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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境化学物質（ダイオキシンなど）の曝露が脳発達のどの時期に作用し、どの
作用点・メカニズムに基づくものかの解明を目指しておこなった。さらに環境化学物質の脳発達影響へのin vitroでの
代替実験法・スクリーニング法の確立に先立つ成果となることを念頭に研究を進めた。
ダイオキシンの作用機序の解明のため、マウス胎児脳から採取した神経細胞ならびにヒト胎児由来神経前駆細胞株の神
経細胞分化過程の様々な期間にダイオキシン曝露を行い、神経分化および維持に関わるタンパクの発現変化を認めた。
また動物実験を通じて、化学物質曝露による神経細胞におけるシナプスの減少や、行動の変化を見いだした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanisms of the adverse effects of environmen
tal chemicals on brain development.
To clarify the mechanisms of the effects of the chemicals on neural development, we analyzed that what kin
d of effects were exerted by exposure of environmental using mice hippocampus primary culture cell and hum
an-derived neural progenitor cell line. We observed some changes of gene expression related to neural deve
lopment. Moreover, we performed mice experiments exposed environmental chemicals. In these study, we obser
ved that the exposure caused several changes of neural circuit and abnormal behaviors. These results sugge
sted that the chemicals disrupt construction of brain and exert abnormal brain development.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）脳機能における環境化学物質の影響 
環境化学物質、ポリ塩素化ビフェニル(PCB)
類やダイオキシン類は、ヒトや野生動物の認知・
記憶・学習・情動・生殖・生体調節などの脳機能
に影響を及ぼすことが疫学的にも動物実験的に
も示されている(Jacobson JL et al N Engl J Med. 
335(11):783-739など)。その影響は致死性･催奇
形性が引き起こされるとされてきた量よりもはる
かに低用量で引き起こされる。特に注目すべき
は胎児期や授乳期に曝露されることによりこれら
の影響が認められ、その用量は母親には影響
が認められない非常に低い用量である。周産期
曝露の脳発達への影響は成獣に認められ、非
常に劇的にかつ柔軟に変化する周産期・授乳
期の脳発達・成熟へのダイオキシンの周産期で
の影響・変化が将来的に表れて来ると予測でき
る。申請者の所属する研究室においては、これ
までダイオキシンによる性分化障害、脳発達異
常に起因する早熟化だけでなく、ヒト認知機能の
特徴である対連合学習に基づく試験「Flavour 
Map 法」をエジンバラ大学のモリス教授とともに
開発し（Tse et al. Science 2007）、低用量のダイ
オキシン周産期曝露により対連合学習機能が低
下することが認められた。幼若動物を用いた
KODOMO 試験では ADHD（注意欠陥多動性
障害）様行動異常が現れることを示している（第
28回ダイオキシン国際会議にて発表）。 
（２）脳発達に対する環境化学物質の影響 
脳発達は神経幹細胞を経て神経細胞、アスト
ロサイト、オリゴデンドロサイトと経時的に神経系
細胞が生み出され、それらが密接に相互に関与
しあい、神経突起の伸長やシナプス形成など伴
って複雑な神経ネットワークを構築していく。申
請者はマウス胚性幹（ES）細胞から神経細胞へ
の分化実験系を用いて、環境化学物質（ダイオ
キシンおよびPCB）がオリゴデンドロサイト成熟に
関与する転写因子ならびにソニックヘッジホッグ
の発現低下と MAP2（中枢神経マーカー）陽性
細胞の神経突起の伸長阻害を報告している（第
36回日本トキシコロジー学会、第 29 回ダイオキ
シン国際会議にて発表）。また小脳プルキンエ
細胞を用いた実験系においても環境化学物質
による神経突起の伸長阻害が報告されている
（Kimura-Kuroda et al., Brain Res Dev Brain 
Res. 2005）。 
 以上のことから環境化学物質の脳発達への影
響の解析は、神経細胞に重点が置かれており、
実際に神経細胞に直接作用しているか、支持細
胞か、双方かどうかはいまだ明らかとなっていな
い。 
 さらに、神経系細胞の産生が主に胎児期、神
経ネットワーク構築が授乳期（新生児期）に起こ
るうえ、環境化学物質は母体（胎盤）を介するか、
母乳を介するかにより曝露量が異なる。このこと
から環境化学物質の影響は作用時期や作用機

