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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。

また、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（北嶋、菅野との共同研究）を用意し、同様の情動認知行動解析

を行った。	 

	 

	 

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。	 

	 H28 年度には、①低用量化学物質の慢性暴

露による次世代個体の神経行動毒性発現を

検討する目的で、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に

ついて、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、成長後の生後 12-13 週齢の産

仔雄マウス行動異常について検討した。また、

②情動認知行動異常値を設定する目的で、

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（北嶋、菅野

との共同研究）を用意し、同様の情動認知

行動解析を行った。	 

	 

Ｂ．研究方法	 

	 

①	 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について、妊娠

11.5 日齢の妊娠雌マウスに一日摂取許容量

（ADI）を参照とした低用量（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、成長後の

生後 12-13 週齢の産仔雄マウス行動様式に

ついて、オープンフィール試験（検定項目

として、総移動量、中央部滞在率、総移動

回数）、明暗往来試験（検定項目として、明

所滞在時間、明暗往来数、暗所滞在時間）、

高架式十字迷路試験（検定項目として、総

移動量、オープンアーム滞在時間、総アー

ム選択数）、条件付け学習記憶試験（検定項

目として、学習度、場所連想記憶度、音連

想記憶度）、プレパルス驚愕反応抑制試験

（検定項目として、120dB に対する 90、95、

100dB のプレパルスによる驚愕反応抑制抑

制度）からなるバッテリー式の行動解析を

行うことで検討した。	 

	 

②	 ２種のエストロジェン受容体遺伝子改

変マウス（北嶋、菅野との共同研究）を用

意し、①同様の情動認知行動解析を行い、

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の

仮設定を試みた。尚、本研究で用いたエス

トロジェン受容体遺伝子改変マウスは、相

同組み替えによってエストロジェン受容体

α遺伝子座の 3‘-UTR をウシ成長ホルモン

遺伝子の 3‘-UTR に置き換えたマウス（ER

αKI マウス）と、さらにエストロジェン受

容体α遺伝子の ORF をエストロジェン受容

体β遺伝子座の ORF に置き換えたマウス

（ERβKI マウス）である。	 

	 

（倫理面への配慮）	 

	 動物実験に際しては、東北大学の規定に

のっとり、あらかじめ実験計画について承

認を受け、かつ 3R の原則を遵守しつつ実施

した。	 

	 

	 

	 

Ｃ．研究結果	 

	 

①	 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について、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、成長後の生後 12-13 週齢の産仔雄

マウスについて行動解析を行った結果、ア

セタミプリドの発生-発達期飲水投与によ

って、オープンフィールド試験による総移

動量の増加、明暗往来における明所滞在時

間および明暗往来数の増加、高架式十字迷

路試験における総移動量、オープンアーム

滞在時間および総アーム選択数の増加が誘

認められた（p<0.05）。また、イミダクロプ

リドの発生-発達期飲水投与によって、オー

プンフィールド試験による中央部滞在時間

の減少、高架式十字迷路試験における総移

動量、オープンアーム滞在時間および総ア

ーム選択数の増加、条件付け学習記憶試験

における学習度、場所-連想記憶度の低下が

認められた（p<0.05）。	 

	 

②	 生後12-13週齢時のERαKIマウスにつ

いて行動解析を行った結果、条件付け学習

記憶試験における場所-連想記憶度および

音-連想記憶度の低下、プレパルス驚愕反応

抑制度の減少が認められた（p<0.05）。また、

生後12-13週齢時のERβKIマウスについて

行動解析を行った結果、オープンフィール

ド試験による中央部滞在時間の減少、明暗

往来における明所滞在時間および明暗往来

数の減少、高架式十字迷路試験における総

移動量の減少、条件付け学習記憶試験にお

ける場所-連想記憶度および音-連想記憶度

の低下、プレパルス驚愕反応抑制度の減少

が認められた（p<0.05）。	 

	 

Ｄ．考察	 

	 

	 発生-発達期における慢性暴露モデルと

して、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

を行ったが、胎仔マウスに対しては経胎盤

投与、産仔マウスに対して経乳投与された

と考えられる（特に、産仔マウスは、体が

小さく給水口まで到達することがないため、

化学物質は母マウスを介しての投与とな

る）。アセタミプリドによって重篤な多動が、

またイミダクロプリドによって多動を伴う

学習記憶異常が誘発されたと考えられる。

今回の用量設定においては、一日摂取許容

量（ADI）を元に、安全係数を 10 として、

さらに母マウスの体重の約 1/10 を産仔マ

ウスへ移行すると仮定し、いずれも

0.1mg/kg/day としたが、重篤な行動異常を

誘発すると考えられた。特に、発生-発達期

におけるアセタミプリド慢性暴露マウスの

行動様式は、多動障害モデルマウスとして

報告される行動様式を包括するものであり、

また、発生-発達期におけるイミダクロプリ

ド慢性暴露マウスの行動様式は、多動を伴

う学習障害モデルとしての有用性も考えら

れた。	 

	 さらに、ERαKI マウスの行動様式は認知

症（アルツハイマー型認知症というよりも

前頭側頭型認知症）モデルマウスの行動様

式に非常に近く、また ERβKI マウスの行動

様式は、陰性の統合失調症モデルマウスの

行動様式としての特徴を多く兼ね備えてい

た。いずれも、本研究班で設定する行動毒

性基準値を定める上で、非常に有益なもの

であると考えられた。	 

	 

Ｅ．結論	 

	 

	 ネオニコチノイド系農薬の発生-発達期

における化学物質の慢性暴露による成熟後

の神経行動異常と、対応する神経科学的物

証について捕捉することに成功した。また、

エストロジェン受容体遺伝子改変マウスの

利用によって情動認知行動「毒性基準値」

の設定に向けた取り組みが大きく進んだ。	 
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【研究要旨】	 

	 

	 Go/NoGo	 課題とは、ヒトにおいて認知機能を評価する課題として、例えば、認知症

の程度や有無の検査などに使用されている。本研究では、独自開発したマウス用タッ

チスクリーン・オペラント試験装置を用いてマウス Go/NoGo	 課題を確立した。加えて

本研究では、ADHD 様の行動表現型を示すと考えられている 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

ることが明らかとなった。このような反応時間の遅延は、認知症や注意欠如多動症の

当事者でも見られる、本来のヒト Go/NoGo 課題で最も鋭敏な指標として用いられるも

のである。本研究で確立した Go/NoGo 課題は、ヒトにおけるそれと同様の指標を用い

たものとして、世界初の課題だといえる。	 

	 

Ａ．研究目的	 

	 

Go/NoGo	 課題とは、ヒトにおいて認知機能を評

価する課題として、例えば、認知症の程度や有無

の検査などに使用されている（Cummings,	 2011）。

Go/NoGo	 課題では、Go	 Cue、NoGo	 Cue と呼ばれる

2種類の視覚刺激を使用する。視覚刺激としては、

色や文字、図形が使用される。Go/NoGo	 課題では、

Go	 Cue が提示された際には行動すること（例えば、

“ボタンを押す”など）、NoGo	 Cue が提示された

際には行動しないこと（行動抑制；セルフコント

ロール）が要求される。ヒトにおける Go/NoGo	 課

題では、特に注意欠如・多動症や認知症を持つ人

の成績不良（健常者に比べ、”Go	 Cue”の際の反

応時間が長くなる）や課題遂行時の脳活動異常が

報告されている。これは、認知機能低下による状

況判断速度の低下や行動抑制機能の問題によるも

のと考えられている。Go/NoGo	 課題臨床検査や疫

学調査でも多く用いられている。	 

これまでのげっ歯類における Go/NoGo 課題ではラ

ットにおいては報告があるものの、マウスにおけ

る成功例は極めて少ない。またラットにおいても、

成績指標は Go/NoGo 課題の正答率が用いられてお

り、ヒトにおける Go/NoGo 課題の成績指標とは必

ずしも一致していない（後述）。	 

そこで本研究では、ヒトにおける認知・情動行

動課題と同様の成績指標を用いたマウス Go/NoGo

課題の確立に取り組んだ。	 	 

Ｂ．研究方法	 

	 

(1)実験動物	 

C57BL6 マウス（以下、B6 マウスと記載）と ADHD

様の行動表現型を示すことが示唆されている

DBA/2	 D マウス（以下、D2 マウスと記載）を用い

た（各 10 匹）。動物飼育・実験は温度管理された

動物飼育・実験室(P1A)で行った（室温 22±3℃、

湿度 40～70%、明暗周期 12 時間（明期 8:00～

20:00））。すべての動物実験は早稲田大学動物実験

審査委員会の指導と機関長の承認（総長：鎌田薫）

のもと、早稲田大学の各種規則に則り行った。	 

課題では餌を報酬として用いたため、自由給餌

時のマウスの体重曲線を参考に、平均体重の 80%

以上を維持しながら制限給餌を行った。試験期間

中、飲水は自由とした。	 

	 

(2)タッチスクリーンオペラント実験装置	 

15 インチのタッチスクリーン、スピーカーと報

酬ディスペンサーを備えたタッチスクリーンオペ



 

