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研究成果の概要（和文）：本研究では、化学物質の神経毒性および肝毒性を高感度かつ非侵襲的に評価する新規
手法を開発し、Multi Imaging Toxicity Assay（MITA）システムの構築を目指した。マイクロCTによりラット肝
体積の定量評価が可能であることを示し、肝重量・体積の増加とCAR標的遺伝子（Cyp2b1）の著明な発現上昇と
の相関を実証した。さらに、アセタミプリド曝露マウス脳のリピドミクス解析では、脂肪酸およびFAHFAを含む
15種の脂質に有意な変動が認められ、ROC解析によりAUC 0.9以上の神経毒性バイオマーカー候補を同定した。こ
れにより、毒性発現の初期兆候を捉える評価系の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop novel, highly sensitive, and non-invasive 
methods for evaluating the neurotoxicity and hepatotoxicity of chemical substances, with the goal of
 establishing the Multi Imaging Toxicity Assay (MITA) system. Using micro-computed tomography 
(micro-CT), we demonstrated that quantitative assessment of liver volume in rats is feasible and 
confirmed a correlation between increased liver weight/volume and marked induction of the CAR target
 gene Cyp2b1. Furthermore, lipidomics analysis of the cerebral cortex in mice exposed to the 
neonicotinoid pesticide acetamiprid revealed significant alterations in 15 lipid species, including 
fatty acids and FAHFAs. ROC analysis identified these as candidate biomarkers for neurotoxicity with
 AUC values greater than 0.9. These findings enabled the construction of a system capable of 
detecting early molecular signs of toxicity.

研究分野：環境毒性学・環境化学

キーワード： Micro-CT　Metabolomics　Lipidomics　Neurotoxicity Biomarker　MITA system
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、micro-CTやリピドミクスといった先進的分析技術を毒性評価に導入し、薬剤による肝肥大や神経毒性
に伴う分子レベルの変化を高精度かつ非侵襲的に検出可能とした点で、従来の毒性試験法を補完・革新する新た
な枠組みを提示した。特に、FAHFAや飽和脂肪酸などの脂質の変動を指標とするバイオマーカー評価は、化学物
質による影響の早期検出を可能にし、毒性発現機序の解明にも貢献する。また、動物を生かしたまま連続的に観
察可能な手法は、3R原則を実現しうる有望な代替手段であり、将来的には国際的な化学物質リスク評価法への応
用や標準化も視野に入る。これらの点から、本研究は学術的にも社会的にも高い意義を持つ。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
バイオハザードコントロール、即ち健康の維持、食料確保のための病原体の制圧、病原体を媒
介する害虫・害獣の駆除は、人類が地球環境で生存するうえで重要な課題であり、殺虫剤は、バ
イオハザードコントロールに大きな役割を果たしている。一方、殺虫剤を含む農薬は、ヒトが摂
取することを前提として散布・使用されるため各企業は莫大な予算を投じてその安全性評価を
実施している。しかし、農薬は出荷・使用されてから初めてヒトへの曝露が始まる化学物質であ
り、安全マージンは取られているとは言え、医薬品に比べてヒトへの健康影響には不明な点が多
い。事実、ヒトが罹患する農薬中毒において、動物実験から推定された健康影響と実際の臨床現
場で観察される中毒症状とにはしばしば大きなギャップがある。何故このようなギャップが生
じてしまうのか。それは、時代と共に変遷する“毒性の定義”の多様化と複雑化がその原因の一
つであると申請者は考えている。例えば、注意欠陥多動性障害(ADHD)や自閉症スペクトラム障害
(ASD)、学習障害(LD)などの機能神経回路形成不全で生じる発達障害、肥満や糖尿病などの耐糖
能異常は世界的かつ急激にその発生率が増加しており、これら疾患と化学物質曝露との関係が
懸念されている。しかし、これら疾患は従来型の毒性試験法では試験項目に入っていない、もし
くは高感度な検出法が確立されておらず、その毒性を評価することが困難な状況である。特に、
胎児や幼少期などの発達期に及ぼす健康影響については、この点が顕著である。 
殺虫剤を含む化学物質曝露に伴う、リスクを低減するためにも、現在の古典的な毒性試験の高
度化・効率化が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 以上の背景のもと、当該研究では、“イメージング”と“メタボロミクス”を駆使したバイオマ
ーカー探索による、各種毒性試験、特に神経系や肥満やインスリン抵抗性等の代謝系に対する毒
性試験の高度化および効率化を目指す。特に、様々なイメージング手法により薬物投与に伴う表
現型の変化を検出する試みは未だ報告が限られており、一連の技術体系を Multi Imaging 
Toxicity Assay (MITA) システムとし、データの取得およびデータ解析のためのプラットフォ
ームの作成を目指す。また、当該研究で実用可能レベルまで基礎的知見を積み上げる。 
 
