
ユσ。㌧20

胎生期 にお ける砒素 曝露 が行動 および学習 に及ぼす影響

(課題番号14570295)

平成14年 度 ～平成15年 度科学研究費補助金

(基盤(C)(2))研 究成果報告書

平成16年3月

研究代表者

(旭川医科大学医学部伊藤俊弘)



は しがき

地 下水のヒ素汚染 が世界各 地に存在 し、これ らの地域 では慢性 ヒ素 中毒の発 生が

深刻 な問題 になっている。ヒ素の慢 性 中毒 に関して胎児 ～乳児 期 の供ではヒ素 が脳

内へ容易 に侵入 し得ると考 えられ ているにも関らず 、中枢 神経 系に対す る研 究はあま

り行われ おらずてこなかった。そのため幼少期 のヒ素曝 露と成長過 程での脳 機能 の発

達 に及 ぼす影 響との因果 関係 が明らかでないことか ら、我 々は胎生期以 前からのヒ素

投与が出生後 の中枢 神経系 に及 ぼす影響 を検討するために、C57Bl/6系 マウスを用

いて飲 水を通 して3価 または5価 の無機 ヒ素を低濃 度(10ppm)ま たは 高濃度(100

ppm)で 曝露 し、この条件で2代 まで継 代飼育 を行った。生まれてきた仔(F2)の 成長 ・

発達過程 における行動発達試 験とこれ らの成 長後 にお けるオープンフィール ドテスト

およびT型 水迷路試験を行 い、中枢神経 系の機 能 に及 ぼす影 響と脾臓組織 中のリン

パ 球を用いて免疫 学的検査 を行った。F2マ ウスの出生後 の行動発 達に対して、長期

間の無機 ヒ素 曝露 による影響 は、3価 と5価 で異なる結果 が認 められた。3価 では砒 素

暴露の影 響 はほとんどみられなく、反対 に発 達が充進 する項 目も見 られたが、5価 で

は反対 にヒ素曝露 により反射 の発達や 運動機 能の遅延を認 める結果 が得られた。さら

に成長後 の情動反応 についても影響 がみ られた。このように無機 ヒ素曝露 による行動

影 響は3価 砒素 と5価 砒素 では明らか に異なる実験結 果も認め られてお り、今後 はこ

れ らの原 因についても解 明していくことが重要であると考 えられた。

本研 究は、平成14年 度～平成15年 度科 学研 究費補 助金(基 盤(C)(2)(課 題 番

号14570295)の 補助 によった。
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目 的

地下水のヒ素汚染 は、アジア諸 国や 中南米諸 国など世界 各地 に認 められており、

これらの地域 では飲 料水 として摂取 している者 に慢性 ヒ素 中毒の発 生が深刻 な問題

になっている。ヒ素 の慢性 中毒 に関する研 究 は、皮膚 症状 や発癌 に関す るものが圧

倒 的に多く、中枢神 経系 に対する影響 についてはごく限られ ている。その理 由として

は、ヒ素は成 人では血液脳 関門を通過 しないことか らヒ素が 中枢神 経系 に対してあま

り影響 しないと考えられていることによる。一方 、胎 児期 や乳児期 の供 では胎盤や 授

乳を介 して体 内へ侵入 したヒ素 は、脳 血管 関 門が未熟 なため にこれを通過 して脳 内

へ容易 に侵入 し得ると考 えられる。しかしながら、幼少期 のヒ素曝 露と成 長過程 での

脳機 能 の発達 に及 ぼす影 響 との因果 関係 は明らかでなく、実験 による検 討も十分 と

はいえないことから、我 々は胎 生期 におけるヒ素投 与が出生後の 中枢神経 系 に及 ぼ

す影響 を検討 するために予備 的実験 を試みた。実験 にはC57BL6系 妊娠マウスを用

い、5価の無機 ヒ素溶液10ppmお よび100ppmと これらのコントロールとしてMilli-Q

水を含 む飲料水 を妊娠7日 目から出産まで母 獣に与 え出生した雄性仔の行 動発達、

生長後のオープンフィール ドテストおよびMorris水 迷路試験を行 い無機ヒ素曝露 の

影響を評価した。母獣 の5価 無機 ヒ素の飲水投 与にお ける飲水 量は、100ppmを 投与

した群ではコントロール に比べて約25%の 低 下が認 められたものの、出生仔 の出生

時体重やその後の体重増加 には影 響 はみ られなかった。出生後の行動発達試 験 に

おいて、ヒ素10ppmを 投与した群 に断崖落 下回避 反応お よび ピボッティングの発達

遅延 がみられ 、感 覚 一運動 協調機 能(断 崖 落 下回避反 応)お よび初 期 の歩行 運動

の発 達(ピ ボッティング)に 影響を及ぼす可能性 が示唆 された。仔 の成長後(8週 齢)

