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【研究要旨】 

  

本研究では、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ばく露による遅発性

の中枢神経系への影響を検討する。H30 年度の研究として、発生発達期にかけての

ペルメトリン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を行った。また雌雄マウスを交配させるとともに 0.3ppm ペル

メトリンを含んだ飲水投与を開始し、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、得られた産仔雄マウス（生後 4 週齢時に離乳し、以後は通常

飲水に切り替えた）を用いて生後 10 週齢時に行動解析を行った結果、投与群マウス

にオープンフィールド試験における総移動距離の減少と条件付け学習記憶試験にお

ける音連想記憶度と対応するすくみ率の低下が有意に認められた。さらに行動解析

後のマウス脳切片を用いた各種神経分化マーカーによる免疫組織化学解析の結果、

成熟ニューロン数には影響が認められないものの未分化ニューロン数の増加が認め

られた。またグリア細胞であるアストロサイト数の減少と未発達な突起を持つアス

トロサイトの増加が確認できた。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、得られた産仔雄マウス（生後 4 週齢時に離

乳し、以後は通常飲水に切り替えた）を用いて生後 12 週齢時に行動解析を行った。

その結果、いずれも空間連想記憶異常が疑われた。また、特に高用量投与群におい

ては音連想記憶異常を伴うものであった。平成 31/令和元年度は、家庭用品に含ま

れる化学物質として、ビスフェノール類を取り上げ、具体的には、ビスフェノール

類として、ビスフェノール A とゴム老化防止剤である BBMTBP（4,4'-ブチリデンビ

ス(6-tert-ブチル-m-クレゾール)）および MBMTBP（2,2'-メチレンビス(6-tert-ブチ

ル-p-クレゾール)）を、いずれも 5ppm に調整し、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、

得られた産仔雄マウスを用いて生後 12-13 週齢時に行動解析を行った。その結果、

いずれの投与群においても不安関連行動異常が疑われたが、先行して解析した塩化
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トリブチルスズの発生-発達期低用量長期飲水投与による行動影響と比較し、その影

響は軽微なものであることが推察され、今後、対応する神経科学的物証による検証

が重要と考えられた。令和 2年度は、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について検討した。その結果、発生（胎

生 11.5 日）-発達期（生後 2週）にかけてのアセフェート（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）の低用量長期飲水投与（用量：0.3 ppm、10 ppm、300 ppm）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。さらに、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。 

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ために、引き続きデータを収集するとともに、行動異常の顕在

化/脳高次機能変調に対応する神経科学的物証を捉える必要があると考えられた。
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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

ベルでの低用量ばく露による遅発性の中枢神経系への

影響を検討する。具体的には、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につ

いて、周産期マウスへの経胎盤投与や経乳投与を行い、

産仔が成熟後に行動様式および対応する神経科学的物

証を実験的に捉えることによって、生活環境レベルで

の低用量ばく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。 

令和 2 年度は、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

差について検討した。さらに、発生-発達期暴露による

遅発性（成熟後）の行動様式の影響ついては、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。 

 

B. 研究方法 

 

【H30 年度】（1）発生発達期にかけてのペルメトリン

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：成熟した雌雄マウスを交配させるとともに

ピレスロイド系農薬であるペルメトリンを含んだ飲水

投与（0.3ppm）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、得られた産仔

雄マウスを生後4週齢時に離乳し、以後は通常飲水に

切り替えて飼育し、生後 10 週齢時の雄マウスについ

て、オープンフィールド試験（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）、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）からなるバッテ

リー式の⾏動解析を⾏に行動解析を行った。行動解析

後のマウス脳組織を用いて、組織切片を作成に免疫組

織化学解析を行った。（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

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、得られた産仔雄マウスを生後4週齢時に

離乳し、以後は通常飲水に切り替えて生後 12 週齢ま

で飼育した。その後、成⻑後の⽣後 12-13 週齢の産仔

雄マウス⾏動様式について、オープンフィールド試験

（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
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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。 

【H31/R1年度】マウスの系統はC57BL/6NCrSlc (日本

エスエルシー)を用いた。 

 被験物質は、ビスフェノールA（BPA, Cas No. 80-

05-7, 分子量：228.29, カタログNo. 04225-10, 純

度：>98.0%, 関東化学株式会社）およびゴム製品老化

防止剤（2種）、4,4'-ブチリデンビス(6-tert-ブチル-

m-クレゾール)（BBMTBP, Cas No.85-60-9, 分子量：

382.59, カタログNo.B0724, 純度：>97.0%, 東京化成

工業株式会社）、2,2'-メチレンビス(6-tert-ブチル-p-

クレゾール)（MBMTBP, Cas No. 119-47-1, 分子量：

340.51, カタログNo. M0217, 純度：>99.0%, 東京化

成工業株式会社）を使用した。これらの試薬をエタノ

ールに溶解してから飲水（水道水）に添加し（エタノ

ールの 終濃度は0.0001 ％）、5ppmに調整した（BPA

の TDI 値を元に、安全係数として 10 を用いて算出し

た）。妊娠11.5日齢の雌マウスに調整したビスフェノ

ール類の飲水投与を開始し、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。対照群

には、0.0001％エタノールを含む水道水を摂取させた。

解析には産仔雄マウスについてのみ用いることとし、

生後4週齢時に離乳、以後は通常飲水に切り替えた。

いずれのマウスも離乳後、4 匹/ケージにて飼育した。

12-13 週齢時にオープンフィールド試験（検定項目と

して、総移動距離、中央部滞在時間、移動回数）、明暗

往来試験（検定項目として、明室滞在時間、明暗往来

数、暗室待機時間）、高架式十字迷路試験（検定項目と

して、総移動距離、開放部滞在時間、総アーム選択回

数）、条件付け学習記憶試験（検定項目として、学習度、

空間-連想記憶、音-連想記憶）、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95、100dBの

プレパルスによる驚愕反応抑制率）からなるバッテリ

ー式の情動認知行動解析を行った(n=8-9)。 

【R2年度】アセフェート（Toronto Research Chemicals 

Inc., Toronto, ON, Canada）は、1000 mL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 C57BL 

/ 6N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：0.3 ppm、10 ppm、300 ppm）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 0.03 mg/kg/day に基づき、これに相当する 0.3 

ppmを低用量群、10 ppmを中用量群、300 ppmを高用

量群とした。暴露期間はE11.5から産仔が2週齢とな

るまで、母マウスに飲水投与を行った。産仔は4週齢

で離乳し、その後 11 週齢までは 1ケージにつき 4匹

ずつ飼育した。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を設けた。行動試

験は生後 12 週～13 週齢時に行ったが、使用するマウ

スは同腹仔が 2～3 匹となるように選択した。産仔の

体重は生後3週齢から行動試験に供試するまでの1週

間ごと、および行動試験の終了後に測定した。マウス

は餌と水を自由に摂取でき、適切な温度（24 ± 1 ℃）、

湿度（60 % ± 10 %）、および明暗条件（12時間サイ

クル）が維持された飼育室で飼育した。マウスの管理

および使用については、国立大学法人東北大学におけ

る動物実験等に関する規定に従った。いずれの性のマ

ウスも離乳後、4匹/ケージにて飼育した。1オープン

フィールド試験（OF）、明暗往来試験（LD）、条件づけ

学習記憶試験（FZ）を含む行動試験バッテリーを実施

した。画像解析ソフト（Image OF2, Image LD2, and 

Image FZ2; O’Hara & Co., Itd, Tokyo, Japan）は、

ImageJプログラムを使用して開発された。すべての試

験は、各群10匹の雄マウスを用いて順次行われ、11時

～15時の間に実施した。実験はオーディオスピーカー

と光源を備えた防音箱（78 × 63 × 65（H）cm、白

色・木製）の中で行った。行動試験中のバックグラウ

ンド・ノイズは約50 dBに設定した。行動試験中、各

試行が終了するたびに、装置の汚れを拭き取り、洗浄

した。OF：装置は（50 × 50 × 30（H）cm、白色・プ

ラスチック製）を用い、マウスの自発運動量を10分間

測定した。また、LED 照明を装置の中心より約 50 cm

上方に配置した（装置中央の照度が 25 Lux になるよ

う設定した）。マウスの行動は、オープンフィールド中

央の上方に配置されたCCDカメラを用いて測定した。

各行動パラメータはImage OF2によって測定した。LD：

装置は、開口部（3 × 5 cm）が設けられた壁によって

2つの部屋に分割された構造（21 × 42 × 25（H）cm、

プラスチック製）であり、一方の部屋は照度を250 Lux

に設定した白色の明室、もう一方の部屋は照度を5 Lux

に設定した黒色の暗室である。マウスは1匹ずつ暗室

に入れられ、試験開始から 60 秒後に開口部のドアを

実験者の操作により開放し、以降の5分間開口部を通

して2つの部屋を自由に移動させた。マウスの行動は、

各部屋の上方にそれぞれ配置されたCCDカメラを用い

て測定した。行動パラメータは、不安関連行動の指標

としてImage LD2によって測定した。FZ：装置は、条

件づけチャンバー（17 × 10 × 10（H）cm、透明・プ

ラスチック製）を用いた。条件づけチャンバーの底面

は、直径2 mmのステンレス製のグリッドが5 mm間隔

に配置されており、マウスへ嫌悪刺激（電気刺激）を

与えることが可能である。チャンバーの内壁は白黒の

縞模様をしたプラスチック製の囲いで覆った。LED 照

明はチャンバーの約50 cm上方に配置し、フロア中央
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の照度が 50 Lux となるよう設定した。マウスの行動

は、チャンバーの中心の上方に配置されたCCDカメラ

で測定した。条件づけとして、マウスを個別に条件づ

けチャンバーに入れ、合計3回の音刺激と電気刺激（30

秒間の音刺激（65 dB）、音刺激の終わりの3秒間に0.1 

mAの電気刺激）を120秒間隔で提示した。その後、マ

ウスをケージに戻した。2 日後、文脈条件付け試験と

して、音刺激および電気刺激を掲示せず、6 分間条件

づけ時と同様のチャンバーに戻した。さらに2日後、

音条件づけ試験として、マウスを新奇のチャンバー（17 

× 10 × 10（H）cm、白色・プラスチック製）に入れ

た。3 分後、条件づけ時に掲示した音刺激（電気刺激

なし）を3分間提示した。Image FZ2により、マウス

のすくみ反応（フリージング）を連続2秒間以上の不

動時間として測定した。すくみ率（フリージング率）

（%）は、［すくみ時間/実験時間］× 100として計算

した。各群の比較にはスチューデントのt検定、また

はダネットの多重比較検定を用いた。p < 0.05 を統

計的に有意であるとした。 

さらに、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。 

 

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、東北大学、国立医薬品食品衛生研究所が定め

る動物実験に関する規定・指針を遵守した。 

 

C. 研究結果 

 

【H30年度】 

（1）発生発達期にかけてのペルメトリンの低用量長期

飲水投与による成熟後の中枢神経系への影響解析：雌

雄マウスを交配させるとともに 0.3ppm ペルメトリン

を含んだ飲水投与を開始した。尚、用量設定はペルメ

トリンの一日摂取許容量（ADI）から算出した。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、生後10週齢時に行動解析（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。その結果、投与群マウスにオープンフィー

ルド試験における総移動距離の減少と条件付け学習記

憶試験における音連想記憶度と対応するすくみ率の低

下が有意に認められた。また明暗往来試験における暗

所潜在時間の増加傾向が認められた（種村、北嶋）。さ

らに行動解析後のマウス脳切片を用いた各種神経分化

マーカーによる免疫組織化学解析から、投与群マウス

の海馬における神経幹細胞分化動態に影響が認められ

た。すなわち、成熟ニューロン数には影響が認められ

ないものの未分化ニューロン数の増加が認められた。

またグリア細胞であるアストロサイト数の減少と未発

達な突起を持つアストロサイトの増加が確認できた

（中島との共同研究）。 

（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。平成 30 年 1 月 7 日よりバッテリー式

の行動解析（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）を行った結果、いずれも高架

式十字迷路試験における総移動量、解放部滞在時間、

総アーム選択数の増加傾向を示すとともに、空間連想

記憶異常が疑われた。また、特に高用量投与群におい

ては音連想記憶異常を伴うものであった（北嶋との共

同研究）。 

 

【H31/R1年度】 

発生-発達期にかけてのビスフェノール類の低用量長

期飲水投与による成熟後の中枢神経系への影響解析：

生後12-13週齢時にバッテリー式の行動解析（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）を行った結果、BPA 投与群において、対照群と

比較して明暗往来試験での明室滞在時間および明暗往

来数の有意な減少、BBMTBP投与群において、対照群と

比較してオープンフィールド試験での総移動回数の有

意な減少が認められた。また、MBMTBP投与群において、

対照群と比較してオープンフィールド試験での総移動

距離の有意な減少および明暗往来試験での明暗往来数

の有意な減少が認められた（北嶋との共同研究）。 

 

【R2年度】 

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と性

差：実験期間中および行動試験前後において、コント

ロール群とアセフェート暴露群の体重に有意な差はな

かった。アセフェートに起因する振戦や歩行異常とい
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った臨床的徴候は、投与期間中および投与後に観察さ

れず、一般飼育環境下での異常行動は認められなかっ

た。生後12-13週齢時にバッテリー式の行動解析（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）を行った結果、オープンフィールド試験に

おいて、有意差はみられなかったものの、コントロー

ル群と比較して、3 つのアセフェート暴露群では中央

滞在時間が低下する傾向にあった。また、総移動距離

や平均移動速度、移動回数では有意な差はみられなか

った。明暗往来試験においては、すべての項目でコン

トロール群と3つのアセフェート暴露群の間に有意な

差はみられなかった。条件付け学習記憶試験において

は、条件づけ試験の際、コントロール群に対する低用

量群のフリージング率に大幅な低下傾向がみられた。

また、空間-連想記憶試験時のフリージング率は、すべ

てのアセフェート暴露群で低下傾向がみられたが、有

意な差はなかった。音-連想記憶試験時に関しては、低

用量群および中用量群において、コントロール群と比

較して、音刺激後に有意に低いフリージング率を示し

た。また、高用量群については音刺激後に生じるフリ

ージング率低下の傾向がみられなかった。 

また、発生-発達期暴露による遅発性（成熟後）の行

動様式の影響ついては、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（表 1、菅野、北嶋との共同

研究）。 

 