ラント実験装置を作製した（図 1）。タッチスクリ

ーンモニターは、15 インチの有機 EL ディスプレ

イとタッチ検出ユニットから構成される。実験チ

ャンバーはタッチパネルモニター側（240	 mm）か

ら報酬ディスペンサー側（55	 mm）に向けて狭まっ

ている台形状の高さ 200	 mm の不透明アクリル製

である。チャンバーとタッチスクリーンの間には、

直径 35	 mm の穴が開けられた黒色のプラスチック

板が設置されており、チャンバー内のマウスはこ

の穴よりスクリーンを見て nose	 poking により回

答する。また、チャンバーの両側には給水瓶が設

置され、試験中、マウスは自由に飲水できるよう

になっている。チャンバーの上部にはカメラが設

置され、課題中のマウスの行動をリアルタイムで

モニタリングした。報酬としては 1 粒 10mg のペレ

ットを使用し、課題時、自動的に報酬ディスペン

サーより与えた。	 

	 

(3)行動課題の手順	 

以下のすべての段階において、1 日 1 セッショ

ン行った。	 

	 

慣化	 (Habituation)	 

慣化は 30 分を 1 セッションとした。初めの 15

分は、前もって報酬ディスペンサーに 15 粒の報酬

ペレットが置かれており、投入されたマウスはチ

ャンバー内を自由に探索できる。次の 15 分間は、

30 秒毎に高いビープ音（Correct	 Sound）ととも

に 1 粒の報酬ペレットが報酬ディスペンサーから

獲得できる。マウスをホームケージに戻した後、

報酬ディスペンサーに残ったペレットの数を計測

した。	 

	 

行動形成（Shaping）	 

行動形成は全ての実験群で 5 セッション行った。

全てのセッションは 15 分間に設定した。各画像が

提示されてから、nose	 poking するまでには制限

時間は設定しなかった。	 

初めの 2 セッションでは、マウスが報酬ディス

ペンサーへ nose	 poking することで開始し、モニ

ター上に刺激画像が提示される(図 2)。モニター

上の刺激画像にマウスが nose	 poking する（タッ

チ検出ユニットにおいて検出する）と、報酬ディ

スペンサーより Correct	 Sound とともにペレット

が獲得できる。マウスをホームケージに戻した後、

マウスが食べたペレット数を記録した。	 

次の 2 セッションでは、報酬として獲得できる

ペレットが 3 つから 1 つに減少する以外は、前の

2 セッションと同一である。	 

最後のセッションでは、nose	 poking すること

で報酬が獲得できる刺激画像よりも先に、十字型

の固定点画像が提示される（図 3）。固定点画像に

nose	 poking しなければ、刺激画像は提示されな

い。	 

	 

Pre-training	 	 

Pre-training では、全て Go トライアルのみの

セッションを行った。	 

	 

Go/NoGo 課題	 

Go/NoGo 課題では、Go	 Cue と NoGo	 Cue の 2 種類

の視覚刺激を用いた（図 4）。Go	 Cue と NoGo	 Cue

を擬似ランダム提示した。マウスが固定点画像に

nose	 poking した後に、Go	 Cue もしくは NoGo	 Cue

が提示された。提示された画像が、Go	 Cue の場合

（Go トライアル）はモニターへ nose	 poking すれ

ば、NoGo	 Cue の場合（NoGo トライアル）は nose	 

poking をしなければ、Correct	 Sound とともに報

酬を獲得することが出来る。Go	 Cue において nose	 

poking しなかった場合、NoGo	 Cue において nose	 

poking した場合はエラーとされ、報酬は得られな

い(図 4)。	 

固定点画像提示から報酬獲得もしくはエラーま

でを 1 トライアルとし、100 トライアル終了もし

くはマウスがチャンバーに投入されてから 45 分

経過した時点で終了とした。	 

	 

(4)統計解析	 

	 統計解析には GraphPad	 PRISM	 7	 (GraphPad	 

Software)を用いた。	 

各課題における正答率の推移には repeated	 

measure	 2-way	 ANOVA と repeated	 measure	 1-way	 

ANOVA を用いた。同一課題での最初のセッション

と最後のセッションの試行数もしくは正答率の比

較には 1-way	 ANOVA と対応のある t 検定を用いた。

多重比較は、Tukey 検定を用いて行った。P 値 0.5

以下を統計的有意とみなした。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

Pretraining	 

	 Pretraining における Go	 cue のみの課題におい

て、B6 マウス D2 マウスともに９０％以上の正答

率 を 示 し た こ と か ら 、 す べ て の マ ウ ス が

pretraiing を習得したとみなした。	 

	 ただし固定点画像から Cue 図形提示までの待機

時間ごとに見てみると、D2 マウスにおいては、待

機時間が長くなるほど正答率が有意に低下し、ま

た Cue 図形提示後の反応までの時間が有意に長く



 

なっていた（図 5）。この成績変化はごく些少では

あるが、個体ごとのデータのはらつきが少ないこ

とから有意差が見出された。	 

	 

Go/NoGo 課題	 

	 Go/NoGo 課題においても、Go	 Cue 提示時の正答

率（Go	 Gue に反応して nose	 poke（正反応）した

割合）は、B6、D2 マウスともに 90%以上を維持し

ていた（data	 not	 shown）。	 

	 また、NoGo	 Cue 提示時の正答率（NoGo	 Gue が提

示された際に nose	 poke（誤反応）をせずに報酬

を受け取りにいくという正反応を示した割合）に

ついても、課題開始 21 日目以降は 60%程度の正答

率を示した（図 6）。B6 マウスと D2 マウスの正答

率に違いはなく、すなわち両者ともに Go/NoGo 課

題を習得していることが明らかとなった（図 6）。	 

	 次に Go/NoGo 課題中の、Go	 Cue 提示時の Cue 提

示から反応までの時間について分析した。D2 マウ

スの Reward	 cue	 latency のピークは B6 マウスよ

りも遅く、またより長時間の Reward	 cue	 latency

を示す反応が増えていた（図 7）。すなわち B6 マ

ウスも D2 マウスは、Go	 Cue と No	 Go	 Cue の刺激

の違いを視覚的に弁別し、それぞれに対して正し

い反応を示すことができるようになるが、D2 マウ

スは Go	 Cue に対する反応が遅れることが明らかと

鳴った。	 

	 

Ｄ．考察	 

	 

	 本研究において、視覚刺激を用いたマウス

Go/NoGo 課題を確立した。我々の知る限りマウス

において成功したのは世界初となる。加えて本研

究結果が示すように、ごく僅かな個体間誤差によ

り成績が定量化できることが確認できた。毒性試

験として求められる定量性と再現性についても実

用レベルのものであることと考えられる。	 

また本研究では、C57BL/6 マウスに比して「落

ち着きがない」ように見えることから ADHD 様の行

動表現型を示すと考えられている D2 マウスにお

いて、Go/NoGo 課題の反応正答率としては B6 マウ

スと同様であり、すなわち D2 マウスも課題の習得

そのものはできているが、反応までの時間が遅く

なることが明らかとなった。この結果は、D2 マウ

スは B6 マウスに比して、待機時間が長くなること

で注意力が低下することを示している。	 

すなわち D2 マウスでは注意持続能力が B6 マウ

スよりも低いことが行動指標としてとしてはじめ

て検出されたといえる。このような反応時間の遅

延は、認知症や注意欠如多動症の当事者でも見ら

れる、本来のヒト Go/NoGo 課題で最も鋭敏な指標

として用いられるものである。ヒトの場合、Go と

NoGo の Cue 図形の識別ができない、あるいは NoGo

とわかっていても押してしまうようなケースは極

めて稀であり、認知症であっても終日介護が必要

な中等度から重度に限られる。認知症の初期段階

（軽度）や注意欠如多動症の当事者にみられる症

状は、正答率の低下ではなく反応時間の遅延であ

る。	 

これまでラットを用いた実験では、毒性試験に

おいても Go/NoGo 課題を用いた報告が散見される

が、いずれも正答率の低下を指標としており、ヒ

トにおける指標と乖離があった。本研究で確立し

た Go/NoGo 課題は、ヒトにおけるそれと同様の指

標を用いたものとして、世界初の課題だと言える。	 

	 

Ｅ．結論	 

	 本研究では、ヒトにおける認知・情動行動課

題と同様の成績指標を用いたマウス Go/NoGo 課題

の確立に成功した。	 

	 この課題は、マウスを試験装置に投入したあと

は全自動で行われるので、毒性試験としての普及

もおおいに期待できる。ただし今回は、試験完了

までに９ヶ月を要したことから、今後は課題プロ

トコールの見直しを行い、試験期間の短縮を行う

必要があるだろう。	 

	 

Ｆ．研究発表	 
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研究課題名	 

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毒性の	 
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研究分担者	 	 	 	 

北嶋	 聡	 	 国立医薬品食品衛生研究所	 毒性部	 室長	 

	 	 	 	 	 	 

	 

研究要旨	 

	 本分担研究では、本研究班全体の目的に則り、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」として用いるが、この異常行動誘発メカニズムの解明を目的と

して、脳における網羅的遺伝子発現変動解析を行う。	 

	 平成27年度（昨年度）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受容体遺伝子置換マウス（以降、この

