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13 神経毒性に着目した鉛のヒト健康リスク評価に関する研究

1.はじめに
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鉛は約5000年前から使用されている金属であり、加工しやすさ、腐食されにくさ等の特徴を持つため産業

界で幅広い用途を持ち続けている。

しかし、鉛に対するヒトの健康影響として造血系、神経系、消化器系それぞれへの影響、生殖発生毒性が

報告されている。その中で神経系への影響は血中鉛濃度が高い場合に見られる鉛脳症の他に、最近では血中

鉛濃度が低い小児において活動過多や知能指数のわずかな低下等が認められている1)。

脳の組織と血液の聞には、物質の移動に対して血液脳関門と呼ばれる防衛システムが備わっている2-8)。こ

れは、脳の毛細血管の内皮細胞や規定膜の外側を包むグリア細胞などが関与するもので、血液中から、脳が

必要とする物質だけを取り込んで神経細胞に届け、有害な物質は通過させないようにする倣Eみである。

また、脳における神経系には大きく分けて神経細胞とグリア細胞という二種類の細胞に分けられる。神経

細胞の基本的な機能として、神経細胞へ入力刺激が入ってきたときに活動電位を発生させ、他の細胞に情報

を伝達することがあげられる。一つの神経細胞に複数の細胞から入力したり、活動電位が起きる関値を変化

させることにより、情報の修飾が行われる。

本研究では鉛の血液脳関門透品性を把握するため、豚脳微小血管内皮細胞を用い血液脳関門前Vii的モデル

久Iのを利用した経皮内電気抵横回nsendo也elia1ele出 ca1resis凶 ce:TEER)測定実験を行ったo また、 Iα-MS分

析装置を用い脳微小血管内皮細胞の層を通過する鉛量を測定し、血糊歯関門透過性を定量的に調査した。ま

た、鉛化合物の神経影響を調査するため、ラットおよびヒトのグリア細胞、神経細胞を用いた神経細胞毒性

実験を行った。そしてリスク評価を行うためPBPKモデルを用いたシミュレーションを行いその妥当性を検

討した。

2.実験方法

2.1被験物質

本研究では以下に示す鉛化合物3種を実験に使用した0

.酢酸鉛三水和物(Pb(CH3COO)2・3H20)

・硝酸鉛(Pb(N03)2)

