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研究成果の概要（和文）：　マウス雌(F0)の妊娠期に銀ナノ粒子を経気道曝露すると、F1雄を介してF2雄で海馬
の遺伝子発現変化が引き起こされた。この原因として、F1生殖細胞のmicroRNA発現変化を仮定し、妊娠期銀ナノ
粒子曝露によるF1精巣のmicroRNA発現変化を網羅的に解析した。
　その結果、曝露濃度依存的に発現変動するmicroRNAを特定することに成功した。その中のmicroRNAには、海馬
での遺伝子発現制御と深く関連するものが見出され、世代影響のメカニズムの一端を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：　The F2 offspring born to F1 sires which gestationally exposed to silver 
nanoparticles showed subtle changes in gene expressions related to behavior and acetylcholine 
signals compared to controls. To explore the mechanism of how the effects of F1 male pups were 
transmitted to F2 generation, we investigated changes in the expressions of one of the small 
non-coding RNA, microRNA, in the testes of F1 mice using microarray. 
　We observed significantly reduction of exposed F1 sperm motility and sperm number. We also 
identified some microRNA expression changes of exposed mice in a dose-dependent manner. These 
microRNA expressions were likely to be related to genes which were differentially expressed between 
exposed mice and controls in the F2 hippocampus. These data enable us to further investigate 
microRNA expression changes involved in the transgenerational effects of paternally acquired 
epigenetic effects.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ナノ粒子の妊娠期曝露により生じる多世代影響に関する報告は数少なく、そのメカニズムに関する報告は皆無で
ある。このような状況下、私たちはマウス胎仔期曝露の実験により、F1 世代の脳神経および雄性生殖器に粒子
が蓄積し健康影響が生じることを解明してきた。本研究は、妊娠期曝露の多世代影響に関する実験検証を行う良
いモデルを構築することに成功し、曝露を直接受けていない F2 の脳神経系への影響を解明、ならびに、そのメ
カニズムとしてのF1 生殖系列のエピジェネティックな変化を捉えることができた。本研究の遂行による世代影
響のバイオマーカー同定に向けた基礎的知見を付与した点に学術的・社会的意義があると考えている。
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１．研究開始当初の背景 
 
妊娠期は化学物質曝露などの環境ストレスの影響を受けやすく、子どもの成長後の疾患発症

増悪化に関与することが知られている。これは、現在では Developmental Origins of Health 
and Disease (DOHaD) 学説として広く受け入れられている。 
私たちはこれまでにディーゼル排気微粒子や酸化チタンナノ粒子の胎仔期 (F0) 曝露によっ

て、F1 雄での行動異常や病理組織学的所見、それに基づくシナプス可塑性分子の発現変化を見
出している (Takeda et al, 2009、Yokota et al, 2013, 2015)。一方で、F1 雄の精子性状にも影
響が生じることを観察している (Yoshida et al,2006、Ono et al, 2007,2008)。これらの結果は、
排ガスにフィルター処理を行いナノサイズの粒子を除去すると影響が認められなくなることか
ら、ナノ粒子の妊娠期曝露が次世代に及ぼす健康影響が懸念されると同時に、多世代・継世代
影響の引き金となり得ることが考えられた。実際に、妊娠中の母親への環境ストレス曝露が多
世代・継世代的に継承されることが報告されている (Skinner et al, 2006, 2012)。 
私たちがこれまでに行ってきた先行の実験系において、F1 雄の精子性状が悪化していること

から、F1 雄親から産まれる F2 世代への影響が生じるのではないかと作業仮説を立てた。しか
しながら、ナノ粒子曝露の多世代影響に関する知見はほとんどなく、本研究課題で明らかにす
る必要があると考えた。そこで、私たちが先行研究において集積している F1 雄の脳神経系へ
の影響に関するデータをもとに、F2 雄での脳神経系について遺伝子発現の観点から影響が生じ
る重要な遺伝子がないか探索を試みると同時に、世代影響のポイントとなる F1 雄の精巣毒性
を解析し、世代影響のメカニズムとなり得る候補分子を探索することとした。 

 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究では、ICR 妊娠マウス (F0) に銀ナノ粒子 (AgNP) を曝露させ、F1 雄の精子性状が

これまでの曝露と同様に悪化するのか否かを検討すること、また、F1 雄親から産まれた F2 雄
マウスの大脳皮質と海馬での遺伝子発現レベルでの影響を探索することを目的とした。 
さらに、F2 への世代影響の媒介として F1 雄の生殖細胞でのエピジェネティックな変化を仮

定し、精巣 microRNA 発現を網羅的に行い、世代影響の key となる分子を探る。これらの解析
をもとに、ナノ粒子曝露が F2 世代まで影響を及ぼすポテンシャルがあるのか否かを明らかに
する。 

 
 

