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研究成果の概要（和文）：近年、胎児や小児に対する環境リスクの増大が懸念され、環境化学物

質の曝露による子供の健康影響について関心が払われている。本研究では、ラットを実験モデル

として用いて、室内空気汚染物質として知られるトルエンの発達期曝露による脳の性分化への影

響を検討した。その結果、トルエンの発達期曝露によって雄胎仔の血中テストステロン濃度低下

や成熟した雄ラットの性的二型核であるSDN-POAの縮小が引き起こされることが明らかになった

。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We recently pay attention to the risk of the adverse effects of 

environmental chemical exposure on child health. This study was aimed to determine the 

effects of developmental exposure to toluene, a volatile organic compound widely used 

as an industrial solvent, on the sexual differentiation of the brain. As the results, 

it was found that exposure to toluene during developing period decreased blood 

testosterone levels of fetal male rats and the volume of the SDN-POA, a sexually dimorphic 

nucleus, of male rats in adulthood.  
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１．研究開始当初の背景 

これまで化学物質の健康影響を評価す
るには、一般的なヒトあるいは動物の集団を
対象とし、毒性を評価する研究が主流であっ
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た。しかし、化学物質過敏症、シックハウス
症候群や内分泌かく乱物質、等の健康影響に
関する研究や大気汚染に関する疫学研究か
らも窺えるように、ある種の環境汚染物質の
影響を受けやすい集団（高感受性集団）が存
在することが明らかになってきた。また、古
典的な毒性だけでなく、比較的低濃度の曝露
によって引き起こされる軽度ではあるが生
活の質に対する影響、後発影響や次世代影響
などの曝露期間を越えて長期間持続する影
響を検証することが近年の健康影響研究に
求められている。 

性差がみられる成熟個体の脳機能は、器
官形成がなされる発達期において脳が性的
に分化することにより獲得される。脳の性分
化とは、性的に未分化な脳が性特異的な構造
を形成してゆく過程である。言い換えるなら
ば、脳の発達過程が性的な可逆性から不可逆
性へと移行することである。脳の性決定は遺
伝子ではなく、発達期の性ステロイドホルモ
ン環境によって左右される脆弱性があり、脳
の性分化の臨界期に曝露された有害化学物
質の影響は、たとえそれ以降の曝露を受けな
かったとしても、一生涯残る可能性がある。
また、幼弱個体の化学物質に対する感受性は
成熟個体のものと違いがあるとされ、成熟個
体と比べてその感受性は高いと考えられて
いる。このことから、成熟個体では影響がみ
られない低濃度の化学物質曝露であっても、
幼弱個体では影響が顕れるという懸念があ
る 

脳の性分化とは男らしさ・女らしさを獲
得してゆくプロセスであるとも捉えること
ができる。脳の性分化異常がジェンダーアイ
デンティティ、性的指向など性に関する脳機
能障害の根本となっている。現在では、性同
一性障害など重度障害が社会的に広く知ら
れているが、一般的な男性・女性として日常
生活を営む上で支障は無くとも軽度の障害
を有した集団は大きいと考えられる。このよ
うな性に関する脳機能障害は生活の質に密
接に関連した問題を引き起こし、発症の原
因・機序が未解明である現状から、性の脳機
能障害と化学物質汚染との因果関係や関連
性を検討する視点に立った研究は意義深い
と考える。 

以上のことから、脳の性分化に及ぼす化
学物質の影響評価は重要である。脳の性分化
の本質的なプロセスは脳発達の一過程とし
て、性特異的に進行する。脳の性分化の重要
な要素であるライフサイクルの時間軸にお
ける発達期と性別は化学物質の曝露影響の
程度を左右する感受性要因と成り得る。脳の
性分化に対する化学物質の影響を検証する
ことで、これら要因のリスクを明らかにする
ことができる。本研究では、これまでの研究
知見を生かし、脳の性分化に及ぼす化学物質

