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論 文 内 容 の 要 旨 

 

【背景及び目的】 

医薬品開発における非臨床・臨床試験では、薬剤性末梢神経障害がしばしば報告される。ヒトの安全

性を確保するために、非臨床試験において末梢神経毒性を正確に評価することが重要である。末梢神

経毒性の病態生理や機序を明らかにする評価は、ヒトでのリスク程度の推定やモニタリング方法の提

案を可能とし、ヒトでの安全性リスクマネジメントに繋がる。 

末梢神経毒性評価に関する指針（OECD ガイダンス等）では推奨評価項目の選択肢が公表されてい

るが、どの評価項目を優先するべきか、結果をどう組み合わせて考察するべきか、といった情報は記さ

れていない。例えば、末梢神経毒性を回避した候補化合物を取得するためのスクリーニングを目的と

して試験を実施するのであれば、神経毒性の推奨評価項目を広く含むような試験計画は困難なため、

状況に合わせた評価項目の設定が求められる。 

末梢神経毒性の非臨床評価では、実情として次の課題が挙げられる：①末梢神経毒性バイオマーカー

（BM）が未確立、②どの行動学的評価を実施するのが有効か不明確、③病理形態学的特徴を客観的に

示すための標準的な方法が未確立、④適切な解剖時点設定が困難。 

そこで、末梢神経毒性の特徴づけのために最適な評価方法を見出すことを目的として、ビタミン B6

（VB6）欠乏による末梢神経障害を誘発する isoniazid（INH）投与ラットを用いて、病理評価だけで

なく、生化学評価及び行動評価を組み合わせて実施し、結果を関連づけながら多角的に考察した。ま
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た、薬剤開発の初期段階で神経毒性評価項目を効果的に選択することを想定し、各評価方法の意義・有

用性を検証した。 

 

【材料】 

雄性 SD ラットに、INH を 0（溶媒対照）、250、500 mg/kg/day の用量で 3 日間反復経口投与し

た。投与初日を Day1 として Day4、Day9、Day30 の 3 点で剖検を実施した（n=5/群）。 

 

【第 1 章：行動評価】 

【方法】一般状態観察、体重・摂餌量測定、熱刺激感覚検査（Hotplate 法）、 

詳細行動観察（Irwin 変法一部項目）、血液・血液生化学検査 

【結果】 

一般状態観察で著変なし。投与群において体重・摂餌量の低下が投与期間中に用量依存的に継続し

て認められたが、投与終了後速やかに増加に転じた。 

Day 3 に高用量群の 2/15 例で、熱刺激感覚検査での回避行動遅延が認められた。Day4 に高用量群

の 3/15 例で、軽度な後肢同側屈筋反射低下が認められた。 

血液学的検査では、Day4 に高用量群の網状赤血球が用量依存的に減少し、Day 9 に増加。投与期間

中の体重減少に伴う一過性の変化及びそのリバウンド作用と考えられた。血液生化学的検査では、Day 

4 に以下の所見が認められた：Cl は高用量群でわずかに増加（投与期間の状態悪化を疑う）、GLDH、

UN 及び CRE の軽度の増加が認められた（一過性の肝・腎障害を疑う）。 

【考察】 

行動評価では、同側屈筋反射の評価が有用と考えられた。一般状態観察で検出できなかった行動異

常が検出できたこと、観察が簡便なため一般毒性試験に組み込んで実施しやすいこと、動物へのスト

レスが少なく毎日評価が可能であること、が利点である。熱刺激感覚検査でも異常を検出できたが、主

観的観察による評価で変化の判断が難しいこと、馴化と評価に長時間を要したことから、毒性試験へ

の組込みは困難と考えられた。  

 

【第 2 章：生化学評価】 

【方法】血清中 neurofilament-light（Nf-L）測定、 

血漿中 VB6（pyridoxal [PL], pyridoxal 5'-phosphate [PLP]）測定 

【結果】 

液性 BM としての有用性を検証するため、血清中 Nf-L 濃度を測定した。Day4 で投与群において用

量依存的に顕著な増加が認められ、Day9 で高用量群において有意な増加がみられた。Day30 では投

与群の濃度は対照群と同等だった。 

VB6 レベルと神経毒性の関連性を検討するため、血漿中 VB6（PL 及びその活性型リン酸化体 PLP）
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濃度を測定した。Day4 で顕著かつ有意な減少が用量依存的に認められたが、Day9 以降減少は認めら