ホモ型をERαKIと記載）を使用し、脳3部位（大脳皮質、海馬、脳幹）に

ついて網羅的に遺伝子発現変動を解析し、野生型のものと比較・検討し

た。ERαKIマウスにおける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。また、

ERαcDNAと置換していることから、理論上、ERαのスプライシングバリ

アントが発現できないマウスと考えることができる。情動認知行動解析

結果から、ERαKIマウスは、音-連想記憶及び空間—連想記憶に障害が認

められることが確認されている。解析の結果、ERα欠失マウスとERαKI

マウスにおける情動認知行動異常の差（情動障害）は、大脳皮質におけ

るRARシグナル伝達の低下、あるいは大脳皮質および脳幹における概日リ

ズムが乱れることが関係していることが示唆された。また、ERαKIマウ

スは、ERαノックダウンマウスと考えることができるが、今回の解析結



 

果からは、ERαシグナルがむしろ活性化していることが示唆された。こ

の点、多くのERαのスプライシングバリアントが、ERαの効果に対して

dominant-negativeな影響を有することが報告されていることから、ERα

のスプライシングバリアントが発現できないERαKIマウスでは、野生型

と比較し、ERαシグナルが亢進していることが推察された。	 

	 平成28年度（今年度）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ERβ受容体遺伝子置換マウス（以降、この

ホモ型をERβKIと記載）を使用し、脳2部位（大脳皮質、海馬）について

網羅的に遺伝子発現変動を解析し、野生型あるいはERαKIのものと比

較・検討した。ERβKIマウスは、ERαの代わりにERβが発現するマウス

であり、また理論上、ERαのスプライシングバリアントが発現できない

マウスと考えることができる。なお、ERβKIマウスにおけるERβ蛋白の

発現量は、よい抗体がないために、残念ながら現時点では不明である。	 

	 遺伝子発現変動解析の結果、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。	 

	 	 他方、先行研究におけるERα欠失マウスの大脳皮質、海馬及び脳幹に

おける解析の結果、大脳皮質において、RARシグナル伝達の低下、神経活

動の活性化および概日リズムが乱れることが示唆され、海馬では神経系

の障害に関わるシグナルネットワークは認められないが、脳幹では神経



 

活動が活性化および概日リズムが乱れる可能性が示唆された。そこで、

ERα欠失マウスとERβKIマウスにおける解析結果を比較すると、ERβKI

マウスの脳では、ERα欠失マウスの場合に認められたRARシグナル関連遺

伝子の発現変動は、野生型のものと有意な差が認められないため、ERα

欠失マウスとERβKIマウスにおける情動認知行動異常の差、すなわち「情

報処理」に関連するシグナルネットワークは、大脳皮質におけるERα欠

失マウスにおけるRARシグナル伝達の低下及び神経伝達異常の正常化あ

るいは、海馬における神経伝達の抑制、特に記憶・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ていることが関係し

ている可能性が示唆された。一方、ERα欠失マウスとERβKIマウス、双

方ともに、大脳皮質において概日リズムが乱れる事が示唆された。した

がって、ERα欠失マウスとERβKIマウスとの共通の情動認知行動異常で

ある、「情動および認知」障害は、概日リズムが乱れる事により誘発され

ている可能性が示唆された。	 

	 

A.	 研究目的	 

	 本研究全体の目的は、平成20年度に開始

した先行研究	 (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、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

評価できるものであることを示したが、こ

れらを背景に、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

ることである。	 

	 本分担研究では、本研究班全体の目的に

則り、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」として用いるが、この異常

行動誘発メカニズムの解明を目的として、

脳における網羅的遺伝子発現変動解析を

行う。	 

	 この目的遂行の為に、昨年度は雄性ER

αKIマウスの脳3部位（大脳皮質、海馬及

び脳幹）の遺伝子発現変動を解析・検討し

たが、今年度（平成28年度）は、成熟期の

雄性ERβKIマウスの脳2部位（大脳皮質及

び海馬）のサンプルについて、Percellome

法により網羅的に遺伝子発現変動を解析

し、野生型のものと比較・検討した。	 

	 

	 

B.	 研究方法	 

	 マウスの系統は C57BL/6NCrSlc	 (日本エ

スエルシー)を用いた。ERβKI 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 ERβKI を使用した。ERβ

KI マウスのホモ型における ERβ蛋白の発

現量は、よい抗体がないために、残念なが

ら現時点では不明である。この点、同様に

作製した ERαKI マウスのホモ型における

ERα蛋白の発現量は、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た事

から、この遺伝子座における ERβ蛋白の

発現は、野生型における ERαの発現量よ

りも低い可能性が示唆される。また、cDNA

を導入していることから理論上、ERαのス

プライシングバリアントが生じないこと

となる。加えて、ERβKI マウスは、認知

関連、情動関連及び情報処理関連に障害に



  

障害が認められることが確認されている。

ERβKI マウスでは、ERαKO と比べて、さ

らに「情報処理」の障害が認められる。し

たがって、ERβKI マウスと ERαKO の遺伝

子発現変動の比較することにより、この

「情報処理」に関連するシグナルネットワ

ークが明らかになるものと期待される。	 

	 遺伝子発現変動解析に際しては、成熟期

マウスの脳 2 部位（大脳皮質、海馬）（午

前 10 時）	 (各 n=4)について、Percellome

法（遺伝子発現値の絶対化手法）（Kanno	 J	 

et	 al.	 BMC	 Genomics	 7:64,	 2006）による

網羅的遺伝子発現解析をマイクロアレイ

[Affymetrix	 GeneChip	 Mouse	 Genome	 430	 

2.0]を用いて検討した。この際、我々が独

自に開発した「MF	 analyzer」を用いて網

羅的に解析した。脳 2 部位は、氷冷下にて

左脳につき、小脳、脳幹部、海馬、大脳皮

質の順に採取することにより得た（右脳は

ホルマリン固定した）。	 

	 有意差の検定は、Student の t 検定によ

りおこない、P 値が 0.05 未満の場合を有

意と判定した。実験データは、平均値±標

準偏差（SD）にて示した。	 

Total	 RNA の分離精製	 

	 RNA 抽出にあたっては、マウス組織を採

取後すみやかに RNA	 later	 (Ambion 社)に

4℃で一晩浸漬し、RNase	 を不活化し、RNA

抽出操作までは-80℃にて保存した。抽出

に当たっては、RNAlater を除いた後、

RNeasy キット（キアゲン社）に添付され

る RLT	 buffer を添加し、ジルコニアビー

ズを用いて破砕液を調製した。得られた破

砕液の 10	 µL を取り、DNA 定量蛍光試薬

Picogreen を用いて DNA 含量を測定した。

DNA 含量に応じ、臓器毎にあらかじめ設定

した割合で Spike	 cocktail	 (Bacillus 由

来 RNA	 5 種類の濃度を変えて混合した溶

液)	 を添加し、TRIZOL により水層を得、

RNeasyキットを用いて全RNAを抽出した。

100ngを電気泳動しRNAの純度及び分解の

有無を検討した。	 

GeneChip 解析	 

	 全 RNA	 5	 µg を取り、アフィメトリクス

社のプロトコールに従い、T7 プロモータ

ーが付加したオリゴ dT プライマーを用い

て逆転写し cDNA を合成し、得た cDNA をも

とに第二鎖を合成し、二本鎖 DNA とした。

次に T7	 RNA ポリメラーゼ（ENZO 社キット）

を用い、ビオチン化 UTP,	 CTP を共存させ

つつ cRNA を合成した。cRNA は Affymetrix

社キットにて精製後、300-500bp となるよ

う断片化し、GeneChip ターゲット液とし

た。GeneChip には Mouse	 Genome	 430	 2.0

（マウス）を用いた。ハイブリダイゼーシ

ョンは 45℃にて 18 時間行い、バッファー

による洗浄後、phycoerythrin	 (PE)ラベル

ストレプトアビジンにて染色し、専用スキ

ャナーでスキャンしてデータを得た。	 

	 

	 （倫理面への配慮）	 

	 動物実験の計画及び実施に際しては、科

学的及び動物愛護的配慮を十分行い、下記、

所属の研究機関が定める動物実験に関す

る規定、指針を遵守した。「国立医薬品食

品衛生研究所・動物実験の適正な実施に関

する規程（平成 27 年 4 月版）」。	 

	 

C.	 研究結果及び考察	 

C-1：野生型及び ERβKI マウスの遺伝子発

現の脳各部位間の比較：	 

	 脳各部位について、野生型と比較し、ER

βKI マウスの場合に、発現が有意に変動

（増加及び減少）する遺伝子（プローブセ

ット:	 ps）数を検討したところ以下のとお

りとなった。この際、細胞 1 個あたりの発

現コピー数につき、大脳皮質及び海馬にお

いて、それぞれ 1.0 及び 0.7 コピー以上の

ものを採用した。	 

	 

大脳皮質：51	 ps	 (増加)、	 	 190	 ps	 (減少)	 

	 	 海馬：39	 ps	 (増加)、	 1,101	 ps	 (減

少)	 

	 	 

