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研究成果の概要（和文）：最初に、神経幹細胞を用いたニューロスフェア法で銀ナノ粒子の神経系発生毒性評価を行っ
た。ニューロスフェアを培養系に静置すると、表面から細胞が外側に向かって移動した。この系に銀ナノ粒子を曝露し
、細胞の移動距離を測定すると、銀ナノ粒子濃度との関係に直線関係を得た。50%阻害率は約400 ng/mlだった。また、
銀ナノ粒子を曝露する前に予めニューロスフェアから神経幹細胞を十分に移動させておき、それから銀ナノ粒子を曝露
すると、ある濃度以上の銀ナノ粒子は、移動した神経幹細胞のアポトーシスを誘導させることが明らかになった。
次に、銀ナノ粒子を新生仔に経口投与すると、自発運動量が有意に亢進した。

研究成果の概要（英文）：We first analyzed the particle size of the AgNP used in this study by DLS . The 
maximum peak in DLS analysis was observed at 10 nm. We applied a neurosphere assay for neurodevelopmental 
effects of AgNPs. AgNPs inhibited cell migration in a dose-dependent manner. There was a linear 
correlation between the inhibition of migration and the logarithm of the particle concentration . 
Preceding migrated cells were retarded and/or collapsed by exposure to AgNPs: lower doses of AgNPs 
(0.31～1.25 μg/ml) caused a 42% retardation for 48 h, while higher doses of AgNPs (2.5～10 μg/ml) 
collasped migrating cells. Furthermore, collapsed cells were TUNEL-positive and showed a defect in the 
mitochondrial membrane potential.
We also examined the effects of AgNPs on rat behavior. A single oral administration of bisphenol A into 
5-day-old male Wistar rats caused significant hyperactivity. It was about 1.3～1.4 fold more active in 
the nocturnal phase than control rats.

研究分野： 環境神経科学

キーワード： 銀ナノ粒子　神経発生毒性
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１． 研究開始当初の背景 
ナノテクノロジーは、これまでの科学技
術基本計画や新産業創造戦略において、
推進すべき重要な政策として位置づけ
られており、産業発展のために必須の科
学技術である。したがって、我が国が産
業立国として２１世紀の新たな産業技
術をリードしていくためにもその基盤
となるナノ材料の健康への影響、特に次
世代への健康影響を明確にして、十分な
対策を構築することが極めて重要な課
題である。 
しかしながら、ナノ材料の有害性に関し
ての研究報告は混沌とした状況にある。
それはナノ材料の特異的な物性にある
といわれている。ナノ材料では結晶のサ
イズが小さくなることにより、電子状態
が変化し、通常の大きな物質にはないよ
うな性質が現れる。化学反応は、基本的
に物質の表面で起こるが、物質がナノサ
イズになることにより単位質量当たり
の表面積が大きくなる。この比表面積の
増大が化学的反応性を高める。その他、
小さくなることにより多くの物理化学
的な変化が知られてきているが、身体の
中での生物学的な作用は必ずしも明ら
かになっていない。このように、ナノ材
料は評価困難物質とされ、その有害性評
価は全く不明である。 
  こうした健康リスク評価の困難な
物質を敢えて本研究において取り上げ
た理由は以下のような研究経緯がある
ためである。 

過去に見られた「胎児性水俣病」の
ような環境に起因した重篤な疾病は姿
を消したが、今日の環境に起因した物理
化学的因子による胎児や新生児への影
響は依然懸念されている。大人には無影
響と思われる微量の環境因子も、生体防
御系の未熟な胎児・新生児への影響は無
視できなくなっているという指摘であ
る。曝露条件により、それらの影響が直
ぐ現れたり、大人になってから晩発性に
現れたりする。この時期がリスク形成期
と呼ばれる所以である。 
今日のヒトの精神神経疾患の中で環境
化学物質との因果関係が明白に特定さ
れた疾患はこれまで明らかにされてき
ていない。米国五大湖近辺の汚染魚類を
大量に摂取した妊婦の子供の認知能の
遅延や行動発達異常の報告はかなり因
果関係に迫っているが、今日の曝露様式
に見られる低濃度での慢性影響を実証
することは困難になってきている。 
しかしながら、内分泌攪乱化学物質のよ
うな低濃度で慢性曝露が懸念されてい
る環境化学物質による発達期中枢神経
系への影響の報告が動物実験で近年相
次いでいる。たとえば、青班核の形態異
常、大脳皮質の層構造異常、探索行動異

