
近畿大学・理工学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１９

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

神経発生発達毒性におけるミクログリアの形態・機能異常の発現とその意義

Neurodevelopmental toxicities of chemicals are related to an increased 
microglial activation and neuroinflammation in the neocortex

３０３５１５６３研究者番号：

長尾　哲二（NAGAO, Tetsuji）

研究期間：

１７Ｋ００５７２

年 月 日現在  ２   ６   ３

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：化学物質曝露に起因する発生中の脳の異常におけるミクログリアの関与には未だ不明
な点が多い。そこで神経発生毒性物質ビスフェノールAあるいはバルプロ酸を感受期に母動物に投与し、発生中
大脳皮質の器質的異常を解析して、ニューロン新生の促進・抑制とニューロン移動・分布の異常を認めた。大脳
皮質の組織異常の原因としてミクログリアに着目し、amoeboid型ミクログリアと炎症性サイトカイン増加、
M1/M2ミクログリアバランスの乱れを認めた。抗炎症剤併用投与により炎症因子の発現が減少した。このことは
神経炎症を抑制すると化学物質曝露による神経発生毒性の発現を予防できる可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Microglia are the immune cells of the central nervous system (CNS), play a 
critical role in its development and are involved in neural stem cells proliferation, 
differentiation, and migration in the developing CNS. To evaluate the microglial morphology and the 
gene expression of pro-inflammatory cytokines in the neocortex, mice were exposed to BPA or VPA at 
the critical period. Offspring exposed showed an increased number of amoeboid-type microglia, a 
microglial differentiation disruption, and an abnormal expression of genes encoding pro-inflammatory
 factors. The abnormalities induced by VPA exposure were ameliorated by co-treatment with 
anti-inflammatory drug. The findings suggest that the cytoarchitecture of the neocortex can be 
restored via treatment with anti-inflammatory agents that target microglial abnormalities and 
neuroinflammation. Anti-inflammatory therapeutics may provide a novel preventive approach for the 
abnormalities after the exposure to chemicals.

