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研究成果の概要（和文）： 
 
本研究の成果は、ナノマテリアルの妊娠期曝露が次世代の脳神経系に及ぼす影響を、ナノマ

テリアルの胎児移行性、脳の組織学的解析、モノアミン解析、ならびに遺伝子発現解析から明
らかにしたものである。とくに、ナノマテリアルとして汎用される材料の妊娠期曝露が、発達
期の脳の微小形態やモノアミンに影響を与えることを明らかにした。さらに、網羅的遺伝子発
現解析により、影響発現機序の手掛かりとなる知見が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 

The present study showed the effects of maternal exposure to nanomaterials on the 
development of cranial nerve system of offspring, using electron microscopic analysis, 
histological analysis, neurochemical (monoamine) analysis as well as gene expression 
analysis. The results indicated that exposure of pregnant mice to nanomaterial 
frequently used in nanotechnology induced alterations of microstructures, monoamine 
and its metabolism in the brain of offspring during the developmental period. Gene 
expression analysis using microarray showed an important clue of the mechanisms 
underlying the effects of maternal exposure to nanomaterials on the brain 
development. 
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１．研究開始当初の背景 
 
ディーゼル排ガス (DE: diesel exhaust) 

はディーゼル排気微粒子  (DEP: diesel 
exhaust particle) とガス状成分から構成さ
れており、都市における大気汚染の主要因の



一つである。申請者らは以前に、妊娠マウス
に吸入させた DE 中の粒子状成分 (DEP) が
産児の脳組織内に移行・蓄積し、脳組織に損
傷 を 与 え て い る 微 小 形 態 所 見 を 得 た 
(Sugamata et al. 2006)。この研究では、デ
ィーゼル排ガス中の超微小粒子（ナノ粒子）
が母マウスから胎仔脳に移行し、出生後も仔
の脳の特定の細胞の特定のオルガネラに蓄
積されて周辺の細胞に影響を及ぼすことだ
けでなく、小脳プルキンエ細胞にアポトーシ
ス像が認められる所見なども報告した。 

さらに、研究開始当初から、DEP 以外にも
超微小粒子が新しい産業（ナノ産業。ナノ材
料の応用を目指す研究が進められている。）
の発展に伴い環境放出され得る場面が増え
てきており、それによる健康影響についても
懸念されていた。とくに我々は、健康影響の
うち DEP の移行の認められた次世代脳神経
系への影響に注目した。 
 
２．研究の目的 
 
 ナノ材料の健康影響の詳細を明らかにし、
その影響発現機序を解明することは、ナノ材
料の環境放出の規制やモニターの必要性を
示しその実施を促すために必要である。本研
究課題では、ナノ材料の健康影響のうち、と
くに次世代脳神経系への影響について研究
を進めることにより、ナノマテリアル曝露の
次世代の脳神経系への影響発現機序を明ら
かにし、その影響を克服ならびに予防するた
めの知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
妊娠マウスに DE（及び DEP）を曝露し、

あるいはナノ材料懸濁液を投与し、出生した
仔の微細脳障害、発達障害、脳機能障害に及
ぼす影響を解析した。 

研究計画・方法の特色：これまでの研究で
は、環境基準値に近い都市部重汚染地区の大
気汚染粒子濃度に相当する曝露条件におい
て影響発現が認められていた。本研究では、
実際により広範囲において起こり得る汚染
状況の条件で実験を行ったことが特色の一
つである。さらに、生じた影響がナノ粒子に
よるものであることか否かを検討するため
に、ナノ粒子を除去する特殊なフィルターを
使用したり合成ナノ粒子単体（カーボンブラ
ック、フラーレン、酸化チタンなど）を使用
したりしたことも本研究の特色である。 

 
１）DE 微粒子曝露装置及び曝露条件 
経気道的に曝露できる DE 曝露装置を使用

した。また、高性能なフィルターユニット（K
社提供）を装着し、ナノ粒子を除去した排ガ
スの曝露の影響も検討した。装置は、学内の

ナノ粒子健康科学センター及び戦略的環境
次世代健康科学研究基盤センター（センター
長、武田 健）内に設置したものを用いた。
酸化チタンを始めとする産業上汎用される
ナノ材料の投与は、あらゆる曝露状況を考慮
し、吸入、経鼻、皮下、経口投与による影響
評価を行った。 
 

