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研究成果の概要（和文）：環境汚染物質であるトリブチルスズ(TBT)について、その次世代毒性を記憶学習能力への影
響に焦点を当て調べるために高い学習能力を持つTokai High Avoiderラットを用い実験を行った。妊娠ラットにTBT含
有餌を摂取させる経胎盤・経母乳曝露、離乳後の発達期曝露、両方の曝露を行う連続曝露を検討し、シドマン電撃回避
試験により記憶学習能力の低下、オープンフィールド試験により自発運動の低下が示され、神経毒性が示唆され、連続
曝露で最も顕著であった。

研究成果の概要（英文）：The neurotoxic effects of tributyltin (TBT) on the F1 Tokai High Avoider rats 
which achieved high learning ability were evaluated by the Sidman electric shock avoidance test and open 
field test. The F1 rats were exposed to TBT via the placenta, their dams' milk and/or their food or via 
their food only. The mean values of body weight in the TBT-exposed rats were significantly lower than 
those of respective control. The avoidance rates of the TBT-exposed rats in the Sidman electric shock 
avoidance test were significantly lower than those in the control. The locomotor distance of the 
TBT-exposed rats in the open field test were significantly lower than the respective control over the 
several time intervals. The number of wall rearing of the TBT-exposed rats were also significantly lower 
than that of the respective control. The neurotoxic effects were most evident when the rats were exposed 
to TBT via the placenta, their dams' milk and their food.

研究分野： 衛生学

キーワード： トリブチルスズ　神経毒性　F1ラット　Tokai High Avoiderラット　シドマン電撃回避試験　オープン
フィールド試験
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１． 研究開始当初の背景 
漁網や船底の防汚剤として用いられたト

リブチルスズ（TBT）は環境汚染化学物質
として知られて魚介類の汚染により、人間
への曝露が懸念されていた。先進諸国では
使用規制が実施されているが、未だに魚介
類の汚染は報告されている。TBT の代表的
な毒性として神経毒性と免疫毒性がある。
これらの毒性は動物実験で明らかにされて
いるが、成獣の実験結果（Tsunoda et al. 
2004）から外挿して判断すると、成人に関
しては、現在の一日暫定摂取量と魚介類の
汚染レベルを比較すると、大きな問題はな
いと考えられる。しかしながら、胎児期、
授乳期に TBT に曝露された F1 動物に関し
ては、成獣に関してよりも、より強い神経
毒性（Konno et al. 2005, Tsunoda et al. 2006）
や免疫毒性（Kimura et al., 2005）が示唆さ
れ、更なる研究が必要であった。 
我々の研究グループでは、TBT の F1 ラ

ット（Wistar ラット）に対する発達神経毒
性を検討してきたが、妊娠ラットに 125ppm
のレベルで TBT を曝露し、授乳期も引き続
き曝露を続けた場合に、メスの F1 ラット
をオープンフィールドテストで評価した際
に顕著な行動抑制（自発運動距離の短縮、
レアリング回数の減少）が起きることを示
した（Asakawa et al., 2010）。この影響は、
成長後曝露により強まるが、成長後曝露が
なくても影響が残存した。    
一方、TBT は海馬に集積するという先行

研究があるが、Asakawa et al.では学習能力
を評価する PPI test では TBT 曝露によって
有意な結果が得られていない。この点に関
しては、PPI test が学習より寧ろ適応能力を
示す可能性や、Wistar ラットが学習能力の
評価に適切な動物かという問題があった。 
東海大学が開発した高学習能ラット、

Tokai High Avoider (THA) ラットは、シドマ
ン電撃回避試験において、一様に高学習能
力を呈する動物であり、高感度に学習能力
への影響を捉えることが出来る。この TAH
ラットを用い TBT の影響を適切な学習能
力の判定指標で検討すれば、TBT が学習能
力に影響を与えるかどうか、について明ら
かにすることができる可能性があった。つ
まり、先行研究では十分に検討し得なかっ
た学習能力に関しての THA ラットの可能
性に着目した。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、高感度に記憶学習能力の

障害を判定できる高学習能ラット、THA ラ
ットを用いて、TBT の二世代曝露における神
経毒性を、特に記憶学習能力に焦点を当てて
明らかすることを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
(1) Wistar ラットにおける二世代曝露の研