D. 考察 

発生発達期にかけてのペルメトリンの低用量長期飲水

投与による成熟後の中枢神経系への影響解析：行動解

析結果から、新規場面での適応不全と記憶想起に異常

が疑われた。しかしながら、それらは先行研究で得ら

れたネオニコチノイド系農薬成分の投与に比較し、軽

度と言えるものであった。また海馬における神経幹細

胞分化動態への影響は上述の行動影響と対応する神経

科学的物証と考えられた。 

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：

前述のペルメトリンを用いた解析における交配時から

の投与は、雌雄の配偶子形成への影響の有無を排除で

きないため、妊娠マウスへの投与を投与開始点とした。

すでに規制対象である塩化トリブチルスズを使用にし

た本研究よって、発生-発達期における他の化学物質の

中枢影響との毒性強度の比較が可能となると考えてい

る 

発生-発達期にかけてのビスフェノール類の低用量長

期飲水投与による成熟後の中枢神経系への影響解析：

3 種のビスフェノール類の発生-発達期低用量長期飲

水投与群の行動解析結果から、いずれの投与群におい

てもオープンフィールド試験あるいは明暗往来試験で

の、不安関連行動の指標となる項目に有意な減少が認

められ、各投与群において、対照群と比較して不安の

亢進が疑われた。その中でも、BPA 投与群が も影響

を受けていると考えられた。しかし、先行して解析し

た塩化トリブチルスズの発生-発達期低用量長期飲水

投与による行動影響と比較して、いずれのビスフェノ

ール類においても、多くの項目で対照群との間に顕著

な差は認められず、その影響は軽微なものであること

が推察された。また、共同で行った行動解析後のマウ

スについての percellome 法による網羅的遺伝子発現

解析（海馬）の結果およびそれに基づくパスウェイ解

析の結果から、いずれの投与群においても、この投与

用量、投与期間といった条件では、海馬における神経

機能に顕著な影響はないものと考えられた。すなわち、

今回の行動解析において顕著な情動認知行動影響、特

に、海馬を主な責任部位とする学習記憶に関連する行

動影響が認め 

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と性

差：マウスは通常、オープンフィールド試験のような

広い新奇環境におかれた場合、立ち上がり行動や歩行

を繰り返して探索行動を行うが、この際、壁に触れな

がら装置内の周辺部をより好んで歩行する行動パター

ン（接触走性）を示す。すなわち、マウスが不安を感

じるほど装置中央部への探索行動は少なくなる。した

がって、コントロール群に対するアセフェート暴露群

の、中央滞在時間の低下傾向は、新奇環境に対する不

安の高まりによるものであると考えられた。また、総

移動距離、平均移動速度、移動回数では、4 群の間に

差がみられないことから、アセフェート暴露群は自発

運動量には極端な変化が生じずに、不安関連行動が増

加していることが示された。明暗往来試験では、マウ

スは暗い場所を好み、明るい場所を嫌う習性のため、

不安惹起物質を投与すると明室での探索行動や滞在時

間が減少し、逆に、抗不安薬を投与すると明室でのこ

れらの指標は増加するとされている。しかし、明暗往

来試験を利用した不安関連行動の検出では、アセフェ

ートを暴露したすべての群で有意差がみられなかった。

これについて、明確な行動として現れなかったものの、

明室移動距離や転室回数がコントロール群よりもアセ

フェートを暴露したすべての群でわずかに増加してい

たことから、警戒心の低下や衝動性の増加傾向を示し

ている可能性が考えられた。条件付け学習記憶試験に

おいては、コントロール群に比べ、条件づけ時のフリ
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ージング率が低用量群で大幅な低下傾向にあり、経時

的変化の結果から短期記憶の形成に異常が生じている

可能性が考えられた（。空間-連想記憶試験時のフリー

ジング率は、コントロール群とすべてのアセフェート

暴露群の間に有意な差はみられなかったが、嫌悪刺激

の想起によるフリージング率の上昇およびその後のフ

リージング率は、すべてのアセフェート暴露群で低い

傾向にあり、特に高用量群で低い結果となった。した

がって、アセフェートの暴露が空間-連想記憶に軽度の

悪影響を及ぼしていることが示唆された。さらに、音

-連想記憶試験において、音刺激後の初期反応（1分間）

におけるフリージング率はコントロール群と比べて低

用量群および中用量群で有意に低かった。この試験で

は通常、音刺激直後にフリージング率が上昇するが、

その後は条件刺激に対する慣れによって徐々にフリー

ジング率が低下する。これは、条件刺激のみを繰り返

し提示し続けると、条件刺激に対する反応が見られな

くなるという行動パターン（消去）である。しかし、

高用量群ではこの変化がみられず、音刺激後から試験

終了時まで一定のフリージング率を保っていた。した

がって、条件付け学習記憶試験で検出されたアセフェ

ート暴露群の記憶異常には、用量による質的違いが生

じていることが示唆された。 

 

E. 結論 

 

平成 30 年度は、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。こうした

知見の集積は、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重要であ

ることから、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

するために引き続きデータを収集するとともに、機能

変調に対応する神経科学的物証を捉える必要があると

考えられる。 

平成 31(令和元)年度は、ビスフェノール類である

BPAとゴム老化防止剤であるBBMTBP およびMBMTBP を

選択し、周産期マウス（胎生 11.5 日〜離乳生後 4 週

齢）に各0.5 mg/kg/dayを飲水投与後（BPAのTDI値

を元に、安全係数として10を用いて算出した）、産仔

が成熟後12-13週齢時に情動認知行動解析を実施した。

その結果、軽微なものではあるが、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

及ぶ化学物質暴露によって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るために引き

続きデータを収集、解析結果を精査するとともに、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

る必要があると考えられる。    

令和2年度は、本研究では、環境化学物質の発生-

発達期暴露による生体影響を明らかにするため、

ADI レベルの用量もふまえたアセフェートの暴露

を行い、成熟後の雌雄マウスにおける行動様式への

影響について検討した。即ち、この時期におけるア

セフェートの暴露は、ADI レベルの用量でさえ、成

熟後における異常な行動影響を惹起し、また、その

異常には用量によって質的違いが現れることを示

した。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ために引き続きデ

ータを収集、解析結果をまとめることができた。今後、

行動影響や脳機能変調に対応する神経科学的物証を捉

える必要があると考えられる。 
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表 1：化合物・投与時・投与方法・投与濃度 
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平成 30-令和 2年度 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 

 

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 

（H30-化学-一般-003） 

 

分担研究課題名 

「液性因子影響（神経内分泌）に関わる脳内分子の定量解析」 

 

研究分担者 

掛山 正心（早稲田大学人間科学学術院・予防医科学・応用生理学研究室・教授） 

 

【研究要旨】 

 

 家庭用品に含まれる化学物質について、妊婦（胎児）や小児を対象とし、生活

環境レベルでの低用量ばく露による中枢神経系への遅発性の影響を明らかにし、

従来の毒性試験を補強する毒性評価系の作出に資することを目的として、本研究

では液性因子影響（神経内分泌）に関わる脳内分子の定量解析を行った。塩化ト

リブチルスズ(TBTC)を胎生11日から離乳4週齢まで慢性飲水暴露し、遅発性の中枢

神経影響を解析した結果、トリブチルスズの発達期低用量暴露は、遅発的に興奮

性神経伝達情報を撹乱する可能性が示唆された。モデル動物を対象とした検討に

より、小分子RNAの液性因子バイオマーカーとしての可能性が示された。リーズナ

ブルな選定方法の開発、そしてRNA抽出及び解析法のブラッシュアップが急務であ

る。今後ヒトへの外挿性の検討も含め、検討を進める必要があるだろう。 

 

。 
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Ａ．研究目的 

 

 本研究では、家庭用品に含まれる化学物質につ

いて、妊婦（胎児）や小児を対象とし、生活環境レ

ベルでの低用量ばく露による中枢神経系への遅発

性の影響を明らかにし、従来の毒性試験を補強す

る毒性評価系の作出に資することを目的とした。

被験物質として、従来型の毒性試験法による毒性

情報が利用可能で、周産期ばく露による中枢神経

毒性に関する情報がなく、かつ、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家庭

用品化学物質を選択した。実際の用途を想定した

低用量にて長期飲水投与を行い、成熟期（生後 12

週～13 週）のマウスについて個体・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、低用量ばく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した。 

本分担研究テーマとしては、液性因子影響解析

（神経内分泌解析）を担当した。家庭用品に含ま

れる化学物質の周産期ばく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

実施可能とすることを目指した。 

 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

 動物実験は早稲田大学所沢キャンパスにて行っ

た。動物飼育・実験は温度管理された動物飼育・実

験室で行った。自由に餌と水を得られる状態で飼

育した(室温 22 ± 3 ℃、湿度 40〜70 %、明暗周

期 12 時間(明期 8:00〜20:00)。全ての動物実験は

早稲田大学動物実験審査委員会の指導と機関長承

認(総長:田中愛治)のもと、早稲田大学の各種規則

に則り行った。 

 妊娠マウス及び新生仔マウスに対して塩化トリ

ブチルスズ(TBTC)を胎生 11 日から離乳 4 週齢ま

で慢性飲水暴露した（溶媒対照群(Vehicle 群, 

n=3）、TBTC低用量群(TBTC-L 群, n=3： 2.5µg TBTC 

/kg/day)、 TBTC 中用量群(TBTC-M 群, n=3： 25µg 

TBTC/kg/day)、TBTC 高用量群(TBTC-L 群, n=3： 

250µg TBTC/kg/day)。12 週齢まで育成後、行動解

析を実施した仔マウスについて、14 週齢時に頚椎

脱臼した後に脳を摘出した。左脳を RNA 安定化溶

液（RNA later 1.5ml）中に 1晩浸漬した後、−80

度凍結保存した。 

 各個体の左脳サンプルから mirVana PARIS RNA 

and Native Protein Purification Kit (Thermo 

Fisher Scientific)を用い RNA を抽出精製した。

逆転写は、PrimeScript reverse transcription 

kit (Takara. Otsu, Japan)を用いて行い（oligo 

dT プライマーと random N6 プライマーを用いた）、

各試料の cDNA を合成した。遺伝子発現量は、

Thunderbird qPCR mix (Toyobo, Osaka, Japan) 、

Light Cycler リアルタイム PCR 装置 (Roche 

Molecular Biochemicals, Indianapolis, USA)を

用いて解析した。 

 標的遺伝子は、オキシトシン（Oxt）、オキシトシ

ン受容体（Oxtr）、前癌遺伝子 c-Fos (cFos)、細胞

骨 格 関 連 タ ン パ ク 質 （ activity-regulated 

cyoskeleton associated protein, Arc), 興奮性

アミノ酸トランスポーター3（Slc1a1）、興奮性ア

ミノ酸トランスポーター2（Slc1a2）、興奮性アミ

ノ酸トランスポーター1（Slc1a3）、クレアチント

ランスポーター1（Slc6a8）とした。変動が少なく

内在性コントロールとしてよく用いられている

18s rRNA をコントロールとして比較 Ct 法で算出

した。 

次に、同定済の miRNA を対象として、モデルマウ

スの唾液および血液試料を用い、モデルマウスと

野生型対照マウスとの比較、血液試料と唾液資料

の比較を行った。使用したマウスは雄 BTBR T+ 

Itpr3tf/J (BTBR，Jackson Stock 

Number:002282)マウスおよびその対照として雄性

C57BL/6J マウス各群７匹を用いた。 

唾液は綿球により採取し遠心分離にて 0.5μℓ
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を回収し、尾静脈より末梢血 1μlを採取した。

H20 本研究事業（201035010B）において開発した

ワンチューブ法を用いて miRNA を精製、cDNA を

作成した。qPCR で複製、蛍光法により CP 値を求

め元となったサンプルに含まれていた miRNA の発

現量を定量した。miR-191 の発現量と比較するこ

とでサンプルごとに各 miRNAの相対的発現量とし

て算出した。昨年度のデータから関連する小分子

RNA を抽出し、miR-320d_2, miR-1184_2, miR-

1236_1, miR-642a_1, miR-652_3, miR-221_1, 

miR-1280_1, miR-196a_2, miR-29c_1 の測定を行

った。 

  さらに、雄性 C57BL/6N マウスに対して、新

生児期における母子分離（maternal 

separation）処置を行った。具体的には、母体あ

たり半数の雄仔動物を一日３時間、母親と引き離

す処置を連日行った（MS 群, n=5）。残りの半数

は母親と引き離さない対照動物(Cont群, n=5)と

した。全脳組織から RNA を抽出し、mRNA シーケ

ンス解析を Illumina 社の Illumina Novaseq 

6000 を用いて実施した。血中 miRNA 解析につい

ては、心採血により採血した血液から 300μlの

血漿を抽出した。H20 本研究事業（201035010B）

において開発したワンチューブ法を用いて miRNA

を精製、cDNA を作成した。qPCR で複製、蛍光法

により CP 値を求め元となったサンプルに含まれ

ていた miRNA の発現量を定量した。miR-191 の発

現量と比較することでサンプルごとに各 miRNAの

相対的発現量として算出した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

 TBTC 暴露について、液性情報（ホルモン）と神

経伝達情報（神経伝達物質）双方の働きをもつ oxt

ならびにその受容体 oxtr の発現量には、TBTC 投

与効果は見られなかった（図１）。神経活動を反映

する神経細胞活動マーカーとしても知られるcFos

ならびに興奮性神経活動マーカーである Arc につ

いても投与効果は見られなかった。ただし、cFos

発現については TBTC-M 群及び TBTC-L 群において

若干の増加傾向が、Arc については TBTC-M 群にお

いてのみ若干の増加傾向がみられた（図 2）。 

 NMDA 型受容体サブユニットの Nr2遺伝子解析で

は、Nr2a には投与効果が見られなかったが、Nr2b

遺伝子については暴露用量依存的な低下傾向を見

出した（図 3）。アミノ酸トランスポーター遺伝子

の解析では、クレアチントランスポーターSlc6a8

には投与効果は見られなかったが、興奮性アミノ

酸トランスポーターである Slc1a1, Slc1a2, 

Slc1a3 のいずれでも、TBTC-M 群において若干の増

加傾向が見られた。 

 BTBR マウス実験について、28 検体（7匹×２群

×唾液と血液）×9 遺伝子の計 252 試料の定量デ

ータを表１に示す。2検体（個体番号 11 番の唾液

試料における miR642a_1、個体 13 番の血液試料に

おける miR642a_1）において発現を認めなかった

が、同試料から他の遺伝子測定は行うことができ

ていることから、欠損データとせず「０」として集

計した（表1）。群別試料別に比較すると、miR1184_2、

miR1236_1、miR1280_1、miR196a_2、miR221_1、

miR29c_1miR320d_2 の７遺伝子が、BTBR 群は対照

群に比して低い発現量であることがわかった（表

２）。miR1184_2 は血液試料において 70.15%の低下

であり、唾液試料において 70.33%の低下だった。

miR1236_1 は血液試料において 68.37％の低下で

あり、唾液試料において70.67％の低下であった。

miR1280_1 は血液試料において 71.26％の低下で

あり、唾液試料において71.39％の低下であった。

miR196a_2 は血液試料において 72.07％の低下で

あり、唾液試料において76.15％の低下であった。

miR221_1 は血液試料において 71.09 ％の低下で

あり、唾液試料において68.85％の低下であった。

miR29c_1 は血液試料において 80.40 ％の低下で

あり、唾液試料において77.99％の低下であった。

miR320d_2 は血液試料において 81.48％の低下で
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あり、唾液試料において 86.36％であった。