	 2 部位に共通して増加した遺伝子とし

て 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)が得られた。野

生型と ERα遺伝子の発現量が減少してい

る ERβKI マウスとの比較であるため、ER

α（＝Esr1）遺伝子が抽出されてきたのは

妥当と考える。一方、ERβ（＝Esr2）が抽



  

出されなかった理由として、野生型におい

ても ERβの発現量が低い事に加え、導入

した ERβcDNA の発現量が低く、遺伝子導

入により ERβの発現量は増加していても、

結果的に、発現量の検出限界以下となって

いる可能性が挙げられる。	 

	 

	 次いで、大脳皮質及び海馬において、有

意に変動した遺伝子の集合関係を検討し

たところ、図 1（最終ページ参照）のベン

図の通りとなった。	 

	 脳の部位によって、野生型と比較し ER

βKI マウスにおいて、有意に発現変動す

る遺伝子が、かなり異なることが明らかと

なったため、部位ごとに分けて解析する事

とした。	 

	 

C-2：脳各部位における、野生型及び ERβ

KI マウスの遺伝子発現の比較：	 

	 C-2-1：大脳皮質における、野生型及び	 

ERβKI マウスの遺伝子発現の比較：	 

	 まず大脳皮質における ERαともう一つ

のERサブタイプであるERβ遺伝子の発現、

及び各細胞の分化マーカー、つまり Mtap2

と Mapt	 (ニューロン)、Gfap（アストロサ

イト）、Mag と Mbp（オリゴデンドロサイト）、

Nes（神経幹細胞）の各遺伝子の発現につ

いて、野生型と ERβKI マウスとの比較を

検討した。ERα遺伝子（＝Esr1）は、ER

βKI マウスで有意な発現減少が認められ

た。他方、ERβ遺伝子の発現は有意な差が

認められなかった。G タンパク質共役受容

体の一種で、膜上に存在するエストロゲン

受容体である Gpr30 遺伝子も有意な差が

認められなかった。各分子マーカーについ

ては、オリゴデンドロサイトのマーカーの

一つ Mbp 遺伝子のみが、ERβKI マウスに

て有意な増加が認められたが、もうひとつ

の Mag 遺伝子の方は有意な差が認められ

なかった事から、大脳皮質においては、各

細胞の増殖・分化程度は、野生型と ERβ

KI マウスとで同程度である事が示唆され

た。	 

	 大脳皮質において、野生型マウスと比較

し ERβKI マウスにおいて、発現が有意に

増加または減少する遺伝子数はそれぞれ、

51 及び 190	 ps であった。	 

	 増加分 51	 ps について、神経系の有害事

象との関連を示唆するシグナルネットワ

ークは現時点では見いだせなかったが、概

日リズムに関係する Dbp 遺伝子の発現増

加が有意に認められた。	 

	 次いで、発現増加が認められる遺伝子の

発現調節因子の探索の為に、プロモーター

解析(in	 silico)	 を、Ingenuity	 Pathways	 

Analysis	 (IPA)	 (Ingenuity	 Systems	 Inc.)

におけるUpstream	 Analysisを用いて検討

したところ、遺伝子発現調節因子として、

FOXO3、CRY2、CRY1 及び SMAD4 が抽出され

てきた（＞E-4）。CRY2 および CRY1 は概日

リズム関連遺伝子であり、この標的遺伝子

は DBP 及び SGK1 遺伝子であり、両遺伝子

は発現増加していた。Cry2 も有意な増加

が認められた。この内、Dbp 及び SGK1 遺

伝子の発現変動について図 2 に示す。	 

	 一方、減少分 190	 ps（この中には Esr1

が含まれていた）について検討した結果、

神経系の有害事象との関連を示唆するシ

グナルネットワークは現時点では見いだ

せなかった。IPA における Upstream	 

Analysis を用いて検討したが、遺伝子発

現調節因子は抽出されてこなかった（＞

E-4）。	 

	 以上のことから、ERβKI マウスの大脳

皮質においては、野生型マウスと比較し、

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。	 

	 

	 C-2-2：海馬における野生型及び ERβKI

マウスの遺伝子発現の比較：	 

	 海馬におけるERαともう一つのERサブ

タイプである ERβ遺伝子の発現、及び各

細胞の分化マーカー、つまりMtap2と Mapt	 

(ニューロン)、Gfap（アストロサイト）、

Mag と Mbp（オリゴデンドロサイト）、Nes

（神経幹細胞）の各遺伝子の発現について、

野生型と ERβKI マウスとの比較を検討し

た。ERα遺伝子（＝Esr1）は、ERβKI マ

ウスで有意な発現減少が認められた。他方、

ERβ遺伝子の発現は有意な差が認められ



  

なかった。G タンパク質共役受容体の一種

で、膜上に存在するエストロゲン受容体で

ある Gpr30 遺伝子も有意な差が認められ

なかった。各分子マーカーについては、い

ずれも有意な差が認められなかった。これ

らのことから海馬においては、各細胞の増

殖・分化程度は、野生型と ERβKI マウス

とで同程度である事が示唆された。	 

	 海馬において、野生型マウスと比較し

ERβKI マウスにおいて、発現が有意に増

加または減少する遺伝子数はそれぞれ、39

及び 1,101	 ps であった。	 

	 増加分 39	 ps について、神経系の有害事

象との関連を示唆するシグナルネットワ

ークは現時点では見いだせなかった。IPA

におけるUpstream	 Analysisを用いて検討

したが、遺伝子発現調節因子は抽出されて

こなかった（＞E-4）。	 

	 一方、減少分 1,101	 ps について検討し

た結果、神経系の有害事象との関連を示唆

するシグナルネットワークとしては、神経

伝達の抑制が示唆された。具体的には、膜

の脱分極を示唆する K+チャネル遺伝子

(10	 ps)の発現減少が認められ、具体的に

は、Kcnn1、Kcnd1、Kcnj6、Kcnc3、Kcnu1、

Kcmf1、Kcnq4、Kcnc1、Kctd8 及び Kctd3

遺伝子であったが、一方、膜の過分極を示

唆するNa+チャネル(4	 ps)及びCa2+チャネ

ル遺伝子(2	 ps)の発現減少が認められた。

具体的には、Scn1a、Scn2b、Scn4b 及び

Cacng6、Cacng7 遺伝子であった。この点、

膜の分極状態だけでは、結果として、神経

伝達が促進しているのか、抑制されている

のか、不明瞭であるが、神経伝達物質合成

酵素やシナプス小胞結合蛋白、イオンチャ

ネル、神経伝達物質受容体などをリン酸化

することによって、それら蛋白機能を調節

し、記憶・学習をはじめとする神経機能の

変化を担う Ca2+/カルモジュリン依存性

プロテインキナーゼ II(	 Camk2a)遺伝子の

発現が抑制されている事から、神経伝達は

抑制されている可能性が示唆された。この

内、Kcnn1 及び	 Camk2a 遺伝子の発現変動

について図 3 に示す。	 

	 	 次 い で 、 IPA に お け る Upstream	 

Analysis を用いて検討した結果、Esr1	 

(=ERα)が最上位にリストアップされ、他

に SMARCB1、SOX4 及び SP1 が抽出されてき

た。Esr1 遺伝子の標的遺伝子として以下

の 83	 ps が抽出されてきた。	 

ABLIM1,AGT,ATP2A3,BCAT1,BIRC3,BRCA2,C

D55,CENPU,CLDN4,CPM,CREBBP,CTSC,CYP26

B1,DAB2,DLG5,DMP1,DSCR3,ESR1,FGFR2,FK

BP4,GAL,GJA1,GJB1,GNA12,GREM1,HLA-G,I

COSLG/LOC102723996,IGF1,IQGAP1,ITGA2B

,JAK3,KCNQ4,KHDRBS1,KIF13A,KIF5B,KLHL

13,KLK3,KPNB1,LCK,MAGI1,MAP2K7,MAP7,M

ETTL7A,MPHOSPH9,MYO6,NCAPH,OPA1,PAK6,

PCM1,PDLIM5,PES1,PGRMC2,PPARGC1A,PTEN

,PTK2,PTPN13,PTPRT,RBL1,RICTOR,RND3,R

OCK1,RP2,SELL,SIAH2,SIGIRR,SLC12A4,SL

C16A3,SLC1A4,SLC2A4,SMAD5,SMC3,SMURF2

,SPINT1,STAM2,STAT3,STAT5A,SUCLA2,TFF

1,TGFB1,TGFBR1,TJP2,TNFAIP3,TRPM2 及

び YIPF2 遺伝子であった。この結果から、

ERβKI マウスの海馬においては、ERβは

ERα機能をレスキュー出来ない可能性が

示唆された。	 

	 	 以上のことから、ERβKI マウスの海馬

においては、野生型マウスと比較し、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。	 

	 

C-2-4：	 ERα欠失マウスと ERβKI マウス

における解析結果の比較：	 

	 先行研究における ERα欠失マウスの大

脳皮質、海馬及び脳幹における解析の結果、

大脳皮質において、RAR シグナル伝達の低

下、神経伝達の異常および概日リズムが乱

れることが示唆され、海馬では神経系の障

害に関わるシグナルネットワークは認め

られないが、脳幹では神経活動が活性化お

よび概日リズムが乱れる可能性が示唆さ

れた。したがって、ERβKI マウスと ERα

欠失マウスにおける解析結果を比較する

と、大脳皮質では ERα欠失マウスにおけ

る RAR シグナル伝達の低下と神経伝達の

異常が、海馬では ERβKI マウスにおける

神経伝達の抑制が大きな相違点となる。	 



  

