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研究成果の概要（和文）： 

 現在の環境汚染物質ばく露は、食品由来の多種類かつ低濃度の混合ばく露である。メチル水
銀、ポリ塩素化ビフェニルなどの残留性有機汚染物質(POPs)は、その脂溶性や難分解性という
性状から排泄されにくく、経胎盤あるいは母乳に移行し感受性の高い児への影響が懸念される。
そこで、メチル水銀や POPs といったばく露の母子間移行およびその毒性について検討するこ
とを目的とした。ばく露飼料には p,p’-DDE-d8 体を添加した。その結果、どの臓器において
も d8 体は p,p’-DDE の 8.2~8.9%に相当する蓄積濃度であり、d8 体は p, p’-DDE と同様に
分布し、分布率算出の良い指標となった。また高汚染油を与えた群において、眼瞼開裂やオー
プンフィールド試験項目などで負の影響が検出された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
  Methylmercury (MeHg) and persistent organic pollutantspoly (POPs) such as PCBs and DDTs are 

environmentally persistent neurodevelopmental toxicants. They can be transferred from the mother to 

the fetus via palacenta and to the infant via breastfeeding. The main sources of the exposures to MeHg 

and POPs are food, particularly the consumption of fish and fish products in Japan. We previously 

carried out an animal experiment to examine the effect of co-exposure to MeHg and POPs on 

mother-to-child kinetics using mice and guinea pig. We administered MeHg and POPs using whale oil 

for POPs exposure. p, p’-DDE-d8 added was similarly accumulated and, d8 provided a useful index for 

predicting the distribution of DDTs. We observed negative effects on eye opening and open field test in 

group of mice of high contaminated POPs oil. 
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１．研究開始当初の背景 

 メチル水銀は発達期の脳に感受性が高く、
このため胎児期におけるメチル水銀に関し
て多くの報告がある。しかしながら、実際の

ヒトのばく露ではメチル水銀に加え、PCB 

などの環境残留性の化学物質もまた環境中
で生物濃縮され、主に魚摂取を介して人体に
取り込まれる。このためメチル水銀は常に環
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境残留性の高い PCB といった POPs（残留性
有機汚染物質）との混合ばく露の形態をとる。 

 Coccini らは、メチル水銀と PCB126（PCB 

異性体のひとつでダイオキシン様 PCB）との
複合ばく露によって仔脳の水銀および PCB 

レ ベ ル が 上 昇 す る こ と を 報 告 し た
(Neurotoxicol; 27, p468-477 (2006))。このこ
とは、研究代表者らが進めた複合ばく露研究
においても同様の結果が得られている。 

 本研究室では、「POPs の胎児期ばく露に
関する研究」の出生児前向きコホート調査を
進めている。この調査で母乳中の POPs を分
析し、日本では使用履歴のないトキサフェン
といった農薬や、1981 年に使用が禁止され
た DDT やその代謝物である DDE 等を検出
した。これら PCB と検出された各 POPs と
の相関関係は強く、PCB ばく露が高くなる
とその他の POPs のばく露が高くなること
を明らかとなった。これは、より多くの化学
物質ばく露を受ける母親、あるいはより多く
の魚を摂取する母親では、胎児や乳児といっ
た脆弱な集団のばく露レベルが高くなり、よ
りリスクが高くなる可能性を示唆するもの
と考えられる。以上のことから POPs および
メチル水銀といった多種化学物質ばく露に
おける周産期の母子移行を明らかにし、その
毒性を評価する必要性がある。 

 

２．研究の目的 

 多種化学物質の混合ばく露における母子
間の移行や蓄積濃度に相互に与える影響に
ついて検証し、特に以下のポイントに焦点を
あて検討を進める。 

(1) 動物実験を通して多種化学物質ばく露に
おける体内分布および母子の移行量や割
合について算出する。 

(2) 混合ばく露の毒性について遺伝子発現レ
ベルを検証する。 

(3) 神経行動学的な影響について、混合ばく
露が発達、学習、情動および運動機能に与
える影響を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)ばく露油、飼料の作製 
 ばく露油は、混獲により得た歯クジラ類の
脂皮 6種類から油を精製した。精製後、POPs
分析を実施した。ばく露飼料は、AIN93G（妊
娠・泌乳用,オリエンタル酵母工業株式会社）
に含有される大豆油を抜いた粉末に、それぞ
れ該当する油を混ぜばく露飼料とした。栄養
成分について、カロリーや粗脂肪、粗タンパ
クなどの分析を行った（財団法人日本食品分
析センター）。混合した油は、最も汚染度の
高い油を POPsばく露油とし、対照群として
大豆油および汚染度の最も低いクジラ油を
使用した。トレーサーとして DDTの代謝物で
ありヒトの母乳中にもっとも多い DEEの

