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研究成果の概要（和文）：トリブチルスズ(TBT)の F1 ラットに対する神経毒性を検討した。妊娠
ラットを餌中にTBTを混ぜ曝露した。つまりF1ラットは胎盤と母乳を介してTBTに曝露された。
離乳後、半分の F1 ラットは再度餌に TBT を混ぜることによって TBT に曝露された。胎盤と母乳
を介して TBT に曝露された F1 ラットは成長抑制とともに行動抑制を示した。離乳後の 3週令か
ら餌を介し TBT に曝露された F1 ラットも成長抑制とともに行動抑制を示した。TBT の離乳後す
ぐの成長期の曝露は経胎盤経母乳曝露と同様に毒性があると考える。行動抑制は TBT による中
脳のチロシンハイドロキシラーゼ、ドーパミントランスポーター、ドーパミン受容体 D2 につい
ての down-regulation の結果からドーパミン伝達と関連するかもしれない。 
 
研究成果の概要（英文）：The neurotoxic effects of tributyltin (TBT) on the F1 rats were examined.  
The pregnant rats were exposed to TBT via their food, therefore, the F1 rats were exposed to TBT via 
the placenta and their dam’s milk. After weaning, the half of F1 rats were exposed to TBT via their food.  
The inhibitory effects of behaviors in the F1 rats exposed to TBT via the placenta and their dam’s milk 
were observed as well as the decrease in their body weight compared to the control.  The F1 rats 
exposed to TBT via their food after weaning (at 3 weeks of age) also showed lower activities and body 
weight compared to the control.  The exposure to TBT just after the weaning is toxic as the exposure 
via the placenta and their dam’s milk. The inhibitory effects on the behaviors by TBT may be related to 
dopamine metabolism, since tyrosine hydorxylase, dopamine transporter and dopamine receptor D2 in 
the midbrain were down-regulated. 
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１．研究開始当初の背景 
 船底や漁網の防汚剤として使用され環境
汚染物質として知られる有機スズ化合物の
一つ、TBT の主要な毒性に神経毒性がある。
最近 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。TBT は二世
代曝露によって次世代により強い毒性を示
すとの報告があるが、発達期の神経毒性に関
しては、発達神経毒性についての未だ適当な
指標が確立していず知見に乏しい。 
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過去３年の研究において我々は脳神経系
における TBT 経世代曝露の影響を明らかにす
るため、シナプスの構造と機能に関わる遺伝
子を搭載したカスタム DNAマイクロアレイを
用いての遺伝子発現解析や、脳各部位の神経
伝達物質の測定を行い評価を行った。25ppm
または 125ppmの TBT chlorideを混餌し、出
生前、出生後の仔ラットの TBT 曝露を行った。
生後 3 週の離乳後、通常の餌に切り替えた。
DNA マイクロアレイの実験では対照群と TBT
曝露群から得た cRNA を競合ハイブリダイゼ
ーションさせ、生後 1 週、2 週、3週、6週の
大脳皮質と中脳を比較した結果、TBT による
発現変化は中脳で顕著に見られた。6 週にお
いても遺伝子発現変化が見られ曝露を止め
た後も発現変化が残った。リアルタイム PCR
法による定量的な解析の結果、TBT 曝露によ
り以下の遺伝子の有意な発現変化が確認さ
れた。(1) 6 週を含む全ての時点における TBT
濃度依存的に chromogranin b (chgb) の発
現上昇、(2) 全ての時点において Na+と Ca2+

の交換輸送体である slc8a2 の発現上昇(図)。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果は、TBT 曝露がミトコンドリ
アに影響し、細胞膜で Na+と Ca2+の交換を行
う slc8a2 や Ca2+チャネルである IP3受容体の
活性を制御する chgb の発現変化により細胞
内 Ca2恒常性に影響することを示唆する。一
方、神経伝達物質についてドーパミンの代謝
に TBT 高濃度曝露による影響が示唆された。          
    この研究とは別に、TBT の代謝産物でもあ
るジブチルスズ（DBT）は、ポリ乳酸ラクチ
ドを主成分とする人工脳硬膜に残存するた
め、実際の臨床適用を行った場合、神経毒性
を引き起こす可能性が問題になっていた。
DBT の細胞毒性は TBT に同程度でラット脳の
線条体スライスを用いた ex vivo 実験では
DBT の神経毒性が示された。そこでラットを
用いて人工硬膜を頭蓋骨内に埋め込むモデ
ル実験を行うこととした。評価指標として代
表的な行動学試験として、オープンフィール
ド試験、Prepulse Inhibition (PPI) testを用いた。 

