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研究要旨 

スクリーニング評価の結果得られた、化審法の規制区分「優先評価化学物質」には、長期

毒性試験の情報が無いために、長期曝露時のヒトへの健康影響を判定できない物質が多数

存在する。この理由として、長期試験に要する多大な労力とコスト高が挙げられる。加えて

ガス状物質については評価の際に、吸入曝露による長期試験情報が必要となるが、吸入曝露

の場合、経口の場合よりもさらに労力とコストがかかり、特にその有害性評価の迅速化・高

度化が求められている。実際「優先評価化学物質」にはガス状物質（揮発性有機化合物:VOC）

が数多く存在し、また国際がん研究機関 (IARC) によりヒトに対する発がん性が認められ

ると分類される物質（ホルムアルデヒド等）も含まれることからも、当該 VOCの吸入曝露に

よる長期毒性評価の迅速化は喫緊の課題である。さらに長期曝露により中枢影響が重篤な

VOC（トルエン等）も含まれ、中枢への影響評価の観点も重要となる。 

一方、我々は平成 17年より、シックハウス症候群(ＳＨ)対策に向けたハザード評価研究を

実施してきた。ここでは、ホルムアルデヒド等のＳＨ関連物質について指針値レベルの極低

濃度下、7日間の短期間小規模の動物実験を行い、肺、肝、脳の遺伝子発現変動を高精度に

測定し分析し(Percellome 法)、毒性予測を行ってきた経験と実績があり、ＳＨに関する毒

性試験情報をヒトへ外挿することの困難さを克服し得ることを明らかにしてきた。また中

枢影響も予測して実際に情動認知行動にて実証し、その分子機序に関わる共通因子を推定

している。しかし高濃度下での吸入曝露の場合、本手法により長期毒性の予測が可能かは不

明である。そこで独自開発の短期間小規模のハザード評価手法を、ガス状「優先評価化学物

質」に適用し、①吸入曝露時の肺、肝、海馬の遺伝子発現データを取得、解析し、②肺、肝、

海馬の毒性連関性を確認し、③情動認知行動解析と神経科学的所見による中枢影響及び、④

当該物質の長期毒性評価の迅速化・高度化に資する評価系となり得るかを検討する。 

本分担研究では、雄性成熟期マウスを対象とした反復吸入曝露後の高精度な情動認知行動

解析と海馬における神経科学的物証の収集による中枢に対する有害性の実証、及び遺伝子

発現変動データの中枢影響に関する予見性の確認、を目的とする。 

令和 2年度（初年度）は予定通り、ホルムアルデヒド（0、3 ppm）について、22 時間/日

×7日間反復吸入曝露試験を実施し、情動認知行動解析の結果、空間-連想記憶及び音-連想

記憶の低下が、曝露終了日の時点では認められなかったが、曝露 3日後では認められ、これ

らの低下は遅発性の影響であることが示唆された。 

令和 3年度（今年度）は予定通り、キシレン（0、20 ppm）について、22時間/日×7日間

反復吸入曝露試験を実施し、情動認知行動解析の結果、不安の亢進（オープンフィールド試

験の中央滞在時間の減少）及び、空間-連想記憶の低下（学習記憶異常）が、曝露終了日の

時点では認められなかったが、曝露 3日後では有意に認められ、これらの低下は遅発性の影

響であることが示唆された。 
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Ａ．研究目的 

[背景] スクリーニング評価の結果得られ

た、化審法の規制区分「優先評価化学物質」

には、長期毒性試験の情報が無いために、

長期曝露時のヒトへの健康影響を判定でき

ない物質が多数存在する。この理由として、

長期試験に要する多大な労力とコスト高が

挙げられる。加えてガス状物質については

評価の際に、吸入曝露による長期試験情報

が必要となるが、吸入曝露の場合、経口の

場合よりもさらに労力とコストがかかり、

特にその有害性評価の迅速化・高度化が求

められている。実際「優先評価化学物質」

にはガス状物質（揮発性有機化合物:VOC）

が数多く存在し、また国際がん研究機関 

(IARC) によりヒトに対する発がん性が認

められると分類される物質（ホルムアルデ

ヒド等）も含まれることからも、当該 VOC

の吸入曝露による長期毒性評価の迅速化は

喫緊の課題である。さらに長期曝露により

中枢影響が重篤な VOC（トルエン等）も含ま

れ、中枢への影響評価の観点も重要となる。 

一方、我々は平成 17 年より、シックハウ

ス症候群(ＳＨ)対策に向けたハザード評価

研究を実施してきた。ここでは、ホルムア

ルデヒド等のＳＨ関連物質について指針値

レベルの極低濃度下、7 日間の短期間小規

模の動物実験を行い、肺、肝、脳の遺伝子

発 現 変 動 を 高 精 度 に 測 定 し 分 析 し

(Percellome法)、毒性予測を行ってきた経

験と実績があり、ＳＨに関する毒性試験情

報をヒトへ外挿することの困難さを克服し

得ることを明らかにしてきた。また中枢影

響も予測して実際に情動認知行動にて実証

し、その分子機序に関わる共通因子を推定

している。しかし高濃度下での吸入曝露の

場合、本手法により長期毒性の予測が可能

かは不明である。 

 [目的] 独自開発の短期間小規模のハザー

ド評価手法を、ガス状「優先評価化学物質」

に適用し、①吸入曝露時の肺、肝、海馬の

遺伝子発現データを取得、解析し、②肺、

肝、海馬の毒性連関性を確認し、③情動認

知行動解析と神経科学的所見による中枢影

響及び、④当該物質の長期毒性評価の迅速

化・高度化に資する評価系となり得るかを

検討する。  

本分担研究では、雄性成熟期マウスを対象

とした反復吸入曝露後の高精度な情動認知

行動解析と海馬における神経科学的物証の

収集による中枢に対する有害性の実証、及

び遺伝子発現変動データの中枢影響に関す

る予見性の確認、を目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

 雄性マウス（成熟期[12 週齢]）を対象と

した 22時間/日×７日間反復曝露試験（2用

量、6 群構成、各群 8匹）を実施し、曝露終

了日（急性影響の検討）及び曝露 3日後（遅

発性影響の検討）に、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等

からなる行動解析バッテリー試験を高精度

に実施すると共に、組織化学解析・タンパク

発現解析により神経科学的所見による中枢

影響の確認を行う。 

 