 
３．研究の方法 
 
1) 実験動物およびナノ粒子曝露 

AgNP を独自の方法で調整しフィルター処理を行った後、生理食塩水で段階希釈を行い、高
濃度 (High) と低濃度 (Low) の 2 段階の濃度 (公比 10) を調整した。これらの溶液は、1 ヶ
月間室温に静置しても安定した状態で分散していることが明らかになった。この高分散 AgNP 
懸濁液は、ICR 妊娠マウスに投与する直前に調整した。投与は、吸入曝露の系を想定し、イソ
フルラン吸入麻酔下にて気管内投与を行った。AgNP 高濃度、低濃度、対照には生理食塩水を
投与した。出生仔（F1 世代）を飼育し、成獣期に、肛門生殖突起間距離 (AGD)、体重ならび
に雄性生殖器重量を測定し、摘出した臓器は-80℃にて解析まで保存した。また、解剖の 1 週間
前に、それぞれの群の F1 雄マウスは、別の雌マウスと交配させ、F2 世代を作出した。F1 世
代の精子性状解析は解剖の日に解析を実施し、精巣は-80℃にて解析まで保存した。F2 世代に
ついては、3 週齢 (大脳皮質と海馬摘出) で解剖を行った。摘出した大脳皮質と海馬は-80℃に
て解析まで保存した。 
 
2) F1 世代雄性生殖の解析 
	 解剖にて採取した精巣上体尾部より精子培養液中で精子懸濁液を調整し、37℃下で精子性状
解析（細胞死、運動率、形態）を行った。また、精巣組織を固定した後、パラフィン包埋を行
い、ミクロトームにより超薄切片を作成し、PAS 染色により病理組織学解析を行った。さらに、
凍結保存していた精巣サンプルは、small RNA 画分を含んだ状態で核酸抽出を行い、
Affymetrix GeneChip® miRNA 4.0 Array により、miRNA の網羅的発現解析を行った。 
 
3) F2 世代大脳皮質海馬の遺伝子発現解析 

F2 世代は、3 週齢の雄マウス大脳皮質と海馬の核酸抽出を行い、Affymetrix GeneChip® 
Mouse Gene 2.0 ST Array により、mRNA の網羅的発現解析を行った。 
 
 



４．研究成果	
 
1) F1 世代雄性生殖に及ぼす影響 

F1 世代雄マウスの解剖時の体重は、対照: 45.3±5.2 g、Low: 44.4±2.2 g、High: 44.8±2.6 g
となり、曝露による変化は認められなかった。また、凝固腺重量、精巣重量、精巣上体重量に
おいても、曝露による変化は検出されなかった。しかし、AGD においては、曝露濃度依存的
に有意に小さくなることが明らかとなった (5 %有意水準で対照群と差ありとした、以下同様)。
つぎに、精子性状解析を行ったところ、精子の生存率と運動率の有意な低下が認められた。 
つぎに、Low vs. Control、High vs. Control において、各群 N=4 以上の独立した RNA サンプ
ルを用意し、マイクロアレイによる miRNA 発現解析を実施したところ、曝露濃度依存的に有
意な発現低下を認めた miRNA が 10 個抽出された。この中の miRNA で次世代個体の発生に
影響を及ぼすことが報告されている miRNA は 2 つであった。 
 
2) F2 世代雄マウス大脳皮質と海馬のトランスクリプトーム解析 

Low vs. Control、High vs. Control において、各群 N=3 以上の独立したサンプルで解析を
行った。海馬では、High vs. Control において、Kcnj13 や Tshz2 など 13 個の遺伝子で発現
亢進、11 個の遺伝子で発現低下が認められた。また、Low vs. Control では、Kcnj13 や Calb2 
など 33 個の遺伝子で発現亢進、13 個の遺伝子で発現低下が認められた。一方で、大脳皮質
では、曝露による遺伝子発現変化は 2, 3 個程度認められたものの、海馬で得られた結果とは対
照的に発現変動した遺伝子数は少なく、脳領域で遺伝子発現の影響に差異があることが判明し
た。 
	 海馬において、曝露により変動が認められた遺伝子群より、z-score と p-value を用いて有
意に抽出された Gene Ontology (GO) term は、behavioral response to nicotine, adult 
behavior, locomotory behavior, regulation of acetylcholine secretion, acetylcholine secretion, 
acetylcholine transport, calcium ion binding, acetate ester transport, plasma membrane 
part, cell surface, neurotransmitter binding, synaptic transmission など、行動や神経伝達物
質と深く関連する term が多く抽出された。 
 
3) 総括 
	 最後に、in silico により精巣 miRNA 発現変化と海馬で認められた遺伝子の発現変化との間
に関連性が認められ、これらの中の miRNA の一部が F2 雄の海馬における遺伝子発現に影響
を及ぼした可能性が示唆された。本研究により、妊娠期ナノ粒子曝露が F1 雄性生殖系列を介
して F2 雄の海馬の遺伝子発現を変動させる重要な知見を初めて得ることに成功した。 
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