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序

　本報告書は、平成 26 ～ 28 年度の 3 年間にわたって実施した所内公募型提案研究「ハウスダス
ト中の化学物質が誘導する発達神経毒性の包括的理解に向けた多面的評価法確立」（課題代表者：
前川文彦）の研究成果をとりまとめたものです。ヒトを含む生物は自然環境中の様々な化学物質
の影響を受けつつ活動しています。それに加えてヒトは自らが新規化学物質を製造し、豊かな社
会の構築に役立てています。このような環境の人工化に伴い身の回りに存在する化学物質の種類
は飛躍的に増加しています。
　現在、有害化学物質への曝露が精神疾患発症率の増加に関与している可能性が危惧されていま
す。特に発達期の子どもの脳は化学物質曝露の影響を受けやすいと考えられており、脳の発達に
悪影響を及ぼすことが知られている化学物質が身の回りの環境中に存在しないか注意深く監視す
る必要があります。ところが化学物質の発達期の脳への影響を探る評価手法は世界的に見て未だ
開発途上の段階であり、必ずしも化学物質の発達期の脳への有害性が十分に評価できる体制が
整っているわけではありません。
　この所内公募型提案研究課題は細胞レベル－胚レベル－動物個体レベルといった様々な手法で
発達神経毒性評価法を開発・確立することで、発達期の脳への毒性が確定していない化学物質の
有害性を多面的に評価できる体制を構築することを目的としています。脳は神経細胞、グリア細
胞といった複数の細胞種から構成されていますが、それぞれの細胞種を単離し単一細胞種への化
学物質影響を評価できる手法を開発することで、神経系細胞のハイスループット（高効率）な影
響評価への貢献が見込まれます。一方、細胞レベルの手法のみでは脳の特徴である細胞間情報伝
達などの細胞間相互作用への影響評価は困難ですので、時間と労力とを要しますが動物個体レベ
ルでの影響評価も並行して行う必要があります。特に近年、有害化学物質曝露が社会的コミュニ
ケーションに障害を来す発達障害発症率の上昇に関連している可能性が懸念されており、動物個
体レベルで社会性に関わる行動異常を検出する手法の開発が求められています。また、鳥類初期
胚を用いた胚レベルでの曝露評価法は、哺乳類胚では困難な発生・発達初期の脳・頭部形態形成
を可視化することが可能であり、細胞レベルの研究と動物個体レベルの研究の中間に位置する発
展性の高い研究課題であるといえます。発達神経毒性を様々な角度から評価できる手法の開発を
試みた今回の所内公募型提案研究課題は、化学物質の発達神経毒性の効果的な検出に貢献し、環
境からの有害化学物質曝露を防ぐ一助となることが期待されます。本研究報告書が発達神経毒性
研究の一例として関係者のご参考になることを願っております。

　　平成 30 年 3 月

国立研究開発法人　国立環境研究所　　　　　　　 

理事長　渡　辺　知　保　 
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1　研究の概要

1 . 1　研究全体の目的、目標、構成等

目的：

　2012年に発表された文科省調査で普通学級の小中学生の約6.5%が発達障害に罹患している可能性が指摘されるなど、

子供の脳の発達異常の急増に国民の不安が高まっている。発達障害急増傾向は世界中で確認されており、原因として遺

伝要因の他に環境要因の関与が疑われている。様々な環境要因の中の一要因として、金属類や工業製品に含まれる有害

化学物質の曝露が、遺伝要因と相まって発達障害を誘導することが危惧されている。そのため、国際的な動向として、

生活環境中の化学物質が発達期の脳に及ぼす有害性を鋭敏に検出する評価法を構築し、原因を特定する研究の必要性が

叫ばれている。本研究では、動物モデルを用いて、発達期の脳への有害性評価を多面的に評価する体制を構築し、生活

環境中に存在するハウスダストに含まれる化学物質の中でも有害性が推測される物質を中心に有害影響メカニズムを明

らかにすることで、小児の健康な発達を育む環境づくりに貢献する。ハウスダスト中に含まれる化学物質としては家電

製品や家具等に含まれる難燃剤の生体内への蓄積性や有害性について懸念が示されている。また、住環境中に存在する

建材等に含まれる防虫剤・防腐剤等の農薬の一部がハウスダストに移行することで一定の割合で生体内に移行し、有害

性を発揮する可能性が懸念されている。本研究では、ハウスダスト中に存在する可能性が指摘されており、かつ、有害

性に関する情報が不足している難燃剤と農薬の一部に関して実際に評価法への適用を試み、構築した手法で評価するこ

とでどのようなエンドポイントに影響が現れるのか検討を行う。

目標：

1．生活環境中に存在する化学物質に対応可能な簡便、迅速、鋭敏な評価モデルを整備する。

2．有害性が確定していない化学物質に対する影響評価の有効性を検討する。

3．有害性メカニズムの解明とその知見を生かした診断・予防に有効なバイオマーカーを確立する。

構成：

サブテーマ 1 発達神経毒性検出基盤の整備

  担当：前川文彦、川嶋貴治、＊＊田中光一、＊＊中村和昭

サブテーマ 2 発達神経毒性評価法の構築

  担当：前川文彦、佐野一広、鈴木　剛、Tin Tin Win Shwe、川嶋貴治、＊浜崎浩子

サブテーマ 3 毒性機構の解明と診断・予防に役立つバイオマーカーの確立

  担当：前川文彦、鈴木　剛、橋本俊次、中山祥嗣、磯部友彦、＊塚原伸治

　　　　　（注）＊客員研究員、＊＊協力研究者

研究の概要：

【サブテーマ 1】発達神経毒性検出基盤の整備

a．マウスを用いた遺伝的脆弱性に着目した鋭敏評価モデルの整備：

　　化学物質の発達神経毒性影響により誘導される可能性が指摘されている発達障害の発症仮説として、①脳の興奮と

抑制のバランスの異常、②個体間の社会的相互作用を形成する神経回路に特異的に利用される神経伝達物質の放出・

作用の異常、等が挙げられる。マウスモデルに関しては、「脳の興奮と抑制のバランスの異常」に関連する遺伝要因

と化学物質曝露影響の相互作用を調べるための鋭敏評価モデルとして、脳内の興奮性の神経伝達物質・グルタミン酸

の作用量が増加する大脳皮質特異的 GLT1 欠損マウスを東京医科歯科大学から導入し行動評価を行った。また、「個

体間の社会的相互作用を形成する神経回路に特異的に利用される神経伝達物質の放出・作用の異常」に関連する遺伝
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要因と化学物質曝露影響の相互作用を調べるための鋭敏評価モデルとして、バソプレシン受容体のサブタイプである

V1a, V1b のそれぞれあるいはその両方を欠損したマウスを国立成育医療研究センターより導入し、新規環境への適

応能力を検討し、サブタイプの両方を低下検出に成功した。

b．遺伝子改変マウスを用いた高感度可視化検出モデルの整備：

　　神経突起可視化マウスや細胞周期可視化マウス等を用いて、神経細胞の微細構造や神経細胞をサポートするグリア

細胞の細胞周期の可視化が可能となった。

c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた発達神経毒性検出モデルの整備：

　　実体顕微鏡により脳形成異常が検出できるシステムを構築し、最も効率的な曝露方法、曝露時期、溶媒選択等基盤

的検討を行い、化学物質の曝露影響を検出できる基盤を整えた。

【サブテーマ 2】発達神経毒性評価法の構築

a．脆弱性を考慮した in vitro 評価法の確立：

　　【サブ 1】で系統維持している神経細胞可視化マウスや細胞周期可視化マウスから単離培養した神経細胞・グリア

細胞の蛍光イメージングにより、微細構造、細胞機能を同時に解析することが可能になった。また、そのシステムを

利用して、代表的な神経毒性物質である無機ヒ素曝露により、細胞異常が起こるメカニズムの解明に成功し、ハイス

ループット影響解析の可能性が見出せた。

b．新規行動試験法の確立：

　　情動行動、性行動、攻撃行動、認知行動等の様々な行動試験法を取り入れてテスト・バッテリーを構築した。また

そのようなバッテリーを用いて、ネオニコチノイド系農薬アセタミプリドの発達期曝露を行い、特定の濃度の曝露に

より性行動、攻撃行動、不安行動異常が雄マウス特異的に起こる可能性を見出した。また、エストロゲン活性を持つ

リン系難燃剤の曝露により、膣開口日齢早期化や、発情周期異常、雌性行動低下等の雌生殖生理・行動異常を見出し

た。さらに、新規オブジェクト認知試験における認知機能低下の可能性も見出している。このように複数の化学物質

曝露影響評価により、我々が構築したテスト・バッテリーが曝露物質種特異的な影響パターンの理解に役立つことが

示された。

c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた神経発生試験法の確立：

　　初期胚に化学物質曝露を行うことでどの胚時期にどのような異常が現れるか検討した。ネオニコチノイド系農薬の

曝露によって発達遅延がおこることや、その中の一部は頭部形成の異常（眼、嘴、脳）を誘導することを明らかにし

た。

【サブテーマ 3】毒性機構の解明と診断・予防に役立つバイオマーカーの確立

a．毒性機構の解明：

　　ネオニコチノイド系農薬アセタミプリドやエストロゲン活性を持つリン系難燃剤の脳への移行量を分析するための

基盤をつくり、発達期マウスに投与することで子どもの脳への移行量を測定することが可能になった。また、エスト

ロゲン活性を持つリン系難燃剤の発達期曝露が脳の性的二型核形成に影響を与えることを明らかにした。

b．血中バイオマーカーの確立：

　　エストロゲン活性を持つリン系難燃剤曝露後のオキシトシンという個体間の社会的相互作用に関連した神経伝達物

質の遺伝子発現解析を行い、バイオマーカーとなる可能性を見出した。

【成果のまとめ】

　発達神経毒性検出基盤を整備し、農薬・難燃剤の評価を行うことで影響エンドポイントを明らかにした。また、農薬・

難燃剤の体内動態を評価するとともに、バイオマーカーとなる指標を発見した。
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2　研究の成果

2 . 1　サブテーマ 1　発達神経毒性検出基盤の整備

2 . 1 . 1　目的と経緯

a．マウスを用いた遺伝的脆弱性に着目した鋭敏評価モデルの整備：

　自閉症を含む発達障害と発症機序として様々な要因が挙げられているが、その一つの原因として脳内の神経伝達物質

の分泌異常や作用の異常があげられる。また、神経細胞（ニューロン）の樹状突起や樹状突起上に存在する神経伝達物

質の受容に重要なスパインと呼ばれる構造を形成する様々なタンパク質の異常が関連する可能性が示唆されている 1）。

神経伝達物質の種類としては、神経興奮を司るグルタミン酸や抑制を司るガンマアミノ酪酸、モノアミンといった脳全

体の働きを制御する神経伝達物質の分泌・作用の異常が発達障害と関連するとの報告の他に 2）、視床下部の室傍核や視

索上核といった神経核に細胞体が局在し、特定の脳部位に神経投射するオキシトシンやバソプレシンといった神経ペプ

チドの分泌・作用の異常も社会性行動異常を誘導する可能性が報告されている 3）。また、発達障害が誘発される原因と

して、複数の遺伝的要因の複合作用、あるいは、遺伝的要因と環境要因の相互作用により発症することがほとんどであ

り、単一要因で発症する例はごくわずかであると考えられている 4）。そのような状況を鑑みて、神経伝達物質／神経ペ

プチドの作用異常を呈する遺伝子組換えマウスの中に遺伝要因と化学物質曝露影響の相互作用を調べるための鋭敏評価

モデルとして利活用できるものがあるか検討を行い、遺伝要因と環境要因の相互作用研究に利用できる体制を構築する

ことが脆弱性を考慮に入れた発達神経毒性影響研究に求められていると考えた。サブテーマ 1a では、脳内の興奮性の

神経伝達物質・グルタミン酸の作用量が増加する大脳皮質特異的グルタミン酸輸送体 GLT1 欠損マウスや、個体間の社

会的相互作用を形成する神経回路に特異的に利用されてことが知られているバソプレシン 5）の作用異常を呈するバソプ

レシン受容体 V1a, V1b 欠損マウスの行動評価を行い、その行動特性を明らかにした。

b．遺伝子改変マウスを用いた高感度可視化検出モデルの整備：

　発達障害の原因として複合的な環境要因の関与が疑われているが、環境要因の中では、有機水銀、鉛、ヒ素など金属

類の曝露が脳の正常な発達に重篤な悪影響を与え、様々な精神・神経疾患を誘導することが知られている 6）。また近年、

難燃剤、可塑剤、殺虫剤等の工業製品・薬品に含まれる成分が、金属類とは異なる作用機序を介して脳の発達障害を誘

導することも危惧されている。このような背景もあり、国際的な動向として生活環境中に存在する化学物質が発達期の

脳に及ぼす有害性を迅速に検出する評価法を構築し、有害性が確認された際にはその機序を速やかに特定する仕組みを

構築する必要性が指摘されている。

　発達神経毒性評価法は、神経細胞や神経細胞をサポートするグリア細胞等に分化可能な培養細胞を用いる手法と実験

動物個体を用いる手法とに大別できる。前者は迅速性の点で優れており、また比較的安価にハイスループット解析が可

能である。一方、後者は時間と費用を要すが、細胞レベルでの研究では解析不可能な行動・生理機能といったヒトへの

外挿が比較的容易な評価指標を設定できる。増え続ける化学物質の脳への有害性を検討するためには、両方の手法を有

効に組み合わせ、効率的に曝露影響を検出できる仕組みを構築する必要がある。サブテーマ 1b では、培養細胞を用い

た発達神経毒性評価試験法に着目し、特定の機能を蛍光可視化できる遺伝子改変マウスから取り出した神経細胞やグリ

ア細胞を用いて発達毒性影響評価指標の構築を試みた。

c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた発達神経毒性検出モデルの整備：

　鳥類モデルは発生学、内分泌学、遺伝学、神経科学のような研究分野において重要なツールであるが 7-9）、特にニワ

トリ（Gallus gallus domesticus）やウズラ（Coturnix japonica）などの家禽は卵の入手が容易であり、胚形成を容易に観

察することが可能なため発生生物学において最も広く使用されるモデル生物になっている 10-12）。特に、ニホンウズラは

Padgett と Ivey（1959）によって実験動物として使用できることが評価されて以来 13）、頑強さ、取り扱いの容易さ、高
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い卵生産性等の理由から発生学の分野で高い評価を受けてきた。一方、ニワトリやウズラには、一般にげっ歯類のよう