においても100ppm投 与群 にオープンフィール ドテストの複数の指標 に影響 が現れた。

Morris水 迷路試験では潜 時 ・移 動距離 ・移動速度 のいずれも差 は認 められ ず、空間
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的学習・記憶に関する機能にヒ素曝露の影響は見られなかった。

このように胎生期前におけるヒ素曝露が出生後の仔に対して行動奇形を発症し得る

ことが示唆されたことから、ヒ素曝露による行動毒性の発現機序の解明が重要な課題

であると考えた。特に体内におけるヒ素の代謝過程であるメチル化が毒性発現のプロ

セスに関与する可能性を示唆する知見が得られていることから、ヒ素のメチル化 によ

る影響についても検討を要すべき重要な課題となっている。また、母獣への急性ヒ素

曝露による仔の脳へ及ぼす影響については多くの研究が行なわれているが、ヒ素の

大量投与による催奇形性の誘導を検討したものや神経伝達系に対する直接的影響

をみたものがほとんどであり、ヒトにおける慢性ヒ素中毒を考慮した行動異常の発現に

関する影響を検討した研究は極めて少ない。

妊娠中または出生後における高濃度の急性ヒ素曝露により、高頻度に奇形を誘発す

ることや脳神経細胞の微小神経管形成不全、アポトーシスの誘導、酸化的ストレスを

充進することなどが報告されている。幼少期のヒ素曝露とその成長後の中枢神経系

に及ぼす影響については、我が国の森永ヒ素ミルク中毒事件後に疫学調査が行な

われているものの、ヒ素曝露による量一反応 関係が明確でないことや、実験的研究も

ほとんど行なわれていない。飲水を介して発生する慢性ヒ素中毒に関しては、ヒ素の

汚染地域で子供たちのIQ低 下を疑う報告もみられ、ヒトにおける低濃度のヒ素曝露が

脳の発達に影響を及ぼし得ることが示唆されている。

本研究の目的は、慢性ヒ素中毒の発生が飲料水を介して発生している現状を考慮し、

飲水を介した母獣へのヒ素曝露により、仔の成長後に見い出される行動毒性の発現

機序を実験的に明らかにすることである。さらにヒ素曝露の量一反応関係について検

討を行なうとともに脳組織中におけるヒ素の代謝物との関連性を分析して行動毒性発

現への関わりを検討する。本研究の特色は、上記の問題点を踏まえて飲水を介した

母獣への長期ヒ素曝露による仔の行動毒性発現の機序を生体内におけるヒ素代謝と
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の関連性か ら明らかにしようとする点 にある。これ はヒ素 中毒発現 のメカニズムを解 明

するための重要な知 見となり得るもので、将来 の実験研 究へ の展 開やヒトでのヒ素 に

対する感 受性 の相違 やヒ素 に対す る性 差などの問題解決 に対しても寄 与することが

期待 される。
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材料および方法

実験動 物および無機ヒ素 投与

実験 にはC57BL/6系 マウスを用いた。ヒ素投与は、3価および5価 の無機ヒ素とし

てそれ ぞれ亜ヒ酸 ナトリウム(Merck、Germany)お よびヒ酸ナ トリウム(Sigma、USA)の

水溶液 による飲料水 を用 いて行 った。ヒ素濃度 は、共 同研 究者 の渡辺 による検討 の

結果 、母体毒性 および胎仔 、新 生仔 に及 ぼす毒性が現れる閾値 が100ppm付 近 にあ

ると推 定されたことから、10ppmと100ppmの 水溶液を実験に使用し、対照群 にはイオ

ン交換 処理した蒸留水 を投与した。第1世 代 の動物(P)が8週 齢の時に動物 を3価

ヒ素曝露群(As3群)、5価 ヒ素曝露群(As5群)お よびコントロール群 に分 け、ヒ素投与

群はさらに10ppm投 与群 と100ppm投 与群 に分けて投与した。P動 物 が12週 齢 の時

に交配 を行い出生した仔(F1)に 対し離乳期までは母 乳を介して、離乳期以後 はP動

物と同様 にヒ素水溶液を飲料水 として摂 取させて飼育した。F1が12週 齢 に達した時、

これらを更に交配させてF2を 出産させた。このF2動 物を行 動解析 に用いた。

行 動 解 析

胎 生 期 にお けるヒ素 曝 露 は 、仔 の成 長 ・発 達 に 強 く影 響 を及 ぼ す と考 えられ ること

か ら、行 動 発 達 試 験 を出生1日 目か ら行 い 、詳 細 に観 察 した。行 動 発 達 試 験 は、水

谷 の方 法(水 谷 正 寛 、トキシコロジー フォー ラム.6(5):476-488,1983)に 準 じてお こ

なった。す なわち 、検 査 項 目には反 射 の発 達 試 験 として、立 ち直 り試 験 、断崖 落 下 回

避 反 応(cliffavoidance)、 背 地 走 性 試 験(negativegeotaxis)、 握 り反 射 、運 動 機 能 の

発 達 検 査 としてピボッティング(pivoting)、 歩 行 運 動(walking)お よび ぶ ら下が り(握 力)