 
３．研究の方法 
従来までの毒性試験において、最も問題となっていた点がデータの連続性と感度であった。病
理検査は臓器組織における病変を検出する上で有効であるが、侵襲性が高く連続的なデータを
取得する事が難しい。一方、記憶や情動認知行動に対する毒性影響を比較的容易に検出する方法
として、Elevated Plus Maze test などの各種迷路試験や in vivo の学習試験が挙げられるが、
個体差や実験環境による結果のバラツキが大きく、定量的なデータを取得する事が困難である。
そこで、当該研究では、マイクロ CT (computed tomography)をはじめとするライブイメージン
グ技術を用いることにより、MITA システムの鍵であるモニタリングの連続性および感度を検証
した。 
 
 
４．研究成果 
４-（１）マイクロ CT を用いた解析 
 本研究は、薬剤誘導性肝肥大の非侵襲的かつ高精度な評価手法として、micro-CT（マイクロコ
ンピュータ断層撮影）の有用性を検証し、従来の剖検後評価法（肝重量測定、病理組織学的検査、
血液生化学、遺伝子発現解析）との比較を通じてその妥当性を明らかにしたものである。モデル
化合物には、CAR（constitutive androstane receptor）の代表的アゴニストであるフェノバル
ビタールを用いた。CAR は、CYP2B 系酵素の誘導を通じて肝臓の代謝活性や細胞増殖に深く関与
し、肝肥大を引き起こすことが知られている。 
 
7 週齢の Wistar 系ラット（雄 12 匹、雌 10 匹）を対象に、フェノバルビタールを 3 回腹腔内投
与（80 mg/kg）した後、撮影用ベッド上で腹臥位に固定し、Siemens Inveon 装置を用いて micro-
CT 撮影を実施した。CT 画像解析では、肝長および第 9胸椎レベルの胸腔断面積を計測し、それ
らの積より肝体積を推定した。この推定値は、解剖後に測定筒を用いて得られた肝体積と極めて
高い相関（ρ=0.96）を示し、本手法の信頼性が実証された。また、肝体積の正規化には従来用
いられていた T11 胸椎断面積が本研究個体群には適合しなかったことから、CT 画像上の骨体積
（>900HU）を新たな正規化指標として導入した点も特徴的である。 
 
解析の結果、雄ラットにおいてフェノバルビタール投与による有意な肝肥大（肝重量、肝体積と
もに上昇）が確認された。これに対応して、CAR 標的遺伝子である Cyp2b1 の発現が著しく増加
（雄で 628 倍、雌で 2891 倍）しており、CAR 経路の活性化が分子レベルでも確認された。また、



細胞周期関連遺伝子（Cyclin B1/B2）、胆汁酸代謝関連遺伝子（Ugt1a1、BAAT）や酸化ストレス
応答遺伝子（Sod1、Txnrd1、Bax など）も一部で有意に変動しており、CAR を介した複合的な転
写応答が示唆された。 
 
血液生化学検査では、雄において HDL および総コレステロールの有意な上昇が認められた一方、
ALT、ALP などの肝酵素に大きな変化はなく、明確な肝障害とは判定されなかった。病理組織学
的にも、肝細胞の有糸分裂像や Kupffer 細胞の軽度な肥大が観察されたものの、壊死や線維化な
どの深刻な所見は認められなかった。これらの結果より、本モデルにおける肝肥大は、毒性反応
というよりも適応的反応としての性質が強いと考えられる。 
 
micro-CT の大きな利点は、生体を犠牲にせず、同一個体を繰り返し撮像できる点にあり、投与
後の時間経過による毒性動態を追跡することが可能である。また、骨体積などの内的指標を用い
た正規化により、成長ステージの異なる個体間でも比較可能な解析が実現した。今後は、他の化
学物質や異なる毒性メカニズム（例：肝線維化、腫瘍形成）への応用が期待されるとともに、分
子生物学的解析と組み合わせることで、より網羅的かつ予測的な毒性評価系の構築が可能とな
ると考えられる。 
 