	 そこで ERβKI マウスの大脳皮質におけ

る RAR シグナル関連遺伝子の発現変動を

再解析したところ、いずれの関連遺伝子も、

野生型のものと有意な差が認められなか

った。この事から、ERα欠失マウスと ER

βKI マウスにおける情動認知行動異常の

差、すなわち「情報処理」に関連するシグ

ナルネットワークは、大脳皮質における

ERα欠失マウスにおける RAR シグナル伝

達が低下及び神経伝達異常の正常化ある

いは、海馬における神経伝達の抑制、特に

記憶・学習をはじめとする神経機能の変化

を担う Ca2+/カルモジュリン依存性プロ

テインキナーゼ II(Camk2a)遺伝子の発現

が減少していることが関係している可能

性が示唆された。	 

	 一方、ERα欠失マウスと ERβKI マウス、

双方ともに、大脳皮質において概日リズム

が乱れる事が示唆された。したがって、ER

α欠失マウスと ERβKI マウスとの共通の

情動認知行動異常である、「情動および認

知」障害は、概日リズムが乱れる事により

誘発されている可能性が示唆された。この

エストロゲンと概日リズムの関係に関し

ては、2014 年にヒト乳がん細胞株 MCF-7	 

および	 MDA-MB-231	 細胞を用いて、概日リ

ズム関連遺伝子の一つ Clock 遺伝子のプ

ロモーターにエストロゲン応答配列（ERE）

が存在し、エストロゲンは ERαの ERE へ

の結合を促すことで、Clock 遺伝子の発現

を増加させることが報告されている（Xiao	 

et	 al.,	 PLoS	 One	 9(5):	 e95878,	 2014）

ことから、直接的な分子制御がおこなわれ

ている可能性が高いものと考える。	 

	 今後、ERαKI マウスの場合と ERβKI マ

ウスの場合の比較解析を検討する。	 

	 

D.	 結論	 

	 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。	 

先行研究における ERα欠失マウスと、ER

βKI マウスにおける解析結果を比較する

と、ERβKI マウスの脳では、ERα欠失マ

ウスの場合に認められた RAR シグナル関

連遺伝子の発現変動は、野生型のものと有

意な差が認められないため、ERα欠失マウ

スと ERβKI マウスにおける情動認知行動

異常の差、すなわち「情報処理」に関連す

るシグナルネットワークは、大脳皮質にお

ける ERα欠失マウスにおける RAR シグナ

ル伝達の低下及び神経伝達異常の正常化

あるいは、海馬における神経伝達の抑制、

特に記憶・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

ていることが関係している可能性が示唆

された。一方、ERα欠失マウスと ERβKI

マウス、双方ともに、大脳皮質において概

日リズムが乱れる事が示唆された。したが

って、ERα欠失マウスと ERβKI マウスと

の共通の情動認知行動異常である、「情動

および認知」障害は、概日リズムが乱れる

事により誘発されている可能性が示唆さ

れた。	 

	 今後特に、エストロゲンと概日リズムあ

るいは RAR（レチノイン酸受容体）のシグ

ナルネットワークとの関連に着目するこ

とにより、遅発性の情動・認知行動毒性の

分子基盤が、より明らかになることが期待

される。	 

	 

	 

E.	 健康危険情報	 

なし	 
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第 159 回日本獣医学会学術集会(2016.9.)	 
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図 1	 脳各部位について、野生型と比較し、

ERβKI マウスの場合に、発現が有意に増

加(A)あるいは減少(B)する遺伝子数（ベン

図で表記した）	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

図 2	 大脳皮質において、野生型マウスと
比較し ERβKI マウスにおいて、有意に発
現増加が認められた、Dbp（上段）及び SGK1
遺伝子（下段）の発現変動	 
	 野生型：赤、ERαKI マウス：青	 (n=4、平
均値±標準偏差、*:P<0.05,	 **:	 P<0.01)	 
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図 3	 海馬において、野生型マウスと比較
し ERβKI マウスにおいて、有意に発現減
少が認められた、Kcnn1（上段）及び Camk2
遺伝子（下段）の発現変動	 
	 野生型：赤、ERαKI マウス：青	 (n=4、平
均値±標準偏差、*:P<0.05,	 **:	 P<0.01)	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 



 

平成 28 年度厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）分担研究報告書	 

	 

研究課題名	 

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毒性の	 

誘発メカニズム解明と、その毒性学的評価系構築に資する研究（H27-化学-一般-007）	 

	 

分担研究課題名	 

「神経幹細胞動態解析および大脳層構造形態解析と異常基準値の設定、新規毒性マーカー探索」	 

	 

研究分担者	 

中島	 欽一（九州大学大学院医学研究院・基盤幹細胞学分野・教授）	 

	 

【研究要旨】	 

	 

	 昨年度の研究では、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た。	 

	 

	 

Ａ．研究目的	 

	 

	 脳・神経系は主要な３つの細胞種、ニュ

ーロン、アストロサイト及びオリゴデンド

ロサイトによって構成されるが、これらは

共通の神経幹細胞から産生され、互いに密

接に連携しながら高度な情報処理機能を

発揮する。そのためには胎児・幼若期から

成体における神経幹細胞から各種細胞へ

の分化・成熟が時空間的に精妙に制御され

る必要がある。これが破綻した場合、これ

までにも重度な神経疾患や機能障害に至

ることが数多く示されているがその原因

の詳細については不明な点が多く、また

種々の化学物質によりこれらが受ける影

響を数値化し、定量的に解析する方法も乏

しい。ところで、ネオニコチノイド系の農

薬であるアセタミプリドとイミダクロプ

リドの幼若期暴露によって遅発性の情

動・認知行動異常が生じることが明らかと

なっており、またニューロン新生への影響

が示唆される結果が研究代表者らによっ

て得られている。そこで、本分担者は、対

象化学物質として、ネオニコチノイド系農

薬を選択し、ニューロン新生とノン・コー

ディング RNA の発現・機能に及ぼす影響の

詳細な解析、及びその定量化を目的として

研究に着手した。	 

Ｂ．研究方法	 

	 

	 まず、幼若期（2 週齢）マウスに、コン

トロールとしてコーンオイル、アセタミプ

リド（10mg/kg）、イミダクロプリド

(8mg/kg)を単回経口投与し、その後１週間

BrdU（100	 mg/kg/日）を腹腔内投与した群、

及び成体期（12 週齢）まで待って同じく

BrdU を投与した群を作製、脳を固定し成

体海馬ニューロン新生解析用とした。それ

ぞれ脳切片を作製し、幼若ニューロンマー

カーである doublecortin（DCX）と BrdU

に対する抗体を用いてニューロン新生を

定量化する。また、同様に 2 週齢マウスに、

コーンオイル、アセタミプリド、イミダク

ロプリドを単回経口投与し、成体期（13

週齢）まで待ち、ノン・コーディング RNA

発現解析用に脳を凍結保存した。この脳よ

りノン・コーディング RNA を含む RNA を抽

出し、ライブラリーを作製後、次世代シー



 

ケンサーを用いて発現データを得る。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

	 

	 本年度は、アセタミプリド及びイミダク

ロプリド投与後１週間 BrdU を投与したマ

ウスについてニューロン新生の解析を行

ったが、コントロールと比較して、明らか

な差は観察されなかった。	 

	 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まで行った。	 

	 

Ｄ．考察	 

	 

	 今回、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の 2

週齢マウス投与直後には、ニューロン新生

への影響は見られなかった。しかし、研究

代表者が行った、同様に両農薬を投与した

マウスの成体期（12-13 週齢）における行

動解析では、恐怖条件付けテストにおいて

明らかに障害がみられていることから、成

体期でのニューロン新生解析が重要であ

ると思われる。	 

	 

Ｅ．結論	 

	 