試 験 を採 用 した。F2に よる行 動 発 達 試 験 は 出生 後1日 目と、4日 目か ら1日 お きに

14日 目まで観 察 を行 った。
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また、As3群 に対 してこれ らが成 獣 に達 す る8週 齢 にはOpenfieldtestとT型 水 迷

路 試 験 による解 析 を行 なった。Openfieldtestは 、動 物 を未 知 の 条 件 に曝 したときの

情 動 反 応 を観 察 す る方 法 である。本研 究 で は 、一 辺 が50cm、 高 さ30cmの 白色 に塗

装 した正 方 形 の枠 内 にマ ウスをおき、2分 間行 動 観 察 を行 った。行 動 観 察 はフィー ル

ド上 に1000ル クスの照 明 を当て 、そ の上 方 約1.2mの 位 置 にCCDカ メラを設 置 して

撮 影 しビ デ オ デ ッキ に 映 像 を 取 り込 ん だ 。観 察 項 目 は 、Rearing(起 き上 が り)、

Grooming(毛 づ くろい)、Preening(洗 顔)、Urination(放 尿 回数)、Feces(脱 糞 回数)、

R-Turn(右 ター ン)、L-Turn(左 ター ン)、Cross(敷 居 をまた いだ 回 数)、Latency(潜

時)、Time(移 動 時 間)、Path(移 動 距 離)、Velocity(移 動 速 度)の12項 目とした。オ

ー プ ンフィー ル ドによる行 動 解 析 は
、画 像 解 析 装 置(ニ ュー ロサイエ ンス、AXIS60

video-trackingsystem)を 用 いて解 析 を行 った(Fig.1)。

T型 水 迷 路試 験 は 、Fig.2に 示 したように水 温 を20℃ に調 整 した1辺50cm高 さ30cm

の 立方 体 にT型 の枠 が形 成 され たプ ール のTの 底 辺 部 か らマウスを泳 がせTの 右

辺 、また は左 辺 に設 置 したプ ラットフォー ムにた どり着 くことを学 習 させ 、スター トか ら

ゴー ル まで の時 間を測 定 してこれ らの学 習 ・記 憶 力 を評 価 した。最 初 は 両 翼 にプラッ

トフォー ムを設 置 し、2回 目か らは最 初 に到 達 した側 と反 対 側 に のみ プ ラットフォー ム

を設 置 した。試 行 回 数 は 、1日4回 、3日 間連 続 して 同 じプ ラットフォー ムの位 置 で行

い 、4日 目にプ ラットフォー ムの位 置 を入 れ 替 えて4回 試 行 した。

組織学的検査

F2の 出生直後 、これ らの一部 を組織検査用 に用 いるとともに、行動解 析終 了後 こ

れ らの動物を屠殺 し、脳 、肝 臓 、腎臓お よび脾 組織 を採 取 した。脾組 織 は採 取後 直

ちにリンパ球を分離 した。リンパ球幼若化試 験は、リンパ球 にLPSお よびConAを 加

えて48時 間培養 した後、チミジン(6-3H)を 加 えて4時 間incubateし た試料をガラスろ
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紙 に取 り、シンチ レー ションカ ウンター で 測 定 した。フロー サイトメー ター を用 いた表 面