２）実験動物及び曝露法 
実験動物としては ICR 系マウスを用いた。

主な曝露時期は、最も反応性が高いと推定さ
れる妊娠期とした。他にも、曝露濃度、曝露
時期を変えた影響も検討した。 
 

３）脳神経系への影響解析 
脳神経系への影響を解析するために、行動

試験ならびにモノアミンの定量を行った。他
に、以下の(1)から(4)の方法を用いてさらなる
解析を進めた。 

 
(1) ナノ材料の溶液中での性状解析及びそ

の制御 
動的光散乱法および電子顕微鏡を用いて、

溶液中でのナノ材料の凝集性を調べた。この
ナノ材料懸濁液を界面活性剤、生体成分（脂
質やタンパク質）等を用いて凝集性や表面の
性質を制御しながら実験動物に投与した。 
 

(2) 顕微鏡によるナノ粒子の移行・分布の
解析 

各種電子顕微鏡、蛍光顕微鏡などを用いて
ナノ粒子の産仔脳への移行と分布を観察し
た。 
 

 (3) 遺伝子発現解析 
脳内遺伝子発現の変動を部位ごとに検討

した。DNA マイクロアレイを使用し、我々の
研究グループが新しく考案した網羅的遺伝
子発現解析手法を活用してデータマイニン
グを行った。一部の遺伝子については、
PRISM 型 PCR 装置を用いて個体ごとの発現
の定量解析を実施した。 
 

(4) 病理学的解析 
脳組織の超微形態観察、光学顕微鏡及び電

子顕微鏡を用いた病理解析を行った。DE 及
びナノ粒子の曝露条件を変え、出生した仔の
小脳、偏桃体、海馬、前頭前野等などを中心
に脳神経系への影響を検討し、脳神経疾患患
者剖検例と符合する所見を解析した。組織
（細胞）内に微粒子成分様の顆粒が見出され
た場合には、分析電子顕微鏡を用いて、その
物質の特定を行った。さらに、組織内のタン
パク質の発現局在を解析するために免疫組
織化学法を用いた。 
 
 



４．研究成果 
 
はじめに、胎仔期 DEP 曝露による学習及

び記憶への影響を評価するために、行動評価
試験を行った。その結果、胎仔期 DEP 曝露
による空間学習・記憶の低下が認められた。
そこで、学習・記憶の形成に深く関与するグ
ルタミン酸神経系とアセチルコリン神経系
に着目し、グルタミン酸受容体とアセチルコ
リンの合成酵素を免疫組織化学染色により
解析した。その結果、胎仔期 DEP 曝露マウ
スの海馬において、N-methyl-D-aspartate 
receptor と Glutamate receptor 1 の有意
な発現低下が認められた。一方、両群におい
てアセチルコリンの律速酵素である choline 
acetyltransferase の発現に有意差は認めら
れなかった。この結果から、胎仔期 DEP 曝
露はマウスに対して海馬のグルタミン酸受
容体の発現を低下させると共に、空間学習・
記憶障害を引き起こす可能性が示唆された
【学会発表 25, 28】。さらに、胎仔期 DE 曝
露による次世代マウスの自発運動量および
脳内ドパミン神経系への影響は、環境基準値
の 10 倍以下の比較的低濃度の DE によって
も生じることが明らかになった【論文発表 
4】。 

 
次いで、本研究では化粧品や光触媒として

汎用される酸化チタンナノ粒子が同様に母
マウスから仔の脳に移行し、様々な病理学的
異変を生じさせることを明らかにした。主に
6 週齢の次世代雄マウスの脳末梢血管周囲を
詳細に解析した結果、多発性の微小梗塞の所
見が認められ、嗅球の僧帽細胞がカスパーゼ
（アポトーシスのマーカー）陽性細胞になっ
ていることが認められた【論文発表 11】。こ
の結果は、酸化チタンナノ粒子を妊娠マウス
に投与すると酸化チタンが胎盤を通過して
胎仔に移行し、未発達な血液脳関門を通過し、
脳組織内に蓄積されることを示唆するもの
であった。さらに本研究では、意図的・非意
図的に生産されるナノマテリアルの胎仔期
曝露により引き起こされる脳の機能的変化
を解析し、現代急増しつつある脳疾患との関
連を明らかにすることを目指した。 

