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【研究要旨】	

	

	 測定環境の影響を排除し再現性と定量性を確保するために独自開発した防音密閉式

の情動認知行動解析機器群と測定プロトコールを用いて、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、生後 2 週齢（以下、幼若期）、或いは、

生後 11 週齢（以下、11週令以降を成熟期と定義）のマウスに投与し、生後 12-13週

齢時（平成 27 年度）或いは生後 24-25 週齢時（平成 28 年度）の成熟期に、情動認知

行動解析を行った。その結果、幼若期投与による異常の誘発が生後 12-13 週齢時に確

認され、さらに生後 24-25 週齢時には、むしろ異常の程度が増すことが示された（平

成 28-29 年度）。特に、学習記憶異常と不安関連行動異常が顕著に増悪し、その程度

は、統合失調症や認知症といった神経疾患モデルマウスが示す異常の範囲と程度を超

えるものであった。また、胎生期から幼若期にかけての経母体暴露のモデルとして、

妊娠/泌乳期雌マウスに、ADI（一日許容摂取量）を想定した低用量のアセタミプリド

とイミダクロプリドを飲水投与し、雄産仔マウスについて成熟期の情動認知行動解析

を進めた結果、不安関連行動異常を伴う学習記憶異常を検出した（平成 29 年度）。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

改変マウスとして、ERαKI マウスおよび ERβKI マウスの示す行動異常や、低用量の

ニコチンを用いた行動解析結果、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、オープンフィールド試験、明暗往来試験、条件付け学習記憶試験にお

ける各検定項目の「情動認知行動異常」の程度を検討することが可能となった。	
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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。	

	 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、幼若

期投与として生後 2 週齢を、成熟期投与と

して生後 11週齢を設定し、雄マウスに対し

てゾンデを用いて、急性参照用量（ARfD）を

参照とし、アセタミプリド（10mg/kg）また

はイミダクロプリド（8mg/kg）を単回強制経

口投与した（溶媒はコーンオイルを使用）

（Ⓐ）。	

さらに、妊娠 11.5 日齢の妊娠雌マウスに

一日摂取許用量（ADI）を参照とした低用量

（0.1mg/kg/day）にてアセタミプリドとイミ

ダクロプリドを、また、類似化合物としてニ

コチンを用いて同用量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（Ⓑ）。	

いずれの実験についても成長後の生後 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
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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	 Ⓐバッテリー式の情動認知行動解析の

結果、高架式十字迷路試験において、アセ

タミプリドの幼若期投与による不安関連行

動の逸脱が認められるとともに条件付け学

習記憶試験において、アセタミプリドおよ

びイミダクロプリドの幼若期投与による学

習記憶異常の誘発が認められた。さらに、

神経新生マーカーを用いた免疫組織化学か

ら、アセタミプリドおよびイミダクロプリ

ドの幼若期投与群の海馬において神経新生

能低下が示された。また、大脳、および海馬

について網羅的遺伝子発現解析と、その解

析結果に基づくパスウェイ解析から、幼若

期アセタミプリド投与群に髄梢機能低下、

軸索機能異常、神経保護作用低下が生じて

いることが示唆された	

Ⓑ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）。しかしながら、ニコチ

ンによる影響結果に比較すると、その程度

はやや低いものであった。	

	

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	

	

	 ネオニコチノイド系農薬の発達期におけ

る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。	

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
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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、一日摂取許用量

（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。	

しかしながら、ニコチンによる影響結果に

比較すると、その程度はやや低いものであ

ったことから、今後、その毒性の程度に応

じての対応策の検討が必要であると考えら

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	

	

	 低用量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。特に胎生期から幼若期を通じての低

用量暴露系は多くの化学物質について応用

が可能であると考えられた。	
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