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研究成果の概要（和文）：本研究では神経細胞が作る神経回路網の発達状態が化学物質に対する感受性に影響を
与えるという仮説を検証した．培養15, 30, 60日目の神経細胞にビスフェノールA(BPA)を添加し，添加後5時間
まで，1時間毎に神経細胞のラマンスペクトルを取得し，主成分分析による解析を行った．培養15, 30日目のBPA
添加群とコントロール群でチロシンに帰属できるスペクトル変化が観測された．BPAがもたらす発達神経毒生の
本質は未成熟な神経回路網中の神経細胞に緩やかかつ長期的に続く興奮毒性であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined the relation between the developmental 
stage of neuron and susceptibility to  bisphenol A (BPA). BPA was added to the neurons on days 15, 
30 and 60 of culture. Raman spectra were obtained from the live neurons every hour up to 5 hours 
after addition of BPA. The collected spectra were analyzed by principal component analysis. The 
spectral change was observed during the BPA treatment in the datasets of 15 and 30 days of culture, 
and the spectral changes could be attributed to tyrosine. In contrast, no spectral changes were 
observed in the dataset of 60 days of culture. 
It is suggested that the neurodevelopmental toxicity due to BPA is a gradual and long-lasting 
excitotoxicic effect on the neurons in the immature developmental stages.

研究分野： 生体分子分光学

キーワード： ラマン分光法　神経細胞　ビスフェノールA　発達神経毒生　ケモメトリックス　薬剤感受性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって得られた大きな発見の一つは，神経細胞のBPAに対する応答が培養日数によって異なることであ
った．成熟した神経細胞ではBPA曝露によるラマンスペクトルに変化がみられなかったのに対し，未成熟な神経
細胞ではBPA曝露によってラマンスペクトルの変化が観測された．本研究成果は，ラマン分光法が化学物質が神
経細胞へもたらす影響を生きたまま評価できることを示している．また神経細胞を長期間培養しながら測定し続
けることのできる光学系を確立することに成功し，BPAのような内分泌かく乱物質の他，マイクロプラスチック
やウイルスの毒性評価に応用することができるようになった．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 化学物質が胎児や小児の脳発達にもたらす影響は生涯の健康や特定の病気にかかるリス
クに直結していると考えられ（DOHaD 仮説），化学物質と脳発達の関わりに対する社会的
関心は高い．例えば，「内分泌かく乱物質であるビスフェノール A(BPA)を妊娠ラットに投与
すると産仔が多動性を示す」報告(Ishido et al., J. Neurosci. Res., 76(3), 423-433. 2004)がある．
これは化学物質が胎児の脳発達に影響し，生後もその影響が強く残ることを示唆している． 
 従来，化学物質の脳発達におよぼす影響の評価に動物が用いられるが，動物愛護の観点か
ら近年は代替法として細胞を用いた評価法が提案されている．細胞を用いた評価法として，
細胞の突起長計測などの形態学的手法，パッチクランプ法などの活動電位計測による細胞
機能分析，神経細胞発達マーカー分子の染色による分子イメージングが挙げられる．しかし，
これらの手法は神経細胞の発達の一つの側面をみているに過ぎない．また，これらの従来法
は細胞の固定や電極の挿入などを伴い侵襲性が高く，神経細胞の形態，機能，分子ダイナミ
クスを長期にわたり追跡することが困難であることが問題である．この問題を解決するた
めには，神経細胞の分子ダイナミクスと機能を同時並行で長期間にわたり解析できる方法
を確立することが重要である． 
 ラマン分光法は光を物質に照射し，その物質を構成する分子固有の波長情報をもつラマ
ン散乱光を分光することで物質の分子組成や構造を分析する手法である．ラマン分光法は
細胞や組織を非破壊・非標識で測定できるという利点を有する．研究代表者はラマン分光法
を用いて神経細胞を生きたまま長期間にわたり測定し，培養日数の経過に伴った特徴的な
スペクトル変化を抽出することに成功した(Hashimoto ら，Analyst，2015)．また，従来は固
定・染色をしないと判別できなかった神経細胞の興奮性・抑制性を，ラマン分光法によって
生きたまま非染色で判別することに成功した(Hashimoto ら，Analyst，2018)．これらの結果
はラマン分光法が神経細胞の発達や機能に関わる分子ダイナミクスを生きたまま分析でき
ることを示唆している． 
  
