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序論 

 

我々の身体はホメオスタシスにより内外の環境因子の変化に対応しながら、生体内環境を一定

の状態に維持することが可能であり、ホメオスタシス維持するために神経系およびホルモンが重

要な役割を担っている。環境中に存在する天然物、合成化学物質には内因性ホルモンの作用を模

倣、または逆に阻害するような物質が存在し、内分泌撹乱化学物質と呼ばれている。 

非イオン界面活性剤である nonylphenol ethoxylate (NPE)の原料および分解産物である

nonylphenol (NP)はフェノールにノニル基が結合したもので、内分泌撹乱化学物質の 1 つである。

NPE はゴム、プラスチック、機械・金属工業において洗浄剤、乳化剤、重合剤として使用されて

おり、自然観環境中で微生物により NP へ分解されることが報告されている 1-4)。 

 

 

 

Fig. 1. Nonylphenol. 

 

NP は弱いエストロゲン活性を有していることが報告されており 5, 6)、生殖系、免疫系への影響

に関する多くの研究が行われている。ラットにおける NP 多世代曝露が腎臓、肝臓構造の変化、

膣開口の遅延、性周期異常、精子数減少を引き起こすことが報告されている 7, 8)。また出生前 NP

曝露が仔ラットの精子数、1 日精子生産数、精子活性、を減少すること 9)、免疫細胞の発達および

機能に影響を及ぼすこと 10)、新生児期 NP 曝露が雄性ラットの生殖能力を低下させる 11)という報

告がある。一方で、新生児期 NP 曝露がラットの生殖機能へ影響を及ぼさないという報告もある

12, 13)。 

報告例としてはまだ少ないが NP が中枢神経系に及ぼす影響について調査した研究もある。そ

れらには、出生前 NP 曝露が雄性仔ラットの神経行動発達および学習記憶を阻害すること 9)や、

対照的に NP 周産期曝露が雄性仔ラットの一般活動性、学習記憶へ影響を及ぼさないこと 14)が報

告されている。このため、NP の中枢神経系に及ぼす影響についてはまだ明解にされておらず、

さらなる議論の余地がある。 

我々は以前の研究で内分泌撹乱化学物質の 1 つであり、非常に弱いエストロゲン活性を有する

bisphenol A (BPA)の周産期曝露が雄性仔ラットの中枢神経機能に及ぼす影響について調査し、低

用量 BPA (50 µg/kg)が雄性仔ラットの空間学習記憶を低下するが高用量 BPA (500 µg/kg)は影響

を及ぼさないこと 15)、また成獣雄性ラットへの低用量 BPA (50 µg/kg)経口投与は自発運動活性を

低下させ、高用量 BPA (10 mg/kg)経口投与は軽度の抗不安作用を示したが、成獣期の BPA 経口

投与は雄性ラットの空間学習記憶能および体験型学習記憶能にはほとんど影響を及ぼさないこと

16)を報告した。しかしながら、NP については、前述の齧歯類の生殖系 7-9, 17)、中枢神経系 7, 13, 14)
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に及ぼす影響を調査した研究ではほとんどが 10 mg/kg 以上の用量を用いており、低用量 NP 周

産期曝露が及ぼす影響については明確になっていない。そこで本研究では、低用量 NP 周産期曝

露が雄性仔ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に及ぼす影響について結論を得るべく、各

種行動実験を用いて詳細に評価し、その結果を本論文の第 1 章で述べた。 

また、NP の中枢神経系への影響を調べた報告はほとんどが周産期曝露の影響を調べており、

成獣動物へ直接 NP 曝露を行いその中枢神経系への影響を調べたものは少ない。慢性 NP 経口投

与が雄性マウスの探索行動、学習記憶を低下させるという報告 17)があるが、NP 経口投与が雌雄

成獣ラットの中枢神経系へ及ぼす影響については報告されていない。そこで、本研究では、低用

量 NP 経口投与が成獣ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に及ぼす影響について調査し、

その結果を本論文の第 2 章で述べた。 

脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(SHRSP)への一過性脳虚血は、脳虚血後の興奮性アミノ酸

の過剰放出とそれに伴う細胞内カルシウム濃度上昇に起因する神経細胞のアポトーシスによって、

海馬のCA1錐体細胞を破壊することが知られている 18, 19)。この一過性脳虚血処置により、SHRSP

の場所学習記憶が低下することが報告されており 20)、海馬は学習記憶において重要な役割を担っ

ている脳部位である。そのため、成獣雄性ラットの空間学習記憶能への NP の影響をより明確に

するために、学習記憶に重要な役割を果たしている脳部位である海馬への NP 微量注入が学習記

憶を主とした中枢神経機能に及ぼす影響について調査し、その結果を本論文の第 3 章で述べた。 
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第 1 章 

低用量 NP 周産期曝露が雄性仔ラットの学習記憶を主とした 

中枢神経機能に及ぼす影響 

 

 

 本章では、中枢神経機能の発達において重要な時期である胎児期および新生児期の胎盤経由お

よび母乳経由での NP 曝露が、成長後の雄性ラットの中枢神経機能に及ぼす影響を調べることを

目的とした。NP 周産期曝露が成長後の仔ラットの行動に様々な影響を及ぼす可能性が示唆され

ているが、報告の数も少なく、一貫性も乏しい。我々は以前の研究で、NP と同様に内分泌撹乱

化学物質の 1 つであり、非常に弱いエストロゲン活性を有する BPA の周産期曝露の影響について

調査し、低用量 BPA は雄性仔ラットの空間学習記憶能を低下するが高用量 BPA は影響を及ぼさ

ないことを報告した 15)。さらに、NP 周産期曝露による生殖系、中枢神経系への影響評価の研究

では多くの場合 10 mg/kg 以上の用量が用いられており、低用量 NP 周産期曝露の影響は明確に

なっていない。一般的に中枢神経系は末梢器官よりも低用量で影響が現れることが多いため、本

実験は低用量 NP 周産期曝露の学習記憶を主とした中枢神経系に及ぼす影響について結論を得る

ために行った。 

 本実験で使用したNPの用量は、次世代の生殖系において無毒性量 (NOAEL)8)である 10 mg/kg

およびその 1/10 である 1 mg/kg を用いた。また、NP 曝露の主な経路は食品ならびにプラスチッ

ク・ゴム製品などからの経口摂取であるため、本研究では投与方法として経口投与を選択した。

出生前の母ラットに NP を投与した場合に、胎児の血中および脳内で NP が検出されており 21)、

血液胎盤関門を NP が通過し、胎児へ移行することが明らかになっている。また、出産後の母ラ

ットへの NP 経口投与が仔ラットへ影響を及ぼすため、母乳経路で新生児ラットへ NP が移行す

ると推察されると報告されている 22)。さらにヒトの母乳から NP が検出されており 23, 24)、したが

って、本実験では母ラットへ慢性的に NP 経口投与したため、仔ラットは胎盤および母乳経路で

NP 曝露され、仔ラットの脳内へ NP が移行すると推測される。 

 そこで本章では、低用量 NP 周産期曝露の学習記憶を主とした中枢神経機能への影響を調査す

るために、MAZE test を用いて空間学習記憶能を、Step-through passive avoidance test を用い

て体験型学習記憶能を、Open-field test 用いて一般活動性および情動性を、Elevated plus maze 

test を用いて不安様行動を評価した。 

 

 

1. 実験材料ならびに実験方法 

 

1.1 実験動物 

実験には、妊娠 6 日目で購入した Sprague Dawley 系雌性ラット (SD ラット：九動産)とその雄

性仔ラットが使用された。動物は、温度 22±2 ℃、湿度 50±10 %に調節された 12 時間明暗サイ

クル (午前 7 時点灯)の動物飼養保管実験室内で飼育管理し、プラスチック製ケージ (縦：42.0 cm×

横：25.0 cm×高さ：18.5 cm)で 1 ケージあたり 3 匹の群飼育を行った。母親には餌 (固形飼料 F2：
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株式会社 船橋農場）と水は自由摂取させ、妊娠 10 日目に体重差が無いように 3 群 (Control 群 2

匹、NP 群各 3 匹)に分け、妊娠 17 日目から個別飼育した。 

 仔ラットは出生後 3 日目に一腹あたり 10 匹になるように間引き調整され、出生後 20 日目に離

乳、さらに 4 週齢時に雌雄分別され、1 ケージあたり 4 匹の群飼育が行われた。本実験では、雄

性仔ラットを使用するため間引きの際は可能な限り雄性仔ラットを残し、雌性仔ラットの数を調

整することによって一腹あたり 10 匹になるようにした。6 週齢時に各群の雄性仔ラットを無作為

に選び、MAZE test に用いるラット (各群 6 匹)と他の行動実験に用いるラット (各群 6 匹)に分

け、1 ケージあたり 3 匹の群飼育が行われた。このとき、各母親由来の仔ラットの数ができるだ

け均等になるようにした。MAZE test で用いる雄性仔ラットは、報酬に対するモチベーションを

高めるために、6 週齢時から給餌・給水制限 (餌 : 約 12 g/匹/日、水 : 約 33.3 ml/匹/日)が開始さ

れ、過度の体重制限を避けるため、週に 1 度給餌・給水制限を緩和した。MAZE test 以外の行動

実験に使用した雄性仔ラットは実験測定期間を除き、餌と水は自由摂取させた。 

 なお、本実験はすべて長崎大学動物実験規則に則り行った。 

 

1.2 使用薬物 

 被験薬物はノニルフェノール (4-nonylphenol:NP:関東化学株式会社) を使用した。NP は corn 

oil に溶解させ、濃度 1 mg/kg、もしくは 10 mg/kg を経口ゾンデにて 1 ml/kg の割合で経口投与

し、対照群 (Control 群)には corn oil のみを同様に 1 ml/kg の割合で経口投与した。なお、経口

投与はストレス負荷を回避するために、ハロタンによる軽度の麻酔をかけた後に行ない、被験薬

物は母ラットに対し、妊娠 10 日目より出産後 14 日目まで投与した。 

 

