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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 

本研究は中枢神経系発達に重要な時期である妊娠・周産期における内分泌攪乱化学物質暴露による影
響をヒトに近縁な霊長類と実験背景情報の豊富なラットを用いて種差を考慮しながら評価し、最終的に
そのリスクをヒトへ外挿することが目的である。解析方法は神経系発達のエンドポイントとしての神経
行動解析を主軸とし、さらに神経系発達を胎児及び in vitroでモデル化し細胞生物学的にその影響を明
らかにする戦略である。本研究ではエストロジェン様化学物質としてビスフェノール Aおよびノニルフ
ェノールを、また甲状腺ホルモン攪乱化学物質としてダイオキシン、ビスフェノール A、PCB類の中間
代謝産物である水酸化 PCBなどを評価する。 
 以下に具体的目標を挙げる。 

1)ビスフェノール A について吸収、代謝および排泄に関してラット、サルおよびチンパンジーの間に
ある種差を検討しヒトでの動態を外挿する。また中間代謝物について解析する。 

2)ラット及びサル由来初代培養神経細胞を用いて内分泌攪乱化学物質の作用機序を明らかにするとと
もに種差を検討する。サル類 ES細胞の分化誘導及び ES細胞を用いた内分泌撹乱化学物質の影響を
評価する。 

3)妊娠ラットに対し、ビスフェノール A、ノニルフェノールおよび水酸化 PCBを暴露し次世代個体の
行動発達に与える影響を検討する。 

4)妊娠サルに対し、ダイオキシン、ビスフェノール Aおよび水酸化 PCBを暴露し次世代サルの行動発
達に与える影響を検討する。本項目では同時に実験的サルに適用する行動試験および解析法の開発を
目的としている。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 
1) ビスフェノール Aの吸収・代謝・排泄における種差 
ビスフェノール A(BPA)について、ラット、サルおよびチンパンジーの間の薬物吸収代謝能力における

種差を評価した。ラット、サルおよびチンパンジーに対し同一の手法により、BPAを 10mg/kg/dayある
いは 100mg/kg/dayの濃度でそれぞれ経口あるいは皮下へ投与し、血中 BPAを ELISA法により測定し
た。その結果、経口と皮下投与どちらの経路でもサル、チンパンジーはラットにくらべ吸収能力が高く、
排泄能力は低かった。これらの結果は、従来ラットに対して用いられる毒性を示さないと考えられる濃
度(NOAEL)でも、霊長類に対して有害作用を発現する可能性を示唆する。現在 LC/MSで中間代謝物も
合わせて解析を進めている。 
 
2) サル・ラット由来初代培養神経細胞を用いた内分泌攪乱化学物質の作用機序の解明および種差検討
正常な中枢神経系の発達はプログラム細胞死によって厳密に制御されている。神経細胞死に対する内
分泌攪乱化学物質の影響を検討する目的で、ラット由来初代培養神経細胞において BPA、およびノニル
フェノール(NP)の暴露が Staurosporine 誘発神経細胞死に与える影響を評価した。その結果 BPA およ
び NPは Staurosporineによる神経細胞死に対し Caspase-3の活性上昇の阻害を伴う細胞死抑制効果を
示した。このことは内分泌攪乱化学物質がプログラム細胞死を阻害する可能性を示唆するものである。
また、内分泌攪乱化学物質の作用機序および感受性についてサルとラット間の種差の有無を検討するた
めにカニクイザル由来神経系細胞の選択的無血清初代培養系を確立し、毒性物質に対する感受性におけ
る種差を確認した。 
 
3) ラットにおける周産期内分泌攪乱化学物質暴露が中枢神経系発達に与える影響の検討 
ラットで内分泌攪乱化学物質による行動発達障害を評価するため、周産期 BPA暴露 (4mg/kg/day)に