miR642a_1 は BTBR 群のほうが高く、miR652_3 は群

間に違いはなかった。唾液試料と血液試料との違

いはみられなかった（表 2）。 

 MS 実験について、全脳 mRNA発現解析では、検出

された 29004 遺伝子のうち、321 遺伝子が発現変

動遺伝子として抽出された。発現変動した 321 種

類の mRNA を KEGG データベースを用いて、パスウ

ェイ解析を行なったところ、p<0.1 を満たす以下

15 種類のパスウェイが検出された(表 3)。血漿サ

ンプル miRNA 発現解析の結果、13 種類の発現変動

遺伝子が抽出された。そのうち mmu-miR-18a-5p、

mmu-miR-8110、mmu-miR-135a-1-3p、 mmu-miR-144-

3p、mmu-miR-494-3p、mmu-miR-711、mmu-miR-8090

の7つの遺伝子はMS群で発現亢進、mmu-miR-6934-

5p、mmu-miR-3093-3p、mmu-miR-5622-3p、mmu-miR-

770-3p mmu-miR-7648-3p、mmu-miR-6370 の 6 つの

miRNA で発現低下がみられた。また、これらの

miRNAの脳サンプルでの発現を調べたところ、mmu-

miR-18a-5p、mmu-miR-135a-1-3p、mmu-miR-711、

mmu-miR-8090 mmu-miR-6934-5p、mmu-miR-3093-3p、

mmu-miR-770-3p、 mmu-miR-7648-3p、mmu-miR-6370

の 9 つの miRNA のシグナル値は mmu-miR-8110 は

Cont 群 72.14, MS 群 66.04, FC=0.78、mmu-miR-

144-3p は Cont 群 6.70, MS 群 10.49, FC=0.84、

mmu-miR-494-3p は Cont 群 131.26, MS 群 101.11, 

FC=0.88、mmu-miR-5622-3p は Cont群 28.98, MS 群

33.32, FC=1.02 であった。 

 

Ｄ．考察 

 

 トリブチルスズの発達期暴露において、生後 20

日齢のマウス脳において AMPA 型グルタミン酸受

容体 GruR2 遺伝子発現低下があることが報告され

ている (Ishida et al., Biol Pharm Bull. 

2017;40:1121-1124)。本研究では遅発性の中枢神

経毒性をターゲットとしているため、暴露後成獣

になってからの遺伝子発現をみているため時期が

異なる。また、AMPA 型ではなく NMDA 型である点も

異なる点にも留意が必要である。しかしながら、

興奮性神経伝達情報が影響を受ける可能性は、ク

レアチントランスポーターには影響がなく興奮性

アミノ酸トランスポーターの発現に若干の変化が

みられた本研究の結果からも支持される。すなわ

ちトリブチルスズの発達期低用量暴露は、興奮性

神経伝達に遅発性の影響をもたらす可能性が示唆

される。 

興味深いことに、我々は以前、ダイオキシン類

の低用量発達期暴露が、ラットにおいて遅発的に、

Nr2a には影響を及ぼさず Nr2b 遺伝子発現を低下

させることを見出している(Kakeyama et al., 

Neuroreport. 2001; 12:4009-4012)。すなわち

Nr2b 遺伝子発現は、トリブチルスズに限定されず

他の化学物質の遅発性中枢神経毒性を検出する有

効な指標となる可能性が考えられる。 

また、今回対象とした遺伝子群は、自閉スペク

トラム症研究において、ヒトヒトのプロトン磁気

共鳴スペクトロスコピー（MRIによる MRS 解析）で

得られる指標に対応したマウス遺伝子セットとし

て構築したものであり(Benner & Aoki et al., 

Mol. Psyciatry 2018)、すなわちヒトへの外挿性

の高い指標となる可能性も期待できる。今回の

TBTC暴露による遺伝子発現変化のパターンは自閉

スペクトラム症当事者のそれとは異なるものだが、

今後、マウス行動解析指標との対応づけ、ヒト精

神神経疾患当事者の MRS データとの対応づけを進

めることで、従来の毒性試験を補強する毒性評価

系の作出に資することが期待される。 

 以上で得られた知見をもとに関連遺伝子のイン

トロン上に存在するか、関連遺伝子と相互作用が

報告されている遺伝子を約 100 個抽出し、家庭用

品に含まれる化学物質の、想定される健康影響と

の関連についての文献調査を踏まえて、miR1184_2、

miR1236_1、miR1280_1、miR196a_2、miR221_1、

miR29c_1、miR320d_2、miR642a_1、miR652_3 遺伝

子を対象として、BTBR 実験を行ったところ、この
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うち７遺伝子について、モデルマウスと野生型マ

ウスで発現量が異なること、唾液と血液中発現量

には大きな違いがないことが新たに明らかとなっ

た。すなわち、これらの遺伝子群は新規バイオマ

ーカーとして有用である可能性が示唆された。 

 そして、少なくともこれら遺伝子群において、

そして少なくともマウスにおいて、血液中の発現

量と唾液中の発現量に相関が極めて高い可能性が

示唆された。唾液試料であれば、ヒトとくに乳幼

児からの採取も容易であり、コホート調査研究に

も適用できる可能性を秘めていると言えよう。 

今後動物実験により、脳組織中の小分子 RNA 発現

量を測定し比較することで、中枢神経系の変化を

ヒト乳幼児の唾液試料で測定可能なすバイオマー

カーとなる可能性も見えてきた。小分子 RNA のリ

ーズナブルな選定方法の開発、そして動物実験に

よる脳内発現量との比較検証が必要であろう。 

 そこで本研究では、MS条件における検証も行い、 

モデルマウスと野生型マウスで発現量が異なるこ

とを見出した。すなわち、これらの遺伝子群は新

規バイオマーカーとして有用である可能性が示唆

された。今後は、実際に化学物質暴露動物での検

証を進めることが必要である。 

 加えて、miRNA 発現解析には多くの血漿量が要

求される。現実には RNA のクオリティチェックに

９割以上の試料が消費されてしまうため、本研究

ではワンチューブ法による測定を実用化した。今

後は NGS 解析を進めるためにもサンプル調製法を

開発することが化学物質リスク研究の命題になる

といえる。一般のライフサイエンスでは RNA 増幅

等により少量サンプルからの解析を行っているが、

定量性と再現性が確保されていない現行法では、

量反応関係の検証が困難なためである。 

 

 

Ｅ．結論 

 

 本研究により、小分子 RNAの液性因子バイオマ

ーカーとしての可能性が示された。リーズナブル

な選定方法の開発、そして RNA 抽出及び解析法の

ブラッシュアップが急務である。 
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図 1. マウス脳 Oxt, Oxtr mRNA 発現に対する TBTC投与の影響. 
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図 2. マウス脳 cFos, Arc mRNA 発現に対する TBTC投与の影響. 
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図 3. マウス脳 Nr2a, Nr2b mRNA 発現に対する TBTC投与の影響. 
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図 4.  マウス脳 Slc1a1, Slc1a2, Slc1a3, Slc6a8 mRNA 発現に対する

TBTC 投与の影響. 
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表2. 候補小分子RNAの唾液および血液中発現量

Group Sample

BRBR Blood 69.98 ± 1.17 83.59 ± 2.48 58.29 ± 0.49 74.45 ± 1.43 69.00 ± 0.84 78.60 ± 0.78 78.23 ± 1.57 123.02 ± 2.55 109.86 ± 0.89

BRBR Saliva 69.67 ± 1.75 85.11 ± 2.18 57.78 ± 0.78 75.85 ± 2.67 67.83 ± 0.99 77.02 ± 0.79 79.41 ± 2.57 126.62 ± 3.76 106.61 ± 2.58

WT Blood 99.76 ± 2.43 122.27 ± 2.29 81.80 ± 0.92 103.30 ± 2.12 97.06 ± 1.36 97.76 ± 0.49 96.00 ± 2.38 100.72 ± 18.24 108.47 ± 1.82

WT Saliva 99.05 ± 1.76 120.42 ± 0.92 80.94 ± 1.04 99.61 ± 1.91 98.52 ± 1.85 98.75 ± 0.76 91.95 ± 1.23 103.94 ± 18.93 106.02 ± 2.08

＊n=7 in each group

miR320d_2 miR642a_1 miR652_3miR1184_2 miR1280_1miR1236_1 miR196a_2 miR221_1 miR29c_1
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表 3. パスウェイ解析の結果、検出した 15 種類のパスウェイ 
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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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分担研究課題名 

「脳神経回路イメージング解析」 

 

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。これまでの先行研究(H20-化学-一般-009、H23-化学-一般-004、

H27-化学-一般-007) で既に示したように膜電位感受性色素による回路測定は網羅

的でありかつ検出感度が高いことがわかっている。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，農薬類（ネオニコチノイド等）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が,これまでに検出系の改良に

取り組み、長時間の連続的な測定を可能なことを立証するため、よく知られた海馬

回路シナプスの長期増強が光学的に連続的に検出可能であることを示した。また，

さらに大規模な神経回路として嗅内野とその周辺皮質の信号伝達の長期可塑性に

ついて検出できることを示した。この手法で化学物質の回路機能への影響を検出す

る系を確立するため，TBT，ビスフェノール、ビスフェノール代替物質（BBMTBP、

MBMTBP）の急性影響について，異なる発達段階（2週齢、8週齢）の海馬回路におい

て検討し，それぞれ影響が検出可能であることを示した。またこの解析のソフトウ

エアを開発し、迅速に網羅的な解析を可能にした。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。さらに前頭前野（mPF）に着目し、系統的な計測により標準的な伝播パタ

ーンの計測を可能とした。また，無染色組織からの光信号の検出と解析を行ってい

る。これらは光計測による神経毒性検出における優位性を担保するものである。 
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Ａ．研究目的 

 

 これまで情動・認知行動試験では、実際に小児期の

化学物質への暴露により、発生・発達期、成熟期にお

いて中枢性の異常、影響が認められてきている。この

化学物質の中枢神経毒性の遅延性発現の定量化は喫

緊の課題である。そのメカニズム解析のために記憶・

学習機能の中枢である海馬、海馬-嗅内野−扁桃核の

機能、およびその相互作用を定量化することは重要

で、それらの中枢神経回路機能の変化を定量化する

手法の確立が求められている。本研究では、膜電位感

受性色素による神経活動イメージング法を導入して、

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 

 

 マウスをモデル動物とした。マウスより，標準

的な方法でスライス標本を作成し膜電位感受性色

素（VSD）で染色した。このスライス標本を独自の

チャンバーシステム内に置き，専用の光学系下で

電気刺激を加え応答を超高速度カメラシステムで

撮像し解析した。 

1）  海馬スライス標本での CA1 野における

CA3-CA1 シナプスの長期増強の連続的な光

学計測 

海馬スライス標本を作成し，膜電位感受性

色素で染色後，専用のチャンバーにて ACSF

で還流しながら 30 秒―1 分に１回のシャー

ファー側枝に対する電子刺激に対する応答

を，光計測ならびに電気生理学的手法で計

測した。 

適切なベースラインの測定後に 100Hz1 秒の

いわゆるテタヌス刺激かシータバースト様

刺激を加え長期増強を起こし計測を継続し

た。 

2） 海馬，嗅内野，その周囲皮質を含む皮質組織

での信号伝達系の可塑的変化の観察系の確

立 

上と同様のプロトコルで，より視野の広い

特殊な光学系を用いて嗅内野を含む大きな

回路での信号伝達を計測した。嗅内野と嗅

周囲皮質の境界に着目し，その間の信号伝

達を光計測法によって 1 分に１回の頻度で

長い時間にわたって計測した。 

 