れなかった。 

【考察】 

血清 Nf-L の高値から、神経傷害を検出する液性 BM としての Nf-L の有用性が示唆された。血清を

用いる測定は非侵襲的であり、ヒトでの毒性モニタリングにも有用である。 

INH 誘導末梢神経傷害の初期段階で血漿 PL 及び PLP 減少が生じることが確認された。毒性機序の

仮説が立てられない場合はどの内因性物質を測定するべきかの判断が困難であるが、機序仮説に関連

する内因性物質の測定は、毒性機序を考察するための有用な根拠となるだろう。 

 

【第 3 章：病理評価】 

【方法】ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）標本の組織検査（脳・脊髄・脊髄後根神経節・坐骨

神経・脛骨神経・伏在神経）、坐骨神経 FFPE 標本の免疫組織化学染色（ choline 

acetyltransferase [ChAT], Nf-L, Iba-1）、坐骨神経 semi-thin 標本の組織検査、坐骨神経 semi-

thin 標本の画像解析、坐骨神経の超微形態学的検査 

【結果】 

FFPE 標本観察の結果、各末梢神経に神経線維変性が用量依存的に認められた。Day4 では高用量群

で軽度な変化が散発的にみられたのみだったが、Day9 に最も顕著となり高頻度に神経線維変性像が認

められた。Day30 では神経線維変性は殆ど完全に回復したが、Iba-1 陽性泡沫状マクロファージ浸潤

がみられた（損傷した軸索及び髄鞘の貪食処理像と考えられた）。坐骨神経 ChAT 免疫染色の結果、

陽性となる運動神経に神経線維変性は殆ど認められず、この変化は感覚神経に主座したと考えられた。 

Semi-thin 標本観察の結果、神経変性の程度と相関して myelin ovoid の頻度が増加し、神経線維の

形態学的ばらつきもみられた。Day4 の低用量群でも myelin ovoid は認められた。画像解析により G-

ratio（軸索径/神経線維径）を神経線維数の分布としてヒストグラムを作成した結果、myelin ovoid 増

加は G-ratio 0 値増加として示され、神経線維のばらつきは G-ratio 分布の減少及び G-ratio0.6-0.8 値

の軽度な増加として示された。 

病態が強い標本では、神経線維径に大小不同がみられ、G-ratio（軸索径/神経線維径）のヒストグラ

ム画像解析の結果、G-ratio のバラつき増加として認められた。画像認識の妥当性は、目視で認識が正

しい/誤っている神経線維をカウントし、陽性的中率及び感度が 90%以上であることで確認した。 

超微形態学的検査の結果、軸索変性の経時変化が明らかとなった。Day4 に軸索損傷の初期像として

軸索及び髄鞘の崩壊がみられた。Day9 には多くの神経線維に軸索変性、髄鞘崩壊、軸索消失を伴う

myelin ovoid 形成、シュワン細胞肥大、髄鞘過形成、小型髄鞘線維の増加が認められた。Day30 には、

細い髄鞘を伴う小径神経線維の頻度が増加した。 

【考察】 

観察された神経線維変性の病理学的特徴は、INH 誘発末梢神経毒性評価の論文報告と一致していた。
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Semi-thin 標本観察は、変化が軸索と髄鞘のどちらに起きているかを判別でき、末梢神経毒性の形態学

的特徴づけに有用だった。  

ヒストグラムを用いた画像解析により、病理学的特徴を客観的に示すことができた。特に医薬品開

発においては画像解析の妥当性を示すことが重要で、バリデーション方法の標準化が求められている。 

FFPE 標本の ChAT 免疫染色は主に CNS 神経細胞体の染色に用いられているが、本研究での染色

結果は、ChAT が末梢神経においても運動/自律神経と感覚神経を識別するのに有用であることを示唆

した。 

また、第 2 章で述べた末梢神経毒性 BM としての Nf-L の有用性は、病理評価結果と組み合わせる

ことで、病変を感度よく早期に捉えられることがわかり、さらに強く示唆された。血清 Nf-L 濃度は、

病理変化が最も顕著だった Day9 よりも Day4 で高く、損傷初期に多くの Nf-L が漏出すると考えられ

た。FFPE 標本で病変が認められなかった Day4 低用量群でも Nf-L は高値であった。過去の報告から

は、血清 Nf-L 濃度は病理学的変化と同時に増加することが想定されたが、本研究では、Nf-L 高値は

病理変化のピークよりも早いことを示した。  

 

