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 【研究要旨】	
 

	
 本研究は、発生発達期における化学物質の低用量暴露が成熟後に誘発する情動

認知行動異常について、定量性をもって捕捉し、毒性学的な意味づけを明確にで

きる評価系を作出し、もって行政施策へ反映することを目的とする。	
 

	
 平成 28 年度は、ネオニコチノイド系農薬であるアセタミプリドとイミダクロ

プリドを妊娠 11.5 日齢の妊娠雌マウスに低用量（0.1mg/kg/day）にて飲水投与

を開始し、出産後の生後 4 週齢時の離乳時まで同投与を行い、生後 12-13 週齢時

に成長した産仔雄マウスについて情動認知行動解析を行った。その結果、アセタ

ミプリド飲水投与による顕著な不安関連行動異常の誘発と、イミダクロプリド飲

水投与による顕著な不安関連行動異常並びに学習記憶異常の誘発が認められた。

情動認知行動異常値を設定する検定項目として、オープンフィールド試験におけ

る総移動量と中央部滞在時間、条件付け学習記憶試験における短期記憶形成能と

空間記憶能についての妥当性の検証を推し進めるために２種のエストロジェン

受容体遺伝子改変マウス（ERαKI および ERβKI マウス）を用意し、同様の情動

認知行動解析を行った。	
 

	
 行動柔軟性課題と行動抑制課題についてタッチスクリーン型オペラント実験

装置を開発に着手し、毒性評価への応用について検討を継続している。また、ニ

ューロン分化のモデル細胞である副腎髄質由来褐色細胞腫細胞株を用いて、特定

のノン・コーディング RNA が遺伝子発現を制御できることに基づき、化学物質に

よる神経系影響を定量化する指標となりうるかについて検討を開始した。膜電位

感受性色素を用いたイメージングについては，アセタミプリドとイミダクロプリ

ドの幼若期投与による急性—亜急性影響を計測した。	
 

	
 前述にあるエストロジェン受容体遺伝子改変マウス（本年度は ERβKI マウス

の解析を加えた）の大脳、海馬について、網羅的遺伝子発現解析を行い、パスウ

エイ解析を進めた結果、興奮性と抑制性双方の神経伝達が亢進していることが示

唆された。	
 

	
 また、複数の国際的会合に出席し、本研究班の成果の一部を情報発信するとと

もに、これらの様な情報を基にしたリスク評価の必要性の高さは国際的に、共通

に認識されていることが確認されるとともに、その方法論の検討を積み重ねよう

としていることが判明した。さらに、自らデータを作成しない方針の国や組織も、

分子毒性学的情報の有用性を認識し、評価へ取り込む方法の開発と標準化に力を

入れていることが明らかとなった。	
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A. 研究目的	
 

	
 先行研究	
 (H20-化学-一般-009)にて、周産期マウ

スへの神経作動性化学物質の投与が、従来の神経毒

性試験法では同定困難な情動認知行動異常を誘発す

ることを明らかにし、その異常に対応する神経科学

的物証を捉えた。次の研究	
 (H23-化学-一般-004)で

は、それらが毒性指標として定量評価できることを

示した。本研究は、先行研究を踏まえて発生発達期

における化学物質の低用量暴露が成熟後に誘発する

情動認知行動異常について、定量的に捕捉し、毒性

学的な意味づけを明確にできる評価系を作出し、も

って行政施策へ反映することを目的とする。これに

より情動認知行動異常の高精度なリスク評価が普遍

性を持って実施可能となり、行政対応に必須のバリ

デーションに耐え、国際的に通用しうる体系的・総

合的な評価手法としてのガイドライン作成と、OECD

への提案を通じての国際貢献を目指す。	
 

	
 尚、中枢神経系の発生発達に重要な役割を果たす

神経可塑性の分子背景が各種の脳内伝達物質の適切

な機能に深く依存しているという知見と、その機能

の外的なかく乱が人の集団の情動認知機能異常を引

き起こすという疫学的調査報告が有り、低用量の化

学物質が胎児や小児に及ぼす中枢影響の毒性学的評

価が問題となっている。この様な、低用量暴露の結

果として成熟後に情動認知行動異常が顕在化すると

いう毒性を評価するための動物試験は、従来は主観

的な心理学的記述に終始する事が多く、行政対応へ

の適用が困難であった。この為、普遍的、客観的、

定量的、かつ高精度な情動認知行動異常リスクの評

価系の作成が必要である。	
 

	
 