以上の研究から行動学試験を用いた神経
毒性の評価をリアルタイム PCRによって検出
された mRNA の発現変化や、神経伝達物質の
変化と結びつけて評価することを着想した。

TBT による遺伝子発現変化がタンパク質の発
現変化につながり、行動の変化につながるか
を検討することが本研究の目的であった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は TBT による発達神経毒性の
適切な評価を行うために、ラットを対象に二
世代投与実験を行い、脳中の TBT 及び代謝産
物の濃度を把握し、F1 ラットについてタンパ
ク質の発現変化、行動の変化を指標に、それ
らと遺伝子発現や神経伝達物質の変化とあ
わせつつ評価を行うことである。更に全身的
な発達（体重や骨密度）、免疫への影響（サ
イトカイン産生、胸腺・脾臓サブセットポピ
ュレーション変化）などの関連も検討する。 
 
３． 研究の方法 
実験１ 

初回妊娠したラットに、通常餌または
TBT125ppm入りの餌を与え出産後３週まで
飼育した。メスの F１ラットは離乳後、９週
令まで通常餌で飼育され、９週令時点で TBT
入り餌を与える群と、通常餌群に分けた。つ
まり対照群（control-control, CC）、経胎盤経母
乳曝露群 (TBT-contorol, TC)、経口曝露群
（control-TBT, CT,９週令から 15週令）、経胎
盤経母乳曝露群及び経口曝露群 (TBT-TBT, 
TT)を設定した。体重を測定し、15 週令時点
で、オープンフィールド試験と PPI試験で神
経毒性を評価した。F１ラットの大脳の TBT、
DBT 、 MBT 、無機スズの定量を Flame 
photometoric detector(FPD)付きガスクロマト
グラフィーで定量し更にメスの F１ラットの
脳各部位の神経伝達物質及び代謝産物を定
量した。また大腿骨を採取しマイクロデンシ
トメトリーで検討した。 

母ラットに関しては行動試験、大脳の TBT、
DBT、MBT、無機スズの定量、脳各部位の神
経伝達物質及び代謝産物の定量を行った。 

 
実験２ 

初回妊娠したラットに、通常餌または
TBT125ppm 入りの餌を与え出産後３週まで飼
育した。生まれてきた F１ラットは離乳後、
６週令まで通常餌で飼育され、６週令時点で
TBT 入り餌を与える群と、通常餌の群に分け
た。つまり CC 群、TC 群、CT 群（６週令から
９週令）、TT 郡を設定した（図）。 
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Cytosolic Ca2+ homeostasis

chgb (chromogranin B) A regulator of the IP3 receptor- Ca
2+ channel 

Result - Midbrain  1 -

slc8a2 ( solute carrier family 8, member 2)  Na+/Ca2+ exchanger
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オス F１ラットの３週令時点、６週令時点
（CC 群、TC 群が存在、３週～６週は通常餌
で飼育）、９週令時点でまずリアルタイム PCR
で候補を絞った上で、中脳のチロシンハイド
ロキシラーゼ、ドーパミントランスポーター、
catechol-o-methyl transferase、ドーパミ
ン受容体D2の遺伝子発現をリアルタイムPCR
で検討した。６週令、９週令で行動学試験（オ
ープンフィールド試験、PPI 試験）を行った。 

６週令時点では、メスから脾臓を採取し、
フローサイトメトリーで脾細胞及び胸腺細
胞のポピュレーションを評価した。 

９週令時点で４群それぞれについて、メス
の F１ラットについてフローサイトメトリー
で脾細胞及び胸腺細胞のポピュレーション
を評価するとともに、脾細胞を単離し、マク
ロファージとリンパ球にわけ、活性化し、そ
れぞれのサイトカインの産生を評価した。こ
こでも餌中濃度を 25ppm とした群を加え、オ
ス F１ラットについて、６週令で大腿骨を採
取し、マイクロデンシトメトリーで検討した。 
 
実験３ 
 初回妊娠したラットに、通常餌または
TBT125ppm 入りの餌を与え出産後３週まで飼
育した。生まれてきた F１ラットは離乳後、
TBT 入り餌を与える群と、通常餌の群に分け
た。つまり CC 群、TC 群、CT 群（３週令から
９週令）、連続曝露群を設定した。体重を測
定し、９週令時点で、オスの F１ラットにつ
いてオープンフィールド試験と PPI試験で神
経毒性を評価した。メスの F１ラットについ
ては、フローサイトメトリーで脾細胞のポピ
ュレーションを評価した。また脾細胞をマク
ロファージとリンパ球にわけ、活性化し、そ
れぞれのサイトカインの産生を評価した。 
 