研究分野：神経発生毒性学、化学物質影響科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、化学物質曝露を原因とする発達障害に罹患した子どもの増加の可能性が懸念されている。化学物質は日々
進化し、多くの新規物質が開発されて、それは新たな化学物質に子どもたちが曝露していることにほかならな
い。つまり、化学物質曝露による神経発生毒性機序を明らかにし、その予防法を確立することは急務である。神
経発生毒性においてミクログリアに着目した病態解明を行うことで、脳内炎症と発生毒性との関連について新た
な知見を見出すことができる。特に発生・発達毒性は発症してしまうと治療することは困難なため予防が重要で
ある。そこで本研究では脳内炎症を標的とした新たな予防法の確立を目指した点に意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳の発生・発達の異常は個体が成熟した後に精神疾患や神経変性疾患の原因となる可能性が
ある。脳の発生・発達過程における微小な構造異常は、神経機能の成熟にしたがってその歪みが
蓄積し、結果として高次脳機能の異常を引き起こす。発生・発達期には莫大な数の神経幹細胞が
ダイナミックに活動して高次脳機能の基盤が形成される。この過程において、僅かなピースのず
れや欠損、重複が機能的な大きな歪みに繋がる。形態的には正常に見えてもネットワークレベル
での異常が潜在しており、それが発達障害や高次脳機能障害などの疾患を引き起こす可能性が
ある。それらの異常を誘発する原因には、遺伝子異常などの内的要因と化学物質曝露などの外的
要因がある。Philippe らの総説（Lancet Neurol 13: 1114, 2014）では、神経発生・発達にお
ける化学物質曝露による影響は深刻な状態にあり、潜在的に多くの高次脳機能障害の原因とな
っていることを報告している。胎児期、新生児期の脳は、脳血管関門等の防御機能が不十分であ
ることから、多くの化学物質に曝されていることに加え、ダイナミックに形が変化している脳は
化学物質曝露に対して感受性が高く脆弱である。つまり、化学物質の曝露は脳の発生・発達に重
篤な影響を及ぼしており、その影響を適切に評価し、曝露を規制することは特に次世代を担う子
どもの発育にとっても急務である。  
我々は様々な化学物質が大脳皮質の発生において組織構築や神経投射に異常を引き起こし、
高次脳機能にも影響していることを報告した（Sci Rep 7: 4934, 2017, J Appl Toxicol 39: 
877, 2019）。その中で興味深いことに、ミクログリアの数や活性に異常があることを見出した。
ミクログリアは、卵黄嚢由来のグリア細胞であり食作用等の免疫応答を担っている。さらにはシ
グナル伝達にも関与しており、発生期の脳では神経幹細胞の増殖や細胞死、神経新生、細胞移動
などを制御している。近年の研究により、発生期のミクログリアの欠損は大脳皮質の特定の神経
細胞の生存に関わることが報告されている（Nat Neurosci 16: 543, 2013）。つまり、ミクログ
リアは脳の発生・発達の様々な局面で重要な役割を果たしており、その機能異常が発達障害の原
因の一つであると考えられる。しかし、化学物質曝露に起因する先天異常におけるミクログリア
の関与については未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
現代社会において化学物質の胎児期・新生児期曝露による神経発生・発達毒性は深刻な状態に
あり、発達障害の潜在的な原因となっている可能性がある。脳神経系の免疫を担うミクログリア
は正常な大脳皮質の発生において神経幹細胞の調節や維持に関与している。しかし、化学物質の
胎児期あるいは新生児期曝露によって発生・発達中の脳に炎症が誘発されると、ミクログリアの
異常な活性化が引き起こされる。そこで、神経発生・発達毒性を示す既知の化学物質の臨界期曝
露モデルマウスを用いて、脳内炎症とそれにより引き起こされるミクログリアの異常な活性化
による神経発生・発達毒性の発症を明らかにし、予防法の確立への寄与を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）化学物質曝露モデルマウスを用いた神経発生・発達毒性の検出：弱いエストロゲン作用を
有するビスフェノール A（BPA)を、あるいは神経管閉鎖障害を引き起こす抗てんかん薬バルプロ
酸（VPA)をマウス母動物に投与してモデル児動物を作成し、脳の器質的異常を解析した。すなわ
ち、BPA 実験では、BPA 200 g/kg/day を ICR マウスの妊娠（GD）6日～分娩後 21日まで連続し
て強制的に経口投与した。エストロゲン陽性対照として合成エストロゲン剤ジエチルスチルベ
ストロール（DES) 0.5 g/kg/day を同様に投与した。生後（PND）22 日出生児大脳皮質について
胎齢（E）13 日あるいは E16 生まれの IdU あるいは CldU によりラベルしたニューロンの分布を
脳表面から脳室面まで 10区画に分けて解析した（birth-date analysis）。VPA 実験では GD12 に
VPA 400 mg/kg を単回皮下注射し、E14 胎児の大脳皮質におけるニューロン新生を cell cycle 
exit 法により、あるいは自然分娩で得た PND14 出生児大脳皮質について、E14 あるいは E16 生
まれのニューロンの分布を解析した。なお動物の扱いは、近畿大学動物実験倫理規定に基づいて
行い、苦痛を極力軽減した。 
（2）ミクログリア活性変動：大脳皮質における神経細胞形態異常の確認後に、その原因として
ミクログリアに着目した。大脳皮質におけるミクログリアの数や形態の異常を免疫組織染色に
より評価した。すなわち、ミクログリアマーカー Iba1、M1 活性（細胞障害型）マーカー CD11b、
M2 活性（細胞保護型）マーカー CD206 の発現を観察した。さらにミクログリアの活性化は、脳
内炎症由来のサイトカイン等の液性因子によるシグナル伝達を介して行われることから、これ
らの因子に対して mRNA 発現を解析した。すなわち、CD11b、CD206 mRNA などに併せ、炎症性サ
イトカイン IL-1、TNF-、IL-6 mRNA 発現を解析した。 
（3）抗炎症薬の併用による神経炎症の抑制：化学物質曝露により引き起こされる脳内炎症を抑
制することでミクログリアの異常な活性化を防ぎ、神経発生・発達毒性の予防法の確立を目指し
た。例えば、胎児期のアルコール曝露により引き起こされる胎児性アルコール症候群は、顔面奇
形、低体重に加え ADHD 等の発達障害を症状とする先天性疾患である。その発症の原因の一つに、
脳内炎症によるミクログリアの活性化が報告されている。このことは、アルコール特有のもので
はなく、様々な化学物質の胎児期曝露によって広く起きる可能性は十分にある。そこで、胎児期
の VPA 曝露により脳内炎症が起きているか否かを確認した後に脳内炎症を抑制することでミク
ログリアの異常を抑え、神経発生・発達毒性の発症を予防することを目指した。具体的には、GD12



に VPA 400 mg/kg を単回皮下注射し、GD11～15 に PPAR agonist の抗炎症剤（II 型糖尿病治療
薬）pioglitazone 12.5 mg/kg/day を連日経口投与して PND14 出生児大脳皮質においてミクログ
リアの異常を調べた。 
 
