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【研究要旨】	

	

情動認知行動異常を呈したマウス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

情報を収集する。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。 
 加えて、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した。その結果、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、情動認知行動の逸脱を裏付ける客観的指標として有用であることが強く示唆

された。 
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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を収集する。 
	 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：	

	

平成 27 年度は、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（2015 年 10 月 8～9 日、

OECD 経済開発協力機構フランス・パリ）へ

出席した。第 2 回マレーシア毒性学会（マレ

ーシア、クアラルンプール、2015 年 10 月 29
日）において内分泌かく乱化学物質問題と

子 供 の 毒 性 に つ い て の 招 待 講 演 、

ECETOC ワークショップ「生殖毒性における

エピジェネティクスの役割」（ベルギー、ブリュ

ッセル、2015 年 11 月 12 日）においてシグ

ナル毒性の概念とエピジェネティクスに関す

る招待講演、基礎生物学研究所における第

63 回カンファレンス（2015 年 12 月 1 日）に

おいてシグナル毒性と内分泌かく乱化学物

質問題についての招待講演を行った。また、

第 37 回日本中毒学会学術集会（2015 年 7
月 17 日、和歌山）、第 42 回日本中毒学会

学術年会（2015 年 7 月 1 日、金沢）にて、遅

発性中枢毒性に関する発表を行った。 
平成 28 年度は、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。	

平成 29 年度は、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 2017 年 5月 17

日～20 日、パリでの第 6 回会議に出席し

た。2017年 10 月４～５日開催の第 7回は

日程等の都合により、国立医薬品食品衛生

研究所・,安全性予測評価部・広瀬明彦部

長が出席し、同氏より情報を得た。2017 年

8 月 13 ～ 18 日 に Gordon	 Reseach	

Conference	 (Cellular	 and	 Molecular	

Mechanisms	 of	 Toxicology 、 Procter	

Academy、New	Hampshire、USA、2017年 10

月 15～18 日に the 8th National Congress of 
Toxicology (V-III CSOT)、Jinan、China、2017
年 12 月 04 日に Endocrine Disruption 
Strategies Workshop 、 Raleigh 、 North 
Carolina、USA、2017 年 12月 12 日に環境

ホルモン学会第 20 回研究発表会、神戸、

2018 年 3 月 24 日に The 33th Joint Annual 
Conference of Biomedical Science、Taipei、
Taiwan、に出席し、本研究班における成果

に一部を情報発信するとともに情報収集

を行った。	

	

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。	
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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：	

	

平成 27 年度は、内分泌かく乱化学物質

評価のための AOP に関して、研究成果の報

告及び提案を行うとともに、試験及び評価に

関するテストガイドライン作成に向けて、参加

各国及び関連研究機関を含む国際協調の

下で 新の情報を交換し、今後の方針につ

いて討議を行った。各学会等において、情

報収集と意見交換を行った。	 	

平成 28 年度は、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。	

	 平成 29 年度は、第 6 回 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（2017年 5 月 17

日～20 日、パリ）において、本研究班の成

果である情動認知行動試験の重要性を、そ

の背景と共に口頭発表し、情報交換を行っ

た。現状では、標準化が行われる段階に到

達していない問題が明らかとなり、本研究

の先行研究で開発した機材の有用性を強

調した。	

第 7回 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 2017 年 10 月４～５日は、広瀬明

彦・,安全性予測評価部長が出席し、主に環
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境関係の論議がなされたとの報告を受け

た。	

Gordon	Reseach	Conference	(Cellular	

and	Molecular	Mechanisms	of	Toxicology、

Procter	 Academy、New	 Hampshire、USA

（2017 年 8 月 13～18）において、同会長

からの招致をうけ、本研究班の成果である

情動認知行動試験の重要性を含む、シグナ

ル毒性解析の重要性を口頭発表し、情報交

換を行った。評価が高く、2年後の開催に

向けて、企画への参画を要請された。	
The 8th National Congress of Toxicology 

(V-III CSOT)、Jinan、China（中国毒理学会

学術年会 2017年 10 月 15～18 日）に招致

され、本研究班の成果である情動認知行動

試験の重要性を含む、シグナル毒性解析の

重要性を基調講演として口頭発表し、情報

交換を行った。1,500 人ほどの参加者には

若い毒性学者が多く含まれ興味を引いた。	

Endocrine Disruption Strategies Workshop 、
Raleigh、North Carolina、USA（2017年 12

月 04 日）に全体講演演者として招致され、

本研究班の成果である情動認知行動試験

の重要性を含む、シグナル毒性解析の重要

性を口頭発表し、情報交換を行った。従来

の内分泌かく乱という枠組みに収まらな

い中枢神経毒性という視点を強調し、所定

の反響を得た。	

環境ホルモン学会第 20 回研究発表会、

神戸（2017 年 12 月 12 日）にて、特別講

演を行い、本研究班の成果である情動認知

行動試験の成果を中心に口頭発表し、情報

交換を行った。人における事例との類似性

についての論議がなされた。 
The 33th Joint Annual Conference of 
Biomedical Science、Taipei、Taiwan（台湾毒