抗 体 マ ー カー(CD4,CD8、CD45お よびCD90)の 分 析 、お よびJerneplaqueassayに

よる抗 体 産 生 細 胞 応 答 につ いて検 討 を行 な った。また 、ヒ素 の 曝 露 状 況 を確 認 す る

ため に脳 組 織 と肝 組 織 の一 部 を用 い てヒ素 濃 度 の測 定 を行 った。ヒ素 の 測 定 に は原

子 吸 光 光 度 計(日 立Z-8100)お よび水 素 化 物 発 生 付 属 装 置(日 立HFS-3)を 使 用 し

た。
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結果と考察

無機 ヒ素 曝露 の出産へ及 ぼす影響

P動 物から二世代 に渡り、3価 または5価 無機 ヒ素の曝露 を継続 さして飼 育した結

果、F2動 物 の出産 率は、コントロール が64.3%で あったのに対 し、As310ppm群 は

88.9%、As3100ppm群 は25%で あった。これ に対して5価 ヒ素曝 露ではAs510ppm

群およびAs5100ppm群 の出生率 はいずれも80%で あった。また、3価100ppmは

F1か ら出生したF2の すべてが翌 日までに死 亡した。これ らの結果から3価 ヒ素

100ppmnに よる飼 育はマウスの正 常な妊娠 ・出産 には毒性 が強す ぎることが示され

たが、他 の群ではマウスの出産には影響 は認 められず 、むしろコントロールよりも高い

値が観 察された。砒 素の形態 による毒性の差に関して、Sakuraiら は培養 細胞を用 い

て検討 した結果 、3価 無機砒 素の急性 毒性 はLC5。 として5μM、5価 無機砒 素はその

100倍 であり、砒 素のメチル化 に伴 い毒 性はさらに減弱することを示 している。本研 究

では哺乳動物への慢性曝露であり、これ らの値 は直接 参考 にすることはできないが、

マウスへの生体負荷量 として3価 無機 砒素 の100ppmは 、正 常な分 娩や 繁殖を維持

できる範 囲を超えていたと考えられる。

出生時体重および体重 変化

無機 ヒ素曝露による出生仔の出生時体重 およびその後の体重 変化をFig.3お よび

Fig.4に 示した。また、生後1日 目から14日 目までの体重 変化 と行 動発 達試験の各

指標 に対 し繰 り返 しのある二元配 置分散 分析 を行ないヒ素投 与の影 響を検討 した。

As310ppm群 のオスは、コントロール との間に差 が認 められなかったが、As5投 与群

では、8日 目より体重 の抑制がみられた。この傾 向はメスにも同様 に認められた。As5

10ppm投 与群 はコントロール に比べて成長 が遅れる傾 向がみられ実験群 間に有意な
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差がみ られた(p〈0.05)。この原因として、この時期 にAs5投 与群でF2の 複 数の母獣

が死 亡したことにより仔の栄養 状態が一時的 に悪化 したものと考 えられる。このことは、

As5投 与群 のその後の生長 ・発 達 に影 響を及 ぼす可能性 があることから、再検討 が

必 要と考えられた。

行動発 達試験

行動発 達試験の評価は、各検査項 目に基 準を設定し、その基 準に達成していると

きは2点 、達していなけれ ば0点 、判 定が難 しい場合 は1点 として得点した。各群間

の比較はこれ らの平均 点を計算して行った。その結果 、オスのAs310ppm曝 露群 に

おいて、出生から生後14日 までの各行動発 達試 験の成績 はいずれもコントロール と

同様 以 上 の成 績 を示 した(Fig.5)。 背 地 走 性(p〈o.05)お よび 握 力(p<o.01)は 、As

10ppm群 がコントロール群よりも早く発 達す ることが観察 された。この傾 向はメスにも認

められ た(Fig.6)。メスのAs310ppm群 はオスと同様 に背 地走性試 験と握力でオスと同

様 にAs群 の成績が良く(p〈0.05)、さらに立ち直り反 射もAs10ppm群 のほうがコント

ロールよりも高い値 を示した(P〈0.05)。立直 り反 射 、断崖 落 下回避 、背 地走性 は、感

覚系 ・運動 系が成 熟した後 に現れ 、神 経分化 の成 熟や 中枢神 経系の機 能障害の指

標 になると考えられ ている。今 回の我 々が行った実験 結果 は、無機砒 素の長期曝 露

によりこれ らの機能 が充進する結果がみられたが、これらの機序 を説明する中枢神経

系の変化 については明らかではない。一方 、5価 ヒ素曝 露は、3価 の場合とは異なり、

オスでは立 直り反 射(P〈0.01)と背地 走性(P<0.05)、メスではピボッティング(P〈0.01)と

握 り反 射(p〈0.05)の各 項 目で発達 の遅延 を認 める結果 が観 察された。無機ヒ素の長

期曝露 の影響が3価 と5価 で異なる理 由については、体 内におけるヒ素代謝を詳細

に検討 して明らか にする必要があると考 えられるが、本研 究ではこれらの解析 が十分

に進んでおらず今 後の課題 としたい。
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オープンフィール ドテスト

