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研究課題名 

家庭用品化学物質が周産期の中枢神経系に及ぼす遅発性毒性の評価系作出に資する研究 
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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】 

 

 本研究は、先行研究(H20-化学-一般-009、H23-化学-一般-004、H27-化学-

一般-007)にて開発した評価系による独自の知見を応用し、妊婦（胎児）や小

児を神経シグナル異常に脆弱な集団と位置づけ、生活環境レベルでの低用量

暴露による遅発性の中枢神経系への影響を検討する。R2 年度の研究として

（1）発生-発達期にかけてのアセフェートの低用量長期飲水投与による成熟

後の行動影響の性差（種村）と（2）発生-発達期にかけての塩化トリブチル

スズの低用量長期飲水投与による成熟後の中枢神経系への影響解析（中島）、

及び機能ノンコーディング RNA 候補の探索（今村）、（3）膜電位感受性色素を

用いてのビスフェノール類の脳回路機能の網羅的影響解析（冨永）、（4）発生

-発達期における化学物質暴露影響評価に関する国際的なガイドラインの作

出に向けた取り組み（菅野、種村）、（5）血液や唾液中の液性因子への影響評

価（掛山）、（6）DNA メチル化に影響を与えるかを判定するレポーター細胞シ

ステムの構築（五十嵐）、そして（7）発生-発達期暴露による遅発性（成熟後）

の行動様式の影響と海馬における遺伝子発現様式についてのデータベース

化を行った（北嶋、種村）。その結果、（1）発生-発達期にかけてのアセフェ

ートの低用量長期飲水投与による成熟後の行動影響の性差検討から、オープ

ンフィールド試験では、雄における中央滞在率がコントロール群に対して高

用量群で有意に減少したが、雌では有意差はみられなかった。また、明暗往

来試験では、雌雄ともにすべての項目で有意差はみられなかった。一方、条

件付け学習記憶試験では、雄における条件付け試験の際、コントロール群に

対する低用量群のフリージング率が有意に減少していた（種村、平舘）。（2）

発生-発達期にかけての塩化トリブチルスズ低用量長期飲水投与による成熟

後の神経幹細胞動態影響解析からは、新生ニューロンマーカーDcx 陽性細胞

数の減少傾向が明らかとなり（中島）、機能ノンコーディング RNA 候補とし

て pancRNA トランスクリプトームからはカリウムチャネル関連の GO ターム

が挙げられた（今村）。（3）膜電位感受性色素を用いてのビスフェノール類の

脳回路機能の網羅的影響解析からは、ビスフェノール類として、ビスフェノ

ール A（BPA)とゴム老化防止剤である MBMTBPおよびBBMTBP を、いずれも 5ppm

に調整し、海馬スライス標本に灌流し回路機能の変調を定量的に検出した結

果、BPA よりも MBMTBP,BBMTBP の方が有意に回路動作の変調が検出された（冨

永）。（4）発生-発達期における化学物質暴露影響評価に関する国際的なガイ

ドラインの作出に向けた取り組みとして、経済開発協力機構（OECD）の 

Developmental Neurotoxicity (DNT)との調整にくわえて、JaCVAM（日本動物
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実験代替法評価センター）の発達神経毒性試験資料編纂委員会からの推奨の

