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研究要旨

本分担研究では、急性経口毒性発現時に動物が呈する行動様式（移動量、移動様式、痙攣、流

涎、瞬目）への影響、赤外線サーモグラフィによる体表温度の変化、超音波測定装置による超音

波発声（USVs: ultrasonic vocalizations）、顔面の動き、等を計測し、非侵襲的なバイタルサイ

ン（VS）としての利用について検討する。

R1 年度は、赤外線サーモグラフィによる体表温度と、超音波測定装置による超音波発声の測

定条件の設定を行うとともに、一部のモデル化合物としてテトロドトキシン（300 μg/kg）、ア

セフェート（50 および 300 mg/kg）を用いた成熟雄性マウスへの投与実験を行った。その際、

超音波発声が特に動物間のコミュニケーションに用いられていることが知られていることから、

3−4匹ずつの投与群として検討した。テトロドトキシン投与群に体表温度の低下を伴う活動量低

下と痙攣がまたアセフェート投与群においても体表温度の低下を伴う活動量低下と痙攣が観察

され、特にアセフェート300mg/kg投与群では、重度の振戦と瞬目不全が観察された。尚、いず

れの投与群にも超音波発声の確認には至らなかった。

R2 年度は、ハイスビードカメラにより顔面の動きを計測した。モデル化合物としてアセフェ

ート（100 および 500 mg/kg）を用い、成熟雄マウスへの投与実験を行った。その結果、 特に

アセフェート500mg/kg投与群では、重度の振戦と瞬目異常が観察された。すなわち、従来の目

視観察による記述式の一般状態観察による毒性発現の詳細な計測データ取得に成功した。また、

昨年度から実験動物として雄性マウスを使用してきたが、急性経口毒性発現時に動物が呈する行

動様式についての雌雄差を検討する目的で、オープンフィールド試験を行った。

R3 年度は、生後8 週齢の雌 ICRマウスに対して、モデル化合物としてアセフェート(300/500 
mg/kg)、テトロドトキシン（300μg/kg）を選択し、急性経口投与後における行動様式（移動量、

移動様式、痙攣）や顔面表情(眼、呼吸)への影響について動画データの取得による解析を試みる

とともに、超音波測定装置による超音波発声(USVs: Ultrasonic vocalizations)の測定を行った。

尚、コントロール群には同量のメチルセルロースの経口投与を行った。その結果、コントロール

群ではいずれのマウスにおいても投与後 0、30、60、90 分後において探索行動を行い、その活

動量に違いは見られなかったが、アセフェート 300 mg/kg 投与群では、投与直後にはコントロ

ール群との差異はなかったが、投与 30 分後では、初期探索は行うものの、活動量が低下した。

また、わずかに振戦も確認された。投与 60 分後では活動量の著しい低下が見られ、腹臥位の状
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態の個体も見られた。振戦も強く現れていた。投与 90 分後ではほとんど動かず、後肢伸展が見