オ ープンフィールドテストの結 果をTable1に 示した。コントロール群 と砒 素曝露群

の間に有意 差がみられた項 目は、オスメスとも2項 目ず つであった。オスではAs3

10ppm群 に排尿 回数 の増加 および潜時の有意な延 長が観 察された(p〈0.05)。メスで

は左 回転数 の減少 と潜 時の延 長 が観察 された(p〈0.05)。これ らのうち砒 素曝露 群で

はオスメスとも潜 時の延長 が確認 されてお り、無機 砒素曝 露が情 動 に影響 を及 ぼしう

ることが示唆された。

T型 水迷路試験

T型 水迷路試験 の結果をFig.?,??に 示した。オスでは、1日 目の成績 に比べると2

日目及び3日 目では成績の向上が認 められていた。4日 目は前 日までとプラットフォ

ームの位 置を入れ替えて試行 した結果 であるが
、成 績 は1日 目とほぼ同じ程度 まで

交代する結果 となった。この傾 向はAs310ppm群 およびコントロール群 とも同じように

認 められており、両群 間には有意 差 は認められなかった。メスについてみると、コント

ロール群 は第1日 目から成績 が良く、第2日 目以降もほぼ同様 の水準であったのに

対し、As310ppm群 は第1日 目の成績が平均 で約25秒 近 くかかっており、第2日 目

以降もコントロール に比 べて成績 が悪い傾 向がみられ た。しかし両群 間には統 計的

有意差 はみ られなかった。

組織 中の各指標 について

マウス脾組織から分離したリンパ球を用 いて行ったLPSお よびConA刺 激 によるリ

ンパ球幼若化試 験の結果 をFig.10に 示した。リンパ球幼若 可能 において雌雄いずれ

もヒ素曝露 による差は認 められなかった。CD4,CD8、CD45お よびCD90の 各表 面抗

体の陽性 率をFig.11お よびFig.12に 示 した。オスではAs3曝 露群 の抗体 陽性 率は、
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CD45お よびCD90で はコントロール との間に差は認 められなかったが、CD4お よび

CD8は コントロール に比して高値 を示 した。しかしながら、CD4/CD8比 については有

意な変化は見られなかった。メスではCD4に は変化 が見られなかったがAs3曝 露群

のCD8とCD90は 抗体 陽性 率が増加 し、CD45は 低 下した。また、CD4/CD8比 は有

意な低 下が認 められた。

As5曝 露群の新生仔 より摘 出した脳組 織 および肝 組織 中のヒ素濃 度 は、ヒ素の妊

娠 期 間 中のみ曝 露したときとほぼ 同じ値 が得 られ た。コントロールでは脳 ・肝 のいず

れも10-15ng/g程 度でAs510ppm曝 露群が約2倍 、As5100ppm群 が約20倍 増

加 していた。(Fig.13)

その他の指標

無機ヒ素曝露の脳組織 中へ及ぼす影響を見るために、脳組織中の神経伝達物質や

DNA損 傷などについても検討を進めているところであるが今回の報告で結果に加え

るには至っていない。これらの結果は、雑誌への掲載や学会等で順次発表していく

予定である。
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まとめ

C57BL/6Jマ ウスに3価 または5価 無機 ヒ素の長期飲水 投与が次世代の仔(F2)の

行動発 達について検討 した。その結果 、3価 砒 素の場合100ppmの 濃度では母体の

正 常な妊娠 、出産 に影響を及 ぼし得るが、3価10ppmの 無機iヒ素では成 長 ・発育期

におけるマウスの行動 特性 に強 い影響 を及 ぼし得ることを示 す十分 なデー タは得 ら

れなかったが、5価無機 ヒ素曝露動物では反対 に成長発 育過 程 における反射や運動

機能の発 達に遅延を認 める結果 が得 られ ており、3価 と5価 の無機ヒ素が生体 に及 ぼ

す影 響が異なることが示された。また、3価 無機 ヒ素投与 では背地走性試験および握

力 などで発 達が促 進された項 目もみ られたが、これ らの結果 につ いては今後別 の見

地から検討する必要 があると考 えられた。

オープンフィール ドテストでは雌雄 ともに潜 時の延 長が観 察された。オープンフィー

ル ドテストは主として動物 の情 動 に対 する影 響 を見る指標 であり、潜 時は情動影響 と

の関わりが深 いと考えられる項 目である。我 々の以前 の研 究では無機砒 素が情 動系

の発達 に影響 を及 ぼし得 ることを示唆す る結果 が示 され たが、学習 ・記憶 に対する指

標であるT型 水迷路試験 ではゴールまでの到達時 間にはコントロール との間に有意

差は認 められなかった。

3価 ヒ素 による長期 間曝露の免疫 系への影 響 につ いて、リンパ球幼若化能試験 の結

果はコントロール群 との間 に差がみられなかった。フローサイトメトリー によるリンパ 球

表 面抗体 マーカー陽性率 は、オスとメスとで異なる反応 がみ られた。表面抗体 マーカ

ーは、オスではCD4、CD8の 陽性率がAs投 与群 で高かったものの、CD4/CD8比 に

有意な変化 は観 察されなかった。一方、メスはAs投 与群 の陽性率 がCD4、CD90 .3

で増加 、D45Rで 低 下が認 められた。さらにCD4/CD8比 が有意 に低 下したことから免

疫機 能の抑制が示 唆された。
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以上の結果から、無機ヒ素による長期投与は、出生した仔の行動発達に対して、

情動面への影響が認められるものの出生後の成長 ・発達や学習・記憶に対してはほ

とんど影響が観察されなかった。母獣の妊娠前後におけるヒ素投与の影響について

経 口投与では仔 に及ぼす影響はほとんどみられないことが報告されているが、本研

究で行なった長期間の経 口投与においても同様の結果が示された。今後は、体内に

おける砒素の存在形態や、生体影響に関連する様々な指標 についても解析を進め

今回得られた結果との関連性を早急に明らかにする必要がある。
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k-一 一 一 一 一一50cm