常、恐怖・痛みへの反応異常、空間学習
の異常や多動性障害などである。これら
の報告は、微量な環境化学物質でも生体
防御系の未熟な発達期の（長期）曝露は、
個体レベルでの大きな影響として現れ
うることを如実に示している。 
このような基礎研究が、環境省による
「子供の健康と環境に関する全国調査
（エコチル調査）」の実施につながって
いる。 
  こうした中で、私たちは内分泌攪乱
化学物質が神経系の発達障害をもたら
し、ラット多動性障害をきたすことを実
証してきた。多動性障害は、注意欠陥多
動性障害や自閉症などにみられること
からそのインパクトは実に大きなもの
であった。 
  一方、内分泌攪乱化学物質の影響評
価においては「低用量問題」というカイ
ネティックスが観察されてきている。私
たちはこの問題に対して、新たな神経系
発生毒性評価系を確立することにより
「低用量問題」を克服し、内分泌攪乱化
学物質や農薬の神経系発生毒性影響評
価系を確立してきた。 
  以上のような経緯により、独自に開
発してきた環境因子の神経系発生・発達
毒性の評価系を今日健康リスク評価困
難物質とされているナノ材料に応用す
るに至ったわけである。 

 
２． 研究の目的 

ディーゼル排気粒子に含まれているナ
ノ粒子が、マウスの自発運動量に影響を
及ぼし、モノアミン系の代謝産物量が変
化するという報告がなされてきている
[文献 Particle and Fibre Toxicology 
2010)7:7]。 そこで、第一に、本研究で
は銀ナノ粒子の影響をラットの自発運
動量を指標とした行動試験で検出する
ための試験系の開発を行う。また、病理
組織像の異常を検査するために、カテコ
ールアミン合成酵素をはじめとするド
ーパミン情報伝達機構を構成するコン
ポーネント変動の有無を調べる。更に、
こうした異常が、銀ナノ粒子による神経
系の発達障害であるかどうかを調べる。 
  第２に、上記の行動試験で示される
結果を更に神経系発生毒性学的に分子
レベルで明らかにするために神経幹細
胞を用いた In Vitro 系において調べる。
これは神経系ネットワークの形成に必
要な神経幹細胞の移動や増殖あるいは
銀ナノ粒子による神経系細胞の死を指
標とした極めて定量的な試験法であり、
毒性評価において情報量に富む。 
 

 
３． 研究の方法 

初代培養ラット神経幹細胞を用いた



neurosphere アッセイ法によるナノ材
料の神経系発生毒性評価系の確立 
 
今日の環境化学物質は微量でかつ慢性
的に曝露しているという特徴を有し、そ
の発達期中枢神経系への曝露影響を評
価するとき、胎児の脳形成及び発達を司
る神経幹細胞の研究が重要になってき
ている。神経幹細胞は未分化な細胞で、
ニューロン、アストロサイト、オリゴデ
ンドロサイトに分化しうる「多分化能」
と自分と全く同じ細胞のコピーを作る
「自己複製能」の基本的性質を有してい
る。更に、損傷した脳部位に移動し修復
する「修復能」の性質も明らかにされた。
神経幹細胞は、胎生期から成熟期まで生
涯にわたり存在するといわれ、神経幹細
胞の機能に環境化学物質はどのように
影響するかを調べることは極めて重要
になってきている。 
はじめにラット胎生 15～16 日の脳胞か
ら神経幹細胞を単離し、その培養系を確
立する。脳胞から取り出した神経幹細胞
は、これまでの予備実験において培養 7
日ぐらいから塊を形成しはじめ、2～3
週間で直径 100～200 ミクロンの球状の
塊を形成する(neurosphere の形成)。今
回は、この neurosphere を用いて実験を
行こなう。neurosphere を培養系に静置
すると、表面から細胞が飛び出してくる
のを観察している。neurosphere が培養
皿に接着していると、飛び出してくる細
胞も底皿を外側に向かって移動してい
くことが観察された。脳内の神経幹細胞
もその他の神経系細胞も胎生期から新
生期にかけて盛んに移動し、機能的な神
経回路網を形成することから神経系細
胞の移動は、高次脳機能形成に重要な現
象で、培養系でその細胞移動を模擬でき
ると考えられる。 
こうした神経幹細胞の移動に対して、ナ
ノ材料、はじめに銀ナノ粒子がどのよう
な影響を及ぼすかの評価を行う。銀ナノ
粒子は、殺菌剤として古くから使われ、
近年では脱臭剤や消毒剤として利用さ
れている。 
  銀ナノ粒子が他の内分泌攪乱物質
や農薬のように神経幹細胞の移動を阻
害するならば、次に銀ナノ粒子が神経幹
細胞の増殖をも抑制し、アポトーシスを
誘導しているかを調べる。神経幹細胞の
増殖は、細胞核抗原である ki-67 の免疫
細胞染色法により定量化する。 
  更に、分子レベルのメカニズムを明
らかにするために DNA アレイ法を実施
する。 
  以上のように、培養神経幹細胞の
neurosphere アッセイ系を用い、神経幹
細胞の移動、増殖やアポトーシス誘導能
を定量化し、銀ナノ粒子の神経系発生毒