1.3 行動実験 

1.3.1 Appetite-motivated maze test (MAZE test) 

 空間学習記憶能の測定には、可変式迷路装置 (Fig. 1-1)を用いた。本装置は、90 cm×90 cm の

正方形に 15 cm ×15 cmの正方形が連結した底面で、高さは 50 cm、内面は白色である。縦×横：

50 cm×15 cm、50 cm×30 cm、50 cm×45 cm、50 cm×60 cmの各種しきりを組み合わせて 3 段階

の難易度の MAZE (MAZE (A)、MAZE (B)、 MAZE (C))を作り上げた。 

装置の底面上 1 m の高さに 100 W の白色光を 3 台置き、装置内はくまなく一定の照度が保た

れるようにし、ゴールまでの道筋を記憶するための目印として装置壁面上部 4 箇所に形の異なる

シールを貼った。ゴールには報酬としてミルク (20 g のコンデンスミルク (雪印乳業株式会社) に

100 ml の水道水を加えたもの)を置いた。 

実験準備として、雄性仔ラットが 7 週齢時に、実験装置および報酬への「慣らし」を行った。

MAZE test では、まず 1 日目に正解通路を学習させる「トレーニング」を行い、その翌日から 3

日間にわたり空間学習記憶能を測定する「テスト」を行った。本実験では、スタート内壁面にラ

ットの鼻部を向けて静かに置き、報酬を置いたゴールにたどり着いた後、自由に報酬を摂取させ、

ここまでを 1 trial とした。1 trial 終了後、直ちにラットを MAZE からケージに移し、1 分間の

間隔をおいて次の trial を開始した。また、次の trial に影響を及ぼさないように各 trial 終了後

に装置を雑巾できれい清掃した後で次の trial を行っている。雄性仔ラットが 8 週齢時に MAZE 



 

5 

 

(A) test を、10 週齢時に MAZE (B) test を、12 週齢時に MAZE (C) test を行った。 

 

 

 

Fig. 1-1. 可変式迷路装置 

 

① 慣らし 

ゴールを塞いだ可変式迷路装置を 4 等分に仕切り、1 エリアに 1 匹のラットをスタート内壁面

にラットの鼻部を向けて静かに置き、装置及び報酬に慣れさせた (Fig. 1-2)。1session あたり 3 

trial を 1 日 2 session、3 日間連続して行い、session 間の間隔は 2 時間とした。1 trial の測定時

間は 3 分とし、その間動物は自由に装置内を探索した。報酬はミルク 300 µl とし、各 trial 終了

後に装置を雑巾で清掃した。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまでの

時間 (Time)とした。 

 

 

 

Fig. 1-2. 可変式迷路装置 (慣らし) 

 

start

goal

90 cm

90 cm

15 cm

15 cm

start start

goal goal

goal goal
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② トレーニング 

各 MAZE test の正解通路以外の通路を塞いだ装置を用いて 3 trial を行った。1 trial の最大測

定時間を 3 分間、報酬はミルク 300 µl とした。3 分経過してもゴールにたどり着けない場合は、

ラットを棒でゴールまで誘導し、各 trial 終了後に装置を雑巾で清掃した。測定項目は、スタート

してからゴールの報酬を摂取し始めるまでの時間 (Time)とした。 

 

③ テスト 

各 MAZE test の装置を用いて 1 日に 3 trial、トレーニングの翌日から 3 日間連続して行った 

(Fig. 1-3)。1 trial の最大測定時間は 5 分間、報酬はミルク 300 µl とした。5 分経過してもゴール

にたどり着けない場合はラットを棒でゴールまで誘導し、各 trial 終了後に装置を雑巾で清掃した。

測定項目はスタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまでの時間 (Time)とエラーエリアへ

の進入回数 (Error)とし、Error はラットの腰の位置がエラーエリアに入った時点でカウントした。 

 

 

 

Fig. 1-3. MAZE test：各々の MAZE におけるゴールまでの道のりはテストが進むにつれて複雑に

なっており、MAZE (A) → MAZE (B) → MAZE (C)の順で、ラットの空間学習記憶能を評価する

ために行われた。白い区画は正解通路を、グレーの区画はエラーエリアを表し、ゴールまでの道

筋を記憶するための目印として、装置壁面上部 4 箇所に形の異なるシールが設置されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

start start start

goal goal goal

MAZE (A) MAZE (B) MAZE (C)

♥

♥

♥■

■

■

♦

♦
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1.3.2 Step-through passive avoidance test 

本実験では Step-through 装置を用いて、ラットの体験型学習記憶能を測定した (Fig. 1-4)。

Step-through 装置は暗室 (30×30×30 cm)と明室 (10×20×12 cm)の 2 室で構成されており、その

間には仕切りを上げ下げすることで開閉することができる通路 (8×8 cm)がある。床面には電気刺

激を与えるグリッドが敷いており、フットショック (嫌悪刺激)を与えることが可能である。 

本実験は連続した 3 日間で行われ、1 日目に実験装置への慣らし、2 日目に獲得試行、3 日目に

保持施行を行った。 

 

1 日目：慣らし 

 明室にラットを 1 匹ずつ入れ、10 秒後に仕切りを開け、その後 1 分半の間明室と暗室を自由に

探索させた。測定項目は、最初に明室から暗室へ移行するまでの時間 (Latency)とした。 

 

2 日目：獲得試行 

明室にラットを 1 匹ずつ入れ、10 秒後に仕切りを開けた。ラットは前日の慣らしの効果と暗い

場所を好む性質のため、暗室に入ろうとする。ラットが暗室に入るとすぐ仕切りを閉めて、5 秒

間 1 mA の電流を通し、フットショックを与えた。最大測定時間は 5 分とし、明室から暗室へ移

行するまでの時間 (Latency)を測定した。 

 

3 日目：保持試行 

 明室にラットを 1 匹ずつ入れ、10 秒後に仕切りを開ける。最大測定時間は 5 分とし、明室から

暗室へ移行するまでの時間 (Latency)を測定した。 

 

通常、電気刺激を不快に感じたラットは学習記憶するため、再び明室に入れても暗室に進入する

までの時間が長くなる。しかし体験型学習記憶能が低下していると、電気刺激を受けても明室か

ら暗室に進入するまでの時間が短い。本実験は雄性仔ラットが 11 週齢時に行った。 

 

Fig. 1-4. Step-through 装置. 

 

明室
暗室
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1.3.3 Open-field test 

本実験ではHall25)のOpen-field装置を用いて、ラットの一般活動性及び情動性を測定した (Fig. 

1-5)。本装置は底面の直径 60 cm、壁の高さ 50 cm、壁の上縁の直径 80 cmのバケツ状のもので、

内面は灰白色に塗ってあり、底面は黒ペンキで線を引き、ほぼ等面積の 19 区画に分けてある。装

置の底面中央上 80 cm の高さに 100 Wの白色光を置き、装置内はくまなく一定の照度が保たれる

ようにした。 

本装置床面中央にラットを静かに置き、3 分間における Ambulation (locomotor activity：自発

運動量)、Inner、および Rearing (立ち上がり運動)および脱糞・放尿回数を測定した。Ambulation

は装置底面の区画を横切る回数、Inner は内円の各区画を横切る回数をもって表した。ラットを

Open-field 装置に入れると、装置の壁面に沿って注意深く行動をする習性を示すため、Inner よ

りも Ambulation から Inner を引いた回数の方が、通常状態では多くなることが一般的である。

しかしながら、情動性が低下すると Inner や Rearing 回数が多くなる。Ambulation は一般活動

性、Inner は警戒行動、Rearing は探索行動の指標となる。本実験では、装置を置いてある部屋

にラットを 30 分間馴化させた後、初回 (0 時間)、2 時間、 4 時間の各時期にテストを施行した。

本実験は雄性仔ラットが 7 週齢時に行った。 

 

 

 

Fig. 1-5. Open-field 装置. 

 

 

 

 

 

Side view Bottom view
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1.3.4 Elevated plus-maze test 

本実験では高架式十字迷路装置を用いて、ラットの情動性 (不安・恐れ)を測定した (Fig. 1-6)。

高架式十字迷路は床から 60 cm の高さに設定している。中央部は正方形のニュートラルゾーン

(14×14 cm)があり、各辺から歩行面 (10×50 cm)が四方に延びている。歩行面のうち 2 本は壁面

がなく (open arm)、残る 2 本は周囲を高さ 60 cm の壁面で囲まれている (closed arm)。 

実験を行なう際に、ラットの頭が open arm の方向に向くようにしてニュートラルゾーンに乗

せ、open armと closed arm における進入回数と、滞在時間を 5 分間測定した。 

通常であれば、ラットは高所で壁のない高架式十字迷路の open arm へ進入することは少ない

が、情動性が低下し危険察知能力が低いラットは open arm への進入回数が増加し、滞在時間が

長くなる。本実験は雄性仔ラットが 7 週齢時に行った。 

 

 

 

Fig. 1-6. 高架式十字迷路装置 

 

 

1.4 統計学的処理 

 結果は平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、一元もしくは二元分散分析 (ANOVA)を行っ

た後、Dunnett (Stat View 5.0,Microsoft)の多重比較検定を用いて解析し、危険度 5 %以下を有意

差ありとした。Elevated plus-maze test、Step-through passive avoidance test の結果は一元分

散分析により解析され、MAZE test、Open-field test の結果は、二元分散分析により評価された。 

 

 

Closed arm

Open arm
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1.5 実験スケジュール 

 本実験は、以下のスケジュールに基づいて行った。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-7. 実験スケジュール 
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2．実験結果 

 

2.1 MAZE test 

Fig. 1-8, Fig. 1-9 は周産期に 1, 10 mg/kg NP、もしくは vehicle を曝露された雄性仔ラットの

MAZE test における日ごとの Time (Fig. 1-8) および Error (Fig.1-9) をその平均値±標準誤差で

表したものである。Time はスタートしてからゴールにある報酬を摂取し始めるまでの時間、Error

はゴールするまでのエラーエリアへの進入回数である。*P < 0.05, **P < 0.01 は Control 群との

間に有意差ありを、†P < 0.01 は 1 mg/kg NP 群との間に有意差ありを表す。 

 

Fig. 1-8. MAZE test における日ごとの Time の推移 

 

Control 群において、MAZE (A) test の Time は 3 日間とも大きな変化はなかったが、MAZE (B) 

testの Timeは 1日目に比べ 2, 3日目では短縮し、MAZE (C) testでは、日数の経過とともに Time

が短縮した。 

すべての難易度のMAZE test において、1 mg/kg NP 群の Timeは、Control群よりも短い Time

を示し、MAZE (A) test の 2、 3 日目、MAZE (B) test の 1、3 日目、MAZE (C) test の 3 日間で

有意差が認められた (P < 0.01、P < 0.05)。さらに、MAZE (A) test の 3 日目において、1 mg/kg 

NP 群は 10 mg/kg NP 群よりも有意に短い Time (P < 0.05)を示した。 

 MAZE (A) test において、10 mg/kg NP 群の Time は 1, 2 日目に Control 群よりも短い値を示

したが有意差は認められなかった。MAZE (B) test および MAZE (C) test において、3 日間とも

10 mg/kg NP 群の Time は、Control 群よりも短い Time を示し、MAZE (B) test の 1、3 日目、

MAZE (C) test の 3 日間で有意差が認められた (P < 0.05、P < 0.01)。 
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Fig. 1-9. MAZE test における日ごとの Error の推移 

 