観察項目
Rearing:起 き上 が り

Grooming:毛 づくろい

Preening:洗 顔

Urination:放 尿 回 数

Feces=脱 糞 回 数

R-Tum=右 ター ン

L-Tum:左 ター ン

Cross:敷 居 をまた いだ回 数

Latency:潜 時

Time=時 間

Path:移 動 距 離

Velocity=移 動 速 度

観察時間

Fig.10penfieldtestの 概 要
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ノ

1

ノ

▲

50

C

7

L一 構 一 囲9臆●9脚¶ ●鴨

椀 ～

/ 1藷 ＼
50cmぐ 7

START

1.両 側 の水面下1cmに プラッフォームをセッ

トし、1回 泳 がせて乗った ほうのプラットフ

ォームを取 り除き、4回 試行する。

2.同 じ操作1を3日 間繰 り返す。

3.4日 目にプラットフォームを反 対側 に置 き

換えて同じ施行を繰 り返す。

測定項目:ゴールまでの到達時間

Fig.2 T型 水迷路試験
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翁
)倒

体重変化3価 ヒ素(オ ス)

体重変化3価 ヒ素曝露

Fig.33価 無機 ヒ素曝露 群の体重 変化
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秘
)倒

体重変化5価 ヒ素暴露(オ ス)

一t-1pPPm

-x-100pptn

体重変化5価 ヒ素曝露

1.・

一→-100ppm

Fig.45価 無機 ヒ素 曝露群 の体重変化

16



悲

匝

富

O
z
<
臥
窪

・電

①
毎

の
$

目

唱
8
邸
亀

8

8

.o
v
q
ぎ

、巴

.o
v
臼

*

"
程
躯

.賢

K

壽

軽

"
融

。。
の
く

K

駁

(
F
)
昧
纒
e
錘
箆
蝦
細
面
‡

O

.切

一
」

曽
一

"
,

9

09

團

免

織

塙

(『
5
偶
鞘

曽

"

0

N噛 ◎ ■一 閣nod

 

圃
雲

"
,

9

◎●

畠

(『
5
凄
回
,
軸

N

0

"閏 陰 ■一 嶋od

圃
コ

"
「

9

0

(『
≦
製
蝦
碧
㌍

'免

鐸 噂

N

0

"嶋 り願 脳nod

團
曽
一

"
一

9

略

曾
5
霞
贈
㌍
論

曽

"

O

O嶋
d

一り
,,

"

。

麗
コ

"
,

9

扇

(婁

)、
ハ
萎

コ

曽

"

0

N聖n,uoo6d

圏
呼
,

"
,

9

◎9

、

遜
.

(婁

)
煙
園
蝦
回
ト
懐
麹
庵

曽嘱

"

0

G唱 曜},嗣no
ci

図
コ

"
,

9

儀

慾

≦
蛮
園
,
昼
ψ
個

＼

曽

"

0

斜1の ■一 昭つo
騨3d

e



鐘

匝

多

O
穎

銑
窪

・
亀

Φ
毎

器

①
日

娼
①
§

q
Φ
占

ε

.o
v
q
ぎ

、巴

.o
v
臼

*

濤

輕

ド

n
K
"
程
襲

"
融

甥

く

K
セ

(
N
)

昧

囎

e

錨

託

製

細

面

O

E

嚢̀‐8

c4°.一

幸

コ

"
一

9
、

高

曽

"

O

O

.切
=

璽
≦
侭
軸

G剛 嶋 ■一 聞臨od

羽εa9
十

 聯2
超
8

コ

"
,

9

00

禽
5
蓄
園
,
馴

ー

ζ

曽

"

O

＼

、

鯛 曜9■ 一 昭つ06d

コ

"
「

9

コE

§甕a
O8

T

㊨
≦
製
噌
葬
擢

、

燭

"

O

"閣 ゆ ▼一 閏陰o日
d

嗣ε豊9
十

聯ρ
翌
8

コ

"
一

9

㊤

6
・.5
書
贈
に
熱

曽

"

O
"臼nり 願 」noa

 

コ

"
,

9

0

∈

8

,
1
干

ε
a
ε

十

一ρ
寝

8

ε
豊

8

,
ー
x
l

ε
a
9

十

一9
程

8

呼

"

O

、
婦

"蟹}■ 一 閣臨o
Tv

§
cs

E

8

十

コ

制
,

9

◎9

碗 曽

N

O

"閣n一 曜go日
d

コ

"
,

ε

ε

8

,
↓
↑

∈
a

9

層2
超
8

(婁

)塾
λ
≦

加

(『
《
)
煙
園
韻
回
ト
櫨
鋼
当

菅
菅

《

(婁

)蒙
回
,
且
ψ
倒

嘆

?

