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研究成果の概要（和文）：発生-発達期マウスへの化学物質曝露は成熟後の中枢神経系に行動異常という形で機
能的な影響を及ぼすことが明らかとなった。また、それらの行動異常は成熟期マウスへの投与影響とは質的に異
なるものであり、神経幹細胞動態や神経回路機能等の異常を伴うものであった。また、それらには性差が認めら
れた。一方で、化学物質曝露影響の兆候をマウス行動様式から判断することは困難であったが、マウス糞便を用
いた腸内細菌叢解析から推察できると考えられた。また、物理的エンリッチメントによる行動変調の緩和は有意
な効果が認められなかったが、化学的エンリッチメントの効果が実験的に示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was revealed that exposure to chemicals in developmental mice has 
functional effects on the postmature central nervous system in the form of behavioral abnormalities.
 Moreover, these behavioral abnormalities were qualitatively different from the effects of 
administration to adult mice, and were accompanied by abnormalities in neural stem cell dynamics and
 neural circuit function. In addition, there was a gender difference in them. On the other hand, it 
was difficult to judge the signs of chemical exposure effects from mouse behavior patterns, but it 
was thought that they could be inferred from intestinal microbiota analysis using mouse feces. In 
addition, the effect of chemical environmental enrichment was experimentally suggested, although the
 relaxation of behavioral modulation by physical environmental enrichment did not show a significant
 effect.

研究分野：神経行動毒性学

キーワード： 化学物質早期曝露　脳機能不全モデル　行動異常　神経幹細胞動態　神経回路機能イメージング　自然
毒　農薬　環境化学物質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
発生-発達期マウスへの化学物質曝露は成熟後の中枢神経系に行動異常という形で機能的な影響を及ぼすことが
明らかとなった。また、それらの行動異常は成熟期マウスへの投与影響とは質的に異なるものであった。加え
て、発生-発達期における化学物質曝露によるマウス行動様式影響には性差が認められた。一方で、化学物質曝
露影響の兆候はマウス糞便を用いた腸内細菌叢解析から推察できると考えられた。また、化学的エンリッチメン
トによって一部の行動変調が抑制されることが実験的に示唆された。 これらは発生-発達期における化学物質曝
露影響に対する具体的な対応策を提示する上で学術的にも社会的にも意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 

胎生期、周産期、幼若期における個体への化学物質曝露によって成熟後に行動異常を伴う脳機

能不全が誘発される恐れが指摘されて久しく、幾つかの毒性物質の早期曝露による危険が知ら

れているが、従来からの神経毒性試験法は成熟動物への化学物質投与によるものであり、かつ急

性〜亜急性の神経毒性発現を主対象にしたものであった。また、情動行動や認知機能に関わる異

常の検出についても定性的な記載に留まるケースが殆どであった。こうした問題に対応すべく、

応募者は「中枢神経系の発生発達期における外因性の神経シグナルかく乱によって不可逆的な

異常が生じ、その異常が固定されたまま成長した結果として脳機能不全に至り、行動異常として

顕在化する」という仮説を立て、胎生期及び幼若期マウスへの神経作動性化学物質の投与が、従

来の神経毒性試験法からは想定困難な遅発性の情動認知行動異常を誘発することを明らかにし

た。また、情動認知行動異常に対応する神経科学的物証を捉えるとともに、これが毒性指標とし

て定量評価できるものであることを示してきた。 

 

２． 研究の目的 

 

本研究では、発生発達期における外因性の神経シグナルかく乱によって成熟後に顕在化する

行動異常を伴う脳機能不全について、行動異常と対応する神経科学的物証を神経病理学的解析、

神経突起・シナプス動態解析、神経幹細胞動態解析、神経細胞死解析、神経回路機能イメージン

グ解析によって捉えるとともに、脳機能不全の兆候を捉える。また、早期に、環境エンリッチメ

ントによる脳機能不全の顕在化の緩和を試み、行動異常誘発を未然に防ぐ手法の開発に資する

ことを目的とした将来の化学物質リスクアセスメントの向上に役立つ知見を実験的に収集する。

なお、従来の神経毒性評価は、雌雄いずれかの性の成熟動物を用いることが一般的であったが、

本研究においては雌雄差についても検討する。 

 

３． 研究の方法 

 

