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研究成果の概要（和文）：まず、仔マウスに使用可能な早期検診を調べられる空間学習テストを確立することができた
。DEおよびDE-SOAを曝露された群は対象群と比べ、嗅球に基づいた学習能力の低下が認められた。嗅球におけるAC3、 
GOLFのmRNA 発現量の増加、海馬における記憶関連遺伝子、炎症性マーカーなどのmRNA 発現量の増加がDE-SOA群で見だ
した。DE-SOAの発達期曝露は、嗅球と海馬における神経・免疫バイオマーカーを介して仔マウスの学習行動に影響を及
ぼすことが示唆された。SOAの神経免疫毒性のメカニズムを明らかにするために、免疫細胞欠損マウスを用いて調べた
結果、TLR4シグナル伝達が関わる可能性が認められた。

研究成果の概要（英文）：We have established a novel olfactory-based spatial learning test and examined 
the effects of exposure to nano-sized diesel exhaust-origin secondary organic aerosol (SOA) on the 
learning performance in preweaning mice. Pregnant BALB/c mice were exposed to clean air, diesel exhaust 
(DE), or DE-origin SOA (DE-SOA) from gestational day 14 to postnatal day (PND) 10 in exposure chambers. 
On PND 11, the mice were examined by the olfactory-based spatial learning test. The mice exposed to DE or 
DE-SOA took a longer time to reach the target as compared to the control mice. N-methyl-D-aspartate 
(NMDA) receptor subunits NR1 and NR2B, and immunological markers such as TNF-α, COX2, and Iba1 mRNAs 
were significantly increased in the hippocampi of the DE-SOA-exposed preweaning mice as compared to the 
control mice. Our results indicate that DE-SOA exposure during developmental period may affect the 
olfactory-based spatial learning behavior in preweaning mice.

研究分野：環境学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
これまで、DEP の影響を検討した in vivo 