実験４ 
ラットに人工硬膜の主要構成成分であるポ
リ（乳酸、グリコール酸、カプロノラクトン
等）共重合体（PLGC）膜、または DBT をスズ
換算で 100ppm 含む膜を、頭蓋骨に直径 5mm
の穴をあけて挿入した。４週間の観察期間後
に、オープンフィールド試験及び PPI test
を行って神経毒性を評価した。行動試験後、
脳を分割し、神経伝達物質及びその代謝産物
を測定した。 
 また直径 8mm の穴をあけて、ポリ（乳酸、
グリコール酸、カプロノラクトン等）共重合
体（PLGC）膜、DBT をスズ換算で 100ppm 含む
膜、オクチル酸スズをスズ換算で 200ppm 含
む膜を、直径８mm に近いサイズで挿入し、１
ヶ月または 2ヶ月観察した後に行動学試験を
行い、その後脳を分割し、神経伝達物質及び
その代謝産物を測定した。 
 
実験５ 

 アストロサイト系細胞 CRL-2434 に DBT, 
オクチル酸スズ、ポリ乳酸ラクチド、スズを
含まない乳酸ラクチド、スズを高濃度含む乳
酸 ラ ク チ ド 、 poly(glycolic 
acid-co-ε-caprolactone)オ リ ゴ マ ー 、
poly(L-lactic acid-co-glycolic acid-co- ε 
-caprolactone)オリゴマーを曝露し、生存率、
glutamateの放出、増殖への影響を検討した。 
 
４． 研究成果 
 実験１においては、CC 群、TC 群、CT 群、
TT 群の比較で、体重抑制を示したのは、TC
群、TT 群であり、CT 群では CC 群に比べ体重
の有意な低下は起こらなかった。また行動学
試験（オープンフィールド試験）でも、TC 群、
TT 群の行動抑制は強く、CT 群ではオープン
フィールド試験における壁に向かっての立
ち上がり回数の低下のみが有意な結果であ
った。この実験では経胎盤経母乳曝露の毒性
の強さが示唆された。神経伝達物質の定量で
は、５－HT（セロトニン）、５－HIAA（セロ
トニン代謝産物）が線条体、視床下部、海馬
で CC 群より TC 群、CT 群において有意に高値
を示したが、TT 群は CC 群と差は見られなか
った。神経伝達物質及びその代謝産物の量に
関しては、単純に行動抑制と関連はしないの
かもしれない。大脳の TBT は安楽死まで TBT
餌を食べていた群で主に検出され、その平均
値は CT 群 0.622µg/kg、TT 群 0.625µg/kg、DBT
の 平 均 値 が CT 群 0.182µg/kg 、 TT 群
0.208µg/kg であった。但し CC 群が検出限界
以下に対し、TC 群は痕跡ではあるが、TBT、
DBT、MBT まで検出され、胎盤、母乳から摂取
された TBT が残存し、代謝は示唆された。 

なお、この実験で F1 ラットの大腿骨をマ
イクロデンシトメトリ―で検討した結果、
TBT 曝露群（TC 曝露、CT 曝露、TT 曝露群）
において bone mineral content が CC 群に比
べて有意に低く、骨への影響の可能性も考え
られた。実験２の対照群と経胎盤及び経母乳
群のオスの F1 ラットの比較では bone 
mineral density が経胎盤及び経母乳曝露群
で有意に対照群より低く、こちらでも骨への
影響が考えられた。 
 実験２で体重抑制を示したのは、TC 群、TT
群であった。中脳の mRNA 発現については、
チロシンハイドロキシラーゼについて 3週令
で経胎盤経母乳曝露群が up-regulation、９
週令で TBT 曝露群全てで down-regulation を
示し、ドーパミントランスポーターについて
は ９ 週 令 に お い て TT 群 の み で
down-regulation を示し、catechol-o-methyl 
transferase については 3 週令で TC 群が
up-regulation を示し、ドーパミン受容体 D2
については６週令でTC群がdown-regulation
を示した。６週令では TC 群が CC 群に比べオ
ープンフィールド試験における総移動距離



 

 

の低下を示し、９週令では TC 群、TT で、対
照群に比べ有意な低下を示し、TBT の経胎盤
経母乳曝露はドーパミン伝達を乱すことに
より、行動を抑制するのかもしれない。 