Control 群の Errorにおいて、MAZE (A) test の 2 日目に減少し、3 日目に増加したが、MAZE 

(B) test および MAZE (C) test では、日数を追うごとに徐々に Errorは減少していった。 

MAZE (A) testの2日目、MAZE (B) testの1, 2日目、MAZE (C) testの2日目において、1 mg/kg 

NP 群の Errorは、Control 群よりも若干高い値を示したが有意差は認められなかった。 

MAZE (A) test の 2, 3 日目において、1 0 mg/kg NP 群の Error は、若干高い値を示したが有意

差は認められなかった。 
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2.2 Step-through passive avoidance test 

 Fig. 1-10 は、周産期に 1, 10 mg/kg NP、もしくは vehicle を曝露された雄性仔ラットの

Step-through passive avoidance test の獲得試行および保持試行の Latency をその平均値±標準

誤差で表したものである。Latency は明室から暗室へ移行するまでの時間である。 

 

 

 

Fig. 1-10. Step-through passive avoidance test における Latency の推移 

 

獲得試行において、NP 処置群の Latency は、Control 群よりも若干低い値を示したが有意差は

認められなかった。保持試行において、1 mg/kg NP 群の Latency は、Control 群よりも若干低い

値を示したが有意差は認められなかった。10 mg/kg NP 群は、Control 群とほぼ同様の Latency

を示し、有意差は認められなかった。 
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2.3 Open-field test 

 Fig. 1-11, Fig. 1-12, Fig. 1-13 は、周産期に 1, 10 mg/kg NP、もしくは vehicle を曝露された雄

性仔ラットの Open-field test における Ambulation (Fig. 1-11)、 Inner (Fig. 1-12)、Rearing (Fig. 

1-13) をその平均値±標準誤差で表したものである。Ambulation は装置底面の区画を横切った総

回数、Inner は装置底面の内円の各区画を横切った回数、Rearing は立ち上がり行動の回数であ

る。 

 

Fig. 1-11. Open-field test における Ambulation の推移 

 

Fig. 1-12. Open-field test における Inner の推移 



 

15 

 

 

 

Fig. 1-13. Open-field test における Rearing の推移 

 

Control 群において、Ambulation、Inner、Rearing の値は、時間の経過とともに徐々に減少

していった。 

 Ambulation において、1 mg/kg NP群はControl群よりも2 h値で若干高い値を示し、10 mg/kg 

NP 群は、実験初期 (0, 2 h 値)において Control 群よりも若干高い値を示したが NP 処置群と

Control 群との間で有意差は認められなかった。 

 Inner において、 NP 処置群は Control 群よりも初回の実験 (0 時間値)において低い値を示し

たが、各群間で有意差は認められなかった。 

 Rearing において、NP 処置群は、Control 群よりも実験後期 (2, 4 時間)で低い値を示したが各

群間で有意差は認められなかった。 
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2.4 Elevated plus-maze test 

 Fig. 1-14, Fig. 1-15 は、周産期に 1, 10 mg/kg NP、もしくは vehicle を曝露された雄性仔ラッ

トのElevated plus-maze testにおける open armおよび closed armへの進入回数 (Fig. 1-14) お

よび滞在時間 (Fig. 1-15) をその平均値±標準誤差で表したものである。 

 

Fig. 1-14. Elevated plus-maze test における各 arm への進入回数および滞在時間 

 

すべての項目において、1 mg/kg NP 群は Control 群とほぼ同様の値を示し、Control 群との間

に有意差は認められなかった。10 mg/kg NP 群の closed arm への進入回数は、Control 群よりも

若干低い値を示したが、有意差は認められなかった。また、他の項目においても、10 mg/kg NP

群は Control 群とほぼ同様の値を示し、Control 群との間に有意差は認められなかった。 
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3. 考察 

 

本研究では、中枢神経系の発達に重要な時期である胎児期および新生児期の胎盤経由および母

乳経由での NP 曝露が、成長後の雄性ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に及ぼす影響を

評価するために、空間学習記憶能を MAZE test、体験型学習記憶能を Step-through passive 

avoidance test、一般活動性および情動性を Open-field test、不安様行動を Elevated plus-maze 

test を用いて評価した。 

MAZE test では、ラットはゴールにある報酬を獲得するために MAZE 内に設置されている目

印を手掛かりにゴールまでの道筋を学習記憶することにより、実験を重ねるうちにスムーズにゴ

ールできるようになるため、Time の短縮および Error の減少は空間学習記憶能の向上を示す。 

 Control群のTimeおよびErrorにおいて、MAZE (A) testでは大きな変化は見られなかったが、

MAZE (B) test および MAZE (C) test では日を追うごとに減少していき、特に MAZE (C) test で

は顕著であった (Fig. 1-8, Fig. 1-9)。このことから、MAZE (A) →MAZE (B) →MAZE (C)と難易

度が上昇しても Control 群は MAZE test の進行とともに Time を短縮し、Error を減少させる右

肩下がりの学習曲線を示した。 

 すべての MAZE test において、1 mg/kg NP 群の Time は Control 群よりも有意に短い値を示

し (P < 0.01, P < 0.05; Fig. 1-8)、10 mg/kg NP 群は MAZE (B) test および MAZE (C) test にお

いて、Control 群よりも有意に短い Time を示した(P < 0.01, P < 0.05; Fig. 1-8)。このことから、

低用量 NP 周産期曝露が雄性仔ラットの空間学習記憶能を増強することが示唆された。また、

MAZE (A) test の 3 日目において、1 mg/kg NP 群は 10 mg/kg NP 群よりも有意に短い Time を

示し、さらに MAZE (C) test では 3 日間とも 10 mg/kg NP 群よりもさらに短い Time を示したこ

とから (Fig. 1-8)、1 mg/kg NP 群は 10 mg/kg NP 群よりも空間学習記憶能においてより顕著な

影響を現した。 

 我々は以前の研究において BPA 周産期曝露が空間学習記憶能に及ぼす影響が用量依存的では

ないことについて議論した 15)。ホルモンおよび内分泌撹乱化学物質のような化学物質は、U 字型

や非 U 字型のような非単調な用量反応関係を示す傾向があることが分かっており 26-30)、本研究に

おける NP 周産期曝露が空間学習記憶能に及ぼす影響はこれらと一致する。また、胎児期におけ

る 200 mg/kg/day NP曝露が雄性仔ラットの海馬超微細構造を変化させ、Morris Water Maze test

における空間学習記憶能を低下させるが、50, 100 mg/kg/day NP 曝露では影響を及ぼさないこと

が報告されている 9)。このことから、低用量 NP 周産期曝露による空間学習記憶能増強作用は、

用量が増加するにつれてその効果が低下していき、200 mg/kg/day NP のような高用量曝露では

空間学習記憶能を低下させるのではないかと考えられる。 

 本研究結果は、低用量 NP 周産期曝露が雄性仔ラットの空間学習記憶能を増強することを示し

たが、我々の以前研究において、BPA 周産期曝露が雄性仔ラットの空間学習記憶能を低下させる

ことを示した 15)。多くの研究がエストロゲンの学習記憶向上効果 31-33)、神経保護作用 34-36)、スパ

イン形成および長期増強促進 33, 37-39)を示すこと、エストロゲンが学習記憶において重要な役割を

担っていることが報告されている。NP は BPA よりも強いエストロゲン活性を有していることが

知られており 5)、two-hybrid 法において 17β-estradiol (10-7 M) の 10 %活性を示す濃度が NP は
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2×10-7 M であるのに対して BPA は 3×10-6 M であること 6)、エストロゲン受容体 (ER) に対する

親和性を調査した研究では、50 %阻害濃度が NP は 2.40 × 10-6であるのに対して BPAは 3 × 10-6

であること 40)が報告されている。さらに、10–100 nM BPA が海馬の CA1 および CA3 における

長期抑圧 (LTD)を有意に増強するが歯状回 (DG)では LTDを低下させること、また 100 nM NP

が CA1 では LTDを 10 %低下させ、CA3 および DG では LTDを増強することが報告されている

41)。空間学習記憶能のあらゆる面において重要な役割を担っている海馬 42)の CA1 および DG に

おける LTD に対する NP と BPA の作用は相反している。このように、NP および BPA のエスト

ロゲン活性および海馬における LTD に対する作用の違いにより雄性仔ラットの空間学習記憶能

に及ぼす影響が異なったと考えられる。さらに、Corrieri et al. 43)は外因性エストロゲンである

17α-ethynylestradiol 周産期曝露が雄性仔ラットの空間学習記憶能を向上することを報告してい

る。このため、低用量 NP 周産期曝露による雄性仔ラットの空間学習記憶能増強効果は NP が有

しているエストロゲン活性に起因することが示唆される。 

 ラットの暗所を好むという性質を利用して、Step-through passive avoidance test を用いて低

用量 NP 周産期曝露が雄性仔ラットの体験型学習記憶能に及ぼす影響を評価した。保持試行にお

いて、NP 処置による Latency の変化は観察されず、低用量 NP 周産期曝露は雄性仔ラットの体

験型学習記憶能に影響を及ぼさないことが示唆された。この本研究結果は、0.1, 10 mg/kg NP 周

産期曝露が Step-through passive avoidance test における行動特性に影響を及ぼさなかったとい

う報告と一致している 44)。 

低用量 NP 周産期曝露は、雄性仔ラットの空間学習記能を増強したが、体験型学習記憶能には

影響を及ぼさなかった。この要因の 1つは関連する脳部位の違いが考えられる。我々がMAZE test

を用いて評価した Spatial reference memory には海馬が関与していることが報告されている 45)。

しかし、体験型学習記憶能を評価するのに使用した Step-through passive avoidance test では嫌

悪刺激 (電気ショック)を学習記憶させているため、海馬だけではなく、情動行動において重要な

役割を担っている扁桃体や線条体などの脳部位も関連している 46, 47)。このため、NP 周産期曝露

は海馬依存的な Spatial reference memory に特異的に影響を及ぼす可能性がある。 

Open-field test を用いて、NP 周産期曝露が新奇環境における雄性仔ラットの一般活動性およ

び情動性に及ぼす影響を評価した。ラットを Open-field 装置に入れると装置の壁面に沿って注意

深く行動する習性があり、装置中央部における探索行動は少ない。しかし、ラットの探索行動が

増加し、情動行動が安定すると、Inner や Rearing の値が増加する。これは、動物の警戒心が薄

れ、新規環境における不安や恐怖による行動抑制が緩和されることによるものである。また、NP

周産期曝露が雄性仔ラットの情動性に及ぼす影響の評価に関して、Elevated plus-maze test も使

用した。Open arm における進入回数および滞在時間が高所に対する不安や恐怖などの情動性の

指標となり、open arm への進入回数が多いほどあるいは滞在時間が長いほど不安感が低下してい

ると考えられる。また closed arm への進入回数は活動性の指標として考えることができる。

Open-field test および Elevated plus-maze test において、Control 群と NP 周産期曝露群の間

に有意な違いは見られなかったことから、NP 周産期曝露は雄性仔ラットの一般活動性および情

動性に影響を及ぼさないことを示唆した。この結果は、NP 周産期曝露が一般活動性および情動

性に影響を及ぼさないと報告している以前の研究を支持する 14, 44)。 
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 したがって、低用量 NP 周産期曝露は雄性仔ラットの一般活動性、情動性および体験型学習記