	 今回の解析から、ネオニコチノイド系農

薬である、アセタミプリド（10mg/kg）、イ

ミダクロプリド(8mg/kg)投与直後には、海

馬ニューロン新生への影響は見られない

ことがわかった。したがって、その影響を

明らかにするためには、成体期でのニュー

ロン新生解析とノン・コーディング RNA

解析による定量化が必要であると考えら

れた。	 
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2． 本田瑞季○、堅田明子、大塚まき、山

本直樹、五十嵐勝秀、今村拓也、中島

欽一：胎生期の神経幹細胞における発

生時期依存的なBMP応答性変化の分子

機構、第39回日本分子生物学会年会	 、

横浜市、パシフィコ横浜、2016年11月

30-12月2日（2日）（ポスター）	 

3． 安井徹郎○、上薗直弘、中嶋秀行、松

田泰斗、中島欽一：低酸素培養による

ヒトiPS由来神経幹細胞の短期アスト

ロサイト分化誘導、第39回日本分子生

物学会年会	 、横浜市、パシフィコ横

浜、2016年11月30-12月2日（1日）（ポ

スター）	 

4． 藤本雄一○、亀田朋典、小野田孝太、

吉良潤一、中島欽一、今村拓也：ヒト

ＥＳ/iPS細胞から神経幹細胞への誘

導とその分化過程におけるノンコー

ディングＲＮＡ(pancRNA)を介した特

異的遺伝子活性化、第39回日本分子生

物学会年会	 、横浜市、パシフィコ横

浜、2016年11月30-12月2日（1日）（ポ

スター）	 

5． 中島欽一○：神経幹細胞のエピジェネ

ティック制御と脊髄損傷治療への応

用、第39回日本分子生物学会年会	 、

横浜市、パシフィコ横浜、2016年11月

30-12月2日（30日）（シンポジウム）	 

6． 坂井淳彦○、松田泰斗、加藤聖子、中

島欽一：胎児期抗てんかん薬曝露マウ

スの成体でのけいれん感受性増加、第

39回日本分子生物学会年会	 、横浜市、

パシフィコ横浜、2016年11月30-12月2

日（30日）（ポスター）	 

7． 亀田朋典○、今村拓也、滝沢琢己、木

村文香、三浦史仁、伊藤隆司、中島欽

一：マウス海馬ニューロンにおいて神

経活動によりＤＮＡ化が変動し遺伝

子発現応答能を改変する、第39回日本

分子生物学会年会	 、横浜市、パシフ

ィコ横浜、2016年11月30-12月2日（30

日）（ポスター）	 

8． 山本直樹、阿形清和、中島欽一、今村

拓也○：長鎖ノンコーディングＲＮＡ

はほ乳類ニューロン完全増殖停止に

必須である、第１０９回日本繁殖生物

学会大会	 、神奈川県、麻布大学、2016

年９月１１-１５日（13日）	 

9． 中島欽一○：神経系細胞のエピジェネ

ティクス、第４６回新潟神経学夏期セ

ミナー	 、新潟県、新潟大学脳研究所、

2016年7月28-7月30日（30日）（招待講

演）	 

10． 坂井淳彦○、中島欽一、加藤聖子：マ

ウス神経幹細胞の胎仔期バルプロ酸

曝露による晩発性影響とその分子基

盤の解明、第２６回日本サイトメトリ

ー学会学術集会、福岡市、九州大学百

年講堂、2016年7月23-24日（23日）	 

11． 中島欽一○：Mechanism	 of	 Rett	 

syndrome	 pathogenesis、第３９回日

本神経科学大会	 、横浜市、パシフィ

コ横浜、2016年７月20-22日（20日）（シ

ンポジウム）	 

12． 中島欽一○：レット症候群原因因子

MeCP2のmiRNA生合成を介したニュー

ロン機能制御、第４３回日本毒性学会

学術年会	 、愛知県、ウインクあいち、

2016年６月29-7月１日（30日）（シン

ポジウム）	 

13． 山本直樹、阿形清和、中島欽一、今

村拓也○：Regulation	 of	 Non-coding	 



 

RNA	 Contributes	 to	 the	 Complete	 

Cessation	 of	 Cell	 Proliferation	 of	 

Neuron-like	 Cells、第35回札幌国際

がんシンポジウム、北海道、ロイトン

札幌、2016年６月24-25日（24日）（ポ

スター）	 

14． 亀田朋典○、今村拓也、滝沢琢己、木

村文香、三浦史仁、伊藤隆司、中島欽

一：マウス胎仔海馬由来初代培養ニュ

ーロンにおける神経活動依存的ＤＮ

Ａメチ中ローム変動の検出、第35回札

幌国際がんシンポジウム、北海道、ロ

イトン札幌、2016年６月24-25日（24

日）（ポスター）	 

15． 中島欽一○：神経系におけるエピジェ

ネティクス、第10回日本ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｨｸｽ

研究会	 、大阪府、千里ライフサイエ

ンスセンター、2016年5月19-20日（20

日）（講演）	 

16． 今村拓也○、山本直樹、阿形清和、中

島欽一：cAMPシグナルによるPC12細胞

の最終分化機構には両方向性プロモ

ーター由来のノンコーディング

RNA(pancRNA)発現制御が必須である、

第10回日本ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｨｸｽ研究会	 、大阪

府、千里ライフサイエンスセンター、

2016年5月19-20日（20日）（ポスター）	 

17． 亀田朋典○、今村拓也、滝沢琢己、木

村文香、三浦史仁、伊藤隆司、中島欽

一：マウス胎仔海馬由来初代培養ニュ

ーロンにおける神経活動依存的ＤＮ

Ａメチローム変動の検出、第10回日本

ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｨｸｽ研究会	 、大阪府、千里ラ

イフサイエンスセンター、2016年5月

19-20日（19日）（ポスター）	 

18． 小野田孝太○、佐藤弘明、浜崎伸彦、

中嶋秀行、束村博子、前多敬一郎、中

島欽一、今村拓也：マウス性的二型核

内の細胞でみられるアンドロジェン

依存的なＤＮＡメチル化レベルの変

化、第10回日本ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｨｸｽ研究会	 、

大阪府、千里ライフサイエンスセンタ

ー、2016年5月19-20日（19日）（ポス

ター）	 

19． 中島欽一○：神経幹細胞分化とニュー

ロン機能を制御するエピジェネティ

クス機構、第１回	 名市大頭脳循環セ

ミナー、名古屋市、名古屋市立大学、

2016年4月8日	 

	 

<国際学会>	 

1. Katada,	 S.,	 Yamashita,	 R.,	 

Nakashima,	 K.:	 Implication	 of	 

structure	 and	 functional	 changes	 

of	 aging	 choroid	 plexus	 in	 neural	 

stem	 cells	 regulation	 and	 brain	 

functions,	 KEYSTONE	 SYMPOSIA,	 

Olympic	 Valley,	 January	 8-12,	 2017	 

2. Nakashima,	 K.:	 Insights	 into	 

Rett	 Syndrome	 using	 Neural	 Stem	 

Cells,	 KEYSTONE	 SYMPOSIA,	 Olympic	 

Valley,	 January	 8-12,	 2017	 

3. Imamura,	 T.,	 Yamamoto,	 N.,	 Agata,	 

K.,	 Nakashima,	 K.:	 Regulation	 of	 

non-coding	 RNA	 contributes	 to	 the	 

complete	 cessation	 of.	 cell	 

proliferation	 of	 neuron-like	 

cells.Society	 for	 Neuroscience	 

2016,	 San	 Diego	 Convention	 Center,	 

November	 12-16,2016	 

4. Nakashima	 K.	 :	 Neural	 Stem	 Cell	 

Regulation	 and	 Its	 Therapeutic	 

Application	 to	 Spinal	 Cord	 Injury,	 

Gordon	 Research	 Conference	 

(Molecular	 &	 Cellular	 

Neurobiology)(Hong	 Kong,	 China)	 

June	 12-17,	 2016	 

	 

Ｇ．知的所有権の取得状況	 

１．特許取得	 	 	 

	 該当なし。	 

２．実用新案登録	 	 

	 該当なし。	 

	 

３．その他	 	 

	 特になし。	 



 

平成 28 年度厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）分担研究報告書	 

	 

研究課題名	 

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毒性の	 

誘発メカニズム解明と、その毒性学的評価系構築に資する研究（H27-化学-一般-007）	 

	 

分担研究課題名	 

「光計測による神経回路解析の神経毒性評価への応用」	 

	 

研究分担者	 

冨永貴志（徳島文理大学・神経科学研究所	 准教授）	 

	 

【研究要旨】	 

	 

	 神経回路機能に対する化学物質の影響−特に認知機能への影響を網羅的に計

測する手段として膜電位感受性色素（VSD）を用い，回路動作に対する定量的な

毒性評価指標を確立する。これまでに発生初期の投与で異常を起こすネオニコ

チノイド暴露において神経回路活動にあらわれる異常を検出しているが，その

生理機構を明らかにし，毒性評価指標としての有用性が高い計測値を探索した

。特にバルプロ酸，ビスフェノールAで遅発性におこる興奮/抑制バランス(E/I

バランス)の変調を精度よく検出できる可能性がある系として，GABA受容体が関

係する各種の長期・短期可塑性を詳細に検討した。また，とくに大規模神経回

路活動解析によって海馬以外の特徴的な変化を示す神経回路を探索した。これ

に，新規共焦点顕微鏡を利用したin	 vivo系での計測系、新規パターン刺激イメ

ージング顕微鏡、膜電位感受性蛍光タンパクを用いた解析など新規のより網羅

的で非侵襲的な解析手法の開発を行なっている。	 

	 

Ａ．研究目的	 

	 

	 これまで情動・認知行動試験では、実際

に小児期の化学物質への暴露により、発

生・発達期、成熟期において中枢性の異常、

影響が認められてきている。この化学物質

の中枢神経毒性の遅延性発現の定量化は

喫緊の課題である。そのメカニズム解析の

ために記憶・学習機能の中枢である海馬、

海馬-嗅内野−扁桃核の機能、およびその相

互作用を定量化することは重要で、それら

の中枢神経回路機能の変化を定量化する

手法の確立が求められている。本研究では、

膜電位感受性色素による神経活動イメー

ジング法を導入して、神経回路活動の定量

を行い、ex	 vivo 実験系（スライス標本）

でマウスを材料と用いた毒性試験法を確

立する。これにより、中枢神経作動性物質

の毒性作用の遅延性発現の定量的なメカ

ニズム解析を行い，毒性評価上の指標を設

定することを目的とする。	 

Ｂ．研究方法	 

	 