の発達期曝露の影響についての検証を進め、
その作用機序を明らかにしてゆく。 
 
 
２．研究の目的 

発達期に性分化したほ乳類の脳内には、
神経核の大きさやニューロン数などの性差
がみられる領域が存在する。このような形態
学的な性差が生じた領域は性的二型核と呼
ばれ、これら領域の働きによって成熟個体の
脳機能の性差や性特異性が出現する。発達期
の脳内では、脳の形態形成に重要なプログラ
ム細胞死（アポトーシス）が自然発生的に起
こり、このアポトーシスによって脳形成に必
要な神経細胞の選択がなされる。さらに、性
的二型核として発達する領域では、アポトー
シスを起こして死んでゆく細胞数に性差が
あり、これによって神経核の大きさとニュー
ロン数の性差が生じる。アポトーシスを誘導
して細胞に死の情報を伝達する物質、反対に
アポトーシスを抑制して細胞の生存性を高
める物質は多種多様であり、脳の性分化に重
要な性ステロイドホルモンもアポトーシス
調節因子である。これに加えて、様々な外来
性の有害化学物質が死のシグナルとして細
胞に作用し、アポトーシス細胞死を誘導する
ことが知られている。 

室内空気の汚染物質として検出される
比較的低濃度のトルエンやホルムアルデヒ
ドなどの揮発性有機化合物（ volatile 
organic compound: VOC）は化学物質過敏症
やシックハウス症候群の原因物質として問
題視されている。低濃度 VOC が及ぼす成熟個
体の脳への影響に関する検討は進められて
いるものの、幼弱個体に関する解析はあまり
進められておらず、脳発達や性分化への影響
に関する研究報告は殆ど見受けられない。室
内空気の VOC濃度は新築住宅や増改築住宅に
おいて高く、新築時期や増改築時期は新生児
の誕生時期と重なる傾向がある。このような
ことから、VOC の健康影響の検討は成人だけ
ではなく、小児や胎児についても進めてゆか
ねばならないと考える。 

以上のことから、本研究では、VOC の一
つであるトルエンの曝露による脳の性分化
への影響を検討するため、ラットを用いて、
脳の性分化の方向性の決定に重要な臨界期
のテストステロン分泌、性的二型核やその形
成に関与する発達期のアポトーシス細胞死
に対するトルエン曝露の影響を検討した。 
 
 
３．研究の方法 

（１）胎仔ラットのテストステロン分泌に対

する妊娠ラットのトルエン曝露の影響 

妊娠 15 日目から 19 日目の 5日間、トル

エン（0.09、0.9、あるいは 9 ppm、90 分/



日）をラットに吸入曝露した。対照群には清

浄空気を同一条件で曝露した。妊娠 19 日目

の曝露直後、ネンブタールを腹腔内注射して

深麻酔した動物を帝王切開して胎仔の血液

および精巣を採取した。採取した血液より血

漿を回収して、血漿中テストステロン濃度を

エンザイムイムノアッセイ法により測定し

た。採取した精巣より抽出したトータル RNA

を用いて、逆転写反応後、テストステロン合

成に関与するステロイド産生酵素（P450scc、

3β-HSD1、P450c17 および 17β-HSD3）と胎

仔精巣のライディッヒ細胞の分化増殖マー

カーである Insl3 の mRNA 発現レベルをリア

ルタイム PCR 法により解析した。また、雄胎

仔の精巣における 3β-HSDのタンパク質発現

に対するトルエン曝露の影響を検討するた

め、抗 3β-HSD 抗体を用いた免疫組織化学的

解析をおこなった。 

 