な遺伝的に統御された系統がほとんど存在せず、系統によってはゲノム情報も不足しているため、遺伝子発現解析等分

子生物学的な手法での解析に関しては、げっ歯類で行うことが可能な厳密な解析が困難であり、実験モデルとして用

いる際の障害となっていた。国立環境研究所では 1980 年より新しい実験モデル動物の確立を目指して循環交配によっ

て黄褐色の羽毛色の変異が固定されたウズラの閉鎖コロニーを開発し、NIES-L 系統と名付けた。近年、次世代シーク

エンシングによって NIES-L 系統のゲノムのドラフト配列が解読され 14）、ウズラの個体間の遺伝的変異を評価するため

の 100 個のマイクロサテライトマーカーが開発されている。只野らはマイクロサテライトマーカー多型分析を用いて、

NIES-L コロニーの近親率をランダム交配で確立された一般的な系統と比較し、NIES-L 系統における遺伝的統御が向上

していることを明らかにしており 15）、NIES-L 系は基礎研究および環境研究分野において潜在的に有用な実験モデルで

ある可能性が示されている。サブ 1c では、NIES-L 系の初期胚が化学物質の発達毒性スクリーニングに有効活用できる

可能性を検討するため、NIES-L 系の初期胚を用いた鳥類胚培養系の構築を試みた。

2 . 1 . 2　方法

a．マウスを用いた遺伝的脆弱性に着目した鋭敏評価モデルの整備：

　環境化学物質の発達神経毒性影響を調べる動物モデルとして一般にマウスやラット等のげっ歯類が用いられ、特にマ

ウスでは C57BL/6J 系統に代表される近交系が用いられることが多い。一方で、ヒトの発達障害を含む精神疾患の原因

としては、環境要因、遺伝要因が単独で病因となることはまれであり、環境要因と遺伝要因の両者の相互作用が原因と

なる場合が多いと推測されている。すなわち実際にヒトで起こっている精神疾患発症率の上昇を捉えるための動物モデ

ルとしては遺伝的脆弱性も考慮に入れて評価を行うことが求められる。将来の化学物質曝露評価に資する動物モデルへ

の適用を目指して、1）大脳皮質特異的 GLT1 欠損マウス、および 2）バソプレシン受容体 V1a, V1b 欠損マウスおよび

その 2 重欠損マウスを導入して、その行動特性を全自動型行動記録測定システム IntelliCage を用いて明らかにした。

　IntelliCage は測定ケージの中でマウスを飼育することで、オペレータフリーの状態で、30 日以上の長期連続実験が

行える装置であり、1 つのケージで通常 16 匹以上のマウスを対象に、予めプログラムしたタスクに従って行動・学習・

記憶・空間認知実験等を同時に行える。マウスの個体認識法としては RFID チップ（2.2mmφ×11.5mm、0.1 g 以下）を

採用しており実験動物として使用されるマウスの行動をストレス影響を与えず長期に渉って観察できる。測定ケージに

は給餌フード、ストレスの軽減のためのエンリッチメントも付属されている。測定ケージには 4 つの学習実験コーナー

が存在し、各コーナーにはマウス検出センサー、センサー内蔵のノーズポーク（穴）及びシャッターが装備されている。

また開閉シャッターの奥には給水ボトルが装備されており、給水を報酬として利用することで空間学習実験を行うこと

が可能である。また、自発活動量の解析プログラム、各種行動・学習・記憶・空間認知実験の測定用プログラムが予め

用意され、個々の動物における反応が記録・解析できる。IntelliCage による行動計測・認知実験に関しては Endo et al. 

(2011) Behav Brain Res.16）に詳細が記載されている。

b．遺伝子改変マウスを用いた高感度可視化検出モデルの整備：

　主要な神経細胞に関しては、グルタミン酸等の興奮性神経伝達物質を放出する興奮性神経細胞とガンマアミノ酪酸等

抑制性神経伝達物質を放出する抑制性神経細胞の 2 種類に大別できる。マウスの大脳皮質には両者が混在しており、そ

れぞれ異なった遺伝子発現と機能を有すると考えられているが、通常の初代培養神経細胞ではこの 2 つのタイプを容易

に区別することができない。サブ 1b では、特に抑制性介在神経細胞である神経ペプチド Y（NPY）神経細胞に着目し

て影響評価を行う手法を開発した。NPY は統合失調症、うつ病、発達障害など多くの中枢神経疾患との関連が指摘さ

れており、NPY 合成・分泌量の異常はこれらの疾患原因の一つとなりうると考えられているため 17）、NPY ニューロン

を標的とした化学物質の影響評価法の構築が求められている。

　NPY プロモーターの下流にヒト化ウミシイタケ緑色蛍光タンパク質 hrGFP が挿入された遺伝子組換えマウス

（Stock#006417, Jackson Laboratory より購入）の妊娠 17 日目胎仔より培養神経細胞を作製した。胎仔の遺伝子型は、実
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体顕微鏡用蛍光アダプター SFA-RB（米 NIGHTSEA 社、日本代理店 BEX 社）を実体顕微鏡と組み合わせて用い、頭部

の緑色蛍光を検出することで容易に判別することができる。緑色蛍光が確認された胎仔に関しては、実体顕微鏡下で大

脳皮質を摘出した後、酵素処理とピペッティングにより細胞を単離し、最終的に遠心分離により細胞をペレット状にし

た。このペレットに B-27 supplement、L- グルタミンを添加した Neurobasal medium（Invitrogen）を加え、実験内容に

応じて必要な細胞密度に希釈し、分散させ、最終的に 500 細胞 /μm2 程度の密度になるよう調整した。このように調整

した細胞培養液を、前日にウェル底に直径 12 mm 丸ガラスを敷き、さらにポリ -L- オルニチンで予めコーティングし

ておいた培養プレートに播種し、CO2 インキュベーターで培養した。この細胞培養実験手法に関しては Maekawa et al. 

(2009) Journal of Neurochemistry 107(3) 789-798 および Maekawa et al. (2013) Neurotoxicology 37: 197-206 で記載された方

法に準じて行った。

　神経細胞以外にも発達中の脳には化学物質の標的細胞が存在する。アストロサイトは、神経細胞と比較して脳により

豊富に存在し、血液脳関門の形成および維持に寄与する細胞集団である。血液脳関門は毛細血管を形成する内皮細胞と

それを囲むアストロサイトとからなり 18）、循環血中の有害物質から脳を保護することに貢献する。発達中の脳は毒性化

学物質に対して脆弱であると考えられており、その理由の 1 つに、血液脳関門の形成が不十分であることが挙げられ 

る 19）。脳の発達段階では先に神経細胞が発生し、次にグリア細胞が発生するが、げっ歯類の大脳皮質ではアストロサイ

トの発生は胎生 18 日目にはじまり新生仔期にピークに達する 20）。この発生期間中の神経毒性物質の曝露はアストロサ

イトの発生、増殖、細胞数の変化に影響する可能性が指摘されており、大脳皮質におけるアストロサイト数の減少は統

合失調症およびうつ病等の神経病理学的変化に関連する等アストロサイトの異常と精神障害との間には因果関係が指摘

されている 21）。サブ 1b では、このようなアストロサイトの発生・分化に関わる最重要因子として細胞周期と細胞死に

着目し、細胞周期を蛍光で観察することができる遺伝子組換えマウスの大脳からアストロサイトを初代培養し、ライブ

イメージングにより化学物質曝露による細胞周期異常と細胞死誘導を評価する手法を開発した。

　ヒト Cdt1 のユビキチン化ドメインと融合した蛍光単量体 Kusabira Orange2（mKO2）による赤色蛍光により G1 期を、

ヒト Geminin のユビキチン化ドメインと融合した蛍光単量体 Azami Green（mAG）による緑色蛍光により S/G2/M 期を

検出できる細胞周期可視化マウス（Fucci マウス）22）を用いて細胞周期のライブイメージングを行った。Fucci マウス

を出生後 1 または 2 日目に屠殺し、脳から大脳皮質を単離した後、髄膜を除去し、皮質組織をピペッティングによる穏

やかな機械的刺激によって単離し、ダルベッコ変法イーグル培地（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA）に 10% ウシ

胎児血清（FBS; Gibco-Invitrogen、Carlsbad、CA、USA）を加えた培養液に入れ、ポリ -L- オルニチンで予めコーティ

ングしておいた 4 区画ガラス底皿（Greiner Bio-One、Kremsmünster、Austria）に播種し、37 ℃の 5% CO2 インキュベー

ターで 1 週間以上培養した後、ライブイメージング解析を行った。アストロサイト培養手法は、Maekawa F et al. (2008). 

Journal of Neurochemistry 107(3) 789-798 に詳細が記載されている。アストロサイトの細胞周期を観察するためのライブ

イメージングには蛍光顕微鏡 BioZero 8100（Keyence、Osaka、Japan）に 2 つの蛍光フィルターセット（励起フィルター：

542AF15; 発光フィルター：585QM30; ダイクロイックミラー：560 および、励起フィルター：475QM20、発光フィルター：

518QM32、ダイクロイックミラー：500DRLP、いずれもオプトサイエンス社）を導入して、観察を行った。観察時の

細胞条件については、低濃度の FBS を加えた培地で 72 時間培養すると G1 期の細胞集団が増加することが知られてい

るため 23）、まずアストロサイトの細胞周期を血清飢餓により G1 期に同期させた。その後、アストロサイトを 0.1%FBS

を加えた培養培地中で 3 日間培養した。最終的にアストロサイトを再び 10% FBS を含む培地で培養することで増殖を

促し、20 倍の対物レンズ（Plan Fluor ELWD DM 20×C、NA 0.45; Nikon、Tokyo、Japan）を用いて 6 時間毎に計 150 時間、

mKO2 および mAG の蛍光画像を取得した。mKO2 および mAG 発現の画像分析は、BZ-II ソフトウェア（Keyence）を

用いて行った。このライブイメージングに関する技術的な詳細は Hike et al. (2016) Frontiers in Neuroscience10: 297 に記

載されている。

c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた発達神経毒性検出モデルの整備：

　胚培養系：鳥類最初の胚培養系は Perry によってニワトリで確立され 24）、その後 Naito らによって培養法が発展し 
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た 25）。ニホンウズラについても胚培養系が開発されている 26）。Perry の胚培養系は 3 段階の培養システムを組み合わせ

たもので、システム I は早期分裂段階で卵管から得られた胚を培養し、1 細胞から胚盤葉形成（第 I 期）までの胚を培

養するために使用され、システム IIは形態形成期（第 II期）、システム IIIは胚発生中間期から孵化までをそれぞれカバー

するために代理卵殻を用いた。本検討では、形態形成期（第 II 期）で、卵形の透明な人工培養容器を用いて、ウズラ胚

の培養に成功し、Perry の原法においてシステム II で用いる代理卵殻培養容器培養系を比較しても、同程度の培養成功

率を示した。鳥類の胚を in vitro で孵化まで（第 III 期）培養しようとする試みもなされている。歴史的には、Auerbach

らはペトリ皿で 3 ～ 4 日齢のニワトリ胚を 14 日胚まで培養し、約 40% の生存率を得ている 27）。その後、Kamihira ら

は、カルシウム添加と酸素吸気に加えてガス透過性テフロン膜（Milliwrap; Nihon Millipore Co.、Tokyo、Japan）を用い

ることで、2 日齢のウズラ胚を孵化させることに成功している 28）。本研究手法の詳細は Kawashima et al. (2016) Frontiers 

in Neuroscience 10: 296 に記載されている。

2 . 1 . 3　結果と考察

a．マウスを用いた遺伝的脆弱性に着目した鋭敏評価モデルの整備：

　大脳皮質特異的 GLT1 遺伝子欠損マウスは大脳皮質に発現する Emx1 のプロモーター下流に Cre を発現する遺伝子組

換えマウスと GLT1 flox 遺伝子組換えマウスを交配することで大脳皮質特異的にグルタミン酸輸送体である GLT1 遺伝

子を欠損させたマウスである（未発表）。このマウスに関しては IntelliCage を用いて 15 日間の累積探索行動測定を行っ

た。新規環境に置かれた際の探索回数には違いはないものの、馴化した後の探索回数の低下が認められた（図 1）。次

にバソプレシン受容体 V1a, V1b 遺伝子欠損マウス 29） に関する検討を行った。V1b 遺伝子欠損マウスに関しては先行研

究でホームケージにおける行動量増加が報告されているが、IntelliCage を用いた行動量解析において同様に野生型と比

較して行動量の増加が観察された（図 2）。一方、V1a 遺伝子欠損マウスでは行動量に野生型との違いは認められなかっ

た。さらに、V1a, V1b 遺伝子 2 重欠損マウスに関する検討を行った結果、IntelliCage に導入した直後の 1 日間の行動量

が低下し、その後、野生型と同程度にまで行動量が回復するという行動量の推移が認められた（図 3）。このような新

規環境における行動量低下は新規環境に対する適応力の低下が原因であると推測される。V1a, V1b 遺伝子のいずれか

が欠損していた場合ではこのような行動異常は認められなかったため V1a, V1b 遺伝子はそれぞれ新規環境適応に関す

図 1	 大脳皮質特異的GLT1 遺伝子欠損マウスにおける探索回数の低下
 全自動型行動記録測定システム IntelliCage を用いて、IntelliCage