憶能に影響を及ぼすことなく、特異的に空間学習記憶能を増強することが示唆された。特に、NP

の NOAEL である 10 mg/kg の 1/10 の用量である 1 mg/kg NP 周産期曝露の影響は顕著であり、

生殖系に影響を及ぼさない低用量NPがCNSに影響を及ぼした。このため雄性仔ラットにおいて、

CNSの方が生殖系よりも NP 周産期曝露に対して感受性が高いことが推察される。 
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第 2 章 

成獣期ラットへの低用量 NP 経口投与が学習記憶を 

主とした中枢神経機能に及ぼす影響 

 

 

 本章では、NP 曝露が成長後の成獣期雌雄 SDラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に及ぼ

す影響を調べることを目的とした。NP が中枢神経機能に及ぼす影響を調査した研究は発達期間

の曝露のものがほとんどであり、成長後の動物に直接 NP 曝露を行い、中枢神経系への影響を調

べた研究は少ない。第 1 章の実験結果は、低用量 NP 周産期曝露が雄性仔ラットの空間学習記憶

能を増強することを示唆した。よって、NP 経口投与が成長後の雌雄 SDラットに及ぼす影響を調

べることにより、NPによる中枢神経機能に及ぼす影響をより詳細に把握することが可能である。 

 第 1 章の NP 周産期曝露の中枢神経機能に及ぼす影響を調べた実験において、NOAEL6)と同等

の用量である 10 mg/kg、その 1/10 である 1 mg/kg の NP 周産期曝露が雄性仔ラットの空間学習

記憶能を向上させ、特に 1 mg/kg NP で顕著であった。このため、本実験では NOAEL の 1/2 で

ある 5 mg/kg、1/20 である 0.5 mg/kg の用量を用いた。また、実験 1 と同様に、実験 2 でも投与

方法として経口投与を選択した。4 日間連続 0.1、10 mg/kg NP 経口投与を行い、最後の投与から

24 時間後にラット脳内で NP が検出され、脳内の最大の NP 濃度が 10 mg/kg で 1183 ppb、0.1 

mg/kg で 0.12 ppb あることが報告されている 48)。さらに、NP が海馬ニューロンの樹状突起伸長

を阻害することが報告されており 49)、経口摂取された NP は血液脳関門を通過し、中枢神経機能

に影響を及ぼすと推測される。 

 低用量 NP 経口投与が成長後の雌雄 SD ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能への影響を

調査するために、MAZE test を用いて空間学習記憶能を、Open-field test 用いて一般活動性およ

び情動性を、Elevated plus maze test を用いて不安様行動を、Step-through passive avoidance 

test を用いて体験型学習記憶能を評価した。 

 

 

1. 実験材料ならびに実験方法 

 

1.1 実験動物 

実験には、5 週齢で購入した Sprague Dawley 系雌雄ラット (SD ラット：九動産)が使用され

た。動物は、温度 22±2 ℃、湿度 50±10 %に調節された 12 時間明暗サイクル (午前 7 時点灯)の

動物飼養保管実験室内で飼育管理し、プラスチック製ケージ (縦：42.0 cm×横：25.0 cm×高さ：

18.5 cm)で 1 ケージあたり 2～3 匹の群飼育を行った。 

入荷後 1 週間は餌 (固形飼料 F2：株式会社 船橋農場)と水を自由摂取させ、MAZE test の報酬

に対するモチベーションを高めるために、7 週齢時から給餌・給水制限 (雄性ラット: 餌 約 12 

g/day、水 約 33.3 ml/day; 雌性ラット: 餌 約 8.5 g/day、水 約 24 ml/day)が開始され、過度の体

重制限を避けるため、週に 1 度給餌・給水制限を緩和した。各群間で MAZE test における走行能

にできる限り差が生じないように、MAZE test の群分けトレーニングを用いて群分けを行った。 
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 なお、本実験はすべて長崎大学動物実験規則に則り行った。 

 

1.2 使用薬物 

 被験薬物はノニルフェノール (4-nonylphenol:NP:関東化学株式会社) を使用した。NP は corn 

oil に溶解させ、濃度 0.5 mg/kg、5 mg/kg を経口ゾンデにて 1ml/kg の割合で経口投与し、対照

群 (Control 群)には corn oil のみを同様に 1 ml/kgの割合で経口投与した。なお、経口投与はス

トレス負荷を回避するために、ハロタンによる軽度の麻酔をかけた後に行なった。 

 

1.3 行動実験 

1.3.1 MAZE test 

 空間学習記憶能の測定には、可変式迷路装置 (Fig. 1-1)を用いた。本装置は、90 cm×90 cm の

正方形に 15 cm×15 cm の正方形が連結した底面で、高さは 50 cm、内面は白色である。縦×横：

50 cm×15 cm、50 cm×30 cm、50 cm×45 cm、50 cm×60 cmの各種しきりを組み合わせて 3 段階

の難易度の MAZE (MAZE (A)、MAZE (B)、 MAZE (C))を作り上げた。 

装置の底面上 1 m の高さに 100 W の白色光を 3 台置き、装置内はくまなく一定の照度が保た

れるようにし、ゴールまでの道筋を記憶する目印として、装置壁面上部 4 箇所に形の異なるシー

ルを貼った。ゴールには報酬としてミルク (20 gのコンデンスミルク (雪印乳業株式会社) に 100 

ml の水道水を加えたもの)を置いた。 

実験準備として、雌雄 SD ラットが 7 週齢時に、実験装置および報酬への「慣らし」と「群分

けトレーニング」を行った。次に MAZE testでは、まず 1 日目に正解通路を学習させる「トレー

ニング」を行い、その翌日から 3 日間にわたり空間学習記憶能を測定する「テスト」を行った。

本実験では、スタート内壁面にラットの鼻部を向けて静かに置き、報酬を置いたゴールにたどり

着いた後、自由に報酬を摂取させ、ここまでを 1 trial とした。1 trial 終了後、直ちにラットを

MAZE からケージに移し、1 分間の間隔をおいて次の trial を開始した。また次の trial に影響を

及ぼさないように各 trial 終了後に装置を雑巾できれいに清掃し、次の trial を行った。雌雄 SD

ラットが8週齢時にMAZE (A) testを、10週齢時にMAZE (B) testを、12週齢時にMAZE (C) test

を行った。NP経口投与は、MAZE testのトレーニングおよびテスト終了後30分以内に行われた。 

 

① 慣らし 

ゴールを塞いだ MAZE 装置を 4 等分に仕切り、1 エリアに 1 匹のラットをスタート内壁面にラ

ットの鼻部を向けて静かに置き、装置及び報酬に慣れさせた (Fig. 1-2)。1session あたり 3 trial

を 1 日 2 session、3 日間連続して行い、session 間の間隔は 2 時間とした。1 trial の測定時間は

3 分とし、その間動物は自由に装置内を探索した。報酬はミルク 300 µl とし、各 trial 終了後に

装置を雑巾で清掃し、次の trial を行った。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し

始めるまでの時間 (Time)とした。 
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② 群分けトレーニング 

エラーエリアを塞いだ正解通路のみの装置 (Fig. 2-1)を用いて 3 trial を行った。1 trial の最大

測定時間は 3 分間、報酬はミルク 300 µl とした。3 分経過してもゴールにたどり着けない場合は、

ラットを棒でゴールまで誘導した。また、各 trial 終了後に装置を雑巾で清掃し、次の trial を行

った。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまでの時間 (Time)とした。 

この群分けトレーニングの結果を用いて、できる限り各投与群間で走行能に差が生じないよう

群分けを行った。 

 

 

Fig. 2-1. 可変式迷路装置 (群分けトレーニング) 

 

③ トレーニング 

各 MAZE test の正解通路以外の通路を塞いだ装置を用いて 3 trial を行った。1 trial の最大測

定時間は 3 分間、報酬はミルク 300 µl とした。3 分経過してもゴールにたどり着けない場合は、

ラットを棒でゴールまで誘導した。また、各 trial 終了後に装置を雑巾で清掃し、次の trial を行

った。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまでの時間 (Time)とした。 

 

④ テスト 

各 MAZE test の装置を用いて 1 日に 3 trial、トレーニングの翌日から 3 日間連続して行った 

(Fig. 1-3)。1 trial の最大測定時間は 5 分間、報酬はミルク 300 µl とした。5 分経過してもゴール

にたどり着けない場合は、ラットを棒でゴールまで誘導した。また、各 trial 終了後に装置を雑巾

で清掃し、次の trial を行った。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまで

の時間 (Time)とエラーエリアへの進入回数 (Error)とした。Error は、ラットの腰の位置がエラ

ーエリアに入った時点でカウントした。 

 

 

 

start

goal
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1.3.2 Step-through passive avoidance test 

体験型学習記憶能の測定には Step-through passive avoidance test を用いた。実験装置および

実験方法については、第 1 章の 1.3.2 Step-through passive avoidance test と同様である。本課

題は SD系雌雄ラットが 13週齢時に実施し、NP経口投与は獲得試行終了後 30分以内に行った。 

 

1.3.3 Open-field test 

一般活動性および情動性の測定には Open-field test を用いた。実験装置および実験方法につい

ては、第 1 章の 1.3.3 Open-field test と同様である。本課題は SD系雌雄ラットが 8 週齢時に実

施し、NP 経口投与は Open-field test の前日に行った。 

 

1.3.4 Elevated plus-maze test 

 情動性の測定には Elevated plus-maze test を用いた。実験装置および実験方法については、第

1 章の 1.3.4 Elevated plus-maze test と同様である。本課題は SD系雌雄ラットが 10 週齢時に実

施し、NP 経口投与は Elevated plus-maze testの前日に行った。 

 

1.4 統計学的処理 

 結果は平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、一元もしくは二元分散分析 (ANOVA)を行っ

た後、Dunnett (Stat View 5.0,Microsoft)の多重比較検定を用いて解析し、危険度 5 %以下を有意

差ありとした。Elevated plus-maze test、Step-through passive avoidance test の結果は一元分

散分析により解析され、MAZE test、Open-field test の結果は、二元分散分析により評価された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

24 

 

 

