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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、中枢神経系に対す

る毒性学的な意義を明確に評価する試験系を確立し、もって行政施策へ反

映することを目的とする。	

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。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。	

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。

併行して、低用量のニコチンを用いた行動結果、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、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」の程度を検討している。	

統合失調症や発達障害において問題とされている行動様式の柔軟性欠如

に相当する行動異常検出への対応を目的として、行動柔軟性課題と行動抑

制課題についてタッチスクリーン型オペラント実験装置の開発に着手し

（平成 27 年度）、毒性評価への応用について検討を進めた結果、良好な結

果が得られている（平成 28-29 年度）。	

平成 27 年度に、妊娠マウスへのバルプロ酸により得られた産仔マウスが

成体期における学習記憶異常を示すこと、その際、海馬神経新生が減少す

ること、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神

経新生が生じることを見いだした。これらの所見が毒性指標となりうるか、

他の暴露モデルを用いて検討を重ねている（平成 28-29 年度）。	
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膜電位感受性色素を用いたイメージングで、バルプロ酸、ビスフェノール

類の胎生期投与による成熟期の機能変調パターンを計測した（平成 27 年

度）。これを拡張し、海馬・皮質神経回路で回路の機能変調度を示す毒性値

の設定を目的として、用量相関性について検討を進めた。	

幼若期マウスへの化学物質投与直後の海馬における機能変調パターンの

検出系の開発に着手し（平成 28 年度）、アセタミプリドおよびイミダクロ

プリドの海馬スライス培養への添加による影響を捉えることに成功して

いる（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（平成 27 年度）および ER

βKI マウス（平成 28 年度）の大脳および海馬について、網羅的遺伝子発

現解析を行い、パスウエイ解析を進めた。	

また、第 5 回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（於	OECD）に参加し、内分泌かく乱化学物質の評価のため

の AOP（Adverse	Outcome	Pathway）に関して討議を行い（平成 27 年度）、

国際的に通用しうる体系的・総合的な評価手法としての提案に向けた取り

組みを進めた（平成 28-29 年度）。
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【研究組織】	
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	 東北大学大学院農学研究科	

	 動物生殖科学分野・教授	

研究総括、情動認知行動解析と毒性基準値の設定、

神経突起解析、遺伝子発現パスウェイ解析を担当。	

	

分担：掛山	正心	

	 早稲田大学人間科学学術院	

	 応用生理学研究室・教授	

情動認知行動解析と毒性基準値の設定を担当。	
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	 国立医薬品食品衛生研究所・	

	 安全性生物試験研究センター・毒性部・室長	

エストロジェン受容体遺伝子改変マウスの解析、

遺伝子発現解析と異常基準値の設定を担当。	
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	 九州大学大学院医学研究院・	

	 基盤幹細胞学分野・教授	

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を担当。	

	

分担：冨永	貴志	

	 徳島文理大学・神経科学研究所・准教授	

神経回路機能解析と異常基準値の設定を担当。	

	

	

分担：菅野	純	

	 国立医薬品食品衛生研究所	

	 安全性生物試験研究センター・毒性部・	

	 客員研究員	

国内外情報収集、OECD 対応、新規毒性マーカー探

索を担当。	
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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。	

	

B. 研究方法	

	 本研究では、二つの先行研究(H20-化学-一般-

009)および	 (H23-化学-一般-004)の成果を踏ま

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、

客観性、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３年計画で作出す

る。	

【マウス情動認知行動異常の基準値設定】	

	 発生発達期暴露により成熟期に情動認知行動

異常を誘発することを確認済みのドーモイ酸、

イボテン酸、有機リン農薬等を、野生型マウスに

暴露し、オープンフィールド試験、明暗往来試験、

及び、条件付け学習記憶試験（行動解析バッテリ

ー試験）を実施する。その成績を定量的な値とし

て項目ごとに記録し、異常であると認定される

最小値を、その項目の基準値として「毒性基準値」

と定義する。その際に、溶媒対照とは別に、情動

認知行動異常を呈するエストロジェン受容体α

およびβ遺伝子欠損マウス、および精神神経疾

患モデルマウスとして報告されているマウスの

行動様式を包括した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」として用いることで、国際的なバリデー

ション展開時に利用できる異常値を複数点用意

するとともに、国内３カ所で同一規格の機器を

用いた行動解析バッテリー試験を施行し、バリ

デーションを見据えた頑強性を確認しつつ最適

化を図る（種村、掛山、北嶋）。	

	

【マウス情動認知行動異常誘発メカニズムの解

明と神経科学的な異常の基準値設定】	

	 これまでの研究に於いて、情動認知行動異常

を呈するマウス脳から通常の光学顕微鏡的な病

理所見は得られない場合が多いが、分子マーカ
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ーを用いての神経新生異常、大脳層構造異常、神

経突起異常、および膜電位感受性色素を利用し

た光計測から神経回路機能異常を情動認知行動

異常と対応した異常所見として検出してきた。

さらに、それらは遺伝子発現プロファイリング

によって裏付けられるものであった。そこで、野

生型マウス(暴露)及び遺伝子改変マウス（非暴

露）について神経幹細胞動態解析、大脳層構造形

態解析（中島）、神経突起解析（種村）、神経回路

機能解析（冨永）、遺伝子発現プロファイリング

（北嶋）を行い異常行動誘発メカニズムの解明

を推し進めるとともに、それらの項目ごとに定

量化手法を確定し、対応する神経科学的な異常

の基準値として設定する。その際、遺伝子発現プ

ロファイリングに関しては、機知のパスウェイ

への関与を明らかにする（種村）。	

	

【発生-発達期における低用量化学物質暴露に

よる成熟後の中枢行動毒性検定】	

	 モデル化学物質としてビスフェノール類、農

薬類、を選択し、胎生期ないし幼若期のマウスに

低用量投与することによって成熟後に顕在化す

る中枢行動毒性を、上記の情動認知行動「毒性基

準値」、および神経科学的「異常基準値」を以て

検定する。用量は、一日摂取許用量、急性参照用

量を元に設定する（全員）。これによって設定し

た情動認知行動「毒性基準値」および神経科学的

な異常の基準値の頑強性や妥当性を検証し、体

系的・総合的な評価系として完成させる。本研究

成果については、国際的に通用しうる体系的・総

合的な評価手法として OECD への提案を行う（菅

野）。	

【新規毒性マーカーの探索】	

	 これまでの成果の一部として、情動認知行動

異常を示したマウスにエピゲノム変化が検出さ

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を検討する。近年、生

物学的意義が明らかになりつつあるノン・コー

ディング RNA の変動についても、新規毒性判断

指標としての妥当性を検討する（菅野、中島）。	

	

C. 研究結果	

ネオニコチノイド系農薬であるアセタミプリド

（10mg/kg）とイミダクロプリド（8mg/kg）を生後

2週齢および生後10週齢のマウスに単回経口投与

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）に、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（いずれも 0.01 および 0.1mg/kg/day）を飲水投

与し、雄産仔マウスについて生後 12-13 週齢時（平

成 29 年度）にオープンフィールド試験、明暗往来

試験、高架式十字迷路試験、条件付け学習記憶試

験、プレパルス驚愕反応抑制試験から成るバッテ

リー式の情動認知行動解析を行った（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いる）。その際、飲水投

与については、類縁化学物質として毒性の知られ

るニコチン（同用量）を用いた。その結果、生後

12-13 週齢時にその結果、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。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、低用量飲水投与実験の結果
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としても、いずれも情動行動異常を伴う記憶異常

が検出され、対照化学物質として使用したニコチ

ンと類似する傾向であった（種村）。	

	 また、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（種村、中島）。併行して、特に海馬につい

て網羅的遺伝子発現解析およびカスケード解析を

行った結果、アセタミプリド幼若期単回投与の結

果、成熟後に、GABA受容体シグナル異常およびシ

ナプスにおける長期増強異常が疑われた（種村、

菅野）。	

	 併行して、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「情動認知行動異常値」の設定を進めている

（種村、菅野）。	

	

現在までに、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（２種）の行動解析結果との比較を

行っている。その１種は、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受容体遺伝子改変マ

ウス（以降、ERαKI と記載）であり、ERαKI マウ

スのホモ型における 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、先

行研究から 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確認した（平

成 27 年度）。もう１種はエストロゲン(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、独自に作製した遺伝子改変マウス（以降、

ERβKI と記載）であり、統合失調症モデルマウス

の示す特徴的な行動異常を呈することを明らかに

した（平成 28-29 年度）（種村、北嶋）。	

	

統合失調症や発達障害において問題とされてい

る行動様式の柔軟性欠如に相当する行動異常検出

への対応を目的として、行動柔軟性課題と行動抑

制課題について検討を行った。行動柔軟性課題に

ついては先行研究（H20－化学-一般-010）におい

て作成したものを用いた。これまでにダイオキシ

ン等の暴露実験により、他の毒性指標よりも低用

量の周産期曝露により行動柔軟性が低下すること

を明らかにしてきたが、今回は同試験法を無機ヒ

素の暴露実験に適用し、その試験法の妥当性検証

と修正を行った。無機ヒ素は比較的低濃度曝露で

あっても	IQ	低下、認知機能低下、情動異常等、

様々な高次脳機能異常を引き起こすことが疫学調

査により報告されているためである。飲水中に無

機ヒ素を加えた母体から生まれた仔マウスが成熟

後に行動柔軟性試験を行った結果、通常の空間認

知課題では影響の顕われない低用量の無機ヒ素曝

露の仔マウスにおいて、行動柔軟性課題における

有意な適応力低下を認めた。以上の結果から、行

動柔軟性課題は認知・情動機能を鋭敏に検出する

評価手法であることが明らかとなった。併行して、

行動柔軟性課題と行動抑制課題についてタッチス

クリーン型オペラント実験装置を開発に着手し

（平成 27 年度）、装置を用い、Go/NoGo 課題をマウ

スにおいて実現することに成功した。我々の知る

限り、マウスでの成功例は世界初である。Go/NoGo

課題は、正解(GO)の図形と不正解(NoGo)の図形を

ランダムに呈示し、“GO”の場合には素早く「タ

ッチする」と報酬が与えられ、“NoGo”の場合は

逆に一定時間タッチしなければ報酬が与えられる

課題である。“NoGo”の際には、タッチする習慣

を意志の力で抑制するセルフコントロールが要求
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されるもので、ヒトにおいては、注意欠如・多動症

(ADHD)や自閉スペクトラム症(ASD)（いわゆる「自

閉症」）、うつ病や統合失調症、認知症の当事者に

おいて成績不良（後述）や課題遂行時の脳活動異

常が報告されている。すなわちヒトの精神症状を

検出するものと同じ課題パラダイムをマウスで実

現できる可能性があり、毒性試験のヒトへの外挿

性を検討する上で非常に有効な試験法だと考えら

れる。（平成 28-29年度）（掛山）。	

	 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

（前記の ERαKI マウスおよび ERβKI マウス）の

大脳、海馬、脳幹について、網羅的遺伝子発現解析

を行った。成熟期の雄性 ERαKI マウスの脳 3部位

（大脳皮質、海馬、脳幹）のサンプルについて、網

羅的遺伝子発現解析を行い、脳各部位について、

野生型と比較し、ERαKI マウスの場合に、発現が

有意に異なる（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、海馬及び脳幹において、それ

ぞれ 1.0、0.7 及び 0.8 コピー以上のものを採用し

た。その結果、大脳皮質：192	ps	（増加）、122	ps	

（減少）、海馬：950	ps	（増加）、	68	ps	（減少）、

脳幹：243	ps	（増加）、	30	ps	（減少）が抽出さ

れた。また、3部位に共通して増加した遺伝子とし

て 5 つ、減少した遺伝子として 2 つが得られてい

る。（平成 27 年度）。さらに ERβKI マウスについ

て、同様の網羅的遺伝子発現解析を進め、（平成 28

年度）両者の比較検討を進めている（平成 29 年度）

（北嶋、種村）。	

	