究 

 初回妊娠した Wistar ラットに妊娠期間
中及び出産後３週間、TBT chloride を 0, 
125ppm 含む餌を自由に摂取させた。乳離
れ後、オスの F1 ラットを通常餌で飼育し、
６週令時に対照、曝露群をそれぞれ分けて
９週まで TBT chloride を 0, 125ppm 含む餌
を再度経口曝露した。つまり対照群
（ control-control, CC 群）、経口曝露群
（control-TBT, CT 群）、経胎盤・経母乳曝
露群（TBT-control, TC 群）、経胎盤・経母
乳曝露及び経口曝露群（TBT-TBT, TT 群）
の４群を設定した（n=10/群）。F１ラット
９週令時の前後５日間に、オープンフィー
ルド試験を行った。ラットを１ｍ四方の白
色のボックスに置き 30 分間観察を行った。
30 分の観察時間の動画記録を専用の解析
ソフトで解析し、総行動距離及び時間別行
動距離を算出した。また rearing（壁に向か
って行った WR、中心に向かって独立して
行った場合の center rearing）の回数、情動
性の指標である face washing の回数、body 
washing の回数、排便数、排尿数を記録し
た。翌日、prepulse inhibition (PPI) test を行
い%PPI を prepulse 70, 75dB, 80dB それぞれ
について検討した。 
 
(2) 発達期曝露による TBT の神経毒性 
離乳した THA ラット（４週令）に TBT 

chloride を 0 または 125ppm 含む餌を雄
（n=5/群）、雌（n=4/群）に摂取させた。 
６週令から 10 日間、シドマン電撃回避試

験を行い、回避率を算出した。 
10 週令時にオープンフィールド試験を

行なった。１m 四方の黒色のオープンフィ
ールドにラットを置き、30 分間観察を行い、
30 分の観察時間の動画記録を専用の解析
ソフトで解析し、総行動距離及び時間別行
動距離（５分毎）を算出した。wall rearing 
(WR), center rearing (CR), face washing (FW), 
body washing (BW), 排尿、排便の回数を記
録した。翌日に PPI test として San Diego 
Instrument 社製の小動物用驚愕反応測定装
置を用い 70、75、80dB のいずれかの聴覚刺
激を prepulse として与え、その後 120dB の刺
激を与え聴性驚愕反応を測定した。prepulse
なしの場合と prepulse ありの場合の 120dB に
対する反応を比較し、反応抑制の指標%PPI
をそれぞれの prepulse について算出した。 
試験終了後、体重を測定し、ラットを安

楽死させた後に、肝臓、腎臓、脾臓を摘出
し重量を測定し、各臓器の相対重量を計算
した。雄雌それぞれについて、対照群と
TBT 群の各指標の比較を t test またはマン
ホイットニーの U test で行なった。 
 
(3) 経胎盤・経母乳曝露による TBT の神経毒

性 
初回妊娠したTHAラットにTBTを 0 また
は 50ppm 含む餌を自由に摂取させ、F1 ラ
ットの離乳まで曝露を継続した。離乳後、



餌を通常の餌に切り替え引き続き飼育し、
６週令に達したところで、シドマン電撃回
避試験を 10 日間行い、10 週令に達したと
ころで THA ラットに対してオープンフィ
ールド試験を行った。方法は上記と同様で
ある。その翌日、PPI test を行った。反応
抑制の指標となる%PPI をそれぞれの
prepulse について算出した。 
 安楽死の後に、脳を７部位（大脳、小脳、
延髄、中脳、線条体、視床下部、海馬）に
分割し、分割後、0.1% cysteine 入り 0.05M 
perchloric acid で神経伝達物質及びその代
謝 産 物 を 抽 出 し た 。 抽 出 し た
norepinephrine (NE), DA, DA の代謝産物
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), 
homovanillic acid (HVA), serotonin 
(5-HT), 5-HT の 代 謝 産 物
5-hydroxyindolacetic acid (5-HIAA) を
ECD 付き HPLC で同時に測定した。 
 更に免疫毒性を検討するために、オスの
脾臓及び胸腺を摘出し重量を測定した。脾
臓に関しては脾細胞を分離し、培養プレー
トにおける培養により付着細胞と非付着細
胞に分け、付着細胞をマクロファージとし
て LPS を用いて活性化した。活性化後６時
間培養し、TRIzol 試薬を用いて RNA を抽
出し cDNA を合成した。cDNA についてリ
アルタイム PCR 法を用い、tumor necrosis 
factor  (TNF)及び interleukin 6 (IL-6)につ
いて、その mRNA 発現を検討した。House 
keeping gene については GAPDH を用いた。
胸腺に関しては胸腺細胞を活性化後、６時
間培養し、RNA を抽出し cDNA を合成し
cDNA についてリアルタイム PCR 法にて、
TGF-及び IL-2のmRNA発現を検討した。 
 
