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【研究要旨】	

	

	 昨年度の解析から、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が検出

しにくいことが分かった。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。そこで、本年度は、次世代シーケンサーによるRNA発現プロファイ

リングが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

研究を進め、農薬暴露による異常値検出の精度を鋭敏化できる一例を示すことに

成功した。	

	

	

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、3週齢時ある

いは成体期（13週齢）まで待ち、遺伝子と

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（生後単回投与群）。更

に、母マウスにコーンオイル、アセタミプ

リド（0.01mg/kg/day）、イミダクロプリド



 

(0.01mg/kg/day)に飲水投与することで、

胎生 11 日目から出生後 28 日目まで慢性

に暴露し、遺伝子とノンコーディング 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し、次世代シー

ケンサーを用いて発現データを得る（慢性

母性投与群）。	

	

	

Ｃ．研究結果	

	

	 生後単回投与群において、1週間後に発

現上昇してくる遺伝子群には、細胞増殖関

連のものと細胞移動関連のものが認めら

れた。例えば、イミダクロプリド投与群の

場合、ジーンオントロジー(GO)タームに属

する遺伝子として、MITOTIC	CYTOKINESIS

や MYOSHIN	II	COMPLEX 関連の遺伝子が総

じて発現上昇していた（図 1）。したがっ

て、神経幹細胞の増殖が異常に促進され、

細胞移動を開始し、ニューロンに早期分化

してしまうと考えられた。一方で、成体期

に発現減少する遺伝子のプロファイリン

グから、ニューロンの質の低下あるいは量

の減少が晩発性の影響として起こってし

まうことも分かってきた。例えば、イミダ

クロプロド及びアセタミプリドいずれの

投与群においても、GO タームに属する遺

伝子として、NEURON	 SPINE 関連の遺伝子

が総じて発現減少していた（図 2）。	

この生後単回投与群のノンコーディング

RNA 発現解析については、生後単回投与群

におけるノンコーディング RNA の発現プ

ロファイルを得るためのモデルトランス

クリプトの作製スキームを開発中であり、

定量したモデルトランスクリプト候補と

遺伝子発現との関連付けの予備的検討を

終えたところである。慢性母性投与群につ

いては、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	

	

	 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たが、そ

のことに一致して、今回、遺伝子発現プロ

ファイリングから、ニューロンの質の低下

あるいは量の減少が起こっていたことは

興味深い。原因についても今回の遺伝子発

現プロファイリングから明らかになりつ

つあり、ネオニコチノイド投与が 1週間以

内に神経幹細胞の異常増殖・早期分化を引

き起こしたことである可能性が高い。今後、

生後単回投与群と慢性母性投与群の結果

を併せることで、上記の考察をサポートで

きる結果を得ることができるかは興味深

く、また引き続きこのような取り組みを行

うことで、ノンコーディング RNAの発現プ

ロファイルを得るためのモデルトランス

クリプトの精度が格段に上昇することが

期待できる。	

	

	

Ｅ．結論	

	

	 昨年度の解析において、免疫染色では判

別できなかった海馬ニューロン新生への

影響が、次世代シーケンサー解析による遺

伝子発現プロファイリングにより検出で

きたことは意義深く、現在取り組んでいる

ノンコーディング RNA の発現プロファイ

ルを得るためのモデルトランスクリプト

の精度上昇により、農薬暴露による異常値

検出の精度を更に鋭敏なものにすること

も強く期待できる。	
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