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緒 言 

 

過去 15 年間（平成 11 年と 26 年）を比較すると、我が国の精神･神経疾患の患者数の増加は著しく、特に、認知

症と診断される患者数は約 4.5 倍（68 万人）、うつ病を含む気分障害は約 2.5 倍（112 万人）それぞれ増加しており大

きな社会問題となっている（患者調査）。その原因の一つとして、大気環境汚染、特に、浮遊粒子状物質 PM2.5（2.5 ㎛

以下の微小粒子）の健康影響が危惧されている。PM2.5曝露と脳神経疾患発症との関連に関する報告もなされており［1］、
早急な対策が必要と考える。 
一方で、私たちは、PM2.5よりもさらに小さいナノサイズ（100 nm 以下）の超微小粒子の胎仔期曝露の次世代影響

について解析を進めてきた。具体的には、マウス胎仔期ディーゼル排気微粒子（DEP）曝露を実施し、雄性産仔の脳神

経及び生殖器に及ぼす影響について研究してきた。その過程で、包括的に行動解析を行い、自発運動量の低下並びに衝

動的行動の増加［2］、不安様行動の惹起［3］、学習記憶の低下［4］などを明らかにした。また、これらの行動異常の

背景となる 8 つの脳領域を分画し、モノアミン神経系の伝達異常と神経可塑性に関わる海馬グルタミン酸受容体の発

現低下を明らかにした［2，4］。さらに、酸化チタンナノ粒子曝露によって精巣組織での微粒子の蓄積や組織形態学的

な異常、精子奇形率の亢進も観察した［5］。 
近年、環境ストレスなどにより胎仔期環境において生殖細胞系列の受けたダメージが引き金となって、多世代影響が

起こり得るという報告がなされている［6］ものの、一定のコンセンサスは得られておらず、また、その詳細なメカニ

ズムも未解明であることから、私たちは超微小粒子胎仔期曝露の実験系で得られた成果をもとに、多世代影響の実体を

解明するべく本研究を着手するに至った。本研究では、肺胞に沈着し、血流に乗って全身に運ばれやすいと考えられて

いる、15～20 nmサイズの超微小粒子の胎仔期（F0世代）曝露を行い、仔（F1世代）の雄性生殖系列の解析と孫（F2
世代）の大脳皮質と海馬の遺伝子発現変化に焦点を当てて多世代影響の可能性を検証した。本研究では、F1 世代の精

子性状の悪化を明らかにし、マイクロRNA（miRNA）の発現変化を見いだすことができた。また、F2 世代海馬にお

いて行動と深く関連する遺伝子群の発現変化を明らかにした。現在、世代間影響に寄与したと考えられる、miRNA 発
現を同定中である。 
 

方 法 

 
1．実験動物および超微小粒子曝露方法 
 粒径分布の狭い（15～20 nm）銀ナノ粒子（AgNP：Cat no.NP-AG-11-30）を使用し、生理食塩水で段階希釈を行

い、高濃度（500 g/mL：High 群）と低濃度（50 g/mL：Low 群）の 2 段階の濃度を調整した。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（図 1）。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、ハロタン吸入麻酔下にて気管内投与を

行った。投与量は 0.1 mLとした。AgNP 高濃度、低濃度、対照には生理食塩水を、妊娠期 7 日目と 14 日目に投与

した。出生仔（F1世代）を飼育し、12 週齢の時に、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、新た
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に購入したvirgin 雌マウスと交配させ、F2世代を作出した。F2世代は、3 週齢と6 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を-80℃にて解析まで保存した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1．銀ナノ粒子の調整と分散安定性 
a）左から生理食塩水、50 μg/mL銀ナノ粒子、500 μg/mL銀ナノ粒子の調整後の様子を示している。 
b）調整後、28 日経過したそれぞれの溶液の様子を示している。 

 

2．F1世代雄性生殖系列の解析（胎仔期超微小粒子曝露の次世代影響） 
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世代脳神経機能の解析（胎仔期超微小粒子曝露の多世代影響） 
 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。 

 
結 果 

 

1．胎仔期銀ナノ粒子曝露がF1世代雄性生殖および精子性状に及ぼす影響 
 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、対照：16.4±1.1 cm、Low：15.0±0.9 cm＊、High：14.5±1.1 cm＊＊となり、濃度