【結論】 

本研究では、INH 誘発末梢神経障害ラットをモデルとして使用し、末梢神経毒性の特徴づけのため

に最適な評価方法を見出した。顕著な病理学的変化の時点と生化学及び行動的評価の変化時点の間に

は不一致があり、複数の剖検時点を設定し、各評価を組み合わせることの重要性が示唆された。病理学

的評価は病理学的特徴づけに必須であるが、病理学的評価と同じ時点での生化学及び行動的評価の結

果は価値がある。 

また、本研究では、血清 Nf-L 測定が病理変化より早期かつ顕著に変動することを見出し、末梢神経

毒性 BM として非常に有用であることを示した。さらに、semi-thin 標本の観察と ChAT 免疫染色は

形態学的神経毒性の特徴づけに有用であり、semi-thin 標本の画像解析により客観的に病理学的特徴を

示すことができた。 

なお、本アプローチを一般化するためには、他の末梢神経毒性機序を有するモデルを用いたさらな

る評価及び検証が必要である。 

 

[Abstract] 

In drug development, assessment of non-clinical peripheral neurotoxicity is important to ensure 

human safety. Clarifying the pathological features and mechanisms of toxicity enables the 

management of safety risks in humans by estimating the degree of risk and proposing monitoring 

strategies. Published guidelines for peripheral neurotoxicity assessment do not provide detailed 

information on which endpoints should be monitored preferentially and how the results should be 

integrated and discussed.  



- 5 - 

 
 

To identify an optimal assessment method for the characterization of peripheral neurotoxicity, 

we conducted pathological, biochemical (biomaterials contributing to mechanistic considerations 

and biomarkers), and behavioral evaluations of isoniazid-treated rats. We found a discrepancy 

between the days on which marked pathological changes were noted and those on which 

biochemical and behavioral changes were noted, suggesting the importance of combining these 

evaluations. Although pathological evaluation is essential for pathological characterization, the 

results of biochemical and behavioral assessments at the same time points as the pathological 

evaluation are also important for discussion. In this study, since the measurement of serum 

neurofilament light chain could detect changes earlier than pathological examination, it could be 

useful as a biomarker for peripheral neurotoxicity. Moreover, examination of semi-thin specimens 

and choline acetyltransferase immunostaining were useful for characterizing morphological 

neurotoxicity, and image analysis of semi-thin specimens enabled us to objectively show the 

pathological features. 

 

 

 

論文審査の結果の要旨 

 

【背景及び目的】 

医薬品開発における非臨床・臨床試験では、薬剤性末梢神経障害がしばしば報告される。ヒトの安全性

を確保するために、非臨床試験において末梢神経毒性を正確に評価することが重要である。末梢神経毒性

の病態生理や機序を明らかにする評価は、ヒトでのリスク程度の推定やモニタリング方法の提案を可能と

し、ヒトでの安全性リスクマネジメントに繋がる。 

末梢神経毒性評価に関する指針（OECD ガイダンス等）では推奨評価項目の選択肢が公表されている

が、どの評価項目を優先するべきか、結果をどう組み合わせて考察するべきか、といった情報は記されて

いない。例えば、末梢神経毒性を回避した候補化合物を取得するためのスクリーニングを目的として試験

を実施するのであれば、神経毒性の推奨評価項目を広く含むような試験計画は困難なため、状況に合わせ

た評価項目の設定が求められる。 

末梢神経毒性の非臨床評価では、実情として次の課題が挙げられる：①末梢神経毒性バイオマーカー

（BM）が未確立、②どの行動学的評価を実施するのが有効か不明確、③病理形態学的特徴を客観的に示

すための標準的な方法が未確立、④適切な解剖時点設定が困難。 

そこで、末梢神経毒性の特徴づけのために最適な評価方法を見出すことを目的として、ビタミン B6

（VB6）欠乏による末梢神経障害を誘発する isoniazid (INH)投与ラットを用いて、病理評価だけでなく、

生化学評価及び行動評価を組み合わせて実施し、結果を関連づけながら多角的に考察した。また、薬剤開
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発の初期段階で神経毒性評価項目を効果的に選択することを想定し、各評価方法の意義・有用性を検証し