理学会、2018 年 3 月 24 日）に、本研究班

の成果を中心に、特別講演を行った。 
 
C-2	 胎生期マウス海馬の遺伝子発現プロ

ファイル解析：	

C-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 日に胎児を順次摘出し、全ての胎児の

実体顕微鏡下にて終脳を採取し、RNA レイ

ター中に浸漬し保管した。この、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。	

	

C-2-2. 胎児の雌雄判別 
 雄胎児のみを解析に用いるために、終脳

の採取時に得た胎児の尾部によって、Geno 
Typing による雌雄判別を行った（2015 年

12 月 7～8 日）。胎児尾部を溶解し、Y 染色

体配列の検出により雄性胎児を選抜した。 
 
C-2-3. 胎児終脳の遺伝子発現解析 
 胎生 11.5 日胎児 1 匹の終脳では、

Percellome 法において必要な総 RNA 量に

満たないため、4 胎児分の終脳をプールし 1
標本とした（2016 年２月 29 日）。胎生 14.5
日、17.5 日の終脳に関しては十分な組織量

であるため、1 胎児 1 標本とした。以上を踏ま

え、胎生 11.5 日、14.5 日、17.5 日 3 時点、

各 3 標本により Percellome 法による遺伝子

発現解析を実施した。 
N＝3 のサンプルサイズにおける群間ｔ

検定の p<0.01、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。	

	

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

086



[ここに入力] 
 

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。	

	 本研究班において得られた分子生物学

的な所見、及び、それを裏付けるデータ取

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

評価を得たと判断されるとともに、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、その活用方法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を取る国

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	

	

Ｅ．結論	

	

当研究班の研究計画、成果ともに、交流

した範囲において国際的に一定の評価を

得た。また、研究の方向性について妥当性

と新規性があることが確認された。	
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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

表１

NTG037_embryo_Telencephalon
Cdk1
1448314_at

cyclin-dependent kinase 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Cdk2
1416873_a_at

cyclin-dependent kinase 2

NTG037_embryo_Telencephalon
Ccnd1
1417420_at

cyclin D1

NTG037_embryo_Telencephalon
Ccnd1
1448698_at

cyclin D1

NTG037_embryo_Telencephalon
Casp3
1426165_a_at

caspase 3

凡例
mRNA
コピー数 E11時の値

E14時の値

E17時の値

図１
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NTG037_embryo_Telencephalon
Casp3
1430192_at

caspase 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Casp3
1449839_at

caspase 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Casp3
1449839_at

caspase 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Ccna2
1417910_at

cyclin A2

NTG037_embryo_Telencephalon
Ccna2
1417911_at

cyclin A2

NTG037_embryo_Telencephalon
Ccne1
1441910_x_at

cyclin E1

図２

NTG037_embryo_Telencephalon
Rb1
1417850_at

retinoblastoma 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Pcna
1417947_at

proliferating cell nuclear antigen

NTG037_embryo_Telencephalon
Plk1
1448191_at

polo-like kinase 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Cdc25c
1422252_a_at

cell division cycle 25C

NTG037_embryo_Telencephalon
Brca1
1424629_at

breast cancer 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Brca1
1424630_a_at

breast cancer 1

図３
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NTG037_embryo_Telencephalon
Adcy1
1445359_at

adenylate cyclase 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Adcy1
1456487_at

adenylate cyclase 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Adcy2
1455462_at

adenylate cyclase 2

NTG037_embryo_Telencephalon
Cacna1a
1450510_a_at

calcium channel, voltage-dependent, P/Q type, 
alpha 1A subunit

NTG037_embryo_Telencephalon
Cacna1a
1459996_at

calcium channel, voltage-dependent, P/Q type, 
alpha 1A subunit

NTG037_embryo_Telencephalon
Cacna1b
1425812_a_at

calcium channel, voltage-dependent, N type, 
alpha 1B subunit

図４

NTG037_embryo_Telencephalon
Grin1
1437968_at

glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 
1)