1.5 実験スケジュール 

 本実験は、以下のスケジュールに基づいて行った。 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2. 実験スケジュール 
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2．実験結果 

 

2.1 MAZE test 

 Fig. 2-3, Fig. 2-4 は、0.5, 5 mg/kg NP、もしくは vehicle を経口投与された雄性ラットの MAZE 

testにおける日ごとのTime (Fig. 2-3) およびError (Fig.2-4) をその平均値±標準誤差で表したも

のである。Time はスタートしてからゴールにある報酬を摂取し始めるまでの時間、Error はゴー

ルするまでのエラーエリアへの進入回数である。*P < 0.05 は Control 群との間に有意差ありを表

す。 

 

 

 

Fig. 2-3. MAZE test における雄性ラットの日ごとの Time の推移 

 

すべての MAZE test において、雄性ラットの Control 群の Time は日数の経過とともに短縮す

る傾向にあり、特に MAZE (C) test で顕著であった。 

 雄性ラットの 0.5 mg/kg NP 群は、MAZE (B) testの 3 日間、MAZE (C) test の 3 日目に Control 

群よりも長い Time を示し、MAZE (B) test の 3 日目に有意差が認められた (P < 0.05)。 

 雄性ラットの 5 mg/kg NP 群は、すべての MAZE test の 3 日目に Control 群よりも長い Time

を示したが、Control 群との間で有意差は認められなかった。 
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Fig. 2-4. MAZE test における雄性ラットの日ごとの Errorの推移 

 

雄性ラットの Control 群の Error において、MAZE (A) test では大きな変化は見られなかった

が、MAZE (B)および(C) test では日数が経過するとともに減少した。 

 MAZE (A) test の 3 日間および MAZE (B) test の 2 日目において、雄性ラットの 0.5 mg/kg NP

群は Control 群よりも低い Errorを示したが Control 群との間で有意差は認められなかった。 

 雄性ラットの 5 mg/kg NP 群において、MAZE (A) test の 1, 3 日目および MAZE (B) test の 1, 

2 日目で Control 群よりも低い Errorを示したが、MAZE (C) test の 3 日間では Control 群より

も高い Errorを示した。しかし、雄性ラット 5 mg/kg NP 群と Control 群との間で有意差は認め

られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Male



 

27 

 

 

Fig. 2-5, Fig. 2-6 は、0.5, 5 mg/kg NP、もしくは vehicle を経口投与された雌性ラットの MAZE 

testにおける日ごとのTime (Fig. 2-5) およびError (Fig.2-6) をその平均値±標準誤差で表したも

のである。Time はスタートしてからゴールにある報酬を摂取し始めるまでの時間、Error はゴー

ルするまでのエラーエリアへの進入回数である。*P < 0.05 は Control 群との間に有意差ありを表

す。 

 

 

Fig. 2-5. MAZE test における雌性ラットの日ごとの Time の推移 

 

MAZE (A) test において、雌性ラットの Control 群の Time に大きな変化は見られなかったが、

MAZE (B)および(C) test では日数が経過するとともに減少した。 

雌性ラットの 0.5 mg/kg NP 群において、MAZE (B) test の 3 日目および MAZE (C) test の 1, 3

日目で Control 群よりも長い Time を示したが有意差は認められなかった。 

雌性ラットの 5 mg/kg NP 群において、MAZE (B) test の 3 日目および MAZE (C) test の 3 日

間でControl群よりも長いTimeを示し、MAZE (C) testの 1日目において有意差が認められた (P 

< 0.05)。 

 

 

 

 

 

Female



 

28 

 

 

 

 

Fig. 2-6. MAZE test における雌性ラットの日ごとの Time の推移 

 

雌性ラットの Control 群において、Error は MAZE (A) test の 2 日目に増加し、3 日目に減少

したが、MAZE (B) および (C) test において、Control 群の Errorは日数が経過するとともに減

少した。 

雌性ラットの 0.5 mg/kg NP 群において、MAZE (A) test および MAZE (C) test の 2 日目に

Control 群よりも低い Error を示したが有意差は認められなかった。 

 雌性ラットの 5 mg/kg NP 群において、MAZE (A) test の 3 日間および MAZE (C) test の 2 日

目で Control 群よりも低い Errorを示したが有意差は認められなかった。 
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2.2 Step-through passive avoidance test 

Fig. 2-7 は、0.5, 5 mg/kg NP、もしくは vehicle を経口投与された雌雄 SD ラットの

Step-through passive avoidance test の獲得試行および保持試行の Latency をその平均値±標準

誤差で表したものである。Latency は明室から暗室へ移行するまでの時間である。*P < 0.05 は

Control 群との間に有意差ありを表す。 

 

 

 

Fig. 2-7. Step-through passive avoidance test における Latency の推移 

 

獲得試行において、雌雄ラットともに NP 処置による有意な影響は確認されなかった。保持試行

において、雌雄ともに NP 処置群は Control 群よりも低い Latency を示し、用量が増加するにつ

れて Latency は減少し、雌性ラットの 5 mg/kg NP 群と Control 群との間に有意差が認められた 

(P < 0.05)。 
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2.3 Open-field test 

 Fig. 2-8～Fig. 2-13 は、0.5, 5 mg/kg NP、もしくは vehicle を経口投与された雌雄 SD ラット

の Open-field test における Ambulation (Fig. 2-8, 2-11)、Inner (Fig. 2-9, 2-12)、Rearing (Fig. 

2-10, 2-13) をその平均値±標準誤差で表したものである。Ambulation は装置底面の区画を横切っ

た総回数、Inner は装置底面の内円の各区画を横切った回数、Rearing は立ち上がり行動の回数

である。*P < 0.05, **P < 0.01 は Control 群との間に有意差ありを、†P < 0.01 は 0.5 mg/kg NP

群との間に有意差ありを表す。 

 

 

Fig. 2-8. Open-field test における雄性ラットの Ambulation の推移 

 

 

雄性ラットのControl群のAmbulationおよび Inner は時間の経過とともに次第に減少したが、

Rearing は 2 h 値で減少し、4 h 値で若干増加した。 

Ambulation および Inner において、0.5 mg/kg NP 群は実験後期 (2, 4 h)に Control 群よりも

高い値を示したが、有意差は認められなかった。 

5 mg/kg NP 群は Control 群とほぼ同様の Ambulation および Inner を示し、Control 群との間

に有意差は認められなかった。 

Rearing において、NP 処置群は Control 群よりも低い値を実験初期 (0 h)で示したが、NP 処

置群と Control 群との間で有意差は認められなかった。 
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Fig. 2-9. Open-field test における雄性ラットの Inner の推移 

 

 

 

 

Fig. 2-10. Open-field test における雄性ラットの Rearing の推移 
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雌性ラットの Control 群において、Ambulation および Inner は 2 h 値で大きく減少し、4 h 値

では 2 h 値とほぼ同様の値を示し、Rearing は時間の経過とともに徐々に増加していった。 

0.5 mg/kg NP 群の Ambulation および Inner は、実験後期 (2, 4 h)に Control 群よりも有意に

高い値を示した (P < 0.01, P < 0.05)。さらに Inner において、0.5 mg/kg NP 群は実験後期で 5 

mg/kg NP 群よりも有意に高い値を示した (P < 0.01, P < 0.05)。 

5 mg/kg NP 群の Ambulation および Inner は、Control 群とほぼ同様の値を示し、Control 群

との間で有意差は認められなかった。 

 また、雌性ラット NP 処置群の Rearing は Control 群とほぼ同様の値を示し、各群間で有意差

は認められなかった。 

 

 

 

 

Fig. 2-11. Open-field test における雌性ラットの Ambulation の推移 
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Fig. 2-12. Open-field test における雌性ラットの Inner の推移 

 

 

 

 

Fig. 2-13. Open-field test における雌性ラットの Rearing の推移 
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2.4 Elevated plus-maze test 

 Fig. 2-14, Fig. 2-15 は、0.5, 5 mg/kg NP、もしくは vehicle を経口投与された雌雄 SD ラット

の Elevated plus-maze test における open arm および closed arm への進入回数 (Fig. 2-14, Fig. 

2-15) および滞在時間 (Fig. 2-14, Fig. 2-15) をその平均値±標準誤差で表したものである。 

 

Fig. 2-14. Elevated plus-maze test における雄性ラットの各 arm への進入回数および滞在時間 

 

雄性ラットの 5 mg/kg NP 群は、open arm への進入回数および滞在時間において Control 群よ

りも若干高い値を示したが有意差は認められなかった。その他の測定項目において、NP 処置群

と Control 群はほぼ同様の値を示し、各群間で有意差は認められなかった。 

 

Fig. 2-15. Elevated plus-maze test における雌性ラットの各 arm への進入回数および滞在時間 

 

 雌性ラットにおいて、NP 処置は Control 群よりも closed arm への進入回数を若干増加したが

NP 処置群と Control 群との間で有意差は認められなかった。Open arm への進入回数、open arm 

および closed arm における滞在時間は、Control 群とほぼ同様の値を示し、NP 処置群と Control

群との間で有意差は認められなかった。 
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3. 考察 

 

本研究では低用量 NP 経口投与が成獣期雌雄 SD ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に

及ぼす影響を評価するために、各種行動実験を用いて評価した。 

 低用量 NP 経口投与が雌雄ラットの空間学習記憶能に及ぼす影響を評価するために、第 1 章と

同様に MAZE test を用いた。雄性ラットにおいて、Control 群の Time および Error はすべての

MAZE test で日数の経過とともに短縮する傾向にあり、特に MAZE (C) test で顕著だった (Fig. 