た。 

 

【第1章：行動評価】 

【材料】 

雄性 SD ラットに、INH を 0（溶媒対照）、 250、 500 mg/kg/day の用量で 3 日間反復経口投与した。

投与初日を Day 1 として Day 4、Day 9、 Day 30 の 3 点で剖検を実施した（n=5/群）。 

【方法】一般状態観察、体重・摂餌量測定、熱刺激感覚検査（Hotplate 法）、 

詳細行動観察（Irwin 変法一部項目）、血液・血液生化学検査 

【結果】 

一般状態観察で著変なし。投与群において体重・摂餌量の低下が投与期間中に用量依存的に継続して認

められたが、投与終了後速やかに増加に転じた。 

Day 3 に高用量群の 2/15 例で、熱刺激感覚検査での回避行動遅延が認められた。Day 4 に高用量群の

3/15 例で、軽度な後肢同側屈筋反射低下が認められた。 

血液学的検査では、Day 4 に高用量群の網状赤血球が用量依存的に減少し、Day 9 に増加。投与期間中

の体重減少に伴う一過性の変化及びそのリバウンド作用と考えられた。血液生化学的検査では、Day 4 に

以下の所見が認められた：Cl は高用量群でわずかに増加（投与期間の状態悪化を疑う）、GLDH、UN 及

び CRE の軽度の増加が認められた（一過性の肝・腎障害を疑う）。 

【考察】 

行動評価では、同側屈筋反射の評価が有用と考えられた。一般状態観察で検出できなかった行動異常が

検出できたこと、観察が簡便なため一般毒性試験に組み込んで実施しやすいこと、動物へのストレスが少

なく毎日評価が可能であること、が利点である。熱刺激感覚検査でも異常を検出できたが、主観的観察に

よる評価で変化の判断が難しいこと、馴化と評価に長時間を要したことから、毒性試験への組込みは困難

と考えられた。  

 

【第2章：生化学評価】 

【方法】血清中 neurofilament-light（Nf-L）測定、 

血漿中 VB6（pyridoxal [PL]、 pyridoxal 5'-phosphate [PLP]）測定 

【結果】 

液性 BM としての有用性を検証するため、血清中 Nf-L 濃度を測定した。Day4 で投与群において用量

依存的に顕著な増加が認められ、Day9 で高用量群において有意な増加がみられた。Day30 では投与群の

濃度は対照群と同等だった。 

VB6 レベルと神経毒性の関連性を検討するため、血漿中 VB6（PL 及びその活性型リン酸化体 PLP）

濃度を測定した。Day4 で顕著かつ有意な減少が用量依存的に認められたが、Day9 以降減少は認められ
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なかった。 

【考察】 

血清 Nf-L の高値から、神経傷害を検出する液性 BM としての Nf-L の有用性が示唆された。血清を用

いる測定は非侵襲的であり、ヒトでの毒性モニタリングにも有用である。 

INH 誘導末梢神経傷害の初期段階で血漿 PL 及び PLP 減少が生じることが確認された。毒性機序の仮

説が立てられない場合はどの内因性物質を測定するべきかの判断が困難であるが、機序仮説に関連する内

因性物質の測定は、毒性機序を考察するための有用な根拠となるだろう。 

 

【第3章：病理評価】 

【方法】ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）標本の組織検査（脳・脊髄・脊髄後根神経節・坐骨神