よる次世代オス個体のオープンフィールドにおける行動、能動的忌避学習能力の変化を報告した。次に、
低濃度 BPA (0.1mg/kg/day p.o.)、および NP(0.1および 10 mg/kg/day p.o.)の周産期暴露が次世代オス
の行動発達におよぼす影響を検討した。受動的忌避学習能力試験では BPAおよび NP暴露群は対照群に
比べ電気刺激を忌避する傾向がみられた。シャトルボックス能動的忌避学習能力試験では NP 暴露群は
わずかに条件刺激による忌避率の低下がみられた一方、BPA暴露群は顕著な条件刺激による忌避率の低
下、および非条件刺激からの回避の失敗の増加がみられた。これら一連の行動学的試験からは活動性の
低下は全く示唆されなかったため、周産期 BPAおよび NP暴露による受動的忌避学習能力の増加および
能動的忌避学習能力の低下は電気刺激という恐怖条件に対し過敏であることがその原因と推察された。
さらにモノアミン系攪乱薬物(Tranylcypromine)負荷試験により BPAおよび NP暴露によるモノアミン
反応性の異常を明らかにした。甲状腺ホルモン撹乱の影響を評価するため、PTUを用いた実験的甲状腺
機能低下症および周産期アミオダロン（甲状腺系攪乱）暴露による行動発達障害を検討した。 
 
4) サルにおける周産期内分泌攪乱化学物質暴露が中枢神経系発達に与える影響の検討 
サル類神経系発達に対する内分泌攪乱化学物質の影響を行動学的に評価するため、まず行動評価系の
確立を試みた。この細目に関する研究は広島国際大学安田氏との共同で行った。アカゲザルにおいて周
産期ダイオキシン暴露が次世代個体の行動発達に与える影響を評価した。妊娠アカゲザルに対し、ダイ
オキシンを 0、30、300ng/kg で皮下投与をおこなった後、1 ヶ月毎に 5%の追加投与により体内ダイオ
キシン濃度を維持した。暴露による明らかな身体発育障害は見られなかった。行動学的評価の結果、周
産期ダイオキシン暴露は指迷路における学習能力や目会わせ試験における観察者（ヒト）に対する意識
には影響を与えなかったが、同世代個体との出会わせテストの結果に有意な影響を与えた。暴露個体は
出会わせテスト用特別ケージという新規場面における恐怖心が薄く、他個体に対してより多く接触を試
みた。今後はここで確立したサル類に対する実験的行動評価系を用いる予定である。 
次にカニクイザルにおける BPA 周産期暴露が次世代動物の行動発達に与える影響を検索する目的で、1)
で得られた結果を踏まえ妊娠 20日目から皮下埋没式ポンプによりBPAを 10µg/kg/dayという低濃度で暴露
した。次世代個体において身体的異常は観察されず、現在上述の行動試験を行いながら順次解析中である。
さらに妊娠カニクイザルを用いて水酸化 PCB暴露実験をスタートさせている。 

 
5) カニクイザルにおける胎児、胎盤の発達と内分泌撹乱化学物質の胎児移行 
 霊長類における胎児および胎盤の発達を明らかにする目的で、妊娠 50、80、120日のカニクイザルを
用いて、胎盤の発達と変性蛋白処理酵素の分布の推移を明らかにした。また放射性同位元素でラベルし
た BPAを用いて、各妊娠ステージの体内分布及び胎児への移行と分布、代謝を検索した。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク
ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
番号は「当初の研究目的（S中間-1）」に対応する。 
 
1) ビスフェノール Aの吸収・代謝・排泄における種差 
内分泌攪乱化学物質の影響に関する研究において「種差」というのは非常に重要であるが、通常は解
剖学的、組織学的レベルから標的臓器細胞の機能における種差、または遺伝子、タンパク発現などに注
目した種差について検討されることが多い。我々は内分泌攪乱化学物質であるビスフェノール A の吸
収、代謝および排泄(ADME)における種差を明らかにした。このことは外因性である内分泌攪乱化学物
質を暴露したとき、実験用齧歯類であるラットに比べ、ヒトを含む霊長類の標的臓器における濃度はよ
り高い可能性がある。また、厳密にはカニクイザルとチンパンジーでは体内動態が異なる。これらの結
果は許容 1日摂取量等の安全性指標について、対象物質ごとに種差の検討を行わなければならないこと
を示唆している。 
 
