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学位論文の内容の要旨 

 

発達神経毒性試験は，現行のガイドラインでは 1 物質の評価に多大なコストがかかるため, より

効率的な評価システムの構築が求められている。本研究は，成熟期動物を対象とした一般毒性試験

の枠組みでの発達神経毒性評価法を確立することを目標として，神経発達を様々な機序で障害する

抗甲状腺剤のプロピルチオウラシル（6-propyl-2-thiouracil: PTU）を用いたラット発達期曝露実験及

び 28 日間反復投与実験を行い，海馬歯状回におけるニューロン新生障害影響とともに，海馬歯状

回を含む複数の脳部位での遺伝子発現プロファイルを比較し，網羅的な指標開発を行った。 

第 1 章では，ラットに対し胎齢 6 日目から生後 21 日目の離乳時まで PTU の 0，1，3，10 ppm の

濃度での母動物への飲水投与による発達期曝露実験を行い，離乳時及び成熟時での海馬歯状回顆粒

細胞層下帯（SGZ）におけるニューロン新生に与える影響を検討した。その結果，生後 21 日目の

雄子動物において，10 ppm 群で glial fibrillary acidic protein（GFAP）陽性幹細胞，3 ppm 以上群で分

化初期の paired box 6 陽性細胞及び分化後期の doublecortin（DCX）陽性細胞が減少した。さらに歯

状回門における γ-aminobutyric acid（GABA）性介在ニューロンに関して，10 ppm 群で somatostatin

（SST）陽性細胞の増加，3 ppm 以上群で reelin（RELN）及び calbindin-D-29K（CALB2）の増加及

び parvalbumin（PVALB）陽性細胞の減少が認められた。これらの変動の一部は生後 77 日目でも持

続していた。以上より，PTU のラット発達期曝露が SGZ における分化初期段階からの不可逆的な

ニューロン新生障害を誘発することが示された。 

第 2 章では，生後 5 週齢のラットに対する PTU の 0，0.1 及び 10 mg/kg の用量での 28 日間反復

経口投与を行い，海馬歯状回のニューロン新生に与える影響を検討した。その結果，SGZ において

10 mg/kg 群で DCX 陽性細胞数が減少し，歯状回門において 10 mg/kg 群で RELN，0.1 及び 10 mg/kg

群で SST 陽性細胞数が増加した。これらの結果より，成熟期動物への曝露によっても海馬歯状回

SGZ でのニューロン新生が障害され，顆粒細胞系譜及び GABA 性介在ニューロンの指標を用いた

免疫組織化学染色により，障害を検出できる可能性が示された。 

（５） 



 

 

 

第 3 章では，発達期曝露実験及び 28 日間反復投与実験で得られた脳サンプルを用い，海馬歯状

回，大脳皮質，脳梁，小脳の 4 部位について，マイクロアレイによる脳部位特異的な網羅的遺伝子

発現解析及び，遺伝子発現プロファイルの比較を行った。その結果，発達期曝露ではエフリンシグ

ナリング系や GABA 性介在ニューロン指標等，神経発達関連遺伝子が複数の部位で共通して変動

した。また，ミエリン形成・グリア発達関連遺伝子群は，脳梁及び大脳皮質に限局して変動した。

一方，28 日間反復投与では，神経発達に関わる遺伝子群は海馬歯状回と大脳皮質，ミエリン形成

に関わる遺伝子群は海馬歯状回で発現が変動し，特に発達期曝露と共通の変動遺伝子は海馬歯状回

で多く認められた。これらの結果より，28 日間反復投与試験の枠組みで遺伝子発現により発達神

経毒性を評価する上では，海馬歯状回の感受性が高いことが示唆された。 

第 4 章では，第 3 章で獲得した遺伝子発現プロファイルを基に，免疫組織化学的に評価可能な障

害指標分子を探索した。その結果，発達期曝露実験の生後 21 日目の子動物において，シナプスの

可塑性に関わる分子として，3 ppm 以上群で海馬歯状回の cyclooxygenase-2，10 ppm 群で

activity-regulated cytoskeleton-associated protein，3 ppm 以上群で海馬歯状回と大脳皮質の Eph receptor 