に導入してからの各日毎のコーナーへの侵入回数を 15 日間カウン
トすることで、対照群と大脳皮質特異的 GLT1 遺伝子欠損マウス
の間で探索行動に違いがあるか検討を行った。その結果、大脳皮
質特異的 GLT1 遺伝子欠損マウスにおいて探索行動の 8, 9, 12, 13, 
14, 15 日目の１日当たりの侵入回数において有意な減少が確認さ
れた。（　）内の数字は匹数。プロットは平均値±標準誤差（大脳
皮質特異的 GLT1 欠損マウスは 3 匹の為標準誤差は表記せず）。
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るバソプレシンの機能に関して相補的に働いており、両者が同時に欠損することで初めて影響が現れると考えられる。

すなわち、V1a, V1b 遺伝子 2 重欠損マウスは個々の遺伝子欠損マウスよりも、より有効な新規環境適応異常モデルと

して活用できる可能性を見出すことができた。

b．遺伝子改変マウスを用いた高感度可視化検出モデルの整備：

　大脳皮質初代培養神経細胞の神経突起伸長の評価

　大脳皮質の初代神経細胞を倒立位相差顕微鏡で観察した場合、通常培養 2 日目に神経突起伸長が確認でき、その後日

を追って益々神経突起が伸長していく様子を位相差顕微鏡で確認した。今回培養した NPY-hrGFP ニューロンでは細胞

図 2	 V1b 遺伝子欠損マウスにおける行動量の増加
 全自動型行動記録測定システム IntelliCage を用いて毎時のコーナーへの平均

侵入回数をカウントしたところ、V1b 欠損群において有意なコーナーへの侵
入回数増加を認めた。（　）内の数字は匹数。プロットは平均値±標準誤差。

図 3	 V1a,V1b 遺伝子 2重欠損マウスにおける新規環境での行動量の低下
 個別飼育ケージから全自動型行動記録測定システム IntelliCage に導入後

の 24 時間の累積コーナー侵入回数の各時毎の平均値を算出した。その結
果、二重欠損群において有意なコーナー進入回数の低下が認められ、新
規環境への適応が悪化している可能性が見出した。プロットは平均値±
標準誤差、（　）内の数字は匹数。



─ 8 ─ ─ 9 ─

体のみならず神経突起内にも hrGFP が存在するため、蛍光観察でも明瞭に突起伸長を確認することができ（図 4）、さ

らに蛍光により伸長の程度を定量的に評価することも可能となった。

　大脳皮質初代培養アストロサイトの細胞周期の評価

　Fucci マウスの大脳皮質由来の初代培養されたアストロサイトは血清飢餓により同調し、増殖中 mAG/mKO2 の蛍光

比は経時的変化の観察に成功した（図 5）。mAG/mKO2 の蛍光比は、増殖用の培地に変更後 12 ～ 18 時間まで低く、そ

の間多くの細胞が G1 期にとどまっていることを意味している。この比は培養開始後 24 ～ 42 時間で劇的に増加し、多

くの細胞が S/G2/M 期に移行した。その後、mAG/mKO2 の蛍光比は培養開始後 54 時間までに減少した後、再び増加し

66 時間後にピークに達した。このようにライブイメージング期間中 mAG/mKO2 蛍光比の周期的変化が 4 回観察され

た。mAG/mKO2 蛍光比の平均ピーク間隔は 30、28、32、30 時間で、正常なアストロサイトは我々の培養条件下で平

均 30±0.82 時間の細胞周期を示すことが明らかとなった。

図 5	 Fucci マウスから得られたアストロサイトにおける細胞
周期に応じた蛍光変化

 2 種類の蛍光蛋白質の発現変化によって細胞周期がリアル
タイムで観察できるよう遺伝子導入がなされた Fucci マウ
スから作製したアストロサイトの培養皿毎の全体の蛍光
比を示した。培養皿数 6、プロットは平均値±標準誤差。

図 4	 神経細胞の神経突起における緑色蛍光蛋白質
の発現

 神経ペプチド Y（NPY）遺伝子のプロモーター
下流に緑色蛍光蛋白質（hrGFP）が挿入され
た DNA カセットを持つ遺伝子組換えマウス
から初代培養大脳皮質神経細胞を培養するこ
とにより、NPY 神経細胞の細胞体および神
経突起を選択的に検出する系を構築した。
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c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた発達神経毒性検出モデルの整備：

　Kamihara ら 28）と同様の方法で NIES-L 系統のウズラ胚を培養することに成功し（図 6）、化学物質の曝露影響を完全

に in vitro で行う体制を構築することが可能となった。この鳥類胚培養系は特に化学物質の発育毒性が予測される場合

に、他の手段よりも倫理的問題点が低く in vivo 毒性スクリーニングできるという利点がある。さらに、鳥類胚培養系

は直接的な胚の観察および操作が可能であり、胚毒性の時空間特性を容易に調べることが可能になる。この鳥類胚培養

系を用いた研究例はサブ 2c において記載する。
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2 . 2　サブテーマ 2　発達神経毒性評価法の構築

2 . 2 . 1　目的と経緯

a．脆弱性を考慮した in vitro 評価法の確立：

　サブ 1b で確立した神経細胞、アストロサイトの発達神経毒性評価法を用いて代表的な神経毒性物質の評価を行い、

評価法による実践的な応用可能性を探った。試験法確立のための陽性対照物質として亜ヒ酸ナトリウムを利用した。亜

ヒ酸ナトリウムを含む無機ヒ素は自然界では土壌や地下水等に含まれ、慢性曝露が自閉症、注意欠陥多動性障害、脳性

麻痺などの脳高次機能の発達に悪影響を及ぼす恐れが疫学研究によって指摘されている 1）。また、森永ヒ素ミルク事件

によるヒ素中毒の生存者を調べた長期前向きコホート研究から、幼児期のヒ素中毒は成人期の神経疾患発症に影響を与

えることが報告されている 2）。さらに、南米・アジア諸地域等において飲用水からヒ素の慢性的な曝露は学齢期の子供

の認知能力の低下を引き起こすことが示唆されている 3-5）。

　一方、動物モデルを用いた実験的研究からもヒ素の発達期曝露が神経発達に有害であることが報告されている。妊娠

中および生後初期に亜ヒ酸ナトリウムを曝露すると成長後のラットの空間学習、神経筋反射、自発運動に障害が現れる

ことが報告されている 6, 7）。また、亜ヒ酸ナトリウムに慢性曝露された雌マウスから産まれた仔は情動行動や海馬依存

性学習課題において、異常を示すことも報告されている 8, 9）。培養細胞を用いた研究では、初代培養神経細胞 10, 11） および

神経細胞株 12-14）において、無機ヒ素がカスパーゼ 3 の活性化を促しアポトーシスを誘導したり、細胞骨格形成に関わる

タウやチューブリンの遺伝子発現に影響を及ぼすことで神経突起形成阻害を誘導したりすることが報告されている 15）。

　一方、発達中の脳には神経細胞以外にもヒ素の標的となる細胞が存在する。グリア細胞の一種であるアストロサイト

は神経細胞と比較して脳でより多く存在し、血液脳関門形成および維持に寄与する細胞集団である。血液脳関門は、内

皮細胞からなる毛細血管とそれを囲むアストロサイトとからなり循環血中に存在する様々な有害化学物質から脳を保護

する機能を有する。特に、発達中の脳は血液脳関門形成が未熟であるため、有害化学物質の脳内への移行に対して脆弱

性を呈すことが知られている。無機ヒ素は妊娠マウスに曝露した際、胎盤を通過し、胎仔に移動し、また新生仔の脳に

も蓄積が認められることが報告されている 16）。従って、血液脳関門を形成するアストロサイトは無機ヒ素に脳で最初に

接触する細胞群ということになる。無機ヒ素はグルタミン合成酵素およびグルタミン酸輸送体の発現および活性を低下

させることにより、アストロサイトのグルタミン酸代謝を阻害することが報告されている 17）。また、ヒ素曝露されたア

ストロサイトを培養した条件培地で培養することによって初代培養神経細胞のシナプス形成が阻害されることも報告

されており 18）、無機ヒ素の神経毒性の少なくとも一部はアストロサイトへの作用を経由して引き起こされると考えられ

る。

　脳の発達段階においては、神経細胞の発生が先に起こり、次いでグリア細胞が発生する。げっ歯類の大脳皮質では、

アストロサイトの発生は胎生 18 日目に始まり新生仔期にピークに達する 19）。発達段階での有害化学物質への曝露は神

経新生のみならずアストロサイトの発生、増殖に影響を与え、成長後の細胞数等の異常に影響すると考えられている。

統合失調症およびうつ病における大脳の病理学的所見として大脳皮質におけるグリア細胞数減少が報告されており、グ

リア細胞異常と精神疾患発症には何らかの因果関係があると考えられている 20）。ラット初代培養アストロサイトにおい

ては無機ヒ素は DNA 損傷を増加させ細胞生存率を低下させるが 21）、無機ヒ素がアストロサイトの細胞生存率を低下さ

せるメカニズムは明らかになっていない。細胞周期は細胞数制御に必須の細胞機能であり G1 期、S 期、G2 期、M 期

の順で周期が繰り返される。この細胞周期の異常は細胞死につながるため、周期中のどの時期にどのように異常が起

こるかを明らかにすることは細胞生存率低下のメカニズム解析の基盤となる。近年、蛍光タンパク質の蛍光色で細胞

周期を見分ける手法が開発され、化学物質曝露影響評価への応用が可能となっている。中でも、G1 期検出にヒト Cdt1

のユビキチン化ドメインと融合した単量体赤色蛍光タンパク質 Kusabira Orange2（mKO2）を、S-G2-M 期検出にヒト

Geminin のユビキチン化ドメインと融合した単量体緑色蛍光タンパク質 Azami Green（mAG）を用いて、赤色から緑色

蛍光への変化を検出することで細胞周期をライブイメージングにより可視化できる「蛍光ユビキチン化に基づく細胞周

期インジケーター」（Fucci）システムが開発され、細胞周期ダイナミクスの視覚化に有用であることが報告されている。

本研究では、Fucci を全身で発現するトランスジェニックマウスの大脳皮質から摘出した初代培養アストロサイトを用
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いてライブイメージング解析を行い、無機ヒ素を陽性対照化学物質として、細胞周期と細胞生存率の評価を一体的に評

価できる検出系を構築し、ヒ素の細胞周期・細胞死への影響を検出できるか検討を行い、他の手法での生存率、細胞死、

および細胞死関連遺伝子発現との検出法との比較を行った。

b．新規行動試験法の確立：

　発達期の環境化学物質曝露が脳の発達を妨げる可能性が示唆されているが 22）、近年注目を集めている化学物質の 1

つとしてネオニコチノイド系農薬が挙げられる。ネオニコチノイド系農薬は昆虫のニコチン性アセチルコリン受容体

（nAChR）の過剰活性化により殺虫作用を示すように設計されているが、哺乳類の AChR に対する結合親和性が低く、

哺乳類に対しては比較的有害性が低いと考えられてきた 23, 24）。しかし、最近の in vivo および in vitro 研究によりネオニ

コチノイド系農薬が哺乳類 nAChR に対して当初考えられていたよりも強い結合親和性およびアゴニスト活性を有し、

ある程度のニコチン様作用を発揮することが報告されている 25-28）。アセタミプリド（ACE）、イミダクロプリド、クロ

チアニジンなどのネオニコチノイド系農薬は nAChR の α4β2 サブユニットに結合する。α4β2 nAChR は扁桃体、視床

下部、黒質、腹側被蓋野、縫線核、海馬および内側手綱核などの様々な脳領域に存在し 29, 30）、これらの領域の機能を制

御している 31, 32）。これらの脳領域は社会性行動、不安、抑うつ、記憶、学習の調節に関与していることが知られてい 

る 33-38）。従って、ネオニコチノイド系農薬の発達期曝露は、これらの領域を含む神経回路の形成に影響を与えることで

正常な発達を阻害すると考えられる。ACE は他のネオニコチノイドと比較して、哺乳類 nAChR に対して高い親和性を

有することが報告されているため、本研究では特に ACE への発達期曝露の成長後の行動に対する影響を社会性行動・

生殖行動・不安関連行動・行動柔軟性に焦点を当てて検討した。

　農薬以外の生活環境中に存在する化学物質として難燃剤の発達神経毒性が注目を集めている。難燃剤の中には発達期

曝露により甲状腺ホルモン作用や性ステロイドホルモン作用を撹乱することで脳の組織化作用を阻害するものが存在す

ることが報告されている。臭素系難燃剤の一部には動物実験において発達神経毒性を示す可能性が見出されているもの

が報告されており、我が国でも「化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律」においてポリ臭化ジフェニルエーテ