構の違いにより、異なる表現型が観察される可
能性がある。曝露時期の違いによる脳発達への
環境化学物質の作用の違いは、分子機構を解
明する上で非常に重要かつ必要な情報である。 
（３）脳発達における環境化学物質の分子レベ
ルでの作用点 
アリル炭化水素受容体AhRはダイオキシン受
容体とも呼ばれ、ダイオキシンをリガンドとし、
CYP１A1 などの薬物代謝酵素の遺伝子発現を
行う。その一方で、脳発達においては AhRが記
憶・学習に関わる海馬や皮質における NMDA
受容体のサブユニット NR2A,NR2B の発現に関
わっていることが報告されており（Lin CH et al. J 
Neurochem.2009）、我々はこれらの発現が上記
した学習機能に影響の出た成熟期の脳組織に
おいて変化していることを確認している。以上の
ことから AhR は環境化学物質（特にダイオキシ
ン類）のターゲットとなり、脳発達へ影響を及ぼ
すことが示唆されるが、以下の理由から実際に
はダイオキシンの作用点は AhRでなく他の経路
が存在する可能性がある。 
①まず、これまでのAhRの機能解析には主に
培養細胞が使われており、ダイオキシン曝露の
指標として AhR の核内移行および CYP1A1 の
発現が用いられている。しかし、実際には曝露
動物の脳、特に海馬・皮質におけるAhRの核移
行は観察されず、CYP1A1 の発現は変化してい
ないという新たな知見を得ている（未発表）。マイ
クロアレイによる検討でも、CYP1A1 の発現に変
化はなかった。 
②次に個体で影響を認めた曝露量よりも細胞
実験で用いられる曝露量が高いことである。これ
まで申請者らが投与し影響が認められた量から
換算すると 20pM（0.6μg/kg体重）程度である一
方、細胞を用いた研究で用いられている量はこ
の 1,000 倍量であり、実際の曝露量を反映して
いない。100nM を超えると細胞死が起こることが
報告されている(Sul D et al. Toxicology. 2009)。
In vivoでの CYPが発現される用量は申請者ら
が報告している用量の 100倍量にてCYP1A1が
誘導されることが報告されている(Huang P et al. 
Neurotoxicology. 2002, Toxicol Appl Pharmacol. 
2003)。 
これまで環境化学物質によって引き起こ
される脳機能における影響は、個体に見られ
る現象に対して、予想されうる分子メカニズ
ムを当てはめていくという研究が多く、実際
に個体で起きた現象に至るまでの組織的な
変化、細胞レベル・分子レベルでの変化を反
映するものではなかった。ダイオキシンの主
作用点であるはずの AhRの機能解析ですら、
上述のように in vivo の現象に即さない可能
性を示すものが多い。 
 
２．研究の目的 
以上の背景から環境化学物質は様々な変化



を及ぼし、特に周産期の低用量曝露では脳機
能に影響を及ぼすことが危惧されている。し
かし in vitroや in vivoでの検証が行われてい
るのにもかかわらず、両者の作用時期・部位
（細胞）・分子機構の共通性と違いは明らか
でない。結果、in vivoの利点である「影響(現
象)の同定」と in vitroの「分子メカニズムの
解明」とがリンクせず、環境化学物質の影響
はおそらく危ないだろうという曖昧な状態
のまま置かれている現状がある。本研究では
脳発達における環境化学物質の影響の解明
にあたり、ダイオキシンをモデル物質として
in vivoでの影響に即した作用機構を明らかに
し、さらにそれに基づく新たな in vitroの動物
実験代替法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物を用いた検証 
①曝露時期の違いによる行動の変化の検証 
 野 生 型 マ ウ ス 妊 娠 12.5 日 に
2,3,7,8-TCDD(0.6μg/kg 体重)もしくは対照
物質としてコーン油を母体に経口投与によ
る曝露を行う。出生後、母動物の入れ替え
(cross-fostering)を行い、（1）対象群（コーン
油のみ）、(2)胎児期のみ曝露、(3)授乳期のみ
曝露、(4)胎児期・授乳期曝露の 4群を作成し
た。その仔動物に行動試験（Intellicage試験、
Flavor map 試験、KODOMO 試験）を行い、
学習機能への曝露影響を 4群で比較・検討し
た。 
②新たな行動解析法の開発 
 これまでに我々が用いて来た Intellicage
試験において、高次学習能力の解析法を開発
した。このたび新たに情動行動解析のための
解析手法の確立を目指した。野生型マウスの
妊娠中に BPA を曝露し、その母獣から生まれ
た仔について解析を行った。本研究では、飲
水の制限を行うと同時に、飲水可能時間では、
飲水行動に伴うノーズポーク（飲水機に鼻を
入れる行動）の回数を増やし、この行動を誘
発させた（手続き①）。次のステージでは、
ノーズポークを制限し、ノーズポーク間に待
機時間を設け、一定時間待機すれば飲水可能
になるとプログラムした（手続き②）。これ
らの手続きを通じて、曝露動物において、ど
のような行動変化が起こりうるかを検証し
た。 
③化学物質曝露による脳内の構造変化 
 上記の行動解析を行うと同時に、周産期の
仔マウスより、脳を回収し、神経細胞に関す
るタンパクの発現変化や、シナプスの変化を
解析した。 
（２）培養細胞を用いた TCDD作用メカニズ
ムの解明 
 これまでの実験動物を用いた行動解析に
おいて、妊娠 12.5 日目の TCDD 曝露が仔動物