・塩化鉛(PbCω

2.2TEER測定実験

豚脳微小血管内皮細胞をCS-CComple飴 Mediu皿培地((株)大日本住友製薬鱒を用い75cm2培養フラスコ

にて C02インキュベーター内で、コンブルエント直前まで培養した。その後、細胞を回収し、細胞濃度が5X

105cells/凶になるように培地にて再懸濁した。 6穴プレートに3mlの培地を加え、その後BDFalconセル

カルチャーインサートをセットしインサート上に細胞懸濁液 2ml(1X 106cells/well)を加えた。その後、 C02

インキュベーターにてコンフルエントに達するまで培養した。その後、各濃度に調整した被験物質2~ をイ

ンサート内培養液に添加し、 6時間後まで1時間ごとに培地中のメンブレンフィルターと内皮細胞の電位差

をMilliporeMillicell-ERSを用いて測定した。また、細胞を播種していないメンブレンフィルターのみの電

位差を測定し、実験結果からの差にメンブレンフィノレターの面積 4.2(cm2)を乗じ TEER値(n・ cm2)を計算

した。
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2.3 ICP-MS分析装置による鉛透晶性実験

TEER測定実験と同条件で、血糊歯関門モデノレを作製し、インサート内に各濃度に調整した被検物質2μ1を添

加した。その後6日問、 1日ごとにウェル内の培地を0.5ml採取し、超純水4.5mlを加えた。その後、 0.45μm

のフィノレターを用いてろ過し、これをサンフ。ルとした。 ICP-MS分析装置E四WLETTPACKARD 4500 

SERIESを用いて各サンプルの鉛濃度を測定した。検量線の作成には絶対検量線法とインジウムを内標準物

質とした内標準法を併用し、サンプル内の鉛濃度決定を行った。

2.4鉛の神経細胞劃生実験

今回の実験ではラット鯵轡田胞(グリア細胞由来C6細胞、ラット副腎髄働局色細胞(神経系剛?u由来PC12

細胞、ヒト星状細胞種(グリア系闘を9由来CCF-STTG1細胞、ヒト腔駒新聞包(神経系闘をD由来NT21D1細胞を
使用した。

それぞれの細胞を 75c皿2培養フラスコ(PC12のみpolyω匂sine)コーティング 100mmディッシュを使

用)を用い C02インキュベーター内で、コンブノレエント直前まで培養した。その後、細胞を回収し、 5X

105cells/mlになるように培地にて再懸濁した。細胞懸濁液を 96穴プレートに 100μ1(5x l04cells/well)ずつ

分注し、 C02インキュベーターにて24時間前培養した。前培養後、各濃度に調整した被験物質10μ1を各ウ

エルに添加し、 C02インキュベーターにて 48時間培養した。曝露試験終了後、 Celltiter-Glo Reagent 

(Promega社鈎 100~ を添加し、 2 分間静置し、ルミネッセンサーを用いて発光のカウント数を測定した。

その結果から、超純水のみを曝露した結果(コントロール)と比較して生存率を計算した。

2.5PBPKシミュレーション

本研究で、はPhysiologically-basedpharmacokinetics (PBPK)モデ、ノレとして日高 11)が構築したモデ〉レを使

用した。日高モデルは、肺、血流の良い組織群、血流の悪い組織群、骨、腎臓、肝糠の6つのコンパートメ

ントから成り立っており、それぞれが血流で結ぼれている。本研究ではこのモデルに脳のコンパートメント

を追加しシミュレーションを行った。

3.結果

図1に酢酸鉛を用いたTEER測定実験で得られた結果を示す。酢酸鉛0.5μMの曝露により実験開始時の

TEER値137.6(0 ・ cm2)は6時間後に115.5(0 ・ cm2)に低下した。また酢酸鉛10~曝露でのTEER値は6時間

で135.5(0・cm2)から25.2ω ・C皿2)に低下した。以上の結果より鉛化合物の曝露により濃度・時間依存的に

TEER値の減少が観察された。
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図1 TEER値の経時変化(酢脚合)

また、 ICP圃MS分析による酢聯合遺品量測定実験の結果を図2に示す。
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図2鉛濃度に対する鉛遺品速度近似曲線

酢聯合1μMおよび10酬で、の透過実験より得られたグラフから鉛濃度に対する透晶速度を求めるとその近

似式はY=O訓55xとなった。

図3に酢酸鉛を用いた細胞毒性試験で得られた結果を示す。
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図3 細胞生存率の変化(酢隣合)

酢離合曝露によりグリア細胞である C6細胞、 CCF-STTG1細胞は曝露濃度3mMまで生存率の減少を示

さず、 10皿Mにおいて生存率の減少、を示した。また、神経細胞であるPC12およびNT21D1において、PC12

は3mMから、 NT21D1は1mMから生存率の減少、が見られた。

PBPKモデルを日本人の成人男性に適応し、日常生活における一般人の血中鉛濃度を求めた。一日の経口

鉛摂取量は堀口ら(堀口(198ω)が報告したデータの最小値である70μg/dayとし、空気中鉛濃度は環境庁大気

保全局の環境モニタリングデータ(環境庁大気保全局(1972・1997))より 1994年度のデータを使用し

0.005μg/m3とした。以上の条件でシミュレーションを行い血中鉛濃度を計算すると 29μgι と計算され、モ

ル濃度換算で、 0.14~ となった。

4.結論

(1)本研究によって得られた結果から鉛化合物が濃度・時間依存的に経皮内電気抵抗値を減少させることが示

された。

(2)ICP-MSでの測定により鉛の遺品量が定量的に示された。このことから血液中に取り込まれた鉛が血液脳

関門に影響を及ぼしその細胞間密着結合を開放し、鉛が脳内に取り込まれ紳経影響を引き起こしている可能

性があることが示唆された。この結果は血中鉛濃度から脳への移行量を推定する際に有用である。

(3)鉛化合物はグリア細胞よりも神経細胞に対して感受性があり、ラットとヒトにおける種差があることが示
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唆された。この結果は神経毒性影響および、健康リスク評価を行う際に有用である。

(4)PBPKモデルを用いて計算した血中鉛濃度から脳への移行濃度、およて榊断固胞への影響を考察した。

今後、更なる研究を行い、鉛の体内動態モデルに血液脳関円透過性等を組み込むことで、神経影響に着目

したヒト健康リスク評価手法の構築に取り組むことを目指している。
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