 

㎏

、

網

O
"昭 う ¶一 嗣mod



董

匝

書

o
類

眺
窪

・電

。
寡

田

口

唱
①
§

魯

δ

8

.o
v
q
ぎ

ぎ

.o
v
山
…*

橿
遜

ド

艮

壽

軽

"
融

。。
の
く

K

ス

(oっ
)
昧
纒

e
錘

冨

蝦

細

献
‡

卜
.切
=

團
噂
一

"
一

〇
一

。9

魂

、

老

曾
5
偶
馴

曽

"

0

"り 一 励o
d

 

囲
曽
一

"
一

9

09

曾

5
凄
回
⊃
馴

≠

啄 曽

N

0

"」n-uao

O

團
曽
一

"
一

9

緬

-

噸

-

-

璽

稔
5
製
咽
轡
聖

曽

一

り"昭}■ 一 りo
dl日d

囲
噂
一

q
一

〇
一

〇9

璽.

霞 ＼φ窯

曽

"

O

Nり ■-u臨o
d

 

図
曽
,

鯛
一

9

0

㍉

覗

弔

翁
《
)、
^
萎

コ

曽

,

唾

"

0

N」 ◎ ¶-u臨o
・=d

図
ま

製

9

9

,

(婁

)
腰
回
纈
回
ト
懐
麹
振

曽

"

0

"嶋 ■一 昭つo
d

図
コ

"
,

9

0

㌦

噸

(婁

)蛮
回
⊃
楓
ψ
帽

曽

"

＼
弩

-

0

●唱 昭9■ 一 昭go
騨3d



書

O
Z
<

眺
邸
き
山

唱
①
睾

の
邸
9
日

唱
①
⇔邸
①
q
①
ご

一
〇
.O
V
q
…*
*
㎡
O
.O
V
山

"*

藍

轟

遜

,賢

K
壽

凝

…
融

甥

く

K

ス

(
寸
)

哩
恥
櫃
鮨
e

醒哩
一晶
冊
嘱細

面

‡

。。

.切

=

一_E

S

O8

十

曽

N

O

ao

＼lo

璽

馴
{.

曽

"

O
"」 励 甲■ 」no

d

ー 
E
豊

9

「P
淫

0
0
1
■
T

コ

劇
一

9

調
ε
&

9

層9
起

8

i
6T

蓄
菅

咤

、

曾
5
駕
回
,
馴

曽
,

製

9

00

菅
菅

結

 

噛

「

網

(婁
)塾
λ
萎

』

"

O

"』 ◎Pりoa

コ

"
一

9

0●

呼

"

O

《

＼

網 唱◎ ■一 閣陰o
騨昌d

E

8
一
十

マ
召

8

ー
●
1

調ξ&9
う
笹

8

1
■T

璽
5
製
蝦
蟄
㌍

菅→←

㊤

曽

一

〇

N
、、

、

嶋
d

、

一嶋
.
一

"◎
d

～
E
&

9

一2
芒
8

1
■
1

コ

"
一

9

赴
、

(『
《
)櫓
蔵
「…嗣
回
ト
懐
鋼
振

噂

"

O

司

剥 ㊥ ■一 嶋oa

E

lO81

6
05
翻
贈
安

顎

コ

個
,

9

m

曽

N

O

"幽n▼ 一 閣no
a

 

(『
《
)起
暗
,
昌
日ψ
】『

曽

剥

O
"聞 ゆ ■一 蟹りo

d



〉
Ω

8

.O
v
Ω

目*

パ
⊆
)

∩
の

刊

⊆
σ
Φ
∈

(⑩
F
)

(
O
F
)

(
O
F
)

*
(
Q
U
)

(
O
F
)

(
Q
F
)

(
㊤
F
)

(
Q
F
)

*
(
⑩
U
)

(
O
F
)

(
O
F
)

(
寸
F
)

O
oっ
.◎っ

O
O
寸

N
①
.卜

6

.N

oっ

.O
N

寸

F
.O

ト

oっ

.卜

寸

oっ

.
}

oO
⑩

.O

O
卜

.O

O
O

.O

δ

.oっ

+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+

oっ

.
N

oっ

に

濁

O

.O
O

寸
の

.O

N

.◎O

oD

O

.N
oっ

寸

.寸

oり

O
卜
.
F

寸
①

.O

O
O
.O

O
O
.O

O
O

.o◎

　 ノヘ ノヘ ノへ 　 ノへ 　 　 ノヘ ノヘ ノコ　 ノ　　
YY)Lo寸 寸LΩ ぽ)」 ΩLΩ 『)LΩLΩ
▼■ ▼一 ▼■ 「r▼ 一 「■ ℃■ 「■r曜 ■ マー 「一 「曜■
))))))))))))

