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研究成果の概要（和文）：一連の周産期曝露実験より、ノニルフェノールはゲニステインと同様

にラットの空間学習記憶を特異的に向上させるが、ビスフェノール A は逆にこれを阻害する結

果が得られた。この効果は、それぞれの物質のエストロゲン活性の強さに相関し、比較的強い

エストロゲン活性を有するものは学習記憶を向上させ、逆に弱い活性しか持たないものは学習

記憶を阻害することを示唆し、エストロゲン活性からその物質の学習記憶に及ぼす影響が推測

できるものと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of perinatal exposure to bisphenol A 
(BPA), nonylphenol (NP) and genistein (GNS) on learning and memory function, general 
activities and emotionality in male SD offspring rats, using a battery of behavioral tests. 
Perinatal exposure to NP and GNS specifically improved, but low-dose BPA specifically 
impaired spatial learning and memory in male offspring rats. These results suggest that 
the effects to estrogenic endocrine disruptors on learning and memory function correlate to 
their estrogenic activities.   
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１．研究開始当初の背景 
 ビスフェ ノ ール A ( BPA)やノ ニルフェ ノ ー
ル ( NP) などの内分泌撹乱化学物質は、 エス
ト ロゲン受容体に対する結合能を有し 、 弱い
ながら も エスト ロゲン活性を持つこ と が知
られている。 魚類ではこれらの物質の曝露に
より 、 精巣卵を引き起こすことが知られてお
り 、 生殖能への影響が懸念されている。 一方

で、 我々は従来より 内分泌撹乱化学物質の中
枢神経系に及ぼす影響を検討して来た。 内分
泌撹乱化学物質の中枢神経作用については、
低レベルのダイオキシン類でも、 胎児の甲状
腺機能を変化させ、 神経発達の阻害より 多動
症、 学習障害、 知的障害の可能性を指摘した
例や、 実際、 周産期曝露による新生児への神
経学的影響を報告した例、 さらにはアカゲザ
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ルにダイオキシンを周産期曝露し た仔ザル
の学習能の低下し た例などが報告さ れてい
る。 我々も、 ラッ ト を用いて成熟後にダイオ
キシンを摂取し ても 運動量の増加が認めら
れることを報告した。 ダイオキシンの中枢神
経機能への影響を調べたものでは、 セロト ニ
ン代謝回転の増加や一部ヒ スタ ミ ンおよび
ド パミ ン濃度の変化を報告した例がある。 従
って、 内分泌撹乱作用が指摘されている他の
化学物質についても、 その内分泌系への影響
のみなら ず中枢神経系への影響が十分に想
定される。そこで我々はこれまでに、 NPやフ
タ ル酸エステル類の中枢神経作用を行動薬
理学的に検討し 、 これらを周産期に曝露した
仔マウス及び仔ラッ ト において、 周囲環境に
対する「 慣れ」 の現象の抑制効果や、 学習記
憶への影響を観察し 、 報告した。 この時に認
められた学習記憶への影響は NP 暴露だけで
は認められず、 スト レス負荷時の受動回避学
習試験において雄性のみに観察さ れたも の
であり 、 空間認知能等詳細な学習記憶試験は
行っていない。近年、 BPAや NPなど内分泌撹
乱化学物質の中枢神経系への影響を報告す
る例が出始めて来ている。 中には、 生後５ 日
のラッ ト 脳内に直接内分泌撹乱化学物質を
投与することにより 、 多動を認めたとする報
告もある。 また、 これらの行動変容とモノ ア
ミ ン神経系と の関連性を指摘する報告も あ
る。 しかし 、 学習記憶に対する影響を報告し
た例は我々を含め、 ごく 少数にすぎない。 こ
れは学習記憶能を調べる装置に問題がある
のではと考え、 我々は空間認知学習能を効果
的に測定する可変式迷路装置を考案し 、 先行
研究と し て若年成獣雄性ラッ ト に  BPA を投
与したと ころ、 エスト ロゲンと同様の学習記
憶改善効果が認められた。 近年中枢神経系に
存在するエスト ロゲン受容体が学習記憶に
関与することが示唆されている。BPAや NPな
どは前述の通り エスト ロゲン受容体に対す
る結合能を有する物質である。 従って、 エス
ト ロゲン活性を有する内分泌撹乱化学物質
は学習記憶に対し て影響を及ぼす可能性が
示唆され、 詳細な検討を行う 必要がある。  
 また、植物由来のダイゼインやゲニステイ
ンは大豆食品等に、 レスベラト ロールは赤ワ
イン等に多量に含まれ、 日常的に摂取する食
品であるが、そのエストロゲン活性は BPAや
NP などよりはるかに高い。これらエストロ
ゲン活性の異なる物質を同一手法により総
合的に評価することにより、内分泌撹乱化学
物質の学習記憶能に対する影響の位置づけ
が評価できるばかりでなく、脳エストロゲン
システムの機序解明に繋がる。 
 