られた個体もあった。また、痙攣が観察された。アセフェート500 mg/kg投与群では、投与直後

ではコントロール群との差異はなかった。一方でいずれの群においても超音波発声は確認に至ら

なかった。以上の成績から、従来の目視観察による記述式の一般状態観察に基づいた毒性発現を

VS計測データ取得のスコア化によって標準化する為の基礎データを取得することに成功した。

A．研究目的

本研究の目的は、Reduction と Refinement によ

りヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投

与毒性試験方法の開発である。すなわち、現在、急

性毒性において使用されているエンドポイントを「死

亡」からより精緻な「複数のバイタルサイン」に置き換

え、化学物質の毒性強度の指標を「統計学」を背景と

した「半数致死量（LD50）」から「診断学」を基盤にした

「概略の致死量」へ転換を図ることにあり、本分担研究

では、特に実験動物の行動様式に顕れる影響を非侵

襲的なバイタルサイン（VS）として利用するための計

測手法の開発とそのスコア化による急性毒性指標の

設定を目的とする。

B．研究方法

本分担研究ではマウスを用いて、急性経口毒性発

現時にマウスが呈する行動様式影響として、投与後

の行動様式（移動量、移動様式、痙攣、流涎、瞬目）

への影響、赤外線サーモグラフィによる体表温度の

変化、超音波測定装置による超音波発声（USVs: 
ultrasonic vocalizations）、ハイスピードカメラ等によ

り顔面の動きを計測し、非侵襲的なバイタルサイン

（VS）としての利用について検討する。

R1 年度は、赤外線サーモグラフィによる体表温度

と、超音波測定装置による超音波発声の測定条件の

設定を行うとともに、テトロドトキシン（300 μg/kg）、ア

セフェート（50 および 300 mg/kg）を用いた検討を行

った。尚、アセフェートについては OECD 化学物質

試験に関するガイドライン TG423（毒性等級法）にて

設定されている 5 mg/kg、50 mg/kg、300 mg/kg 及

び 2,000 mg/kg の 4 段階から選択した。

R2 年度は、ハイスビードカメラにより顔面の動きを

計測した。モデル化合物としてアセフェート（100 およ

び 500 mg/kg）を用い、成熟雄マウスへの投与実験

を行った。また、昨年度から実験動物として雄マウス

を使用してきたが、雌雄差を検討する目的で、オー

プンフィールド試験と大脳皮質の遺伝子発現解析を

行った。

R3年度は、生後8週齢の雌ICRマウスに対して、

モデル化合物としてアセフェート(300/500 mg/kg)、
テトロドトキシン（300 μg/kg）を選択し、急性経口投与

後における行動様式（移動量、移動様式、痙攣）や顔

面表情(眼、呼吸)への影響についてカラービデオカ

メラを用いた動画データの解析を試みるとともに超音

波測定装置による超音波発声(USVs: Ultrasonic 
vocalizations)の測定を行った。尚、コントロール群

には同量のメチルセルロースの経口投与を行った。

C．研究結果

<<R1 年度>>
赤外線サーモグラフィによる体表温度の変化として、

テトロドトキシン投与群において体表温度の低下を伴

う活動量低下と痙攣が、またアセフェート投与群にお

いても体表温度の低下を伴う活動量低下と痙攣が観

察され、特にアセフェート 300 mg/kg 投与群では、

重度の振戦と瞬目不全が観察された。尚、いずれの

投与群においても超音波発声の確認には至らなかっ

た。また、超音波測定装置による超音波発声（USVs: 
ultrasonic vocalizations）の測定については、測定

条件設定を目的に性行動時の超音波発声に成功し

たが、上記の投与条件下において、超音波発声の確

認には至らなかった。

<<R2 年度>>
アセフェート（100 mg/kg）投与群において、投与5

分後には異常所見は認められなかったが、投与 30
分後には活動量が低下し、投与 60 分後には流涙が

顕著であった。投与 120 分後には、自発運動はみら

れるものの、歩行失調の様子がみられた。また、呼吸

不整を起こしていると考えられた。一方で、アセフェ

ート（500 mg/kg）投与群においては、投与 5 分後に
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は異常所見は認められなかったが、投与 30 分後に