結果を踏まえ、「神経行動毒性試験バッテリー」について、その汎用性・網羅

性・迅速性といった実用性の高さをもって、標準プロジェクト化のための調

整を行った（菅野、種村）。（5）血液や唾液中の液性因子への影響評価として

は、引き続き検討例を増やしている（掛山）。（6）DNA メチル化に影響を与え

るかを判定するレポーター細胞システムの構築は、マウス神経芽細胞腫由来

細胞株 Neuro-2a に PiggyBac システムによってゲノムに組み込む形で導入

し、本レポーター細胞の妥当性ついて評価を開始した（五十嵐）。また、（7）

発生-発達期暴露による遅発性（成熟後）の行動様式の影響と海馬における遺

伝子発現様式についてのデータベース化については、先行研究(H20-化学-一

般-009、H23-化学-一般-004、H27-化学-一般-007)による成果を併せて、20 種

（化学物質・用量・投与様式）についてデータベース化を進めた（菅野、北

嶋、種村）。 

以上の結果から、規制値レベルの低用量であっても発生-発達期（周産期を

含む）の長期に及ぶ化学物質暴露は成熟後の中枢神経系に行動様式異常とい

う形で機能的な影響を及ぼす恐れがあることが明らかとなった。また、発生

-発達期（周産期を含む）を対象とした国際的ガイドラインへの提言のために

も、家庭環境レベル、生活環境レベルにおける化学物質暴露による神経行動

毒性の強度を明らかにすることが重要と考えられた。そのため、引き続き発

生-発達期に対する化学物質暴露影響についてのデータを収集するとともに、

データベース化の強化を目指して、機能変調に対応する神経科学的物証を捉

えてデータベースに追加する必要があると考えられる。 
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A. 研究目的 

家庭用品は、それに求められる機能が多様であ

り、従来の毒性試験によって比較的安全であると

評価された成分からなるものから、特定の効能と

毒性が明らかな成分を含むものまで、その毒性の

程度と内容はさまざまである。前者の安全な範疇

にあっても、フタル酸やビスフェノール A といっ

た低分子化学物質に代表される物質、後者の範疇

にあっては農薬と同等の物質など、核内受容体や

神経伝達物質受容体などに対して低濃度で作動性

を発揮することが明らかな物質が含まれている。

この様な特性を有する物質は、申請者らの今まで

の研究から、周産期にある動物の中枢神経系にシ

グナル異常を引き起こし、成熟後に遅発性の有害

影響を誘発することが強く示唆されるものである。

世代や性別を問わず、妊婦（胎児）や小児を含む国

民が広く日常的に長期に渡って接する家庭用品に

関しては、この観点からの有害性評価の確立には

大きな意義があると考えられる。 

 本研究は、先行研究(H20-化学-一般-009、H23-

化学-一般-004、H27-化学-一般-007)にて開発した

評価系による独自の知見を応用することで、家庭

用品に含まれる化学物質について、妊婦（胎児）や

小児を上記の様なシグナル異常に脆弱な集団と位

置づけ、生活環境レベルでの低用量暴露による遅

発性の中枢神経系への影響を検討する。近年の使

用量が増加傾向にある物質や中枢神経系の発生-

発達に関わる受容体に対して標的性があることが

知られている物質として塗料剤（研究１年目：ト

リブチルスズ化合物類として現在は規制対象であ

る塩化トリブチルスズ）、ゴム製品老化防止剤（研

究２年目ビスフェノール系化合物類を予定）、及び

防虫加工剤（研究３年目：ピレスロイド系化合物

類を予定していたが有機リン殺虫剤のアセフェー

トに変更した）を用いて、周産期マウスへの経胎

盤投与や経乳投与を行い、成熟後に、個体・器官

（システム）レベル、組織・細胞レベル、分子レベ

ルに生じた影響を実験的に捉えることによって生

活環境レベルでの低用量暴露による遅発性の中枢

神経系への影響に関するデータを収集する。具体

的な毒性評価指標は、先行研究において遅発性毒

性が明らかとなった既知化学物質の結果を基準と

して、定量的に評価する。 

 

B. 研究方法 

従来型の毒性試験法による毒性情報が利用可能

で、周産期暴露による中枢神経毒性に関する情報

がない、または中枢神経系に発現している各種受

容体に対して親和性がある化学物質を選択し、実

際の用途を想定した低用量にて長期飲水投与（発

生-発達期投与については妊娠マウスを介しての

経胎盤投与および授乳マウスを介しての経乳投与）

を行い（種村、平舘）、成熟期（生後 12週～13 週）

のマウスについて以下の個体・器官（システム）レ

ベル、組織・細胞レベル、分子レベルでの解析を行

い、低用量暴露による遅発性の中枢神経系への影

響に関するデータを収集する。 

 