２．研究の目的 
 エスト ロゲン活性を有する種々の内分泌
撹乱化学物質類を用いて、 エスト ロゲン受容

体に対する活性強度の差より 、 学習記憶能と
脳エスト ロゲンシステムと の関連性につい
て評価し 、 さ らにこれに関連する中枢神経系
について総合的に評価するこ と を目的と す
る。 これらより、外因性エストロゲン活性物
質の活性強度と学習記憶能への影響の度合
いを評価できるばかりでなく、内分泌撹乱化
学物質や植物性エストロゲン含有食品の中
枢神経系への作用機序の解明にも繋がる。さ
らに、学習記憶と脳エストロゲン受容体との
関連性ならびに脳エストロゲン機能につい
ても解明が進展する。 
 まず、種々異なるエスト ロゲン活性を有す
る内分泌撹乱化学物質および植物性エスト
ロゲンの学習記憶能への影響評価を行う こ
とより 、 エスト ロゲン活性強度と学習記憶能
への影響の相関関係を明らかにする。 ここで
は異なる手法を用いて、 空間認知学習や体験
学習記憶のどちら が影響を受けやすいかに
ついても検討を行う 。 また、 学習記憶に密接
に関連する探索行動や不安情動行動への影
響についても総合的に評価する。  
 さらに、 エスト ロゲン活性物質の学習記憶
能への影響にどの脳部位が関与するのかを
脳実質内微量注入法により 、 被験薬物を脳各
部位に直接注入試験を行う と と も にエスト
ロゲン受容体アンタ ゴニスト と の併用試験
により 明らかにする。  
 また、 各種受容体の変動と行動変容との関
連から エスト ロゲン活性物質の学習記憶能
への影響に、 どの神経機能が関与するのかに
ついて明らかにする。  
 本研究はエスト ロゲン活性の異なる諸種
化学物質を母体経由で曝露し た仔に表出し
てく る学習記憶の変容を、 エスト ロゲン受容
体なら びに各神経機能と の関連から 解析を
行う ものである。 正常脳にエスト ロゲンを投
与し てエスト ロゲンおよびエスト ロゲン受
容体の機能を調べるより も、 脳発達期にエス
ト ロゲン様化学物質に曝露した「 エスト ロゲ
ンの異常状態」 脳による行動変容を対比して
検討する方が、 その機能はより 判明しやすい。
また、 遺伝子疾患モデルであれば、 ノ ッ クア
ウト 動物も有用であるが、 内分泌撹乱化学物
質等による中枢神経疾患を捉えるには、 過去
の曝露体験が生体にどの様な影響を及ぼす
のかを同時に評価できるこ の方法も 効果的
であると考える。さらには、 BPAや NPのエス
ト ロゲン活性はエスト ロゲンと 比較し た場
合にかなり 弱いため、 表出する行動変容が逆
となることも想定される。 従って、 エスト ロ
ゲン活性の異なる植物性エスト ロゲンのダ
イゼインやゲニステインなどを用いるこ と
により 行動変容と エスト ロゲン活性と の関
係も明らかとなる。 脳エスト ロゲンシステム
の学習記憶への関与について、 エスト ロゲン
活性の面から 解析する こ と が本研究の特



 

 

色・ 独創的な点であり 、 付随して内分泌撹乱
化学物質等の中枢神経機能への影響評価も
可能である。  
 また、 学習記憶能を測定する装置には空間
認知能、 体験型記憶能や弁別学習能を測定す
る種々のものが考案され、 記憶にも作業記憶
や参照記憶を判別する操作法が広く 活用さ
れている。 これらの装置および手法には、 そ
れぞれ一長一短があり 、 一つの装置、 一つの
手法で判断するのは危険性が高い。 したがっ
て、 本研究では既存の数種の装置および手法
を用いて解析すると共に、 主として独自に新
規開発し た可変式迷路装置を用いた解析を
行う 。 従来の測定方法に比較してデータの安
定性、 信頼性に優れる。 さ らには、 学習記憶
に付随する好奇心や不安・ 恐怖心などの情動
性についても考慮する必要がある。 これらを
総合的に評価するこ と も 本研究の特色であ
る。  
 本研究により、学習記憶能における脳エス
トロゲンシステムの解明が進展し、学習記憶
に関与する脳部位、関連する神経系が判明す
るとともに、BPA および NP など内分泌撹乱
化学物質の中枢神経系への影響評価やダイ
ゼイン、ゲニステインなど植物エストロゲン
含有食品の中枢神経作用への影響評価が可
能となる。 
 