	 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。特に、発生—発達に関

わる重要な指標である、興奮—抑制(E/I)バランス

の変動を評価できる標準的な回路パターンの設定

を行った（平成 27 年度）。この一部は胎生期バル

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類の

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（平成 27 年

度）。一方、他の皮質回路(嗅内野、梨状皮質、傍梨

状核、感覚野、運動野など)では、基準となる信号

パターンが殆ど無いといって良い。このためこの

系での基準パターンの設定に着手し、特に周期応

答に着目して解析している。嗅内野—梨状皮質間、

梨状皮質—傍梨状核間の特徴的な周期的神経活動

を再現性よく観測することに成功しており、この

パターンからのズレを定量的な指標にすることを

検討するとともに（平成 27 年度）、これを拡張し、

海馬・皮質神経回路で回路の機能変調度を示す毒

性値の設定を目的として、用量相関性について検

討を進めている（平成 28-29 年度）。また、幼若期

マウスへのネオニコチノイド系農薬（アセタミプ

リドとイミダクロプリド）の単回強制経口投与後

の、初期における神経回路影響としての機能変調

パターンを検出すべく、海馬神経回路機能につい

て検討した。その結果，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た。その他

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（平成 27-29 年度）（冨永）。	 	 	 	 	 	 	

	 バルプロ酸胎仔期暴露マウスにおいては、成体

海馬の増殖性神経幹細胞が 2/3 にまで減少するこ

とがわかった。また、その結果新生ニューロンの

数も約 2/3 にまで減少していた（平成 27 年度）。

またこれらの減少が、自発的運動（回し車による

ランニング）により、コントロールマウスと同程

度まで回復することも明らかとなった。続いて成

体期のカイニン酸投与により、ニューロン新生が

約２倍にまで増加することがわかった。さらにこ

れらの中には通常あまりに見られない海馬歯状回

門に局在する異所性の新生ニューロンが約 10 倍
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増加していること見いだした。加えて、この異所

性ニューロン新生は、自然免疫受容体である TLR9

の欠損や、ミクログリアの不活性化によりさらに

増大することも明らかとなった（平成 27 年度）。

これらの所見が毒性指標となりうるか、他の暴露

モデルを用いて検討を重ねている（平成 28-29 年

度）さらに、新規の神経行動毒性マーカーとして

の小分子 RNA の利用についての検討を進めている

（平成 28-29 年度）。（中島）	

	 第 5 回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（2015.10.8-9、

於	OECD）に参加し、内分泌かく乱化学物質の評価

のための AOP（Adverse	 Outcome	 Pathway）即ち、

化学物質の放出（放出源の確定）、それによる環境

汚染（環境濃度）、暴露（暴露濃度）、体内に入り、

細胞内の受容体等への結合、細胞	の応答、個体の

応答、集団への影響、動物社会への影響について、

物質の暴露から毒性影響が表れるまでの過程に関

して討議を行い（平成 27 年度）、国際的に通用し

うる体系的・総合的な評価手法としての提案に向

けた取り組みを進めている（平成 28-29 年度）（菅

野）。	

D. 考察	

	 ネオニコチノイド系農薬や、無機ヒ素、ビスフ

ェノール類、バルプロ酸を用いた発生-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。

また、今後、情動認知行動異常の基準値設定や、神

経新生能、神経回路機能、神経突起動態等の神経

科学的な異常の基準値設定を進める上で、「指標」

の選定が非常に重要であると考えられるとともに、

その為に用いる、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

伝子改変マウスの導入は非常に有望であると考え

られた。また、本研究課題の成果は、国際的に通用

しうる体系的・総合的な評価手法として、OECDの

AOP 開発プログラムへの提案に貢献するものであ

ると考えられた。	

E. 結論	

	 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。今後、情動認知行動異常の基準値設定、神

経科学的な異常の基準値設定によって毒性学的な

意味づけを明確にできる評価系の作出に資すること

が期待できる。	
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Arima	

Age-related	changes	in	DNA	methylation	

patterns	of	spermatozoa	in	mice,	

BLUEPRINT/IHEC	conference,	Crowne	Plaza	

Brussels,	Brussels,	Belgium,	2016年9月8-9日	

	

小林記緒、岡江寛明、樋浦仁、千葉初音、白形芳

樹、原健士朗、有馬隆博、種村健太郎	

性成熟から繁殖期を通じたマウス精子DNAメチル

化様式の加齢性変化、第109回日本繁殖生物学会

相模原大会、麻布大学、神奈川、2016年9月11-15

日	

	

小林記緒、岡江寛明、樋浦仁、千葉初音、白形芳

樹、原健士朗、種村健太郎、有馬隆博	

繁殖期におけるマウス精子 DNA メチル化様式の加

齢性変化、第 39回日本分子生物学会年会、パシフ

ィコ横浜、神奈川、2016 年 11 月 30 日-12 月 2日	

	

斉藤洋克、井上弘貴、小林記緒、白形芳樹、岡江

寛明、樋浦仁、原健士朗、有馬隆博、種村健太郎	

ビタミンE欠乏給餌によるマウス精巣影響と精子

DNAメチローム変化	

第109回日本繁殖生物学会相模原大会、麻布大

学、神奈川、2016年9月11-15日	

	

梅津康平，平舘裕希，原健士朗，種村健太郎	

ニューロテンシンはウシ凍結精液の受精能獲得お

よび先体反応を促進する	

第109回日本繁殖生物学会相模原大会、麻布大

学、神奈川、2016年9月11-15日	

	

後藤萌	斉藤洋克	白形芳樹	原健士朗	種村健太郎	

浸透圧変動に対するMII期卵母細胞の細胞膜状態

についてのマウス系統間の差違	

第109回日本繁殖生物学会相模原大会、麻布大

学、神奈川、2016年9月11-15日	

	

梅津康平，平舘裕希，原健士朗，種村健太郎	

ウシ精子機能へのニューロテンシンの影響	

第159回日本獣医学会大会、日本大学、神奈川、

2016年9月6-8日	

	

種村	健太郎、古川	佑介、北嶋	聡、菅野	純：	

キシレン吸入暴露によるマウスへの中枢機能影響

解析	

第159回日本獣医学会大会、日本大学、神奈川、

2016年9月6-8日	

	

種村	健太郎、古川	佑介、北嶋	聡、菅野	純：	

キシレンの経気道吸入暴露によるマウス行動影響

解析	

第 43 回日本毒性学会学術年会 2016 年 6 月 30日	

	

（掛山）	

掛山正心．脳発達における AhR の役割とダイオキ

シン発達神経毒性．	 環境ホルモン学会第 19 回研

究発表会（シンポジウム講演）、2016 年 12月、つ

くば．	

	

宇治田和佳・遠藤のぞみ・小山博史・掛山正心．マ

ウス早期離乳が成熟期における集団内社会性行動

に及ぼす影響．	 第 25 回日本行動神経内分泌研究

会．2016 年 9 月、熱海．	

	

牧野友祐・岡田絢・遠藤俊裕・等々力博恵・遠藤の

ぞみ・掛山正心．タッチスクリーン型オペラント

実験装置によるマウス Go/NoGo 課題の開発．第 25

回日本行動神経内分泌研究会．2016年 9月、熱海．	

	

京相和貴・宇治田和佳・若菜茂晴・遠藤のぞ

み・掛山正心．	 Grin1 ミュータントマウスの

社会性行動の解析．	 第 25 回日本行動神経内分
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泌研究会．2016 年 9月、熱海	

	

（北嶋）	

Satoshi	Kitajima,	Ken-ichi	Aisaki,	Jun	Kanno,	
Lung	Percellome	Project:	Profile	analysis	of	
Sick-Building-Syndrome	 level	 inhalation	 and	
oral	 exposure	 data	 for	 prediction	 of	 lung	
toxicity.	
第 43 回日本毒性学会学術年会(2016.6.29)	
	
Satoshi	Kitajima,	Ken-ichi	Aisaki,	Jun	Kanno,	
Percellome	 Project	 on	 Sick-Building-Syndrome	
level	 inhalation	 for	 the	 prediction	 of	 lung	
and	 brain	 involvement.	 14th	 International	
Congress	 of	 Toxicology	 2016	 (ICT	 2016)	
(2016.10.3),	Merida,	Mexico	
	

菅野	純、相﨑	健一、北嶋	聡	

Percellome	Project の進捗	 －単回および新型反

復曝露の比較による予測性向上－	

第 43 回日本毒性学会学術年会(2016.7.1)	

	

Jun	Kanno,	Satoshi	Kitajima,	Ken-Ichi	Aisaki,	

Percellome	 Toxicogenomics	 of	 Newly	 Designed	

Repeated	Dose	Study.	

The	52nd	Congress	of	EUROTOX	（EUROTOX2016）

(2016.9.6),Seville,	Spain.	

	

種村	健太郎、古川	佑介、北嶋	聡、菅野	純	

キシレンの経気道吸入暴露によるマウス行動影響

解析	

第 43 回日本毒性学会学術年会(2016.6.30)	

	

種村	健太郎、古川	佑介、北嶋	聡、菅野	純	

キシレン吸入暴露によるマウスへの中枢機能影響

解析	

第 159 回日本獣医学会学術集会(2016.9.)	