２．研究の目的 
 本研究の目的は，化学物質が神経細胞におよぼす長期的な影響を，細胞が生きたまま検出
できる技術を開発することである．これまでの研究で，ラマン分光法が神経細胞の発達に関
わる分子組成変化を分析できることが示された(Hashimoto ら，Analyst，2015)．これはラマ
ンスペクトルから神経細胞の発達状態を予測できるモデルを確立できることを意味してい
る．化学物質に曝された神経細胞のラマンスペクトルをこの予測モデルに投影することで，
化学物質が神経細胞の発達を阻害するかどうかを追跡できるのではないかと着想を得た．
本研究の目的を達成するために実施した研究は次の 2 つである．一つ目は，ラマンスペクト
ルから神経細胞の発達状態を予測するモデルの構築と検証である．抗がん剤の一種である
シトシンアラビノシド(ara-C)を曝露させた神経細胞から取得したラマンスペクトルを，神経
細胞の発達状態分析モデルにプロットし，ara-C の神経細胞発達に対する毒性を評価した．
二つ目は培養神経細胞の発達状態の違いと神経細胞の BPA に対する応答の相関を調べた． 
 
３．研究の方法 
(1) 化学物質に対する神経細胞の応答のリアルタイムラマン分析法の確立 
 胚齢 18 日目のラット海馬から得た神経細胞の初代培養系を使用した．ポリエチレンイミ
ンでコートした石英ガラスボトムディッシュ上に 250 細胞/mm2 の密度で細胞を播種し，培
養を開始した．培養 3 日目の神経細胞に ara-C を最終濃度 0 (コントロール), 5, 25 μM で 24
時間曝露させた．その後，培養 4，10，15 日目の神経細胞の核からラマンスペクトルを取得
した．ラマン測定には試料台に小型 CO2 インキュベーターが搭載された自作共焦点ラマン
顕微鏡を使用した．励起波長 785 nm，測定点におけるレーザーパワーは 35 mW，露光時間
90 秒とし，対物レンズは 60 倍の水浸レンズ(NA1.1)を使用した． 
(2) 培養神経細胞の発達状態と BPA に対する応答の相関研究 
 胚齢 18, 19 日 Wistar ラットから海馬を摘出した．海馬をパパインで分散させ, 細胞懸濁液
を調製した. φ35 mm の石英窓付きディッシュ１枚あたり 2.4×105 個の細胞を播種した. 培養
15，30，60 日目の神経細胞に BPA を添加した. BPA の最終濃度は 0，25，100 µM の 3 通り
である. 神経細胞の樹状突起および軸索の長さを計測するため，MAP2，Tau1 をターゲット
にした蛍光免疫染色を行った. BPA を 30 分，1，2，3，4，5 時間曝露した神経細胞を生きた
まま, 自作のCO2インキュベーター付き共焦点ラマン顕微鏡でラマン測定を行った. 励起波
長は 785 nm，測定点でのレーザーパワーは 58 mW，対物レンズは 60 倍の水浸レンズ
(NA=1.20)を使用した. 露光時間は 60秒に設定した．得られたラマンスペクトルを前処理し，
主成分分析(PCA)を行った．また，膜電位感受性色素 FluoVolt (サーモフィッシャー)を用い， 
BPA 曝露 5 時間後の神経細胞の膜電位変化を計測し，発火間隔を測定した. 
 



 
 
４．研究成果 
(1) 化学物質に対する神経細胞の応答のリ
アルタイムラマン分析法の確立 
 コントロール群のスペクトルデータセッ
トを主成分分析(PCA)し，化学物質に曝され
ていない神経細胞の発達評価モデルを構築
した．主成分(PC)1 で培養 4 日目のデータ
集団と培養 10，15 日目のデータ集団に分か
れ，PC1 で正常な神経細胞の発達状態を説
明できると考えられる．（図 1）次に，ara-C
が神経細胞の発達に影響するかどうかを検
証するため，コントロール群のデータセッ
トで作成された主成分空間に ara-C 曝露細
胞群から取得したラマンスペクトルを投影
した．最終濃度 5 μM の ara-C を曝露した神
経細胞では PC1 のスコア値の分布がコント
ロール群のものと大きく変わらなかった．
一方，最終濃度 25 μM の ara-C 曝露条件で
は，培養 10，15 日目のデータ集団が正常な
培養 4 日目の神経細胞のデータ集団と大き
く重なっており，たとえ 24 時間という短期
間の曝露であってもその影響は残り続け，
結果として神経細胞の発達を遅らせること
が示唆された．（図 2） 
 以上の結果は化学物質による外部刺激が
神経細胞発達へ与える影響をラマン分光法
によって評価できる可能性を示唆してい
る．今後は BPA などの内分泌かく乱物質を
神経細胞に曝露させ，その影響をより長期
間にわたって追跡する予定である． 
 
