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研究成果の概要（和文）：本研究により、オゾン層破壊化学溶剤の代替物質1-ブロモプロパンへの曝露がラット脳歯状
回におけるニューロン新生を抑制し、その作用機序としてノルアドレナリン、Glucocorticoid receptor(GR）、brain-
derived neurotropic factor（BDNF）の抑制が考えられた。ノルアドレナリンの変化に対し、セロトニン系の変化は小
さかった。歯状回における増殖ニューロン数、ノルアドレナリン、GRまたはBDNFレベルが1-ブロモプロパン中枢神経毒
性のバイオマーカーとして利用可能かもしれない。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that exposure to 1-bromopropane, an alternative to ozon
e-depleting solvents, suppressed neurogenesis in the dentate gyrus of adult rats and noradrenaline, glucoc
orticoid receptor (GR), brain-derived neurotropic factor (BDNF) are expected to be involved in suppression
 of the neurogenesis. Change in serotonin level was minimal compared to the decrease in noradrenaline leve
l. Count of proliferative cell in the dentate gyrus, and the level of noradrenaline, GR or BDNF may be use
d as biomarkers for the toxicity of 1-bromopropane to the central nervous system. 
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１． 研究開始当初の背景  
 
（最近の慢性、晩発性中枢神経障害症例の報
告）我々はオゾン層破壊物質代替物質 2-ブロ
モプロパンの生殖、骨髄、神経毒性、1-ブロ
モプロパンの神経、生殖毒性に関する研究を
行ってきた。豪州１BP 曝露事例では高濃度短
期曝露により記憶障害、抑うつが観察されて
いる（市原 2010）。複数の米国症例の脳 MRI
では脳室下領域に異常が見られている。 
（中枢神経系の形態学的頑健性）動物実験レ
ベルにおいては、ヒト症例に対応した 1-ブロ
モプロパンの中枢神経障害を直接に証明す
る形態学的根拠は限定的である(Ichihara 
2000, Fueta 2004)。これは、同じくヒトで
中枢神経毒性を有することがわかっている
トルエンについてもあてはまる。 
（成人ヒト、動物におけるニューロン新生の
発見）脳の海馬領域、脳室下領域において神
経新生が見られることが最近の研究で明ら
かになってきている。また、放射線曝露によ
り動物でニューロン新生が抑制されること
も報告された（Monje 2002）。しかし、環境
化学物質によるニューロン新生への影響に
ついては十分に研究されていない。ニューロ
ン新生の抑制、幹細胞への障害が、環境化学
物質の慢性影響、晩発性影響を説明するとの
仮説を我々は立てた。 
 
２．研究の目的 
近年、環境化学物質によるヒトでの慢性ある
いは晩発性神経機能障害が報告されている。
本研究では、ニューロン新生に環境化学物質
が与える影響を解析することにより、慢性・
晩発性影響の作用機序を解明する。具体的に
は 
（1)環境化学物質による中枢神経機能毒性を
説明する因子としてニューロン新生が果た
す役割を調べ、 
（2)ニューロン新生作用に対する影響の作用
機序を解明する。 
最後に、 
（3)ニューロン新生と関連した生物学的指標
の中枢神経毒性マーカーとして応用可能で
あるかどうかを検討する。 
 
３． 研究の方法 
48匹の雄ウィスターラットを 1週間馴化の
後、1群 12匹、4群に分けた。ラットを 0、
400、800、1000ppmの 1-ブロモプロパンに
名古屋大学医学部動物実験施設に設置され
た小動物用有機溶剤吸入暴露装置を用いて
チャンバー内で 1日 8時間、週 7日、1週間
暴露した。もう一つの 4群ラットを最初の 2
週間は 0、400、800ppm、引き続く 2週間は
0、200、400ppmの 1-ブロモプロパンに暴露
した。一部のラットは暴露終了時に
5-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU)を複数回
腹腔注射した後、24時間後に左心室より 4％
パラフォルムアルデヒド固定液を用いて灌

流固定を行った。灌流後 1時間氷で冷却し、
脳を剖出後、4％パラフォルムアルデヒド固
定液で後固定を行った。凍結切片を作成し、
抗BrdU抗体を用いた免疫染色によって増殖
細胞を可視化した。歯状回において増殖する
神経数を計測することでニューロン新生に
対する 1-ブロモプロパン暴露の影響を調べ
た。残りのラットは、断頭後すみやかに前頭
皮質、線条体、海馬、扁桃体を剖出、急速凍
結保存した。凍結脳組織のホモジェネーとを
作成し、ニューロン新生と関係する因子とし
てモノアミンレベル、brain-derived 
neurotropic factor (BDNF)と glucocorticoid 
receptor (GR)のmRNAレベルを脳の様々な
部位で定量リアルタイム PCR法によって計
測した。ラットから取り出した脳の前頭皮質、
線条体、海馬、扁桃体におけるニューロトラ
ンスミッターであるノルアドレナリン、ドー
パミン、セロトニンおよびそれらの代謝物の
変化を高速液体クロマトグラフィーによっ
て調べた。 
次に、48 匹の F344 雄ラットを、1週間の馴
化の後、名古屋大学医学部動物実験施設に設
置された小動物用有機溶剤暴露装置を用い
て、1-ブロモプロパン 0、200、400、800ppm
に一日 8時間、週 7日、4週間暴露した。暴
露終了時に麻酔下で頭蓋底と第一頸椎の間
に注射針を挿入し、脳脊髄液を採取した。す
みやかに脳を剖出し、脈絡叢を採取するとと
もに、大脳皮質、海馬、小脳、中脳に切り分
け、急速凍結保存を行った。Transthyretin
の免疫染色を行うとともに、enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)を用いて血漿
中、脳脊髄液中の遊離 trioidothyronine, 
thyroxine を測定した。 
 