【早期曝露による脳機能不全モデルの作出】幼若期投与として、生後 2 週齢の幼若期マウスに試

験化学物質の単回経口投与し脳機能不全モデルマウスを作出する。また、周産期慢性飲水投与と

して、妊娠 11 日齢から出産後に産仔マウスが 3 週齢に育つまで母マウスに試験化学物質を一日

許容量レベルの用量で慢性飲水投与し、産仔マウスを脳機能不全モデルマウスとして用いる。産

仔マウスは給水瓶に接することはできないため、経胎盤もしくは経乳的に曝露される。 

【行動解析】生後 12−13 週齢の雌雄マウスについてオープンフィールド試験、明暗往来試験、恐

怖条件付け学習記憶試験を組み合わせたバッテリー式の行動解析によって行う。行動試験開始 1

日目にオープンフィールド試験（新規場面におけるマウス探索行動を捉えることによって、探索

性や開放空間に対する不安行動の一端を捉える。）、2 日目に明暗往来試験（明暗の 2 箱間でのマ

ウスの行動様式から明所に対する不安行動の一端を捉える。通常マウスは暗所を好むが、明所へ

の興味も完全には失われないことを利用している。）、3 日目に恐怖条件付け学習記憶試験の条件

付け（マウスに対して新規の場面Ａに警報音と不快刺激を組み合わせて提示する。）、4 日目に恐

怖条件付け学習記憶試験の場所連想記憶試験（場面Ａにマウスを置き、不快刺激を与えずにすく

み行動を計測する。3 日目の条件付けにおいて場面Ａで受けた不快刺激を想起するマウスはすく

み行動を行う。このすくみ行動を指標として学習記憶能を評価する。）、5 日目に恐怖条件付け学

習記憶試験の音連想記憶試験を行う（新規の場面 Bにてマウスに警報音のみを聞かせ、不快刺激

を与えずにすくみ行動を計測する。警報音から不快刺激を想起するマウスはすくみ行動を行う。

このすくみ行動を指標として学習記憶能を評価する。）。 

【神経病理学的解析、神経突起・シナプス動態解析、神経幹細胞動態解析】行動解析後の雌雄マ

ウス脳を用いて、脳組織切片を作出後、特に海馬を中心とし、HE 染色や KB 染色を行い神経病理



 

 

所見の有無を確認するとともに、樹状突起や軸索、前後シナプス、各種の分化段階の神経幹細胞

や各種のグリア細胞の特異抗体を用いた免疫組織化学によって脳機能不全に至ると想定される

脳の状態を明らかにする。同様に脳組織切片を作出後、大脳層構造マーカーを用いた免疫組織化

学によって大脳層構造形成への影響について検討する。 

【神経回路機能イメージング解析】行動解析後のマウス海馬スライスを用いて膜電位感受性色

素（VSD）を利用した神経回路機能イメージング解析を行う。これによって神経回路機能変調の

有無、程度、進行状況を理解することが可能となる。 

【環境エンリッチメントによる行動異常の緩和】周産期慢性飲水投与実験に関して、同様に産仔

マウスを得て離乳後の飼育ケージ内にランニングホイールを設置し、生後 12−13 週齢時の行動

解析によって行動異常の改善を評価するとともに、神経幹細胞動態解析および神経回路機能イ

メージング解析による改善効果の検証を行う。 

 

４． 研究成果 

 

発生-発達期マウスへの自然毒成分（ドウモイ酸、イボテン酸）、農薬成分（アセフェート、

アセタミプリド、クロチアニジン、ペルメトリン）、抗菌剤成分（トスフロキサシントシル酸塩

水和物）、あるいはビスフェノール系化合物（ビスフェノール A、4,4'-ブチリデンビス、4,4'-

ブチリデンビス (6-tert-ブチル-m-クレゾール)、2,2'-メチレンビス ( 6-tert-ブチル-p-クレ

ゾール)）等の化学物質曝露が成熟後の中枢神経系に行動異常という形で機能的な影響を及ぼす

ことが明らかとなった。そして、それらの行動異常は成熟期マウスへの投与影響とは質的に異な

るものであった。また、それらの行動異常の一部は神経突起・シナプス動態、神経幹細胞動態や

神経回路機能の異常を伴うものであった。さらに、化学物質曝露によるマウス行動様式影響には

性差が認められた。一方で、化学物質曝露影響の兆候をマウス行動様式から判断することは困難

であったが、マウス糞便を用いた腸内細菌叢解析から推察できると考えられた。また、物理的環

境エンリッチメントによる行動変調の緩和は有意な効果が認められなかったが、少なくともド

ウモイ酸の投与影響はタウリン投与によって一部の行動変調が抑制されることから、化学的環

境エンリッチメントの効果が実験的に示された。本研究（４年間）で得られた主な成果は以下の

通りである。 

 