NTG037_embryo_Telencephalon
Grin1
1450202_at

glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 
1)

NTG037_embryo_Telencephalon
Grin2a
1421616_at

glutamate receptor, ionotropic, NMDA2A 
(epsilon 1)

NTG037_embryo_Telencephalon
Grin2b
1422223_at

glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B 
(epsilon 2)

NTG037_embryo_Telencephalon
Grin2b
1431700_at

glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B 
(epsilon 2)

NTG037_embryo_Telencephalon
Grin2b
1457003_at

glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B 
(epsilon 2)

図５
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NTG037_embryo_Telencephalon
Gucy1a2
1429579_at

guanylate cyclase 1, soluble, alpha 2

NTG037_embryo_Telencephalon
Gucy1a2
1459336_at

Guanylate cyclase 1, soluble, alpha 2

NTG037_embryo_Telencephalon
Gucy1a3
1420533_at

guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Gucy1a3
1420534_at

guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Gucy1a3
1434141_at

guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Gucy1b3
1420871_at

guanylate cyclase 1, soluble, beta 3

図６

NTG037_embryo_Telencephalon
Esr1
1421244_at

estrogen receptor 1 (alpha)

NTG037_embryo_Telencephalon
Mapt
1417885_at

microtubule-associated protein tau

NTG037_embryo_Telencephalon
Mapt
1424718_at

microtubule-associated protein tau

NTG037_embryo_Telencephalon
Mapt
1424719_a_at

microtubule-associated protein tau

NTG037_embryo_Telencephalon
Mapt
1455028_at

microtubule-associated protein tau

NTG037_embryo_Telencephalon
Shh
1427571_at

sonic hedgehog

図７
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NTG037_embryo_Telencephalon
Gfap
1426508_at

glial fibrillary acidic protein

NTG037_embryo_Telencephalon
Gfap
1426509_s_at

glial fibrillary acidic protein

NTG037_embryo_Telencephalon
App
1420621_a_at

amyloid beta (A4) precursor protein

NTG037_embryo_Telencephalon
App
1427442_a_at

amyloid beta (A4) precursor protein

NTG037_embryo_Telencephalon
Stat3
1426587_a_at

signal transducer and activator of 
transcription 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Stat3
1460700_at

signal transducer and activator of 
transcription 3

図８

NTG037_embryo_Telencephalon
Mrpl12
1452048_at

mitochondrial ribosomal protein L12

NTG037_embryo_Telencephalon
Grwd1
1452171_at

glutamate-rich WD repeat containing 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Myo5b
1452298_a_at

myosin VB

NTG037_embryo_Telencephalon
Pcbd2
1452621_at

pterin 4 alpha carbinolamine 
dehydratase/dimerization cofactor of 
hepatocyte nuclear factor 1 alpha (TCF1) 2

NTG037_embryo_Telencephalon
Il6st
1452843_at

interleukin 6 signal transducer

NTG037_embryo_Telencephalon
Nfix
1436363_a_at

nuclear factor I/X

図９
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NTG037_embryo_Telencephalon
Tspan33
1455618_x_at

tetraspanin 33

NTG037_embryo_Telencephalon
Osbpl3
1428484_at

oxysterol binding protein-like 3

NTG037_embryo_Telencephalon
Fam199x
1434294_at

family with sequence similarity 199, X-linked

NTG037_embryo_Telencephalon
Rasgrp1
1434295_at

RAS guanyl releasing protein 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Ildr2
1436221_at

immunoglobulin-like domain containing 
receptor 2

NTG037_embryo_Telencephalon
Ildr2
1436293_x_at

immunoglobulin-like domain containing 
receptor 2

図１０

NTG037_embryo_Telencephalon
Lmcd1
1424596_s_at

LIM and cysteine-rich domains 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Masp1
1425985_s_at

mannan-binding lectin serine peptidase 1

NTG037_embryo_Telencephalon
Rhbdl3
1427579_at

rhomboid, veinlet-like 3 (Drosophila)

NTG037_embryo_Telencephalon
Gm3579
1431214_at

predicted gene 3579

NTG037_embryo_Telencephalon
Rhbdl3
1435941_at

rhomboid, veinlet-like 3 (Drosophila)

NTG037_embryo_Telencephalon
Emx1
1444216_at

empty spiracles homolog 1 (Drosophila)

図１１
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