	

（中島）	

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	

	

Nakashima,	 K.:	 Insights	 into	 Rett	 Syndrome	

using	Neural	Stem	Cells,	KEYSTONE	SYMPOSIA,	

Olympic	Valley,	January	8-12,	2017	

	

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	

	

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	

	

中島欽一○：HDAC阻害剤胎生期暴露による学習記

憶障害とその改善法、第35回日本認知症学会学術

集会	、東京都、東京国際フォーラム、2016年1２

月１-12月3日（2日）(シンポシウム)		

	

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）	

	

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）	
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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）	

	

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）	

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）	

	

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）	

	

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）	

	

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）	

	

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）	

	

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）	

	

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）	

	

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）	

	

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Ｄ

ＮＡ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）	

	

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）	

	

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
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ンスセンター、2016年5月19-20日（20日）（ポス

ター）	

	

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Ｄ

ＮＡ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）	

	

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）	

	

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	

	

（冨永）	

Tominaga	 T	 and	 Tominaga	 Y.	 Activation	 of	

GABAA-receptors	 by	 high-frequency	 stimuli	

causes	paired	burst	facilitations	in	area	CA1	

of	 the	 hippocampal	 slice	 504.19	 /	 L2	

Neuroscience	 Meeting	 Planner.	 San	 Diego,	

Society	for	Neuroscience,	2016	

	

M.	 Koike-Tani,	 S.	 Mehta,	 T.	 Tominaga,	 R.	

Oldenbourg,	 T.	 Tani	 Imaging	 of	 polarized	

light	signal	changes	associated	with	neuronal	

activity	 in	 mouse	 hippocampus	 300.03	 /	 E7	

Neuroscience	 Meeting	 Planner.	 San	 Diego,	

Society	for	Neuroscience,	2016	

	

R.	 Kajiwara,	 Y.	 Wakayama,	 Y.	 Tominaga,	 T.	

Tominaga	Network	plasticity	facilitating	the	

neural	 excitation	 propagation	 between	 the	

perirhinal	 and	 entorhinal	 cortices	 as	

revealed	 by	 voltage-sensitive	 dye	

imaging302.14	 /	 F15	 Neuroscience	 Meeting	

Planner.	San	Diego,	Society	for	Neuroscience,	

2016		

	

T.	Luyben,	J.	Borovac,	M.	Valencia,	M.	Khan,	

T.	 Tominaga,	 K.	 Okamoto	 Rapid	 postsynaptic	

cAMP	 signaling	 regulates	 structural	 and	

functional	 potentiation	 underlying	 learning	

and	memory	505.07	/	L10		Neuroscience	Meeting	

Planner.	San	Diego,	Society	for	Neuroscience,	

2016	

	

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	

	

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	 	
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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	

	

（菅野）	

	

Satoshi	Kitajima,	Ken-ichi	Aisaki,	Jun	Kanno,	
Lung	Percellome	Project:	Profile	analysis	of	
Sick-Building-Syndrome	 level	 inhalation	 and	
oral	 exposure	 data	 for	 prediction	 of	 lung	
toxicity.	
第 43 回日本毒性学会学術年会(2016.6.29)	
	
Satoshi	Kitajima,	Ken-ichi	Aisaki,	Jun	Kanno,	
Percellome	 Project	 on	 Sick-Building-Syndrome	
level	 inhalation	 for	 the	 prediction	 of	 lung	
and	 brain	 involvement.	 14th	 International	
Congress	 of	 Toxicology	 2016	 (ICT	 2016)	
(2016.10.3),	Merida,	Mexico	
	
Jun	Kanno,	Percellome	Project	for	Mechanistic	
Analysis	of	Chronic	Toxicity	by	a	New	Concept	
of	Repeated	Dose	Study,	Society	of	Toxicology	
55th	Annual	Meeting	(2016.3.16),	New	Orleans,	
USA.	
	
菅野	純	
Pathology-based	optimization	of	toxicology	by	
tie-ups	with	cutting-edge	biology	and	systems	
biology.	
第 105 回日本病理学会総会(2016.5.13)	
	
菅野	純、相﨑	健一、北嶋	聡	
Percellome	 Project の進捗	 －単回および新型反
復曝露の比較による予測性向上－	
第 43 回日本毒性学会学術年会(2016.7.1)	
	

Jun	Kanno,	Satoshi	Kitajima,	Ken-Ichi	Aisaki,	
Percellome	 Toxicogenomics	 of	 Newly	 Designed	
Repeated	Dose	Study.	
The	52nd	Congress	of	EUROTOX	（EUROTOX2016）
(2016.9.6),Seville,	Spain.	
	
Jun	 Kanno,	 Introduction	 to	 the	 Percellome	
Project	with	special	reference	to	the	concept	
of	 "signal	 toxicity",	 and	 the	 use	 of	 Garuda	
Platform	as	a	tool	for	Open	Toxicology.	
第 14 回国際毒性学会（ICT2016）(2016.10.3),	
Merida,	Mexico	
	
Jun	Kanno,	The	Concept	of	“Signal	Toxicity”	
for	the	Planning	of	Research	on	Environmental	
Pollutants	on	Health.	
the	 27th	 Korean	 Academy	 of	 Science	 and	
Technology	 (KAST)	 International	 Symposium	
(2016.11.29),	Seoul,	Korea,	
	
Kentaro	 Tanemura	 and	 Jun	 Kanno,	
Neurobehavioral	 toxicity	 at	 adult	 period	
Induced	 by	 pesticide	 exposure	 at	 juvenile	
period.	 14th	 International	 Congress	 of	
Toxicology	2016	(ICT	2016)	(2016.10.5),	Merida,	
Mexico	
	
種村	健太郎、古川	佑介、北嶋	聡、菅野	純	
キシレンの経気道吸入暴露によるマウス行動影響
解析	
第 43 回日本毒性学会学術年会(2016.6.30)	
	
種村	健太郎、古川	佑介、北嶋	聡、菅野	純	
キシレン吸入暴露によるマウスへの中枢機能影響
解析	
第 159 回日本獣医学会学術集会(2016.9.)	

	

H.	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
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厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）	

総合研究報告書（分担 1）	

	

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	

「周産期における低用量ネオニコチノイド系農薬暴露による成熟後マウスの行動異常、	

およびエストロジェン受容体遺伝子改変マウスを用いた行動異常値設定の試み」	

	

研究代表者	

種村	 健太郎（東北大学大学院農学研究科	 動物生殖科学分野	 教授）

	

	

【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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Kentaro	Tanemura	

Neuro	2016,	神奈川、2016 年 7 月 20-22
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period	Induced	by	pesticide	exposure	

at	juvenile	period	

Kentaro	Tanemura	and	JUN	Kanno	
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Shirakata,	Kenshiro	Hara,	Kentaro	
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Temporal	alternations	in	DNA	

methylation	patterns	of	spermatozoa	in	

early	young	mice,		

The	17th	AAAP	Societies	Animal	Science	

Congress,	Kyushu	Sangyo	University,	福

岡、2016年8月20-25日	

	

Norio	Kobayashi,	Hiroaki	Okae,	Hitoshi	

Hiura,	Hatsune	Chiba,	Yoshiki	

Shirakata,	Kenshiro	Hara,	Kentaro	

Tanemura,	Takahiro	Arima	
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郎	

性成熟から繁殖期を通じたマウス精子DNA
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樹、岡江寛明、樋浦仁、原健士朗、有馬隆

博、種村健太郎	

ビタミンE欠乏給餌によるマウス精巣影響

と精子DNAメチローム変化	
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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	
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厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）	

総合研究報告書（分担 2）	

	

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	

「行動柔軟性/抑制課題試験の開発と毒性評価への応用」	

	

研究分担者	

掛山	 正心	 （早稲田大学人間科学学術院・行動神経科学研究室・教授）	

	

【研究要旨】	

	

	 	 マウスを対象とした行動柔軟性課題と行動抑制課題について検討した。行動

柔軟性課題は本事業（H20－化学-一般-010）において作成したものを用い、無機

ヒ素の曝露実験に適用し試験法の妥当性検証と修正を行った。通常の空間認知課

題では影響の顕われない低用量の無機ヒ素曝露の仔マウスにおいて行動柔軟性の

低下を認め、行動柔軟性課題は認知・情動機能を鋭敏に検出する評価手法である

ことが明らかとなった。次に行動柔軟性課題をもとに、タッチスクリーン型オペ

ラント実験箱を用いたGo/NoGo	課題を開発した。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。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。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。さらに既存のプ

ロトコルに比べ、Pre-trainingを短縮した上で、Go正答率、NoGo正答率とも上昇

させることに寄与する知見を得ることに成功した。	

	

	 	

033



 

	

A. 研究目的	

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

ることが本研究の目的である。具体的には、マウ

スを用いての行動解析試験の成績を定量的な値と

して項目ごとに記録し、異常の定義を行う。項目

ごとに定量化手法を決定し情動認知行動「毒性基

準値」に対応する個々の神経科学的「異常基準値」

を設定する。本分担研究では、行動柔軟性/抑制課

題試験の開発と毒性評価への応用認知機能ならび

に情動機能の評価手法について検討した。	

	

Ｂ．研究方法	

	

行動柔軟性課題	

行動柔軟性課題は本事業（H20－化学-一般-010）

において作成したものを用いた。集団型全自動行

動・学習測定システム IntelliCage（New	Behavior

社，Zurich）（Galsworthy,	 Amrein,	 Kuptsov,	

Poletaeva,	Zinn,	Rau,	Vyssotski,	&	Lipp,	2005）

を用いたもので、マウスの皮下に ID チップを埋め

込むことで，最大 16匹のマウスを同じケージ内で

飼育しながら、個々の動物の試験成績を自動測定

することができる。ケージの 4隅にはオペラント・

チャンバー（コーナー・チャンバー）が設置され，

ノーズ・ポーク反応により報酬となる飲水が提示

される。我々が開発した行動柔軟性課題は、2つの

コーナー・チャンバー間を往復させる行動系列の

獲得を伴う空間学習（behavioral	 sequencing	

task）と、その後の反復逆転課題からなる（Endo	

et	al.,	Behav.	Brain	Res.	2011、H20－化学-一

般-010 の成果）。	

	

ヒ素曝露実験による行動柔軟性課題の検証	

疫学調査により、環境中に存在する無機ヒ素は比

較的低濃度曝露であっても IQ や認知機能の低下

を引き起こすことが疫学調査結果から報告されて

いる。そこで本研究では、発達期マウスに無機ヒ

素を曝露し、後発的に行動にどのような異常が起

こるか検討することで、行動柔軟性課題の妥当性

検証と修正を行った。	

妊娠 C3H マウス 8日目から 18日目まで、母マウス

の飲水中に亜ヒ酸ナトリウム NaAsO2（85	ppm）を

添加することで発達期無機ヒ素曝露群を作製した。

飲水中に無機ヒ素を加えない母体から出生した仔

を対照群として用いた。マウスが 60 週令に達した

後、IntelliCage を用いて、マウスの行動量、飲水

量、行動パターンの解析を行うと共に、空間学習

試験と行動柔軟性試験により行動異常の検出を試

みた。行動試験終了後、脳を固定し、ゴルジ染色に

よる大脳前辺縁皮質における神経突起長やスパイ

ン数を計測した。	

	

タッチスクリーン型行動抑制課題の開発	

行動柔軟性課題をもとに、よりヒトへの外挿性

を高める課題を開発するため、タッチスクリーン

型オペラント実験箱を用いた行動抑制課題を開発

することとした。スクリーン映像を用いた視覚弁

別課題はマウスではこれまで不可能とされてきた。

しかし数年前に Nature	Protocol	誌(8:1961-84.,	

2013)で発表された「Bussey 装置」によりマウスで

も視覚課題ができることが明らかとなった。本研

究ではまず、「Bussey 装置」よりもさらにマウスの

視覚課題成績が向上した新規のオペラント箱を作

成することとした。	

検証実験として、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。	

	タッチスクリーンオペラント実験装置は、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。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。	
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行動課題は、1 日 1 セッション行った。慣化	

(Habituation)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）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。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。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 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。	

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。	

	 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。	

	

（倫理面への配慮）	

早稲田大学ならびに研究協力機関（国立環境研

究所、東京大学）の動物実験委員会、遺伝子組み換

え実験委員会等の関連委員会の審査のもと、各機

関長承認を得た上で研究を行った。日本学術会議

動物実験に関する詳細指針に基づき、飼養及び保

管条件を厳守、苦痛の軽減、動物数と動物へのス

トレスを最小限にすること、安楽死の方法に配慮

して実験を行った	

	

Ｃ．研究結果	

	