(4) 経胎盤・経母乳及び発達期曝露による

TBT の神経毒性 
初回妊娠したTHAラットにTBT chloride

を 0または 50ppm含む餌を自由に摂取させ
た。この曝露を F1 ラットが離乳するまで
続け、４週令で離乳後、更にオスおよびメ
スの F1 ラットを TBT chloride を 0 または
50ppm 含む餌で 10 週令まで飼育した。 
６週令から 10 日間、F1 ラットについて、

シドマン電撃回避試験を行い評価した。 
10 週令時にはオープンフィールド試験

及び PPI test を行って評価した。 
 
５．研究成果 
(1) Wistar ラットにおける二世代曝露の研

究 
 オープンフィールド試験においては、CT
群と TT 群の総移動距離の平均値が CC 群に
比べて有意に低かった。TC 群に関しては観
察後15～20分の間の移動距離がCC群に比べ
て有意に低かった。行動回数に関しては WR
の平均値が CT,TC、TT 群について、CC 群よ
り有意に低かった。CR については CT 群と
TT群の平均値がCC群に比べ有意に低かった。

FW に関しても CT 群と TT 群の平均値が CC
群に比べ有意に低かった。PPI に関しては群
間で有意性は見られなかった。 
 
(2) 発達期曝露による TBT の神経毒性 
シドマン電撃回避試験に関しては、オス、

メス共に TBT 曝露群で低い値を示し、有意
差があったのは、オスの２日目と５日目の
前半 30 分での回避率について、TBT の有
意な低値が観察されたことであった（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
オープンフィールド試験に関しては、総

行動距離では雄雌共に対照群と TBT 群で
有意差はなかった。時間別行動距離では 20
～25 分の間の行動距離がメスの TBT 曝露
群で低い傾向にあった（平均値±標準誤
差；対照群 1366±183cm, TBT 群 792±
206cm）。メスの TBT 曝露群は有意差はな
かったが 5~10 分の間を除き行動距離は対
照群より低値を示した。行動回数に関して
は、雌のみ TBT 曝露群の FW の回数が対照
群に比べて有意に低かった。他の指標に関
しては雄雌それぞれ有意差を示さなかった。 

%PPI について 70, 75, 80dB のいずれも、雄
雌共に対照群と TBT 群で有意差はなかった。 
体重に関して雌では対照群と TBT 群で差

はなかったが、雄では TBT 群の体重が対照群
に比べて有意に低値を示した。臓器の相対重
量に関しては、雄のみ肝臓、腎臓、脾臓に
ついて、対照群と TBT 群に有意差を示し、
TBT 群が低値を示した。 
 

(3) 経胎盤・経母乳曝露による TBT の神経
毒性 

 シドマン電撃回避試験に関しては、オスに
ついての検討に関しては、初日の前半 30 分
の回避率が TBT 群が対照群に比べて有意に
低かった。２～８日の回避率は前半、後半と
も TBT 群で対照群より低値ではあったが、
両群の差は有意ではなかった（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