p,p-DDE-d8(重水素体)を POPsばく露に混ぜ
た。POPs高汚染油に含有される p,p’-DDEの
10%に相当する量の p,p’-DDE-d8体を添加し、
飼料又は油とした。 
 

(2)マウス実験 
 在胎期間を一致させるため妊娠マウス
C57BL/6NCr（日本エスエルシー社,熊谷商店,
在胎１日目）を用いた。実験群は、POPsばく
露の高低、メチル水銀ばく露の有無、クジラ
油か否かの関係から、対照群（大豆油:ACL）、
大豆油+メチル水銀(AMM)、POPs低汚染油
(WCL)、POPs低汚染油+メチル水銀(WMM)、POPs 
高汚染油(WPO)、POPs高汚染油+メチル水銀
(WMP)の 6群設定した。胎児期ばく露を反映
した出産日(生後 0日目;PND 0;postnatal 
0day),授乳期を反映した離乳時の PND21に母
仔をセットで解剖した。PND3に 1腹あたり
4−6匹になるように間引きを行った。母乳を
採取するため、胃内ミルクを PND3に採取し
た。妊娠経過や出産への影響を観察した。離
乳前発達試験は、PND7,10,12,14,16日目に体
重、眼瞼開裂、耳介展開、歯芽萌出、皮膚毛
生、歩行、起き上がり反射、握り反射、断崖
回避および背地走性(45°)の試験項目を実
施した。神経行動学的試験は PND28に達した
時点で、Open field test（情動）を午前 11
時から午後 14時の間に 1機会実施した。
Water maze test(学習記憶)は、PND30-35に
行い、初日は遊泳練習、次の日から 5日間 1
日 3回のトレーニングを実施し学習を評価し
た。PND36より Rotor rod test（運動）を実
施、1日 4回の試験をインターバル 10分で行
った。 
 

(3)モルモット実験 
 妊娠モルモット Hartley（日本エスエルシ
ー社,熊谷商店,在胎 28-35 日目）を用いた。
ばく露は、対照群、胎児期ばく露群と授乳期
ばく露群の 3群設定した。対照群には、大豆
油を、ばく露群には、POPs高汚染油を経口投
与した。すべてのモルモットは 1週間馴化さ
せた。胎児期ばく露群は、1週間に 1度（在
胎 35-42,42-49,49-56、56-63日）、授乳期ば
く露群は、生後 2,6,10日目にばく露を実施
した。１回のばく露レベルは、総 PCBs 
0.28mg/kgbw/1回、総 DDTs 0.16mg/kgbw/1回
とした。生後 2日目に 1腹あたり 2匹になる
ように間引きを実施した。また生後 2,6,10
日目に母乳を採取した。生後 14日目に母仔
を解剖した。 
 

(4)総水銀および POPs分析 
 総水銀分析は還元気化原子吸光光度法に
て測定した。POPs分析については、PCB内部
標準などの準備あるいは高度な設備の面か
ら、いであ株式会社への委託分析とした。



 

 

POPs分析は、マウスについて脳、血液、肝臓、
胃内ミルクを、モルモットについて血液と母
乳の分析を実施した。POPs分析は費用が高く、
各サンプル、n=3で分析を行い、そのうち 1
検体は PCB全異性体分析および DDTとその代
謝物の測定をした。残り 2検体は、はじめの
1検体の PCB全異性体分析の結果から、総 PCB
濃度の60〜70%相当となる15種の異性体に限
定し分析を実施した（分析した異性体を次に
示す;#28、#74+#61、#99、#118、#138、#153、
#170、#180+#193、#187+#182、#194、
#196+#203）。DDTとその代謝物については、
p,p’-DDEと p,p’-DDE-d8に限定し分析を行
い、測定した PCBレベルと DDEの d8体のレ
ベルから総 PCB濃度および総 DDT（代謝物含
む）を想定することとした。 
 