行動柔軟性課題	

この課題は全自動試験装置を用いて行われており、

我々が作成したプログラムをインストールするこ

とで、他の研究機関でもすぐに用いることができ

る。これまでに国内外の大学や研究所等に提供し

てきたが、そのうち３割ほどの研究機関では実験

成績が一定しておらず、実験室の必要条件や管理

に関する実験マニュアルの作成が求められていた。

今回、経験者の指導のもと、同装置を初めて使用

する大学院生がマニュアルをもとに作業を行い、

成功することができた。すなわち同課題は、一般

的なマウス飼育管理の経験をもつ担当者が実務作

業を行うことが可能であることが実証された。	

	

ヒ素曝露実験による行動柔軟性課題の検証	

対照群と発達期無機ヒ素曝露群間で、行動量、

飲水量、行動パターンに違いは認められなかった。

また、空間学習能力にも違いは認められなかった。

一方、行動柔軟性試験では、発達期無機ヒ素曝露

群において、有意に適応力の低下が認められた（図

1）。	

また、行動柔軟性との関連が報告されている大

脳前辺縁皮質では、スパイン数には群間で違いは

認められなかったが、発達期無機ヒ素曝露群で有

意に神経突起長の低下が認められた（図 2）。この

ような結果は、発達期無機ヒ素曝露群では、大脳

前辺縁皮質における神経突起長低下が行動柔軟性

の異常を誘導している可能性を示唆している。	

	

タッチスクリーン型行動抑制課題の開発	

	 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。	
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	 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 3）。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 4）。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 4）。	

	 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 5）。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。Go/NoGo	 Cue の提示時間が 1.2 秒であっ

た第 1から第 5セッションブロックでは、Go/NoGo

正答率とも大きな変化はなく、どのセッションブ

ロックでも、全ての実験群の正答率の順位は変化

しなかった。Go 正答率では、実験群 1-2 と実験群

2 が約 75％を維持したが、実験群 1-1 では約 50%

であった。NoGo正答率では、実験群 1-1が約 65%、

実験群 1-2 が約 40%、実験群 2 が約 30%であった

（図 3）。	

	 Go/NoGo	 Cue の提示時間を 1.2 秒から 2 秒にし

て課題を行ったところ、全ての実験群で Go 正答率

は上昇、NoGo 正答率は低下する傾向が見られた。

第15セッションと第18セッションを比較すると、

Go 正答率は全ての実験群において、10～15%程度

上昇した。実験群 1-2では、第 18 セッションの Go

正答率が 90%を超えた。第 18セッションの NoGo正

答率は、第 15 セッションに比べ、実験群 1-2 で約

2分の 1、実験群 2で約 3分の 1に低下した。一方

で、実験群 1-1 においては、NoGo 正答率の低下は

約 3%に留まった（図 4）。	

	

D．考察	

行動柔軟性課題	

	 IntelliCage 装置は 16匹のマウスの同時測定が

可能であり、本研究により実験マニュアルも整備

することができた。一台につき 1000 万円程度と高

価であるが、理論上は作業者一名で飼育管理を含

めて 30 台を管理することができるので、一人あた

り一年あたり 4800 匹の行動解析が可能となる。ハ

イスループット試験系として普及を期待したい。	

	

ヒ素曝露実験による行動柔軟性課題の検証	

行動柔軟性課題については、これまでにダイオキ

シン等の曝露実験により、他の毒性指標よりも低

用量の周産期曝露により行動柔軟性が低下するこ

とを明らかにしてきたが、今回は同試験法を無機

ヒ素の曝露実験に適用し、その試験法の妥当性検

証と修正を行った。通常の空間認知課題では影響

の顕われない低用量の無機ヒ素曝露の仔マウスに

おいて、行動柔軟性課題における有意な適応力低

下を見出したことから、行動柔軟性課題は認知・

情動機能を鋭敏に検出する評価手法であることが

明らかとなった。	

	

タッチスクリーン型行動抑制課題の開発	

今回の実験では、我々の研究グループが先行研

究において検討した Go/NoGo 課題のプロトコル最

適化を主眼に、3 つの実験群に異なる Pre-

training を実施し、Go/NoGo 課題の成績を測定し

た。	

結果、Go 正答率が高い傾向にあるのは、Pre-

traininng において、Go トライアルのみのセッシ

ョンと NoGo トライアルのみのセッションを 1 日

毎に繰り返した群（実験群 1-2）と Goトライアル

のみのセッションに限って行った群（実験群 2）で

あった。このことより、Go トライアルで報酬を得

るための手順をマウスに理解させるためには、始

めから Go トライアルと NoGo トライアルが混在す

る課題ではなく、Goトライアルを繰り返し行うこ

とが重要と思われる。	

一方、対照的に NoGo正答率が高い傾向にあった

のは、始めから Go/NoGo 課題を行った実験群 1-2

であった。これは、NoGo トライアルを適切に学習

しているとも考えられるが、NoGo トライアルの性

質上、マウスが NoGo	Cue 提示の際、スクリーンに

注目していないにもかかわらず、制限時間をすぎ

れば報酬が得られてしまうため、学習を放棄、も

しくは“何もしないこと”を習得してしまった可

能性も多分にある。NoGo トライアルにおける、指

標の鋭敏化は今後の課題である。今回の実験では、

実験期間の短縮を目的とした。行動形成は、先行

研究において 9 セッションかけていたが、5 セッ

ションに短縮することが出来た。一方、Go/NoGo 課

題では、正答率改善のため、プロトコルの修正し

ていく必要があると考えられる。以下、個々の実
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験群について考察する。	

	 実験群 1-1 では、Pre-training	1 すなわち、行

動形成後に直ちに Go/NoGo 課題を 24 セッション

（8 セッションブロック）行った。第 8セッション

ブロックでは、Go 正答率は 51.3%、NoGo 正答率は

61.9%であった。Pre-training	 1 の後には、Pre-

training	3	(Visual	discrimination	task)を行っ

ている。Pre-training	3	を経験しながらも、次の

Go/NoGo 課題において、実験群 1-1 は、Go 正答率

約 50%、NoGo 正答率約 65%で、Pre-training	 1 と

同程度であった。更に、Go/NoGo 課題の最後の 3セ

ッションで Go/NoGo	 Cue の提示時間が変更されて

も、NoGo 正答率の低下は 3.3%に留まっており、他

の実験群と比しても、有意に NoGo 正答率が高かっ

た。以上より、Go/NoGo 課題を長期間行うことで

NoGo 行動が影響を受けにくくなると考えられる。	

実験群 1-2の最終セッションブロック（Go/NoGo

それぞれの第 4 セッションブロック）における、

Go 正答率は 61％、NoGo 正答率は 60.4%であった。

Pre-training	3	を行った後の Go/NoGo 課題では、

Go 正答率が約 75%、NoGo 正答率が約 40％で推移し

た。また、Go/NoGo	Cue の提示時間の変更後、Go正

答率は 73%から 90%に上昇した一方で、NoGo 正答

率は 47.9%から 25.8%に低下しており、Go トライ

アルのみで構成されるセッションと NoGo トライ

アルのみで構成されるセッションを 1 日毎に交互

に行った場合、同じ試行数の Go/NoGo 課題を行っ

た場合に比べ、Go 行動が優位になりやすいことが

示唆される。	

	 実験群 2は Go/NoGo 課題の前に、Goトライアル

のセッションだけを行い、NoGo トライアルは経験

していない。Goトライアルのみのセッションでは、

正答率は 76.3%に達しており、その後の Go/NoGo 課

題でも、Go 正答率は約 75%で推移している。一方

で、NoGo正答率は、どのセッションブロックでも、

全ての実験群中で最低であった。これは、Go/NoGo

課題までに NoGo トライアルを経験していないこ

とが大きいと考えられる。	

しかしながら、Go/NoGo 課題での NoGo正答率に

おいて、第 1セッションブロックでは 24.5%、第 5

セッションブロックでは 34.4%で、他の実験群に

比して上昇幅も大きい傾向にある。試行を続けた

場合、更に上昇していくことも考えられる。	

また、Go 正答率において、実験群 2 は Pre-

training	 4 が 8 セッションのみにも関わらず、

Pre-training	2 で Goトライアルのみを 12 セッシ

ョン行った実験群 1-2 と同程度の Go 正答率であ

り、Go 正答率を上昇させるには、8 セッションで

十分であると考えられる。	

	

	

	

Ｅ．結論	

	 本研究では、行動柔軟性課題の有効性を確認

するとともに、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 課題を

開発した。実験群 2が Pre-training を 8 日（8セ

ッション）のみで、実験群 1-2 と同程度の Go 正答

率を記録し、更に NoGo 正答率も上昇する傾向が見

られている。今後は Pre-training としては

Alternative	task を採用し、Alternative	task の

期間を短縮・改良していくことが最善と思われる。	

	

F.	 健康危険情報	
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図１．マウス行動柔軟性課題による発達期の無機ヒ素曝露による後発的行動異常の検出（各

群 n=6）	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

図 2.発達期ヒ素曝露による神経突起長の低下	
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図 3．	 Go/NoGo 課題における(A)Go 正答率と(B)NoGo 正答率.	a:	p<0.05,	vs	cohort	2,	b:	

p<0.05,	vs	cohort	1-2.	
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図 4．	 Go/NoGo 課題の最後の 4 セッションにおける(A)Go 正答率と(B)NoGo 正答率.	 a:	

p<0.05,	vs	cohort	2,	b:	p<0.05,	vs	cohort	1-2；第 15 セッションは第 5セッションブ

ロックの最終日のデータ.	
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図 5.長期間訓練による Go/NoGo 課題の NoGo	Cue 提示時の正答率（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）。	
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厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）	

総合研究報告書（分担 3）	

	

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：「行動異常標準マウス脳の遺伝子発現解析」	

	

	 	 						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	

	 	 	 	 	 研究協力者	 	 	 古川佑介	 	 国立医薬品食品衛生研究所	毒性部	

	

	

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、平成27年および28年度は、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った。平成27年度は、ERα

KIマウス、すなわちERαの発現が低下したERαノックダウンマウスの脳におけ

る遺伝子発現変動解析の結果、少なくとも大脳皮質と海馬において、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、ERαKIマウスは、ER

αスプライシングバリアントが発現できないマウスとの考える事が出来るが、

多くのERαスプライシングバリアントがERαシグナルに対してdominant-

negativeであることが報告されている事から、ERαシグナルが活性化している

ことが推察された。加えて、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。平成28

年度は、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
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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。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。	

	 今後特に、エストロジェ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。	

	 他方、モデル化学物質としてビスフェノール類、農薬類を選択し、胎生期な

いし幼若期のマウスに低用量投与することによって成熟後に顕在化する中枢行

動毒性を、情動認知行動「毒性基準値」、および神経科学的「異常基準値」を以

て検定するが、これによって設定した情動認知行動「毒性基準値」および神経

科学的な異常の基準値の頑強性や妥当性を検証し、体系的・総合的な評価系と

して完成させることも目的としている。そこで平成29年度は、モデル化学物質

としてビスフェノール類、農薬類を選択し、胎生期ないし幼若期のマウスに低

用量投与することによって成熟後に顕在化する異常行動誘発メカニズムの解明

を目的として、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、2週齢或いは11週齢のマウスに投与後、13週齢時の海馬における網羅的