（１）ドウモイ酸またはイボテン酸を経口曝露したマウスの行動への影響は性差と発達段階の

影響 

 

性別と発達段階（幼若期または成熟期）の異なるマウスに化学物質を投与した場合に現れる行

動影響を比較した。モデル化学物質として海洋毒のドウモイ酸と毒キノコに含まれるイボテン

酸を選択した。なお、いずれもグルタミン酸のアゴニストとして作用する興奮性アミノ酸である。

その結果、それぞれの化学物質に特有の不安、学習、記憶障害を反映した行動が検出された。興

味深いことに、これらの行動影響は、成熟期に投与された雄の群でより顕著であったが、すべて

の雌の群では特徴的な変化はほとんど観察されなかった。この結果から、興奮性化学物質の影響

は、雄の乳児期投与群とすべての雌の群で抑制されていることが示唆された。また、ドウモイ酸

の投与影響はタウリン投与によって一部の行動変調が抑制されることから、化学的環境エンリ

ッチメントの効果が実験的に示唆された。 

 

（２）クロチアニジンの幼若期、思春期あるいは成熟期曝露が及ぼす遅発行動影響とその雌雄

差 

 

ネオニコチノイド系殺虫剤であるクロチアニジンは昆虫のニコチン性アセチルコリン受容体

と結合し、神経系の異常興奮伝達を引き起こすことで殺虫効果を示す。クロチアニジンは昆虫以

外の生物には安全とされてきたが、近年では哺乳類に対しても毒性を示すという報告が複数挙

がっている。また、化学物質に対する感受性は雌雄で異なることが知られているが、毒性評価の

多くが雄のみを対象としており、雌雄を包括した研究は少ない。本研究では、幼若期や思春期あ



 

 

るいは成熟期におけるクロチアニジン曝露による遅発行動影響とその雌雄差を評価することを

目的とし、雌雄の C57BL/6Nマウスに強制単回経口投与した。さらに 13-15 週齢および 28-30週

齢にバッテリー式の行動解析を行った。その結果、13-15 週齢に実施した行動試験では顕著な行

動変調は観察されなかった。一方で 28-30週齢に実施した行動試験では、幼若期投与群の雌マウ

スにオープンフィールド試験で中央部滞在時間の低下と恐怖条件付け学習記憶試験におけるす

くみ率の低下がみられた。このことから不安関連行動の増加と音連想記憶能の低下が示唆され

た。また思春期投与群でも雌マウスに恐怖条件付け学習記憶試験ですくみ率の低下がみられた

ことから空間連想記憶能の低下が示唆された。13-15 週齢に実施した行動試験では行動変調が観

察されなかったことから、クロチアニジンの投与影響は経時的に進行すると考えられた。また

28-30週齢に実施した行動試験では雌にのみ有意に行動変調が観察されたことから、雌において

脳高次機能障害を誘発することが推察された。 

 

（３）出生後の幼若期または成体期の雄マウスにおけるアセタミプリドの経口投与によって誘

発される行動影響 

 

ネオニコチノイド系殺虫剤であるアセタミプリドは昆虫のニコチン性アセチルコリン受容体

と結合し、神経系の異常興奮伝達を引き起こすことで殺虫効果を示す。哺乳動物に対するアセタ

ミプリドの毒性は非常に低いとされるが、中枢神経系に対するアセタミプリドの早期曝露の影

響は不明である。以上のことから、本研究では、幼若期あるいは成熟期におけるアセタミプリド

投与による遅発行動影響を評価することを目的とし、C57BL/6N マウスに強制単回経口投与し、

成熟後にバッテリー式の行動解析を行った。その結果、成熟期におけるアセタミプリド投与群に

学習記憶異常が認められた。また、幼若期におけるアセタミプリド投与群には学習記憶異常のみ

ならず不安関連行動異常が認められた。これらの結果は、アセタミプリドによる行動への影響が、

曝露時期によって質的に異なることを示唆するものであった。 

 