B.  研究方法	
 

	
 本研究では、二つの先行研究(H20-化学-一般

-009)および	
 (H23-化学-一般-004)の成果を踏

まえて発生発達期における化学物質の低用量暴

露が成熟後に誘発する情動認知行動異常につい

て、客観性、定量性をもって捕捉し、毒性学的

な意味づけを明確にできる評価系を３年計画で

作出する。	
 

【マウス情動認知行動異常の基準値設定】	
 

	
 発生発達期暴露により成熟期に情動認知行動

異常を誘発することを確認済みのドーモイ酸、

イボテン酸、有機リン農薬等を、野生型マウス

に暴露し、オープンフィールド試験、明暗往来

試験、及び、条件付け学習記憶試験（行動解析

バッテリー試験）を実施する。その成績を定量

的な値として項目ごとに記録し、異常であると

認定される最小値を、その項目の基準値として

「毒性基準値」と定義する。その際に、溶媒対

照とは別に、情動認知行動異常を呈するエスト

ロジェン受容体αおよびβ遺伝子欠損マウス、

および精神神経疾患モデルマウスとして報告さ

れているマウスの行動様式を包括した情動認知

行動異常を呈するエストロジェン受容体遺伝子

改変マウス２種（国立医薬品食品衛生研究所毒



 

性部にて独自に作出した）を、特有の異常を恒

常的に示す「標準マウス」として用いることで、

国際的なバリデーション展開時に利用できる異

常値を複数点用意するとともに、国内３カ所で

同一規格の機器を用いた行動解析バッテリー試

験を施行し、バリデーションを見据えた頑強性

を確認しつつ最適化を図る（種村、掛山、北嶋）。	
 

	
 

【マウス情動認知行動異常誘発メカニズムの解

明と神経科学的な異常の基準値設定】	
 

	
 これまでの研究に於いて、情動認知行動異常

を呈するマウス脳から通常の光学顕微鏡的な病

理所見は得られない場合が多いが、分子マーカ

ーを用いての神経新生異常、大脳層構造異常、

神経突起異常、および膜電位感受性色素を利用

した光計測から神経回路機能異常を情動認知行

動異常と対応した異常所見として検出してきた。

さらに、それらは遺伝子発現プロファイリング

によって裏付けられるものであった。そこで、

野生型マウス(暴露)及び遺伝子改変マウス（非

暴露）について神経幹細胞動態解析、大脳層構

造形態解析（中島）、神経突起解析（種村）、神

経回路機能解析（冨永）、遺伝子発現プロファイ

リング（北嶋）を行い異常行動誘発メカニズム

の解明を推し進めるとともに、それらの項目ご

とに定量化手法を確定し、対応する神経科学的

な異常の基準値として設定する。その際、遺伝

子発現プロファイリングに関しては、機知のパ

スウェイへの関与を明らかにする（種村）。	
 

	
 

【発生-発達期における低用量化学物質暴露に

よる成熟後の中枢行動毒性検定】	
 

	
 モデル化学物質としてビスフェノール類、農

薬類、を選択し、胎生期ないし幼若期のマウス

に低用量投与することによって成熟後に顕在化

する中枢行動毒性を、上記の情動認知行動「毒

性基準値」、および神経科学的「異常基準値」を

以て検定する。用量は、一日摂取許容量、急性

参照用量を元に設定する（全員）。これによって

設定した情動認知行動「毒性基準値」および神

経科学的な異常の基準値の頑強性や妥当性を検

証し、体系的・総合的な評価系として完成させ

る。本研究成果については、国際的に通用しう

る体系的・総合的な評価手法として OECD への提

案を行う（菅野）。	
 

【新規毒性マーカーの探索】	
 

	
 これまでの成果の一部として、情動認知行動

異常を示したマウスにエピゲノム変化が検出さ

れていることから、それが分子レベルにおける

基準値として設定できるかを検討する。近年、

生物学的意義が明らかになりつつあるノン・コ

ーディング RNA の変動についても、新規毒性判

断指標としての妥当性を検討する（菅野、中島）。	
 

	
 