ルが第一種特定化学物質に指定される等規制が行われている。さらにテトラブロモビスフェノール A（TBBPA）やヘ

キサブロモシクロドデカンといった臭素系難燃剤に関しても、内分泌かく乱作用を介した悪影響が懸念されている。一

方で臭素系難燃剤以外のリン系難燃剤に関しては、臭素系と比較して一般に残留性が比較的短いと考えられているが、

内分泌かく乱作用を持つものが存在することが最近明らかになりつつある。近年、リン酸トリス（2,6- ジメチルフェニ

ル）（2,6-TDMPP）が、レポーターアッセイによってエストラジオールの 1/10,000 程度のエストロゲン様活性を持つこ

とが報告され 39）、動物実験によって胎児期・小児期に脳の性分化異常を導く可能性が懸念されている。2,6-TDMPP は、

縮合型リン系難燃剤のレゾルシノールビスジキレニルホスフェート（RDX）製剤の不純物であり、RDX 製剤の需要は

増加傾向にあるため、2,6-TDMPP に曝露する機会もまた増加していくことが予想される。また TBBPA に関しても甲状

腺ホルモン作用やエストロゲン作用をかく乱する可能性が示唆されている。哺乳類における内分泌かく乱のターゲット

として脳の性分化が挙げられる。哺乳類の雄では、性分化の臨界期に精巣から分泌されるテストステロンが脳内でエス

トロゲンに変換され、エストロゲン作用を介して雌雄共通のデフォルトである雌型の脳を脱雌性化し、雄型に切り替え

ることで行動や生殖生理機能の性分化が誘導されることが報告されている。よって、2,6-TDMPP と TBBPA に共通する

エストロゲン作用のかく乱は、特に哺乳類が発達期に曝露された場合、成長後の雌性行動や雌生殖生理機能の発達に大

きな影響を与える可能性が考えられる。そこで、難燃剤の曝露影響評価に関しては、2,6-TDMPP と TBBPA の発達期曝

露が、雌脳の性分化にどのように影響に及ぼすかに着目してマウスモデルを用いて検討を加えた。

c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた神経発生試験法の確立：

　野生生物やヒトの神経発達や生殖機能に及ぼす農薬や除草剤などの内分泌かく乱物質の曝露影響研究は四半世紀以上

にわたって続けられてきているが内分泌かく乱物質は生物の周産期、若年期および思春期等発達の比較的初期に、より

大きな毒性を発揮する可能性が指摘されている 40）。既存の発達神経毒性試験で行われている in vivo 研究は妊娠した実



─ 12 ─ ─ 13 ─

験用哺乳類を使用するため、コストがかかり、試験期間が長く、新規に開発される数多くの毒性不明な化学物質に対し

て in vivo 研究のみで十分対応することは困難である。また、近年では動物愛護の観点からも in vivo 実験で使用する動

物匹数の削減が推奨されている。一方、従来から代替法として利用されてきた培養細胞を用いた in vitro 実験では、細

胞個別の影響を検討することはできても、脳のような多様な種類の細胞間ネットワークで構築された臓器の発達過程に

対する評価を実現することは困難であり、in vivo と in vitro をつなぐ代替法の確立が必要とされている。サブテーマ 1

で開発した鳥類胚の培養技術は 1）卵内曝露により胚に曝露する化学物質量・濃度の設定が容易であることや 2）系時

的観察が可能であること、といった点で従来のげっ歯類モデル生物を用いた試験法より優れており in vivo と in vitro と

の間をつなぐ試験法として有効なプラットフォームとなり得る可能性が高い。本研究ではサブテーマ 1 で開発した鳥類

胚の培養技術を用いてネオニコチノイド系農薬の曝露影響を特に催奇形性に着目して検討した。

2 . 2 . 2　方法

a．脆弱性を考慮した in vitro 評価法の確立：

　大脳皮質初代培養神経細胞による評価

　本研究では、サブ 1 で記載した手法を用いて NPY-hrGFP ニューロンを培養し、その培養液中に亜ヒ酸ナトリウムが

最終濃度 0、0.5、1.0、2.0 μM となるよう、培養 2 日目に添加し培養を継続した。培養 4 日目に 4% paraformaldehyde-

リン酸緩衝液によって細胞を固定し、VECTASHIELD HardSet（Vector Laboratories 社）を用いてスライドガラスにマウ

ントした。NPY-hrGFP ニューロンの蛍光画像は Leica TCS SP5 AOBS filter free Spectral confocal microscope を用いて取得

した。標的となる各細胞毎に Z 軸方向に 1 μm ステップで画像を取得し、約 10 枚前後数の画像を重ね合わせて 1 枚の

画像として再構築した。こうして得られた画像を NIH が開発したソフト ImageJ に導入したプラグイン NeuronJ を使っ

て解析した。このプラグインにより神経突起の描画することで、突起長および分岐数を算出した。

　大脳皮質初代アストロサイトによる評価

　Fucci 発現アストロサイトの経時的解析：亜ヒ酸ナトリウム（和光純薬）を 100 mM の濃度で滅菌濾過水に溶解し、

培養液でさらに希釈し、曝露濃度に調整した。曝露前に一次培養した Fucci 発現アストロサイトを血清飢餓状態にして

細胞周期を同期させた。同期後、亜ヒ酸ナトリウムを 0、1、2 または 4 μM の濃度で曝露した。亜ヒ酸ナトリウム曝露

直後に、BioZero 8100 蛍光顕微鏡に装備したインキュベーションチャンバー（東海ヒット）（温度 37 ℃、CO2 濃度 5%）

にアストロサイトを培養した培養皿をセットし、亜ヒ酸ナトリウム曝露の開始後 73 時間まで経時的蛍光イメージング

を行った。mKO2 および mAG 発現の蛍光画像および明視野画像は 2 時間毎に取得した。この評価手法の技術的な詳細

は Hike et al. (2016) Frontiers in Neuroscience10:297 に記載されている。

　イメージ分析：経時的蛍光イメージングからのデジタル画像データを用いて mKO2 および mAG シグナルの強度、

mKO2 および mAG を発現する細胞数および S 期エントリー後の細胞運命を分析した。画像分析は BZ-II 上で作動す

る分析ソフトウェアを用いて行った。各時点での mKO2（赤色）と mAG（緑色）の単色画像における輝度をそれぞ

れ測定した。また、緑色信号の輝度値を赤色信号の輝度値で割ることにより mAG/mKO2 蛍光比を算出した。さらに、

mKO2 および mAG を発現する細胞を計数するために、亜ヒ酸ナトリウム曝露の開始後 1 時間後から 8 時間毎に取得し

た単色画像を使用し、自動計測により mKO2 および mAG 発現細胞数を計測したのち、各時点での値を亜ヒ酸ナトリ

ウム曝露 1 時間後の同じ領域の細胞数を用いて補正した。S 期進入後の細胞が細胞死に至るか分析するために 4μM の

亜ヒ酸ナトリウムに曝露したアストロサイトから得られた mKO2、mAG および明視野の画像を各時点でマージし、生

存率を決定するためにイメージングの終わりまで追跡して、対照群と比較した。生存細胞は mAG/mKO2 を発現する細

胞として定義され、死細胞は mAG/mKO2 を発現した後、続いて蛍光シグナルが消失した細胞として定義された。対

照群 434 および亜ヒ酸ナトリウム曝露群 426 の細胞を追跡して細胞の生死を決定した。各群について総細胞数を 100%

として生細胞および死細胞集団のパーセンテージを計算した。この手法の技術的な詳細は Hike et al. (2016) Frontiers in 

Neuroscience10: 297 に記載されている。

　Real time PCR：S 期進入およびアポトーシスに関与する分子の遺伝子発現レベルを測定するために、細胞周期に関
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連する遺伝子である p21、p53、E2F1、E2F4、Gm36566 の遺伝子発現を LightCycler 96（Roche Diagnostics）を用いて

Real time PCR 法により定量解析した。Real time PCR は 2×SYBR プレミックス Ex Taq（Takara Bio）および各遺伝子に

対応するプライマーを含む反応混合物中で増幅した。各試料中の標的遺伝子の mRNA 量はハウスキーピング遺伝子シ

クロフィリン B（CPB）mRNA レベルを用いて補正した。 

　統計分析：反復のある 2 元配置分散分析（ANOVA）を用いて、亜ヒ酸ナトリウムおよび時間経過が mAG/mKO2 放

出比に及ぼす影響を検定した。1 元配置 ANOVA によって有意な全体的効果が検出された場合、Tukey-Kramer 検定を

post-hoc 解析に使用した。2 元配置 ANOVA を行って、標的遺伝子の mRNA レベルに対する亜ヒ酸ナトリウムの濃度お

よび曝露時間の影響を決定した。生細胞および死細胞の差は Mann-Whitney U 検定によって分析した。

b．新規行動試験法の確立：

　ACE の発達期曝露影響評価

　動物：C57BL/6J マウスを CLEA Japan から購入し、国立環境研究所内で交配した。マウスは一定温度（24±1 ℃）、湿

度（50±10%）、12 時間の明暗周期条件で維持した。餌および水は自由に与え、膣栓の存在を検査し、妊娠日齢（GD）

0 日を膣栓が検出された日として定義した。水に溶解した ACE（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）を母体に 0 mg/ 体重（kg）

（対照群）、1.0 mg/ 体重（kg）（1.0 用量群）、または 10.0 mg/ 体重（kg）（10 用量群）の用量で、出生後 21 日目になる

まで連日経口で投与した。仔は最後の ACE 投与後 2 ～ 3 時間後の母親から分離し、性別毎に群飼育した。すべての処

置は所内動物実験委員会によって承認され、規程に従って実施した。体重は出生時、離乳時および 23 ～ 26 週齢時に測

定し、処理群間の平均体重を比較した。離乳時脳重量は、行動試験に使用しない無作為に選択した個体をイソフルラン

で深麻酔し、断頭した後、脳を取り出し重量を測定した。

　行動試験：9 ～ 12 週齢時から雌雄性行動、攻撃行動、不安関連行動の行動テストバッテリーを行うため、母体につ

き 1-2 匹の雄雌をランダムに選択した。これらの行動試験は赤色光下で暗期に行った。また並行して、母体毎に同腹仔

から 1-2 匹を使用して IntelliCage（NewBehavior AG、チューリッヒ、スイス）を使用した行動柔軟性試験を行った。行

動柔軟性試験に関しては下記に詳しく記載した。

　雄性行動試験：性成熟した雄マウスをプラスチックケージ（5×22×12 cm）で個別飼育した。12 ～ 14 日後に行動試験

を開始し、卵巣摘出し、更に発情状態を模倣するレベルの性ホルモン処置を行った C57BL/6J 雌刺激マウスに対して行

う雄性行動を、3 週間、毎週 1 回、30 分間観察した。雌刺激マウスには試験 24 時間前と 48 時間前にゴマ油（10 μg/0.1 

mL）に溶解したエストラジオールベンゾエート（EB）の皮下注射を施し、さらに試験 4 ～ 6 時間前にゴマ油（500 

μg/0.1 mL）に溶解したプロゲステロン（P）を投与した。雄マウスのマウント試行回数、マウント成功回数、イント

ロミッション回数および射精回数をカウントした。雄性行動試験の実験手法に関しては、Sano et al. (2016) Frontiers in 

Neuroscience 10: 228 に詳細を記載している。

　雄攻撃行動試験：性行動試験最終日の 5 ～ 7 日後、居住者 - 侵入者パラダイムと呼ばれる雄攻撃行動試験により、侵

入者役となる嗅球摘除 C57BL/6J 雄マウスに対する居住者役の雄マウスの攻撃行動を観察した。各 15 分間の試験を毎

週 3 日間 ×3 週間、計 9 回行った。侵入者に対する攻撃時間および数を各マウスについてスコア付けした。各週に得ら

れた 3 試験のデータを各マウスについて平均し統計分析に使用した。攻撃行動に関しては「追跡」、「ボクシング」、「レ

スリング」、「噛みつき」、「尾振回し」、「側面方向攻撃」と分類される攻撃行動のうち少なくとも 1 つを含む一連の行動

を行った際、攻撃行動とカウントした。2 回の行動の間隔が 3 秒を超えなかった場合、2 回の行動は連続的であるとし

1 回としてスコア付けした。雄攻撃行動試験の実験手法に関しては、Sano et al. (2016) Frontiers in Neuroscience 10: 228 に

詳細を記載している。

　雌性行動試験：10 ～ 12 週齢で個別にプラスチックケージ（5×22×12 cm）で飼育し、単離の 14 ～ 16 日後に、イソフ

ルラン吸入麻酔下で全てのマウスの卵巣を摘出した。卵巣摘出 14 ～ 16 日後に各雌マウスを、性経験のある ICR/JCL

雄マウス（CLEA Japan、Tokyo、Japan）と同居させ雌性行動について試験した。この試験は週 3 回実施した。試験前

24 時間および 48 時間に EB（5 μg/0.1 mL: ゴマ油に溶解）を、P（250 μg/0.1 mL: ゴマ油に溶解）を試験前 4-6 時間に皮
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下に投与した。各試験は雌が雄から 15 回のマウントまたはイントロミッションを受けるまで行い、雄のマウントまた