A4（EPHA4）陽性顆粒細胞数が減少した。また，GABA 性介在ニューロン指標について，生後 21

日目の大脳皮質で，10 ppm 群で RELN 及び CALB2 陽性細胞数が増加し，3 ppm 以上群で PVALB

及び neuropeptide Y 陽性細胞数が減少した。小脳においても，10 ppm 群で RELN 及び SST 陽性細

胞数が増加し，3 ppm 以上群で PVALB 陽性細胞数が減少した。これらの変動の多くは生後 77 日目

でも持続していた。ミエリン形成関連分子としては，生後 21 日目の 3 ppm 以上群で，脳梁及び大

脳皮質における myelin basic protein の染色性が低下した。グリア発達関連分子としては，生後 21

日目の脳梁において，1 ppm 以上群で vimentin，10 ppm 群で GFAP 陽性の未熟なアストロサイトが

増加し，1 ppm 以上群で oligodendrocyte transcription factor 2 陽性グリア細胞が減少した。しかし，

28 日間反復投与実験においては，これらの分子のいずれも免疫染色による差は見出せなかった。

これらの結果より，発達期曝露実験では，シナプス可塑性，GABA 性介在ニューロン，ミエリン形

成及びグリア発達に対する障害性について，免疫組織化学的解析により評価可能な分子を見出した

ものの，海馬歯状回のニューロン新生障害に関連した GABA 性介在ニューロンの変動以外，成熟

動物への曝露による障害性を評価する上では有用でないと考えられた。 

以上より，一般毒性試験の枠組みで発達神経毒性を評価する上では海馬歯状回が高感受性であり，

SGZ における顆粒細胞系譜及び歯状回門における GABA 性介在ニューロン指標の免疫組織化学的

解析により，ニューロン新生に対する影響が評価可能であることが示唆された。また，発達神経毒

性実験によって，網羅的遺伝子発現解析よりシナプス可塑性，ミエリン形成及びグリア発達障害の

指標候補分子が得られ，これらの分子の免疫組織化学的評価により，現行の試験の精度向上への貢

献が期待される。さらに，GABA 性介在ニューロン指標が複数の脳部位で発達神経毒性物質の不可

逆的な影響を評価に有用と考えられた。 

 

 

審 査 結 果 の 要 旨 

 

本研究は，成熟期動物を対象とした一般毒性試験の枠組みでの発達神経毒性評価法を確

立することを目標とし，発達神経毒性が既知の抗甲状腺剤であるプロピルチオウラシル

（PTU）を用いたラット発達期曝露実験及び 28 日間反復投与実験を行った。海馬歯状回に

おけるニューロン新生障害影響及び，複数の脳部位での遺伝子発現プロファイルの比較に

より，網羅的な指標開発を目指した。 

第 1章では，PTU の妊娠期・授乳期曝露を行った。その結果，生後 21 日目の顆粒細胞層

下帯（SGZ）における幹細胞の段階からの顆粒細胞系譜の減少と，歯状回門における多数の

介在ニューロンサブポピュレーションの分布異常を見出した。これらの変化の一部は生後



 

 

 

77 日目でも持続していた。これらの結果より，PTU の発達期曝露が SGZ の分化初期段階か

らの不可逆的なニューロン新生障害を誘発する可能性を示した。 

第 2章では，成熟期ラットを用いた PTU の 28 日間反復投与を行った。その結果，SGZ で

分化後期の前駆細胞が減少し，歯状回門で複数の GABA 性介在ニューロンサブポピュレーシ

ョンが変動した。これらの結果より，成熟期動物への曝露によっても SGZ のニューロン新

生障害が生じ，顆粒細胞系譜及び GABA 性介在ニューロンの指標が評価法として有用である

ことを示した。 

第 3章では，1，2章の実験の脳サンプルを用い，マイクロアレイによる脳部位特異的な

網羅的遺伝子発現解析を行った。その結果，発達期曝露では神経発達に関わる遺伝子変動

は複数の部位で共通し，ミエリン形成やグリア発達に関わる遺伝子変動は，脳梁及び大脳

皮質に限局していた。一方 28 日間反復投与では，これらの変動は主に海馬歯状回で認めら

れた。以上より，28 日間反復投与試験で発達神経毒性を評価する上で，海馬歯状回の感受

性が高いと考えられた。 

第 4章では，第 3章で得られた遺伝子発現プロファイルから，免疫組織化学的に評価可

能な障害指標分子を探索した。その結果，発達期曝露実験では，海馬歯状回で，シナプス

の可塑性に関わる COX2，海馬歯状回及び大脳皮質で EPHA4 及び ARC 陽性顆粒細胞数が減少

した。また，多数の GABA 性介在ニューロン指標が大脳皮質及び小脳で不可逆的に変動した。

これらの変化は 28 日間反復投与によっては認められなかった。 

以上より，一般毒性試験の枠組みで発達神経毒性を評価する上では海馬歯状回が高感受

性であり，海馬歯状回の顆粒細胞系譜と GABA 性介在ニューロンが有用な指標と考えられた。

また，シナプス可塑性，ミエリン形成及びグリア発達障害の指標候補分子の免疫組織化学

的評価による，現行の発達神経毒性試験の精度向上への貢献が期待される。さらに，GABA

性介在ニューロン指標が複数の脳部位で発達神経毒性物質の不可逆的な影響評価に有用と

考えられた。 

以上について，審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値があると認めた。 
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