(1)	 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

ド系の農薬の幼若期暴露によって遅発性

の情動・認知行動が生じることが明らかと

なっている。この遅発性の情動・認知行動

には神経新生への影響が示唆されている。

この遅発影響の初期応答を神経回路異常

として捉えることを目的としてネオニコ

チノイド系の農薬を幼若マウスに経口投

与し，神経回路の異常の検出を試みた。ネ

オニコチノイド系の農薬としてアセタミ

プリドとイミダクロプリドを用い，マウス

2 週齢(幼若期)に強制経口投与し，強制投

与後の２，１２，２４時間後の神経回路応

答を網羅的な神経回路応答検出能力に優

れた膜電位感受性色素を用いた神経回路

活動検出系で海馬神経回路を中心に検証

した。	 

	 



 

(2)	 海馬以外の基準神経回路の探索	 

低倍率の光計測系を改良し，海馬以外の神

経回路についてもより網羅的な検証を行

えるように基礎的な神経回路応答を検討

した。	 

(3)	 バルプロ酸，ビスフェノール A 投与の

発達期投与による遅発毒性の検討	 (中

島・種村らとの共同研究)	 

妊娠中の母マウスにバルプロ酸，ビスフェ

ノール A を決められたプロトコルで投与

し，生まれた仔について大人になった後に

海馬神経回路の機能評価を行った。	 

(4)	 海馬CA1野におけるGABA受容体の関

与する可塑性調節機構についての光計測

による解析	 

マウス海馬 CA1 野の基本的な神経回路動

作をリストアップするために，各種の刺激

パターンに対する応答を計測し，GABA 受

容体の関与について検討した。	 

(5)	 各種光計測技術の開発-網羅的計測，

遺伝子改変動物の利用，偏光などを使った

新規の計測法を開発している。	 

	 

（倫理面への配慮）	 

動物実験に際しては、徳島文理大学におけ

る「徳島文理大学における動物実験と動物

の飼養及び保管等に関する規程」にのっと

り、あらかじめ実験計画書を同大学実験動

物委員会、倫理委員会へ提出し、承認を受

けたうえで実施した。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

	 

（１）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。また，他の遅発影響を

起こす原因薬物（BPA，バルプロ酸，ドー

モイ酸等）で同様の傾向がみられるか，他

の初期応答が見られるかを検証する。バル

プロ酸，BPA では神経回路活動への遅発影

響として興奮・抑制バランスの破綻が見ら

れており，初期応答ではどのような影響が

あるかを見ることによって遅発影響の早

期発見系として確立すると同時にその神

経回路機構を検証する。	 

（２）海馬以外の基準神経回路の探索	 

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。	 

	 (３)	 マウス海馬神経回路での基準と

なる基礎的な信号パターンの設定を行っ

た。胎生期バルプロ酸投与で起きるエピジ

ェネティックな回路機能の変化の検出に

有効に用いることができた(Juliandi ら，

Stem	 Cell	 Rep	 	 2015)。これをさらに拡張

したモデルを用いてビスフェノールの胎

生期幼若暴露の遅発毒性発現系を解析し

興奮性の閾値に関する知見を発見してい

る。	 

(４)	 海馬 CA1 野での結果から，シータ周

期で引き起こされる新規の GABA 依存性の

短期可塑性を見出した。これは，高頻度刺

激で引き起こされる短期可塑性と合せて，

周期的な神経活動が抑制性の回路を介し

て回路演算を調節する機構と思われ，今後，

バルプロ酸，ビスフェノールなどによって

どのように変調が起こるかについて調べ

る予定である。	 

	 (3)	 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進めている。	 

	 

Ｄ．考察	 

	 

	 バルプロ酸，ビスフェノールの遅発毒性

においてはこれまで，興奮-抑制バランス

の変化が見られている。これを再現性よく，

鋭敏に測定するためには，興奮-抑制バラ

ンスによって回路動作が大幅に変わる神

経回路指標を設定する必要がある。シータ

周期のような周期的な神経活動の変調な

ども含め検討をすすめる。	 

	 

Ｅ．結論	 

	 

	 今後とも光計測法を軸に、ビスフェノー

ル A を始めとする神経回路の再編成を起

こしうる化学物質の神経毒性解析を進め



 

ることは、重要である。	 
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underlying	 learning	 and	 memory	 505.07	 /	 

L10	 	 Neuroscience	 Meeting	 Planner.	 San	 

Diego,	 Society	 for	 Neuroscience,	 2016	 

	 

5.	 冨永	 貴志,	 冨永	 洋子「使える」膜電

位感受性色素による神経回路解析法	 

“Conventional”voltage	 sensitive	 dye	 

imaging	 of	 neural	 circuit	 activity	 第

54 回日本生物物理学会年会（つくば国際

会議場）「神経活動イメージングの最先

端：新規ツールとその活用	 （Advances	 in	 

imaging	 neuronal	 activity:	 New	 tools	 

and	 applications）オーガナイザー	 ベア

ン	 クン（沖縄科学技術大），冨永	 貴志（徳

島文理大）	 2016	 年 11 月 25 日	 

	 

6.	 小 池 ( 谷 )	 真 紀 ,	 Mehta	 Shalin,	 

Oldenburg	 Rudolf,	 冨永貴志,	 谷	 知己	 

新規偏光顕微鏡を用いたマウス海馬スラ

イスにおけるシナプス活動の非侵襲的計

測	 Imaging	 of	 neuronal	 activity	 in	 

mice	 hippocampal	 slices	 by	 

instantaneous	 polarized	 light	 

microscopy	 第 54 回日本生物物理学会年

会（つくば国際会議場）「神経活動イメー

ジングの最先端：新規ツールとその活用	 

（ Advances	 in	 imaging	 neuronal	 

activity:	 New	 tools	 and	 applications）

オーガナイザー	 ベアン	 クン（沖縄科学

技術大），冨永	 貴志（徳島文理大）	 2016	 年

11 月 25 日	 	 

	 

	 

	 



 

7.	 冨永貴志	 冨永洋子	 (2016)	 GABA

依存のペアードバースト促進は海馬 CA1

における新規の NMDA 非依存的な短期可塑

性である GABA	 dependent	 paired	 burst	 

facilitation	 (PBF)	 is	 a	 new	 class	 of	 

NMDA-independent	 short-	 term	 

plasticity	 in	 area	 CA1	 of	 the	 

hippocampal	 slice.	 A	 voltage-sensitive	 

dye	 study	 第 39 回日本神経科学大会	 

Neuroscience	 2016	 パシフィコ横浜	 7 月

20‐22 日	 O2-J-2-3 	 

8.吉村弘，冨永洋子，冨永貴志	 (2016)	 

ラット傍梨状核において大脳皮質脱抑制

下 で 生 じ る エ コ ー 波 	 Cortical	 

disinhibition-induced	 echo	 wave	 in	 the	 

EPN	 of	 rat	 第 39 回日本神経科学大会	 

Neuroscience	 2016	 パシフィコ横浜	 7 月

20‐22 日	 P2-058	  	 

	 

Ｇ．知的所有権の取得状況	 

１．特許取得	 	 	 

なし	 

２．実用新案登録	 

なし	 	 

３．その他	 	 	 

なし	 

	 

	 



 

平成 28 年度厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）分担研究報告書	 

	 

研究課題名	 

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毒性の	 

誘発メカニズム解明と、その毒性学的評価系構築に資する研究（H27-化学-一般-007）	 

	 

分担研究課題名	 

「国内外情報収集、OECD 対応、新規毒性マーカー探索に関する研究」	 

	 

研究分担者	 

菅野	 純（国立医薬品食品衛生研究所・客員研究員）	 

	 

【研究要旨】	 

	 

	 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。	 

	 

	 

Ａ．研究目的	 

	 

	 情動認知行動異常を呈したマウスの中枢神経組

織にエピゲノム異常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

るかに関する OECD 対応、および国内外の情報の収

集を行う。	 

	 加えて、外因性の要因により誘発される情動認

知行動異常の高精度なリスク評価の基礎となる、

海馬の遺伝子発現プロファイルを、その高感受性

期と考えられる胎生 11.5 日、14.5 日、および 17.5

日目の３時点について採取し、その継時的変化と

諸形質との比較解析を実施する。	 

	 

Ｂ．研究方法	 

	 