(2) 培養神経細胞の発達状態とビスフェノ
ール A に対する応答の相関研究 
 BPA 曝露 5 時間後の神経細胞に対して免
疫蛍光染色を行い,樹状突起や軸索の長さの
計測を実施した．(図 3) いずれの培養日数，
BPA 濃度条件においても有意差は見られず，
短期的な BPA 曝露は神経細胞の形態に影響
を与えないことが分かった． 
 各培養日数におけるコントロール群(BPA
未処理群)と BPA 処理群のラマンスペクトル
を PCA で解析した．いずれの培養日数にお
いてもコントロール群と BPA 25 µM 曝露群
のスペクトルの分散は重なっており，両者を
判別する主成分軸は見つからなかった．（図
4）次にコントロールと BPA 100 µM 曝露条件
の神経細胞から得られたラマンスペクトル
を PCA で解析した．培養 15 日目のデータセ
ットでは PC5 の軸，培養 30 日目のデータセ
ットでは PC6 の軸上でコントロールと BPA 
100 µM 曝露条件のデータ集団は完全に重複
しておらず，100 µM の BPA 曝露が細胞内の分子組成に変化を与えることが示唆された．
（図 5）培養 15 日目と 30 日目のデータセットの PCA において，コントロールと 100 µM 
BPA 曝露間での神経細胞の分子組成の違いを反映する主成分軸のローディングプロットか
ら，チロシンに帰属できるバンドが観測された．（図 6）BPA 曝露によって細胞内のチロシ
ン濃度が上昇することが示唆された．一方，培養 60 日目の神経細胞のラマンスペクトルを
PCA で解析すると，コントロール集団と 100 µM BPA 曝露集団を判別する主成分軸を見つ

 
図 1 PCA used with control dataset. Score 

plot (a), Loading plot of PC1 (b(1)) and 

PC2 (b(2)). 

 

図 2 Raman spectral data sets obtained 

from neurons exposed to ara-C were 

projected to the PCA space of the control 

group (final concentration 5 μM (a), 25 

μM (b)). (c) and (d) show the density 

distributions of PC1 scores. Stage 1 

comprises the control data set at DIV4, 

and stage 2 comprises the control data set 

 

図 3 蛍光免疫染色による神経細胞の軸

索と樹状突起の長さを比較した結果．上

段のパネルは軸索，下段のパネルは樹状

突起の計測結果を示している．パネルの

列は DIV(培養日数)を示しており，左列

から培養 15，30，60 日目を示してい

る． 



けることができなかった．これまでの報告で，ラ
マンスペクトルから培養 15，30 日目の神経細胞
は成熟の途中段階であり，培養 60 日目以降に成
熟することが示唆されている．本実験結果は神経
細胞の成熟状態が BPA への感受性と関連してい
ることを示唆している．BPA 未処理群と処理群
間のラマンスペクトルの違いを示すローディン
グプロットに，興奮性の神経伝達物質であるノル
アドレナリンの合成元であるチロシンのバンド
が観測されたことから，BPA により神経細胞が
過剰に興奮させられることが示唆された． 
 膜電位感受性色素を用いて BPA 曝露 5 時間後
の神経細胞の電気活動を観察した．培養 15，30
日目に BPA を 100 µM 曝露すると発火間隔が短
くなること分かった. （図 7）この結果は神経細
胞が未成熟(培養 15，30 日目) な段階では BPA が
過剰な興奮を引き起こすこととを示唆しており，
ラマン分光法による解析結果と整合性が取れて
いる． 
 以上より，未成熟な神経細胞が BPA に曝され
ることで，神経細胞は過剰に興奮することが示唆
された．今後は BPA によって引き起こされる未
成熟な神経細胞の興奮の影響が，その後の神経細
胞の成熟にどのような影響が出るのかを調べる
予定である． 

 
図 4 コントロール群（青）と 25 μM 

BPA 処理群(赤)のラマンスペクトル

の PCA スコアプロット．DIV は培養

日数を示す． 

 
図 5 コントロール群（青）と 100 μM 

BPA 処理群(赤)のラマンスペクトル

の PCA スコアプロット．DIV は培養

日数を示す． 

 

図 6 BPA 未処理(コントロール)群と BPA 処

理群（最終濃度 100 μM）のラマンスペクト

ルの違いを示す PCA ローディングプロッ

ト．(上，中央) 下に純粋なチロシン水溶液

のラマンスペクトルを示している． 

 
図 7 膜電位感受性色素を用いた神経細胞の自発発

火間隔の測定結果．DIV は培養日数を示す． 
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