【個体・器官レベルでの影響解析と毒性評価】 

周産期投与が 12 週齢時マウスの情動認知行動

に及ぼす影響を、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）により定量的に評価する（種村、

北嶋、菅野）。この行動解析バッテリー試験は、測

定機材及びプロトコールを先行研究において開発

したもので、非常に高い再現性と精度を発揮する。

行動解析バッテリー試験後のマウスについて、血

液や唾液中の液性因子への影響を評価し、情動認

知行動影響との関連性を検討する（掛山）。また、
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膜電位感受性色素を利用したマウス脳神経回路イ

メージング解析を同動物の海馬スライスを用いて

実施し、影響を受けた脳神経回路の部位と程度を

明らかにする（冨永）。 

 

【組織・細胞レベルでの影響解析と毒性評価】 

行動解析バッテリー試験後のマウス脳について

病理組織学解析を行い、光学顕微鏡レベルでの脳

組織構築への影響（種村）、組織化学レベル、およ

びタンパク発現レベルでの神経突起発達への影響

を明らかにする（種村、平舘）。また、先行研究で

中枢神経異常と高い相関性を示すことが明らかと

なった神経幹細胞の動態の変化を、各種神経分化

マーカーを用いて解析する（中島）。 

 

【分子レベルでの影響解析と毒性評価】 

行動解析バッテリー試験後のマウス脳より得ら

れた海馬について、cDNA マイクロアレイを用いて

網羅的遺伝子発現解析を実施し、その遺伝子発現

プロファイルを明らかにする（北嶋）とともに、先

行研究にて蓄積した知見に基づくカスケード解析

による毒性発現メカニズムの in silico 推定を行

う（菅野）。こうした分子メカニズム解明研究によ

る裏付けによって、前述の個体・器官（システム）

レベルおよび組織・細胞レベルでの解析結果の人

への外挿を客観的に行うことが可能となる。また、

全ゲノムレベルでの DNA メチル化様式への影響に

関する情報を蓄積する（五十嵐）とともに、近年、

生物学的意義が明らかになり、有望な毒性指標と

しての利用が期待されるノンコーディング RNA へ

の影響の有無と程度を検討する（今村）。 

 個体・器官（システム）レベル、組織・細胞レベ

ル、分子レベルでの具体的な毒性評価指標は、す

でに人で毒性が明らかとなっている既知化学物質

や、先行研究において遅発性毒性が明らかとなっ

た化学物質の結果を基準として参照することによ

り定量的に評価する。これによって、家庭用品に

含まれる化学物質の周産期暴露による遅発性の中

枢神経毒性の高精度な有害性評価が普遍性を持っ

て実施可能となる。 

 

【発生-発達期における化学物質暴露によって成

熟後に顕在化する影響評価に関する国際的なガイ

ドラインの作出に向けた取り組み】 

前述の中枢神経系への遅発性の有害影響を高精

度かつ定量的に把握する為に開発しその性能が本

研究で確認された試験法を元とし、行政対応目的

で使用する為のバリデーションに耐えるガイドラ

インへの適用を目指す。また、既に家庭用品規制

法によって規制された化学物質を含め、対象とす

る化学物質について、遅発性の中枢影響が認めら

れた場合、その誘発分子機序を明らかにすること

により、人への外挿性を検討しつつ、当該物質に

ついて、家庭用品化学物質として新たに規制すべ

きかを検討する。 

（※）研究代表者を二重下線、研究分担者を下線、

研究協力者を下点線で示した。 

 

倫理面への配慮：動物実験については、その計画

及び実施に際して、科学的及び動物愛護的配慮

を十分行い、各研究者が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。 

 