2) サル・ラット由来初代培養神経細胞を用いた内分泌攪乱化学物質の作用機序の解明および種差検討
内分泌攪乱化学物質の中には急性毒性が著しく弱いものが多い。ビスフェノール Aやノニルフェノー
ルも培養神経細胞に対する一般毒性（細胞死の誘導等）はほとんど認められない。ヒトでの暴露濃度を
考えると、神経系に与える影響は神経細胞死による機能障害とは考えられない。我々はこれらの化学物
質のエストロジェン様作用に注目し、これらの化学物質が毒性を示さない比較的低濃度で中枢神経系発
達に必須の不要な細胞の刈り込み（プログラム細胞死）を阻害する可能性を示した。ビスフェノール A
周産期暴露による行動発達障害は明らかにされていたが、その機序については明らかな毒性がみられな
いためアプローチが難しかった。この実験の結果より発達期特有のプログラム細胞死の阻害が脳機能に
非可逆的変化をもたらす可能性が考えられる。またビスフェノール Aだけでなくノニルフェノールも同
様に行動に影響を与える可能性が示された。 
 
3) ラットにおける周産期内分泌攪乱化学物質暴露が中枢神経系発達に与える影響の検討 
ラットにおける低濃度ビスフェノール A およびノニルフェノールでの恐怖条件に対する反応性の亢

進を初めて明らかにした。また、これまでは様々な形で行動異常があると報告されていてもその原因を
論じるための情報が無かったが、一候補としてモノアミン（恐怖に対する反応を司る）系の異常を示唆
したことは今後の研究の方向性を考える上で重要である。 
 
4) サルにおける周産期内分泌攪乱化学物質暴露が中枢神経系発達に与える影響の検討 
ヒトにおける内分泌撹乱化学物質の影響を考えるにあたって実験用サル類を用いて評価することは
その進化上の類似点からも有用である。しかし、サル類について実験行動学を指標として内分泌攪乱化
学物質の影響を明らかにする試みは世界でも非常に少ない。 
我々は、この短期間で 4段指迷路試験（記憶学習能力）、目会わせ試験（ヒトに対する注意度）、2個

体間出会わせ試験（社会性）という新規実験的サル類行動発達総合評価系を確立しただけでなく、安田
氏との共同研究という形でダイオキシンという最も注目度の高い化学物質暴露がサル類の行動発達に
与える影響を明らかにしたこともこの分野における貢献度が高いと考えられる。現在進行中ではある
が、サル行動発達に対するビスフェノール Aまたは水酸化 PCB暴露の影響に関する研究は世界でも初
めての試みである。 

 
 5)カニクイザルにおける胎児、胎盤の発達と内分泌撹乱化学物質の胎児移行 
  妊娠期の違いにより、母体と胎児の関係は必ずしも同一ではない。妊娠初期は胎児も小さく、母体及
び胎盤の果たす役割は大きいが、妊娠中期及び後期では胎児は母体と独立して、化学物質の吸収、分布、
代謝、排出(ADME)を行う可能性が高い。我々は、霊長類における胎児および胎盤の発達を明らかにす
る目的で、妊娠 50、80、120 日のカニクイザルを用いて、胎盤の発達と変性蛋白処理酵素の分布の推
移を明らかにした。また放射性同位元素でラベルした BPA を用いて、各妊娠ステージの体内分布及び
胎児への移行と分布、代謝を検索した。妊娠 80日以後は、BPA濃度は母体よりも胎児の方が高濃度で、
24 時間後の濃度も母体より高く、また腸管、奨尿液への排出も認められた。現在再現性について実験
を進めている。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（発表予定のものを記入することも可能。）
の全著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会
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