３．研究の方法 
( 1)ビスフェノール A( BPA)周産期曝露の一般

活動性ならびに学習記憶に及ぼす影響 

 SD 妊娠ラットに妊娠（プラーク確認）10

日目より出産 14 日後までの周産期間中に、

ヒトでの TDI とされている 50μg/kg/day と

その 10 倍量の 500μg/kg/day の BPA を経口

投与した。これらとは別に溶媒投与群を加え

た計３群について、出生した雄性仔ラットに

おける空間学習記憶能・一般活動性・情動

性・体験型学習記憶能について評価した。 

①オープンフィールド装置を用いた一般活

動性・情動性に及ぼす影響評価： 

 雄性仔ラット７週齢時に Hal l のオープン

フィールド装置を用いて、ambul at i on,  i nner ,  

r ear i ng,  def ecat i on,  ur i nat i on の各項目に

ついて、0 時間値、２時間値および４時間値

を調べた。 

②情動性への影響評価： 

 高架式十字迷路装置を用いて、open ar m の

滞在時間および回数を指標として５分間に

おける不安・警戒行動など情動への影響を調

べた。 

③学習記憶能に及ぼす影響評価： 

 出生５週齢より学習記憶能を調べる以下

の３つの試験法により行動解析を行った。２

つは空間認知学習能を調べる装置で、異なる

手法による解析で、データの確度を高める。

もう１つは体験学習の記憶を調べるもので、

異なる学習能について評価する。 

   a)  可変式迷路試験；本装置は餌取り迷路

を改良したもので、装置内走路を自由に組み

替えることができる。１つの装置で幾つもの

走路を設定することができ、同一動物につい

て走路を変え、何試行でも行える。今回は３

パターンの走路について試行する。ゴールま

での試行時間とエラー回数により評価する。

1 トライアルの測定時間は 5 分間である。ト

レーニングを行った後、本試験として 1 パタ

ーンの迷路に付き、1 日 3 トライアルを 3 日

間連続して行った。従来品と比べ成績精度が

高い。 

   b)  水迷路試験；本装置は識別できる空間

情報をもとに、水面下に隠されたゴールポイ

ントに辿り着くまでの軌跡および時間を測

定する。1 トライアルの測定時間は１分間で

ある。慣らし、プレテストを行った後、本試

験として、1 日 3 トライアルを３日間連続し

て行った。 

   c)  受動回避学習試験；ステップスルー装

置は明室と暗室が隣接し、明室に入れられた

ラットは暗い所を好む習性を持つため、暗室

に入る。暗室に入るやいなや直ちに通路の扉

を閉め、床面よりフットショックを１０秒間

加えた後、ホームケージに戻す。２４時間後

にもう一度明室に動物を入れ、５分以内に暗

室に入るかどうかを観察し、短期体験記憶を

調べる装置である。本装置を用いて、一度フ

ットショックを経験させた２４時間後の記

憶を観察した。 

 

( 2) ノニルフェノール( NP)周産期曝露の一般

活動性ならびに学習記憶に及ぼす影響 

 SD 妊娠ラットに妊娠（プラーク確認）10

日目より出産 14 日後までの周産期間中に、 

vehicle, 1mg/kgNP, 10mg/kgNPを 1ml/kg の

割合で経口投与した。出生した雄性仔ラット

における空間学習記憶能・一般活動性・情動

性・体験型学習記憶能について評価した。 

 各行動試験法は( 1)と同様である。 

 

( 3)  ゲニステイン( GNS) 周産期曝露の一般活

動性ならびに学習記憶に及ぼす影響 

 SD 妊娠ラットに妊娠（プラーク確認）10

日目より出産 14 日後までの周産期間中に、 

vehicle, 1mg/kgGNS, 10mg/kgGNS を 1ml/kg

の割合で経口投与した。出生した仔ラットに

ついて、雌雄別に空間学習記憶能・一般活動

性・情動性・体験型学習記憶能について評価

した。 



 

 

 各行動試験法は( 1)と同様である。 

 

( 4)  ビスフェノール A( BPA)成獣期ラット経

口投与の一般活動性ならびに学習記憶に及

ぼす影響 

 8〜12週齢時のSD雄性ラットに行動実験前

日の実験終了後 30 分以内に BPA 0. 05mg/kg,  

1mg/kg,  10mg/kg または溶媒を 1ml /kg の割

合で経口投与した。 

 各行動試験法は( 1)と同様である。 

 