3） トリブチルスズ TBT の急性投与に対する海

馬神経回路応答の変化の光学計測 

トリブチルスズ 40pMを海馬 CA1でのシャー

ファー側枝電気刺激に対する応答を30秒に

１回づつ計測しながら還流した。 

4） ビスフェノール代替物質（BBMTBP、MBMTBP）

の急性投与に対する海馬神経回路応答の変

化の光学計測 週齢の異なるマウス（オス）

から海馬スライス標本を標準的な手法で作

成し、ビスフェノール A（BPA）, 4,4'-
Butylidene-bis(6-tert-butyl-m-cresol ）

（BBMTBP）, 2,2'-Methylene-bis(4-methyl-
6-tert-butylphenol （MBMTBP） 5ppm を還

流した。CA1, CA3, DG 野に入力する入力繊

維を 2 段階の刺激強度で刺激し、応答を記

録した。また、同じスライス標本で GABAA受

容体阻害薬の GABAZINE(10µM)を追加的に灌

流しに応答を計測した。 

5） 前帯状皮質（ACC）を含む大きな皮質組織で

の光学計測解析法の確立 マウス脳のブレ

グマから前の前頭野を中心に、連続で前額

断スライス標本を作成し，視野の大きな光

学系で光計測した。刺激を系統的に加え、光

計測された興奮伝播パターンを集積するソ

フトウエアを開発した。 

 

Ｃ．研究結果 

 

1） 海馬スライス標本での CA1 野における CA3-

CA1 シナプスの長期増強の連続的な光学計

測 

専用のチャンバー内での計測は非常に安定

で 12時間以上もスライスの応答は良好に保

たれた。また，光計測によるシナプス長期増

強の観察に 12時間以上にわたって成功した。

この結果，CA1 回路の応答の変化を長期にわ

たって網羅的に解析することが可能になっ

た。 

2） 海馬，嗅内野，その周囲皮質を含む皮質組織

での信号伝達系の可塑的変化の観察系の確

立 

長時間の計測の結果，嗅周囲皮質から嗅内

野への投射が，刺激のパターンによって可

塑的に変化し長い時間保持されることがわ

かった。 

 

3） TBT の急性投与に対する海馬神経回路応答

の変化の光学計測 

トリブチルスズ 40pM で生後 14 日のマウス

から作成したスライスではわずかな応答の

上昇が見られた。一方，生後 9―10週のマウ

スではほとんど影響がみられなかった。そ

の後，ドーズを増したところ応答に一貫性

がなくなり TBT の実験系への吸着が疑われ
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たので一旦急性投与実験を中断した。 

4） ビスフェノール、ビスフェノール代替物質

の急性投与に対する海馬神経回路応答の変

化の光学計測の解析結果を図 1 に示した。

図 1は 2 週齢、8週齢の動物群から作成した

海馬スライス標本の CA1、CA3、DGの各領野

の入力繊維（Schaffer collateral, Mossy 

fiber, Perforant path）に 2種類の異なる

刺激強度で刺激を加えた時の VSD 信号で捉

えた応答の 大強度を各画素に投射して示

した図である。それぞれ、コントロールの

ACSF に対して 5ppmの BPA、BBMTBP, MBMTBP

を負荷した時の応答を示しており、左側は

GABAA 受容体阻害薬を含まない時、右側

（Gabazine）は含む時を示している。 

Gabazine を付加すると応答の大きさは大き

くなるがその大きくなり方は、部位ごと、刺

激強度条件によって異なり、コントロール

条件に比べ明らかに変わっているものが見

られる。図 2は同じデータで、VSD信号の時

間積分値を投射した図である。これらのイ

メージデータはそれぞれ 5-6 スライスから

の平均値を示している。 

これらの値を、各領野ごとの代表値で棒グ

ラフにしたものが図 3、4である。それぞれ

コントロールに対して、有意に差が見られ

た実験群に（＊）をつけた。これで見ると、

Gabazine を負荷した場合には多くの群で有

意な差が現れること、2周齢の動物よりは 8

週齢の動物の方が若干大きな差が見られる

ことがわかる。また、BPA よりも BBMTBP, 

MBMTBP の方が影響が大きいことが明らかで

ある。 

5） 前帯状皮質（ACC）を含む大きな皮質組織で

の光学計測解析法の確立 

光学系の 適化によって 1cm 角にせまる視

野で安定な光学計測が可能になり，ACC での

発振や ACC を介した脳半球間の情報伝達の

観察が可能となった。計測結果を、アトラス

情報と照合して、興奮伝播パターンのカタ

ログ化を可能とした（図 5）。 

 

Ｄ．考察 

 

 本年度の計測法の確立によって，海馬や他の神

経回路組織の神経興奮の伝播の解析が長時間，網

羅的に行えることを示した。これは通常の電気生

理学的解析に匹敵するもので，同じ様な計測がは

るかに多くの計測点で行えることで，より鋭敏に

化学物質による神経回路動作の変調を捉えること

が可能になったと言える。今後，さまざまな化学

物質の影響について調べていく。 後のビスフェ

ノール群の検定で見たように海馬での影響が異な

る Age 群で網羅的に示されたことはこの手法の有

用性を示している。 

 さらに、上記のような定量的な計測を前頭前野

に広げ、これまで以上に確度の高い毒性検討が網

羅的に行えるようにした。 

 

Ｅ．結論 

 

 光計測法を使うことによって，海馬神経回路の変

調を効率よく，定量的に検出する系が確立できた。こ

の手法は幼若期から成長に伴ったどの成長段階の標

本でも同じように適用できる上，電気生理学的な知

見と密接な関係があり相補的に解釈することで神経

機構の解明に重要な意義を持つ。 

今後とも光計測法を軸に、神経回路の再編成を起こ

しうる化学物質の神経毒性解析を進めることは、重

要である。 
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潟市） 
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entorhinal network: a voltage-sensitive dye 
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物理学会第 56 回年会 (2018.9.15-17)，岡山

市 
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Yoko, Tominaga Takashi  Voltage-
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年会 (2018.9.15-17)，岡山市 
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山市 
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山市 
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selective long-term potentiation in area 

CA1 of the hippocampus.」第 41 回日本神経
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in the area CA1 of hippocampal slices in 

mice: comparison to the voltage-sensitive 
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性抑制系システムの解析 Analysis of Local 

GABAergic inhibitory system in Perihinal 
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37. 冨永 貴志, 冨永 洋子 「子どもへの低用量化

学物質暴露が誘発する脳回路機能異常のイメ

ージング解析」シンポジウム「子どもへの低

用量化学物質暴露が誘発する情動認知行動影

響とその評価系の開発 Development of 

evaluation methods on emotional and 

cognitive behavioral toxicity induced by 

low-dosed chemical exposure at early life 

stage」（オーガナイザー：種村健太郎，北嶋聡）
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図 1 VSD 信号の 大値の投射図 動物は 2 週齢と 8 週

齢で、CA1、CA3、DG のそれぞれの入力繊維に異なる

刺激強度で刺激を加えた時の結果。それぞれ、通常の

ACSF 溶液と GABAA 受容体阻害薬（gabazine 10µM）

を加えた時の応答の 5-6 スライスの応答の平均値を示

している。 

 
 
図 2 VSD 信号の積分値の投射図 動物は 2 週齢と 8 週齢

で、CA1、CA3、DG のそれぞれの入力繊維に異なる刺激

強度で刺激を加えた時の結果。それぞれ、通常の ACSF 溶

液と GABAA 受容体阻害薬（gabazine 10µM）を加えた

時の応答の 5-6 スライスの応答の平均値を示している。 
 

 
図 4VSD 信号の積分値の平均値を CA1、CA3、DG の各

領域で数値化して示した。平均±SEM 
ANOVA で有意な差があった群に＊をつけた。 
 

 
図３VSD 信号の 大値の平均値を CA1、CA3、DG の

各領域で数値化して示した。平均±SEM 
ANOVA で有意な差があった群に＊をつけた。 
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図 5 マウス前頭前野皮質での興奮伝播パターンのアトラスの作成。  
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平成 30-令和 2年度 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 

 

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 

（H30-化学-一般-003） 

 

分担研究課題名 

「家庭用品化学物質暴露による神経幹細胞動態解析」 

 

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】 

 

 本研究では、脳形成過程である周産期の脳神経系、特に神経幹細胞は様々なシグ

ナルに対して感受性が高く、また脆弱であるという観点から、周産期家庭用品化学

物質暴露が成体になって晩発性に影響を及ぼすと考えている。まず、胎生11日から

生後28日までトリブチルスズを、低用量（2.5μg/kg/day）、中用量（25μg/kg/day

）、高用量（250μg/kg/day）で飲水投与し、産仔マウスが成体になるまで待ち、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。さらに新生ニューロンマ

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。 
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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

熟や増殖が時空間的に精妙に制御される必要があ

る。また、成長した後の成体期海馬におけるニュ

ーロン新生は、情動、認知、学習・記憶機能に重要

な役割を果たすことがしられており。これらが破

綻した場合、神経疾患や脳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

不明な点が多い。さらに、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。そこで本分担者は、化学物質と

して、トリブチルスズ（TBTC）を選択し、周産期暴

露が成体海馬のニューロン新生に及ぼす影響を解

析するとともに数値化することを目的とした。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

 Vehicle（V）（飲水＋0.0001%溶媒エタノール）、

TBTC 耐用 1日摂取量（TDI）0.25μg/kg/day の 10
倍量である2.5μg/kg/day（TBTC-L）、25μg/kg/day

（TBTC-M）、250μg/kg/day（TBTC-H）を胎生 11日

から生後 28日まで飲水投与を行った。その後生後

91 日から 95日まで、BrdU を 50 mg/kg/day で腹腔

内投与（増殖細胞のラベリング）し、生後 96 で脳

を固定した。その脳を用いて切片を作製し、抗BrdU

抗体及び DcX を用いた免疫組織染色を行い、各陽

性細胞を測定した。さらに脳内免疫担当細胞ミク

ログリアの状態も解析するために、抗 Iba1 抗体に

よる免疫組織染色も行い、その数と形態の観察を

行った。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

 図１および図２に示したように、TBTC-L、TBTC-

M 及び TBTC-H のいずれの群においても Vと比較し

て、神経幹/前駆細胞の増殖の低下傾向と新生ニュ

ーロン数の減少を示すことがわかった。つまり、

脳形成過程における TBTC への暴露は、成体になっ

てから海馬でのニューロン新生に影響を与える可

能性が示唆された。また、今回ミクログリアの観

察も行ったところ、TBTC-L、TBTC-M 及び TBTC-H の

いずれの群においても V と比較してミクログリア

細胞数の増加傾向が観察された（図３）。ただし、

ミクログリア活性化の指標の一つである細胞体面

積の増加は認められなかった。 

 

 

Ｄ．考察 

 

 本研究において、脳形成期に低用量であっても

TBTC に暴露されると、成長後の成体海馬ニューロ

ン新生に影響が及ぼされる可能性が示唆された。

今後は n 数を増やし統計学的に優位な差であるこ

とを示すと同時に、自発的運動などによりこの影

響が改善できるかなどを調べる必要がある。また、

TBTC暴露による海馬内のミクログリア数の増加傾

向も見られたことから、ミクログリア数の増減も

新たに化学物質の影響の定量化の指標として利用

できる可能性が示唆された。 

 

 

Ｅ．結論 

 

 今回の結果から、化学物質による生体への影響

に関し、少なくとも成体海馬ニューロン新生及び

ミクログリア数を数値化し、評価できる可能性が

示された。 
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neurons reinstates neurological function after 
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会、岡山県、岡山コンベンションセンター、2020

年8月31日-9月2日(ポスター) 

3． 中嶋秀行○、中島欽一：レット症候群原因因子

MeCP2のmiR-199aを介した神経幹細胞分化制

御、NPBPPP2020合同年会、Web開催(シンポジ

ウム)、2020年8月21日-23日 

4． 今村拓也○、藤本雄一、亀田朋典、吉良潤一、

中島欽一：母体由来炎症シグナルを胎仔脳由

来ノンコーディングRNA制御により緩和する、第

４３回日本神経科学大会、Web開催（シンポジウ

ム）、2020年7月29日-8月1日 

5． 松田泰斗○、入江剛史、中島欽一：成体マウス

脳ミクログリアから機能的なニューロンへのダイ

レクトリプログラミング、第４３回日本神経科学大

会、Web開催（シンポジウム）、2020年7月29日-

8月1日 

6． 中島欽一○:脊椎動物の初期発生とエピジェネ

ティックス、第47回日本毒性学会学術年会、

Web開催（シンポジウム）、2020年6月29日-7月

1日 

7． 中島欽一○: Artificial generation of new 

neurons in adult central nervous systems、第４

２回日本分子生物学会年会、福岡県、福岡国

際会議場・マリンメッセ福岡、2019年12月3-12
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HMGB1enhances human neural stem cell 
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after spinal cord injury、9th International 

DAMPs and Alarmins Symposium、岡山県、岡

山大学Junko Fukutake Hall、2019年11月6日- 

8日（6日）(招待) 

10． 中島欽一○:転写因子NeuroD1によるミクログリ

アからニューロンへのダイレクトリプログラミング

のメカニズム、第９１回日本遺伝学会、福井県、
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11． 中島欽一○:生体神経組織における人為的ニ

ューロン新生とその作用、第43回蛋白質と酵素
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日- 7日（5日）（招待講演） 
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第46回日本毒性学会学術年会、徳島県、アス

ティとくしま、2019年6月26日- 28日（28日）（ｼﾝ

ﾎﾟｼﾞｳﾑ） 

13． 中島欽一○: 転写因子 ND1によるミクログリア

からニューロンへのダイレクトリプログラミングの

分子基盤、第46回日本毒性学会学術年会、徳

島県、アスティとくしま、2019年6月26日- 28日

（27日）（ｼﾝﾎﾟｼﾞｳﾑ） 
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図 1. 胎仔期および離乳前のトリブチルスズの暴露は成体海馬における神経新生を低下さ

せる傾向にある。 

 

 

図 2. 胎仔期および離乳前のトリブチルスズの暴露は成体海馬における細胞増殖を低下さ

せる傾向にある。 
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図 3. 胎仔期および離乳前のトリブチルスズの暴露により成体海馬におけるミクログリア

数が増加する傾向にあるが、細胞体の大きさに変化はない。 
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平成 30-令和 2年度 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 

 

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 

（H30-化学-一般-003） 

 

分担研究課題 

「網羅的遺伝子発現解析」 

  研究分担者   北嶋 聡  国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 部長 

  研究協力者   齊藤洋克  国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

 