2-3, 2-4)。雄性ラット 0.5 mg/kg NP 群の Time は、MAZE (B) test の 3 日目に Control 群よりも

有意に高い値を示した (P < 0.05; Fig. 2-3)。しかし、5 mg/kg NP 群の Time, Error ともにすべて

の MAZE test で Control 群との間で有意差は認められなかった (Fig. 2-3)。この結果から、0.5 

mg/kg NP 経口投与は成獣期雄性ラットの空間記憶能を若干低下させるが、5 mg/kg NP 経口投与

は影響を及ぼさないことを示唆した (Fig. 2-3, 2-4)。 

 雌性ラットにおいて、Control 群の Time は MAZE (A) test では大きな変化は見られなかった

が、MAZE (B)および(C) test では日数が経過するとともに減少した (Fig. 2-5, 2-6)。雌性ラット

0.5 mg/kg NP 群の Timeおよび Errorはすべての難易度の MAZE test において、Control 群との

間で有意差は認められなかった (Fig. 2-5, 2-6)。しかし、5 mg/kg NP 群の Time は MAZE (C) test

の 1 日目 に Control 群よりも有意に高い値を示した (P < 0.05; Fig. 2-5)。このため、5 mg/kg NP

経口投与は成獣期雌性ラットの空間記憶能を若干低下させることを示した。これら MAZE test

における結果から、低用量 NP 経口投与が成獣期雌雄ラットの空間記憶固定を若干阻害すること

が示唆された。 

 第 1 章でも記したように、NP が弱いエストロゲン活性を有していること 5, 6)およびエストロゲ

ンが学習記憶において重要な役割を担っていること 31-33)が報告されている。NP のような弱い部

分作動薬は、エストロゲンにような完全作動薬に対して拮抗作用を示すため、成獣期雌雄ラット

における低用量 NP 経口投与の空間記憶固定阻害作用は、NP が空間学習記憶におけるエストロ

ゲンの役割を阻害することによって引き起こされると推察される。 

 前述のように、NP 経口投与の 24 時間後にラットの脳内で NP が検出されたという報告がある

48)。また、NP が学習記憶において重要な役割を担っている脳部位である海馬の樹状突起伸長を

低下し、その NP による樹状突起伸長低下は ER アンタゴニストである ICI-182,786 によって阻

害されないことが報告されている 49)。海馬は学習記憶において重要な役割を担っていることが報

告 42)されており、このことから、NP がラットの脳内に到達し、海馬ニューロンの樹状突起伸長

阻害することも NP 経口投与による成獣期雌雄ラットの空間学習記憶低下の要因の一つだと推察

される。 

 本研究では、0.5 mg/kg NP 経口投与が雄性 SDラットの空間学習記憶能を若干低下させたが、

5 mg/kg NP 経口投与は雄性 SDラットの空間学習記憶能に影響を及ぼさなかった。この結果は、

雄性ラットの空間学習記憶能における NP 経口投与の影響が用量依存的でないことを示唆してい

る。第 1 章でも記したように、ホルモンおよび内分泌撹乱化学物質のような化学物質は、U 字型

や非 U 字型のような非単調な用量反応関係を示す傾向があることが分かっており 26-30)、本研究に

おける低用量 NP 経口投与が雄性ラットの空間学習記憶能に及ぼす影響はこれらと一致する。 
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Step-through passive avoidance test の保持試行において、NP 処置雌雄ラットの Latency が

Control 群よりも低い値を示し、特に雌性ラット 5 mg/kg NP 群は Control 群よりも有意に低い

Latency を示した (P < 0.05; Fig. 2-7)。この結果は、5 mg/kg NP 経口投与が雌性ラットの体験型

学習記憶能を低下することが示唆された。 

 Open-field testでは、雄性ラットのControl群とNP処置群との間で有意な変化は観察されず、

NP 経口投与が雄性ラットの一般活動性および情動性に影響を及ぼさないことが示唆された (Fig. 

2-8～Fig. 2-10)。雌性ラットの 0.5 mg/kg NP 経口投与群の Ambulation および Inner は Control

群よりも有意に高い値 (P < 0.05, P < 0.01)を示したが、5 mg/kg NP 経口投与群と Control 群と

の間で有意差は認められなかった (Fig. 2-11, Fig. 2-12)。この、0.5 mg/kg NP 経口投与群の

Ambulation の増加は Inner の増加に伴ったものであると考えられるため、0.5 mg/kg NP 経口投

与は雌性ラットの警戒行動を低下させるが、5 mg/kg NP 経口投与は雌性ラットの一般活動性およ

び情動性に影響を及ぼさないことが示唆された。 

 本研究では、低用量 NP 経口投与が成獣期雌性ラットの体験型学習記憶能および情動性に影響

を及ぼした。脳の線条体において、NP が活性酸素の一種であるヒドロキシラジカル濃度を上昇

することが報告されている 50, 51)。線条体は体験型学習記憶能、情動性などに関与することが報告

されており 52, 53)、線条体の尾状核にアセチルコリン受容体アンタゴニストを微量注入することに

より体験型学習記憶能を低下させること 54)、線条体の側坐核にドパミン D1 および D2 受容体ア

ンタゴニスト微量注入が自発運動量を増加することが報告されている 55)。脳は酸化ストレスに対

して非常に脆弱であることが知られており、低用量 NP 経口投与による体験型学習記憶能および

警戒行動の低下は、NP が引き起こす線条体内でのヒドロキシラジカル生成の増加が関与してい

る可能性が考えられる。 

 本実験では、低用量 NP 経口投与は雌性ラットの体験型記憶能および警戒行動を低下させたが、

雄性ラットの体験型記憶能および情動性に影響を及ぼさなかった。BPA によるエストロゲンの学

習記憶向上の阻害作用が内在性エストロゲンに依存することが報告されている 56, 57)。また、NP

周産期曝露による仔ラットの神経発達および生殖系に及ぼす影響がエストロゲンを NP と同時に

周産期曝露した場合の方が顕著な影響が観察されるという報告もある 58)。本研究では、低用量

NP 経口投与が無処置の成獣雌性ラットに及ぼす影響を評価するために卵巣切除手術や性周期に

よる群分けを行っていない。このため、低用量 NP 経口投与の体験型記憶能および情動性に及ぼ

す影響は内在性エストロゲン濃度が関連している可能性がある。 

 本研究では、Open-field test において低用量 NP 経口投与が雌性ラットの警戒行動を低下させ

たが Elevated plus-maze test では不安様行動に影響を及ぼさなかった(Fig. 2-14, Fig. 2-15)。本

研究で使用した Open-field test は新奇環境に対する情動性を評価しているのに対して、Elevated 

plus-maze test では高所に対する不安様行動を評価している。このため、Open-field test では低

用量 NP 経口投与の影響が観察されたが、Elevated plus-maze test においては低用量 NP 経口投

与による影響が観察されなかったと考えられる。 

 本研究では、低用量 NP 経口投与は成獣期雌雄 SD ラットの空間記憶能を若干低下させ、雌性

ラットでのみ体験型学習記憶能および警戒行動を低下させた。このため、雄性ラットよりも雌性

ラットの方が低用量 NP 経口投与による影響が多岐にわたって現れることが示唆された。 
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第 3 章 

NP 海馬内微量注入が雄性ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に及ぼす影響 

 

 

 第2章において、成獣期ラットへのNP経口投与が中枢神経機能に影響を及ぼすことを示した。

その結果を踏まえ、本章では NP 曝露が SD ラットにおける空間学習記憶能に及ぼす影響をより

詳細に評価するために、学習記憶に重要な役割を担っている脳領域である背側海馬 42)への NP 微

量注入が雄性 SD ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に及ぼす影響を調べることを目的と

した。雌性ラットへのエストラジオール海馬内微量注入が空間学習能を向上させること 59)、ER

アンタゴニストであるタモキシフェンおよび ERα アンタゴニストであるプロピルピラゾールト

リオールの海馬内微量注入が雄性ラットの空間学習記憶能を低下させることが報告されている 60)。

また前述したように、NP が海馬における LTD に影響を及ぼすこと 41)、海馬におけるシナプスの

樹状突起伸長を阻害すること 43)が報告されているため、海馬は NP が空間学習記憶能に影響を及

ぼす際の主要な作用部位であると考えられる。よって、NP 海馬内微量注入が NP 経口投与と同

様に雄性ラットの空間学習記憶能を低下した場合には、NP 経口投与による空間学習記憶能の低

下の主な作用部位は海馬であると考えられる。 

 NP 海馬内微量注入の中枢神経機能に及ぼす影響を検証するために、MAZE test を用いて空間

学習記憶能を、Step-through passive avoidance test を用いて体験型学習記憶能を、Open-field 

test 用いて一般活動性および情動性を、Elevated plus maze test を用いて不安様行動を評価した。 

 

 

1. 実験材料ならびに実験方法 

 

1.1 実験動物 

実験には、5 週齢で購入した Sprague Dawley 系雄性ラット (SD ラット：九動産)が使用され

た。動物は、温度 22±2 ℃、湿度 50±10 %に調節された 12 時間明暗サイクル (午前 7 時点灯)の

動物飼養保管実験室内で飼育管理し、プラスチック製ケージ (縦：42.0 cm×横：25.0 cm×高さ：

18.5 cm)で 1 ケージあたり 2～3 匹の群飼育を行った。 

入荷後 1 週間は餌 (固形飼料 F2：株式会社 船橋農場)と水を自由摂取させ、MAZE test の報酬

に対するモチベーションを高めるために、7 週齢時から給餌・給水制限 (雄性ラット：餌 約 12 

g/day、水 約 33.3 ml/day)が開始され、過度の体重制限を避けるため、週に 1 度給餌・給水制限

を緩和した。 

各群間で MAZE test における走行能に差ができる限り生じないように、ガイドカニューレ植え

込み手術の前後に MAZE test の群分けトレーニングを用いて群分けを行った。 

 なお、本実験はすべて長崎大学動物実験規則に則り行った。 

 

1.2 使用薬物 

 被験薬物はノニルフェノール (4-nonylphenol: NP: 関東化学株式会社) を使用した。NP は全
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量の 30 %のジメチルスルホキシド標準液 (Dimethyl Sulfoxide: DMSO : 和光純薬工業株式会社)

に溶解させ、さらに全量の 40 %のプロピレングリコール (Propylene Glycol : PG : 和光純薬工業

株式会社)に溶解させ、その後さらに超純水を加え、10 µg/2 µl になるように調製した。対照群に

は、全量の 30 % DMSO、全量の 40 %PG、超純水の混合液を海馬内微量注入した (Vehicle 群)。

また、vehicle の DMSOおよび PG濃度が高濃度だったため、vehicle 海馬内微量注入による中枢

神経機能への影響を排除するために、別に生理食塩水 (Saline: 0.9 % NaCl 溶液)投与群 (Saline

群)を設けた。 

 

1.3 ガイドカニューレ植え込み手術 

 ペントバルビタールナトリウム 50 mg/kg 腹腔内注射麻酔下において、ラット頭部をラット用

脳固定装置に固定し、歯科用ドリルで頭蓋骨を穿孔した後、König&Klippelの脳図譜 61)に従って、

背側海馬 (脳部位 A : －2.6 mm、L : ±1.5 mm、H : 1.9 mm) の 1 mm 上方にガイドカニューレ

を両側性に植え込んだ。 

 ガイドカニューレ (外径 0.7 mm のステンレススチール製パイプで、長さ 10 mm)は頭蓋骨に立

てた 1 本の小型ネジ釘と共に歯科用セメントで覆い固定した。植え込み手術後はガイドカニュー

レと同じ長さの疑似カニューレ (外径 0.35 mm)を挿入留意し、脳組織内へ異物が混入すること、

ガイドカニューレ内部が詰まることを防止した。 

 ガイドカニューレ植え込み手術は 8 週齢時に行い、行動実験開始前に 1 週間以上の回復期間を

設けた。 

 