メスについては、初日の前半の回避率につ
いて、TBT 曝露群は対照群に比べて、回避率
が低い傾向にあった(P=0.063)。4 日目から 10
日目までの前半の回避率の値は TBT 群が対
照群より低かったが、有意性には至らなかっ
た。後半の回避率についても４日目を除き、
TBT 群が対照群より低かったが、有意性には
至らなかった。 
 オープンフィールド試験については、移動
距離に関しては、オスに関しては有意差が観
察されなかった。メスに関しても有意性には
達しなかったが、試験開始後 25 分～30 分に
かけては TBT 群の行動距離が短い傾向にあ
った。行動回数に関しては、オスにおいて
BW 及び FW の回数が TBT 群において対照
群より有意に低かった。メスに関しては有意
な差が見られなかった。 
 PPI test に関しては THA ラットは
prepulse があると驚愕反応の抑制は顕著
であったが、%PPI についてオスに関して
は 70、75、80dB のいずれも対照群と TBT
群の間で有意差は見られなかった。メスに
関してはprepulseが80dBであった場合に、
TBT 群の平均値が control に比べて有意に
低かった。 
 体重についてはオス、メス共に TBT 群
で有意に低下していた。神経伝達物質に関
しては、オスの大脳中 NE が TBT 群が対
照群に比べ有意に高いという結果となった。
他の部位に関しては有意性はなかった。 
免疫毒性に関しては、脾臓の相対重量に

関しては群間で有意性は見られなかった。
脾臓マクロファージにおける炎症系サイト
カインの mRNA 発現についても、TNF
及び IL-6 共に群間で有意性は見られなか
った。一方、胸腺に関しては、TGF-につ
いて、曝露群で TGF-の mRNA の発
現が対照群に比べて有意に低かった。IL-2
に関しては群間で有意差がなかった。 
 
(4) 経胎盤・経母乳及び発達期曝露による

TBT の神経毒性 
オス、メスともに６週令、７週令、８週

令の時点、及び 10 週令時に TBT 曝露群は
体重の平均値が対照群より有意に低かっ
た（図）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
シドマン電撃回避試験の結果は、オスに関

しては、前半 30 分では６日～10 日、後半 30

分では 10 日において、有意に TBT 曝露群の
回避率が対照群に比べて低かった（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
メスに関しては、前半 30 分では 1～9 日で

有意に TBT 曝露群の回避率が低く、後半 30
分では 1～7 日, 及び 10 日で回避率が TBT
曝露群で有意に低かった。 
オープンフィールド試験に関しては、

オスについては、行動距離に関して、試
験開始後５～10 分、10～15 分で、TBT
曝露群の行動距離の平均値が対照群より
有意に低かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また WR の回数について、TBT 曝露群

の平均値が対照群より有意に低かった。
メスについて行動距離に関して、総合行
動距離、試験開始後５～10 分、10～15 分
20～25 分、25 分～30 分の間で、TBT 曝
露群の行動距離の平均値が対照群より有
意に低かった。有意水準に達しなかった
時間でも、TBT 曝露群の行動距離の平均
値が対照群より低かった。また WR の回
数について、TBT 曝露群の平均値が対照
群より有意に低かった。 

PPI test に関してはオスについて TBT
曝露群において%PPI が有意水準には達
しなかったが低値を示した。一方、メス
については対照群とTBT曝露群で差は見
られなかった。 
以上より、Wistar ラットで餌中 TBT 濃

度 125ppm の曝露により示唆された神経
系への影響は、THA ラットにおいては、
125ppm のレベルの発達期曝露により、シ
ドマン電撃回避試験の評価で記憶学習能
力の低下が起こることが示唆された。そ
こで 50ppm に餌中の TBT 濃度を下げ曝
露実験を行い、経胎盤・経母乳曝露と、
経胎盤・経母乳曝露及び発達期曝露によ
る影響を評価した。TBT 群にはこのレベ
ルでも成長抑制（体重の低下により評価）



が起こることが示唆された。シドマン型
電撃回避試験によって評価された記憶学
習能力への影響は経胎盤・経母乳曝露の
みでも起こるが、経胎盤・経母乳曝露及
び発達期曝露により更に強く統計学的な
有意性が対照群との間に多く観察された。
オープンフィールド試験に関しては、行
動距離の低下と WR の低下が示され、自
発運動の低下が示唆された。一方、PPI test
では有意な差が殆ど検出されず、シドマ
ン型電撃回避試験に比べると、PPI test で
評価される神経系への影響は軽度であっ
た。神経伝達物質や免疫系への影響は観
察されたものの、顕著ではなかった。以
上よりTBTの記憶学習能力への影響は餌
中濃度 50ppmで起こることが示唆された。 
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