遺伝子発現変動解析を行った。投与群では、いずれも神経細胞あるいは樹状突

起が増加し、軸索誘導あるいは神経伝達が活性化していることが示唆された。

プロモーター解析(in	silico)	の結果から、この活性化に、PSEN1、APPやMAPT

分子が関与している事が示唆された。	

	 今後特に、PSEN1、APPやMAPT分子と、軸索誘導の活性化のシグナルネットワ

ークとの関係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。	
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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、平成27年および28

年度は、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

発現変動解析を行った。	

	 この目的遂行の為に、平成27年度は雄性

ERαKI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。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。	

	 他方、モデル化学物質としてビスフェノ

ール類、農薬類を選択し、胎生期ないし幼若

期のマウスに低用量投与することによって

成熟後に顕在化する中枢行動毒性を、情動

認知行動「毒性基準値」、および神経科学的

「異常基準値」を以て検定するが、これによ

って設定した情動認知行動「毒性基準値」お

よび神経科学的な異常の基準値の頑強性や

妥当性を検証し、体系的・総合的な評価系と

して完成させることも目的としている。そ

こで本分担研究では、平成29年度、この異常

行動誘発メカニズムの解明を目的として、

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、2週齢或いは11

週齢のマウスに投与後、13週齢時の海馬に

おける網羅的遺伝子発現変動解析を行った。	

	

B.	研究方法	

マウス、被検物質及び投与方法	

	 マウスの系統は、妊娠マウスを含め

C57BL/6NCrSlc マウス(日本エスエルシー)

を実験に用いた。	

	 ERαKI マウスは、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

KI を使用した。ERαKIマウスのホモ型にお

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、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、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。	

	 ERβKI マウスは、エストロジェン(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 ER

βKI を使用した。ERβKI マウスのホモ型に
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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。	

	 ERα欠失マウス及び ERβ欠失マウスは、

Pierre	Chambon 教授（フランス、ルイパス

ツール大学）より供与いただいた。比較に際

し、野生型マウスと欠失マウスは同腹のも

のを使用した。	

	 ネオニコチノイド系農薬（２種）の単回投

与実験では、10	mg/kg アセタミプリド（CAS	

No.：135410-20-7,	分子量：222.68,	カタ

ログ No.：	010-24541,	lot	No.：AWG6799,

純度：99.7%,	WAKO）と 8	mg/kg イミダクロ

プリド（CAS	No.：138261-41-3,	分子量：

255.66,	 カタログ No.：099-03771,	 lot	

No.：KPF0614,純度：99.1%,	WAKO）（溶媒：

コーンオイル[CAS	 No.：8001-30-7,カタロ

グ No.：C8267,	Sigma-Aldrich]、投与容量：	

10	ml/kg 体重）を、2週齢（以下、幼若期）、

或いは 11 週齢（以下、11 週齢以降を成熟期

と定義）のマウスに投与後、12週齢時に情

動認知行動解析を行い(n=8)、その後、13週

齢時の海馬	(n=3;	8 例から 3例をランダム

に選択)における網羅的遺伝子発現変動解

析を行った。	

	

遺伝子発現変動解析	

	 遺伝子発現変動解析に際しては、成熟期

マウスの脳 3部位（大脳皮質、海馬、脳幹）

（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 3 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
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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。	

	 また、既知情報との照合によるシグナル

ネットワーク及び遺伝子発現の制御因子の

探索は、Ingenuity	 Pathways	 Analysis	

(IPA)	(Ingenuity	Systems	Inc.)を用いて

行った。	

	

	 （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 ERαKI マウスの遺伝子発

現の脳各部位間の比較（平成 27 年度研究）：	

	 脳各部位について、野生型と比較し、ERα

KI 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、海馬及び脳幹におい

て、それぞれ 1.0、0.7及び 0.8コピー以上

のものを採用した。	

	

大脳皮質：168	ps	（増加）、115	ps	（減少）	

	 	 海馬：908	ps	（増加）、	64	ps	（減少）	

	 	 脳幹：205	ps	（増加）、	25	ps	（減少）	

	

	 3 部位に共通して増加した遺伝子として

4つ（5	ps:	Sgk1,	Adat2,	Nfkbia,	Rufy2）、

他方、減少した遺伝子として、ERα(Esr1)を

含む 2つ	(2	ps:	Igh-6,	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 ERαKI マウスとの比較であるため、ERα

（＝Esr1）遺伝子が抽出されてきたのは妥

当と考える。	

	

	 次いで、大脳皮質、海馬及び脳幹におい

て、有意に変動した遺伝子の集合関係を検

討したところ、脳の部位によって、野生型と

比較し ERαKI 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-1-1：大脳皮質における、野生型及び	

ERαKI マウスの遺伝子発現の比較（平成 27
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年度研究）：	

	 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 ERαKIマウスとの比較を検討した。ER

α遺伝子（＝Esr1）は、ERαKI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。

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

ら大脳皮質においては、各細胞の増殖・分化

程度は、野生型と ERαKI マウスとで同程度

である事が示唆された。	

	 なお、Gタンパク質共役受容体の一種であ

り形質膜上に存在するエストロゲン受容体

である Gpr30 遺伝子の発現変動は認められ

なかった。	

	 大脳皮質において、野生型マウスと比較

し ERαKI 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、168

及び 115	ps であった。	

	 増加分 168	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。ただし、

多く（13	ps）の Slc トランスポーター遺伝

子の発現増加が認められた。具体的には、

Slc1a2	(GLT-1)、Slc2a12	(GLUT12)、Slc4a2	

(AE2)、Slc6a11、Slc14a1、Slc16a2	(MCT8)、

Slc16a9	 (MCT9) 、 Slc17a6	 (VGLUT2) 、

Slc24a4	 (NCKX4) 、 Slc25a25	 (APC3) 、

Slc26a8	 (TAT1) 、 Slc29a4	 (ENT4) 及 び

Slc43a2	 (LAT4)遺伝子であり、この内、

Slc1a2 はグルタミン酸トランスポーターで

あり、Slc17a6は小胞性グルタミン酸トラン

スポーターである。Slcトランスポーターは、

ATP のエネルギーを利用しないものである

が、ATP のエネルギーを利用する Abc トラ

ンスポーターはAbcc1の 1	psのみ発現増加

が認められた。	

なお、2種（Kcnd3及び Kcnj13）と、種類は

少ないが K+チャネルの発現増加が認められ

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

した結果、Esr1	 (=ERα)が上位にリストア

ップされ、この標的遺伝子として 26	 ps が

抽出されてきた。具体的には、Ace,	 Arsg,	

Brwd1,	 Cdc42ep3,	 Cebpd,	 Clic6,	 Cpm,	

Csnk1a1,	 Enpp2,	 Igfbp2,	 Kcnj13,	 Lbp,	

Nfkbia,	Prkcd,	Ramp3,	Rdh5,	Sgk1,	Siah2,	

Slc16a2,	Slc2a12,	Sulf1,	Tbcd,	Tcf7l2,	

Tgfb2,	 Tgfbr1 及び Ttr 遺伝子であった。

ERαKI マウスは、ERαノックダウンマウス

であるが、この結果からは、ERαKI マウス

の大脳皮質ではむしろ機能的に、ER シグナ

ルが活性化している可能性が示唆された。	

	 一方、減少分 115	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は現時点では見いだ

せなかった。ただし、発現増加の際と同様

に、Slcトランスポーター遺伝子の発現減少

が認められた（4	ps）。具体的には、Slc1a4	

(ASCT1)、Slc8a2	(NCX2)、Slc12a6	(KCC3)

及び Slc35a5 遺伝子であった。	

		 以上のことから、ERαKIマウスの大脳皮

質においては、野生型マウスと比較し、多く
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の Slc トランスポーターの発現が増加（一

部、発現が減少）していることから、細胞内

外のイオンや有機物質の輸送が亢進し、ま

た発現増加が認められる遺伝子の発現調節

因子として ERαが抽出されてきたことから、

むしろ ER シグナルが活性化している可能

性が示唆された。	

	

	 C-1-2：海馬における野生型及び ERαKI

マウスの遺伝子発現の比較（平成 27 年度研

究）：	

	 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 ERαKI マウスとの比較を検討した。ERα

遺伝子（＝Esr1）は、ERαKI 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。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 ERαKI マウスとで同程度であ

る事が示唆された。	

	 なお、Gタンパク質共役受容体の一種であ

り形質膜上に存在するエストロゲン受容体

である Gpr30 遺伝子の発現変動は認められ

なかった。	

	 海馬において、野生型マウスと比較し ER

αKI 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、908及び

64	ps であった。	

	 増加分 908	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

クとして、興奮性・抑制性双方の神経伝達の

亢進が示唆された。具体的には、抑制性の

GABA 受容体(Gabrb3 及び Gabra4 遺伝子)、

興奮性のグルタミン酸受容体(Grin3a)、ア

ドレナリン受容体(Adra2a 及び Adrbk2 遺伝

子)およびアセチルコリン受容体（Chrna4	

	遺伝子）の発現増加が認められた。	

	 また、過分極を示唆する K+チャネル遺伝

子(4	 ps)の発現増加が認め、具体的には、

Kcnj8、Kcnk4、Kctd18 及び Kcnd3 遺伝子で

あった。一方、脱分極を示唆する Ca2+チャ

ネル遺伝子(4	 ps)の発現増加が認め、具体

的には、Cacng8、Cacnb1、Cacna2d1、Cacna2d1

及び Cacng8 遺伝子であった。以上のことか

ら、興奮性・抑制性双方の神経伝達が亢進し

ている可能性が示唆された。	

		 また大脳皮質の場合のように、多く（16	

ps）の Slc トランスポーター遺伝子の発現

増加が認められた。具体的には、Slc1a2	

(GLT-1)	、Slc1a4	(ASCT1)、Slc2a4rg-ps、

Slc4a8	 (NDCBE) 、 Slc7a6	 (y+LAT2) 、

Slc7a6os 、 Slc7a11	 (xCT) 、 Slc9a3r2 、

Slc11a2	 (DMT1) 、 Slc20a2	 (PiT-2) 、

Slc25a29	 (ORNT3) 、 Slc25a36	 (PNC2) 、

Slc35a5、Slc35b3	(PAPST2)、Slc52a2 及び

Slco2a1 遺伝子であった。一方、Abc トラン

スポーターは Abcd2及び Abcd4 の 2	psのみ

発現増加が認められた。	

		 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

した結果、Esr1	 (=ERα)が最上位にリスト

アップされ、この標的遺伝子として 77	 ps

が抽出されてきた。具体的には、Abhd2,	
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Anapc5,	 Ap3b1,	 Ar,	 Atg13,	 Avp,	 Bcl6,	