（４）周産期から幼若期における低用量のペルメトリンは雄マウスの成熟後に学習記憶に障害

が生じ神経細胞とグリア細胞に影響を与える 

 

ペルメトリンは哺乳動物に対しては極めて低い毒性を示すと考えられているが、周産期から

幼若期における中枢神経系に対する低レベルの慢性曝露の影響は不明であるため、低用量の慢

性的なペルメトリン曝露影響を解析した。その結果、ペルメトリン曝露群では、学習記憶の障害

だけでなく適応行動の変調を検出した。さらに、免疫組織化学分析により、ペルメトリン曝露群

の海馬歯状回における未熟ニューロンマーカー陽性細胞の増加が明らかになった。また、ペルメ

トリン曝露群では、海馬のアストロサイト数が減少し、アストロサイトはしばしば不規則な形を

呈した。これらの結果は、周産期から幼若期における低用量のペルメトリン曝露が、神経回路基

盤の形成と成熟後の行動に影響を与えることを示唆する。 

 

（５）発達期トスフロキサシントシル酸塩水和物投与による成長影響と成熟後の神経行動/腸内

細菌叢様式 

 

抗生物質は世界中で様々な疾患に対して幅広く処方されているが、早期の抗生物質投与は腸

内細菌叢の異常を惹起し、肥満やアレルギー疾患などその後の生育に長期的な悪影響を及ぼす

ことも報告されている。トスフロキサシントシル酸塩水和物（TFLX）は、高い有効性と広い抗菌

スペクトルを有しており、ニューキノロン系抗生物質としては日本で初めて小児用経口投与薬

として承認された。しかし、TFLX を発達期に投与した場合の長期的影響に関する研究は非常に

限られている。そこで発達期 TFLX投与によるその後の影響を明らかにすることを目的に、雄マ

ウスを用いて、TFLX 投与後の成長速度、成熟後の神経行動、腸内細菌叢の解析を行った。その

結果 TFLX発達期投与群では、長期的影響は見られなかったものの、TFLX投与直後に有意な体重

増加が確認された。神経行動学的解析において TFLX成熟期投与群では探索行動の低下のみが確

認された一方、TFLX 発達期投与群では不安関連行動に変調、また、学習記憶構造に関する初期



 

 

反応の低下が認められた。腸内細菌叢解析では、TFLX 投与群において門レベル及び属レベルで

細菌組成に有意な変化が認められ、この変化はある程度持続することも示唆された。これらのこ

とから、発達期 TFLX投与は、マウスの成長速度、成熟後の神経行動、腸内細菌組成に影響を与

えることが明らかとなった。本研究により、発達期 TFLX投与が長期的な潜在リスクを伴うこと

が示唆された。 

 

（６）周産期から幼若期における低用量のビスフェノール A またはそのフェノール類縁体の曝

露は、雄マウスは成熟後に不安様行動を誘発する 

 

多くのプラスティック製品には、人間を含む他の動物に内分泌かく乱を引き起こす可能性の

ある複数の化学物質が含まれており、その代表的な物質がビスフェノール Aである。ビスフェノ

ール A はエポキシ樹脂やポリカーボネートプラスチックに広く使用されており、多くの悪影響

が報告されている。さらに、ビスフェノール Aと構造が類似しているため、そのフェノール類縁

体である合成フェノール系抗酸化物質 (SPA) も同様の毒性を示すと疑われているが、中枢神経

系に対する SPA の早期曝露の影響は不明である。本研究では、低用量のビスフェノール A と 2 

つの選択された SPA、4,4'-ブチリデンビス (6-tert-ブチル-m-クレゾール) (BB) および 2,2'-

メチレンビス ( 6-tert-ブチル-p-クレゾール) (MB)を周産期から幼若期にかけて飲水投与し、

成熟後にバッテリー式の行動解析を行った。その結果、不安関連の行動には質的な違いがあるが

SPAもビスフェノール A と同様に情動障害を誘発する可能性があることが示された。 
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