B-1 情報収集：	 

OECD内分泌かく乱化学物質の試験及び評価に関

するアドバイザーグループ会合：今年度は非開催

となった（次年度 5 月開催予定）。2016 年 9 月 14

～15 日に USEPA	 Accelerating	 Risk	 Assessment	 

Workshop	 （於	 国環境防護庁（D.C.,	 USA））、2016

年 9 月 19 ～ 20 日 に European	 Commission	 

International	 Workshop	 on	 Endocrine	 Disruptors	 

（ 於 	 Hotel	 Bloom,	 Rue	 Royale	 250,	 1210	 

Brussels,	 Belgium)、2016 年 10 月 10～12 日に

European	 Centre	 For	 Ecotoxicology	 and	 

toxicology	 of	 Chemicals	 (ECETOC)	 Workshop	 on	 

Applying	 ‘Omics	 Technologies	 in	 Chemicals	 

Risk	 Assessment（於	 NH	 Eurobuilding	 Hotel,	 

Madrid,	 Spain）、2016 年 11 月 29 日に The	 Korean	 

Academy	 of	 Science	 and	 Technology	 

International	 Symposium	 （於 Maple	 Hall,	 The	 

Plaza	 Hotel,	 Seoul,	 Korea）、に出席し、情報収

集を行うとともに、本研究班における成果に一部

を情報発信した。	 

	 

B-2	 胎生期マウス海馬の遺伝子発現プロファイル

解析：	 

	 情動認知行動異常の高精度なリスク評価の基礎

となる、海馬の遺伝子発現プロファイルを、その

高感受性期と考えられる胎生 11.5 日、14.5 日、

および 17.5 日目の３時点について採取し、その継

時的変化と諸形質との比較解析を実施する。	 

（B-2-1.）胎児終脳の採取	 



 

	 妊娠8日齢のC57BL/7NCrSlc雌マウス(日本SLC)

を購入し、胎生 11.5 日、14.5 日、17.5 日の胎児

終脳を採取する。	 

（B-2-2.）	 胎児の雌雄判別	 

	 雄胎児のみを解析に用いるために、Y 染色体配

列の検出により雄性を判別する。その際に用いる

CR プライマーは下記である。	 

Y-chromosome	 specific	 sequence	 

sense:	 5’	 GAC	 TGG	 TGA	 CAA	 TTG	 TCT	 AG	 3’	 	 

antisense:	 5’	 TAA	 AAT	 GCC	 ACT	 CCT	 CTG	 TG	 3’	 

（B-2-3.）胎児終脳の遺伝子発現解析	 

	 胎生 11.5 日、14.5 日、17.5 日 3 時点の終脳の

伝子発現解析を Percellome 法により実施する。	 

	 

（倫理面への配慮）	 

動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及び

動物愛護的配慮を十分行い、所属の研究機関が定

める動物実験に関する指針のある場合は、その指

針を遵守している。（国立医薬品食品衛生研究所は

国立医薬品食品衛生研究所・動物実験委員会の制

定になる国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等

の適正な実施に関する規程（平成 27 年 4 月版）及

び国立医薬品食品衛生研究所	 遺伝子組換え実験

安全管理規則の承認を受けて行った。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

	 

C-1 情報収集：	 

	 USEPA	 Accelerating	 Risk	 Assessment	 

Workshop：国際的な規制当局の科学支援研究者に

よる様々なレベルの複雑な要件を含む定量的なリ

スク評価のための新たな優先付け、スクリーニン

グなどのツールの適用に関するディスカッション

を行う場においてシグナル毒性としての知見を口

頭発表（30 分）し、2 日間の会を通じて、情報交

換を行った。	 

	 EC	 International	 WS	 on	 Endocrine	 

Disruptors：EU 内、及び関係する国際的な通商関

係にあるパートナー間での内分泌かく乱化学物質

の試験法と評価に関するアプローチの共通点と相

違点を明らかにし、その評価への適応法を論議す

るとともに、シグナル毒性としての内分泌かく乱

化学物質の研究と試験法開発に関する知見を口頭

発表（30 分）し、2 日間の会を通じて、情報交換

を行った。	 

	 ECETOC	 WS：オミクス技術の化学物質リスク評価

への適応に関する会合にて、今後のストラテジー

構築に関するブレーンストーミングと、それを受

けての企画委員会に参画した。	 

	 The	 Korean	 Academy	 of	 Science	 and	 Technology	 

International	 Symposium：環境汚染物質への暴露

と糖尿病発症に関するシンポジウムにおいて、そ

のメカニズムに関わる分子機構の考え方の例とし

て、シグナル毒性の考え方、実際のデータ、及び

解析手法を口頭発表（20 分）により提示した。	 

	 

C-2	 胎生期マウス海馬の遺伝子発現プロファイル

解析：	 

	 昨年度に得た、胎生 11.5 日、14.5 日、17.5 日

3 時点（以下、E11、E14、E17 と表記）、各 3 標本

から取得したデータのクオリティチェックを行っ

た。その結果、Percellome 法による遺伝子発現解

析が可能であることが確認できた。	 

N＝3 のサンプルサイズにおける群間ｔ検定の

p<00.1、細胞一個当たりｍRNA コピー数１以上の

Probeset のリストを解析した。経時的な遺伝子発

現の増減を分類し、その PS 数を表１に示した。E14

から E17 にかけて、急速に発現増加する（E14＜E17

と表記）遺伝子の数が増加することが示された。

細胞増殖、分化に関わる遺伝子のいくつかを図１

～11 に示す。細胞増殖促進（発現増加）及び抑制

（発現減少）に関わる遺伝子、神経細胞分化マー

カー（発現増加）、グリア細胞分化マーカーとそ

の上流遺伝子（発現増加）が確認された。	 

次年度にかけてさらに、詳細解析を行う。	 

	 	 

	 

Ｄ．考察	 

	 

	 本研究班において得られた分子生物学的な所見

に裏打ちされた成果、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

深く受け入れられるとともに高評価を得え、その

研究の方向性について妥当性と新規性が確認され

た。。国際的に、この様な情報のリスク評価への適

応については、そ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、その活用の

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。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

とが明らかであった。	 

	 	 

	 

Ｅ．結論	 

	 

	 当研究班の研究計画、成果ともに一定の評価を

得た。今後の機能的所見と海馬における分子毒性

学的客観所見の解析が、本課題の更なる強固な基

礎を形成するものと期待された。	 
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N TG 037_Telencepahlon

変化方向

（p< 0.01、1	 copy/cell	 以上)

E11< E14 1425

E14< E17 13838

E11> E14 512

E14> E17 140

E11＜E14＞E17 4

E11＞E14＜E17 58

P robeset	 数
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glutamate	  receptor,	  ionotropic,	  NMDA2B	  
(epsilon	  2)
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glutamate	  receptor,	  ionotropic,	  NMDA2B	  
(epsilon	  2)
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Gucy1a2
1429579_at

guanylate	  cyclase	  1,	  soluble,	  alpha	  2
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Gucy1a2
1459336_at

Guanylate	  cyclase	  1,	  soluble,	  alpha	  2
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Gucy1a3
1420533_at

guanylate	  cyclase	  1,	  soluble,	  alpha	  3

NTG037_embryo_Telencephalon
Gucy1a3
1420534_at

guanylate	  cyclase	  1,	  soluble,	  alpha	  3
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guanylate	  cyclase	  1,	  soluble,	  alpha	  3
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guanylate	  cyclase	  1,	  soluble,	  beta	  3
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estrogen	  receptor	  1	  (alpha)
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microtubule-‐associated	  protein	  tau
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microtubule-‐associated	  protein	  tau
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microtubule-‐associated	  protein	  tau
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microtubule-‐associated	  protein	  tau
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sonic	  hedgehog
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glial	  fibrillary	  acidic	  protein

NTG037_embryo_Telencephalon
Gfap
1426509_s_at

glial	  fibrillary	  acidic	  protein
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App
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amyloid	  beta	  (A4)	  precursor	  protein
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App
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amyloid	  beta	  (A4)	  precursor	  protein
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signal	  transducer	  and	  activator	  of	  
transcription	  3
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Stat3
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signal	  transducer	  and	  activator	  of	  
transcription	  3
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mitochondrial	  ribosomal	  protein	  L12
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glutamate-‐rich	  WD	  repeat	  containing	  1
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myosin	  VB
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Pcbd2
1452621_at

pterin	  4	  alpha	  carbinolamine	  
dehydratase/dimerization	  cofactor	  of	  
hepatocyte	  nuclear	  factor	  1	  alpha	  (TCF1)	  2
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Il6st
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interleukin	  6	  signal	  transducer
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nuclear	  factor	  I/X
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1455618_x_at

tetraspanin	  33
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Osbpl3
1428484_at

oxysterol	  binding	  protein-‐like	  3
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Fam199x
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family	  with	  sequence	  similarity	  199,	  X-‐linked
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Rasgrp1
1434295_at

RAS	  guanyl	  releasing	  protein	  1
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Ildr2
1436221_at

immunoglobulin-‐like	  domain	  containing	  
receptor	  2
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Ildr2
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immunoglobulin-‐like	  domain	  containing	  
receptor	  2
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LIM	  and	  cysteine-‐rich	  domains	  1
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mannan-‐binding	  lectin	  serine	  peptidase	  1
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Rhbdl3
1427579_at

rhomboid,	  veinlet-‐like	  3	  (Drosophila)
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1431214_at

predicted	  gene	  3579
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Rhbdl3
1435941_at

rhomboid,	  veinlet-‐like	  3	  (Drosophila)
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empty	  spiracles	  homolog	  1	  (Drosophila)
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