（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規定、

指針を遵守した。 

 

Ｃ．研究結果と考察 

 令和 3年度（今年度）は予定通り、キシレ

ン（0、20 ppm）（20 ppmは以前の指針値の

100倍程度、現在の指針値の 400倍程度の濃

度）について、22時間/日×7日間反復吸入

曝露を成熟期マウスに実施し（2用量、6群

構成、各群 8匹）、情動認知行動を 3種類の

試験により解析した。別途、トキシコゲノミ

クスのための吸入曝露実験（キシレン濃度： 

0、2、7及び 20 ppm）において、いずれの曝

露群においても体重減少が有意に認められ

なかったため、当情動認知行動解析では高

濃度曝露群の濃度である 20 ppmを採用した。 

 解析時点として、曝露終了日と曝露 3日後

の 2つの時点を選択した（図１）。前者は急

性影響の検討に当たるが、この時点を選ん

だ理由は、先行研究での海馬における遺伝

子発現解析から神経伝達の抑制を示唆する

データを有しており、この時点であれば情

動認知行動異常が観察されると予想された



34 

為である。曝露 3 日後は遅発性影響の検討

に当たる。この時点を選んだ理由は、この時

点が当方で多くの解析データを有する遅発

性の情動認知行動解析のプロトコールでの

測定時点である為であり、これらのデータ

との比較解析が可能となるためである。 

 解析の結果、曝露終了日の時点（急性影響

の検討）では、不安の亢進（情動行動試験の

一つの明暗往来試験における明室滞在時間

の減少）が有意ではないが、その傾向が認め

られた（図３として、明暗往来試験の結果を

示す）。他方、曝露 3日後では、不安の亢進

（情動行動試験の一つのオープンフィール

ド試験の中央滞在時間の減少）及び、空間-

連想記憶の有意な低下（学習記憶異常）が有

意に認められ（図４及び図５）、これらの低

下は遅発性の影響であることが示唆された。 

 この点、先行研究の SHレベルの極低濃度

のキシレンの吸入曝露の場合、曝露終了日

の時点では、空間-連想記憶及び音-連想記

憶の低下が有意に認められており、また曝

露 3 日後ではこれらの変化は回復し、本実

験結果と一見、矛盾する。海馬における遺伝

子発現変動解析の結果を考慮する必要があ

るが、この理由として、今回のように高濃度

の場合の吸入曝露の場合は、マウスが興奮

あるいは緊張するのか（実際、不安の亢進傾

向は認められている）、こうした記憶の低下

は誘発されず、むしろ、曝露終了後、キシレ

ンの濃度が低下するに従って、先行研究と

同様の極低濃度の曝露濃度となり、その結

果、上述した記憶異常が生じた可能性が考

えられた。また、このことを通して、遅発性

の影響が生じた可能性が考えられた。 

 

D．結論 

 このように、キシレン（0、20 ppm）につ

いて、22時間/日×7日間反復吸入曝露試験

を実施し、情動認知行動解析の結果、不安の

亢進（オープンフィールド試験の中央滞在

時間の減少）及び、空間-連想記憶の低下が、

曝露終了日の時点では認められなかったが、

曝露 3 日後では有意に認められ、これらの

低下は遅発性の影響であることが示唆され

た。 

 曝露終了日の時点と曝露 3 日後の時点に

おける解析バッテリーでの変化の比較を、

行動の逸脱レベルを示すレーダー図として

示す（図２）。 

 令和 4年度（来年度）は計画に則り、トル

エンにつき、同様な実験を実施、検討する予

定である。 
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OF:オープンフィ ールド 試験-10m in
OF-DIS:総移動距離
OF-C-TIME:中央滞在時間
OF-N:移動回数

LD:明暗往来試験-5m in
LD-L-TIME:明室滞在時間
LD-N:明暗往来数
LD for L:暗室待機時間

FZ:条件付け学習記憶試験-6m in
FZ1:条件付け（短期記憶形成）
FZ2:空間-連想記憶
FZ3:⾳-連想記憶

P値(t検定)
±3: p< 0.01**
±2: p< 0.05*
±1: p< 0.1
±0: p> 0.1

図１ 

図２ 
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図 3 

図 4 
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◍キシレンばく露群：空間-連想記憶の有意な低
下
→ 学習記憶異常（記憶の想起が障害されている）

20ppmキシレン22時間×7日間吸入曝露3 日後に条件付け（FZ1）、翌

日に空間ー連想記憶試験（FZ2）と音ー連想記憶試験（FZ3）の結果

N=8, Mean ±S.E., P value (Student's t-test)
p<0.05*; p<0.01**    vs  Control

FZ1 FZ2 FZ3
Cond ition ing (1⽇⽬ )
測定時間:  6分
検定項⽬
FZ1 :  条件付け

（ 短期記憶形成）

Contextual test(2⽇⽬ )
測定時間:  6分
検定項⽬
FZ2 :  空間-連想記憶

Cued tone test(3⽇⽬ )
測定時間:  6分
検定項⽬
FZ3 :  ⾳-連想記憶
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図 5 