C.  研究結果	
 

	
 平成 28 年度は、ネオニコチノイド系農薬である

アセタミプリドとイミダクロプリドを妊娠 11.5

日齢の妊娠雌マウスに低用量（0.1mg/kg/day）に

て飲水投与を開始し、出産後の生後 4 週齢時の離

乳時まで同投与を行い、生後 12-13 週齢にオープ

ンフィールド試験、明暗往来試験、高架式十字迷

路試験、条件付け学習記憶試験、プレパルス驚愕

反応抑制試験から成るバッテリー式の情動認知行

動解析を行った。その結果、アセタミプリド飲水

投与による顕著な不安関連行動異常の誘発と、イ

ミダクロプリド飲水投与による顕著な不安関連行

動異常並びに学習記憶異常の誘発が認められた。

今後、特に海馬について網羅的遺伝子発現解析を

行う予定である。	
 

	
 これまでに行ったドーモイ酸、イボテン酸、有

機リン農薬であるアセフェート等の発生発達期暴

露により成熟期に誘発される行動解析結果と併せ

て、情動認知行動異常値を設定する検定項目とし

て、オープンフィールド試験における総移動量と

中央部滞在時間、条件付け学習記憶試験における

短期記憶形成能と空間記憶能についての妥当性の

検証を継続している。昨年度に引き続き、特有の

異常を恒常的に示す「標準マウス」として用いるエ

ストロジェン受容体α遺伝子改変マウスの行動解

析を行っている。本マウスは、エストロゲン(ER)

α遺伝子座に、ERαcDNA と牛成長ホルモン由来の

3’-UTR をつなげたものを、相同組換えにより遺

伝子導入し、独自に作製した ERα受容体遺伝子改

変マウス（以降、ERαKI と記載）であり、ERαKI

マウスのホモ型における ERαの発現は野生型の

20-25％であり、したがって ERαKI マウスは ERα

ノックダウンマウスと考える事ができる。さらに

今年度は、さらにエストロジェン受容体α遺伝子

改変マウスの行動解析を行っている。本マウスは、

エストロゲン(ER)α遺伝子座に、ERβcDNA と牛成



 

長ホルモン由来の 3’-UTR をつなげたものを、相

同組換えにより遺伝子導入し、独自に作製した ER

α受容体遺伝子改変マウス（以降、ERβKIと記載）

を解析した。その結果、重篤な情動行動異常、学

習記憶異常、情報処理不全が検出できた（種村）。	
 

	
 さらに、認知機能ならびに情動機能の評価手法

について検討するため、昨年度から着手した行動

柔軟性課題と行動抑制課題についてのタッチスク

リーン型オペラント実験装置について、毒性評価

への応用について検討を開始した。今年度は、ADHD

様の行動表現型を示すことが示唆されている

DBA/2 マウスを用い、同マウスも C57BL/6 マウス

と同様に課題の習得は可能であるが、反応までの

時間が遅くなることが明らかにした（掛山）。	
 

	
 上述の ERβKI 脳 2 部位（大脳皮質、海馬）につ

いて網羅的に遺伝子発現解析を行った結果、野生

型と比較し、ERβKI マウスの大脳皮質及び海馬で

は、それぞれ 241（増加：51、減少：190）及び 1,140

（増加：39、減少：1,101）プローブセット(ps)

の有意な発現変動が認められた。脳 2 部位に共通

して、発現が有意に増加した遺伝子は 5	
 ps（Adat2,	
 

Epm2a,	
 Lats1,	
 Klf2,	
 Gkn3）、他方、減少した遺伝

子は ERα(Esr1)を含む 19	
 ps	
 (Atrx,	
 Slc35a3,	
 	
 

Zfp959	
 ,	
 Sema3e,	
 	
 Gm7226,	
 Tomm7,	
 	
 Sox18,	
 	
 

Phf7,	
 	
 Htr1f,	
 	
 D6Wsu116e,	
 	
 S1pr2,	
 	
 Zfp385c,	
 

A230061C15Rik,	
 	
 Acvr1c,	
 	
 Dmp1,	
 	
 Phactr2,	
 	
 