は活動性低下、半眼、流涙がみられたほか、歩行時

には AChE 阻害に特有の振戦が現れた。さらに、投

与 60 分後には呼吸が浅く速いため、呼吸促迫や呼

吸亢進の症状と考えられる異常や、筋肉麻痺のため

か起立困難、歩行失調がみられた。そして投与 120
分後には、流涎で口まわりが濡れる様子が観察され

た。一方、姿勢制御不能で反応性運動（ヒトが触った

刺激で動くなど）が認められなかった。

また、昨年度から実験動物として雄マウスを使用し

てきたが、雌雄差を検討する目的で、オープンフィー

ルド試験と大脳皮質の遺伝子発現解析を行った。

<<R3 年度>>
＜行動様式＞

コントロール群では、メチルセルロース投与後 0、

30、60、90 分後のいずれにおいても探索行動や立

位姿勢が見られ、活動量についても差異は見られな

かった。

アセフェート 300 mg/kg 投与群では、投与直後に

はコントロール群との差異はなかった。投与 30 分後

には初期探索は行うものの、活動量が低下した。また、

わずかに振戦も確認された。投与 60 分後には活動

量の著しい低下が見られ、腹臥位の状態の個体も見

られた。振戦も強く現れていた。投与 90 分後には、

ほとんど動かず、後肢伸展が見られた個体もあった。

また、痙攣が観察された。

アセフェート 500 mg/kg 投与群には、投与直後に

はコントロール群との差異はなかった。投与 30 分後

には活動量の低下が見られ振戦が観察された。投与

60 分には、著しい活動量の低下がみられ、痙攣が観

察された。投与 90 分後には、ほとんど動かず、全身

性の強い痙攣が見られた。

テトロドトキシン投与群では、投与直後から30分後

の間には活動量の低下が見られ、振戦や痙攣が観

察された。また 1 個体は投与 6 分後に死亡した。投

与60分から 90分後にはわずかに痙攣が見られたも

のの、ほぼ回復状態を示した。

＜表情＞

コントロール群では、全てのマウスにおいて投与 0、

30、60、90 分後のいずれの時間においても表情の

変化はなかった。

アセフェート 300 mg/kg 投与群では、投与直後に

はコントロール群と同様の表情が見られた。投与 30
分後には眼瞼脱色が見られた。投与 60 分後には眼

瞼腫脹が観察された。また、浅速呼吸と頻呼吸も観察

された。投与 90 分後には眼瞼下垂によって瞬目不

全になった個体が観察された。また、チェーン・ストー

ク型呼吸も観察された。

アセフェート 500 mg/kg 投与群では、投与直後は

コントロール群と同様の表情が見られた。投与 30 分

後には眼瞼脱色と眼瞼腫脹が見られた。また、浅速

呼吸や頻呼吸が見られた。投与 60 分後には呼吸不

全が更に強く現れ、流涙が見られた個体も存在した。

投与 90 分後には眼瞼下垂、瞬目不全、流涙が観察

され、チェーン・ストーク型呼吸も見られた（図2）。

テトロドトキシン投与群では、表現型が現れる時間

に個体差はあったものの、投与直後から60分後にか

けて眼瞼脱色とわずかな眼瞼腫脹が見られた。また、

呼吸不全も観察された。それ以降は開眼し、呼吸も

ほとんど回復していた。

＜超音波発声＞

いずれの群においても超音波発声は確認に至ら

なかった。

D．考察

赤外線サーモグラフィによる体表温度については、

非常に有効な VS と考えられた。また、カメラによる顔

面の動きの取得は有効な VS であるが、今後、さらに

撮影条件を整備する必要があると考えられた。これま

で実験動物として体毛色が黒いB6 マウスを使用して

きたが、白い ICR マウスに 切り替えることによってよ

り正確に画像を得ることができたと考えている。 一方

で、雌マウスを使用したものの、いずれの群において

も超音波発声は確認に至らなかった。これは、音声コ

ミュニュケーションとして、社会行動に含まれると考え

られた。

E．結論

従来の目視観察による記述式の一般状態観察によ

る毒性発現を VS 計測データ取得によりスコア化する

ことによって標準化する為の基礎データを取得するこ
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とに成功した。今後、重度の振戦や瞬目不全につい

てもスコア化に向けた対応が必要であると考えられた。

また超音波発声を含めた発声については雌雄差を

含めた条件設定を進める必要があると考えられた。

F．研究発表
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10.1016/j.bbrc.2021.04.080. Epub 2021 Apr 28. PMID: 
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J Toxicol Sci. 2021;46(2):83-90. doi: 10.2131/jts.46.83. 
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太郎「γ―アミノ酪酸（GABA）を利用した精子機能