1.4 薬物微量注入 

 被験薬物の海馬内微量注入は、ポリエチレンチューブでマイクロシリンジ (Hamilton syringe)

に接続した外径 0.35 mm のステンレススチール製インジェクションカニューレのガイドカニュ

ーレへの挿入により行った。インジェクションカニューレの先端はガイドカニューレよりも 1 

mm 先に出るようにした。片側 2 µl、両側 4 µl の薬液を約 2 分かけて両側海馬に注入した。また、

被験薬物注入を確実にするために、注入後 1 分間はインジェクションカニューレをそのまま留置

した。 

 すべての行動実験終了後、クリオスタット (MICROM HM500OM, Carl Zeiss)を用いて厚さ 20 

µm の海馬凍結切片を作成し、ガイドカニューレ挿入部位を確認した。なお、背側海馬に投与で

きていなかったラットはデータ解析から除外した。 

 

1.5 行動実験 

1.5.1 MAZE test 

 空間学習記憶能の測定には、可変式迷路装置 (Fig. 1-1)を用いた。本装置は、90 cm×90 cm の

正方形に 15 cm ×15 cmの正方形が連結した底面で、高さは 50 cm、内面は白色である。縦×横：

50 cm×15 cm、50 cm×30 cm、50 cm×45 cm、50 cm×60 cmの各種しきりを組み合わせて 3 段階

の難易度の MAZE (MAZE (A)、MAZE (B)、 MAZE (C))を作り上げた。 

装置の底面上 1 m の高さに 100 W の白色光を 3 台置き、装置内はくまなく一定の照度が保た
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れるようにし、ゴールまでの道筋を記憶する目印として、装置壁面上部 4 箇所に形の異なるシー

ルを貼った。ゴールには報酬としてミルク (ミルクは 20 g のコンデンスミルク (雪印乳業株式会

社) に 100 ml の水道水を加えたもの)を置いた。 

実験準備として、雄性 SD ラットが 7 週齢時に、実験装置および報酬への「慣らし」と「群分

けトレーニング」を行い、10 週齢時に再度「群分けトレーニング」を行った。次に MAZE test

では、まず 1 日目に正解通路を学習させる「トレーニング」を行い、その翌日から 3 日間にわた

り空間学習記憶能を測定する「テスト」を行った。本実験では、スタート内壁面にラットの鼻部

を向けて静かに置き、報酬を置いたゴールにたどり着いた後、自由に報酬を摂取させ、ここまで

を 1 trial とした。1 trial 終了後、直ちにラットを MAZE からケージに移し、1 分間の間隔をお

いて次の trial を開始した。また、各 trial 終了後に装置を雑巾できれい清掃し、次の trial を行

った。雄性 SDラットが 10 週齢時に MAZE (A) test を、12 週齢時に MAZE (B) test を行い、NP

海馬内微量注入は、MAZE test のトレーニングおよびテスト終了後 30 分以内に行われた。 

 

① 慣らし 

ゴールを塞いだ MAZE 装置を 4 等分に仕切り、1 エリアに 1 匹のラットをスタート内壁面にラ

ットの鼻部を向けて静かに置き、装置及び報酬に慣れさせた (Fig. 1-2)。1session あたり 3 trial

を 1 日 2 session、3 日間連続して行い、session 間の間隔は 2 時間とした。1 trial の測定時間は

3 分とし、その間動物は自由に装置内を探索した。報酬はミルク 300 µl とし、各 trial 終了後、

雑巾できれいに清掃した後で次の trial を行った。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を

摂取し始めるまでの時間 (Time)とした。 

 

② 群分けトレーニング 

エラーエリアを塞いだ正解通路のみの装置(Fig. 2-1)を用いて 3 trial を行った。1 trial の最大測

定時間を 3 分間とし、3 分経過してもゴールにたどり着けない場合は、ラットを棒でゴールまで

誘導した。報酬はミルク 300 µl、各 trial 終了後、雑巾できれいに清掃した後で次の trial を行っ

た。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまでの時間 (Time)とした。 

1 回目の群分けトレーニングの結果を行い、できる限り動物間で走行能に差が生じないよう選

別を行い、ガイドカニューレ埋め込み手術後の 2 回目の群分けトレーニングの結果を用いて、で

きる限り各投与群間で走行能に差が生じないよう群分けを行った。 

 

③ トレーニング 

各 MAZE test の正解通路以外の通路を塞いだ装置を用いて 3 trial を行った。1 trial の最大測

定時間を 3 分間とし、報酬はミルク 300 µl とした。3 分経過してもゴールにたどり着けない場合

は、ラットを棒でゴールまで誘導し、各 trial 終了後、雑巾できれいに清掃した後で次の trial を

行った。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまでの時間 (Time)とした。 

 

④ テスト 

各 MAZE test の装置を用いて 1 日に 3 trial、トレーニングの翌日から 3 日間連続して行った 
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(Fig. 1-3)。1 trial の最大測定時間は 5 分間とし、5 分経過してもゴールにたどり着けない場合は、

ラットを棒でゴールまで誘導した。報酬はミルク 300 µl、各 trial 終了後、雑巾できれいに清掃し

た後で次の trial を行った。測定項目は、スタートしてからゴールの報酬を摂取し始めるまでの時

間 (Time)とエラーエリアへの進入回数 (Error)とした。Error は、ラットの腰の位置がエラーエ

リアに入った時点でカウントした。 

 

1.3.2 Step-through passive avoidance test 

体験型学習記憶能の測定には Step-through passive avoidance test を用いた。実験装置および

実験方法については、第 1 章の 1.3.2 Step-through passive avoidance test と同様である。本課

題は雄性 SD ラットが 13 週齢時に実施し、NP 海馬内微量中は獲得試行終了後 30 分以内に行っ

た。 

 

1.3.3 Open-field test 

一般活動性および情動性の測定には Open-field test を用いた。実験装置および実験方法につい

ては、第 1 章の 1.3.3 Open-field test と同様である。本課題は雄性 SD ラットが 10 週齢時に実施

し、NP 海馬内微量注入は Open-field testの前日に行った。 

 

1.3.4 Elevated plus-maze test 

 情動性の測定には Elevated plus-maze test を用いた。実験装置および実験方法については、第

1 章の 1.3.4 Elevated plus-maze test と同様である。本課題は雄性 SDラットが 12 週齢時に実施

し、NP 海馬内微量注入は Elevated plus-maze test の前日に行った。 

 

1.4 統計学的処理 

 結果は平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、一元もしくは二元分散分析 (ANOVA)を行っ

た後、Dunnett (Stat View 5.0,Microsoft)の多重比較検定を用いて解析し、危険度 5 %以下を有意

差ありとした。Elevated plus-maze test、Step-through passive avoidance test の結果は一元分

散分析により解析され、MAZE test、Open-field test の結果は、二元分散分析により評価された。 
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1.5 実験スケジュール 

 本実験は、以下のスケジュールに基づいて行った。 

 

 

 

 

 

Fig. 3-1. 実験スケジュール 
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2．実験結果 

 

2.1 MAZE test 

 Fig. 3-2, Fig. 3-3 は NP (10 µg/2 µl/side)、vehicle もしくは saline を海馬内微量注入された雄

性ラットの MAZE test における日ごとの Time (Fig. 3-2) および Error (Fig.3-3) をその平均値±

標準誤差で表したものである。Time はスタートしてからゴールにある報酬を摂取し始めるまでの

時間、Error はゴールするまでのエラーエリアへの進入回数である。*P < 0.05 は Vehicle 群との

間に有意差ありを、#P < 0.01 は Saline 群との間に有意差ありを表す。 

 

 

Fig. 3-2. MAZE test における雄性ラットの日ごとの Time の推移 

 

 MAZE (A) test および MAZE (B) test において、Saline 群の Time は 1 日目が最も長く、2 日

目に短縮し、3 日目には 2 日目とほぼ同様の値を示した。 

Vehicle 群の Time は、MAZE (A) test および MAZE (B) test で Saline 群とほぼ同様の Time

を示し、Saline 群との間に有意差は認められなかった。 

 NP 群の Time は、MAZE (A) test の 1 日目よりも 2、3 日目の方が長かった。さらに、NP 群

は、MAZE (A) test の 2、3 日目および MAZE (B) test の 1、2 日目に Saline 群および Vehicle

群よりも長い Time を示し、MAZE (B) test の 2 日目に Vehicle 群との間で、MAZE (B) test の 1、

2 日目に Saline 群との間で有意差が認められた (P < 0.05)。 
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Fig. 3-3. MAZE test における雄性ラットの日ごとの Errorの推移 

 

Saline群のErrorはMAZE (A) testでは日数の経過と共に徐々に増加していったが、MAZE (B) 

test では、日数の経過と共に徐々に減少していった。 

Vehicle 群の Error は、MAZE (A) test の 1、2 日目および MAZE (B) test の 1 日目に Saline

群よりも高い値を示したが有意差は認められなかった。 

NP 群の Errorは、Saline 群とほぼ同様の値を示し、有意差は認められなかった。また、MAZE 

(A) test の 1、2 日目および MAZE (B) test の 1 日目に Vehicle 群よりも低い値を示したが有意差

は認められなかった。 
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2.2 Step-through passive avoidance test 

 Fig. 3-4 は、NP (10 µg/2 µl/side)、vehicle もしくは saline を海馬内微量注入された雄性ラット

の Step-through passive avoidance test の獲得試行および保持試行の Latency をその平均値±標

準誤差で表したものである。Latency は明室から暗室へ移行するまでの時間である。 

 

 

 

Fig. 3-4. Step-through passive avoidance test における Latency の推移 

 

 獲得試行において、すべての群の Latency はほぼ同様の値を示し、各群間で有意差は認められ

なかった。保持試行においては、Vehicle 群および NP 群は、Saline 群よりも低い Latency を示

したが、Vehicle 群、NP 群ともには、Saline 群との間に有意差は認められなかった。また、Vehicle

群と NP 群の保持試行の Latency はほぼ同様の値を示し、Vehicle 群と NP 群の間に有意差は認

められなかった。 
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2.3 Open-field test 

 Fig. 3-5, Fig. 3-6, Fig. 3-7 は、NP (10 µg/2 µl/side)、vehicle もしくは saline を海馬内微量注

入された雄性ラットの Open-field test における Ambulation (Fig. 3-5)、 Rearing (Fig. 3-6)、

Inner (Fig. 3-7) をその平均値±標準誤差で表したものである。Ambulation は装置底面の区画を

横切った総回数、Inner は装置底面の内円の各区画を横切った回数、Rearing は立ち上がり行動

の回数である。 

 

Fig. 3-5. Open-field test における雄性ラットの Ambulation の推移 

 