Tmem56,	
 Esr1)であった。各部位における解析の結

果、ERβKI マウスの大脳皮質では、概日リズムが

乱れている可能性が示唆された。加えて、発現が

減少した遺伝子リストについて、プロモーター解

析(in	
 silico)	
 の結果、遺伝子発現調節因子とし

て ESR1 が抽出されてこなかった事から、ERαシグ

ナルは大脳皮質においては機能的にレスキューさ

れている可能性が示唆された。他方、海馬では、

K+チャネル、Na+チャネルおよび Ca2+チャネル遺

伝子の発現が減少し、記憶・学習をはじめとする

神経機能の変化を担う Camk2a 遺伝子の発現が減

少し、神経伝達が抑制されている可能性が示唆さ

れ、また、プロモーター解析(in	
 silico)	
 の結果、

遺伝子発現調節因子として ESR1 が抽出されたた

め、ERαシグナルは海馬においては、機能的にレ

スキュー出来ない可能性が示唆された（北嶋）。	
 

	
 神経回路解析の神経毒性評価への応用研究とし

ては、まず、ネオニコチノイド系物質の幼若期投

与（種村らとの共同研究）ネオニコチノイド系物

質の強制投与後，２時間後には細胞体での興奮性

が著しく亢進している様子が検出された。今後，

この初期応答が遅発影響とどのような相関関係が

あるかをこの農薬で検証する予定である。また、

海馬以外の神経回路で，化学物質による改変を示

すことが容易な神経回路を選ぶために，探索的に

他の神経回路の応答を検討した。今年度は，皮質

系の回路として，視覚野，傍梨状核，嗅内野，嗅

周囲皮質など様々な神経回路において，主に興奮

抑制のバランスの変更が起こす現象を検討した。	
 

その他，In	
 vivo 系での神経回路計測系の開発，

膜電位依存性蛋白の使用を含む新規イメージング

法の開発を引き続き進めている。（冨永）	
 

	
 昨年度の研究において、マウス胎仔期バルプロ

酸により、成体期の海馬ニューロン新生が減少し

学習記憶障害が生じること、さらに成体期マウス

へのカイニン酸投与で異所性かつ形態異常な海馬

ニューロン新生が増大することを報告した。また、

ニューロン分化のモデル細胞である、副腎髄質由

来褐色細胞腫細胞株を用いて、特定のノン・コー

ディング RNA が遺伝子発現を制御できることを明

らかにした。そこで、本年度は、これらの表現型

や遺伝子発現が、他の物質による神経系への影響

を定量化する指標となりうるかどうかを検討する

ための研究に着手し、特にノン・コーディング RNA

解析に関しては、各脳より抽出した RNA を用いて、

シーケンス用のライブラリー作製が終了した（中

島）。	
 

	
 複数の国際的会合に出席し、本研究班の成果の

一部を情報発信した。本研究班において得られた

神経行動学的所見、神経科学的所見、分子生物学

的所見、及び、その獲得と解析に用いた研究手法

は、いずれの会合においても、興味深く受け入れ

られ、高評価を得た。国際的に、これらの様な情

報を基にしたリスク評価の必要性の高さは共通に

認識されていることが確認されるとともに、その

方法論の検討を積み重ねようとしていることが判

明した。さらに、自らデータを作成しない方針の

国や組織も、分子毒性学的情報の有用性を認識し、

評価へ取り込む方法の開発と標準化に力を入れて

いることが明らかとなった。（菅野）。	
 

	
 

	
 



 

D.  考察	
 

	
 ネオニコチノイド系農薬や、無機ヒ素、ビスフ

ェノール類、バルプロ酸を用いた発生-発達期にお

ける低用量の化学物質暴露による成熟後の神経行

動異常と、対応する神経科学的物証について、暴

露による影響を効率良く、また高精度に、かつ定

量的に捕捉することに成功していると考えられた。

また、今後、情動認知行動異常の基準値設定や、

神経新生能、神経回路機能、神経突起動態等の神

経科学的な異常の基準値設定を進める上で、「指標」

の選定が非常に重要であると考えられるとともに、

その為に用いる特有の異常を恒常的に示す「標準

マウス」として用いる２種のエストロジェン受容

体α遺伝子改変マウス（ERαKI および ERβKI マ

ウス）の導入は非常に有望であると考えられた。

また、本研究課題の成果は、国際的に通用しうる

体系的・総合的な評価手法として、OECD の AOP 開

発プログラムへの提案に貢献するものであると考

えられた。	
 

	
 

E.  結論	
 

	
 発生-発達期における低用量の化学物質暴露に

よる成熟後の神経行動異常と、対応する神経科学

的物証について、暴露による影響を効率良く、ま

た高精度に、かつ定量的に捕捉することに成功し

ている。今後、情動認知行動異常の基準値設定、

神経科学的な異常の基準値設定によって毒性学的

な意味づけを明確にできる評価系の作出に資するこ

とが期待できる。	
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