( 5)  ノニルフェノール( NP)成獣期ラット経

口投与の一般活動性ならびに学習記憶に及

ぼす影響 

 8〜12週齢時のSD雄性ラットに行動実験前

日の実験終了後 30 分以内に NP 0. 5mg/kg,  

5mg/kg または溶媒を 1ml /kg の割合で経口投

与した。 

 各行動試験法は( 1)と同様である。 

 

( 6)  ゲニステイン( GNS)成獣期ラット経口投

与の一般活動性ならびに学習記憶に及ぼす

影響 

 8〜12週齢時のSD雄性ラットに行動実験前

日の実験終了後 30 分以内に GNS 10mg/kg ま

たは溶媒を 1ml /kg の割合で経口投与した。

また陽性対照として、β-エストラジオール

( E2)  0. 2mg/kg を同様に腹腔内投与した。 

 各行動試験法は( 1)と同様である。 

 

( 7)  ビスフェノール A( BPA)海馬内微量注入
による学習記憶能への影響 
 海馬内微量注入を行う ため背側海馬の 1mm
上方にガイド カニューレ植え込み手術を施
した SD雄性ラッ ト を用いた。 BPA は、行動実
験前日の実験終了後 30 分以内に量側背側海
馬内に片側 20µg/2µl を微量注入し、空間学
習記憶能について評価した。 
 
( 8)  ゲニステイン( GNS)海馬内微量注入によ
る学習記憶能への影響 
 海馬内微量注入を行う ため背側海馬の 1mm
上方にガイド カニューレ植え込み手術を施
した SD雄性ラッ ト を用いた。 GNS は、行動実
験前日の実験終了後 30 分以内に量側背側海
馬内に片側 20µg/2µl を微量注入し、空間学
習記憶能について評価した。また陽性対照と
して、β-エストラジオール( E2)  0. 4µg/2µl
を同様に海馬内に微量注入した。なお、GNS
と抗エストロゲン薬タモキシフェンの併用
投与による効果についても評価した。 
 
４．研究成果 

( 1)ビスフェノール A( BPA)周産期曝露の一般

活動性ならびに学習記憶に及ぼす影響 

 可変式迷路（MAZE）を用いて行った空間学

習記憶能に及ぼすBPA周産期曝露の影響を調

べた結果、BPA 50μg/kgの周産期曝露は空間学

習記憶能を有意に低下させ、学習曲線を阻害

することが示唆された。しかし、BPA 500μg/kg
では学習曲線をやや阻害したが、有意差は認

められなかった。一方、water maze testでは

、いずれの用量においても有意な影響は認め

られなかった。これは、報酬自発運動と強迫

的運動との差および測定試験期間の長さの差

によることが推察される。 

 また、体験型学習記憶能について影響は認

められず、一般活動性および情動性について

も、有意な変化は認められなかった。 

 以上より、低用量 BPA周産期曝露は空間学
習記憶能を特異的に阻害することが示唆さ
れ、BPA の TDI について、再検討を考慮する
必要性があるものと考える。 
 

( 2) ノニルフェノール( NP)周産期曝露の一般

活動性ならびに学習記憶に及ぼす影響 

 可変式迷路（MAZE）を用いて行った空間学

習記憶能に及ぼすNP周産期曝露の影響を調べ

た結果、NP 1mg/kgおよびNP 10mg/kgの周産期

曝露は両群ともにゴールにたどり着くまでの

時間である Timeを溶媒投与群に比べ有意に

減少させ、空間学習記憶能を向上させること

が示唆された。 

 また、体験型学習記憶能について影響は認

められず、一般活動性および情動性について

も、有意な変化は認められなかった。 

 以上より、NP周産期曝露は空間学習記憶能
を特異的に向上させることが示唆された。 
 

( 3)  ゲニステイン( GNS) 周産期曝露の一般活

動性ならびに学習記憶に及ぼす影響 

 可変式迷路（MAZE）を用いて行った空間学

習記憶能に及ぼすGNS周産期曝露の影響を雌

雄別に調べた結果、雄性および雌性仔ラット

ともに、GNS 1mg/kg(Low群)およびGNS 10mg/kg 

(High群)の周産期曝露はいずれもゴールにた

どり着くまでの時間であるTimeを溶媒投与群

に比べ有意に減少させ、空間学習記憶能を有

意に向上させることが示唆された。雌性仔ラ

ットではLow群の方がこの効果は強く現れた。 

 また、体験型学習記憶能について影響は認

められず、一般活動性および情動性について

も、有意な変化は認められなかった。 

 以上より、GNS 周産期曝露は空間学習記憶
能を特異的に向上させることが示唆された。 
 

( 4)  ビスフェノール A( BPA)成獣期ラット経

口投与の一般活動性ならびに学習記憶に及

ぼす影響 



 

