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研究成果の概要（和文）：食品中に安定剤として使用されている安息香酸類を通常の食餌に添加してマウスを飼
育した。それぞれのマウスで行動解析と脳海馬（学習や記憶を司る部位）のメタボローム解析を行なった。安息
香酸群で、遺伝子の元になる核酸の代謝に異常が見られた。このマウスは学習効果は見られず、情緒不安定な行
動を示した。また、亜鉛群のマウスは行動解析で、学習・記憶に優れ、社会性も向上していることが示された。
亜鉛に関連したDNA発現やタンパク質の構造の安定化、酵素の活性発現の調節などにおいて、亜鉛が強く関わっ
ていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We incidentally found that environmental zinc benzoate disrupted normal 
nervous transmission system.  The present study was conducted to examine the effects zinc and 
benzoic acid on the brains of adolescent children using an experimental animal model in which mice 
were administered excess these materials for a long period. 
Benzoate-supplemented mice showed poor cognitive performance and emotional lability. Metabolome  
analysis of these mice showed that nucleic acid metabolism altered.  Behavioral experiments showed 
increases in some brain functions such as memory, learning and sociality of zinc-supplemented mice 
compared to control ones and some neurotransmitters were increased in metabolomic profiling.

研究分野： 生化学　代謝解析

キーワード： 脳　子ども　安息香酸　亜鉛　メタボローム解析　学習・記憶　社会性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食品中に安定剤として使用されている安息香酸類の危険性は現在は問われていない。しかし、今回の結果から核
酸合成に異常が見られたことは、安息香酸類の食品への添加に問題がある可能性を指摘する。今後は機序の解明
や濃度依存性など、より詳細な検討を行うべきである。
また、同時に行った亜鉛量を通常より多め（過剰ではない）に与えたマウスは、行動解析を行ったところ、学習
や記憶力が亢進し、社会性の向上が見られた。現在、ヒトでは、亜鉛摂取量の減少が問題となっており、特に妊
婦、胎児、乳幼児での不足が指摘されている。今回の研究から、必要量よりも多めの亜鉛摂取が健全な子どもの
心と体の発達に寄与する可能性を提言する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景

近年、子ども達の学習障害や情緒障害が社会的問題となっている。なぜ、最近の子ども達は「荒れ」たり、「キ

レ」たり、「ひきこもる」ようになったのだろうか？ 攻撃性は基本的に脳の微細構造障害や遺伝子の変化

によるとされる (O. Cases et al., Science, 268, 1763, 1995, H. G. Brunner et al., Science , 262, 578, 1993 )。

これまでに筆者らは、安息香酸亜鉛がマウスの脳神経系を阻害することを発見しているが、これが脳の

微細な構造変化やそれを制御する遺伝子の障害と、どのように関連するかに焦点を当てた。

２．研究の目的

　本研究では現代の子ども達をとりまく化学物質過剰な生活環境や食生活が脳神経系に及ぼすリスクを、

マウスを用いたメタボロミクスによる脳代謝物の網羅的定量解析により検討する。この解析手法は化学

物質と食事栄養を一度に極微量で俯瞰できる技術であり、脳代謝物の評価系の確立を目指すとともに、

申請者らがこれまでに見出している「亜鉛」「安息香酸」などの物質が影響を与える事象を多角的に検証

することにより、化学物質や栄養異常が関与する神経伝達系の異常のメカニズムを追求する。

３．研究の方法

（1）マウス実験：亜鉛、安息香酸、安息香酸亜鉛を含む飼料でマウスを飼育する。2~3 世代継代し、

7~10 週齢で各種行動解析を行う。この後脳を取り出し、冷却下、迅速に脳の海馬部位を切り取り、液体

窒素で凍結、-80℃にて保存する。

（2）メタボローム解析：（1）で保存した海馬を用い、ホモジナイズ後、水溶性画分を抽出、誘導体化

して GC-MS/MS（トリプル四重極型ガスクロマトグラフ質量分析計、島津 GC-MS/MS TQ8040）により

SHIMADZU Smart Metabolites Database（475 登録代謝物）を対象に MRM モードで測定を行う。得られ

たデータを多変量解析し、コントロール群と特殊飼料群の群分けを確認後、統計解析により有意差検定

を行い、両者間で有意に変動した代謝物を抽出する。

（3）マイクロアレイによる DNA 発現解析：（1）で保存した脳部位より mRNA を調整し、遺伝子発現解

析を行う。得られた発現変動遺伝子（シグナル値の比が 2 倍以上または 0.5 以下のもの）を DAVID (National 

Institute of Allergy and Infectious Diseases 提供の無料のデータベース ) や Metascape で解析し、どのパ

スウェイに属するか調べる。

（4）網羅的解析：上記（1）（2）（3）で得られた結果を合わせて、パスウェイ解析ソフトウェア

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) を用いて、化学物質が、脳神経系に与える影響を考察する。

４．研究成果 

（1）安息香酸群、安息香酸亜鉛群、亜鉛群のメタボローム解析

① それぞれの化学物質を添加し

た食餌で飼育したマウスの海馬

のメタボローム解析を行った。

いずれも約 300 種類の代謝物が

同定されたが、各群での違いを

みるため、すべての代謝物の面

積値から SIMCA13 を用いて多変

量解析を行った。図 1 に OPLD-

DA 法 で の 4 群 の Score Plot 図

を示した。4 群ともに群分けす

ることができ、これは各群にお

ける変動代謝物の差違が顕著出

会ったことを示す。安息香酸群

と安息香酸亜鉛群は近く、対照

群、亜鉛群とは離れていた。

対照群

亜鉛群

安息香酸亜鉛群

対照群

安息香酸群

図 1．食餌に添加した化学物質の違いによる海馬のメタボローム解析
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② 図 1 で大まかに代謝の違いが示されたので、次に対照群と比較した際、どの代謝物が大きく有意に変動し
たのか、さらに解析を行った。