本研究では、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ばく露による遅発性の中枢神

経系への影響を検討するが、本分担研究では、本研究班全体の目的に則り、周産期マウ

スに慢性飲水投与後、13 週齢時の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、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

することを目的とする。 

平成 30 年度は、ネオニコチノイド系農薬であるアセタミプリド及びイミダクロプリド

ならびに、モデル化学物質としてニコチンを、周産期マウス（胎生 11 日〜離乳生後 4 週

齢）に各 0.01 mg/kg/day を周産期飲水投与後、成熟後 13 週齢時の海馬における網羅的

遺伝子発現変動解析を実施した。その結果、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 0.01 mg/kg/day (ADI の 1/10 程度の用量)の投与用量で周産

期飲水投与後、13 週齢時の海馬では、投与群では、いずれも CREB シグナルの抑制、す

なわち神経伝達や長期記憶の抑制が誘発されることが示唆され、情動認知行動に影響す

る可能性が高いこと、一方、同じネオニコチノイド系農薬でありながらイミダクロプリ

ドの方は、アセタミプリドと異なり、対照群と増殖・分化程度が異なること、すなわち

神経細胞、グリア細胞および神経幹細胞が減少していることが示唆された。この違いの

分子機序は不明であり、アセタミプリドよりもイミダクロプリドの方が、周産期の中枢

神経系において、より多くの標的分子が存在する可能性が示唆されるが、同一用量とは

いえ、単一の用量だけでの比較であるため、今後、より高用量など複数の用量での検討

が必要と考える。また、ニコチンではこのような遺伝子発現プロファイルが認められて

いないことから、ネオニコチノイド系農薬は、ニコチンとは異なる分子機序で中枢に影

響を与える可能性が考えられたが、この場合も同一用量とはいえ、単一の用量だけでの

比較であるため、今後、より高用量など複数の用量での検討が必要と考える。 

平成 31(令和元)年度は、家庭用品に含まれる化学物質として、ビスフェノール類を取
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り上げ、具体的には、ビスフェノール A(BPA)とゴム老化防止剤である BBMTBT（4,4'-
ブチリデンビス(6-tert-ブチル-m-クレゾール)）および MBMTBT（2,2'-メチレンビス(6-
tert-ブチル-p-クレゾール)）を、周産期マウス（胎生 11 日〜離乳生後 4 週齢）に、いず

れも 0.5 mg/kg/日を周産期飲水投与後、得られた産仔雄マウスを用いて成熟後 13 週齢時

の海馬における網羅的遺伝子発現変動解析を実施した。その結果、3 物質ともに、各細胞

の増殖・分化程度は、投与群と対照群とで同程度である事が示唆され、また神経系の有

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ず、顕著な情動

認知行動影響は認められないことが示唆された。 

令和 2 年度は、BPA 及びニコチンについて、不安関連行動に係るシグナルネットワー

クの描出に向け、周産期マウス（胎生 11 日〜離乳生後 4 週齢）に、BPA（0.5 mg/kg/
日）あるいは、ニコチン（0.01 mg/kg/日）について周産期飲水投与後、得られた産仔雄

マウスの成熟後 13 週齢時の海馬における網羅的遺伝子発現変動解析を実施し比較した。

その結果、現時点では、双方で発現が増加あるいは減少した遺伝子リストからは特定の

シグナルネットワークを見いだすことはできず、不安関連行動に係るシグナルネットワ

ークの描出はできなかった。 

以上、検討した結果からは、今後特に、解析の結果見出された、ネオニコチノイド系

農薬であるアセタミプリド及びイミダクロプリドとの標的分子及びシグナルネットワー

クの差異、あるいはネオニコチノイド系農薬とニコチンとの標的分子及びシグナルネッ

トワークの差異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、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

シグナル異常に脆弱な集団と位置づけ、対

象とし、生活環境レベルでの低用量ばく露

による中枢神経系への遅発性の影響を明ら

かにし、従来の毒性試験を補強する毒性評

価系の作出に資することである。家庭用品

は、それに求められる機能が多様であり、こ

の中には、フタル酸エステルやビスフェノ

ールAといった、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。

被験物質として、従来型の毒性試験法によ

る毒性情報が利用可能で、周産期ばく露に

よる中枢神経毒性に関する情報がなく、か

つ、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家庭用品化学物質を

選択した。具体的には、塗料剤、ゴム製品老

化防止剤、防虫加工剤を選択する。 
 本分担研究では、本研究班全体の目的に

則り、周産期に飲水投与後、成熟後13週齢

時のマウス脳より得られた海馬について、

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ことを

目的としている。被験物質として、平成30
年度は、ネオニコチノイド系農薬アセタミ

プリド及びイミダクロプリドならびに、モ

デル化学物質ニコチンを、平成31年度（令

和元年度）は、ビスフェノール類であるビス

フェノールA(BPA)とゴム老化防止剤であ

るBBMTBT（4,4'-ブチリデンビス(6-tert-
ブチル-m-クレゾール)）及び、MBMTBT
（2,2'-メチレンビス(6-tert-ブチル-p-クレ

ゾール)）を、令和2年度は、不安関連行動に

係るシグナルネットワークの描出に向け、

BPA及びニコチンを選択した。 
 
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 C57BL/6NCrSlc (日本エ

スエルシー)を用いた。 
 被験物質は、ネオニコチノイド系農薬（２

種）、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）、モデル化学物質としての

ニコチン（CAS No.：54-11-5, 分子量：

162.23, カタログ No.：148-01212, lot No.：
PDH0911,純度：97.0%, WAKO）を使用し

た。これらの試薬をエタノールに溶解して

から飲水（水道水）に添加し（エタノールの

終濃度は 0.01 ％）、一日投与量として、

0.01 mg/kg/日を胎生 11 日から離乳 4 週齢

までの周産期マウスに慢性飲水投与した。

投与用量（0.01 mg/kg/日）は、各物質の許

容 1 日摂取量（ADI）（アセタミプリド: 0.07 
mg/kg/day 、イミダクロプリド : 0.06 
mg/kg/day）を参考に、ADI より 10 倍程度

低い用量として選択した。対照群には、

0.01 ％エタノールを含む水道水を摂取さ

せた。 
 ビスフェノール A（BPA, Cas No. 80-05-
7, 分子量：228.29, カタログ No. 04225-10, 
純度：>98.0%, 関東化学株式会社）および

ゴム製品老化防止剤（2 種）、4,4'-ブチリデ

ンビス (6-tert- ブチル -m- クレゾール )
（BBMTBP, Cas No.85-60-9, 分子量：

382.59, カタログ No.B0724, 純度：>97.0%, 



78 

東京化成工業株式会社）、2,2'-メチレンビス

(6-tert-ブチル-p-クレゾール)（MBMTBP, 
Cas No. 119-47-1, 分子量：340.51, カタロ

グ No. M0217, 純度：>99.0%, 東京化成工

業株式会社）を使用した。これらの試薬をエ

タノールに溶解してから飲水（水道水）に添

加し（エタノールの 終濃度は 0.0001 ％）、

一日投与量として、0.5 mg/kg/日を胎生 11
日から離乳 4 週齢までの周産期マウスに慢

性飲水投与した。投与用量（0.5 mg/kg/日）

は、BPA の耐容一日摂取量（TDI）（0.05 
mg/kg/day; EFSA）を参考に、その 10 倍量

程度の用量を設定した。対照群には、

0.0001 ％エタノールを含む水道水を摂取

させた。 
 いずれの場合も、飲水投与後、12 週齢時

に情動認知行動解析を行い(n=8-9)、その後、

13 週齢時の海馬 (n=3; 8-9 例から 3 例をラ

ンダムに選択)について網羅的遺伝子発現

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(海馬)(各群 n=3)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。マウス海馬は、氷冷下にて

左脳から、小脳、脳幹部、海馬、大脳皮質の

4 部位に分割することにより得た。 
 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、得られた cDNA
をもとに第二鎖を合成し、二本鎖 cDNA 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
はキアゲン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 
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(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：平成 30 年度は、ネオニコチノイド系

農薬アセタミプリド及びイミダクロプリド

ならびに、モデル化学物質ニコチンについ

て検討した。 
 
C-1-1：アセタミプリドの場合の海馬（成熟

期）における遺伝子発現変動解析： 
 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、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、投与群と対照群とで

同程度である事が示唆された。 
 次いで、対照群と比較し、0.01 mg/kg/day
のアセタミプリドを周産期に投与した場合

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。 
 
 205 ps (増加)、 924 ps (減少) 
  
 増加分 205 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。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 924 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

せなかったが、 IPA による Canonical 
pathway による検索においては、CREB シ
グナルが見いだせたことから、神経伝達や

長期記憶の抑制が示唆された。次いで、発現

減少が認められる遺伝子の発現調節因子の

探索の為に、 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 CREBBP や APP が抽

出され、CREB シグナル、すなわち神経伝

達や長期記憶の抑制が示唆された（この標

的遺伝子数： 29）。この抑制機序は現時点

では不明である。 
 なお増加・減少の場合共に、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。 
 以上の通り、ネオニコチノイド系農薬ア

セタミプリドを 0.01 mg/kg/day (ADI: 0.07 
mg/kg/dayの1/10 程度の用量)の投与用量
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で周産期飲水投与後、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、１）各細胞の増殖・分化程度は、投与群

と対照群とで同程度である事が示唆され、

２）CREB シグナルの抑制、すなわち神経

伝達や長期記憶の抑制が誘発されることが

示唆された。 
 
C-1-2：イミダクロプリドの場合の海馬（成

熟期）における遺伝子発現変動解析： 
 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)、アストロサイト（Gfap）および神

経幹細胞（Nes）マーカーの有意な発現減少

が認められた。このことから投与群では、神

経細胞あるいは樹状突起が減少、およびグ

リア細胞が減少している事が示唆された。

この原因として、神経幹細胞から神経細胞

やグリア細胞への分化が抑制された可能性、

あるいは神経幹細胞減少している可能性が

示唆されたが、観察された神経幹細胞マー

カーの有意な発現減少は、後者を支持する

ものと考える。 
 次いで、対照群と比較し、0.01 mg/kg/day
のイミダクロプリドを周産期に投与した場

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。 
 
 153 ps (増加)、 6,090 ps (減少) 
 
 増加分 153 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。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、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 6,090 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、IPA による

Canonical pathway による検索において、シ

ナプス形成シグナル、CREB シグナル、エ

フリン受容体シグナルおよびタンパクユビ

キチン化シグナルが見いだせたことから、

神経伝達や長期記憶の抑制、シナプス形成

の抑制および軸索誘導の抑制が誘発されて

いることが示唆された。発現減少が認めら

れる遺伝子の発現調節因子の探索の為に、

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

ルが抑制されている可能性が示唆されたが、

Canonical pathway による検索で影響が示

唆されたシグナルとの関連は不明である。 
 なお増加・減少の場合共に、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。 
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 以上の通り、ネオニコチノイド系農薬イ

ミダクロプリド を 0.01 mg/kg/day (ADI:  
0.06 mg/kg/day の 1/10 程度の用量)の投

与用量で周産期飲水投与後、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、１）各細胞の増殖・分化程度は、

投与群と対照群とで異なり、投与群では、神

経細胞あるいは樹状突起が減少、およびグ

リア細胞が減少している事が示唆された。

この原因として、神経幹細胞から神経細胞

やグリア細胞への分化が抑制された可能性、

あるいは神経幹細胞が減少している可能性

が示唆されたが、観察された神経幹細胞マ

ーカーの有意な発現減少は、後者を支持す

るものと考えられ、２）シナプス形成シグナ

ル、CREB シグナル、エフリン受容体シグ

ナルおよびタンパクユビキチン化シグナル

の抑制、すなわち神経伝達や長期記憶の抑

制、シナプス形成の抑制および軸索誘導の

抑制が誘発されていることが示唆された。

このことは、上記した、投与群では対照群と

増殖・分化程度が異なること、すなわち神経

細胞、グリア細胞および神経幹細胞が減少

していることと関係している可能性が考え

られる。 
 
C-1-3：ニコチンの場合の海馬（成熟期）に

おける遺伝子発現変動解析： 
 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、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、投与群と対照群とで

同程度である事が示唆された。 
 次いで、対照群と比較し、0.01 mg/kg/day
のアセタミプリドを周産期に投与した場合

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。 
 
 85 ps (増加)、 3,775 ps (減少) 
  
 増加分 85 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。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 3,775 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、IPA による

Canonical pathway による検索において、 
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、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、神経系の有害事象との関連を示唆す

る遺伝子発現調節因子は抽出されてこなか

った（＞E-4）。 
 以上の通り、ニコチンを 0.01 mg/kg/day 
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(アセタプリミドとイミダクロプリドの場

合と同一用量)の投与用量で周産期飲水投

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、１）各細胞の

増殖・分化程度は、投与群と対照群とで同程

度である事が示唆され、２）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ことから、

重篤な神経系の有害事象は観察されない可

能性が示唆された。 
 
 このように、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

0.01 mg/kg/day (ADI の 1/10 程度の用量)
の投与用量で周産期飲水投与後、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 CREB 
シグナルの抑制、すなわち神経伝達や長期