卜

F
.oっ

ト
①
寸

寸
oO
.①

N
卜
.N

①
.
濁

N
N
.卜

卜

F
.卜

O
O
.
F

O
⑩
.O

N
⑩
d

O
N

.O

卜

oっ

.O

+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+

O

.O

oっ

寸
①
濁

O

.寸
⑩

①
の

.の

ト

.◎D

oD

F
.O

oっ

O

.り
oっ

O

oっ

.
F

の
寸

.O

卜
⑩

.O

卜
O

.O

oっ
O

.o◎

〉
も

o
一Φ
>

5
⑩
ユ

Φ
∈

F

>
2

2

⑩
」

ω
の
O
」
O

∈

=
」

ー
-
」

∈

三

-
,
匡

の
Φ
O
Φ
L

⊆
9
駕

⊆
=
⊃

O
ε
⊆
8

と

2

崔

o
o
6

2

=
$

匡

Φ
当

の
O

×
Φ

の
く

一〇
」
芒

O
Q

.Φ
ω
崔

⑩
≧

m
に
O
Q

9

6
Σ

望

Φ
Φ
∋

。D
↑
2

ω
皿

コ
Φ
帽
⊆
Φ
Ω
O



〉
Ω

8

.O
v
Ω

日*

パ
⊆
)

∩
の

刊

⊆
⑩
Φ
∈

(
9

)
①
。D
.N

(
9

)
卜
。o
N

(
9

)
ミ

.O

*
(
O

U
)
O
の
.O

(
O

F
)
O
.。っ

F

*
(
O

F
)
O
卜
.O

(
9

)
寸
O
.⑩

(
9

)
O
寸
.
U

(
9

)
N
寸
.O

(
9

)
O
N
.
F

(
9

)
8

.O

(
9

)
お

.
F

+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1

N
d
の

寸
O
卜

F

O
.卜
O

寸
①
.Q

F
.O
ト

の
.卜
N

卜
.①
N

O
N
.
F

O
N
.O

O
oっ
.
F

O
O
.O

O
寸
.寸

(
。っ

U
)

。っ
O
.O

(
。っ
F
)
9

0

(
。っ

F
)

。っ
.。っ

}

(
の

F
)
。o
O
.の

(
。っ

}
)
O
.卜
N

(
。っ
U
)
8

.卜

(
。っ

F
)
O
寸
.O

(
。っ
F
)
8

.O

(
。っ

F
)
。D
N
.O

(
の

F
)

。っ
O
.O

(
O
F
)
8

.O

(
の
F
)
卑

.O

+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1+1

卜
.
お

O
O
O
N

⑩
.oっ
O

O
寸
.N

N
.O
oo

N
.の
の

oO
.寸
oっ

ト
ト
.O

oD
O
d

O
O
.O

O
O
d

O
N
.卜

〉
も

〇
一Φ
>

5

⑩
ユ

Φ
∈

一」
-

>
o
⊆
2

①
」

の
の
O
」
O

∈

=
ト
,
」

∈

=
」

--
匡

ω
Φ
O
Φ
L

⊆
O
冨
⑩
ε
」
⊃

2

τ
8

虚

2

崔

o
o
6

2

=
$

匡

Φ
」
5
の
O

×
Φ

ω
<

一〇
」
芒

O
Q

.Φ
の
唇

⑩
、
」
m
卜
O
Q

Φ
冠
∈

Φ
」

望

8

∋

。○
↑
2

の
2

コ
Φ
帽
⊆
Φ
Ω
O



35

30

叢
歪15

10

5

0

オ ス

1 2 3 4

｠Control

｠As

Day

25

20

分

$15

冨
∈10

--

5

0

メ ス

1 2 3 4

｠Control

｠As

Day

Fig.93価Asに お けるT型 水 迷 路 の結 果



35000

30000

25000
L

v20000
M15000

占10000

5000

0

Non-treat LPS ConA

(mean±SE)

≡

o

[
.・
三

25000

zOOOO

15000

10000

5000

0

Non-treat LPS ConA

(mean±SE)

Fig.103価Asに お ける脾 細 胞 リンパ 球 幼 若 化 能



50

§40

2
L30

N

20

N

a10

0

CD4 CD8 CD45CD90

▲:p<0.10,*=p<0.05

o
軍
⑩
」

◎o
O
O
＼
寸
Ω
O

FO

O

FO

O

r
O

ハU

2

2

1
・

'1

0

(U

Control As

mean±SE

Fig.113価Asオ スの脾細 胞 リンパ球 における表面抗体 陽性

率(上)お よびCD4C/D8比(下)

25



80

フ0

S60
250

歪

雪40

1避30
N

O200
.

10

0

｠Control

｠As

CD4 CD8 CD45 CD90

2

o
軍
σ
」

1
。o
O
O
＼
寸
O
O

0

T

*

Control

mean±SE

As

*=p<0.05,**=p<0.01

Fig.123価Asメ スの脾細胞 リンパ球 における

表面抗体陽性 率(上)お よび

CD4C/D8比(下)

26



250

200

a150a

Q100

50

0

Control

｠Male

｠Female

As510ppmAs5100ppm

400

300

曾
°'200

N
Q

100

0

ControI

｠Male

｠Female

As510ppmAs5100ppm

Fig.13C57BL/6系F2マ ウスの脳 お よび 肝 組 織 中

砒 素 濃 度

27