研究において、ナノ粒子を多く含んだディー

ゼル排気ガス(NRDE) 曝露が学習能力および

脳内での記憶関連遺伝子発現に影響を及ぼ

すことを明らかにした(文献 1-6)。初めに、

DE-SOA の健康影響に関する研究を行い、単回

点鼻投与は肺に炎症を引き起こすが、脳では

重度の影響は観察されないことを報告した

(文献 7)。次に、DE-SOA が繰り返し曝露され

ると、マウスの脳にどのような影響が現れる

か検討するため、DE-SOA の 4 回点鼻投与およ

び吸入曝露実験を行った。その結果、DE-SOA

の 4回点鼻投与が海馬における記憶関連遺伝

子、炎症性サイトカイン、酸化ストレスマー

カー等の発現変動を介して脳に影響を引き

起こすことを明らかにした。更に、DE-SOA 吸

入曝露がマウスの学習行動、母性行動に影響

を及ぼす可能性があることを報告した(文献

8)。そして、DE-SOA の発達期曝露が社会行

動・空間学習能力に及ぼす影響を検討し、社

会行動の一部に影響を及ぼすことを見だし

た (文献 9)。さらに、胎仔期から乳仔期での

DE もしくは DE-SOA の発達期吸入曝露が成熟

後の雄マウスの性行動や不安・情動レベルに

どのような影響を及ぼすのかを検討した。妊

娠 14 日目から出生後 21 日目まで（5 時間/

日、5日/週）のDEもしくはDE-SOAを曝露し、

成熟後の雄マウスの性行動や不安関連行動、

およびうつ病症状様行動を観察した結果性

行動や不安関連行動への影響は認められず、

またうつ病症状様行動の発現も認められな

かった。発達期における環境汚染物質曝露は、

小児、あるいは次世代の健康に対する主な危

険要因となる可能性があることが報告され

ている。これまでに、環境汚染物質の発達期

曝露が成人の脳神経系、特に、学習行動に及

ぼす影響に関しては一部報告されているが、

仔マウスの学習行動への影響についてはま

だ不明である。小児や次世代の健康を維持す

るためには早期検診による評価が必要であ

る。成人の学習、および記憶機能を調べる評

価法は多く開発されているが、仔マウスにお

ける影響を評価できる試験方法はまだ少な

い。そこで、本研究では嗅覚に基づいた空間

学習テストを確立し、発達期 DE-SOA 曝露の

影響を出生後 11 日目の仔マウスを用いて評

価することを目的とした。 

 
２． 研究の目的 
大気中で一次粒子物質中のガス成分が酸

化し、二次有機エアロゾルSOAが生成される。

さらに、大気中だけではなくオフィスや家屋

内でもプリンター、コピー機等がオゾンを発

生し、そのオゾンは有機混合物（VOCs）と反

応し、SOA を生成することが示唆された(文献

1)。SOA の in vivo, in vitro 研究によると、

SOA を含んだ石炭火力発電所排気が肺と心臓

に酸化ストレスを引き起こすことが示唆さ

れている。しかしながら、SOA の脳神経系に

及ぼす影響はほとんど明らかになっていな

い。そこで我々は、DEP にオゾンを加えた

DE-SOA モデルを用いて、ディーゼル排気ガス

由来二次有機エアロゾル DE-SOA の生体に及

ぼす影響に着目した。 

本研究では、 

(1) 仔マウスに使用可能な早期検診を調べ

られる空間学習テストを確立する 

(2) SOA 発達期曝露による BALB/c 新生児

マウスの学習行動と記憶関連遺伝子の

発現を調べる 

(3) SOA 発達期曝露における免疫担当細胞

TLR4 の役割を検討することを目的と

した。 

 
３．研究の方法 
実験動物として妊娠13日のBALB/c マウス

を日本クリーア(株)より購入し、妊娠14日目

から出生後10日目まで全身吸入曝露チャンバ

ーを用いて、ディーゼル排気(DE)、 DEにオゾ

ンを加えたDE-SOA、または除粒子(Gas)の曝露



（5時間/日、5日/週）を行った。出生後11日

目にビデオ・トラッキング・システムを用い

て、仔マウスの学習行動能力を観察した。仔

マウスでの空間学習能力を調べられる嗅覚に

基づいた空間学習テストでは4 試みのトレー

ニング過程及び1試みのテスト過程を行った。

トレーニング過程では、直径40cmの円型ケー

ジに3つの出発点を決めて、一つの出発点から

ターゲットまでかかる時間を180秒間記憶し

た。ターゲットでは8 cm X 12 cmの小さい箱

に母マウスと兄弟のマウスを入れ、目がまだ

開かない仔マウスが臭いを感じて自分の兄弟