（２）ラットの性的二型核に対するトルエン

の周生期曝露の影響 

胎生 17 日から出生 6 日にかけてトルエ

ン（10 あるいは 50 ppm、8 時間/日）をラッ

トに全身曝露した。対照群には清浄空気を同

一条件で曝露した。出生 7日齢および性成熟

に達した 3-5ヶ月齢の雌雄仔ラットより採取

した脳組織を 10%ホルマリン-生理食塩水に

て浸漬固定した。クリオスタットを使用して、

固定脳組織の前額断連続凍結切片を作製し

た。その後、出生 7日齢雌雄仔ラットの脳組

織切片を用いて、アポトーシス細胞マーカー

である single-stranded DNA（ssDNA）に対す

る抗体を用いた免疫組織化学染色をおこな

い、組織切片中のアポトーシス細胞を検出し

た。解析対象として性的二型核の一つである

SDN-POA （sexually dimorphic nucleus of 

the preoptic area）を選定し、SDN-POA 内に

観察された ssDNA免疫陽性細胞数を光学顕微

鏡下で計測した。 

成熟雌雄仔ラットの脳組織切片を用い

て、SDN-POA のマーカーであるカルビンディ

ン D28K に対する抗体を用いた免疫組織化学

染色をおこなった。光学顕微鏡を用いて、カ

ルビンディン D28K の免疫陽性反応によって

可視化された SDN-POA を観察し、デジタル画

像を取得した。画像解析ソフトウェア

（ImageJ 1.40g, NIH, USA）を使用した画像

解析から、組織切片中のカルビンディン D28K

免疫陽性領域の面積を計測し、SDN-POA の体

積を推定算出した。 
 
 
４．研究成果 

（１）胎仔ラットのテストステロン分泌に対

する妊娠ラットのトルエン曝露の影響 
実験では妊娠ラットを用いて、妊娠 15

日から 19 日の 5 日間にかけてトルエンを吸
入曝露した。この曝露期間は、ラットの脳の
性分化の臨界期に含まれ、精巣からのテスト
ステロンの産生分泌が活発な時期である。妊
娠 19 日目の曝露終了直後、妊娠ラットの子
宮内胎仔を確認したところ、一腹の胎仔の総
数、雌胎仔の数、および雄胎仔の数に対する
トルエン曝露の影響は見られなかった。各胎
仔から採取した血液から分離した血漿中の
テストステロン濃度をエンザイムイムノア
ッセイ法により定量した結果、0.9 あるいは
9 ppm のトルエンを曝露した妊娠ラットの雄
胎仔の血漿中テストステロン濃度は、同一条
件で清浄空気を曝露した対照群の値よりも
有意に低くなっていた（図１）。0.09 ppm の
トルエン曝露群の雄胎仔の血漿中トルエン
濃度は対照群と比べて有意な違いはみられ
なかった。曝露量に関係なく、雌胎仔のテス
トステロン濃度はトルエンによって変化し
なかった。また、雌胎仔のテストステロン濃
度は、同一実験群の雄胎仔のテストステロン
濃度に比べて有意に低かった。以上の結果か
ら、妊娠後期における母ラットのトルエン吸
入曝露は子宮内の雄胎仔ラットのテストス
テロンレベルを低下させることが明らかに
なった。 

図１. 胎仔ラットの血中テストステロン濃度に対する

トルエン曝露の影響（Toxicology Letters, 185, 79-84, 

2009 の図を改変） 

 
次に、トルエン曝露によって生じるテス

トステロン濃度低下の原因を探るため、採取



した雄胎仔の精巣におけるステロイド産生
酵素のmRNAの発現レベルをリアルタイムPCR
法により解析した。精巣におけるテストステ
ロンの産生はライディッヒ細胞によりなさ
れており、この細胞はコレステロールからテ
ストステロンを合成するために必要な酵素
（P450scc, 3β-HSD1, P450c17, 17β-HSD3）
を発現している。清浄空気を曝露した対照群
の雄胎仔と 0.9 ppm のトルエンを曝露した妊
娠ラットの雄胎仔から採取した精巣の各種
ステロイド産生酵素の mRNA レベルを測定し
た結果、トルエンを曝露した雄胎仔の精巣の
3β-HSD1 の mRNA の発現レベルは対象群より
も有意に低下していた。しかし、3β-HSD1 以
外のステロイド産生酵素の mRNA の発現はト
ルエン曝露によって影響を受けなかった。さ
らに、抗 3β-HSD 抗体を用いた免疫組織学的
解析の結果、胎生 19 日目の雄胎仔ラットの
精巣の間質領域において、3β-HSD 免疫陽性
反応を示すライディッヒ細胞が多数観察さ
れた（図 2）。間質領域の 3β-HSD 免疫陽性領
域を計測したところ、0.9 あるいは 9 ppm の
トルエンを吸入曝露した妊娠ラットの雄胎
仔における値は対照群に比べて有意に少な
くなっていた。コレステロールを基質とした
テストステロン合成において、3β-HSD はそ
の中間代謝過程であるプレグネノロンから
プロゲステロンへの反応を触媒する。従って、
3β-HSD のタンパク質発現量の減少は、精巣
でのテストステロン産生能の低下を引き起
こすと考えられる。胎仔精巣のライディッヒ
細胞の分化増殖マーカーであるInsl3のmRNA
の発現量はトルエン（0.9 ppm）によって変
化しなかった。このことから、テストステロ
ンを産生分泌するライディッヒ細胞の数自
体はトルエン曝露によって変化していない
と考えられる。以上のことから、胎生後期の
トルエン曝露による雄胎仔の血中テストス
テロン濃度の低下は、精巣の 3β-HSD の発現
量の減少が原因であることが示唆された。 

