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【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バルプロ酸，ビスフェノールA
，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。回

路の発生初期の急性影響と成長後の遅発毒性について検討した。その結果，海馬神経

回路でのGABA系の働きの変調と，シナプス可塑性の変調を見出した。また，ネオニコ

チノイド，バルプロ酸，ビスフェノールなどの遅発神経毒性に関わる物質による興奮/

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，平行して大規模

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前帯状皮

質（ACC），傍梨状核（EPN）などのイメージング解析を行いその信号伝播パターンを明

らかにした。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い，特に無染色組織からの光信号の検出に

成功した。これらは光計測による神経毒性検出における優位性を示している。	
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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（図 1）

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)	 バルプロ酸，ビスフェノール A，ネオ

ニコチノイド系物質の幼若期投与（中島・種

村らとの共同研究）バルプロ酸，ビスフェノ

ール A，ネオニコチノイドの，幼若期の急性

影響と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，細胞の興

奮性に関する異常を検出した。遅発毒性の

検討を行うためには，同様の投与の後，13週

令以降の動物での神経興奮伝播における神

経回路異常の検討と，可塑性発現の検証を

行なった。	

(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

るようにし，特に前帯状皮質（ACC），体性感

覚野，運動野をまたいで傍梨状核（EPN）ま

での広範な神経回路の定量的イメージング

をおこなった（徳島大学歯学部吉村との共

同研究）。また，ACC での脳両側への信号伝

播について検討した。		

(3)	 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。この中で，シャー

ファー側枝を2群に分割する手法を開発し，

より自然な情報伝達での役割について検討

した。	

(4)	 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。	

	

	

Ｃ．研究結果	

	

（１）バルプロ酸，ビスフェノール A，ネオ

ニコチノイド系物質の幼若期投与（中島・種

村らとの共同研究）	

急性効果：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した。（図 4）	

遅発毒性：海馬の3シナプス回路について，

3 種類の刺激強度で刺激を加えた時の信号

伝達について，通常の伝播パターンと GABAA

受容体阻害剤（SR-95531,	Gabazine）を加え

た時の応答について，イメージング解析を

適用した。バルプロ酸の遅発毒性に関して

は，回路の E/I バランスの破綻を示唆する

知見が得られている Juliandi ら，Stem	Cell	

Rep	 	 2015）（図 2）。またビスフェノール A

では，とくに刺激強度が弱い領域での GABA

抑制条件での応答の違いが顕著に現れた

（図 3）。ネオニコチノイド類では，ACTの投

与群において，貫通繊維の刺激で歯状回（DG）

の過興奮がみられる個体があった。一方，

CA1 ではバルプロ酸，ビスフェノールのよう

な一貫性のある違い（が見出せなかった。そ

こで，海馬 CA1 野でのシナプス可塑性に対

する影響をさらに調べたところ，長期増強

（LTP）の誘導について IM，ACTの投与でそ

れぞれ異なる遅発影響が現れていることが

わかった（図 5）。今後，この神経回路機構

を検証する必要がある。	

（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

ている。今年度は，引き続き皮質系の回路と
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して，傍梨状核（EPN），体性感覚野，前帯状

皮質（ACC）を 1つのスライス標本に含む回

路の発振現象が起こることを見出し，EPN，

ACC が発振を起こす回路となっていること

を明らかにした。	

また，ACC に関しては海馬との信号伝達にお

いて重要な役割を果たしていること，脳両

側の信号伝達で重要な役割を果たしている

ことからさらに解析を進め，その深層から

の信号が両側の信号伝達に重要であること

を明らかにした。	

(3)	 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考えた。さらに脳情報

処理における意義を明らかにするため，複

数入力に対する応答を検討した。その結果，

GABA 受容体の働き方として，フィードフォ

ワードとフィードバックでそれぞれ異なる

働き方をすることを明らかにした。これを

遅発毒性検出に使えるかどうか，さらに可

塑性との関連について検討を始めた。	

	(4)	 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。今年度

は特に無染色のスライス標本での計測を行

いこれまで報告されていない哺乳類脳組織

での光散乱による膜電位応答の光学計測に

成功した。	

	

Ｄ．考察	

	

	 	

光計測法によってバルプロ酸，ビスフェノ

ールの遅発毒性における興奮-抑制バラン

スの変化が見られている。	

一方，ネオニコチノイド類の遅発毒性の検

討で ACT と IM で，海馬神経回路の信号伝達

において異なる影響が見出された。また，可

塑性への影響も異なっていた。この違いの

背景にある神経回路機構を明らかにする必

要がある。	

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。ま

た，無染色標本での計測は評価系として有

用だと思われるのでさらに計測法を確立す

る。	

	

	

Ｅ．結論	

	

	 光計測法を使うことによって，海馬神経

回路の変調を効率よく，定量的に検出する

系が確立できた。この手法は幼若期から成

長に伴ったどの成長段階の標本でも同じよ

うに適用できる上，電気生理学的な知見と

密接な関係があり相補的に解釈することで

神経機構の解明に重要な意義を持つ。	

今後とも光計測法を軸に、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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Ｇ．知的所有権の取得状況	

１．特許取得	 	 	

２．実用新案登録	 	

３．その他	 	 	

	

図表はここからお願いします。	

	
図 1	 光計測法の概要	

	
図 2	バルプロ酸の遅発毒性	

	
図 3	ビスフェノールの遅発毒性	
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図 4	ネオニコチノイドの急性影響	

	

	
図 5ネオニコチノイドのシナプスへの影響	
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