(5)遺伝子発現および生化学検査の実施 
 得られたマウスの脳試料を冷却下、クライ
オプレスで破砕後、Rneasy Lipid Tissue Mini 
Kit（QIAgen社）を用い、RNAを抽出ののち、
Bioanalyzer、Nanodropにて、RNAの品質あ
るいは濃度を測定した。その後 1 色法にて、
マイクロアレイ実験（アジレント・テクノロ
ジー社）を行い、GeneSpring、IPAパスウェ
イソフトウェアを使用し解析を行った。また、
モルモットの血漿について、生化学検査を実
施した(株式会社 SRL)。 
 

４．研究成果 
(1)ばく露油および飼料 
①ばく露油 
 ばく露油選定のため、6 種の脂皮から精製
した油について、総 PCB濃度の 7割以上を占
めると想定して 5塩化物及び 6塩化物 PCBを
測定した。結果を表１に示した。この結果よ
り、高汚染油としてスナメリ２、低汚染油(鯨
油のコントロール)としてカマイルカを使用
することとした。 
 

表１.ばく露油の 5,6塩化物 PCB濃度 

 

②ばく露飼料およびばく露油 
 使用した飼料は、AIN93Gであり通常含有さ
れている大豆油を抜いた粉末に、ACLおよび
AMM群には大豆油を添加、WCLおよび WMM群
には POPs低汚染油（カマイルカ）、WPOおよ
び WMPには POPs高汚染油（スナメリ）を添
加した。各々の栄養成分は表 2に示した。AMM、
WMM、WMPには塩化メチル水銀を添加し、餌中
に 1mg/kg(as Hg)になるように作製した。作
製した飼料中の総水銀レベルは表 3に示した。
餌中の総 POPsばく露レベルは、WCLおよび

WMM群で 0.05mg/kgbw/day、WPOおよび WMPは
1mg/kgbw/day(内総 PCBs 0.5, p,p’-DEE 0.24, 
p,p’-DEE-d8 0.024 mg/kgbw/day)とした。
マウス飼料中の POPsレベルは表 4に示した。
測定した POPsの合計を総 POPs 濃度とした。
モルモット実験において使用した油につい
て表 5に示した。モルモットのばく露レベル
は、PCB＋DDT類 0.45mg/kgbw/回（内 PCBs 0.28、
p,p’-DEE 0.14, p,p’-DEE-d8 0.01 
mg/kgbw/回）とした。 
 

表 2.飼料の栄養基礎成分 

表３.餌中の総水銀濃度 
 
 
 
 
 
 
 

表４.餌中の POPs濃度 

 

 
 

 
 

 
 



 

 

表 5.モルモットばく露油中 PCBs,DDTs濃度 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
(2)マウス実験 
①離乳前発達試験 
 出生後の体重経過を図 1に示した。POPsの
ばく露がある場合に、体重は小さくなった。
また、メチル水銀ばく露がある場合に体重が
重くなった。これはメチル水銀ばく露がある
場合に出生した仔数が少なく、間引き後も少
ない匹数となったことが影響しているもの
と思われた。 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
図 1.離乳前発達試験実施時の体重経過 
 

 発達試験は、PND7,10,12,14,16日目に眼瞼
開裂、耳介展開、歯芽萌出、皮膚毛生、歩行、
起き上がり反射、握り反射、断崖回避および
背地走性(45°)の試験項目を実施し、その中
で統計学的な有意差が検出されたのは、眼瞼
開裂、起き上がり反射、握り反射、断崖回避
であった。統計処理は、ロジスティクス回帰
分析を行った。そのなかで、眼瞼開裂の項目
について、WPO群の発達の遅延が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.離乳前発達試験の眼瞼開裂 