記憶の抑制が誘発されることが示唆された。

この点、ニコチンではこのような遺伝子発

現プロファイルが認められていないことか

ら、ネオニコチノイド系農薬は、ニコチンと

は異なる分子機序で中枢に影響を与える可

能性が考えられたが、同一用量とはいえ、単

一の用量だけでの比較であるため、今後、よ

り高用量など複数の用量での検討が必要と

考える。 
 一方、同じネオニコチノイド系農薬であ

りながらイミダクロプリドの方は、アセタ

ミプリドと異なり、対照群と増殖・分化程度

が異なること、すなわち神経細胞、グリア細

胞および神経幹細胞が減少していることが

示唆された。この違いの分子機序は不明で

あり、アセタミプリドよりもイミダクロプ

リドの方が、周産期の中枢神経系において、

より多くの標的分子が存在する可能性が示

唆されるが、この場合も、同一用量とはい

え、単一の用量だけでの比較であるため、今

後、より高用量など複数の用量での検討が

必要と考える。 
 アセタミプリドとイミダクロプリドの場

合、投与群では、いずれも CREB シグナル

の抑制、すなわち神経伝達や長期記憶の抑

制が誘発されることが示唆され、発現減少

を示した遺伝子群が似ていることが示唆さ

れたため、両者の集合関係を検討した。両者

で共通して発現減少した遺伝子数は 402 ps
であったが、この遺伝子について IPA によ

る Canonical pathway による検索を実施し

たところ、CREB シグナルが抽出され、こ

のことは、両物質の場合に共通して、海馬に

おける神経伝達や長期記憶の抑制の誘発の

示唆を支持するものと考える。 
 
C-2：平成 31(令和元)年度は、ビスフェノー

ル A(BPA) とゴム老化防止剤である

BBMTBT（4,4'-ブチリデンビス(6-tert-ブ
チル-m-クレゾール)）および MBMTBT
（2,2'-メチレンビス(6-tert-ブチル-p-クレ

ゾール)）について検討した。 
 
C-2-1：BPA の場合の海馬（成熟期）におけ

る遺伝子発現変動解析： 
 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、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、投与群と対照群とで
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同程度である事が示唆された。 
 次いで、対照群と比較し、0.5 mg/kg/日

の BPA を周産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。 
 
 315 ps (増加)、 130 ps (減少) 
  
 増加分 315 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。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 を用いて検討したが、遺

伝子発現調節因子は、転写因子として

TCF7L2、Sox2 及び REL が、サイトカイン

として TNF が抽出されてきたが、神経系の

有害事象との関連は見出せなかった（＞E-
4）。 
 一方、減少分 130 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。次いで、発現減少が認められる

遺伝子の発現調節因子の探索の為に、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、転写因子と

して MDM2 が抽出されてきたが、神経系

の有害事象との関連は見出せなかった（＞

E-4）。 

 なお増加・減少の場合共に、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。 
 以上の通り、BPA を 0.5 mg/kg/日(TDI
の 1/10 程度の用量)の投与用量で周産期飲

水投与後、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、１）各細

胞の増殖・分化程度は、投与群と対照群とで

同程度である事が示唆され、２）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。 
 
C-2-2：BBMTB の場合の海馬（成熟期）に

おける遺伝子発現変動解析： 
 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、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、投与群と対照群とで

同程度である事が示唆された。 
 次いで、対照群と比較し、0.5 mg/kg/日

の BBMTBT を周産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。 
 
 236 ps (増加)、 102 ps (減少) 
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 増加分 236 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。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、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 102 ps について検討した結

果でも、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。次いで、発現減少が認めら

れる遺伝子の発現調節因子の探索の為に、

IPA における Upstream Analysis を用いて

検討したが、サイトカインとして IGF-1 が

抽出されてきたが、神経系の有害事象との

関連は見出せなかった（＞E-4）。 
 なお増加・減少の場合共に、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。 
 以上の通り、BBMTBT を 0.5 mg/kg/日

の投与用量(BPA の場合と同一用量)で周産

期飲水投与後、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、１）

各細胞の増殖・分化程度は、投与群と対照群

とで同程度である事が示唆され、２）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。 
 
C-2-3：MBMTB の場合の海馬（成熟期）に

おける遺伝子発現変動解析： 
 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、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、投与群と対照群とで

同程度である事が示唆された。 
 次いで、対照群と比較し、0.5 mg/kg/日

の MBMTB を周産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。 
 
 852 ps (増加)、 69 ps (減少) 
  
 増加分 852 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。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 69 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、 IPA による

Canonical pathway による検索において、 
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。発現減少が認められる遺伝子の発

現調節因子の探索の為に、IPA における

Upstream Analysis を用いて検討したが、転

写因子として HIF1A、TRIM28及び HTT、
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サイトカインとして TGF-B1 が抽出されて

きたが、神経系の有害事象との関連は見出

せなかった（＞E-4）。 
 なお増加・減少の場合共に、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。 
 以 上 の 通 り 、 MBMTB を 0.5 
mg/kg/day(BPA の場合と同一用量)の投与

用量で周産期飲水投与後、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、１）各細胞の増殖・分化程度は、投

与群と対照群とで同程度である事が示唆さ

れ、２）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

だせなかったことから、重篤な神経系の有

害事象は観察されない可能性が示唆された。 
 
 このように、ビスフェノール類 BPA、

BBMTBT 及び MBMTBT を 0.5 mg/kg/日

(BPA の TDIの 1/10 程度の用量)の投与用

量で周産期飲水投与後、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 1）各細胞の増

殖・分化程度は、投与群と対照群とで同程度

である事が示唆され、2）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、この投与用量、投与期間といった条件で

は、これらの物質により、海馬における神経

機能に顕著な影響はないものと考えられた。 
  
 次いで、発現が増加あるいは減少した遺

伝子について、各 3 化合物間の集合関係を

検討した。3 化合物で共通して発現が増加

した遺伝子数は 11ps であったが、3 化合物

に共通して発現が減少した遺伝子はなかっ

た。この共通して増加した 11 ps につき

Common Name で以下に記載すると、Lipt1、
Ctbs、E130309D02Rik、6530403M18Rik、
C030013D06Rik、Zbtb1、Galnt13、Inpp4b、
Csmd1、Mettl14 及び Nup54 であった。こ

の遺伝子リストからは特定のシグナルネッ

トワークを見いだすことはできなかった。 
 
C-3：平成 30 年度は、不安関連行動に係る

シグナルネットワークの描出に向け、BPA
及びニコチンについて検討した。 
 
C-3-1：海馬（成熟期）における BPA 及び

ニコチンの場合の遺伝子発現変動解析の比

較：  
 発現が増加あるいは減少した遺伝子につ

いて、両化合物間の集合関係を検討した。両

化合物で共通して発現が増加した遺伝子数

は 3 ps、他方、減少した遺伝子数は 17 ps と、

少数であった。  
 本実験において、ニコチン及び BPA を選

択した理由は、同様のプロトコールによる

情動認知行動解析（先行研究）において不安

関連行動が、ニコチンと BPA とが同様に変

化していると考えられたためであり、この

不安関連行動に係るシグナルネットワーク

の描出に向けては、双方に共通するシグナ

ルネットワークが候補となり得るが、残念

ながら現時点では、双方で発現が増加ある

いは減少した遺伝子リストからは特定のシ

グナルネットワークを見いだすことはでき

なかった。 
 増加した遺伝子数は3 psにつきCommon 
Name で以下に記載すると（名称がない場

合は Affymetrix ID （Affy ID）とした）、

Mobp、Agxt2l1 及び(Affy ID.1441430_at)で
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あった。減少した遺伝子 17 ps の場合は、

Mcam、Ube2s、(Affy ID. 1420062_at)、
AA517841、Ccdc134、5730528L13Rik、
Trim8、1110021J02Rik、Top2a、Crhbp、
Dand5、Acvr1c、(Affy ID. 1442200_at)、
Klhl18、(Affy ID. 1446868_at)、Kif5b 及び

(Affy ID. 1458050_at)であった。 
 なお再解析の結果、ニコチンの場合、遺伝

子発現調節因子として、社会性や新奇性へ

の対応に関係することが報告されている

NR3C2（ミネラルコルチコイド受容体）遺

伝子が抽出されたことから、こうした神経

機能の（抑制ではなく）活性化が誘発される

可能性が示唆された。 
 
D. 結論 

平成 30 年度は、ネオニコチノイド系農

薬であるアセタミプリド及びイミダクロプ

リドならびに、モデル化学物質としてニコ

チンを、周産期マウス（胎生 11 日〜離乳生

後 4 週齢）に各 0.01 mg/kg/day を周産期飲

水投与後、成熟後 13 週齢時の海馬における

網羅的遺伝子発現変動解析を実施した。そ

の結果、投与群ではアセタミプリド及びイ

ミダクロプリド、いずれの場合でも CREB 
シグナルの抑制、すなわち神経伝達や長期

記憶の抑制が誘発されることが示唆され、

情動認知行動に影響する可能性が高いこと、

また、同じネオニコチノイド系農薬であり

ながらイミダクロプリドの方は、アセタミ

プリドと異なり、対照群と増殖・分化程度が

異なること、すなわち神経細胞、グリア細胞

および神経幹細胞が減少していることが示

唆された。この違いの分子機序は不明であ

り、アセタミプリドよりもイミダクロプリ

ドの方が、周産期の中枢神経系において、よ

り多くの標的分子が存在する可能性が示唆

されるが、同一用量とはいえ、単一の用量だ

けでの比較であるため、今後、より高用量な

ど複数の用量での検討が必要と考える。一

方、ニコチンではこのような遺伝子発現プ

ロファイルが認められていないことから、

ネオニコチノイド系農薬は、ニコチンとは

異なる分子機序で中枢に影響を与える可能

性が考えられたが、この場合も同一用量と

はいえ、単一の用量だけでの比較であるた

め、今後、より高用量など複数の用量での検

討が必要と考える。 
平成 31(令和元)年度は、ビスフェノール

類である BPA とゴム老化防止剤である

BBMTBT 及び MBMTBT を選択し、周産

期マウス（胎生 11 日〜離乳生後 4 週齢）に

各 0.5 mg/kg/day を周産期飲水投与後、成

熟後 13 週齢時の海馬における網羅的遺伝

子発現変動解析を実施した。その結果、この

投与用量、投与期間といった条件では、いず

れの場合でも、海馬における神経機能に顕

著な影響はないものと考えられ、このこと

から、いずれの場合でも、顕著な情動認知行

動影響は認められないことが示唆された。 
令和 2 年度は、BPA 及びニコチンについ

て、不安関連行動に係るシグナルネットワ

ークの描出に向け、周産期マウス（胎生 11
日〜離乳生後 4 週齢）に、BPA（0.5 mg/kg/
日）あるいは、ニコチン（0.01 mg/kg/日）

について周産期飲水投与後、得られた産仔

雄マウスの成熟後 13 週齢時の海馬におけ

る網羅的遺伝子発現変動解析を実施し比較

した。その結果、現時点では、双方で発現が

増加あるいは減少した遺伝子リストからは

特定のシグナルネットワークを見いだすこ

とはできず、不安関連行動に係るシグナル



87 

ネットワークの描出はできなかった。 
以上について検討した結果からは、今後

特に、解析の結果見出された、ネオニコチノ

イド系農薬であるアセタミプリド及びイミ

ダクロプリドとの標的分子及びシグナルネ

ットワークの差異、あるいはネオニコチノ

イド系農薬とニコチンとの標的分子及びシ

グナルネットワークの差異に着目すること

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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ドトキシンの中枢影響評価、第 47 回日本毒
性学会学術年会(2020.6.29.) オンライン 
 
種村 健太郎、佐々木 貴煕、齊藤 洋克、高
橋 祐次、北嶋 聡、 菅野 純、発達期マウス
へのドーモイ酸投与による成熟後の神経行
動毒性発現～海産毒による異常誘発モデル
としての検討 2 ～、第 47回日本毒性学会学
術年会(2020.6.29.) オンライン 
 
齊藤 洋克、 原 健士朗、 冨永 貴志、中島 
欽一、北嶋 聡、菅野 純、種村 健太郎、低用
量ペルメトリンの早期慢性ばく露による成
熟後の雄マウス行動影響、第 47 回日本毒性
学会学術年会(2020.6.29.) オンライン 
 
種村 健太郎、齊藤 洋克、古川 佑介、 相﨑 
健一、北嶋 聡、菅野 純、低用量/低濃度化
学物質の発生-発達期ばく露による情動認知
行動毒性～情動認知行動毒性評価系の国際
標準化に向けた対応～、第 47 回日本毒性学
会学術年会(2020.6.30.) オンライン 
 
菅野 純、北嶋 聡、 相﨑 健一、小野 竜一、 
Percellome Project における精度管理とそ
の解析への影響、第 47 回日本毒性学会学術
年会(2020.6.30.) オンライン 
 
小野 竜一、相﨑 健一、北嶋 聡、菅野 純、 
化学物質の反復投与によるゲノムワイドな
ヒストン修飾の変化、第 47 回日本毒性学会
学術年会(2020.6.30.) オンライン 
 
大久保 佑亮、嘉本 海大、高橋 祐次、北嶋 
聡、太田 裕貴、覚醒下非拘束ラットから血
中酸素飽和度・心拍数・呼吸数を計測可能な
ウエアラブルパルスオキシメーターの開発、
第 47 回日本毒性学会学術年会(2020.6.30.) 
オンライン 
 

相﨑 健一、長谷 武志、北嶋 聡、小野 竜一、
北野 宏明、菅野 純、Current and future 
application of PERCELLOME database as a 
part of big data to toxicological 
research、第 47 回日本毒性学会学術年会
(2020.7.1.) オンライン 
 
Toshime Igarashi, Yukuto Yasuhiko, 
Ryuichi Ono, Erika Tachihara,  Yu 
Takahashi, Makiko Kuwagata, Satoshi 
Kitajima、CRISPR/Cas9 システムを用いたマ
ウス受精卵のゲノム編集におけるオンター
ゲットの多様な非意図的変異、第 47 回日本
毒性学会学術年会(2020.6.29.) オンライン 
 
原唯香、平舘裕希、原健士朗、北嶋聡、菅野
純、種村健太郎、エストロジェン受容体α非
翻訳領域遺伝子改変マウスの学習記憶不全
と遺伝子発現プロファイル解析、第 113 回日
本繁殖生物学会大会(2020.9.25.)、オンライ
ン 
 
五十嵐智女、安彦行人、小野竜一、高橋雄、
桒形麻樹子、北嶋聡、CRISPR/Cas9 のゲノム
編集によるノックインマウス作製時に認め
られたオンターゲットの多様な非意図的変
異、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.)、オンライン 
 
北嶋 聡、食品トキシコゲノミクスと毒性予
測 、 第 18 回 食 品 安 全 フ ォ ー ラ ム
(2020.11.27.) 
 