一連の研究の中で、酸化チタンナノ粒子の
妊娠期曝露が次世代の脳の発達に及ぼす影
響を遺伝子発現パターンを指標にして解析
した。この研究では、マイクロアレイを用い
て発育や成長の盛んな時期のマウスの脳に
おける遺伝子発現を網羅的に解析した。妊娠
マウスに酸化チタンナノ粒子を投与し、出生
した仔の脳神経系において網羅的遺伝子発
現解析を行うことにより、脳への影響を特に
微細脳障害、発達障害との関わりを明らかに
することを目的に解析した。この研究では、
連携研究者の梅澤らが確立しつつある GO

（遺伝子オントロジー）および MeSH（医学
主題見出し用語）を用いた遺伝子機能グルー
プ (GSEA) 解析【学会発表 9】により、遺
伝子発現パターンの変化の経時的変化が示
す生物学的意義を抽出した。その結果、胎仔
～乳仔期のマウスの脳において酸化チタン
の妊娠期曝露により、アポトーシスや脳発
達・成長、酸化ストレスに関連する遺伝子群
の発現変動が生じる中で、とくに神経伝達物
質や情動に関連する遺伝子群の発現変動は
出生後時期が経ってから（離乳時期ごろに）
変動してくることが明らかになった【論文発
表 7】。さらに、酸化チタンナノ粒子の妊娠
期曝露により脳内のドパミン及びその代謝
物の量が変化することも明らかになった【論
文発表 3】。 

 
一方、酸化亜鉛ナノ粒子も透明度が高く、

紫外線を効率的に遮蔽することから化粧品
に汎用されている。そこで、酸化チタンの他
に酸化亜鉛ナノ粒子についても、妊娠期の曝
露が出生仔の脳内モノアミン及びその代謝
物量に及ぼす影響を調べた。その結果、酸化
亜鉛ナノ粒子の妊娠期曝露を受けたマウス
の複数の脳部位において、ドパミン、セロト
ニン及びそれらの代謝物量や代謝回転の有
意な増加が認められた。 
この結果は、酸化チタンナノ粒子とともに

酸化亜鉛ナノ粒子についても、その胎児期曝
露が次世代の脳のモノアミン量を変化させ
ることを示したものである。酸化チタンおよ
び酸化亜鉛ナノ粒子はその有用性から化粧
品に汎用されているが、曝露時期及びその量
によっては次世代の脳神経系に影響を及ぼ
す可能性が示唆され、注意を払う必要がある
と考えられる。 
 
以上のように、本研究では妊娠期の母獣へ

の DE 微粒子曝露や酸化チタンナノ粒子の曝
露が、胎仔期のみならず出生後の次世代個体
の脳組織に変化を与え、中枢神経系の発達や
成長後の機能に影響を及ぼす可能性がある
ことが示唆された。酸化チタンおよび酸化亜
鉛ナノ粒子の胎仔期曝露による中枢神経系
への影響についての報告は他になく、本研究
の成果はナノ粒子の健康影響を示す研究と
して大きな意味を持つと考えられる。 

 
すなわち、ここで示した結果・成果は、ナ

ノ材料の曝露が次世代脳組織に及ぼす影響
を判定する際に必要な影響評価指標として
新しい知見を示している。一連の研究成果は、
著書や総説・解説として発表・出版もした他
【論文発表 1, 2, 8, 10, 12、図書 1】、招
待講演での発表も行った【学会発表 1, 2, 5, 
14】。 

 



本研究課題で示した影響評価指標が、ナノ
材料のリスク評価に基づく今後のリスク管
理に生かされていくことが切に期待される。 
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