４． 研究成果 
BrdU陽性細胞は、4週間暴露の最高濃度群
で有意に減少していた。800ppmと 1000ppm
の 1-ブロモプロパンに1週間暴露された群で
はノルアドレナリンレベルが線条体で有意
に減少していた。4週間暴露の最高濃度群で
は、海馬、前頭皮質、線条体においてノルア
ドレナリンレベルが減少していた。1-ブロモ
プロパンへの暴露は、海馬における BDNF
および GRのmRNAレベルを低下させた。
1-ブロモプロパンへの 4週間暴露が歯状回に
けるニューロン新生を抑制することが本研
究によって明らかとなった。BDNFと GRの
mRNAの低下と、海馬における低ノルアドレ
ナリンレベルは、ニューロン新生の減少に少
なくとも部分的に貢献していると考えられ
る。 
1-ブロモプロパンへの 1週間暴露実験におい
て、線条体におけるノルアドレナリンレベル
は 400、800ppmで有意に減少したが、セロ
トニンとその代謝物は変化しなかった。
3,4-dihydroxyphenylacetic acid(DOPAC) 
/dopamine(DA)比は線条体で量依存的に減
少した。Homovanillic acid (HVA)/DA比は、



400、800ppm暴露群において前頭皮質で有
意に減少していた。1-ブロモプロパン 4週間
暴露（0、200、400、800ppm）では、1週間
暴露で見られた変化がさらに顕著であった。
HVA、DOPAC/DA、HVA/DA、（DOPAC 
+HVA）/DA比は 1-ブロモプロパン 800ppm
暴露群で上昇していた。しかし、海馬セロト
ニンレベルは濃度と暴露期間に関わらず変
化しなかった。一方、海馬ドーパミンレベル
はすべての暴露濃度において減少していた。
1-ブロモプロパン 800ppm暴露では、ノルア
ドレナリン、5-hydroxyindoleacetic acid 
(5-HIAA)レベルを減少させた。前頭皮質では、
HVAとHVA/DA比が増加した。線条体では
ノルアドレナリンレベルの減少が見られた
が、他の神経伝達物質量は変化しなかった。
すなわち、ノルアドレナリンが特異的に減少
し、これは以前に免疫組織化学的方法で明ら
かにした 1-ブロモプロパン暴露ラット前頭
皮質および扁桃体におけるノルアドレナリ
ン神経線維（ドーパミンβハイドロキシラー
ゼ陽性神経線維）密度の減少と符合していた。
1-ブロモプロパンへの 1週間暴露と 4週間暴
露でコルチコステロンレベルは変化しなか
った。ラット体重は 1-ブロモプロパン暴露量
依存的に減少したものの副腎皮質重量は 1-
ブロモプロパン暴露によって変化がなかっ
た。 
甲状腺ホルモンに着目した実験では、血漿中
遊離 trioidothyronine は変化せず、
thyroxine が減少した。甲状腺ホルモンはニ
ューロン新生を促進することが知られてお
り、本研究結果は 1-ブロモプロパン暴露によ
るニューロン新生減少に甲状腺ホルモンが
関与している可能性を示唆した。また、我々
のこれまでの研究で、1-ブロモプロパンへの
暴露がノルアドレナリン神経線維を減少さ
せることを明らかにしているが、ノルアドレ
ナリン神経線維に甲状腺ホルモンが集積す
るとの研究報告もあり、1-ブロモプロパン暴
露によるノルアドレナリン神経線維変性作
用において甲状腺ホルモンが重要な役割を
果たしている可能性も示唆された。一方、
transthyretin は、脳内甲状腺ホルモン輸送
に貢献するとともに、甲状腺ホルモン減少が
脱髄を促進することがわかっていることか
ら、1-ブロモプロパン暴露によるヒト脳 MRI
上での脱髄様所見を説明する可能性が考え
られたが、少なくとも免疫組織化学のレベル
では暴露による顕著な変化が見いだせなか
った。今後、定量的な方法を用いて同蛋白の
動態を調べる予定である。 
本研究により、1-ブロモプロパン暴露がニュ
ーロン新生を抑制し、その作用機序として、
ノルアドレナリン、GR、BDNF の抑制が考えら
れた。セロトニンレベルは変化がほとんどな
かったことからノルアドレナリンの変化は
特異的であると考えられる。また、ニューロ
ン新生の抑制とそれと関連するノルアドレ
ナリン、GR、BDNF が 1-ブロモプロパン中枢

神経毒性のバイオマーカーとして利用可能
であることを示した。 
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