図 1 の Score Plot 図の点がマウス 1 匹を示していたプロットであったのに対し、図 2 の S-plot 図では点一つ
が一代謝物を表す。中央が原点となり、上下が有意差を表し、左右は物質の量を示す（数値は絶対値）。
図 2 の左図は対照群と安息香酸群を、中央の図は対照群と安息香酸亜鉛群を、右図は対照群と亜鉛群を比較
した。丸で囲った部分の代謝物はそれぞれの群で有意に変動した代謝物である。亜鉛群では有意に変動した
代謝物はあまり見られなかった。安息香酸群と安息香酸亜鉛群では対照群に比較して、どちらも有意に核酸
塩基、Uracil, Guanine, Cytosine, Thymine, 7-Methylguanine,Uridine monophosphate (UMP) などが検出
された。これらの代謝物を MetaboAnalyst4.0 （オンラインの無料パスウェイ解析ソフトウェア）で解析した
ところ、図 3 のような代謝経路が抽出されてきた。一方で対照群では核酸合成のスタート物質である Ribose 
5-phosphate が有意に検出された。これらの結果から核酸合成の停滞もしくは核酸分解の亢進で塩基が蓄積
したと考えられ、いずれにせよ安息香酸の危険性を示唆する結果
となった。
またトランスクリプトーム解析の結果では、安息香酸群は
対照群と比較して、GO( 遺伝子の機能定義と分類体系 ) では
extracellular matrix organisation が有意となった。結合組織
系への懸念も生じた。安息香酸亜鉛群では有意な GO として、
positive regulation of nervous system development が抽出され、
代謝物質としては安息香酸と類似していたが、mRNA レベルでは、
亜鉛部分の影響が見られた。
安息香酸群の仔マウスの行動解析では、対照群に比べ、情緒不安
定な行動を示しており、安息香酸の影響については今後の研究課
題であり、食品添加剤として再検討を要する。

（2）　充分な亜鉛量を与えたマウスの行動解析とオミクスの網羅的解析（C: 対照群、Z: 亜鉛群）

①行動解析：対照群の 3 倍量の亜鉛（許容量範囲内）を与えて継代して飼育した 2 〜 3 世代目のマウス

で行動解析を行った。4 種類のテスト中、新規物体認識テストと社会的相互作用認識テストで亜鉛群で

有意に優れており、記憶力や社会性行動が向上した。

②亜鉛量のイメージング解析：上記のマウスの脳組織切片で LA-ICP-MS/MS（レーザーアブレーション

ICP 質量分析計）を用いたイメージング解析を行ったところ、海馬での亜鉛量は対照群の約 1.3 倍であっ

た。

　a.　対照群　　　　　　　　　　　　b,　亜鉛群　　　　　　　　　　　c.　相対比 .　

亜鉛群安息香酸
亜鉛群
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図 2．対照群と比較して変動した代謝物　S-plot 図
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③メタボローム解析：（1）では対照群と亜鉛群で有意な代謝物

は少なかったので、データベースの代謝物を脳神経系関連の 62

種に絞って解析を行った。図 5 に多変量解析の結果のスコアプ

ロットを示す。2 群に分けられた。さらに群分けに寄与した代

謝 物 を S-plot か ら 抽 出 し た（ 図 6）。 こ れ ら 16 個 の 代 謝 物 を

MetaboAnalyst でパスウェイ解析を行った（図 7）。変動代謝物と

して、アミノ酸やアミン類、特に神経伝達物質が抽出された。こ

れらの関わる代謝経路として、カテコールアミン生合成系、チロ

シン代謝、フェニルアラニン代謝などが示された。多めの亜鉛は

カテコールアミンなどの神経伝達物質の合成を亢進し、脳神経系

のシグナル伝達を増強していることが示唆された。

　

④ IPA によるオミクス統合解析：メタボロー

ムの他に、亜鉛群マウスは遺伝子発現解析も

行った。有意差のついた発現変動遺伝子、発

現変動代謝物、さらに ｢亜鉛｣ のワードを加

えて、IPA によるバイオインフォマティカルな 

統合解析をおこなった。変動のあった代謝物

と遺伝子（図 8 の 2 つのパスウェイ中のいず

れも中段）はまとまって下段の機能を発現さ

せていた。機能としては、学習、認知、協調性、

運動関連、カテコールアミン産生などが亢進、

逆に情緒傷害、多動症、運動神経疾患などは

抑制していることが示された。上段の 3 分子

はそれらの中から上流で調節している因子と

して抽出されてきたもので、亜鉛を小胞に輸

送するトランスポーター、ジンクフィンガー

タンパク質と亜鉛関連レギュレーターであった。

（3）　まとめ

食品から摂取される安息香酸に関しては、今回、問題性が示された。亜鉛に関しては、最低必要量はカバー

してもそれ以上の摂取が、子ども達の学習障害、情緒障害に効果があることが示唆された。
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