伝子に

関し、リアルタイム PCR を用いて定量的に解

析を行った。 

更に、その発達神経毒性（遺伝子変化）を

引き起こすレベルが、今までの他の神経毒性

を表す指標を変化させるかについてと、免疫

毒性を引き起こすかについて検討した。神経

毒性の指標としては、今までの研究で使用さ

れてきた、脳内各部位で濃度が異なる神経伝

達物質を使用し、また神経伝達物質の代謝産

物と合わせ検討することにより、神経活動の

指標とした。このTBTによる神経伝達物質の

変化を、遺伝子変化と組み合わせ（例えば、

トランスポーターの遺伝子の変化等との組

み合わせ）ことを試みた。 

また、遺伝子変化を起こすレベルにおける、

免疫への影響を検討することで、神経毒性と

免疫毒性の関連を検討した。 
その他、体内や環境中で分解や代謝されて、

トリブチルスズはジブチルスズ（DBT）とな

るため、その毒性、特に神経毒性について知

見を集積した。また他の有機スズ、トリフェ

ニルスズについても神経毒性を検討した。ま

た妊娠から出産、そして哺乳期間を曝露期間

とするため、実際の環境から次世代が経胎盤

及び母乳を介しての曝露を受けることにな

るため、実際に人間では母乳に有機スズが検

出されるかについての定量も行った。 

  
４．研究成果 

オリゴヌクレオチドマイクロアレイの方

法の確立、特に化学物質曝露に対する適用に

ついてはテトロドトキシン、甲状腺ホルモン、

PCB の研究で十分に検討した。環境汚染物質

である TBT の発達神経毒性を、二世代曝露の

後、主にオリゴヌクレオチドマイクロアレイ

によって遺伝子変化を検討した。F1 ラットの

中脳での mRNA 発現について、ミトコンドリ

アの呼吸鎖複合体４におけるシトクロムｃ

酸化酵素の発現上昇、複合体１に関する遺伝

子の発現変化、活性酸素分解酵素の発現変化、

神経伝達物質の貯蔵に関する遺伝子の発現

上昇が観察された。以上より、TBT による F1

ラットの発達神経毒性は曝露後にも更に顕

著になる可能性が示された。 

神経伝達物質による TBT の発達神経毒性

評価については妊娠ラットに TBT を 0, 25, 50, 

125ppm 含む餌を摂取させて、生まれたオス

の F1 ラットを生後１、２、３週の時点で処

理をした。更に餌を通常の餌に切り替え、６

週の時点でも処理を行った。ラットの脳を摘

出し、神経伝達物質を部位別に抽出し、ECD

付き高速液体クロマトグラフィーにより定

量した。神経伝達物質では特に６週目の下垂

体で神経伝達物質の変化が顕著に見られた。 

免疫毒性については妊娠ラットに TBT を

0, 25, 50, 125ppm 含む餌を摂取させて、生ま

れたオスの F1 ラットを生後１、２、３週の

時点で処理をした。更に餌を通常の餌に切り

替え、６週の時点でも処理を行った。脾臓を

摘出し、脾細胞を分離し、ポピュレーション

をフローサイトメトリーで検討した。脾細胞

のポピュレーションの結果も、６週目で

CD3/FITC(%)の変化が強く、曝露群で低下が

見られた。TBT の母乳中定量については魚を

習慣的に摂取している母親の乳中に DBT が

0~9.5ng/ml の範囲で検出されたが、TBT の

検出は見られなかった。 

 TBT の環境中や生体中の分解産物である

DBT について、細胞毒性を検討し、また、



 

 

DBT を含む吸収性人工硬膜のモデル実験を

行った。DBT の細胞毒性に関して TBT の研

究があるマクロファージ系細胞、J774.1 細胞

を用いて行った。DBT は 0.5mM の濃度から

細胞の生存率の有意な低下をもたらした。サ

イトカインについては、tumor necrosis factor a 
(TNFa), Interleukin-1b(IL-1b), IL-12 について

産生低下を示し、その低下は細胞生存率の低

下のみでは説明できないことが示唆された。

IL-10 については産生の変化は DBT 曝露によ

って起こっていない。リアルタイム PCR によ

る、それぞれのサイトカインの mRNA の発

現では、群間に有意差がないため、遺伝子発

現に影響がないことが示唆された。 
別の有機スズ、トリフェニルスズについて

も成長期のマウスに関して神経伝達物質に

対する影響についてまとめた。トリフェニル

スズは TBT に比べて成長期の神経伝達物質

の変化は少なかった。 
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