はイントロミッションによって誘起される受容行動であるロードシス反応が見られた回数を各雌マウスについてスコ

ア付けした。15 回のマウントまたはイントロミッションでロードシス反応が起こった割合をロードシス指数として雌

性行動指標として用いた。雌性行動試験は Ogawa et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 96, 12887-12892 に準じて行っ 

た 41）。

　明暗箱試験：各マウスにつき 10 分間明暗箱内の行動を観察した。試験装置は、暗箱と明箱（それぞれ 30×30×30 

cm）が中央に位置する扉（3×3 cm）によって接続されたもので、明箱は白色光（350 ルクス）で照明されている。暗

箱から明箱に入る潜時、明箱滞在累積時間および明箱滞在時の移動総距離を、自動ビデオ追跡システム（ANY-maze、

Stoelting、USA）によって測定した。2 匹分の雄マウス（1.0 用量群 1 匹、10 用量群群 1 匹）のデータはコンピュータ

のエラーにより記録ができなかったため分析から除外した。

　IntelliCage を用いた行動柔軟性試験：全自動行動記録装置 IntelliCage（ケージサイズ：55×37.5×20.5 cm、コーナー

チャンバーサイズ：15×15×21 cm）を使用して雄雌マウスの行動柔軟性について試験した。雄マウスは 13 ～ 20 週齢で

IntelliCage に導入し 57 日間試験した。雌マウスは 23 ～ 32 週齢で IntelliCage に導入し 56 日間試験した。装置に導入す

る 2 ～ 3 日前にイソフルラン麻酔下で RFID チップ（Datamars、Temple、TX、USA）をマウス皮下に移植し、その後

行動柔軟性試験前にマウスを IntelliCage に 9 日間順化させた。行動柔軟性試験は学習獲得期と反転課題期の 2 つの時期

から構成される。学習獲得期では報酬として飲水可能な対角線上に存在する 2 つのコーナーを往復することで報酬が獲

得できる空間学習を施した。続く反転課題期では報酬となるコーナーのパターンを逆転させ、学習獲得期の正解であっ

たコーナーとは異なる 2 つのコーナーの場所を再学習させた。このように雌雄マウスに 9 ～ 10 回の反転課題を施した。

学習課題 1 日あたりの最初の 100 回のコーナーへの侵入のうち、報酬を得られないコーナーに入った割合を識別エラー

率と定義し、群間で比較した。行動柔軟性試験の手法の詳細に関しては Endo et al. (2011) Behav. Brain Res. 221, 172-181

に記載されている 42）。

　統計解析分析：全てのデータは平均値 ± 標準誤差として表示した。データの解析には分散分析（ANOVA）を用い、

Fisher PLSD Post hoc 検定を行った。P＜0.05 の場合に統計的に有意とみなした。統計解析は SPSS 19.0 統計パッケージ

（SPSS Inc.、Chicago、IL、USA）または R ソフトウェア（R for Statistical Computing、Vienna、Austria）を使用して分析した。

　2,6-TDMPP および TBBPA の発達期曝露影響評価

　CLEA Japan から購入、または、国立環境研究所内で交配することで妊娠 C57BL/6J マウスを作製した。マウスは一

定温度（24±1 ℃）、湿度（50±10%）、12 時間毎の明暗周期条件で維持した。餌および水は自由に与え、膣栓が検出され

た日を妊娠日齢（GD）0 日として定義した。2,6-TDMPP は、GD14 から分娩までセサミ油に融解した 2,6-TDMPP を皮

下に 500 µg/0.2 mL セサミ油 / 日（500 µg-50 µg 投与群）あるいは 5000 µg/0.2 mL セサミ油 / 日（5000 µg-500 µg 投与群）

を母体に投与した。出産後は出生後 9 日目まで、新生仔に 50 µg/0.2 mL セサミ油 / 日（500 µg-50 µg 投与群）あるいは

500 µg/0.2 mL セサミ油 / 日（5000 µg-500 µg 投与群）の 2,6-TDMPP を投与した。対照群にはセサミ油を投与した。

　TBBPA に関しては、GD14 から分娩までセサミ油に融解した TBBPA を皮下に 662 µg/ 0.2 mL セサミ油 / 日（662 µg-

66 µg 投与群）あるいは 6624 µg/0.2 mL セサミ油 / 日（6624 µg-662 µg 投与群）を母体に投与した。出産後は出生後 9

日目まで、新生仔に 66 µg/0.2 mL セサミ油 / 日（662 µg-66 µg 投与群）あるいは 662 µg/0.2 mL セサミ油 / 日（6624 µg-

662 µg 投与群）の 2,6-TDMPP を投与した。仔は離乳後母親から分離し、性別毎に群飼育した。すべての処置は所内動

物実験委員会によって承認され、その規程に従って実施した。

　雌生殖機能：雌マウスの膣開口日齢を観察するとともに、26 日間膣スメアを連続採取することで発情周期の回数を

カウントした。膣スメア実験の詳細に関してはCaligioni (2009) Curr Protoc Neurosci. APPENDIX: Appendix-4I.に準じて行っ

た。

　雌性行動：ACE 曝露試験と同様の実験プロトコルで雌性行動への影響を確認した。

　統計解析分析：全てのデータは平均値 ± 標準誤差として表示した。全てのデータの解析には分散分析を用い、Fisher 

PLSD Post hoc 検定を行い、P＜0.05 の場合に統計的に有意とみなした。統計解析は SPSS 19.0 統計パッケージ（SPSS 
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Inc.、Chicago、IL、USA）または R ソフトウェア（R for Statistical Computing、Vienna、Austria）を使用した。

c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた神経発生試験法の確立：

　孵卵開始後 2 日目にネオニコチノイドの 1 種であるアセタミプリド（6 µmol/ 卵）、イミダクロプリド（3 パターンの

用量：群 1: 0.078-0.117 µmol/ 卵、群 2: 0.391-0.488 µmol/ 卵、群 3: 0.585-1.171 µmol/ 卵）を卵内に曝露した。アセタミ

プリドの溶媒としては水を、イミダクロプリドの溶媒としては 5% DMSO を用い、それらのみを曝露した群を対照群と

した。孵化直前の 16 日目に胚を卵から取り出し、体重、脳重量の測定を行った。また同時に、胚の頭部の形態学的観

察を行い、眼や嘴の形成に影響があった個体に関しては、その詳細を記載した。ウズラ胚の培養法は Kawashima et al. 

(2016) Frontiers in Neuroscience 10: 296 に準じて行った。また、イミダクロプリド投与群に関しては、頭部や眼の形態形

成に関わる Pax6 遺伝子の発現を Real time RT-PCR 法を用いて検討した。Real time RT-PCR 法に関しては、Maekawa et 

al. (2013) Neurotoxicology 37: 197-206 に記載された手法に準じて行った。

2 . 2 . 3　結果と考察

a．脆弱性を考慮した in vitro 評価法の確立：

　大脳皮質初代培養神経細胞による評価

　1.0 µM 曝露で有意に神経突起伸長の抑制が観察され、その影響は 2.0 µM でより顕著になった。また逆に 0.5 µM 曝

露により神経突起伸長が促進することが明らかとなった（図 7）。1.0 µM 以上の曝露による突起伸長抑制は大脳皮質の

図 7	 大脳皮質初代培養神経細胞の神経突起伸長に対する無機ヒ素の曝露影響
 神経ペプチド Y（NPY）遺伝子のプロモーター下流に緑色蛍光蛋白質（hrGFP）

が挿入された DNA カセットを持つ遺伝子組換えマウスから初代培養大脳皮
質神経細胞を培養し、NPY 神経細胞の神経突起への無機ヒ素（亜ヒ酸ナト
リウム）の影響を検討した。亜ヒ酸ナトリウムを培地に加えていない群（0 
μM）や 0.5 μM 曝露群では明瞭に神経突起が認められたが、亜ヒ酸ナトリウ
ム 1.0 μM 曝露群では神経突起伸長が著しく低下し、2.0 μM 群ではほとんど
観察できなかった。
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神経細胞にランダムに蛍光タンパク発現ベクターを遺伝子導入し突起伸長を検討した場合に得られた結果と一致してい

たが、神経細胞間でのばらつきが少ないためかより少ない例数で有意差が得られた。また、0.5 µM 曝露による突起伸

長促進は、大脳皮質の神経細胞にランダムに蛍光タンパク発現ベクターを遺伝子導入した場合には傾向は見られたもの

の有意差は得られておらず NPY-hrGFP ニューロンの検討によって初めて無機ヒ素の低濃度曝露が明確な神経突起伸長

作用を示すことを明らかにできた。単一細胞種を用いることで影響パターンが均一化することで、より突起伸長・抑制

作用の濃度依存性を鮮明に検出することが可能になったと推測できる。蛍光遺伝子組換えマウスを用いることで特定の

細胞種を標的とした評価が可能となることが明らかになり、かつ、単一細胞種を用いることでばらつきが低下し、その

結果、有害物質の濃度依存的に異なった作用を検出できることが明らかとなった。

　大脳皮質初代培養アストロサイトによる評価

　アストロサイトの細胞周期に及ぼす亜ヒ酸ナトリウムの影響：培養皿ごとの蛍光強度を調べると、ライブイメージン

グの開始直後の Fucci 発現アストロサイトは亜ヒ酸ナトリウム曝露の有無にかかわらず mAG 蛍光はほとんど検出され

ず、mKO2 蛍光が多数を占めた（図 8）。その後、対照群および 1、2 μM で亜ヒ酸ナトリウムを曝露した群では、亜ヒ

図 8	 Fucci 発現アストロサイトの細胞周期に伴う蛍光変化
に及ぼす亜ヒ酸ナトリウムの影響

 2 種類の蛍光蛋白質の発現変化によって細胞周期がリ
アルタイムで観察できるよう遺伝子導入がなされた
Fucci マウスから作製したアストロサイトの培養皿毎
の全体の蛍光比を対照群（図 5 と同一結果を再掲）、
亜ヒ酸ナトリウム 1 μM 曝露群、2 μM 曝露群、4 μM
曝露群とで比較した。その結果、亜ヒ酸ナトリウム曝
露群において蛍光比のピークのずれが検出された。培
養皿数は各群 6、プロットは平均値±標準誤差。
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酸ナトリウム曝露開始後33～49時間の間でmAG蛍光が強く観察され、その後時間経過に伴ってmAG蛍光が減少した。

一方、4 μM 亜ヒ酸ナトリウム曝露群では曝露後 5 ～ 9 時間で mAG 蛍光が強く見られ、その後 31 時間後までに蛍光が

消失した。

　Fucci 発現アストロサイト数に対する亜ヒ酸ナトリウム曝露の影響：対照群および 1 μM 亜ヒ酸ナトリウム曝露群で

は曝露 33 ～ 41 時間後における mAG 発現細胞数は他の時点と比較して多かった（図 9）。2 μM 亜ヒ酸ナトリウム曝露

群では曝露 25、33、41 時間後の mAG 発現細胞数は対照群と比較して有意に少なかった（p＜0.05）。4 μM 亜ヒ酸ナト

リウム曝露群では mAG 発現細胞の数は曝露後 9 時間で対照群より有意に多かった（p＜0.05）。

　S 期エントリー後の細胞死に対する亜ヒ酸ナトリウムの影響：S 期エントリー後の細胞運命を解析するために対照群

と 4 μM 亜ヒ酸ナトリウム曝露群において Fucci 発現アストロサイトの画像を比較した。対照群では蛍光発光シグナル

の変化が認められ、明視野画像で確認される細胞形態も正常であり、ほとんどの細胞は記録の最後まで生存していた

（図 10）。逆に、4 μM 亜ヒ酸ナトリウム曝露群のほとんどのアストロサイトでは曝露後 9 時間前後で mAG 蛍光が観察

されたが、その後 mAG/mKO2 ともに発現が消失したり、デブリ様の構造を有する異常な形態を示したりする細胞が現

れ、細胞死が生じていることが推測された。

　アポトーシスマーカーおよび細胞周期調節遺伝子 mRNA 発現に対する亜ヒ酸ナトリウムの影響：アストロサイトに

おける E2F1、E2F4、Gm36566、p21、p53 といったアポトーシスマーカーおよび細胞周期調節遺伝子の mRNA レベル

に関して検討した。細胞周期の変動に伴ってこれらの遺伝子発現は従来の報告と類似の変動周期を示したが、亜ヒ酸ナ

トリウム曝露は検討した遺伝子発現には影響を与えず、細胞死や細胞周期への特定の影響がどのようなものかを明らか

にすることはできなかった（図 11）。

図 9　Fucci 発現アストロサイト細胞数に対する亜ヒ酸ナトリウム曝露の影響
 図 8 で示した培養皿全体結果を更にそれぞれの蛍光を示した個々の細胞数

をプロットした。その結果、特に、亜ヒ酸ナトリウム曝露後 9, 25, 33, 41 時
間後の時点で対照群と比較して亜ヒ酸ナトリウム曝露群（2 μM、4 μM 曝露
群）における mAG 発現細胞数の顕著な異常が認められた。培養皿数は各群
6、プロットは平均値±標準誤差。
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図 11	 アポトーシスマーカーおよび細胞周期調節遺伝子mRNA発現に対する亜ヒ酸ナトリウムの影響
 Real time RT-PCR 法によって亜ヒ酸ナトリウム（4 μM）曝露後 9 時間、41 時間後の代表的なア