 
図２. 雄胎仔ラットの精巣における 3β-HSD の免疫染色

組織像。（A）対照群の精巣、（B）0.9 ppm トルエン曝露

群の精巣（Toxicology Letters, 185, 79-84, 2009 の図

を改変） 

 
 

（２）ラットの性的二型核に対するトルエン

の周生期曝露の影響 
解析対象とした SDN-POA は、体積やニュ

ーロンの数が雌よりも雄に優位な性的二型
核である。ラットの SDN-POA はカルビンディ
ン D28K というタンパク質を発現するニュー
ロンが集まっており、カルビンディン D28K
の免疫陽性反応により SDN-POAを光学顕微鏡
下で確認することができた（図３）。カルビ
ンディン D28K の定量免疫組織学的解析によ
り SDN-POA の体積を推定算出した結果、周生
期に清浄空気を曝露した対照群とトルエン
曝露群のどちらにおいても、雄ラットの
SDN-POAのカルビンディンD28K免疫陽性領域
の体積は雌ラットよりも大きく、明瞭な性差
がみられた(図３)。しかし、SDN-POA の体積
を実験群間で比較すると、50 ppm のトルエン
を曝露した雄ラットの SDN-POAの体積は対照
群の雄ラットの SDN-POAよりも有意に小さか
った。10 ppm のトルエン曝露群の雄ラットの
SDN-POA の体積は対照群雄の値と同程度であ
った。雌ラットの SDN-POA の体積は 10 ppm
あるいは 50 ppm のトルエン曝露により変化
しなかった。このことから、周生期に曝露し
たトルエンは雄ラットの脳の性分化のプロ
セスに影響を及ぼし、その影響が成熟期に至
るまで持続するのだと考えられた。 

 

図３. 成熟したラットの SDN-POA（破線の内側）。 

 
出生7日齢の雌雄仔ラットのSDN-POAに

おけるアポトーシス細胞数を計測した結果、
50 ppmのトルエンを周生期に曝露した雌雄仔



ラットの SDN-POAのアポトーシス細胞数は対
照群に比べて有意に増加した。対照群と同様、
トルエン曝露群の SDN-POAにおけるアポトー
シスの性差は依然としてみられたが、50 ppm
のトルエンを曝露した雄仔ラットのアポト
ーシス細胞数は対照群雌と同程度になるま
で増加した。 

周生期にトルエンを曝露した成熟雄ラ
ットの SDN-POAの体積は対照群に比べて縮小
した。このことは、トルエンが脳の雄性化に
影響を及ぼし、その影響が成熟期に至るまで
持続することを示唆している。ラットにおい
て、周生期は脳の性分化の臨界期であり、テ
ストステロンが未分化な脳に作用すること
で、脳の雄性化のプロセスが進行する。成熟
期の SDN-POA の体積や発達期の SDN-POA にお
けるアポトーシスは周生期のテストステロ
ンの影響によって変化する。従って、トルエ
ンの曝露によって生じたテストステロンレ
ベルの低下が、アポトーシス促進ひいては
SDN-POA の体積縮小の一要因になると推測さ
れた。しかしながら、トルエンが脳に直接作
用してアポトーシスが誘導されることも考
えられる。アポトーシスに対するトルエンの
影響メカニズムについては今後詳細に検討
しなければならない。 
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