経・脛骨神経・伏在神経）、坐骨神経 FFPE 標本の免疫組織化学染色（choline acetyltransferase 

[ChAT]、 Nf-L、 Iba-1）、坐骨神経 semi-thin 標本の組織検査、坐骨神経 semi-thin 標本の画

像解析、坐骨神経の超微形態学的検査 

【結果】 

FFPE 標本観察の結果、各末梢神経に神経線維変性が用量依存的に認められた。Day4 では高用量群で

軽度な変化が散発的にみられたのみだったが、Day9 に最も顕著となり高頻度に神経線維変性像が認めら

れた。Day30 では神経線維変性は殆ど完全に回復したが、Iba-1 陽性泡沫状マクロファージ浸潤がみられ

た（損傷した軸索及び髄鞘の貪食処理像と考えられた）。坐骨神経 ChAT 免疫染色の結果、陽性となる運

動神経に神経線維変性は殆ど認められず、この変化は感覚神経に主座したと考えられた。 

Semi-thin 標本観察の結果、神経変性の程度と相関して myelin ovoid の頻度が増加し、神経線維の形態

学的ばらつきもみられた。Day4 の低用量群でも myelin ovoid は認められた。画像解析により G-ratio（軸

索径/神経線維径）を神経線維数の分布としてヒストグラムを作成した結果、myelin ovoid 増加は G-ratio 

0 値増加として示され、神経線維のばらつきは G-ratio 分布の減少及び G-ratio0。6-0。8 値の軽度な増加

として示された。 

病態が強い標本では、神経線維径に大小不同がみられ、G-ratio（軸索径/神経線維径）のヒストグラム

画像解析の結果、G-ratio のバラつき増加として認められた。画像認識の妥当性は、目視で認識が正しい/

誤っている神経線維をカウントし、陽性的中率及び感度が 90%以上であることで確認した。 

超微形態学的検査の結果、軸索変性の経時変化が明らかとなった。Day4 に軸索損傷の初期像として軸

索及び髄鞘の崩壊がみられた。Day9 には多くの神経線維に軸索変性、髄鞘崩壊、軸索消失を伴う myelin 

ovoid 形成、シュワン細胞肥大、髄鞘過形成、小型髄鞘線維の増加が認められた。Day30 には、細い髄鞘

を伴う小径神経線維の頻度が増加した。 

【考察】 

観察された神経線維変性の病理学的特徴は、INH 誘発末梢神経毒性評価の論文報告と一致していた。

Semi-thin 標本観察は、変化が軸索と髄鞘のどちらに起きているかを判別でき、末梢神経毒性の形態学的
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特徴づけに有用だった。  

ヒストグラムを用いた画像解析により、病理学的特徴を客観的に示すことができた。特に医薬品開発に

おいては画像解析の妥当性を示すことが重要で、バリデーション方法の標準化が求められている。 

FFPE 標本の ChAT 免疫染色は主に CNS 神経細胞体の染色に用いられているが、本研究での染色結果

は、ChAT が末梢神経においても運動/自律神経と感覚神経を識別するのに有用であることを示唆した。 

また、第 2 章で述べた末梢神経毒性 BM としての Nf-L の有用性は、病理評価結果と組み合わせること

で、病変を感度よく早期に捉えられることがわかり、さらに強く示唆された。血清 Nf-L 濃度は、病理変

化が最も顕著だった Day9 よりも Day4 で高く、損傷初期に多くの Nf-L が漏出すると考えられた。FFPE

標本で病変が認められなかった Day4 低用量群でも Nf-L は高値であった。過去の報告からは、血清 Nf-L

濃度は病理学的変化と同時に増加することが想定されたが、本研究では、Nf-L 高値は病理変化のピーク

よりも早いことを示した。  

 

【結論】 

本研究では、INH 誘発末梢神経障害ラットをモデルとして使用し、末梢神経毒性の特徴づけのために

最適な評価方法を見出した。顕著な病理学的変化の時点と生化学及び行動的評価の変化時点の間には不一

致があり、複数の剖検時点を設定し、各評価を組み合わせることの重要性が示唆された。病理学的評価は

病理学的特徴づけに必須であるが、病理学的評価と同じ時点での生化学及び行動的評価の結果は価値があ

る。 

また、本研究では、血清 Nf-L 測定が病理変化より早期かつ顕著に変動することを見出し、末梢神経毒

性 BM として非常に有用であることを示した。さらに、semi-thin 標本の観察と ChAT 免疫染色は形態学

的神経毒性の特徴づけに有用であり、semi-thin 標本の画像解析により客観的に病理学的特徴を示すこと

ができた。 

なお、本アプローチを一般化するためには、他の末梢神経毒性機序を有するモデルを用いたさらなる評

価及び検証が必要である。 

 

  

 