ポトーシスマーカーおよび細胞周期調節遺伝子の mRNA 発現を検討したが、群間の違いは認め
られなかった。各群 4。プロットは平均値±標準誤差。

図 10	 S 期に入って以降の細胞死に対する亜ヒ酸ナトリウムの影響
 Fucci 発現アストロサイトを用いて、対照群（434 細胞）、亜ヒ酸ナト

リウム曝露群（4 μM、426 細胞）を解析し、細胞周期のうちで S 期に入っ
た後死ぬ細胞と生き残る細胞の割合を検討した。亜ヒ酸ナトリウム曝
露群（4 μM）において有意に死ぬ細胞の割合が増加した。プロットは
平均値±標準誤差。
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　ヒ素汚染水の慢性的飲用は認知機能の障害を引き起こすことが懸念されており、世界保健機関（WHO）では飲水中

ヒ素濃度の上限を 0.01 mg/L（0.01 ppm）と設定しているが 43）、現実にはバングラデシュで 0.3 mg/L 以上の濃度で井戸

水中のヒ素汚染が確認される等 44）、世界各地でヒ素曝露が起こっている。我々が行った Fucci 発現アストロサイトのラ

イブイメージングから、4 μM の亜ヒ酸ナトリウム曝露が予定外のタイミングでの S 期移行を促し、その結果、細胞死

が誘導されることが明らかになった。予定外の S 期移行は DNA 損傷後のアポトーシス細胞死に関連することが知られ

ているため 45, 46）、アポトーシスの調節因子や細胞周期に関連する遺伝子の mRNA レベルを測定したが亜ヒ酸ナトリウ

ム曝露による大きな影響は認められず、細胞死の原因を突き止めるまでには至らなかったため、今後、予定外の S 期移

行による細胞死を誘発するヒ素毒性の分子機構を明らかにするためのさらなる研究が必要である。これらの一連の研究

から、アストロサイトを代表とするグリア細胞に関しても有害化学物質の影響を細胞死、細胞周期の側面から検討でき

る体制を構築することができた。

b．新規行動試験法の確立：

　ACE 曝露影響評価の結果

　体重：対照群、1.0 用量群、10 用量群の雄雌マウスで体重の測定を行ったが、出生時、21 日齢、23 ～ 26 週齢で比較

したが、群間で体重の違いは認められなかった。

　脳重量：21 日齢での雄雌のいずれのマウスの脳重量にも差異は見られなかった。

　雄性行動：1.0 用量群で性行動の総数が対照群や 10 用量群と比較して有意に増加した（P＜0.05、図 12）。

　雄攻撃行動：1.0 用量群の総攻撃時間、攻撃回数は対照群や 10 用量群と比較して有意に増加した（P＜0.05、図 13）。

　雌性行動：雌性行動指標であるロードシス指数には群間での有意差は認められなかった。

　明暗箱試験：1.0 用量群および 10 用量群の雄マウスは、対照群と比較して明箱で有意に多く滞在した（P＜0.05、図

14）。また、対照群と比較して明箱でより長い距離を移動する傾向があった（P=0.055、図 14）。雄マウスとは対照的に、

雌マウスでは群間で有意な差は認められなかった。

　行動柔軟性試験：馴化期間中、IntelliCage の 1 週間あたりのコーナーへの訪問数は、雌雄共に群間で差はなく、ACE

発達期曝露が活動量に影響しないことが示唆された。また、学習獲得期と反転課題期においても、群間に統計的な差異

は認められず、発達期 ACE 曝露は成長後の空間学習能力および行動柔軟性に影響しないことが示唆された。

図 12　発達期アセタミプリド曝露による後発的な雄性行動への影響
 胎仔期～新仔児期にアセタミプリド曝露を受けた個体が成熟した

後に、雄と発情状態にした雌を同一ケージにいれた際に起こる総
雄性行動回数の結果を 3 回の試験毎に示した（それぞれ Test1,2,3
と表記）。対照群、10 用量群と比較して、1.0 用量群において有意
な雄性行動回数の増加が確認された。プロットは平均値±標準誤
差、（　）内の数字は匹数。
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　本項の考察：今回の用量での母体への ACE 曝露は仔の体重および

脳重量を変化させなかった。また成長後の曝露マウスにおいて空間学

習、行動柔軟性への影響は認められなかった。一方、雄マウス特異的

に性行動や攻撃行動といった社会性や不安関連行動に影響が現れるこ

とが示唆された。結合親和性はニコチンより 70 ～ 80 倍以上低いが

ACE は α4 および β2 サブユニットを含むニコチン性アセチルコリン

受容体に結合するため 23, 24）、ニコチンと類似作用が ACE の脳での中

心的作用点である可能性が考えられる。

　先行研究において動物モデルに対する周産期のニコチン曝露は、

投与量、投与時間などの実験条件に応じて影響の程度や方向性は異

なるが産仔の不安関連行動に影響を与えることは既に報告されてお 

り 47, 48）、情動行動を制御する神経回路はニコチンを含むニコチン性ア

セチルコリン受容体作動薬に対して脆弱であることが指摘されてい

る。今回の研究では、明暗箱試験において 1.0 用量群、10 用量群の

雄マウス特異的に「不安反応が軽減し衝動性が増す」と解釈可能な結

果が得られたが、これと類似の結果は周産期のニコチン曝露の先行研

究の報告例の中にも存在しており、ACE がニコチンと同様の神経回

路への影響を介して不安や衝動性などの情動の制御に影響を与えてい

る可能性が考えられる。また、雄マウスの 1.0 用量曝露群では攻撃行

動、性行動において用量特異的に影響が認められた。ニコチン性アセ

チルコリン受容体を含むコリン作動性神経系はまた、これらの行動の

神経基盤としての役割を果たすと考えられており 31, 49）、ニコチン性アセチルコリン受容体に結合する薬剤はこの神経基

盤の発達を妨げる可能性がある。用量特異的な非単調な影響に関してはダイオキシンやビスフェノール A 等有害化学

物質で広く観察されており 50, 51）、ニコチンの有害作用も複雑で非単調であることが報告されている 52-54）。また影響の性

差に関しても、先行研究から、雄は雌より発達期のニコチン曝露に感受性が高いことが示唆されている 55-58）。このよう

に本研究で観察された ACE の様々な曝露影響は先行研究におけるニコチン曝露影響の結果と一致しており、ニコチン

と ACE が共通の経路を介して毒性作用を誘発する可能性を示唆している。

図 13	 発達期アセタミプリド曝露による後発的な雄攻撃行動への影響
 胎仔期～新生仔期にアセタミプリド曝露を受けた個体が成熟した後に、2 匹の雄を同一ケージにいれた

際に起こる攻撃行動の総攻撃時間と総攻撃回数の結果を 3 回の試験毎に示した（それぞれ Test1,2,3 と
表記）。対照群、10 用量群と比較して、1.0 用量群において有意な雄性行動回数の増加が確認された。プ
ロットは平均値±標準誤差、（　）内の数字は匹数。

図 14	 明暗箱試験を利用した発達期アセタミプ
リド曝露による後発的な情動行動への影
響評価（雄）

 胎仔期～新生仔期にアセタミプリド曝露
を受けた個体が成熟した後に、雄を明暗
箱にいれた際の明箱滞在時間を検討する
ことにより、情動行動への評価を行った。
その結果、対照群と比較して、1.0 用量
群、10 用量群において有意な明箱滞在時
間の増加が確認された。この結果は本来
不安を感じる場所に対する反応に異常が
現れている可能性を示唆するのものであ
る。プロットは平均値±標準誤差、（　）
内の数字は匹数。



─ 22 ─ ─ 23 ─

　2,6-TDMPP および TBBPA 曝露影響評価の結果

　雌マウスの膣開口日齢と発情周期への影響：2,6-TDMPP に関しては、通常出生後 30 日以上経過後起こる膣開口日齢

が、5000 µg-500 µg 投与群で対照群と比較して有意に早期化し、22-23 日齢で全ての雌で膣開口が認められた（図 15）。

一方、500 µg-50 µg 投与群では、対照群と同程度の膣開口日齢であり、有意差は認められなかった。一方、TBBPA の

膣開口日齢に関しては、全ての群で有意な違いは認められなかった。性成熟後、膣スメアの採取により発情周期の決定

を行ったが、対照群は 4 ～ 5 日周期の発情周期を示したが、2,6-TDMPP を投与された群に関しては、500 µg-50 µg 投与

群、5000 µg-500 µg 投与群共に発情周期を示した回数が対照群と比較して有意に低下し、低下の程度は 5000 µg-500 µg

投与群の方がより強かった（図 16）。一方、TBBPA の曝露による発情周期への影響は認められなかった。

　雌性行動への影響：雌性行動指標であるロードシス指数を検討したところ、2,6-TDMPP に関しては対照群と比較し

て 5000 µg-500 µg 投与群において、ロードシス指数が対照群と比較して有意に低下し雌性行動の発現が阻害されるこ

とが明らかとなった。500 µg-50 µg 投与群では低下傾向にあったものの対照群との有意差は認められなかった。一方、

TBBPA の曝露によるロードシス指数への影響は認められなかった。

　本項の考察：リン系難燃剤に含有される 2,6-TDMPP の発達期曝露により雌マウスにおいて、特に 5000 µg-500 µg 投

与群で膣開口日齢の早期化および発情周期異常が認められた。また雌性行動指標であるロードシス指数の低下も認めら

れ、雌性行動の発現が阻害されていた。エストロゲンやビスフェノール A 等のエストロゲン様作用を持つ化学物質の

発達期曝露が 2,6-TDMPP の結果同様に、雌脳を脱雌性化させることで雌生殖機能や雌性行動の異常を誘導するとの先

行研究がある 59）。今回の結果でも、それらの先行研究と一致した影響が認められたため、2,6-TDMPP は脳でエストロ

ゲン様作用をかく乱することを介して脳を脱雌性化させた可能性が示唆される。脳の性分化異常はヒトでは生殖生理・

性指向性の異常につながるのみならず発達障害の原因となる可能性も指摘されている。例えば Cohen らは発達期のテ

ストステロン曝露と発達障害との関連性を指摘しており 60）、2,6-TDMPP の発達期曝露においても生殖機能・雌性機能

を司る神経回路のみならず、より高次な脳機能に悪影響を与える可能性も考えられるため、今後の課題として検討して

図 16	 発達期 2,6-TDMPP 曝露の雌発情周期への
影響

 胎仔期から新生仔期にかけて 2,6-TDMPP が
曝露された雌マウスが性成熟した後に発情
期の回数を膣スメアー法により検討したと
ころ 5000 μg-500 μg 投与群において有意な
発情期回数の低下された。プロットは平均
値±標準誤差、（　）内の数字は匹数。500 
μg-50 μg 投与群は例数 3 のため標準誤差は
示さず。

図 15	 発達期2,6-TDMPP曝露の雌膣開口への影響
 胎仔期から新生仔期にかけて 2,6-TDMPP

が曝露された雌マウスの膣開口日齢を検討
したところ 5000 μg-500 μg 投与群において
有意な平均膣開口日齢の早期化が確認され
た。プロットは平均値±標準誤差、（　）内
の数字は匹数。
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いきたい。一方、TBBPA に関しては、2,6-TDMPP とモル比で同等の用量で発達期曝露を行っても雌マウスの生殖生理・

行動異常は認められなかった。TBPPA にはエストロゲン様作用があることは報告されているものの 61）、脳の性分化に

関しては 2,6-TDMPP ほど強い影響を持たない可能性が考えられる。一方、特に TBBPA に関しては脳高次機能に影響

を及ぼす甲状腺ホルモンかく乱作用も疑われているが 62）、本研究ではその様な影響を捉える評価は行うことができな

かった。脳の性分化以外の他の発達神経毒性評価法も取り入れた評価を今後検討する必要がある。

c．鳥類・ウズラ初期胚を用いた神経発生試験法の確立：

　アセタミプリド（6 µmol/ 卵）、イミダクロプリド

（0.39-1.17 µmol/ 卵）の初期胚への曝露影響を検討した

ところ、アセタミプリド（6 µmol/ 卵）曝露により体重

および脳重量を低下させることが明らかになった（図

17）。また、イミダクロプリド投与群 1（0.078-0.117 

µmol/ 卵）、群 2（0.391-0.488 µmol/ 卵）、群 3（0.585-1.171 

µmol/ 卵）と対照群で比較を行うと群 2 において対照群

と比較して有意に体重、脳重量の低下が認められた（図

18）。さらにイミダクロプリド投与群 2 に関しては、有

意差は認められなかったものの頭部における嘴や眼の形

成不全を示す奇形発生率が対照群と比較して高い傾向が

図 17	 鳥類胚に対するアセタミプリド曝露の体重・脳
重への影響

 ウズラの卵内にアセタミプリド 6 μmol を投与し、
孵化前の胚における体重と脳重への影響を検討
した。アセタミプリド曝露群では有意に体重と
脳重の低下が認められた。プロットは平均値±
標準誤差、（　）内の数字は匹数。