４．研究成果 
（1）大脳皮質における形態学的変化：BPA の胎児期ある
いは新生児期曝露実験では、皮質板の肥厚（過形成）と
神経幹/前駆細胞の減少が観察され、これら細胞の分化す
るタイミングが早まることで神経新生を促進すると同時
に細胞周期が短くなり、結果として増殖能が低下するこ
とをこれまで明らかにした（Toxicology 323: 51, 
2014）。本研究では神経細胞の移動障害など大脳皮質の層
構造に着目した解析をまず Nissl 染色により観察した結
果、第 VIb 層の低形成がみられた。さらに PND22 出生児
について、大脳皮質を脳表面から脳室までを 10 区画に
birth-date analysis を行った結果、BPA 群の E13 生ま
れのニューロンの割合および E16 生まれのニューロンの
割合はいずれも対照群と比較して増加し、ニューロン分
布に影響がみられた（図 1）。その結果、BPA 群の E13 生
まれのニューロン数と E16 生まれのニューロン数が対照
群と比較して増加した。VPA 実験では、E14 胎児の大脳皮
質において、神経新生の促進がみられ、また PND14 出生
児における birth-date analysis でも E14 および E16 生まれのニューロンの割合に VPA 群と対
照群との間に差がみられ、全ニューロン数が VPA 群において増加したことから、ニューロンの移
動に障害のあることが示された。 
（2）ミクログリアの形態異常：BPA 実験では、出生児の大脳皮質において BPA 群および DES 群
では amoeboid 型ミクログリア数が増加した。BPA 群および DES 群とも CD11b 陽性ミクログリア
が増加した。また、炎症性サイトカイン IL-1、TNF-、IL-6 については、BPA 群においていず
れの因子も mRNA 発現は増加した。VPA 実験でも PND14 出生児において、VPA 群で amoeboid 型ミ
クログリアが増加し、CD11b 免疫陽性ミクログリアも増加
した。BPA 群、VPA 群とも CD206 免疫陽性細胞数は対照レベ
ルであった。その結果、M1/M2 のバランスが崩れた。M1 活
性マーカー CD11b、CD86、CD16 mRNA および炎症性サイト
カイン IL-1、TNF- mRNA の発現が増加した。 
（3）神経炎症の抑制: VPA の臨界期曝露により PND14 出生
児大脳皮質に誘発されたミクログリアの活性亢進が抗炎症
薬 pioglitazone 併用投与により抑制されることを認めた。
Amoeboid型ミクログリア数およびCD11b陽性細胞の割合は
抗炎症薬により対照レベルにまで減じたことを認めた。さ
らに、抗炎症薬の投与により M1 活性マーカー CD11b、CD86、
CD16 および炎症性サイトカインのいずれの因子も mRNA 発
現は対照レベルに減じた（図 2）。 
（4）研究結果の考察 
実験結果から次の 5点が考察された。 
① 発生・発達過程の化学物質曝露により大脳皮質におい
て微細構造の異常がみられ、成熟後の高次脳機能障害
の一因であると考えられた。また微細構造の異常が誘
発された脳内では炎症性サイトカインの発現プロファ
イルが変化し、病態脳形成に免疫系異常が関与してい
る可能性が示唆された。 
② 神経細胞の移動と定着の過程に障害が起こると、正常とは異なる場所に神経細胞が集積する。
神経細胞の移動や定着のタイミングを決定しているのは大脳皮質内で環境因子として供給
されるサイトカインなどである。そのためサイトカインの発現や機能制御の不全が脳の発
生・発達と大きく関わると考えられた。 
③ 胎児期や新生児期など高感受期の化学物質曝露は神経新生あるいは神経細胞の移動と分布
などに異常を引き起こし、それが一因をなってミクログリアに影響を及ぼしていることが示
唆された。すなわち化学物質の高感受期投与が神経細胞の移動障害を引き起こしたことから、
免疫系に関わる因子が大脳皮質神経細胞層の構築に影響を及ぼすことが考えられた。 
④ 胎児期、新生児期においてミクログリアの異常な増加や活性化が認められ、また、ミクログ
リアの活性に関連するサイトカインにも影響が確認された。これらの異常は、大脳皮質の発
生において細胞増殖に異常を誘発し、組織構築や神経投射に影響を及ぼし、さらには新生児
期、成熟期の活動量の亢進、いわゆる多動といった行動異常の原因となる可能性を示唆した。 
⑤ 抗炎症薬の併用により、化学物質曝露により引き起こされたミクログリアの活性異常や炎症



因子の発現異常が正常レベルに回復した。 
（5）成果の位置づけ 
現在多くの新規化学物質が開発されており、それは新たに化学物質に胎児や子どもたちが曝
露していることにほかならない。化学物質の曝露は脳の発生・発達に重篤な影響を及ぼしており、
その影響を適切に評価し規制することは特に次世代を担う子どもの発育にとっても急務である。
そのためにも化学物質曝露による神経発生・発達毒性の発症機構を明らかにし、その予防法を確
立することは喫緊の務めである。ミクログリアは発生期の大脳皮質に局在し、正常な発生におい
ても様々な役割を果たす。また細胞障害や炎症などの有事においても活性化することで免疫応
答を担っている。化学物質曝露が神経発生異常の原因となる何らかの微細な障害を引き起した
際に、ミクログリアがその事態の収拾を担う。あるいはミクログリアに異常が生じた場合には、
そのことが神経発生・発達毒性の原因となっている可能性がある。本研究では神経発生・発達毒
性の原因としてミクログリアに着目し、化学物質曝露により引き起こされた神経炎症が抗炎症
薬により抑制されたことを示したことは、神経発生・発達毒性とミクログリアの活性異常に関わ
りがあることを強く示唆する。 
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