論文審査 

1）テーマの立て方 

本研究のテーマは、末梢神経毒性の評価法を、イソニアジド投与ラットをモデルとして用いて確立する

ことを目的としている。末梢神経障害で生じる変化について入念に事前に調査し、単一の評価方法には限

界があると結論付けた。そこで本研究では行動、病理、バイオマーカーの多角的な評価が重要であると仮

定して、研究計画が立てられている。 
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2）研究の背景 

末梢神経毒性は創薬分野で重要な分野であるが、統一した末梢神経障害の検査法が確立されていない。

薬物によって障害機序および部位が異なることから、単一の評価法では対応できていないのが現状であり、

本研究で提唱している多角的な評価方法の確立が求められている。研究課題の設定は適切である。 

 

3）研究の方法 

ビタミン B6（VB6）欠乏による末梢神経障害を誘発する isoniazid（INH）投与ラットを用いて、投与

量と検査時期の異なる 9 群について、病理評価及び行動評価を組み合わせて実施した。さらに、バイオ

マーカーとして血清 Nf-L に着目し、高感度測定法を確立した。病理評価においては、客観性を担保する

ために AI を用いた画像解析を採用し、申請者が実施した病理評価結果と比較することで AI 評価の正確

性を明らかにしている。これら複数の検査の結果を関連づけながら考察することとしている。 

 

4）研究の結果 

顕著な病理学的変化と生化学及び行動的評価の変化時点には不一致があり、複数の剖検時点を設定し、

各評価を組み合わせることの重要性が示唆された。従来の評価では、病理学的評価が重要とされているが、

生化学及び行動的評価を同時に行うことで障害の検出感度をあげることができた。また、本研究では、血

清 Nf-L 測定が病理変化より早期かつ顕著に変動することを見出し、末梢神経毒性のバイオマーカーとし

て有用であることを示した。さらに、AI による semi-thin 標本の画像解析が正確であることを示し、軸索

径/神経線維径を算出することで客観的に障害神経の評価が可能であることを明らかにしている。 

 

5）考察と結論 

本研究では、INH 誘発末梢神経障害ラットをモデルとして使用し、末梢神経毒性の特徴づけのために

適切な評価方法を見出した。複数の剖検時点を設定し、各評価を組み合わせることの重要性が示唆された。

病理学的評価は病理学的特徴づけに必須であるが、病理学的評価と同じ時点での生化学及び行動的評価が

必要である。 

 

6）審査結果 

OECD ガイダンス等の末梢神経毒性評価に関する指針では推奨評価項目の選択肢が公表されているが、

どの評価項目を優先するべきか、結果をどう組み合わせて考察するべきか、といった情報は記されていな

い。本研究は末梢神経毒性を判断するための基準を確立することを目的とし、INH 誘発末梢神経障害ラッ

トを対象に末梢神経障害の評価法を多角的に検討している。 

入学時の研究計画では、評価方法を確立した上で INH 誘発末梢神経障害ラットの病理発生機序の解明

に取組むとしていたが、達成されなかった。病理発生機序を解明することで、障害評価の妥当性を検証す

る予定であったが、未達成でありこの点は残念である。また、障害評価方法の確立研究としても 1 モデル
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のみの検討であり、様々な機序により生じる末梢神経毒性の評価を一般化するに至っていない。用いたモ

デルや各評価方法の多くは既存のものであり新規性は乏しい。 

しかし、1 モデルの検討ではあるが、病理、行動、血中バイオマーカーを総合的に評価する多角的アプ

ローチにより高感度な障害の検出に成功している点は評価できる。また、各評価方法の障害検出の時点が

異なることに着目し、病理検査、行動評価とバイオマーカーによる評価の重要性を具体的に示した点に新

規性を認める。末梢神経毒性のバイオマーカーとしての Nf-L の有用性や軸索の形態変化の評価に AI を

用いた画像解析の有用性を示した点は評価できる。特に AI を用いた軸索変性の評価は一般化される可能

性があり、高く評価できる。創薬分野における末梢神経毒性の評価法の確立は喫緊の課題であり、多角的

アプローチにより正確な末梢神経障害を評価した本研究は当該分野におけるインパクトが大きく、今後の

末梢神経毒性評価の指標の一つとなることが期待される。本研究の主軸は毒性病理学分野に長年携わって

きた樫村茜氏のアイデアであり、研究成果は分野の発展に大きく寄与する。博士（獣医学）にふさわしい

研究と判断する。 
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