図 18	 鳥類胚に対するイミダクロプリド曝露の体重・脳重・
催奇形性への影響

 ウズラの卵内に図に標記した濃度でイミダクロプリド
を投与し、孵化前の胚における体重、脳重、頭部奇形
率への影響を検討した。イミダクロプリド投与群 2 で
有意な体重、脳重の低下が認められた。有意差はない
が投与群 2 で奇形率の上昇傾向が認められた。体重、
脳重のプロットは平均値±標準誤差。（　）内の数字は
匹数。
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認められた（図 18）。また、その原因として形態形成関

連遺伝子である Pax6 の遺伝子発現を検討したところ、

対照群と比較して Pax6 遺伝子発現の低下が認められた

（図 19）。このような結果から、アセタミプリドとイミ

ダクロプリドの共通した結果として体重・脳重量の低下

が、イミダクロプリドでのみ検出された結果として頭部

奇形発生率の上昇傾向が認められた。妊娠中の母親の喫

煙や受動喫煙が産子の口蓋裂などの頭部奇形を誘発する

可能性が報告されており 63）、実験的にもタバコの成分で

あるニコチンなどの有害化学物質との関連が報告されて

いる 64）。今回の研究により見出されたネオニコチノイド

系農薬による奇形誘導傾向はニコチンと同様ニコチン性

アセチルコリン受容体に結合する作用による可能性があ

り、今後、他のネオニコチノイド種の有害性も含めて複

数のネオニコチノイド種を用いて作用機序の検討も行っ

ていく、さらなる詳細な研究が必要である。
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2 . 3　サブテーマ 3　毒性機構の解明と診断・予防に役立つバイオマーカーの確立

2 . 3 . 1　目的と経緯

a．毒性機構の解明：

　比較的近年になって製造、使用が進められている化学物質に関しては毒性が現れる用量や機構のみならず、曝露後の

体内動態に関しても不明なものが多く存在する。特に周生期における胎児・小児における曝露に関しては、胎盤移行量

や母乳移行量といった複雑な要因が関係するとともに、胎児・小児の血液脳関門形成が不十分であることから脳への移

行量に関しては成体とは異なった挙動を示すため動態解析の詳細が明らかなものは少なく、毒性研究の成果をヒトに外

挿する際にも大きな支障となっている。また、ヒトへの有害性の外挿を試みる上では、動物モデルとヒト影響の間をつ

なぐ指標として毒性を定量的に表現できる動物モデルとヒトで類似の動態を示す有害バイオマーカーの確立が有効な

ツールとなる。サブテーマ 3a では、サブ 2 で確立した発達神経毒性評価法を使った成果をヒトにおける有害性評価に

つなげていくために、曝露化学物質の脳への移行量検討と有害バイオマーカーの検討を行った。脳への移行量の検討に

関しては、ネオニコチノイド系農薬の分析法を開発しアセタミプリドの新生仔マウスにおける脳移行量解析への応用

と、2,6-TDMPP の計測手法の開発および新生仔マウスの曝露後の脳移行量解析を行った。また、有害バイオマーカー

の確立としては、2,6-TDMPP の発達期曝露が雌雄で神経細胞数が異なる脳の性的二型核形成への影響を検討すること

で、性的二型核の構造変化が発達期のエストロゲン様化学物質曝露影響を反映する有効なバイオマーカーとなるか検討

を行った。

b．血中バイオマーカーの確立：

　ヒトにおいて化学物質の有害影響を定量的に検出できる非侵襲的な手法として、血中成分解析は最も有効な手法の一

つである。サブ 2 の研究で発達神経毒性影響を示した動物モデルにおいては、視床下部や下垂体から放出されるホルモ

ンやその影響下で各種臓器から分泌される様々なホルモンの合成・分泌動態が変化している可能性があり、それらの動

態変化を検出できれば化学物質曝露影響評価の定量的指標として活用できる可能性がある。発達期アセタミプリド曝露

マウスに関しては雄マウスにおいて攻撃行動に影響が認められたため、攻撃行動に関連することが知られるホルモンで

ある精巣から分泌されるテストステロン 1） や視床下部室傍核から分泌されるホルモン・バソプレシン 2） の発現について

検討を加えた。また、2,6-TDMPP の曝露に関してはサブ 2 のマウスを用いた研究から雌性行動や雌生殖生理機能に異

常が現れる可能性が明らかになった。そこで、性行動や生殖生理に関わり内分泌かく乱物質の影響を受けやすいことが

知られている視床下部ホルモン・オキシトシン 3） に着目し、成体雌マウスにおいて 2,6-TDMPP がオキシトシンの合成

に影響を与えるか明らかにするため、曝露後に視床下部を摘出しオキシトシンの遺伝子発現を検討した。

2 . 3 . 2　方法

a．毒性機構の解明：

　アセタミプリド（ACE）の新生仔マウスにおける脳移行量解析

　C57BL/6J マウスを CLEA Japan から購入し、国立環境研究所内で交配した。マウスは一定温度（24±1 ℃）、湿度

（50±10%）、12 時間の明暗周期条件で維持した。餌および水は自由に与え、膣栓の存在を検査し、妊娠日齢（GD）0 日

を膣栓が検出された日として定義した。水に溶解した ACE（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）を母体に 0 mg/ 体重（kg）

（対照群）または 10.0 mg/ 体重（kg）（10 用量群）の用量で、出生後 21 日目になるまで連日経口で投与し、屠殺して脳

を摘出した。

　ACE 標準は Sigma-Aldrich から入手した。 内部標準（IS）として Acetamiprid-d3（Fluka、Sigma-Aldrich、St. Louis、

MO、USA）を使用した。標準および IS はアセトニトリルで希釈し－20 ℃で保存した。生後 21 日目に母体に ACE を

投与後 2-3 時間後の雌雄 3 匹ずつの新生仔脳に摘出した。脳全体（0.34-0.49 g）を 15 mL ポリプロピレン（PP）チュー

ブに移し、500 μL の精製水および 50 μL の 50 ng/mL の IS 溶液と混合し、超音波破砕機を用いて 2 分間溶液をホモジ

ナイズした。2 mL のアセトニトリルを添加した後、試料溶液をボルテックスし、5 分間再度超音波処理した。抽出液
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を 3500 rpm で 5 分間遠心分離し、15 mL の PP チューブに移し、遠心エバポレーターで 90 分間処理した。乾燥物を 0.1 

mL のアセトニトリルに再溶解し、精製水で 1 mL まで希釈した。その溶液を 1 mL のアセトニトリルおよび 1 mL の精

製水で Oasis HLB カートリッジに通し、1 mL の精製水を流した後 1 mL のアセトニトリル / 精製水（1：1、v/v）で、

ACE を溶出した。この溶出液を遠心エバポレーターで 60 分間乾燥させ、分析前に 0.5 mL のアセトニトリル / 精製水

（1：9、v/v）に再溶解した。定量はタンデム質量分析計（LCMS8050、Shimadzu）に連結した超高速液体クロマトグラ

フィー（Nexera UHPLC、Shimadzu）を用いて行った。分析カラムは Kinetex C18（100×2.1mm、2.6 μm、Phenomenex、

Torrance、CA、USA）を用い、10 μL を注入した。流速 0.4 mL/ 分で、移動相は（a）アセトニトリル中の 17 mmol/L 酢

酸および 5 mmol 酢酸アンモニウム、および（b）精製水中の 17 mmol/L 酢酸および 5 mmol 酢酸アンモニウム、を用いた。

勾配パラメータは初期条件（相比 a：b=10：90）を 5 分間、40：60 を 5.5 分間、100：0 を 1 分間とした。多重反応モニ

タリングを使用してISに対して相対定量化を行った。ACE標準液の検量線の直線性は0.1～100 ng/mLでr2 > 0.998であっ

た。標準溶液の 7 回の反復分析の結果から ACE 検出限界は 0.024 ng/mL とした。

　2,6-TDMPP の新生仔マウスにおける脳移行量解析

　投与液は、2,6-TDMPP（林純薬工業）を秤量し、ゴマ油で 25 mg/mL 液を調製した。新生仔期曝露試料は、出生後 1

日齢の C57BL/6L 系統の新生仔マウスに投与液 20 μL（2,6-TDMPP 500 μg）を単回投与してから 0、8、16、24、48 時間

後にそれぞれ、雄新生仔マウスから 3 試料と雌新生仔マウスから 3 試料を採取した。胎仔期曝露試料は、妊娠 16 日目

の母マウスに投与液 200 μL を単回投与してから 0、8、16、24、48 時間後にそれぞれ、雄胎仔マウスから 6 ～ 7 試料と

雌胎仔マウスから 5 ～ 6 試料を採取した。各試料は、－75°C 以下に設定した冷凍庫で保存した。脳組織試料を解凍後、

3,5-TDMPP-d9（林純薬工業）を内標準物質として添加してホモジナイズし、メタノールで超音波抽出を行った。抽出

液を OasisWAX 150 mg/30 μm カートリッジカラム及び ENVI-Carb 250 mg カートリッジカラムで精製した後、液体クロ

マトグラフ四重極飛行時間型質量分析計を用いて MS 測定（m/z 100 ～ 1500）及び MSMS 測定（m/z 50 ～ 1000）を行っ

た。2,6-TDMPP の定量値の日間変動及び日内変動はそれぞれ 14% 及び 12% であり、新生仔期及び胎仔期曝露試料にお

ける 3,5-TDMPP-d9 の回収率の平均値は 75% であった。

　2,6-TDMPP の脳の性的二型核形成への影響

　脳の性的二型核の中でも特に視索前野に存在する SDN-POA と呼ばれる神経核は雄優位の神経容積を示すことで知ら

れている。この SDN-POA の一部を特異的に特定する手段としてカルビンディンと呼ばれるタンパク質を免疫染色す

ることで明瞭にその雌雄差を同定することができる 4）。本研究ではカルビンディンを染色することで特異的に同定可能

な SDN-POA の一部を CALB-SDN と定義し、その雌雄差および 2,6-TDMPP の発達期曝露によりその神経細胞数に及

ぼす影響を検討した。カルビンディン免疫染色に関しては、凍結薄切脳切片を作成し、室温で 60 分間、0.6% H2O2 を

含有する 1% Triton X-100 を含む 0.05 M リン酸緩衝生理食塩水（PBST）と共にインキュベートすることで内因性ペル

オキシダーゼを除去した。その後、5% 正常ヤギ血清を含む PBST で室温 60 分間インキュベートし抗体の非特異的結

合をブロックした。さらに、切片をモノクローナル抗カルビンディン抗体（C9848、Sigma Aldrich、US、希釈係数 1：

15,000）を含む PBST で 4 ℃で 2 日間インキュベートした。再度洗浄後、一次抗体で処理した切片を PBST で洗浄後ペ

ルオキシダーゼ標識ポリマーに結合させたヤギ抗マウス免疫グロブリン抗体溶液（Dako EnVision Plus、Dako、USA）

と室温で 30 分間反応させた。発色反応は 3,3＇- ジアミノベンジジンを用い、発色後に切片をゼラチンコーティングス

ライドに載せ、光学顕微鏡下で観察した。CALB -SDN 中のカルビンディン免疫反応性を示した神経核の神経細胞数は

SteroInvestigator ソフトウェア（MBF Bioscience Inc.、USA）を用いて分析した。免疫染色手法の詳細に関しては Moe et 

al. (2016) Neurosci Lett. 631:63-9 に準じて行った。

b．血中バイオマーカーの確立 :

　発達期アセタミプリド曝露マウスの血中テストステロン値の解析

　行動試験終了後ペントバルビタール（60 mg/kg 体重）でマウスを深麻酔し、左心室から血液を採取した。全血から血

漿（100 μL）を分離し、酢酸エチルでステロイドホルモンを含む分画を抽出した。その後テストステロン酵素免疫アッ
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セイキット（Cayman Chemicals、USA）を用いてテストステロン濃度を測定した。

　発達期アセタミプリド曝露マウスのバソプレシン神経細胞数の解析

　行動試験終了後、ペントバルビタール（60 mg/kg 体重）でマウスを深麻酔し 4% パラホルムアルデヒド（PFA）- 0.1M

リン酸緩衝生理食塩水を用いて灌流固定を行った。 脳を摘出し同溶液で一晩 4 ℃で後固定し、さらに 30% スクロース

含有 0.1M リン酸緩衝生理食塩水を用いて凍結保護処置を行った。このような脳試料を用いて凍結ミクロトームにより

厚さ 30 μm の前額断凍結切片を作製した。切片は 0.5% 過酸化水素を含む PBS-X（0.1M リン酸緩衝生理食塩水および

0.2% Triton X-100）で 20 分間インキュベートすることで内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害し、さらに 1% カゼイン含

有 PBS-X で室温 2 時間インキュベートすることで抗体の非特異的結合防止処置を施した。続いて、組織切片をウサギ

ポリクローナル抗バソプレシン抗体（1：4000、Immunostar、USA）を用いて 4 ℃で 24 時間インキュベートした。その後、

DAKO EnVision Detection System（Peroxidase/DAB+、K5007）を用いてバソプレシン陽性細胞を可視化した。光学顕微

鏡（Leica DFC290 HD; Leica Microsystems、Germany）に取り付けられたデジタルカメラを用いて、室傍核を含む切片

（Bregma 0.70 ～ 0.94 mm）の画像を撮影し、各動物毎に免疫反応性細胞の総数を計測した。解析の詳細は Sano et al. (2016) 