がいるターケットのところまでのかかる時間

を記憶した。テスト過程では、ターゲットの

場所を覚えるかどうか調べるため、母マウス

と兄弟のマウスの箱をケージから外し、ター

ゲットまでのかかる時間を180秒間まで記憶

した。我々は別のグループに嗅覚や運動機能

のテストを行った。簡単に言えば、同じサイ

ズ（10 cm× 20 cm× 10 cm）の3つの領域に

分割されたトレイの上にワイヤーメッシュケ

ージ（30 cm× 20 cm× 10 cm）を置いた。ト

レイに、ホームケージの木材粉塵を試験ケー

ジの一方の側に、メッシュの下に置かれた、

きれいな木材粉塵は反対側のメッシュの下に

配置し、中心は、ブランクに保持した。嗅覚

や運動機能テストの日に、生後11日目に仔マ

ウスをホームケージから取り出し、中央に配

置した。三つの領域に存在する時間と領域の

間の遷移の数を３分間記録した。最終試験24

時間後に解剖を行い、麻酔下で嗅球と海馬を

採取し、嗅球におけるcAMPシグナル経路に関

わる嗅覚の感覚ニューロンに存在するバイオ

マーカー(AC3、 GOLF)、海馬における記憶関

連遺伝子(NMDA 受容体サブユニットNR1, 

NR2A, NR2B, 転写因子CaMKII)、または、嗅球

と海馬における炎症性サイトカインIL-1 、

TNF-、脳内炎症マーカーCOX2、免疫担当細胞

ミクログリアマーカーIba1などのmRNA発現変

化をリアルタイムRT-PCR方法で調べた。さら

に、海馬でのH & E染色を用いた組織学的調査

も行った。 

 
４．研究成果 

我々はこれまで、DEP の影響を検討した in 

vivo 研究において、ナノ粒子を多く含んだ

ディーゼル排気ガス(NRDE) 曝露が学習能力

および脳内での記憶関連遺伝子発現に影響

を及ぼすことを明らかにした(文献 1-6)。大

気中に加え、オフィスや家屋内でもプリンタ

ー、コピー機等がオゾンを発生し、そのオゾ

ンは有機混合物(VOCs)と反応し、二次有機エ

アロゾル SOA を生成する(文献 10)。SOA に対

する心血管・肺への影響はこれまで一部報告

されているが、脳・神経系への影響について

詳細は明らかではない。そこで我々は、DEP

にオゾンを加えた DE-SOA モデルを用いて、

ディーゼル排気ガス由来 DE-SOA の脳・神経

系への影響を調べた。我々はこれまでに、デ

ィーゼル排ガス由来 DE-SOA の単回点鼻投与

では肺に炎症を引き起こすものの、脳では重

大な影響がないことを報告している(文献 7)。

DE-SOA の単回・低濃度曝露では、成熟した脳

機能には影響を与えないのかもしれない。そ

こで、我々は昨年度、DE-SOA への感受性が高

いと考えられる 5週齢マウスを用いて、DE あ

るいは DE-SOA の濃度を高濃度にし、週 1回・

計 4回点鼻投与し、脳・神経系への影響を調

べた。その結果、海馬内の炎症性サイトカイ

ン、転写因子、酸化ストレスマーカー等の

mRNA 発現の変化が認められた。そこでより長

期間曝露の影響を検出するため、国立環境研

究所で設置された全身曝露チャンバーを用

いてDE及び DE-SOAの吸入曝露実験を行った。

具体的には DE 及び DE-SOA の吸入曝露を行

い、マウスにおける SOA の海馬依存的学習行

動や母性行動等を調べた。DE-SOA の 1カ月及

び 3カ月曝露の結果、新奇オブジェクト認知

テストにおいて影響が検出できた。その原因

として、DE-SOA が嗅神経あるいは血液から

脳に入り、酸化ストレスを産生することで記



憶関連遺伝子 NMDA 受容体及びその発現に関

わる因子の発現異常を誘導して学習能力に

影響することが想定された。更に、DE-SOA 群

の母性行動異常が認められ、その原因として

視床下部における ER、オキシトシン受容体

の発現異常を介している可能性が考えられ

た(文献 9)。 

胎児期や幼児期では外界からの刺激に対

する感受性・脆弱性が高く、この時期での環

境汚染物質曝露はより大きな影響を及ぼす

可能性があると考えられる。社会性の障害で

ある発達障害は、疫学研究から遺伝要因のみ

ならず、環境汚染物質曝露を含む環境要因が

原因で発症する可能性が指摘されており、今

後、環境汚染物質と発達障害発症との関連を

解明することが求められている。ディーゼル

排ガスについても、マウスやラットなどの動

物モデルを用いた研究では胎児期での曝露