 

 可変式迷路（MAZE）を用いて成獣期ラット
の空間学習記憶能に及ぼす BPA短期経口投与
の影響を調べた結果、BPA 50μg/kg、1mg/kg
および 10mg/kg投与群いずれもゴールにたど
り着くまでの時間である Time は溶媒投与群
に比べ有意差は認められなかったが、
10mg/kg 投与群では MAZE(D)テストにおいて
エラー回数の有意な減少が認められた。これ
らより、1mg/kgまでの低用量 BPA短期経口投
与は空間学習記憶能に影響を及ぼさず、
BPA10mg/kg 短期経口投与は空間学習記憶能
を弱いながらもやや向上させることが示唆
された。また、一般活動性は一番低い用量で
ある BPA 50μg/kg投与群で有意に減少したが、
その他の用量では溶媒投与群との間に有意
差は認められなかった。高架式十字迷路試験
では、BPA10mg/kg 短期経口投与群において
closed armでの滞在時間は有意に減少し、若
干ながら不安を抑制することが示唆された。
体験型学習記憶には有意な影響は認められ
なかった。 
 以上より、成獣期ラットへの BPA 短期経口
投与は、高用量で空間学習記憶をやや向上さ
せるが、体験型学習記憶に影響は及ぼさず、
一般活動性・情動性は用量により影響は異な
ることが示唆された。 
 

( 5)  ノニルフェノール( NP)成獣期ラット経

口投与の一般活動性ならびに学習記憶に及

ぼす影響 

 可変式迷路（MAZE）を用いて成獣期ラット
の空間学習記憶能に及ぼす NP 短期経口投与
の影響を調べた結果、NP 500μg/kg 投与群で
は、ゴールにたどり着くまでの時間である
Timeは MAZE(B)テストにおいて溶媒投与群に
比べ有意に長くなり、空間学習記憶を阻害す
ることが示唆された。しかし、NP 5mg/kg 投
与群では有意差は認められなかった。 

 また、体験型学習記憶能について影響は認

められず、一般活動性および情動性について

も、有意な変化は認められなかった。 

 以上より、成獣期ラットへの NP 短期経口
投与は、低用量(500μg/kg)では空間学習記憶
能を特異的に阻害することが示唆された。 
 

( 6)  ゲニステイン( GNS)成獣期ラット経口投

与の一般活動性ならびに学習記憶に及ぼす

影響 

 可変式迷路（MAZE）を用いて成獣期ラット
の空間学習記憶能に及ぼす GNS短期経口投与
の影響を調べた結果、GNS 10mg/kg 投与群で
は、ゴールにたどり着くまでの時間である
Timeは溶媒投与群に比べ有意に長くなり、空
間学習記憶を阻害することが示唆された。こ
れに対し、E2 投与群は有意に空間学習記憶を
向上させた。 

 また、体験型学習記憶能について影響は認

められず、一般活動性および情動性について

も、有意な変化は認められなかった。 

 以上より、成獣期ラットへの GNS 短期経口
投与は、空間学習記憶能を特異的に阻害する
ことが示唆された。 
( 7)  ビスフェノール A( BPA)海馬内微量注入
による学習記憶能への影響 
 可変式迷路（MAZE）を用いて行った空間学
習記憶能に及ぼす BPA海馬内微量注入の影響
を調べた結果、BPA 投与群のゴールにたどり
着くまでの時間である Time は溶媒投与群お
よび生理食塩水投与群の Time と比較して有
意差は認められず、空間学習記憶能に影響を
及ぼさないことが示唆された。また、water 
maze test においても有意な影響は認められ
なかった。 
 
( 8)  ゲニステイン( GNS)海馬内微量注入によ
る学習記憶能への影響 
 可変式迷路（MAZE）を用いて行った空間学
習記憶能に及ぼす GNS 海馬内微量注入の影
響を調べた結果、GNS 投与群のゴールにたど
り着くまでの時間である Time は E2 投与群と
同様に溶媒投与群と比較して有意に減少さ
せ、空間学習記憶を向上させることが示唆さ
れた。また、タモキシフェンの併用投与によ
り、E2 の効果は消失したが、GNS の効果は消
失しなかった。このことは GNS による学習
記憶改善効果は、核内エストロゲン受容体を
介さない効果であることが示唆された。 
 なお、この試験の例数はやや少なく、再試
験を実施中である。 
 また、これに関与するエストロゲン受容体
サブタイプの解析を進めて行く。 
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