Fig. 3-6. Open-field test における雄性ラットの Inner の推移 
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Fig. 3-7. Open-field test における雄性ラットの Rearing の推移 

 

 

Saline 群の Ambulation、Inner および Rearing の値は時間経過とともに徐々に減少していっ

た。 

Vehicle 群の Ambulation および inner の値も時間経過とともに減少したが、Rearing は 2 h 値

では若干減少し、4 h 値では若干増加した。すべての測定項目において、Vehicle 群は Saline 群よ

りも常に高い値で推移したが、Vehicle 群と Saline 群との間で有意差は認められなかった。 

NP 群の Ambulation も時間の経過とともに減少したが、実験後期 (2, 4 h 値)で Vehicle 群より

も低い値を示したが有意差は認められなかった。NP 群の Inner は 2 h 値では減少し、4 h 値では

若干増加し、実験初期 (0, 2 h 値)で Vehicle 群よりも低い Inner を示したが有意差は認められな

かった。NP 群の Rearing は 2 h 値で減少し、4 h 値では増加し、実験後期 (2, 4 h 値)で Vehicle

群よりも低い値を示したが、NP 群と Vehicle 群との間で有意差は認められなかった。 
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2.4 Elevated plus-maze test 

 Fig. 3-8 は、NP (10 µg/2 µl/side)、vehicle もしくは saline を海馬内微量注入された雄性ラット

の Elevated plus-maze testにおける open armおよび closed armへの進入回数 および滞在時間 

(Fig. 3-8) をその平均値±標準誤差で表したものである。#P < 0.05 は Saline 群との間に有意差あ

りを表す。 

 

 

 

Fig. 3-8. Elevated plus-maze test における雄性ラットの各 arm への進入回数および滞在時間 

 

すべての群の open arm への進入回数および滞在時間と closed arm における滞在時間は、ほぼ

同様の値を示し、各群間で有意差は認められなかった。 

Close arm への進入回数において、Vehicle 群は Saline 群よりも高い値を示したが有意差は認

められなかった。また、NP 群の Close arm への進入回数は、Vehicle 群および Control 群の進入

回数よりも高い値を示し、NP 群と Saline 群との間で有意差が認められた (P < 0.05)。 
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3. 考察 

 

本研究では、低用量 NP 経口投与が成獣期雄性ラットの空間記憶能を低下させるという第 2 章

の結果を基に、関連する脳部位をより明確にするために、空間学習記憶において重要な役割を担

っている脳領域である背側海馬への NP 微量注入が雄性ラットの学習記憶を主とした中枢神経機

能に及ぼす影響について各種行動実験を用いて評価した。 

 第 1 章および第 2 章で使用した MAZE test を用いて、NP 海馬内微量注入が雄性ラットの空間

学習記憶能に及ぼす影響を評価した。Saline群およびVehicle群のTimeはMAZE (A) test、MAZE 

(B) testと共に 1日目よりも 2、3日目の方が低い値を示しており、さらにMAZE (A) → MAZE (B)

と MAZE の難易度が上昇しても MAZE test が進むにつれて Time の短縮が観察された。MAZE 

test において、Saline 群と Vehicle 群との間で有意差は認められなかったが (Fig. 3-2, Fig. 3-3)、

NP 群は MAZE (B) test の 2 日目に Vehicle 群よりも有意に長い Time を示し、MAZE (B) test

の 1、2 日目に Saline 群との間でも有意差が認められた (P < 0.05; Fig. 3-2)。このため、NP 海

馬内微量注入が成獣期雄性ラットの空間記憶能を低下させることが示唆された。この結果は、低

用量 NP 経口投与の空間記憶能低下作用を示唆した第 2 章の結果と一致している。 

第 1 章および第 2 章で使用した Step-through passive avoidance test を用いて NP 海馬内微量

注入が雄性ラットの体験型記憶能に及ぼす影響を評価した。獲得試行および保持試行において、

各群間で有意差は認められなかった。このため、NP 海馬内微量注入が成獣期雄性ラットの体験

型記憶能に影響を及ぼさないことが示唆された。この結果は、低用量 NP 経口投与が成獣雄性ラ

ットの体験型学習記憶能に影響を及ぼさないことを示した第 2 章の結果と一致している。 

NP海馬内微量注入が雄性ラットの一般活動性および情動性に及ぼす影響に関しては、第 1章、

第 2 章で使用した Open-field test、Elevated plus-maze test を用いて評価した。 

Open-field test における、Saline 群の測定項目は時間の経過とともに減少していった。Vehicle

群の Ambulation および Inner も時間経過とともに減少し、常に Saline 群よりも高い値で推移し

たが、有意差は認められなかった。すべての項目において、NP 群は Vehicle 群よりも低い値で推

移したが、Vehicle 群との間で有意差は認められなかった (Fig. 3-5, Fig. 3-6, Fig. 3-7)。 

すべての群の open arm への進入回数および滞在時間と closed arm における滞在時間は、ほぼ

同様の値を示し、各群間で有意差は認められなかったが、NP 群の Close arm への進入回数は

Vehicle群および Saline群よりも多く、NP群と Saline群との間で有意差が認められた (P < 0.05; 

Fig. 3-8)が、Vehicle 群との間では有意差は認められなかった。Saline 群との間で有意差は認めら

れたものの、Vehicle 群も Saline 群よりも大きな値を示し、NP 群の Close arm への進入回数の

増加が NP の作用によるものであると断言することはできない。また、Open-field test において、

NP 海馬内微量注入による行動変更は観察されなかったことから、NP 海馬内微量注入は雄性ラッ

トの活動性を増加するとは断定できないが、活動性を若干増加する可能性が示唆された。しかし

第 2 章では、NP 経口投与は雄性ラットの一般活動性および情動性には影響を及ぼさなかった。

この違いは脳内に到達する NP の濃度の違いによる可能性が考えられる。50, 100, 200 mg/kg/day 

NP を 90 日間慢性経口投与された雄性マウスの Open-field test において、200 mg/kg/day NP 群

のみ、マウスの自発運動量を変更することが報告されている 17)。この結果から、NP 曝露の用量
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が増加すると自発運動量に影響を及ぼすことが示唆されるため、NP 海馬内微量注入と低用量 NP

経口投与で雄性ラットの一般活動性および情動性に及ぼす影響が若干異なったと考えられる。 

エストラジオールの海馬内微量注入が、卵巣切除した雌性マウスの視覚的記憶固定を向上させ

ることや 62)、雌性ラットの空間学習能を向上させるという報告がある 59)。また前述のように、ER

アンタゴニストの海馬内微量注入が雄性ラットの空間学習記憶能を低下させたという報告 60)もあ

り、エストロゲンおよび海馬は学習記憶と密接な関係にあると考えられる。NP が海馬における

LTDに影響を及ぼす 41)ことや、NP が ER を介さずに海馬樹状突起伸長を阻害することが報告さ

れている 49)。また、NP が caspase-3 活性化を低下させることにより、ニューロンのアポトーシ

スを阻害し、脳の正常な発達を妨げることが報告されている 63)。これらのことから、NP が学習

記憶に影響を及ぼす場合に、海馬がその主要な作用部位であると考えられる。 

本研究では、空間学習記憶能において重要な役割を果たす脳領域である海馬へ NP を直接投与

し、NP 海馬内微量注入が雄性ラットの空間記憶能を低下させることを示唆した。第 2 章におけ

る、成獣期雄性ラットへの低用量 NP 経口投与が空間記憶能を低下させた結果を踏まえ、NP に

よる空間記憶能の低下作用は、海馬がその主な作用部位であると推察された。 
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総括 

 

 本研究は、内分泌撹乱化学物質の 1 つである NP への胎児期から新生児期にかけての周産期曝

露、および成獣期曝露が雄性仔ラット、成獣期雌雄ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に

及ぼす影響を明らかにすることを目的として行い、以下の結果を得た。 

 

1. 低用量 NP 周産期曝露は雄性仔ラットの体験型学習記憶能、一般活動性および情動性には影

響を及ぼさなかったが、特異的に空間学習記憶能を向上した。この影響は 10 mg/kg/day NP

群よりも 1 mg/kg/day NP 群の方が顕著であり、NP 周産期曝露と空間学習記憶能増強の非単

調用量反応関係が示唆された。 

 

2. 低用量 NP 経口投与は、成獣期雌雄ラットの空間記憶能を若干低下させ、雌性ラットの体験

型記憶能および警戒行動を低下させた。一方で、雄性ラットの体験型記憶能、情動性に影響

を及ぼさなかった。また、低用量 NP 経口投与と雄性ラットの空間記憶能低下の非単調用量

反応関係が示唆された。 

 

3. 成獣期雄性ラットへの NP 海馬内微量注入は、空間記憶能を低下し、活動性を若干増加する

可能性が示唆されたが、体験型記憶能および情動性に影響を及ぼさないことが示唆された。

第2章における、NP経口投与が雄性ラットの空間学習記憶能を低下させた結果を踏まえると、

NP 曝露による雄性ラットの空間記憶能の低下は、学習記憶において重要な役割を担っている

脳領域である海馬がその主要な作用部位であると推察された。 

 

以上のことから、脳形成期である周産期と脳形成後である成獣期 64)における低用量 NP 曝露が

及ぼす影響が異なることが示唆された。これは、脳および神経の発達期と発達後で NP による作

用が異なるためと考えられる。また、低用量 NP 経口投与による体験型学習記憶能低下および警

戒行動を低下は雌性ラットでのみ観察されたため、雄性ラットよりも雌性ラットの方が低用量NP

曝露の影響が多岐にわたって発現すると推察される。NP や BPA のようなエストロゲン活性を有

している内分泌撹乱化学物質による影響が内在性エストロゲンに依存することが報告 56–58)されて

いる。このため、BPA と同様に NP が中枢神経機能に及ぼす影響も内在性エストロゲン濃度が関

連している可能性がある。 

本研究では、周産期および成獣期 NP 曝露と雄性ラットの空間学習記憶能において、非単調用

量反応関係が示唆された。低用量 NP がエストロゲン膜受容体を介してドパミン分泌に影響を及

ぼすという作用も非単調用量反応曲線を示すことが報告されている 65)。ドパミン作動性神経が本

研究で用いた MAZE test のような報酬学習や Step-through passive avoidance test のような忌

避学習に関連していることが報告 66)されており、NP 曝露と雄性ラットの空間学習記憶能におけ

る非単調な用量反応関係は、いくつかの非単調用量反応曲線を示す NP による影響が相互に作用

することによって引き起こされたと考えられる。 

NP の NOAEL は 10 mg/kg と報告されているが、本研究では NOAEL と同等もしくはそれ以
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下の用量で、NP が中枢神経機能に影響を及ぼすこと認められた。このため、低用量 NP 曝露に

対しても注意を払うべきである。 
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