北嶋 聡、シックハウス（室内空気汚染）対
策に関する研究―極低濃度吸入曝露の際
のマウス海馬 Percellome トキシコゲノミ
クスによる中枢影響予測―、令和 2 年度化
学物質の安全管理に関するシンポジウム
(2021.2.4.) オンライン 
 
Ono R, Yasuhiko Y, Aisaki KI, Kitajima S, 
Kanno J,Hirabayashi Y: Horizontal gene 
transfer mediated by exosomes: a possible 
new risk for genome editing、Keystone 
Symposia Conference: Engineering the 
Genome（2020.2.10）on-line 
 
Kanno J, Aisaki KI, Ono R, Kitajima S：
Comprehensive Histone, DNA 
Methylation, and mRNA Expression 
Analysis of Murine Liver Repeated 
Exposure to Chemicals: Percellome Project 
Update 、 59th Annual Meeting of the 
Society of Toxicology 
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（2020.3.15）on-line 
 
Ono R, Yoshioka Y, Furukawa Y, Ochiya T, 
Kitajima S, Hirabayashi Y: Evaluation of 
extracellular vesicles （ EVs ）  as toxic 
biomarkers in mouse、59th Annual Meeting 
of Society of Toxicology 
（2020.3.15）on-line 
 
 
 
G. 知的財産所有権の出願・登録状況 
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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平成 30-令和 2年度 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 

 

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 

（H30-化学-一般-003） 

 

分担研究課題名 

「国内外情報収集、OECD 対応、新規毒性マーカー探索に関する研究」 

 

研究分担者 

菅野 純（国立医薬品食品衛生研究所・客員研究員） 

 

【研究要旨】 

 

情動認知行動異常を呈したマウスにエピゲノム異常が検出されていることから、それが

分子レベルにおける基準値として設定できるかに関する OECD 対応、および国内外の

情報を収集する。複数の国際的会合に出席し、本研究班の成果の一部を情報発信し

た。本研究班において得られた神経行動学的所見、神経科学的所見、分子生物学的

所見、及び、その獲得と解析に用いた研究手法は、いずれの会合においても、興味

深く受け入れられ、高評価を得た。国際的に、これらの様な情報を基にしたリスク

評価の必要性の高さは共通に認識されていることが確認されるとともに、その方法

論の検討を積み重ねようとしていることが判明した。さらに、自らデータを作成し

ない方針の国や組織も、分子毒性学的情報の有用性を認識し、評価へ取り込む方法

の開発と標準化に力を入れていることが明らかとなった。加えて、情動認知行動異

常の高精度なリスク評価の基礎となる、海馬の遺伝子発現プロファイルを、その高感受性

期と考えられる胎生 11.5 日、14.5 日、および 17.5 日目の３時点について採取し、その

継時的変化と諸形質との比較解析を実施した。その結果、細胞増殖促進（発現増加）及

び抑制（発現減少）に関わる遺伝子、神経細胞分化マーカー（発現増加）、グリア

細胞分化マーカーとその上流遺伝子（発現増加）が確認され、情動認知行動の逸脱

を裏付ける客観的指標として有用であることが強く示唆された。 
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Ａ．研究目的 

 

 情動認知行動異常を呈したマウスの中枢神経組織

にエピゲノム異常が検出されていることから、それが

分子レベルにおける基準値として設定できるかに関

する OECD 対応、および国内外の情報を収集する。 
 加えて、外因性の要因により誘発される情動認

知行動異常の高精度なリスク評価の基礎となる、

海馬の遺伝子発現プロファイルを、その高感受性

期と考えられる胎生 11.5 日、14.5日、および 17.5

日目の３時点について採取し、その継時的変化と

諸形質との比較解析を実施する。 

 

Ｂ．研究方法 

 

B-1 情報収集： 

 

平成 27 年度は、OECD 内分泌かく乱化学物質の

試験及び評価に関するアドバイザーグループ会合

（2015 年 10 月 8～9 日、OECD 経済開発協力機構

フランス・パリ）へ出席した。第 2 回マレーシア毒性学

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

性についての招待講演、ECETOC ワークショップ「生

殖毒性におけるエピジェネティクスの役割」（ベルギー、

ブリュッセル、2015 年 11 月 12 日）においてシグナル

毒性の概念とエピジェネティクスに関する招待講演、

基礎生物学研究所における第 63 回カンファレンス

（2015 年 12 月 1 日）においてシグナル毒性と内分泌

かく乱化学物質問題についての招待講演を行った。

また、第 37 回日本中毒学会学術集会（2015 年 7 月

17 日、和歌山）、第 42 回日本中毒学会学術年会

（2015 年 7 月 1 日、金沢）にて、遅発性中枢毒性に

関する発表を行った。 
平成 28 年度は、OECD 内分泌かく乱化学物質の

試験及び評価に関するアドバイザーグループ会

合：今年度は非開催となった（次年度 5 月開催予

定）。2016 年 9月 14～15日に USEPA Accelerating 

Risk Assessment Workshop （於 国環境防護庁

（D.C., USA））、2016年 9 月 19～20 日に European 

Commission International Workshop on 

Endocrine Disruptors （於 Hotel Bloom, Rue 

Royale 250, 1210 Brussels, Belgium)、2016年

10 月 10 ～ 12 日 に European Centre For 
Ecotoxicology and toxicology of Chemicals 
(ECETOC) Workshop on Applying ‘Omics 

Technologies in Chemicals Risk Assessment（於 

NH Eurobuilding Hotel, Madrid, Spain）、2016年

11 月 29 日に The Korean Academy of Science and 

Technology International Symposium （於 Maple 

Hall, The Plaza Hotel, Seoul, Korea）、に出席

し、情報収集を行うとともに、本研究班における

成果に一部を情報発信した。 

平成 29 年度は、OECD 内分泌かく乱化学物質の

試験及び評価に関するアドバイザーグループ会

合：今年度は 2017 年 5 月 17日～20 日、パリでの

第 6 回会議に出席した。2017 年 10 月４～５日開

催の第 7 回は日程等の都合により、国立医薬品食

品衛生研究所・,安全性予測評価部・広瀬明彦部長

が出席し、同氏より情報を得た。2017年 8 月 13～

18 日に Gordon Reseach Conference (Cellular 

and Molecular Mechanisms of Toxicology 、

Procter Academy、New Hampshire、USA、2017 年 10

月15～18日に the 8th National Congress of Toxicology 
(V-III CSOT)、Jinan、China、2017 年 12 月 04 日に

Endocrine Disruption Strategies Workshop 、Raleigh、
North Carolina、USA、2017 年 12 月 12日に環境ホ

ルモン学会第 20 回研究発表会、神戸、2018 年 3 月

24 日 に The 33th Joint Annual Conference of 
Biomedical Science、Taipei、Taiwan、に出席し、本

研究班における成果に一部を情報発信するととも

に情報収集を行った。 

 

B-2 胎生期マウス海馬の遺伝子発現プロファイル

解析： 

 情動認知行動異常の高精度なリスク評価の基礎

となる、海馬の遺伝子発現プロファイルを、その

高感受性期と考えられる胎生 11.5 日、14.5 日、お

よび 17.5 日目の３時点について採取し、その継時

的変化と諸形質との比較解析を実施する。 

 

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。 
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（倫理面への配慮） 

動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及び

動物愛護的配慮を十分行い、所属の研究機関が定

める動物実験に関する指針のある場合は、その指

針を遵守している。（国立医薬品食品衛生研究所は

国立医薬品食品衛生研究所・動物実験委員会の制

定になる国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等

の適正な実施に関する規程（平成 27 年 4 月版）及

び国立医薬品食品衛生研究所 遺伝子組換え実験

安全管理規則の承認を受けて行った。 

 

Ｃ．研究結果 

 

C-1 情報収集： 

 

平成 27 年度は、内分泌かく乱化学物質評価のた

めの AOP に関して、研究成果の報告及び提案を行う

とともに、試験及び評価に関するテストガイドライン作

成に向けて、参加各国及び関連研究機関を含む国

際協調の下で 新の情報を交換し、今後の方針につ

いて討議を行った。各学会等において、情報収集と

意見交換を行った。  

平成 28 年度は、USEPA Accelerating Risk 

Assessment Workshop：国際的な規制当局の科学支

援研究者による様々なレベルの複雑な要件を含む

定量的なリスク評価のための新たな優先付け、ス

クリーニングなどのツールの適用に関するディス

カッションを行う場においてシグナル毒性として

の知見を口頭発表（30 分）し、2 日間の会を通じ

て、情報交換を行った。 

EC International WS on Endocrine 

Disruptors：EU 内、及び関係する国際的な通商関

係にあるパートナー間での内分泌かく乱化学物質

の試験法と評価に関するアプローチの共通点と相

違点を明らかにし、その評価への適応法を論議す

るとともに、シグナル毒性としての内分泌かく乱

化学物質の研究と試験法開発に関する知見を口頭

発表（30 分）し、2 日間の会を通じて、情報交換

を行った。 

 ECETOC WS：オミクス技術の化学物質リスク評価

への適応に関する会合にて、今後のストラテジー

構築に関するブレーンストーミングと、それを受

けての企画委員会に参画した。 

 The Korean Academy of Science and 

Technology International Symposium：環境汚染

物質への暴露と糖尿病発症に関するシンポジウム

において、そのメカニズムに関わる分子機構の考

え方の例として、シグナル毒性の考え方、実際の

データ、及び解析手法を口頭発表（20 分）により

提示した。 

 平成 29 年度は、第 6 回 OECD 内分泌かく乱化学

物質の試験及び評価に関するアドバイザーグルー

プ会合（2017 年 5 月 17 日～20 日、パリ）におい

て、本研究班の成果である情動認知行動試験の重

要性を、その背景と共に口頭発表し、情報交換を

行った。現状では、標準化が行われる段階に到達

していない問題が明らかとなり、本研究の先行研

究で開発した機材の有用性を強調した。 

第 7 回 OECD 内分泌かく乱化学物質の試験及び

評価に関するアドバイザーグループ会合 2017 年

10 月４～５日は、広瀬明彦・,安全性予測評価部長

が出席し、主に環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
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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。 

 

Ｆ．研究発表 
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平成 30 年度-令和 2年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク事業） 

 

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 

（H30-化学-一般-003） 

 

年次報告書 

 

分担研究課題名 

「化学物質の周産期ばく露による中枢神経系 DNA メチル化影響解析」 

 

研究分担者 

五十嵐 勝秀（星薬科大学創薬科学科・生命機能創成科学研究室・教授） 

 

【研究要旨】 

 

  

家庭用品化学物質の周産期ばく露において、それがエピジェネティックな影響

を及ぼした場合には、将来持続する遅発性毒性が生じる可能性がある。本分担研

究ではエピジェネティックな影響のうち、より可逆性が低く毒性影響として重要

性が高いDNAメチル化に焦点を絞った。1年目は、全ゲノムレベルでのDNAメチル化

データを蓄積させるために、その主な解析手法の一つであるMBD2-seq法の精度評

価を行い、安定したデータを得られる各種条件の設定に成功した。2年目と3年目

は、家庭用品化学物質がDNAメチル化に影響を与えるかを判定する細胞システムを

導入することを目的とし、そのような評価システムとして、ルシフェラーゼおよ

びtdTomatoをレポーターとした評価システムを構築した。DNA脱メチル化促進物質

である5-azacytidineを陽性物質として本評価システムの妥当性を検討し、ルシフ

ェラーゼ活性上昇とDNAメチル化変化が相関することを確認した。以上、本分担研

究では、家庭用品化学物質が有する可能性のあるDNAメチル化影響を精度高く解析

する手法の設定および、そのような化学物質を評価するシステムの構築に成功し

た。 

 

 



100 

Ａ．研究目的 

 

 家庭用品化学物質の周産期ばく露において、そ

れがエピジェネティックな影響を及ぼした場合に

は、将来持続する遅発性毒性が生じる可能性があ

る。本分担研究ではエピジェネティックな影響の

うち、より可逆性が低い DNA メチル化に焦点を絞

る。そして、家庭用品化学物質が DNA メチル化に

影響を与えるかを判定する細胞システムを構築し、

影響の有無に関するデータを取得出来るか検討す

る。本システムを、遅発性毒性のメカニズム解明

の一助とするとともに、DNA メチル化変化の毒性

マーカーとしての活用も目指した研究を進める。 

 

Ｂ．研究方法 

 

1）MBD2-seq 法の精度評価 

DNA メチル化の網羅的解析手法として、サンプル

のゲノム DNA を断片化し、メチル化 DNA 結合タン

パク質MBD2で DNAメチル化の高いゲノムDNA断片

を濃縮し、配列を次世代シーケンサーで網羅的に

解析する MBD2-seq 法がある。本手法の利点は、全

ゲノムをフルに配列決定するのではなく、事前に

DNA メチル化の高い領域を濃縮することで解析に

値するゲノム領域を絞り込むことが出来ることに

ある。 

 

2）DNA メチル化影響評価システム 

化学物質による DNA メチル化影響を調べるには、

ゲノム上の遺伝子の発現制御領域であるプロモー

ター領域等の DNA におけるメチル化状態を調べる

必要がある。しかし、通常それは、細胞や組織から

ゲノム DNA を抽出し、バイサルファイト処理等の

生化学的過程を経ないと解析出来ず、手間がかか

ることから多数のサンプルの解析に向かず、研究

が進まない一因となっている。 

そこで本研究では、生化学的手法を経ずに DNA

メチル化影響の有無に関する予備情報を取得可能

な評価システムを構築する。そのために、メチル

化変化を反映するレポーターとしてルシフェラー

ゼおよび tdTomato を用い、特定のプロモーター下

流にそれらを接続したベクターを培養細胞に導入

し、評価システムとする。導入を検討した細胞シ

ステムは次の通りである。 

細胞：HEK293T、Neuro-2A、レポーター：Agouti- 

IAP または Daz1 promoter に対し、ルシフェラー

ゼ（Nano-luc）または tdTomato、とした。細胞へ

のレポーターベクターの導入には、PiggyBac トラ

ンスポゾン system を用いたゲノム組み込み法を

用いた。この細胞では、Agouti-IAP または Daz1の

promoter 領域における DNA メチル化状態に応じ、

ルシフェラーゼまたは TdTomato が発現する。よっ

て、ルシフェラーゼ活性または TdTomato の蛍光強

度により、DNA メチル化状態の定性または定量的

な解析が行えると期待される。 

 