Frontiers in Neuroscience10:228 に記載してある。

　2,6-TDMPP の曝露によるオキシトシン遺伝子発現の解析

　予め卵巣除去を行い卵巣ホルモンの影響を排除した成体雌マウスを用いて 2,6-TDMPP の急性曝露影響の検討を行っ

た。2,6-TDMPP は 25 μg 投与群、250 μg 投与群、2500 μg 投与群の 3 群および溶媒を投与する対照群を作製し、それぞ

れ視床下部摘出の 48 時間前と 24 時間前に 2 度投与した。サンプリング時には、急性頚椎脱臼により屠殺後、視床下部

領域を選択的に摘出して遺伝子発現解析に用いた。オキシトシンの遺伝子発現はReal time RT-PCR法を用いて検討した。

Real time RT-PCR 法に関しては、Maekawa et al. (2013) Neurotoxicology 37: 197-206 に記載された手法に準じて行った。

2 . 3 . 3　結果と考察

a．毒性機構の解明：

　アセタミプリド（ACE）の新生仔マウスにおける脳移行量解析

　確立したアセタミプリドの脳での定量法に基づいて、ACE の脳残留濃度を対照群 6 匹およびアセタミプリド 10 用

量群 6 匹のマウスで測定した。対照群でアセタミプリドは検出されなかった。一方、10 用量群における脳中の濃度は、

雄雌それぞれ 1.29±0.46 および 1.23±0.20 ng/g であった（表 1）。このことから、母体に投与した ACE のすくなくとも

一部は新生仔の脳に移行することが明らかになった。

　2,6-TDMPP の新生仔マウスにおける脳移行量解析

　2,6-TDMPP 投与後 8 時間以降の新生仔期曝露の脳から 2,6-TDMPP が検出された。2,6-TDMPP の脳内濃度は投与後

16 時間に 870 ng/g を示し（図 20）、新生仔マウスにおける 2,6-TDMPP の脳内蓄積量は投与量（500 μg）の 0.017% に相

表 1	 新生仔マウスにおけるアセタミプリドの脳移行量
 水に溶解した ACE を母体に 0 mg/ 体重（kg）（対照群）または

10.0 mg/ 体重（kg）（曝露群）の用量で、出生後 21 日目になるま
で連日経口で投与し、屠殺して脳を摘出した。値は平均値、匹数
は各群 3。



─ 30 ─ ─ 31 ─

当した。新生仔期曝露試料においては、投与後 16 時間以降、投与後 24 時間には 16 時間値の 27%、投与後 48 時間に

は 16 時間値の 16% まで低下したが、検出限界未満には至らなかった。本研究から、2,6-TDMPP は新生仔の血液脳関

門を通過し、脳内に輸送されることが示唆された。

　2,6-TDMPP の脳の性的二型核形成への影響

　成体雌雄間で CALB-SDN 内のカルビンディン免疫陽性細胞数を比較したところ、雄で有意に多い性的二型性を示す

ことが確認できた（図 21）。次に、胎仔期～新生仔期にかけて 2,6-TDMPP 曝露された成体雌マウスの CALB-SDN 内の

カルビンディン免疫陽性細胞数を対照群と比較した。500 µg-50 µg 投与群、5000 µg-500 µg 投与群と対照群で比較した

ところ、投与群は両群とも対照群と比較して有意な細胞数の増加が確認され（図 22）、雄の CALB-SDN に近い形態を

図 20	 2,6-TDMPPの新生仔マウスにおける脳移行量
 0.5 mg の 2,6-TDMPP を単回投与した後の新生仔マウスの脳における蓄積量を時

間経過を追ってプロットした。各時点 6 匹。プロットは平均値±標準誤差。

図 21	 典型的な性的二型核CALB-SDNにおけ
るカルビンディン免疫陽性細胞数の雌雄
差

 成体雌雄のマウスにおいて視索前野に存
在する特異的な性的二型核 CALB-SDN
の細胞数を検討したところ、雄で有意に
細胞数が多いことが確認された。プロッ
トは平均値±標準誤差、（　）内の数字
は匹数。

図 22	 2,6-TDMPP 発達期曝露による CALB-
SDN におけるカルビンディン免疫陽性
細胞数への影響

 成 体 雌 の マ ウ ス に お い て 対 照 群 と
2,6-TDMPP 発達期曝露群間で視索前野
に存在する特異的な性的二型核 CALB-
SDN の細胞数を比較したところ２用量の
曝露群両者で有意な細胞数の増加が確認
された。プロットは平均値±標準誤差、

（　）内の数字は匹数。
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とることが明らかになった。この結果から、エストロゲン様作用を示す化学物質が CALB-SDN の細胞数変化を誘導す

ることが示され、CALB-SDN 内細胞数の発達期エストロゲン様物質曝露の影響バイオマーカーとして利用できる可能

性が示された。マウス SDN-POA とヒト前視床下部間質核とは相同領域である可能性が指摘されている。核磁気共鳴画

像法等の非侵襲的な脳イメージングで前視床下部間質核を同定することが可能となれば、ヒトにおいてもエストロゲン

様物質曝露の影響バイオマーカーとして活用できる可能性がある。

b．血中バイオマーカーの確立：

　発達期アセタミプリド曝露マウスの血中テストステロン値の解析

　アセタミプリドの発達期曝露マウスにおいて、成長後血漿を採取してテストステロン値を測定した。テストステロン

値は対照群の雌雄で比較すると雄で有意に高かった（p＜0.01、図 23）。曝露群と対照群を比較すると血漿テストステロ

ン値で ACE 曝露の影響は見られなかった。攻撃行動など社会性行動に影響が見られた原因としてテストステロン値の

異常が原因となる可能性が考えられるが、テストステロンはアセタミプリドの発達期曝露雄マウスに見られた社会性異

常の原因ではなく、バイオマーカーともならないことが示唆された。

　発達期アセタミプリド曝露マウスのバソプレシン神経細胞数の解析

　視床下部室傍核のバソプレシン神経細胞は下垂体後葉に神経線維を送り循環血中にバソプレシンを分泌し浸透圧調節

に中心的な役割を果たすとともに、脳内でもパソプレシンを放出することで社会性行動の調節に関与している。まず、

このバソプレシン免疫陽性細胞数の性差を検討したところ、細胞数は対照群で雄は雌より有意に高かった（P＜0.01、

図 24）。一方、発達期アセタミプリド曝露群と対照群を比較したところ、雄雌ともにバソプレシン免疫陽性細胞数に曝

露の影響は見られなかった。脳内のバソプレシン放出や作用が攻撃行動や情動行動などに影響を与えることは多数の既

報があるが、発達期アセタミプリド曝露群の社会性異常の原因としてバソプレシン産生への影響は無いか、あるいは少

ないと考えられる。バソプレシンの産生への影響は見られなかったことから血中バソプレシン値に関しても、アセタミ

プリドの発達期曝露バイオマーカーとなる可能性は少ないと推測できる。

　2,6-TDMPP の曝露によるオキシトシン遺伝子発現の解析

　発達期 2,6-TDMPP 曝露の血中成分変化への影響を調べる前段階として成体において 2,6-TDMPP が急性に視床下部の

オキシトシン遺伝子発現に及ぼす影響を検討した。オキシトシンは視床下部室傍核および視索上核において産生され下

垂体後葉に投射することで下垂体から分泌され、分娩・射乳など出産や子育てといった雌に特有の生殖生理現象に中心

的に関わるホルモンであるとともに、脳内で働いて社会性の制御因子として働く。25 μg 投与群、250 μg 投与群、2500 

μg 投与群の 3 群および溶媒投与群で比較したところ、2500 μg 投与群で他の群と比較して有意にオキシトシンの遺伝子

発現が増加していた（図 25）。血中オキシトシン値に関しては現状で検討を行うことができていないため、今後発達期

図 23	 発達期アセタミプリド曝露が成長後のマウスの血中テストステロン値に及ぼ
す影響

 発達期アセタミプリド曝露が成長後の血中テストステロン値に影響するか検
討を行ったところ、雌雄間では血中テストステロン値は雄が高く、雌が低
かったが、雄でも雌でも曝露群と対照群間での違いは認められなかった。プ
ロットは平均値±標準誤差、（　）内の数字は匹数。
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曝露条件も含めて血中オキシトシン値が 2,6-TDMPP 曝露のバイオマーカーとして有効に利用できるか検討を進める予

定である。
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図 24	 発達期アセタミプリド曝露が成長後のマウスの室傍核バソプレシン神経細胞数に及
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 発達期アセタミプリド曝露が成長後の室傍核に影響するか検討を行ったところ、雌
雄間では血中テストステロン値は雄が高く、雌が低かったが、雄でも雌でも曝露群
と対照群間での違いは認められなかった。プロットは平均値±標準誤差、（　）内
の数字は匹数。対照群は例数が 3 以下のため標準誤差は示さず。

図 25	 2,6-TDMPP 曝露が雌マウスの視床下部オキシトシ
ン遺伝子発現に及ぼす影響

 2,6-TDMPP 曝露が雌マウスの視床下部オキシトシ
ン遺伝子発現に検討を行ったところ、2500 μg 曝露
群において有意に発現量の増加が確認された。プ
ロットは平均値±標準誤差、（　）内の数字は匹数。
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2 . 4　まとめと今後の課題

　本研究では、動物モデルを用いて発達神経評価法を確立し様々な角度から発達神経毒性を捉えることで、とりこぼし

の少ない評価を可能とする体制を構築することを目的とした。

　サブテーマ 1 では評価モデルの整備を試み、in vivo 実験においては遺伝的に発達障害を発症しやすい脆弱モデルとし

て 2 種の動物モデルを見出した。特に、バソプレシン受容体欠損マウスにおいては脳内で発現する 2 つのサブタイプの

両方を欠損した際に初めて確認できる発達障害様の表現型を見出し、欠損によって引き起こされる代償性を排除した 2

重欠損マウスにおいてより環境適応に脆弱性を示す可能性を見出した。これらの新規動物モデルは、特定の遺伝子型と

環境との相互作用による発達障害誘導の研究を推進していく上で有用であり、この動物モデルを用いて化学物質曝露

影響評価を行うことで遺伝的脆弱性も考慮にいれた曝露評価を行う一助となる可能性がある。in vitro 実験においては、

脳内に存在する特徴的な細胞種である神経細胞の神経突起伸長とグリア細胞の一種であるアストロサイトの細胞周期・

細胞死への影響を蛍光可視化によって検討することが可能となった。蛍光イメージング技術は微細な構造変化を検知で

きるという利点に加え、蛍光色の変化により細胞機能を経過毎に評価できるという利点があるため、今後毒性評価分野

においてもより一層の応用が見込まれており in vitro で評価する意義を活かすために今後よりハイスループットに評価

が可能な体制を構築していきたいと考えている。またサブテーマ 1 ではほ乳類では不可能な、発生段階を追って生きた

ままでの評価が可能な鳥類胚を in vivo と in vitro の評価の間をつなぐシステムとして用いて、ウズラ胚を用いた発達神

経毒性評価に向けて培養法の整備も行った。

　サブテーマ 2 では、サブテーマ 1 で確立した評価法を用いて、有害性が確定していない化学物質に対する影響評価の

有効性を検討した。in vitro 実験に関しては、典型的な神経毒性物質の一つである無機ヒ素の神経細胞、アストロサイ

トへの影響を評価することができた。in vivo 実験に関しては、情動行動、性行動、攻撃行動、認知行動等の様々な行動

試験法を取り入れて試験バッテリーを構築・利用して、発達期のマウスにネオニコチノイド系農薬とエストロゲン様作

用を示すリン系難燃剤、臭素系難燃剤を曝露し、それぞれどのような表現系に影響が出るのか明らかにした。また、鳥

類胚を用いることで哺乳類では検討が困難な発生初期胚への影響評価を行い、ネオニコチノイド系農薬の実験的投与に

より脳重量や頭部奇形率の発生に影響が現れる可能性を示した。化学物質種や曝露時期によって様々な行動特性・生理

要因・構造に影響が現れることが明らかになり、異なった発達神経評価法を組み合わせて包括的に評価する必要性がよ

り明確となった。

　サブテーマ 3 では、サブテーマ 2 で影響が検出された動物モデルを活用して、有害性メカニズムの解明とその知見を

生かした診断・予防に有効なバイオマーカーの確立を試みた。代表的なネオニコチノイド系農薬・リン系難燃剤に関し

て脳移行量を動物モデルで測定する基盤を築くとともに、リン系難燃剤に関しては脳における性的二型核やオキシトシ

ン値がバイオマーカーとして利用できる可能性を見出すことができた。

　このような一連の研究を行うことによって、in vitro ～胚～ in vivo の各段階において化学物質の脳への有害影響を検

出できる評価系を構築し、一部の化学物質に関してはその成果をヒトに応用するために必要なバイオマーカーとなり得

る情報も取得できた。しかしながら、今回検討した化学物質の種類や曝露条件などは限られたものであり、より一層の

網羅的な検討が求められる。今後も様々な化学物質の発達神経毒性評価を行うことができる基盤作りを継続して行うこ

とが必要である。



［資　料］
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1.1　研究の組織
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