依存的に AGD が小さくなることが明らかとなった。Data の表記は（平均値±SD）とした。一元配置分散分析の後、

Tukey-Kramer 法により平均値を比較した。アスタリスクは 5 %有意水準で対照群と差ありとした。 
 次に、精子性状解析を行ったところ、精子の生存率は、対照：41.9±5.0 %、Low：31.0±6.2 %＊＊、High：35.3±8.1 %
とLow 群でのみ生存率の有意な低下が認められた（図2）。精子運動率は現在解析中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AgNP調整後 AgNP調整28日後 

a) b) 
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図2．F1世代マウス精子の生存率 

図は左から、Control群、Low群、High群の結果を示している。縦軸は生存率を示している。Data 
の表記は（平均値±SE）とした。一元配置分散分析の後、Tukey-Kramer 法により平均

値を比較した。アスタリスクは 5 %有意水準で対照群と差ありとした。 
 
2．F1世代雄マウス生殖細胞系列の形態解析 
 精子性状の解析結果に加え、精子形態についても解析を行った。その結果、Low 群、High 群において対照の精子

形態と比較すると正常形態率が有意に低下することが明らかとなった（図3）。また、曝露により Hook less という対

照には見られない特徴的な形態異常を発見できた。次に、精子形成に影響が生じていることから精巣に着目して解析を

行った。マウス精巣の病理組織学解析の結果では、曝露により顕著な病理所見は観察されなかったが（図 4）、現在、

精細管ごとに詳細な定量評価を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．F1世代マウス精子の正常形態率 
図は左から、Control群、Low群、High群の結果を示している。縦軸は精子の正常形態率を示

している。Dataの表記は（平均値±SE）とした。一元配置分散分析の後、Tukey-Kramer 法
により平均値を比較した。アスタリスクは 5％有意水準で対照群と差ありとした。 
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図4．F1世代マウス精巣組織 
図は左から、Control群、Low群、High群の精巣組織を表している。Scale bar = 20 m である。 

 
 
3．F1世代雄マウス生殖細胞系列のマイクロRNA（miRNA）発現解析 
 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したところ、Low vs. Control 
において、student t test で P < 0.05 かつ 曝露により2倍以上に有意な発現亢進が認められた miRNA は 6 個抽出

された。その他のデータは現在解析中である。同時に、対照群と比較して High 群の、有意な発現亢進あるいは低下

したmiRNA の機能解析を進めているところである。 
4．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1.5 倍以上の発現亢進、11個の遺伝子で1.5 倍以下の

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 1.5 倍以上の発現亢

進、13 個の遺伝子で 1.5 倍以下の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認め

られたものの、海馬で得られた結果とは対照的に変動した数は少なかった。 
 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。 
 

考 察 

 
本研究の遂行により、胎仔期 AgNP 曝露は、曝露を直接受けていない F2世代の海馬に影響を及ぼす可能性を見い

だすことができた。しかしながら、大脳皮質には影響が認められず、海馬に影響が認められた理由については、今後、

詳細に検証を行う必要があると考える。また、今回のデータは、遺伝子発現変動の観点から考えられる結果であり、行

動解析、組織学解析、電気生理学解析などの脳機能解析と組み合わせて、多世代影響のリスク評価を進めていく予定で

ある。F2 世代の影響の本体は、F1 世代の雄性生殖系列の影響の痕跡以外には考えられない。従って、今回の解析で

F1世代の精子性状の悪化やそれに伴う miRNA 発現変化は、F2世代の遺伝子発現制御を行っているのか、in silico に
より現在解析中である。予想と反したのは、遺伝子発現変動の数の観点からではあるが、F2世代のLow群の方が High 
群よりも影響を受けていることになる。超微小粒子のリスク評価で注意するべきことの一つは、重量濃度依存的な影響
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ではなく表面積や表面状態に影響が左右されることが多いとされていることから、電子顕微鏡を用いて、超微小粒子の

低濃度と高濃度の詳細なキャラクタライズを行い、生理食塩水による希釈により投与の際に AgNP の分散に細かい変

化が生じたのか否かを調べる必要があると考える。 
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