②神経行動学的試験 
a). Open field test 
 添加した油種とメチル水銀の有無で 2元配
置分散分析を行った結果、雄の潜時について
添加した油種で有意差が確認され、大豆油に
比較し高汚染油添加群で有意に長くなった。
また雌雄ともに、高汚染油添加群の移動距離
が有意に少なく、速度が遅い結果となった
(p<0.05)。 
b). Water maze test 
 1 日 3 回の学習のうち、その日のはじめの
1 回目のデータを使用した。添加した油種、
メチル水銀の有無、学習のくり返し、個体 ID
を投入した分散分析を実施した。その結果、
雄のプラットフォームへの到達時間におい
て、添加した油種で有意差が観察され大豆油
に比較し低汚染油群が早く、メチル水銀の有
無で有意傾向となり、メチル水銀があった場
合に遅くなった。また雌では移動速度におい
てメチル水銀があった場合に有意に遅かっ
た（p<0.05）。交互作用は観察されなかった。 
c). Rotar rod test 
 1 日 4 回のトレーニングのうち、その日の
はじめの 1回目のデータを使用した。添加し
た油種、メチル水銀の有無、学習のくり返し、
個体 ID を投入した分散分析を実施した。雌
で高汚染油の群で落下するまでの時間が有
意に短かった。 
d). 遺伝子発現解析 
 出生した仔を出産日に解剖し、脳内の遺伝
子発現解析を実施した。その結果、ACL と比
較し、２倍以上の変動した遺伝子は合計で
595 個あった。そのうち AMM で発現が上がっ
た遺伝子数は 430 個、低下したのは 52 個で
あった。WPOでは上昇した 34個、低下したの
は 28 個であった。また WMP で発現が上昇し
たのは 358個、低下したのは 82個となった。
これら変動した遺伝子について、IPA パスウ
ェイにかけると、Top Networksとして 1番目
に DNA Replication, Recombination, and 
Repair, Organismal Development（スコア 46）、
2番目に Organismal Development, Cellular 
Assembly and Organization, Developmental 
Disorder （スコア 32）、3 番目に Cellular 
Assembly and Organization, Skeletal and 
Muscular System Development and Function, 
Cellular Function and Maintenance（スコ
ア 31）、4 番目に Cell Morphology, Antigen 
Presentation, Cellular Movement（スコア
30）、5 番目に Behavior, Nervous System 
Development and Function, Metabolic 
Disease（スコア 29）が抽出された。 
 

(3)モルモット実験 
①妊娠経過、出産状況 
 妊娠モルモットの体重経過を図 3 に示す。
各ばく露間に有意差は観察されなかった。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.妊娠モルモットの体重経過 
 

②成長経過 
出生した仔の体重経過について、図 4に示し
た。オスについて、コントロール群に比較し、
授乳期ばく露の群で有意に重かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.出生したモルモット仔の体重経過 
 

③生化学検査 
 モルモットへ汚染油を投与したことから、
基本的な生化学検査項目について、分析を実
施した。総ビリルビン、総コレステロール、
トリグリセリド、遊離脂肪酸クレアチニン、
γ－GTP、AST、ALT、LD および ALP を分析し
た。その結果、生後２日目で LD 値が授乳期
ばく露に比較し、胎児期ばく露群で有意に高
くなった。生後 14 日目では、対照群に比較
し授乳期に汚染油を投与した群で、有意に遊
離脂肪酸のレベルが低くなった。離乳時（生
後１４日目）の母モルモットではクレアチニ
ン値に有意差がみられ対照群に比較し、授乳
期ばく露が高値であった。 
 

(4)総水銀および POPs分析 
①総水銀分析 
マウス臓器の総水銀濃度を分析した。結果を
表 6に示した。 
 

②POPs分析 
a). マウス 

濃度レベルは、胃内ミルク、肝臓、脳、血液
の順に低くなった。脳の分析結果を表 7にし
た。離乳時の仔で、ばく露間に有意差がみら
れ、WPOに比較して WMPで高値となった。 
 

表 6.マウス臓器中の総水銀濃度(ng/g) 

 
 
 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
表 7.マウス脳 PCB・DDE濃度(ng/g-wet) 

 
b). モルモット 

モルモットの生後 2 と 14 日目の母乳中 PCB
および DDEについて、表 8にした。生後 2か
ら 14 日目への DDE の低下レベルは少なく蓄
積性が伺えた。 
 

表 8.母乳中 PCB・DDE濃度(ng/g-wet) 
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