性を評価する。曝露する銀ナノ粒子の粒
径を変え（１０～3０nm）、単位質量当
たりの表面積を表す「比表面積」につい
ての更なる検討を加える。 
1. 銀ナノ粒子によるラット行動試験 
私たちはこれまでに内分泌撹乱化学物
質や農薬がラット新生仔に曝露すると、
多動性障害が惹起されることを自発運
動量を指標とした行動科学的に実証し
てきている。その原因としてカテコール
アミン系神経の発達障害であること示
した。一方、東京理科大の武田グループ
は、ディーゼル排気粒子に含まれている
ナノ粒子が、私たちの報告と同じように
マウスの自発運動量に影響を及ぼし、し
かもモノアミン系の代謝産物量が変化
するという報告を行っている [文献
Particle and Fibre Toxicology (2010) 
7:7]。  
そこで、本研究ではこれまで確立してき
た自発運動量を指標とした行動試験を
次のように行う。 
銀ナノ粒子（10nm～30nm）を生後 5
日の雄性 Wistar ラットに経口投与する。
ヒトの学童期に対応する４～５週齢よ
り自発運動量（Supermex システム・室
町機械株式会社）を測定を始める。自発
運動量測定器は、遠赤外線を利用した温
度センサーが付着しており、これでラッ
トを認識し、ラットの移所行動、身づく
ろい、立ち上がりを測定する。８～１１
週齢まで測定を継続する。 

  
４． 研究成果 

ナノ材料の生体影響はそのサイズに依
存していると考えられていることから、
２種類のサイズの銀ナノ粒子を用いて
ラット自発運動量への影響を検討した。 
  ２種類の銀ナノ粒子のサイズを光
散乱法を用いて測定した結果、10nm と
20～30nm のところにピークを持つこと
が明らかになった。 
  次に、これらの銀ナノ粒子を分散溶
液中で分散した状態で生後５日の雄性
ラット新生仔に経口投与した（30μ
g/pup）。対照ラットには分散溶液のみを
投与した。６週齢より自発運動量
（Supermex システム）の測定を開始した。
本システムではラットをとらえるセン
サーが付属してあり、ラットの異所行動、
身つくろい、立ち上がりなどを測定する。 
  その結果、生後５日に銀ナノ粒子
（10nm あるいは 20～30nm）を投与した
ラット群（５～７匹）の自発運動量は、
対照ラットのそれに比較すると、それぞ
れ 1.4 倍、1.3 倍有意に亢進することが
明らかになった。 
  また、その分子レベルでの影響を
DNA アレイ法で解析した。解析には各中
脳を供した。その結果、シナプトタグミ



ンや各種膜受容体や P450 などの遺伝子
発現が２倍以上増加していることが明
らかになった。これらの遺伝子のこれま
で報告されてきた機能から銀ナノ粒子
の影響ネットワークを推定することは
困難であった。 

また、neurosphere アッセイ法は以
下のように実施した。ラット胎生 15～16
日の中脳胞から神経幹細胞を単離し、そ
の培養系を確立した。中脳胞から取り出
した神経幹細胞は、自己組織化により培
養 7 日ぐらいから塊を形成しはじめ、2
～3 週間で直径 100～200 ミクロンの球
状の塊を形成する。ニューロスフェアを
培養系に静置すると、表面から細胞が飛
び出した。ニューロスフェアが培養皿に
接着していると、飛び出してくる細胞も
底皿を外側に向かって移動していくこ
とが観察された。脳内の細胞移動と培養
系の細胞移動が同義的とは考えにくい
が、現象的に模倣した。 
次に、こうした系に銀ナノ粒子を曝露し、
その影響を調べた。ある濃度以上の銀ナ
ノ粒子を曝露すると、ニューロスフェア
から移動してくる細胞が減少した。細胞
の移動距離を測定し、銀ナノ粒子濃度と
の関係を調べてみると、直線関係を得れ
た。50%阻害率(IC50)を見積もると、約 400 
ng/ml だった。これは他の細胞を用いた
研究報告よりも大変感度の良い評価系
であることを示した。 
更に、銀ナノ粒子を曝露する前に予めニ
ューロスフェアから神経幹細胞を十分
に移動させておき、それから銀ナノ粒子
を曝露する実験を行った。ある濃度以上
の銀ナノ粒子は、移動した神経幹細胞の
アポトーシスを誘導させることが明ら
かになった。結果的に移動した神経幹細
胞が反発し縮退したかのようになるの
で。「反発性アポトーシス」と名付けた。
細胞骨格を調べてみますと細胞の形態
が変化し、細胞内小器官の一つであるミ
トコンドリアの膜電位の異常も付随し
て観察された。 
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