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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としての利用について検討す

る。今年度は、急性毒性試験における非侵襲的な新規バイタルサインの候補として、 ホームケージ活動量測定

装置およびオープンフィールド活動量測定装置を用いて行動様式を解析した。また、超音波測定装置による超

音波発声解析の測定を試みた。生後 8 週齢の成熟雌 ICR マウスを使用し、有機リン農薬成分であるアセフェ

ート（300 mg/kg）、ニコチン（50 mg/kg）、無水カフェイン（300 mg/kg）、テトロドトキシン（500 μg/kg）を用いた。

その結果、ホームケージ活動量測定装置による解析からは、コントロール群と比較して、ニコチン投与群におい

て投与 10 分後以降に活動量の低下が認められた。またアセフェート投与群においては投与 20 分後以降に活

動量の低下が認められた。一方でテトロドトキシン投与群においては投与 10 分後に活動量の亢進が認められ

たが、投与 30 分後以降に急激な活動量の低下が認められた。また、無水カフェイン投与群については投与 12

時間後も活動量の亢進が認められた。オープンフィールド活動量測定装置による解析からはコントロール群と比

較して、いずれの投与群おいても投与 10 分後以降に活動量の低下が認められた。 も活動量の低下が著しく

認められたのはテトロドトキシン投与群であり、投与 30 分後以降はほとんど動かなかった。またアセフェート投与

群においては投与 60 分後以降にはほとんど動かなかった。一方でニコチン投与群と無水カフェイン投与群は

活動量の低下を示すものの完全に活動を停止する事はなかった。なお、超音波測定装置による超音波発声解

析では約 20 Hz の音を聞かせることによる音に対する反応性も含めて、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。 
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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。本分担研究では、実

験動物の行動様式に現れる影響を非侵襲的なバイ

タルサイン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、急性経口毒性発現時にマウス

が呈する投与後の行動様式（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

発声や、顔面の動きを計測し、非侵襲的なバイタル

サインとしての利用について検討する。 

今年度は生後 8 週齢の成熟雌 ICR マウスを使用

し、有機リン農薬成分であるアセフェート（300 mg/kg、

N=4）、ニコチン（50 mg/kg、N=4）、 無水カフェイン

（300 mg/kg、N=4）、テトロドトキシン（500μg/kg、

N=4）を用いた。急性毒性試験における非侵襲的な

新規バイタルサインの候補としては、①ホームケージ

活動量測定装置（W:25 cm×D:15 cm×H:13 cm、

22 hour 施行、14 時から翌日の 12 時まで測定した。

また 14 時から 19 時までを明期、19 時から翌日の 7

時までを暗期、7 時から 12 時までを再び明期とした。

なお、自由飲水自由摂餌とした）による解析と②オー

プンフィールド活動量測定装置（W:50 cm×D:50 

cm×H:50 cm、120 min 施行）による解析を選択し

た。また、③超音波測定装置による超音波発声の測

定を試みた。またその際に約 20 Hz の音を聞かせる

ことによって音に対する反応性も検討した。なお、い

ずれの実験も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（N=4）を行った。 

 

C．研究結果 

ホームケージ活動量測定装置による解析 

ニコチン投与群において投与直後（１分後以内）に

死亡した個体を確認した。この 1 例は解析から除外し

た。残りのマウスは少なくとも 24 時間生存していた。 

コントロール群と比較して、ニコチン投与群におい

て投与 10 分後以降に活動量の低下が認められた。

またアセフェート投与群において投与20分後以降に

活動量の低下が認められた。一方でテトロドトキシン

投与群においては投与 10 分後に活動量の亢進が

認められたが、投与 30 分後以降に急激な活動量の

低下が認められた。また無水カフェイン投与群につ

いては投与 12 時間後も活動量の亢進が認められ、

特に暗期（本来のマウスの活動時間帯）の活動量の

亢進は顕著であった。ホームケージ活動量測定装置

による解析結果を図１に示す。 

オープンフィールド活動量測定装置による解析 

コントロール群と比較して、 いずれの投与群にお

いても投与 10 分後以降に活動量の低下が認められ

た。 も活動量の低下が著しく認められたのはテトロ

ドトキシン投与群であり、投与 30 分後以降はほとんど

動かなかった。またアセフェート投与群においては投

与 60 分後以降にはほとんど動かなかった。一方でニ

コチン投与群と無水カフェイン投与群は活動量の低

下を示すものの完全に活動を停止する事はなかった。

また、オープンフィールド活動量測定装置における

不安関連行動に認められる中央滞在時間に関して、

ニコチン投与群においては著しい上昇が認められた。

オープンフィールド活動量測定装置による結果を図

２及び図３に示す。なお、全ての群において 24 時間

の生存を確認できた。 

超音波測定装置による超音波発声解析 

約 20 Hz の音を聞かせることによる音に対する反

応性も含めて、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。なお、全ての群において 24 時

間の生存を確認できた。 

D．考察 

ホームケージ活動量測定装置による解析について、

測定時間を延長すべきであると考えられた。また、無

水カフェイン投与群の投与用量について、投与 12

時間後も活動量の亢進が認められ、特に暗期（本来

のマウスの活動時間帯）の活動量の亢進は顕著であ

ったことから、無水カフェインの用量を再考すべきで

あると考えられた。 

オープンフィールド活動量測定装置による解析に

ついては、測定時間内に死に至るマウスが認められ

なかったため、より高用量にすべきであると考えられ

た。同時に赤外線サーモグラフィとの併用が効果的
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であると考えられた。 

約 20 Hz の音を聞かせることによる反応性も含め

て、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。すなわち、外界音に応答するわけではな

いことが明らかとなった。 

E．結論 

既存の行動解析装置をアレンジすることで従来の

「目視観察に基づく記述式の一般状態観察による毒

性発現」を「バイタルサイン計測データ取得によって

スコア化可能なデータ」として取得することに成功し

た。これは標準化に向けた基礎データとして利用可

能と考えられる。 
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