免疫毒性の検討では、6 週令では脾細胞に
ついて、TC 群が Pan T, helper T, cytotoxic 
T が CC 群より有意に低かった。胸腺細胞につ
いては未成熟胸腺細胞のダブルネガティブ
細胞が TC 群において CC 群より有意に低く、
成熟胸腺細胞では cytotoxic T 細胞が TBT 曝
露群で CC 群より有意な低値を示した。9週令
でのフローサイトメトリーに関しては、脾細
胞に関して Pan T 細胞が CT 群、TT 群で、対
照群に比べ有意に低く、Pan B 細胞が TC 群に
おいて対照群より有意に低かった。Helper T
細胞は CT 群、TT 群で、CC 群に比べ有意に低
く、cytotoxic T 細胞は全ての TBT 群で CC 群
に比べ有意に低かった。胸腺細胞については、
未成熟胸腺細胞のダブルネガティブ細胞に
ついて全ての TBT 群で C群に比べて有意に低
く、成熟胸腺細胞では helper T 細胞及び
cytotoxic T 細胞は CT 群、TT 群で CC 群に比
べ有意に低かった。経口による TBT 曝露によ
り免疫細胞は傷害されるが、経胎盤経母乳曝
露の毒性影響も持続することが示唆された。 

９週令での脾臓 B 細胞の tumor necrosis 
factor α (TNF α)の産生低下を示したのが TC
群、TT 群であり、この点に関しては経胎盤経
母乳曝露の毒性の強さが示唆された。 

実験３における、CC 群、TC 群、CT 群、連
続曝露群の比較では、F1 ラットの体重は胎盤
及び母乳を介しての曝露では対照群に比べ
て有意に低いことは再現されたが、離乳後す
ぐの曝露でも有意に低くなった。連続曝露群
では更に体重が抑制された。オープンフィー
ルド試験では、離乳後すぐの曝露のみでも CC
群に比べ行動距離の有意な低下が観察され、
連続曝露では更に顕著であった。先行研究で
は、発達期以後のトリブチルスズ曝露による
体重抑制、神経毒性は顕著ではなかったため、
比較すると発達初期の曝露の危険性が示さ
れ、また連続曝露による強い毒性が示された。
免疫毒性について脾細胞のリンパ球のポピ
ュレーションに関して Pan T, NK, cytotoxic 
T 細胞が TBT 曝露群で減少を示した。 

妊娠ラットについては、TBT 曝露群の大脳
の TBT濃度の平均は 0.218-0.854µg/gであっ
た。オープンフィールド試験においては、対
照群と比較して総移動距離の有意な低下が
TBT 曝露群に観察され、立ち上がり（壁に向
かって、及び中央に向かって）回数も TBT 曝
露群で有意に低かった。これらは神経毒性を
示唆し、また神経伝達物質については、海馬
において DOPAC（ドーパミン代謝産物）及び
ドーパミンが TBT曝露群で有意に高いという
結果となり、母ラットにおいても TBT 曝露に
より影響はないとは言えなかった。 

 ただし、TBT の代謝産物である DBT が、吸
収性人工硬膜に含まれていても、触媒として
残存する量の５倍程度であれば、約 4mm の直
径のサンプル膜を頭蓋内に挿入した場合、ラ
ットにオープンフィールド試験の指標に影
響は起こらない。PPI 試験では DBT をスズ換
算で 100ppm 含む場合に、PPI test におけ
る%PPI の有意な低下が観察され、今後の検討
が必要である。直径 8mm 近くの膜を挿入し 1
ヶ月または２ヶ月飼育した場合は行動試験
では対照群との相違は観察されなかった。直
径約 4mm の膜を挿入した場合、直径 8mm 近く
の膜を挿入し 1ヶ月または２ヶ月飼育した場
合、いずれも脳各部位の神経伝達物質に部分
的に変化が見られたが、各実験を通して一致
した所見は得られなかった。なお in vitro
のアストロサイト系細胞を用いた検討では、
0.5µM の DBT で細胞の生存率の有意な低下が
起こった。一方オクチル酸スズでは 100µM で
細胞増殖の低下が起こった。DBT の神経毒性
は明らかであった。 
 結論としては、TBT の曝露により経口曝露
では脳内に TBT は検出される。但し経胎盤経
母乳曝露の後、曝露を中止しても微量ながら
検出は続く。TBT は経胎盤経母乳曝露で行動
抑制を示すが、それは離乳後すぐの発達期曝
露でも観察され、発達期の TBT 曝露の毒性は
強い。行動抑制が起きている場合に、中脳で
の遺伝子変化により、ドーパミン代謝と関連
している可能性は示唆されるが、ドーパミン
やその代謝産物の脳各部位の濃度と行動抑
制が連動しているわけではない。免疫機能は
TBT 曝露により、主にポピュレーションが変
化が見られるために、免疫の変化が間接的に
神経毒性にかかわっているのかもしれない。 
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