なお、R2 年度の研究として（1）発生-発達期に

かけてのアセフェートの低用量長期飲水投与によ

る成熟後の行動影響の性差（種村、平舘）と（2）

発生-発達期にかけての塩化トリブチルスズの低

用量長期飲水投与による成熟後の中枢神経系への

影響解析（中島）、及び機能ノンコーディング RNA

候補の探索（今村）、（3）膜電位感受性色素を用い

てのビスフェノール類の脳回路機能の網羅的影響

解析（冨永）、（4）発生-発達期における化学物質暴

露影響評価に関する国際的なガイドラインの作出

に向けた取り組み（菅野、種村）、（5）血液や唾液

中の液性因子への影響評価（掛山）、（6）DNA メチ

ル化に影響を与えるかを判定するレポーター細胞

システムの構築（五十嵐）、そして（7）発生-発達

期暴露による遅発性（成熟後）の行動様式の影響

と海馬における遺伝子発現様式についてのデータ

ベース化を行った（菅野、北嶋、種村）。 

 

C. 研究結果 

R2年度の研究として得られた成果は以下の通り

である 

（1）発生-発達期にかけてのアセフェートの低用

量長期飲水投与による成熟後の中枢神経系への影

響解析：アセフェート（Toronto Research Chemicals 
Inc., Toronto, ON, Canada）は、1000mL のメディウ

ム瓶中で水道水に溶かし、マウス飼育用の給水ビ

ンに分注した。マウスは、胎生 11.5 日（E11.5）の
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C57BL / 6N 妊娠雌マウスを日本 SLC（Shizuoka, 
Japan）から購入し、コントロール群と、3 つのア

セフェート暴露群（用量：0.3ppm、10ppm、300ppm）

の合計 4 つに分けた。アセフェートの用量につい

ては、FAO/WHO 合同残留農薬専門家会議（JMPR）
におけるアセフェートのADIである0.03mg/kg/day
に基づき、これに相当する 0.3ppm を低用量群、

