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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境化学物質曝露時に観察される「ストレス脆弱性」状態の発現メカニ
ズムを解明するとともに、曝露初期の変化を検出可能な新規バイオマーカーの確立を目的とした．哺乳類の脳神
経系への影響が懸念されるネオニコチノイド系農薬を曝露したマウスにおいては、新規環境において多様な神経
行動学的影響がみられ、一部の脳領域において神経細胞数が変化することを示した．加えて、ヒト神経芽細胞腫
を用いた実験から、曝露初期に細胞内へのカルシウム流入が見られ、関連する遺伝子発現の変化を誘導すること
が明らかになった．これらの結果から神経細胞における特定の遺伝子発現変化が新規バイオマーカーの候補とな
る可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Although the disruptions of stress responses are involved in stress-related 
mental disorders such as depression and anxiety disorder, it still remains unknown how environmental
 factors make us vulnerable to stress. The purpose of this study is to elucidate the underlying 
mechanism of onset of stress vulnerability by environmental chemicals and to explore new biomarkers.
 
Our study demonstrated that a neonicotinoid pesticide, clothianidin induced various stress-related 
behavioral changes of mice in a novel environment in addition to increasing the number of neural 
cells in particular areas of brain. We also found that clothianidin evoked the transient 
intracellular calcium flux in human neuroblastoma SH-SY5Y cells immediately after exposure and 
induced changes of the gene expression profile. Taken together, the alteration of gene expression in
 neural cells could be new biomarkers to detect risks of environmental chemicals. 

研究分野：毒性学
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平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は，哺乳類へ及ぼす影響に関するデータが不足している農薬のリスク評価に対し、新たな知見を提
供することで毒性学および予防医学的において多大な波及効果をもたらす．また、本研究の応用により、「化学
物質が高次脳機能に対して影響を及ぼすのか否か」を簡便かつ高感度に検出可能な新規リスク評価法の開発が期
待でき、将来的な実験動物の使用数削減等にも繋がると考えられる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在，社会問題となっているうつ病や不安障害を含むストレス関連精神疾患増加の原因とし
ては，生来の遺伝要因に加えて，化学物質曝露や養育環境等の環境要因が挙げられる．これら
の疾患は「一定レベルの心理的ストレス曝露に対して過剰な反応を示す」高感受性集団におい
て発症しやすいため，その病態モデルとして個々の素因に様々な環境要因が複合し，閾値を越
えた際に初めて症状が顕在化する「ストレス脆弱性仮説」が支持されている[Ingram and Luxton, 
2005]．しかし，環境要因が実際に「ストレスに対する脆弱状態」を発現させるメカニズムには
不明な点が多く，適切な解析モデルは存在していない． 

1990年代に開発されたネオニコチノイド系農薬は，昆虫のニコチン性アセチルコリン受容体
（nAChRs）を標的としたアゴニスト作用を示す．しかしながら，ネオニコチノイドは哺乳類の
神経細胞に対しても nAChRsを介して異常興奮を惹起することが報告された [Kimura-Kuroda et 
al., 2012]． nAChRsは脳全域に発現し，コリン作動性神経伝達を司るのみならず，神経発生や
分化，シナプス形成等に関与するため，ネオニコチノイドが非標的生物の脳神経系に及ぼす不
測の影響が懸念されている．我々はこれまでに新規環境化学物質の一例として本農薬に着目し，
哺乳類の神経行動機能に及ぼす影響を精査する中で，毒性試験における無毒性量以下の曝露に
よりマウスの不安様行動や特徴的なストレス関連行動（負の情動応答とされる異常啼鳴）や，
ストレス応答関連脳領域の過剰な活性化がみられる等の所見を得てきた． 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，近代特有の環境要因である化学物質が引き起こす「ストレス脆弱性」の発
現メカニズムを解明することである．ネオニコチノイド系農薬曝露マウスや培養神経細胞をモ
デルとし，個体から組織，細胞，分子レベルにおいて，曝露初期にどのような応答が起きてい
るのかを明らかにすることで新規バイオマーカーの探索を目指す． 
 