が出生後の活動性やドーパミン神経系機能

の低下を引き起こすことが報告されている

(文献 11-13)。上述したように我々もこれま

でに、成体マウスでのディーゼル排ガス由来

DE-SOA の単回点鼻投与は、脳では重大な影響

がないものの、より感受性が高いと考えられ

る 5週齢マウスへの、DEあるいは DE-SOA の

高濃度曝露（週 1 回・計 4 回点鼻投与）は、 

海馬内の炎症性サイトカイン、転写因子、酸

化ストレスマーカー等の mRNA 発現を変化さ

せるという発達期曝露での脳・神経系への影

響を見いだしている。そこで胎仔期から乳仔

期での DEもしくは DE-SOA の発達期吸入曝露

が成熟後の雄マウスの性行動や不安・情動レ

ベルにどのような影響を及ぼすのかを検討

した。妊娠 14 日目から出生後 21 日目まで（5

時間/日、5 日/週）の DE もしくは DE-SOA を

曝露し、成熟後の雄マウスの性行動や不安関

連行動、およびうつ病症状様行動を観察した

結果、性行動や不安関連行動への影響は認め

られず、またうつ病症状様行動の発現も認め

られなかった。このことから、胎仔期から乳

仔期にかけての DEおよび DE-SOA の曝露は成

熟後の雄マウスの性行動や不安・情動レベル

を司る中枢神経系の発達には影響しないと

考えられる。本研究の結果から、胎仔期から

乳仔期での DEもしくは DE-SOA 曝露は少なく

とも性行動や不安症・うつ病を司る中枢神経

系の発達には影響しないと考えられる。しか

し、遺伝子改変マウスなど脆弱性も考慮した

動物モデルなどを用いてSOAの影響を調べる

必要がある。 

発達期における環境汚染物質曝露は、小児、

あるいは次世代の健康に対する主な危険要

因となる可能性があることが報告されてい

る。これまでに、環境汚染物質の発達期曝露

が成人の脳神経系、特に、学習行動に及ぼす

影響に関しては一部報告されているが、仔マ

ウスの学習行動への影響についてはまだ不

明である。小児や次世代の健康を維持するた

めには早期検診による評価が必要である。成

人の学習、および記憶機能を調べる評価法は

多く開発されているが、仔マウスにおける影

響を評価できる試験方法はまだ少ない。そこ

で、本研究では嗅覚に基づいた空間学習テス

トを用いて、学習能力に対する影響を早期検

出できる仔マウスモデルを確立し、発達期に

おけるDE-SOAの影響を評価した。その結果、

DE および DE-SOA を曝露された群は対象群と

比べ、嗅球に基づいた学習能力の低下が認め

られた(図 1)。嗅球における AC3、 GOLF の

mRNA 発現量の増加、海馬における記憶関連

遺伝子、炎症性マーカーなどの mRNA 発現量

の増加が DE-SOA 群で見いだされた。我々の

結果から DE, DE-SOA などの発達期曝露は仔

マウスの嗅覚に基づいた空間学習能力に影

響を及ぼすことが認められ、さらに、炎症マ

ーカーである TNF-αと NMDA 受容体サブユニ

ット（NR1、NR2A、NR2B）との間の関連性が

明らかになった(文献 14)。さらに、SOA の神

経免疫毒性のメカニズムを明らかにするた

めに、免疫細胞欠損マウスを用いて、空間学



習テストで調べて結果、空間学習障害に神経

免疫システムの活性化と TLR4 シグナル伝達

応答が関わる可能性が認められた。 

 

 

N = 8～10, **P < 0.01, *P < 0.05  

 

まず、我々は仔マウスに利用可能な早期検

診を調べられる空間学習テストを確立した。

そのマウスモデルを用いて、大気中の汚染物

質である DE-SOA の学習行動に及ぼす影響を

調べた結果、胎児期～乳児期における DE-SOA

曝露は嗅球のcAMPシグナル経路に関わるAC3, 

GOLF、さらに海馬における記憶と関連する遺

伝子、嗅球と海馬における炎症性サイトカイ

ンなどを介して嗅覚に基づいた空間学習に

影響を及ぼすことが考えられる。このような

学習能力に影響を及ぼす DE-SOA 中の成分は

まだ同定されていないが、有力候補である有

機物等が、血液循環あるいは嗅神経を介して

脳に入り、脳神経系に影響を引き起こす可能

性が考えられる。このような影響を示す成分

の同定およびその作用機序について、今後詳

しく検討していく必要がある。 
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