10ppm を中用量群、300ppm を高用量群と設定した。

暴露期間は E11.5 から産仔が 2 週齢となるまでを

対象とし、母マウスに飲水投与を行った。産仔は 4
週齢で離乳した際に雌雄を分け、11 週齢までは異

なる母由来の産仔で構成された 4 匹/1 ケージで飼

育した。その後、個飼いケージに移し、行動解析室

で 1 週間のハビチュエーション（馴化）を設けた。

行動試験は生後 12 週～13 週齢時に実施したが、

使用するマウスは雌雄それぞれ、同腹仔が 2～3 匹

となるように選択し、行動解析（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）

を行った。オープンフィールド試験では、雄にお

ける中央滞在率がコントロール群に対して高用量

群で有意に減少したが、雌では有意差はみられな

かった。明暗往来試験では、雌雄ともにすべての

項目で有意差はみられなかった。一方で、条件付

け学習記憶試験では、雄における条件付け試験の

際、コントロール群に対する低用量群のフリージ

ング率が有意に減少していた。これは、学習の成

立が困難であることを示唆していると考えられ、

雌では確認されなかった。また、空間-連想記憶試

験時のフリージング率は、雌雄ともに有意な差は

みられなかったが、音-連想記憶試験時のフリージ

ング率は雌雄ともに異常がみられ、雄の低用量群

および雌の高用量群におけるフリージング率が、

それぞれのコントロール群に対して有意に減少し

ていた。（種村、平舘）。 

（2）発生-発達期にかけての塩化トリブチルスズ

の低用量長期飲水投与による成熟後の中枢神経系

への影響解析：塩化トリブチルスズ（かつて塗料

剤として使用されたが現在では特定化学物質とし

て指定されている）を 0.025、0.25、2.5ppm に調

整（TDI 値を元に、安全係数として 10、100、1000

を用いて算出した）し、妊娠 11.5 日齢の雌マウス

に飲水投与を開始し、妊娠期および出産期、授乳

期を通して雌マウスに飲水投与を継続した。解析

には産仔雄マウスについてのみ施行することとし、

生後 4 週齢時に離乳し、以後は通常飲水に切り替

えた。バッテリー式の行動解析後の神経幹細胞動

態への影響として 13 週齢で海馬神経幹/前駆細胞

の増殖を調べたところ、いずれの投与条件におい

てもコントロールと比べて、低下傾向にあること

がわかった。特に本年度は新生ニューロンマーカ

ーDcx 陽性細胞数も調べ、やはり減少傾向にある

ことが判明した。以上より、周産期の塩化トリブ

チルスズへの暴露は、成長後の成体期海馬におけ

るニューロン新生を低下させることがわかった

（中島）。また、機能ノンコーディング RNA 候補と

して pancRNA トランスクリプトームからはカリウ

ムチャネル関連の GOタームが挙げられた（今村）。 

（3）膜電位感受性色素を用いてのビスフェノール

類の脳回路機能の網羅的影響解析：膜電位感受性

色素による脳回路機能の網羅的毒性検出系の実証

のためビスフェノール類として、ビスフェノール

A（BPA)とゴム老化防止剤である MBMTBP および

BBMTBP を、いずれも 5ppm に調整し、海馬スライス

標本に灌流し回路機能の変調を定量的に検出する

実験系と解析系の確立を行った。実験動物の週齢

を２週、８週の２点において計測を行い、さらに

刺激強度を２−３点ととることでより鋭敏な検出

を 可 能 と し た 。 そ の 結 果 、 BPA よ り も

MBMTBP,BBMTBP の方が有意に回路動作の変調が検

出された。また、海馬以外の検出回路として前帯

状皮質（ACC)の回路応答の規格化を行った(冨永)。 

（4）発生-発達期における化学物質暴露影響評価

に関する国際的なガイドラインの作出に向けた取

り 組 み ： 経 済 開 発 協 力 機 構 （ OECD ） の 

Developmental  Neurotoxicity (DNT)との調整に

くわえて、JaCVAM（日本動物実験代替法評価セン

ター）の発達神経毒性試験資料編纂委員会からの

推奨の結果を踏まえ、「神経行動毒性試験バッテリ

ー」について、その汎用性・網羅性・迅速性といっ

た実用性の高さをもって、標準プロジェクト化の

ための調整を行った（菅野、種村）。 

（5）血液や唾液中の液性因子への影響評価：引き

続き検討例を増やすとともに、異常行動を示す病

態モデルマウスを用いた検討を予定している（掛

山）。 

（6）DNA メチル化に影響を与えるかを判定するレ

ポーター細胞システムの構築：DNA メチル化に影

響を与えるかを判定するレポーター細胞システム

の構築は、Agouti-IAP、Daz1 promoter を標的プロ

モーターとし、レポーターとして NanoLuc ルシフ
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ェラーゼを用いたベクターを設計・作製し、マウ

ス神経芽細胞腫由来細胞株 Neuro-2a に PiggyBac

システムによってゲノムに組み込む形で導入し、

本レポーター細胞の妥当性ついて評価を開始した

（五十嵐）。 

（7）発生-発達期暴露による遅発性（成熟後）の行

動様式の影響と海馬における遺伝子発現様式につ

いてのデータベース化：先行研究(H20-化学-一般-

009、H23-化学-一般-004、H27-化学-一般-007)に

よる成果を併せて、20 種（化学物質・用量・投与

様式）についてデータベース化を進めた（菅野、北

嶋、種村）。 

 