Ｃ．研究結果 

 

1）MBD2-seq 法の精度評価 

本分担研究は、本研究班で明らかとなる周産期ば

く露中枢神経系遅発影響化学物質について、DNAメ

チル化影響を網羅的に調べる位置付けの研究であ

る。よって、解析手法の精度の高さがより一層求

められる。そこで 1年目は、MBD2-seq 法の精度に

ついて標準サンプルを用い、解析手法の精度評価

を行った。具体的には、マウス大脳皮質由来ゲノ

ム DNA を標準サンプルとし、本法の各ステップ、

I）ゲノム DNA の断片化、II）MBD2 による高メチル

化ゲノム断片の濃縮、III）次世代シーケンサーラ

イブラリ作製、IV）網羅的 DNA 配列決定、V）配列

解析による DNA メチル化評価、の各々について評

価した。その結果、全てのステップにおいて安定

したデータを得られる各種条件の設定を行うこと

に成功した。 

 

2）DNA メチル化影響評価システム 

2 年目の検討として、HEK293T 細胞に tdTomato を

レポーターとするベクターを導入し、定量測定可

能か検討したところ、蛍光レポーターは感度が低

く、定量測定が困難であった。そこで、レポーター

としてルシフェラーゼも導入し、定量測定可能で

あることを確認した。 

3 年目の検討として、HEK293T 細胞に、Agouti-IAP

レポーターまたは Daz1 レポーターを導入し、評価

システムとしての妥当性を検討した。具体的には、

DNA 脱メチル化陽性物質として 5-azacytidine（5-

azaC）を用い、5-azaC 処理によってルシフェラー

ゼ活性または tdTomato 活性が上昇するか検討し

た。その結果、予想に反し、5-azaC を添加しても

ルシフェラーゼ活性は上昇せず、ほとんど変化し

なかった。その理由として、レポーターコンスト

ラクトがオープンクロマチンに挿入され、基本レ

ベルのメチル化程度が低く、5-azaC を添加しても

それ以上の DNA 脱メチル化が生じなかった可能性

が考えられた。実際、パイロシーケンス法によっ

て検討した結果、Agouti-IAP, Daz1 promoter の

どちらも DNA メチル化程度が低く、仮説が裏付け

られた。 

そこで次に、HEK293T 細胞ではなく、Neuro-2A

細胞を試すこととした。Neuro-2A 細胞も HEK293T

細胞同様、様々な研究室で研究に用いられており、

標準的評価システムとして用いやすいと考えられ
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たからである。その結果、Fig.1 に示すように、5-

azaC添加によりルシフェラーゼ活性が上昇する結

果を得ることが出来た。さらには、5-azaC 添加に

よる DNA メチル化の低下も確認された。以上から、

Neruo-2A を用いることで、化学物質の DNA 脱メチ

ル化作用をルシフェラーゼ活性の亢進として検出

可能な評価システムを構築することが可能である

ことが示された。なお、本評価システムは論文発

表済みである（J Toxicol Sci.46, 83-90, 2021）。  

 

Ｄ．考察 

 

 3年間の研究により、家庭用品化学物質の DNAメ

チル化影響について、精度高く全ゲノムレベルで

のデータを得るための MBD2-seq 法の整備に成功

し、迅速かつ正確に DNA メチル化影響に関するデ

ータを得るための評価システムの構築に成功した。

今後は特に、構築した DNA メチル化影響評価シス

テムを活用し、本研究班で取り上げた家庭用品化

学物質について、DNA メチル化影響の有無に関す

るデータを得ることが望ましい。それにより、周

産期ばく露を受けた個体の中枢神経系における

DNA メチル化変化の有無を考察に資することが出

来る。 

 

Ｅ．結論 

 

 エピジェネティック毒性は細胞の性質を半恒久

的に変化させる性質があることから、非常に重要

な毒性の一つである。しかし、細胞のエピジェネ

ティック状態を評価するには高度な生化学手法が

必要なため、エピジェネティック毒性の評価はあ

まり進んでいない。本研究により構築した DNA メ

チル化影響評価システムはそのようなエピジェネ

ティック毒性研究の現状を打破しうるツールとな

ると考えられる。今後は、本システムを家庭用品

化学物質のみならず、様々な化学物質の検討に用

い、化学物質の DNA メチル化影響を総合的に評価

し、影響メカニズムの解明、バイオマーカーの開

発など、一歩踏み込んだ解析を行うことが重要で

ある。 
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Fig.1 5-azaC による Agouti-IAP, Daz1 プロモーター活性亢進の確認 

 

Neuro-2A 細胞に対し、Agouti-IAP または Daz1プロモーターを上流域に持ち、レポーターとして

NanoLuc を有するベクターを PiggyBac トランスポゾンシステムによってゲノムに挿入した。この細胞

に対し、各濃度の 5-azaC を処理し、一定期間培養後、ルシフェラーゼ活性を定量測定した。その結

果、10uM 以上の 5-azaC により、細胞当たりのルシフェラーゼ活性が亢進することが確認され、本評価

システムの妥当性が示された。 
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平成 30 年度-令和 2年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク事業） 

 

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 

（H30-化学-一般-003） 

 

総合報告書 

 

分担研究課題名 

「家庭用品化学物質暴露を感知する新規脳 RNAマーカーの探索」 

 

研究分担者 

今村 拓也（広島大学大学院統合生命科学研究科・生命医科学プログラム・教授） 

 

【研究要旨】 

 

 本研究では、脳形成過程である周産期の脳神経系は様々なシグナルに対して感

受性が高く、また脆弱であるという観点から、周産期家庭用品化学物質暴露が成

体になって晩発性に影響を及ぼすと考えている。化学物質暴露に鋭敏な新規脳RNA

マーカーの検出系の確立を目指すため、平成30度はまず、マウス胎仔脳および脳

オルガノイドをシングルセルRNA-seqに供与し、シングルセルレベルでのRNA発現

変動検出パイプライン固めを行った。令和元年度は、昨年度に得たマウス胎仔脳

および脳オルガノイドをシングルセルRNA-seqデータを参考に、胎生後期由来のニ

ューロンを用いて、化学物質暴露によりエピゲノム変化を介して特定RNA発現に影

響することで機能的脳形成が乱されるのか、を検討し、良績を得た。令和２年度

は、前年度までに確立したRNA-seqデータの実験的及びバイオインフォマティクス

解析法により、周産期家庭用品化学物質暴露の影響を鋭敏に検出しうるRNAマーカ

ーを整備し、家庭用品化学物質暴露影響を仲介する機能ノンコーディングRNA候補

のリストを得ることに成功した。 
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Ａ．研究目的 

 

 周産期家庭用品化学物質暴露が成体になって晩発

性に影響を及ぼす際、多岐に渡るゲノム変異がリスク

要因として潜在するはずである。一般に、疾患のゲノ

ムワイド関連解析（Genome Wide Association Study；

GWAS）の結果として、大多数の一塩基多型（SNP）はタ

ンパク質変異を伴わず、遺伝子をコードする領域の外

にマップされる。毒性の作用点となるゲノム領域も、

その例に漏れないことから、いわゆるノンコーディン

グRNAの発現を介して寄与しているものが相当数ある

ことが考えられる。そこで、本研究では、遺伝子にと

らわれずに、RNA を毒性評価対象とし、周産期家庭用

品化学物質暴露の影響を鋭敏に検出しうるRNAマーカ

ー整備を行うこととした。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

 [1] RNAシーケンシング技術による機能ノンコーデ

ィングRNAデータベースの大幅な拡張と海馬を構成す

る重要細胞群の同定 

研究代表は次世代シーケンサー解析論文を多数出版

している実績をもとに、バルクレベルトランスクリプ

トーム解析および10x GENOMICS社のChromiumを用い

たシングルセルレベル解析から、様々なバイオインフ

ォマティクスを担当した。 

[2]ノンコーディング RNA 発現改変による新規分子マ

ーカーの重要度評価系の確立 

種村班・中島班と連携して、化学薬品投与モデル動物

を用いた行動パラメーターおよび神経幹細胞動態の

定量情報と対応する、あるいは予見しうるRNAマーカ

ーを、項目[1]のパイプラインにより取得し、得られた

マーカーからさらに機能RNA候補を得ることを行った。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

 初年度である平成 30 年度の概要を報告書の末尾図

に示す。シングルセル解析から得た、胎仔期大脳にお

ける細胞構成の変遷を示している。この場合、胎生11

日目（E11）から１日ごとに E16 までの計約 1 万の細

胞を解析しており、全部で 10 コの細胞群に大別する

ことがわかる(色で識別されている)。また、発達にと

もなうこれら細胞の出現・消失もプロファイリングで

きており、マーカー遺伝子の動態から、神経幹細胞

(NSC)のうち、ニューロンに分化するものとグリア(ア

ストロサイト・オリゴデンドロサイト)に分化するも

のも識別することが可能となった。同様の結果を脳オ

ルガノイドモデルについても得た。 

 種村班と中島班と連携しながら行っていた家庭用

品化学物質の毒性検定の予備実験において、表現型が

想像以上に低い濃度でもみられてきていることから、

令和元年度は、さらに低値での効果を検定する実験を

開始した。また、項目[2]に注力し、来年度にRNA発現

改変効果を効率的に行うための準備として、胎仔期ニ

ューロンに絞り、興奮性シナプス形成が誘導されるビ

ククリン/ 4-アミノピリジン(Bic/4AP)処理モデルを

用いることで、化学物質によるエピゲノム改変、特に

DNA メチル化がゲノムのどのような場所に起こるのか

を検討し、さらに、その効果がRNA発現を介して確か

に表現型に繋がるのかを調べた。今回、826の新規DNA

メチル化領域（G-DMR）同定し、その多くはH3K4me1の

集積するエンハンサーと考えられたため、CpG フリー

ベクターにメチル化G-DMRを結合したコンストラクト

を作製し、実際に、G-DMR のメチル化がエンハンサー

活性に影響するのかルシフェラーゼアッセイを行っ

た。その結果、Bic/4AP 依存的なG-DMRのメチル化は

エンハンサー活性を負に制御しうることが明らかと

なった。また、このような新規DNAメチル化が起こら

ないように、DNAメチル化阻害剤RG108の処理、また

は DNA メチル化転移酵素 Dnmt1 および Dnmt3a のノッ

クダウンを行ったところ、Bic/4AP 依存的な興奮性シ

ナプス形成を緩和できることを見出した。さらに、同

様な表現型の緩和を、G-DMR 近傍に発現するRNAであ

るWwc1の過剰発現(Wwc1 OE)により模倣できるか調べ

たところ、確かに Bic/4AP 依存的な VGLUT1 陽性シナ

プスの形成が阻害された(図)。以上より、DNMT1 およ

びDNMT3aによるエンハンサーのメチル化が、RNA発現

抑制を引き起こすことで、化学物質による興奮性シナ

プス変化が引き起こされているのであり、RNA 発現抑

制が起こらないようにできれば表現型を抑制できる

ことが明らかとなった。 

 終年度である令和２年度は、前年度までに項目

[1]を進行することで確立した RNA 動態の精密なモニ

タリング法を基礎として、濃度を低値に絞り込み、集

中した実験を行った。さらにその結果を項目[2]に流

し込み、以下の２つの実験系に基づいた成果を得た。 

Vehicle（V）（飲水＋0.0001%溶媒エタノール）、TBTC耐

用1日摂取量（TDI）0.25μg/kg/dayの10倍量である
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2.5μg/kg/dayを胎生11日から生後28日まで飲水投

与を行った。その後生後96日で海馬を摘出して、遺伝

子発現（mRNA）定量と機能ノンコーディングRNAであ

るプロモーターRNA(pancRNA)定量を行った。 終ペー

ジに示したヒートマップ解析から明らかなように、い

ずれのトランスクリプトームも個体差をよく検出し

ていたことは、TBTCの周産期暴露が生後の海馬発達に

顕著な影響を与えないことを意味している。一方で、

これらのヒートマップの上部に示したクラスタリン

グ解析結果は、確かにコントロール群と TBTC 周産期

暴露群を見分けたことから、TBTCの周産期暴露は無視

できない影響を与えていることが考えられた。特に、

ヒートマップ上に赤枠で囲った遺伝子群及び pancRNA

群は TBTC の低用量投与の影響を鋭敏に検出しうるも

のである。さらに、ジーンオントロジー解析により、

mRNAトランスクリプトームからはSerpin プロテアー

ゼやInflammatory responseが、また、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

タームが挙がってきたことから、TBTCの周産期暴露は

成熟後にもマイクログリア活性化による脳内炎症を

持続させてしまうことが想定された。 

 

 

Ｄ．考察 

 

 これまでpancRNAはDNAメチル化を含むエピゲノム

成立に寄与することを明らかにしており論文報告を

行なっている。本年度の結果を合わせ、化学物質投与

に端を発し、DNAメチル化変化->機能RNA発現変化->

表現型変化、と進んでしまう晩発影響の機能軸が存在

することを明確に示すことができた。本研究の目的で

ある機能RNAデータベース化を飛躍的に拡充し、化学

薬品投与モデル動物への影響を予見しうるRNAマーカ

ーを当初の期待通りに得ることに成功した。さらにこ

れを基礎として、家庭用品化学物質暴露の晩発影響と

してのフェノタイプをバイオインフォマティクスに

より推定できることも示された。 

 

 

Ｅ．結論 

 

 種村班・中島班と連携して、化学薬品投与モデル動

物を用いた行動パラメーターおよび神経幹細胞動態

の定量情報と対応する、あるいは予見しうるRNAマー

カーを、家庭用品化学物質暴露晩発効果解析に供与で

きるパイプラインを確立した。 

 

 

Ｆ．研究発表 
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