Bmp2,	Casp8ap2,	Cblc,	Cdc42bpb,	Cenpu,	

Crim1,	 Ddit4,	 Dusp5,	 Dyrk2,	 Fgf12,	

Gadd45b,	 Gnaq,	 Gopc,	 Gyg1,	 Hook2,	

Hsd17b7,	Inip,	Jak1,	Jak3,	Kif3b,	Kif5b,	

Klhl24,	 Kpnb1,	 Laptm5,	 Madd,	 Mark1,	

Mdm4,	Myo6,Nfkbia,	Nfyb,	Nipsnap1,	Nov,	

Nrcam,	 Onecut2,	 Ophn1,	 Pcbd1,	 Pcdhb4,	

Pdk4,	 Pdlim5,	 Pias1,	 Plcb1,	 Plxna2,	

Ppp1r3c,	 Ppp5c,	 Pten,	 Ptk2,	 Rab27a,	

Rabep1,	Relb,	Robo1,	Rock1,	Rp2,	Sesn1,	

Sgk1,	Skp2,	Slc1a4,	Slc25a36,	Slc7a11,	

Spry4,	Star,	Stx6,	Sufu,	Tax1bp1,	Terf2,	

Tfrc,	Th,	Tirap,	Tjp2,	Tsc22d3,	Vezf1,	

Wasf2 及び Ypel1 遺伝子であった。ERαKI

マウスは、ERαノックダウンマウスである

が、この結果からは、ERαKI マウスの大脳

皮質ではむしろ機能的に、ER シグナルが活

性化している可能性が示唆された。	

	 また、記憶形成に関わる Creb1 も上位に

リストアップされ、この標的遺伝子として

41	ps が抽出されてきた。具体的には、Akt3,	

Apold1,	 Aqp11,	 Atf1,	 Avp,	 Bhlhe40,	

Cacna2d1,	 Camkk2,	 Capn5,	 Ccnjl,	 Cdh8,	

Cdk14,	 Ciart,	 Crim1,	 Errfi1,	 Fam46a,		

Flt1,	Gadd45b,	Gadd45g,	Gpr12,		Hla-A,	

Homer1,	 Itgbl1,	 Klf7,	 Marcksl1,	 Mcl1,	

Mdga1,	Nptx2,	Nrp1,	Plxna2,	Rbmx,	Robo1,	

Sema4a,	Sgk1,	Sh3kbp1,	Star,	Tfrc,	Th,	

Thop1,	Ypel1 及び Zfp948 遺伝子であった。

このことは、神経伝達が亢進した結果、ERα

KI マウスの海馬では記憶形成に関わる

Creb1 が活性化する可能性が示唆された。	

	 一方、減少分 64	 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は現時点では見いだ

せなかった。	

		 以上のことから、ERαKIマウスの海馬に

おいては、野生型マウスと比較し、GABA、ア

セチルコリン、グルタミン酸、アドレナリン

受容体の発現増加が認められたことから、

興奮性・抑制性双方の神経伝達が亢進して

いることが示唆され、また多くの Slc トラ

ンスポーターの発現が増加していることか

ら、細胞内外のイオンや有機物質の輸送が

亢進し、加えて発現増加が認められる遺伝

子の発現調節因子として ERαが抽出されて

きたことから、むしろ ER シグナルが活性化

している可能性が示唆された。また、発現調

節因子として、記憶形成に関わる Creb1 が

抽出されてきたことは、上記した神経伝達

が亢進している示唆を支持するものと考え

る。	

	

	 C-1-3：脳幹における、野生型及び ERαKI

マウスの遺伝子発現の比較（平成 27 年度研

究）：	

	 脳幹における 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 ERαKI マウスとの比較を検討した。ERα

遺伝子（＝Esr1）は、ERαKI 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。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 ERαKI マウスとで同程度であ

る事が示唆された。	
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	 海馬において、野生型マウスと比較し ER

αKI 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、205及び

25	ps であった。	

	 増加分 205	 ps について、また減少分 25	

ps についても、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。したがって脳幹に

おいて、野生型マウスと ERαKIマウスとの

間に変化が認められるシグナルネットワー

クは、現時点では認められなかった。	

	

C-1-4：	 ERα欠失マウスと ERαKI マウス

における解析結果の比較（平成 27 年度研

究）：	

	 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。

したがって、ERαKI マウスと ERα欠失マウ

スにおける解析結果を比較すると、RARシグ

ナル伝達の低下および概日リズムが乱れる

事が大きな相違点となる。	

	 そこでERαKIマウスの脳3部位における

RAR シグナルおよび概日リズム関連遺伝子

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 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と大脳皮質およ

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。	

	 他方、ERαKI マウスは、ERαの発現が低

下した 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、少な

くとも大脳皮質と海馬において、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（Taylor	 SE ら、

Cancer	Lett	288(2):	133-148,	2010）、ER

α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。	

	 大脳皮質および海馬において、多くの Slc

トランスポーター遺伝子の発現変動が認め

られた事から、細胞内外のイオンや有機物

質の輸送が亢進していることが示唆された

が、この事が、神経系における障害に関わる

か否かは現時点では不明である。	

	

	

C-2：野生型及び ERβKI マウスの遺伝子発

現の脳各部位間の比較（平成 28 年度研究）：	

	 脳各部位について、野生型と比較し、ERβ

KI 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)	
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	 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、ERα（＝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、脳の部位によって、野生型と比較し

ERβKI 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-2-1：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（平成 28

年度研究）：	

	 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。ER

α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

在するエストロジェン受容体である 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 ERβKI 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。	
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	 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（平成 28 年度研

究）：	

	 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

するエストロジェン受容体である 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 ER

βKI 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。	

		 次いで、IPAにおけるUpstream	Analysis
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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,CD

55,CENPU,CLDN4,CPM,CREBBP,CTSC,CYP26B1

,DAB2,DLG5,DMP1,DSCR3,ESR1,FGFR2,FKBP4

,GAL,GJA1,GJB1,GNA12,GREM1,HLA-

G,ICOSLG/LOC102723996,IGF1,IQGAP1,ITGA

2B,JAK3,KCNQ4,KHDRBS1,KIF13A,KIF5B,KLH

L13,KLK3,KPNB1,LCK,MAGI1,MAP2K7,MAP7,M

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

CM1,PDLIM5,PES1,PGRMC2,PPARGC1A,PTEN,P

TK2,PTPN13,PTPRT,RBL1,RICTOR,RND3,ROCK

1,RP2,SELL,SIAH2,SIGIRR,SLC12A4,SLC16A

3,SLC1A4,SLC2A4,SMAD5,SMC3,SMURF2,SPIN

T1,STAM2,STAT3,STAT5A,SUCLA2,TFF1,TGFB

1,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（平成 28 年度研

究）：	

	 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 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、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。このエス
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トロジェ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

にエストロジェン応答配列（ERE）が存在し、

エストロジェンは 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。	

	

	

C-3：アセタミプリドあるいはイミダクロプ

リドを成熟期あるいは幼若期に投与したマ

ウス海馬（成熟期）における遺伝子発現変動

解析（平成 29 年度研究）：	

	

C-3-1：アセタミプリドを成熟期に投与した

マウス海馬（成熟期）における遺伝子発現変

動解析（平成 29 年度研究）：	

	 海馬における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、投与群と対照群との比較を

検討したところ、投与群でニューロン

(Mtap2、Mapt)およびアストロサイト（Gfap）

マーカーの有意な発現上昇が認められたこ

とから投与群では、神経細胞あるいは樹状

突起およびグリア細胞が増加している事が

示唆された。	

	 次いで、対照群と比較し、10	mg/kg アセ

タミプリドを成熟期に投与した場合に、発

現が有意(t 検定での P値＜0.05)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(対照群に対して投与群の比率が、増加

は 1.200 より大きいものを、減少は 0.833

より小さいものを採用)。この際、細胞 1個

あたりの発現コピー数につき海馬において

0.7 コピー以上のものを採用した。	

	

	 2,418	ps	(増加)、	40	ps	(減少)	

		

	 増加分 2,418	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

ークとして、Axonal	Guidance	シグナルが

見いだせた。IPA による Canonical	pathway

による検索においても、EIF2	 シグナル、

Protein	Kinase	A	シグナルおよび	Axonal	

Guidance	シグナル（軸索誘導の活性化）が

抽出され、それぞれ、翻訳過程の活性化、軸

索誘導・軸索再生やシナプス伝達の活性化

及び、軸索誘導の活性化が示唆された。なお

アポトーシスや細胞死に関わる遺伝子の顕

著な変動は認められなかった。	

	 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、IPA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、PSEN1、APP や MAPTが

抽出されてきた。したがって、神経毒性を有

する	 Aβ	が生成されるアミロイド形成や、	

微小管結合タンパク質のタウ・タンパク質

の異常リン酸化が亢進（神経原線維変化）す

るシグナルが活性化する可能性が示唆され、

この事が、軸索誘導の活性化に関係してい

る事が考えられた。	

	 一方、減少分 40	 psについて検討した結
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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）。	

	

C-3-2：アセタミプリドを幼若期に投与した

マウス海馬（成熟期）における遺伝子発現変

動解析（平成 29 年度研究）：	

	 海馬における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、投与群と対照群との比較を

検討したところ、投与群でニューロン

(Mtap2)およびアストロサイト（Gfap）マー

カーの有意な発現上昇が認められたことか

ら投与群では、神経細胞あるいは樹状突起

およびグリア細胞が増加している事が示唆

された。	

	 次いで、対照群と比較し、10	mg/kg アセ

タミプリドを幼若期に投与した場合に、発

現が有意(t 検定での P値＜0.05)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(対照群に対して投与群の比率が、増加

は 1.200 より大きいものを、減少は 0.833

より小さいものを採用)。この際、細胞 1個

あたりの発現コピー数につき海馬において

0.7 コピー以上のものを採用した。	

	

	 5,056	ps	(増加)、	8	ps	(減少)	

	

	 増加分 5,056	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

ークとして、CREB	シグナルが見いだせたこ

とから、神経伝達の活性化や長期記憶の増

強が示唆された。IPA による Canonical	

pathway に よ る 検 索 に お い て も 、

Mitochondrial	 Dysfunction	 (Oxidative	

Phosphorylation) 、 Protein	

Ubiquitination	pathway、EIF2	signaling、

CREB	 signaling 、 Protein	 Kinase	 A	

signaling が抽出され、それぞれ、ミトコン

ドリアにおける ATP 合成系の亢進、タンパ

ク分解系の亢進、翻訳過程の活性化、神経伝

達活性化・長期記憶、軸索誘導・軸索再生や

シナプス伝達の活性化が示唆された。なお

アポトーシスや細胞死に関わる遺伝子の顕

著な変動は認められなかった。	

	 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、IPA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、PSEN1、APP や MAPTが

抽出されてきた。したがって、神経毒性を有

する	 Aβ	が生成されるアミロイド形成や、	

微小管結合タンパク質のタウ・タンパク質

の異常リン酸化が亢進（神経原線維変化）す

るシグナルが活性化する可能性が示唆され、

この事が、神経伝達の活性化や、タンパク分

解系・ATP合成系の亢進に関係している事が

考えられた。	

	 一方、減少分8	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）。	

	

C-3-3：イミダクロプリドを成熟期に投与し

たマウス海馬（成熟期）における遺伝子発現
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変動解析（平成 29 年度研究）：	

	 海馬における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、投与群と対照群との比較を

検討したところ、投与群でニューロン

(Mtap2、Mapt)	マーカーの有意な発現上昇	

	が認められたことから投与群では、神経細

胞あるいは樹状突起が増加している事が示

唆された。	

	 次いで、対照群と比較し、8	mg/kg イミダ

クロプリドを成熟期に投与した場合に、発

現が有意(t 検定での P値＜0.05)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(対照群に対して投与群の比率が、増加

は 1.200 より大きいものを、減少は 0.833

より小さいものを採用)。この際、細胞 1個

あたりの発現コピー数につき海馬において

0.7 コピー以上のものを採用した。	

	