D. 考察 

（1）発生-発達期にかけてのアセフェートの低用

量長期飲水投与による成熟後の行動影響の性差：

発生-発達期にかけてのアセフェートの低用量長

期飲水投与による成熟後の行動影響の性差を、定

量性を持って検討することに成功した。今後、行

動様式に対応する神経科学的物証の収集が必要と

考えられた（種村、平舘）。 

（2）発生-発達期にかけての塩化トリブチルスズ

の低用量長期飲水投与による成熟後の中枢神経系

への影響解析及び機能ノンコーディング RNA 候補

の探索：神経幹細胞動態影響解析から新生ニュー

ロンマーカーが有力なマーカーになることが期待

され（中島）、機能ノンコーディング RNA 候補とし

て pancRNA トランスクリプトームからはカリウム

チャネル関連の GO タームが挙げられた（今村）。 

（3）膜電位感受性色素を用いてのビスフェノール

類の脳回路機能の網羅的影響解析：膜電位感受性

色素による脳回路機能の網羅的毒性検出によって

ビスフェノール類の影響について、具体的な数字

を以て、強度や範囲を示すことに成功した（冨永）。 

（4）発生-発達期における化学物質暴露影響評価

に関する国際的なガイドラインの作出に向けた取

り組み：「神経行動毒性試験バッテリー」について、

その汎用性・網羅性・迅速性といった実用性の高

さをもって、さらに解析を重ねる必要があると考

えられた（菅野、種村）。 

（5）血液や唾液中の液性因子への影響評価：基準

値の設定を考慮し、さらに、異常行動を示す病態

モデルマウスの利用が必要と考えられた（掛山）。 

（6）DNA メチル化に影響を与えるかを判定するレ

ポーター細胞システムの構築：DNA メチル化に影

響を与えるかを判定するレポーター細胞システム

の構築に成功した（五十嵐）。 

（7）発生-発達期暴露による遅発性（成熟後）の行

動様式の影響と海馬における遺伝子発現様式につ

いてのデータベース化：先行研究による成果を併

せて、20種（化学物質・用量・投与様式）につい

てデータベース化を進めた（菅野、北嶋、種村）。 

E. 結論 

規制値レベルの低用量であっても発生-発達期

（周産期を含む）の長期に及ぶ化学物質暴露は成

熟後の中枢神経系に行動様式異常という形で機能

的な影響を及ぼすことが明らかとなった。また、

発生-発達期（周産期を含む）を対象とした国際的

ガイドラインへの提言のためにも、家庭環境レベ

ル、生活環境レベルにおける化学物質暴露による

神経行動毒性の強度を明らかにすべく、引き続き

データを収集することで、行動影響や脳機能変調

に対応する神経科学的物証を捉え、データベース

に追加する必要があると考えられる。 
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research. 第 47 回日本毒性学会学術年会、

(2020.7.1)、Web 開催、シンポジウム、口演 

 

菅野純、シグナル毒性の概念とその拡張. 第 47回

日本毒性学会学術年会、(2020.7.1)、Web 開催、ワ

ークショップ、口演 

 

菅野純、職場環境における化学物質の毒性発現機

構の多様性と評価・管理の連関 性に関する一考察、

第 289 回 日本産業衛生学会 関東地方会例会

（2020．8.29）、口演 

 

Jun Kanno, Ken-ichi Aisaki, Ryuichi Ono and 

Satoshi Kitajima、Application of PERCELLOME 

database as a part of big data to 

toxicological research: The 36th Annual 

Meeting of KSOT/KEMS, Special lecture, Web, 

Oral presentation.  

 

Yuhji Taquahashi, Satoshi Yokota, Koich 

Morita, Masaki Tsuji, Kousuke Suga, Makiko 

Kuwagata, Motoki Hojyo, Akihiko Hirose, and 

Jun Kanno. Interim report of four-week 

interval intermittent inhalation study on 

multi-walled carbon nanotube in mice. 9th 

NANO Conference (2020.11.12-13) e-poster.  

 

齊藤洋克、原健士朗、北嶋聡、種村健太郎、「ビタ

ミン E 欠乏給餌によるマウス雄性生殖器および精

子への影響と加齢による退行変化との類似性」日

本食品衛生学会創立６０周年記念第１１６回学術

講演会（2020.11.24−12.8）、オンライン 

 

種村健太郎、菅野純、低用量化学物質の周産期暴

露による情動認知行動影響解と評価系の国際標準

化に向けた展開、日本学術会議公開シンポジウム

「食の安全と環境ホルモン」（2020.12.5） Web 口

演 

 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