３．研究の方法 
(1)動物モデルを用いた環境化学物質の影響評価およびメカニズム解析 
発達中の神経系へ及ぼす影響を明らかにするため，マウスの発達期にあたる 3-8 週齢にかけ
てネオニコチノイド系農薬の 1種ジノテフランを曝露し，成獣となったマウスに対し各種行動
試験や組織学的解析による影響評価を行った．また，本農薬が脳神経系に及ぼす影響に関する
知見を深めるため，ネオニコチノイド系農薬の 1種クロチアニジンが及ぼす行動学的影響にお
ける性差や週齢差を検討した．さらに，妊娠期における曝露が胎子へ移行するかどうかを検証
するため，クロチアニジンを投与した妊娠マウスを用いて，母獣および胎子組織中の体内動態
を比較した． 
 
(2)培養細胞モデルを用いた環境化学物質の影響評価およびメカニズム解析 
マウス神経芽細胞腫（Neuro-2a）やヒト神経芽細胞腫（SH-SY5Y）等を培養神経細胞モデル
として上述のネオニコチノイド系農薬を曝露し，細胞数，細胞内カルシウム濃度，MAPK のリ
ン酸化状態等に着目した機能的影響評価を行った．また，神経分化における影響を評価するた
め，レチノイン酸や脳由来神経栄養因子の存在下において分化誘導を行い，ネオニコチノイド
系農薬が神経突起の伸長に及ぼす影響を評価した． 
 
(3)網羅的遺伝子発現解析を用いた新規バイオマーカー候補因子の探索 
培養細胞モデルについて，マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行い，遺伝子発現
プロファイルの変化を検証した．また，データベースから取得した既存のアレイデータ等と比
較することで新規バイオマーカーの候補となる因子の抽出を試みた． 
 
４．研究成果 
(1)動物モデルを用いた環境化学物質の影響評価
およびメカニズム解析 
ジノテフラン曝露マウスにおいては，オープン
フィールド試験において多動症状を示すと同時に，
強制水泳試験やテールサスペンション試験におい
て，うつ様行動の減少がみられた．加えて，中脳
に お い て Tyrosine hydroxylase お よ び
5-hydroxytryptamine 陽性を示すドーパミンおよび
セロトニン産生細胞が増加していることが明らか
になった．以上の結果から，神経細胞が標的とな
ること，分化・発達期の脳における影響が強く示
唆された［雑誌論文④，⑤；学会発表②，③］（図
1）． 
 一方で，クロチアニジン単回投与によってみら
れる行動学的変化については，雌マウスは雄マウ
スに比べて影響が顕在化しにくいこと，ならびに，



老齢マウスは若齢マウスに比べて感受性が高いことが明らかになった［学会発表⑦，⑨，⑭，
⑮］．加えて，妊娠マウスに投与したクロチアニジンおよびその代謝物は母獣および胎子におい
て同等の濃度で検出されることから，今後胎子への次世代影響を検証する必要性が示唆された
［学会発表⑥，⑬］． 
 
(2)培養細胞モデルを用いた環境化学物質の影響評
価およびメカニズム解析 

Neuro-2a においては，細胞数，神経突起の伸長に
影響はみられなかった一方で，SH-SY5Yにおいては，
クロチアニジン曝露 24時間後において，顕著な細胞
数の増加がみられた．細胞数の増加は nAChRs アン
タゴニストである Mecamylamine により消失したこ
とから，ヒト nAChRsの関与が想定された。加えて，
クロチアニジン曝露直後において一過性のカルシウ
ム流入が観察され，曝露数時間後においては細胞内
シグナル経路 ERK のリン酸化レベルが上昇してい
た．また，分化誘導中にクロチアニジンを曝露した
結果，濃度依存的な神経突起の伸長が観察された．
以上の結果から，ネオニコチノイド系農薬が細胞内
におけるカルシウムシグナルをかく乱することで機
能的影響を及ぼすことが明らかとなった．［学会発表
①］(図 2) 
 
(3)網羅的遺伝子発現解析を用いた新規バイオマー
カー候補因子の探索 
 マイクロアレイを用いて遺伝子発現プロファイ
ルを比較した結果，クロチアニジン曝露時に 1.5
倍以上発現低下する 151遺伝子を抽出することが
できた．これらの遺伝子群の生物学的機能につい
て Gene Ontology解析を行った結果，「カルシウム
イオン流入」や「糸状仮足形成」に関連すること
が明らかになった［学会発表⑫］（図 3）．今後こ
れらの遺伝子の発現変動が新規バイオマーカーと
して有用であるかを実験的に検証していくことで
「ストレス脆弱性」の発現を予測的に検出可能な
新規リスク評価システムの開発が期待できる． 
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