本研究は、毒性学における micro-CT の活用可能性を示す先駆的研究であり、特に肝臓の形態変
化に対する非侵襲的評価指標としての有用性が実証された。今後、CT 技術をベースとした新し
い毒性試験法の開発は、動物福祉の観点からも極めて重要であり、3R 原則の実現に寄与するも
のと期待される。 
 
 
４-（２）LC/Q-TOF/MS を用いたメタボロミクス解析 
 本研究は、ネオニコチノイド系農薬アセタミプリド（ACE）の神経毒性を高感度に検出するた
めに、マウス大脳皮質における脂質代謝変化を包括的に評価するリピドミクス解析を用いてバ
イオマーカー探索を行ったものである。ネオニコチノイド（NN）は昆虫に選択的な毒性を示すと
されてきたが、近年では哺乳類に対する神経毒性や行動異常も報告されている。本研究では、ACE
を 1 回経口投与したマウス（コントロール、低用量群 65 mg/kg、高用量群 130 mg/kg）におい
て、投与 30 分後に大脳皮質を採取し、非標的リピドミクス解析を実施した。 

高分解能質量分析（LC/Q-TOF/MS）により 358 種の脂質が同定され、ROC 解析で AUC ≥ 0.900、
fold change > 2.0 かつ統計学的に有意な変動を示した 15 種の脂質が神経毒性バイオマーカー
候補として同定された。これらには飽和脂肪酸（FA）16:0（パルミチン酸）を含む 7種の FA、5
種の FAHFA（脂肪酸エステル化ヒドロキシ脂肪酸）、およびトリアシルグリセロール、LPE など
が含まれる。これらの脂質は神経変性疾患や炎症反応に関与するとされる分子群であり、ACE に
よる急性暴露後に短時間で大きく変動した。 

経路解析では、特に高用量群において Cer、SM、PC、PS、DG、TG などの脂質クラスに影響が認め
られ、脳内での酸化ストレス応答や膜構造・シグナル伝達の攪乱が示唆された。加えて、ACE や
その代謝物である dm-ACE の大脳皮質中濃度は、投与 30 分後に顕著な蓄積を示し、これは神経毒
性作用発現と時間的に一致していた。FAHFA の上昇も急性炎症応答との関連性が考えられ、新た
な毒性マーカーとしての可能性が示された。 

本研究は、従来法では捉えにくい微細な脳機能障害や分子レベルでの異常を捉える新しい神経
毒性評価系を提示するものであり、今後の神経変性疾患早期診断や環境曝露評価への応用が期
待される。FA や FAHFA を中心とする脂質変動が、ネオニコチノイドによる脳毒性のメカニズム
解明とバイオマーカー開発における鍵となることを明らかにした点で、本研究は高い意義を有
している。 

４-（３）得られた成果の国内外における位置づけとインパクト、今後の展望 
 
本研究は、非侵襲的な毒性評価技術の開発および神経毒性バイオマーカー探索という２つの重
要な課題に対して、マイクロ CT と LC/Q-TOF/MS を組み合わせた先進的なアプローチを提示した
点で、国内外の毒性学研究の中でも先駆的かつ高い意義を有する。特に、micro-CT を用いた肝
毒性評価法は、動物を生かしたまま臓器体積の変化を高精度に測定可能であり、毒性研究におけ
る 3R 原則（Replacement, Reduction, Refinement）の実践に大きく貢献するものである。これ
は、EU REACH 規制や OECD の AOP（Adverse Outcome Pathway）概念に基づく毒性評価法の変革に
も適合する技術であり、国際的なリスク評価フレームワークにも資するものである。 
 
また、アセタミプリド曝露後の脳脂質変動を可視化したリピドミクス解析により、神経変性疾患
や環境曝露のリスク評価に応用可能な新規バイオマーカー候補を同定した点は、ヒトへの健康



影響評価に資するものであり、社会的インパクトも大きい。特に FAHFA や飽和脂肪酸類の急性応
答的変動は、従来の神経毒性試験では検出困難であった微細な代謝変化を高感度で捉えること
に成功しており、これらの知見は今後のヒト疫学研究への応用が期待される。 
 
今後は、得られたバイオマーカー候補を他の農薬や神経毒性物質にも展開し、標準的な毒性評価
プロトコルへの統合を目指す。また、同一個体を繰り返し測定可能な micro-CT の利点を活かし、
経時的評価に基づく予測毒性モデルの構築を進める。さらに、これらの技術を組み込んだ MITA
（Multi Imaging Toxicity Assay）システムの確立と国際標準化を通じて、世界に先駆けた革新
的毒性試験の枠組み構築を目指す。 
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