の行動に変化を及ぼすことから、TCDD の作用
時期および作用メカニズムについて検証を
行った。 
①マウス胎児海馬初代培養細胞を用いた検
証 
 妊娠 12.5 日目からの TCDD 曝露のうち、ど
の時期にどのような作用が起こりうるかに
ついて、胎生 12 日齢および 18 日齢のマウス
胎児の海馬を用いて、初代培養細胞を作成し
た。これを 14 日間の培養期間のうち、全期
間、前半７日間、後半７日間のそれぞれの曝
露期間を指定し、TCDD 曝露を行った。 
 その後、これまでに報告されている NMDA
受容体サブユニットやアストロサイトの分
泌タンパクなどの mRNA 発現についてリアル
タイム PCR 法を用いて解析した。 
②ヒト胎児由来神経前駆細胞株を用いた検
証 
 これまでに報告されている神経系細胞へ
の影響がヒト胎児においても起きうるかを
検証するため、胎生 10 週齢の胎児脳より樹
立された神経前駆細胞株を用いて、神経分化
における化学物質曝露影響について検証し
た。分化開始後からTCDD、BPAなどを曝露し、
各神経系細胞マーカーの発現量を指標に各
神経細胞、アストロサイトなどへの分化の程
度の変化を解析した。 
③作用メカニズムに関する検証 
 上記①②の細胞をそれぞれ用い、特に TCDD
の作用受容体であるAhRを中心に発達機にお
けるこれらの役割を検証した。 
また、マイクロアレイ法ならびにカスケード
解析法を用い、TCDD 曝露時に発現変化する遺
伝子群の特定と、TCDD 曝露によりシグナル伝
達がおこる可能性のあるAhR以外の経路につ
いての探索を行った。 
 
４．研究成果 
（１）実験動物を用いた検証 
①曝露時期の違いによる行動の変化の検証 
曝露時期の違いによる影響の違いを検証す
るため、里親飼育による曝露期間が異なるマ
ウスの作成を行った。これらの作成は、研究
者の異動に伴う施設の使用形態の変化や、里
親飼育時の初乳の扱い（初乳は化学物質の蓄
積が多いとの報告がある）の困難さにより、
十分な個体数を集めて解析を行うことがで
きなかった。また、里親飼育では曝露時期の
分割が難しいため、これまで行ってきた妊娠
12.5 日におけるダイオキシン曝露群に加え、
生後 0日目に母親へのダイオキシン曝露群の
作成を目指したが、十分な個体数を得るに至
っていない。  
 上記の通り、実験動物を用いた研究では、
研究期間を通じて、施設・研究体制の変更も
含め、十分な個体数を用いて検証することが



できなかった。現在、これらの研究も進行中
であり、継続してデータを取得、解析し、研
究成果を発表する予定である。
②新たな行動解析法の開発
 妊娠期に
を 曝 露 し 、
IntelliCage
手続き②において、
時間が長くなるにつれ、
飲水の回数の減少と、ノーズポーク間隔の減
少が認められた。これらの結果から胎児期
BPA 曝露が
ことが

 
③化学物質曝露による脳内の構造変化
 周産期ダイオキシン曝露を受けた成獣に
おけるシナプスの数を解析したところ、曝露
群において減少していることが認められた。
また、
種々の神経関連遺伝子の発現解析を行った
ところ、細胞骨格関連タンパクのタンパク量
の減少を認めた。
日齢を重ねるに連れて、発現が増加すること
が分かった。
 一方、②の
期の脳組織における神経関連遺伝子の発現
解析を行ったところ、細胞骨格タンパクの発
現上昇が認められた

（２）
ズムの解明
①マウス胎児海馬初代培養細胞を用いた検
証 
 作用時期の特定のため、
化学物質の曝露時期に合わせたタイミング
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妊娠期に 0、40
を 曝 露 し 、 そ の 仔 マ ウ ス に つ い て
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手続き②において、
時間が長くなるにつれ、
飲水の回数の減少と、ノーズポーク間隔の減
少が認められた。これらの結果から胎児期
曝露が衝動性を
ことが示唆された（下図）。

化学物質曝露による脳内の構造変化
周産期ダイオキシン曝露を受けた成獣に
おけるシナプスの数を解析したところ、曝露
群において減少していることが認められた。
また、発達期の脳を採取し、発達期における
種々の神経関連遺伝子の発現解析を行った
ところ、細胞骨格関連タンパクのタンパク量
の減少を認めた。
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が分かった。 
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できなかった。現在、これらの研究も進行中
であり、継続してデータを取得、解析し、研
究成果を発表する予定である。
②新たな行動解析法の開発 

40、400μg/kg/day
そ の 仔 マ ウ ス に つ い て
を用いて検証した。その結果、

手続き②において、 ノーズポーク間の待機
時間が長くなるにつれ、BPA 胎児期曝露群の
飲水の回数の減少と、ノーズポーク間隔の減
少が認められた。これらの結果から胎児期

衝動性を引き起こす可能性がある
れた（下図）。

化学物質曝露による脳内の構造変化
周産期ダイオキシン曝露を受けた成獣に
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群において減少していることが認められた。
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ところ、細胞骨格関連タンパクのタンパク量
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