	 4,253	ps	(増加)、	12	ps	(減少)	

		

	 増加分 4,253	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

ークとして、Axonal	Guidance	シグナルお

よび酸化的ストレスが見いだせた。IPAによ

る Canonical	 pathway による検索において

も 、 EIF2	 シ グ ナ ル 、 Ubiquitination	

pathway、Axonal	 Guidance	 シグナル、

Mitochondrial	 Dysfunction 、 Oxidative	

stress が抽出され、それぞれ、翻訳過程の

活性化、タンパク分解系の亢進、軸索誘導の

活性化、ミトコンドリアにおける ATP 合成

系の亢進、酸化的ストレスが生じている事

が示唆された。なおアポトーシスや細胞死

に関わる遺伝子の顕著な変動は認められな

かった。		

	 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、IPA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、PSEN1、APP や MAPTが

抽出されてきた。したがって、神経毒性を有

する	 Aβ	が生成されるアミロイド形成や、	

微小管結合タンパク質のタウ・タンパク質

の異常リン酸化が亢進（神経原線維変化）す

るシグナルが活性化する可能性が示唆され、

この事が、軸索誘導の活性化や、タンパク分

解系・ATP 合成系の亢進、酸化的ストレスに

関係している事が考えられた。	

	 一方、減少分 12	 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）。	

	

C-3-4：イミダクロプリドを幼若期に投与し

たマウス海馬（成熟期）における遺伝子発現

変動解析（平成 29 年度研究）：	

	 海馬における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、投与群と対照群との比較を

検討したところ、投与群でニューロン

(Mtap2、Mapt)	 マーカーの有意な発現上昇

が認められたことから投与群では、神経細

胞あるいは樹状突起が増加している事が示

唆された。	
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	 次いで、海馬について、対照群と比較し、

8	 mg/kg イミダクロプリドを幼若期に投与

した場合に、発現が有意(t 検定での P値＜

0.05)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(対照群に対して投

与群の比率が、増加は 1.200 より大きいも

のを、減少は 0.833 より小さいものを採用)。

この際、細胞 1 個あたりの発現コピー数に

つき海馬において 0.7 コピー以上のものを

採用した。	

	

	 2,256	ps	(増加)、	11	ps	(減少)	

		

	 増加分 2,256	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

ークとして、Axonal	Guidance	シグナルお

よび酸化的ストレスが見いだせた。IPAによ

る Canonical	 pathway による検索において

も、Axonal	 Guidance	 シグナル、Unfold	

protein	 応答、Protein	 Ubiquitination	

pathway、Oxidative	 stress、Endplastic	

Reticulum	Stress 応答が抽出され、それぞ

れ、軸索誘導の活性化、異常タンパク応答、

タンパク分解系の亢進、酸化的ストレス、小

胞体ストレスが生じている事が示唆された。

なおアポトーシスや細胞死に関わる遺伝子

の顕著な変動は認められなかった。		

	 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、IPA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、APPが抽出されてきた。

したがって、神経毒性を有する	Aβ	が生成

されるアミロイド形成が亢進するシグナル

が活性化する可能性が示唆され、この事が、

軸索誘導の活性化や、タンパク分解系の亢

進、酸化的ストレス、小胞体ストレスに関係

している事が考えられた。	

	 一方、減少分 11	 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）。	

	

	 以上のように、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、2週齢或いは 11 週齢のマウスに投与後、

13週齢時の海馬における網羅的遺伝子発現

変動解析を行った結果、投与群では、いずれ

も神経細胞あるいは樹状突起が増加し、軸

索誘導あるいは神経伝達が活性化している

ことが示唆された。プロモーター解析(in	

silico)	の結果から、この活性化に、PSEN1、

APP や MAPT 分子が関与している事が示唆さ

れた。	

	 このように、それぞれの場合に発現変動

を示した遺伝子群が似ていることが示唆さ

れたため、これらの集合関係を検討したと

ころ、発現増加分については重複するもの

が多く、とくに幼若期投与の場合に両物質

を比較した場合、アセタミプリドにより発

現増加が認められた遺伝子は全て、イミダ

クロプリドにより発現増加が認められた遺

伝子と一致した。	

	

	

	

D.	結論	

	 平成 27 年度は、ERαKIマウス、すなわち

ERαの発現が低下した ERαノックダウンマ
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ウスの脳における遺伝子発現変動解析の結

果、少なくとも大脳皮質と海馬において、ER

α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、ERαKI マウスは、ER

αスプライシングバリアントが発現できな

いマウスとの考える事が出来るが、	

多くの ERαスプライシングバリアントが

ERαシグナルに対して dominant-negative	

であることが報告されている事から、ERα

シグナルが活性化していることが推察され

た。加えて、情動認知行動解析結果から、ER

αKI 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 ERα

KI 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。	

	 平成 28 年度は、ERα欠失マウスと ERβ

KI 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。

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。	

	 今後特に、エストロジェンと概日リズム

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。	

平成 29 年度（今年度）は、モデル化学物

質としてビスフェノール類、農薬類を選択

し、胎生期ないし幼若期のマウスに低用量

投与することによって成熟後に顕在化する

異常行動誘発メカニズムの解明を目的とし

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、2週齢或い

は 11 週齢のマウスに投与後、13 週齢時の

海馬における網羅的遺伝子発現変動解析を

行った。投与群では、いずれも神経細胞ある

いは樹状突起が増加し、軸索誘導あるいは

神経伝達が活性化していることが示唆され

た。プロモーター解析(in	silico)	の結果

から、この活性化に、PSEN1、APP や MAPT分

子が関与している事が示唆された。	

	 今後特に、PSEN1、APP や MAPT 分子と、軸

索誘導の活性化のシグナルネットワークと

の関係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	

	

F.	研究発表	

1.	 論文発表	

Furukawa	 Y,	 Tanemura	 K,	 Igarashi	 K,	

deta-Otsuka	 M,	 Aisaki	 K,	 Kitajima	 S,	

Kitagawa	M,	Kanno	J.	Learning	and	memory	

deficits	in	male	adult	mice	treated	with	
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and	Yoko	Hirabayashi,	An	emerging	new	
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Precision	 Genome	 Editing	 with	
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poster	
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北嶋	聡、シックハウス症候群レベルの極低
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法による	吸入トキシコゲノミクスと遅発

性の情動認知行動影響解析、第 44 回日本毒
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Jun	 Kanno,	 Satoshi	 Kitajima,	 Ken-ichi	

Aisaki,	 Percellome	 Toxicogenomics	 for	

the	mechanistic	prediction	of	chemical	

toxicity.,	the	8th	Nationa	Congress	of	
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Jun	 Kanno,	 Satoshi	 Kitajia,	 Ken-ichi	
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Kanno,	Lung	Percellome	Project:	Profile	
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厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）	

総合研究報告書（分担 4）	

	

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】	

	

	 本研究は、抗てんかん薬バルプロ酸の胎生期曝露が、成体期の海馬ニューロン

新生を減少させることを定量化でき、また副腎皮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でき

たことを受けて、ネオニコチノイド系農薬暴露による影響の定量化することを目

的として着手された。これまで、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。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め、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。	
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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した。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、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

ことを計画した（慢性母性投与群）。	

	

	

Ｃ．研究結果	

	

	 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。	

	 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
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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おり、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	

	

	 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、免疫

染色では海馬ニューロン新生への影響は見

られなかったもの、それが次世代シーケン

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。	

	

	

Ｆ．研究発表	

１．論文発表	

１）書籍	

該当なし。	

	

２）雑誌	
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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）	

25． 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）	

26． 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）	
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27． 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）	

28． 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ＤＮＡ

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）	

29． 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）	

30． 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）	

31． 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ＤＮＡ

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）	

32． 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）	

33． 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	

34． 中島欽一○：miR-199aはMeCP2とmTOR

シグナルをリンクしレット症候群発症

に関与する、大阪大学蛋白質研究所セ

ミナー、大阪府、大阪大学蛋白質研究

所、2015年12月11日-12日(11日)	

35． 堅田明子○、中島欽一：中枢神経系の

発生・発達から老化までをも制御する

組織としての脈絡叢、第38回日本分子

生物学会年会、兵庫県、神戸ポートア

イランド、2015年１２月１日-４日（４

日）（口頭）	

36． 河村陽一郎○、野口浩史、堅田明子、

中島欽一：胎生期マウス終脳における

アストロサイト分化誘導因子産生細胞

の同定、第38回日本分子生物学会年

会、兵庫県、神戸ポートアイランド、

2015年１２月１日-４日（２日）（ポス

ター）	

37． 松田泰斗○、村尾直哉、審良静男、河

合太郎、中島欽一：ミクログリアにお

ける自然免疫受容体TLR9シグナルはて

んかん発作依存的な異常ニューロン新

生を抑制する、第38回日本分子生物学

会年会、兵庫県、神戸ポートアイラン

ド、2015年１２月１日-４日（２日）

（ポスター）	

38． 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Post-Bisulfite	

Adapter-Tagging法を用いた神経活動依

存的DNAメチローム変動解析、第38回日

本分子生物学会年会、兵庫県、神戸ポ

ートアイランド、2015年１２月１日-４

日（２日）（ポスター）	

39． 安井徹郎○、上薗直弘、野口浩史、村

尾直哉、松田泰斗、中島欽一：ヒト神

経幹細胞の発生進行に伴った性質変化

には低酸素条件が重要である、第38回

日本分子生物学会年会、兵庫県、神戸

ポートアイランド、2015年１２月１日-

４日（１日）（口頭）（ポスター）	

40． 中島欽一○：神経幹細胞のエピジェネ

ティック制御とその作用、第６回神経
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科学と構造生物学の融合研究会、愛知