制御法の開発に資する研究」第１１２回日本繁殖生

物学会大会（2019.9.2-5）札幌市

矢内凜、平舘裕希、原健士朗、藤井渉、佐原成彦、

種村健太郎「タウ欠損マウスを用いた精子における

タウ類似タンパクの発現様式」第１１２回日本繁殖生

物学会大会（2019.9.2-5）札幌市

梅津康平、平舘裕希、原健士朗、種村健太郎「ウシ

精子を卵母細胞に導く走化性因子の特定」第１１２

回日本繁殖生物学会大会（2019.9.2-5）札幌市

Hirokatsu Saito, Kenshiro Hara, Takashi Tominaga, 
Kinichi Nakashima, Kentaro Tanemura 「 Early-life 
exposure to low levels of permethrin exerts 
impairments in learning and memory associated with 
glial cell disturbance in adult male mice 」 the 15th 
IUTOX International Congress of Toxicology (ICTXV)
（2019.7.15-18）ホノルル

種村健太郎「非侵襲的な早期精巣毒性バイオマー

カーとしての精子エピゲノム影響評価」第３８回日本

アンドロロジー学会学術大会（2019.6.21-22）大阪府

種村健太郎、北嶋聡、菅野純「低用量科学物質の

周産期ばく露による情動認知行動動毒性〜子ども

の毒性額にむけた評価系開発の現在〜」第４６回日

本毒性学会学術年会（2019.6.26-28）徳島市

種村健太郎、北嶋聡、菅野純「発生期マウスへの神

経シグナル異常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〜」第

４６回日本毒性学会学術年会（2019.6.26-28）徳島市

種村健太郎、佐々木貴煕、齊藤洋克、高橋祐次、

北嶋聡、菅野純「発生期マウスへのドーモイ酸によ

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（2020.6.29−7．1）、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（2020.6.29−7．1）、オ

ンライン
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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（2020.6.29−7．1）、オンライ

ン

梅津康平、倉田笙平、平舘裕希、原健士朗、種村健

太郎「ウシにおける凝集精子の特性と役割」第 113
回 日本繁殖生物学会大会（2020.9.23-25）、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

（2020.9.23-25）、オンライン

張磨琉亜、平舘裕希、松山誠、藤井渉、原健士朗、

種村健太郎「Axdnd1 遺伝子欠損マウスに精子形成

不全」第113回 日本繁殖生物学会大会（2020.9.23-
25）、オンライン

山下司朗、小賀坂祐平、平舘裕希、種村健太郎、千

代豊「ブタ受精卵への CRISPR/Cas9 導入による遺

伝子組換え胚作出と Trex2 共導入によるモザイク胚

低減」第113回 日本繁殖生物学会大会（2020.9.23-
25）、オンライン

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

菅野 純、北嶋 聡、相﨑 健一、齊藤 洋克、種村

健太郎、肺の遺伝子発現応答と毒性機序予測解析、

第 48 回 日本毒性学会学術年会（2021.7.9）

齊藤洋克、北嶋 聡、菅野 純、種村健太郎、低用量

化学物質の発生-発達期ばく露による成熟後の神経

行動毒性の検出と評価－発生-発達期マウスへのネ

オニコチノイド系農薬ばく露影響解析を中心に－、

第 48 回 日本毒性学会学術年会（2021.7.9）

冨永貴志、種村 健太郎、冨永洋子、膜電位感受性

色素（VSD）による全神経回路活動計測の開発：海

馬スライス標本へのビスフェノール A 関連物質の急

性投与、第 48 回 日本毒性学会学術年会（2021.7.9）

佐々木 貴煕、長谷川 彩乃、酒井 和哉、平舘 裕

希、原 健士朗、Jahidul ISLAM、野地 智法、種村

健太郎、アセフェートの発生－発達期慢性ばく露に

よる成熟後のマウス行動影響と腸内細菌叢の解析

第 48 回 日本毒性学会学術年会（2021.7.9）

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