県、岡崎コンファレンスセンター、

2015年11月26日-27日（26日）	

41． 松田泰斗○、村尾直哉、審良静男、河

合太郎、中島欽一：ミクログリアにお

ける自然免疫受容体TLR9シグナルはて

んかん発作依存的な異常ニューロン新

生を抑制する、第11回成体脳のニュー

ロン新生懇談会、愛知県、名古屋市立

大学、2015年11月14日（口演）	

42． 村尾直哉○、松田泰斗、野口浩史、古

関明彦、波平昌一、中島欽一：成体海

馬ニューロン新生におけるヘミメチル

化DNA認識因子Np95/Uhrf1の役割、第11

回成体脳のニューロン新生懇談会、愛

知県、名古屋市立大学、2015年11月14

日（ポスター）	

43． 中島欽一○：幹細胞って何？神経幹細

胞を中心とした病気や再生医療に関す

る話題、第８回形態科学シンポジウ

ム、福岡県、九州大学コラボステーシ

ョンI、2015年10月24日（講演）	

44． 中島欽一○：The	microRNA,	linking	

MeCP2	with	mTOR	signaling	and	its	

dysregulation	cause	Rett	syndrome	

phenotypes、第４０回内藤ｺﾝﾌｧﾚﾝｽ、北

海道、ｼｬﾄﾚｰｾﾞｶﾞﾄｰｷﾝｸﾞﾀﾞﾑｻｯﾎﾟﾛ、2015

年9月15日-18日（17日）（招待）	

45． 村尾直哉○、松田泰斗、野口浩史、古

関明彦、波平昌一、中島欽一：

Epigenetic	regulator	Np95/Uhrfl	

regulates	multiple	stages	of	adult	

hippocampal	neurogenesis、第４０回

内藤ｺﾝﾌｧﾚﾝｽ、北海道、ｼｬﾄﾚｰｾﾞｶﾞﾄｰｷﾝ

ｸﾞﾀﾞﾑｻｯﾎﾟﾛ、2015年9月15日-18日（17

日）（ポスター）	

46． 野口浩史○、波平昌一、佐野坂司、辻

村啓太、深尾陽一朗、五十嵐勝秀、木

村文香、中嶋秀行、中島欽一：

Maintenance	DNA	methyltransferase	

DNMT1	contributes	to	the	fate	

regulation	of	neural	stem	cells	

through	DNA	methylation-dependent	

and-independent	manners	during	

cortical	development、第４０回内藤ｺ

ﾝﾌｧﾚﾝｽ、北海道、ｼｬﾄﾚｰｾﾞｶﾞﾄｰｷﾝｸﾞﾀﾞﾑｻ

ｯﾎﾟﾛ、2015年9月15日-18日（１６日）

（ポスター）	

47． 中島欽一○：エピジェネティックな神

経幹細胞制御、第１６回運動器科学研

究会、鹿児島県、みなみホール、2015

年9月11日-12日（11日）（招待）（セミ

ナー）	

48． 松田泰斗○、村尾直哉、片野友貴、

Juliandi	Berry、審良静男、神山	淳、

河合太郎、中島欽一	：	TLR9	

signaling	in	microglia	ensures	

homeostatic	neurogenesis	in	the	

adult	hippocampus、第38回日本神経科

学大会、兵庫県、神戸コンベンション

センター、2015年7月28日-	31日（28

日）（口頭）	

49． 村尾直哉○、松田泰斗、野口浩史、古

関明彦、波平昌一、中島欽一：成体海

馬ニューロン新生におけるヘミメチル

化DNA認識因子Np95/Uhrf1の役割、第38

回日本神経科学大会、兵庫県、神戸コ

ンベンションセンター、2015年７月28

日-31日（29日）（口頭）	

50． 中嶋秀行○、辻村啓太、入江浩一郎、

中島欽一	:	Functional	analysis	of	

MeCP2,	the	Rett	syndrome	

responsible	factor,	mediated	by	

microRNA	in	neural	stem	cells	fate	

specification、第38回日本神経科学大

会、兵庫県、神戸コンベンションセン

ター、2015年7月28日-	31日（28日）

（口頭）	

51． 入江浩一郎○、辻村啓太、中嶋秀行、

中島欽一	:Analysis	of	the	molecular	

mechanism	of	dendritic	formation	by	

MeCP2	through	miR-199a	processing、

第38回日本神経科学大会、兵庫県、神

戸コンベンションセンター、2015年7月

28日-	31日（28日）（ポスター）	

52． 中島欽一○：胎生期HDAC阻害剤曝露に

よる遅発性学習記憶障害とその発症機

序、第４２回日本毒性学会学術年会、

ホテル日航金沢、2015年6月29日-7月1

日（7月1日）（ｼﾝﾎﾟｼﾞｳﾑ）	

53． 浜崎伸彦○、上坂将弘、中島欽一、阿

形清和、今村拓也：Gene	activation-

associated	long	noncoding	RNAs	

function	in	mouse	preimplantation	

developmen、第４８回日本発生生物学
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会年会、茨城県、つくば国際会議場、

2015年6月2日-5日(4日)（口頭）	

54． 上坂将弘○、阿形清和、中島欽一、今

村拓也：Species-specific	

repertories	of	promoter-associated	

non-coding	RNAs	may	contribute	to	

the	diversification	of	gene	

expression	profile、第４８回日本発

生生物学会年会、茨城県、つくば国際

会議場、2015年6月2日-5日(3日)（ポス

ター）	

55． 浜崎伸彦○、上坂将弘、中島欽一、阿

形清和、今村拓也	:長鎖ノンコーティ

ングＲＮＡによるマウス胚性遺伝子活

性化機構、第９回日本エピジェネティ

クス研究会年会、東京都、学術総合セ

ンター一橋講堂、2015年5月２５日-26

日（26日）（ポスター）	

56． 山本直樹○、上坂将弘、阿形清和、中

島欽一、今村拓也：Bidirectional	

promoter-derived	antisense	

noncoding	RNA	epigenetically	

regulates	irreversible	

differentiation	of	PC12	cells、第９

回日本エピジェネティクス研究会年

会、東京都、学術総合センター一橋講

堂、2015年5月25日-26日（26日）（ポス

ター）	

57． 上坂将弘○、阿形清和、中島欽一、今

村拓也：Species-specific	

repertories	of	promoter-associated	

non-coding	RNAs	may	contribute	to	

the	diversification	of	gene	

expression	profile、第９回日本エピ

ジェネティクス研究会年会、東京都、

学術総合センター一橋講堂、2015年5月

25日-26日（25日）（ポスター）	

58． 今村拓也○、浜崎伸彦、上坂将弘、阿

形清和、中島欽一：	雌性発生胚を活用

したPost-Bisulfite	Adapter-Tagging

法によるマウスＤＮＡメチローム解

析、第９回日本エピジェネティクス研

究会年会、東京都、学術総合センター

一橋講堂、2015年5月25日-26日（25

日）（ポスター）	

	

<国際学会>	

1. 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	 ,	 France･Japan	 EPIGENETICS	

Workshop	 2017,	 Paris-Diderot	

University,	November	6-8,2017	

2. Katada,S.,	 Honda,M.,	 Takouda,J.,	

Igarashi,K.,and	 Nakashima	 K.:	

Developmental	 stage-dependent	

change	of	SMAD	target	genes	defines	

the	direction	of	neural	stem	cell	

differentiation	 induced	 by	 bone	

morphogenetic	 proteins,	 EMBO	

Conference	 ‘Gene	 regulatory	

mechanisms	 in	 neural	 fate	

decisions’,San	Juan	de	Alicante,	

Spain,	September	7-10,	2017	

3. 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	

4. Nakashima	 K.:	 Insights	 into	 Rett	

Syndrome	using	Neural	Stem	Cells,	

KEYSTONE	SYMPOSIA,	Olympic	Valley,	

January	8-12,	2017	

5. 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	

6. 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	

7. Katada,S.,	Honda,M.,	Nakashima	K.:	

Oxygen	 regulates	 fate	

specification	of	neural	stem	cell	

during	 cortical	 development.	
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KEYSTONE	 SYMPOSIA,	 Santa	 Fe,	

February	22-26,	2015	

	

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	 	 	

	

	

	

	
	

	

	
	

	

	
	

	

073



 

	

	

厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業）	

総合研究報告書（分担５）	

	

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	

	

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	 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。	

	

	

	

075



 

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。	

	

	

Ｆ．研究発表	

１．論文発表	

１）書籍	
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2016 Jul;79:141-9. 
doi:10.1016/j.neunet.2016.03.012. 
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Tominaga T and Tominaga Y	 Paired burst 
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dependent GABAergic control of the 
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Neuroscience Meeting Planner. 
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Neuroscience Meeting Planner. 
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岳	 鳳鳴、滝澤	 佐季子、横山	 忠幸、

松本	 健、友常	 大八郎、佐々木	 克

典	「膜電位感受性色素(VSD)を用いた

光計測技術によるリプログラミングが

ん細胞膜電位計測法」第１７回日本再

生医療学会総会	 2018.3.21 口頭発表	

パシフィコ横浜 
冨永貴志	 「イントロダクション」ワー

クショップ「個性」創発神経基盤の統

合的理解に向けた階層横断的解析（オ

ーガナイザー冨永貴志，郷康広）

2017.12.06 生命科学系合同年次大会 
ConBio2017 神戸ポートピアホテル，神

戸国際会議場	   
冨永貴志	 「膜電位イメージングの技術

支援：実施例から」新学術領域「個性」

創発脳の第 2 回若手の会・技術講習会	

2017.11.21 京都大学	 楽友会館 2F 会

議・講演室 (招待講演）  
河野 睦，世戸 彩華，石田 正樹，冨永 貴
志，堀 学	 ゾウリムシの逃走反応にお

けるストマチン様タンパク質の役割，

2017/11/18，第 50 回日本原生生物学会

大会と第 1 回日本共生生物学会大会	

つくば 
冨永貴志	 「ゾウリムシと電気生理学」

シンポジウム「ゾウリムシ研究の新潮

流」（オーガナイザ	 冨永貴志，掘学，

石田正樹）日本動物学会	 2017.0９.21
（富山大学）  

冨永貴志，冨永洋子	「海馬 CA1 野のペ

アドバーストファシリテーション

（PBF)の GABAergic なフィードフォ

ワード，フィードバック調節：膜電位

感受性色素による研究」（Feedforward- 
and feedback-GABAergic control of the 
paired burst facilitation (PBF) in area CA1 
of hippocampus: A voltage-sensitive dye 
study 	 Takashi Tominaga, Yoko 
Tominaga) 第４０回日本神経科学大会	

2017.07.20-2017.07.23）	 幕張メッセ，
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赤松 徹也	 カフェイン投与により誘

発されるラット視覚野オシレーション
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受容体の相互交錯的関与（ Interplay 
between non-NMDA and NMDA receptor 
activation during caffeine-induced 
oscillations in the visual cortex of rats）第

４０回日本神経科学大会	 2017.07.20-
2017.07.23）	 幕張メッセ，2017.07.2１
  

和歌山 ゆうか，鎌田 翔仁，山田 悠太，

冨永 貴志 ，梶原 利一	 膜電位イメー

ジングによる嗅周囲皮質の抑制性/興
奮性神経活動の層分布解析	 （Layer 
Distribution Analysis of Inhibitory and 
Excitatory Activity Components in 
Perirhinal Cortex Using Volotage-Sensitive 
Dye Imaging）第４０回日本神経科学大

会	 2017.07.20-2017.07.23）	 幕張メッ

セ，2017.07.2１  
梶原 利一，和歌山 ゆうか，冨永 洋子，

冨永 貴志	 神経興奮伝播の促進に関

与するマウス嗅皮質神経回路可塑性の

膜電位イメージング（Voltage-sensitive 
dye imaging of the network plasticity 
facilitating the neural excitation 
propagation in mouse rhinal cortices）第４

０回日本神経科学大会	 2017.07.20-
2017.07.23）	 幕張メッセ，2017.07.2１	
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T. Tominaga, K. Okamoto Rapid 
postsynaptic cAMP signaling regulates 
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L10  Neuroscience Meeting Planner. San 
Diego, Society for Neuroscience, 2016 

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 
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 
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クン（沖縄科学技術大），冨永 貴志（徳
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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 
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voltage-sensitive dye study	 第 39回日本
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ット傍梨状核において大脳皮質脱抑制
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disinhibition-induced echo wave in the 
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郎	 Neural circuit functional assay with 
voltage-sensitive dye imaging in 
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る神経回路機能のアッセイ系の構築ー

海馬スライスとビスフェノールA」第

53回日本生物物理学会年会 The 53rd 
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analysis of voltage-dependent potassium 
currents in Paramecium 「ゾウリムシの
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冨永貴志	 冨永洋子	 VSD-imaging of 
100 Hz stimulation induced GABAa 
independent perisomatic membrane 
potential response in area CA1 of 
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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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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

下で最新の情報を交換し、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
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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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