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研究要旨  

メチル水銀の発達期の曝露影響については、これまでも疫学的・実験的な手法による研

究が進められ、運動や認知機能に及ぼす影響が明らかになっている。しかし、どのような

影響が、個体の生涯のいつからあらわれ、加齢にともなって増強ないし減弱していくかな

ど、生涯発達軸に沿った長期的な時系列的変化に関する知見は少ない。本研究では、マウ

スを動物モデルとして、ホームケージ環境下での長期全自動行動観察手法や高精度なキネ

マティクス解析手法を用い、若年～高齢期に至るまでの行動学的・運動学的毒性影響を長

期間、経時追跡できる研究手法を複数確立する。これらの手法を運用し、発達期メチル水

銀曝露マウスにおいて、若年～高齢期まで経時的な行動・神経生理情報を収集し、各ライ

フステージにおける毒性影響を評価する。また、各ライフステージにおいて採取した血液

サンプルから、行動の特徴と関連するバイオマーカーを探索する。一連の研究を通して、

メチル水銀の発達期曝露影響と加齢の関係についての基礎的知見を得るとともに、特にこ

れまでに知見の少ない高齢期における詳細な影響の有無を明らかにする。 

 

キーワード： 発達期メチル水銀曝露、加齢影響、精神・神経症状、長期観察、全自動ホ

ームケージモニタリング（AHCM）、キネマティクス運動学的解析 

 

Ⅰ 研究目的  

胎児期曝露から高齢期に至るまでの全生涯を観察可能な新たな動物モデル研究手法を確

立し、胎児期メチル水銀曝露の精神・神経症状への影響に関して検討を行い、特にこれま

で疫学研究では正確な評価が困難であった高齢期影響に関する詳細情報を得る。 

 

Ⅱ 材料と方法 

1．動物 

1 年次の研究において自然加齢の基礎データ収集のため、７週齢～30 カ月齢の雄の



 

C57BL/6J 系統マウス（ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン）を用いた。2 年次以降の解

析に用いる発達期メチル水銀曝露モデルマウス作製のため、雌の C57BL/6J系統マウス（日

本クレアより妊娠 6 日目に導入）に、塩化メチル水銀（II）（アルファ―・エイサー）を３

用量（0 mg/kg bw 13匹、0.5 mg/kg bw 15匹、5 mg/kg bw 25匹、以下それぞれ Control群、

Low群、High群）で、妊娠 7日目と 14日目の 2回にわたり経口投与した。投与は、国立環

境研究所にて行った。出生直後、一部の産仔は屠殺し、脳を摘出して脳内総水銀（T-Hg）

量を ICP-MS 法（7700x、アジレント、島津テクノリサーチ）により計測した。残りの産仔

は生後 21日目に離乳し、行動実験までの飼育は、国立環境研究所およびフェノバンス合同

会社で行った。行動試験に用いるマウスは、イソフルラン吸入麻酔下において、マウスの

皮下に RFIDマイクロチップを埋め込んだ。 

 

2．非接触通信技術（RFID）を用いた全自動ホームケージ内自発行動解析 

マウスの生活空間内に RFID アンテナを多数配置した独自の解析プラットホームを構築

し、集団飼育下における各マウスの位置情報や特定の場所へのアクセス情報（アクセスし

た個体、アクセス開始・終了時間）を取得した。連日にわたる個々のマウス個体の時系列

的な位置情報から、活動量、活動リズム、場所等嗜好性、場所間の移動パターン、飲水頻

度などの自発行動指標のほか、個体間距離や近接頻度といった社会的行動指標を算出した。

データ解析プログラムは分担研究者（遠藤）が開発した。 

並行して、全自動集団飼育型マウス行動試験装置 IntelliCage（TSE社）1,2を用い、活動量

や場所嗜好性、場所間の移動パターンなどの自発行動がマウスの月齢によって異なる特徴

があるかを検討した。IntelliCageは、ケージの 4隅にオペラントチャンバー式の水飲み場が

設置された装置で、チャンバーの出入り口にある RFID アンテナにより、チャンバーに出

入りするマウスの個体識別を行い、探索行動および飲水行動の指標としてのチャンバーへ

のアクセス（アクセス開始・終了時間）を記録できるほか、液体を報酬とした認知試験が

任意に設計できるものである。1 年次の実験では、認知課題は実施せず、ケージ内におけ

る自発行動の解析に用いた。 

 

3．キネマティクス運動学的解析 

キネマティクス解析装置 MotoRater (TSE社)と TSE Motion 8.5.11 ソフトウェア(TSE社)を

用いてマウスの運動機能を評価した。装置はマウスが歩行できる軌道を透明なプレキシグ

ラスで囲んだもので、標準仕様で実施できる 4 種類の運動モダリティ（通常歩行、水平は

しご上歩行、水中歩行、水泳運動）をそれぞれ実行中の動物を装置付属の高速度カラーカ

メラにより 3 方向（腹側、左側、右側）から同時に撮影した。これらの動作に関連するす

べての身体部位（前足、足首、関節、尾、頭、股関節、腸骨稜など）の空間情報と時間情

報（例えば、股関節と膝関節の最大角度と最小角度、腸骨稜の床からの高さ、前足や後足

の伸展と収縮の距離・速度、尾の根本から後足の距離、一歩にかかる時間、尾の振幅速度



 

など）に基づいてパラメータを設定した。 

 

4．統計と作図 

自然加齢モデルの行動表現型比較検討は、IntelliCage で取得したケージ内自発行動指標

を用いて主成分分析と重判別分析を行った。MotoRaterを用いて行った若齢マウスと高齢期

マウスの 2群比較は t検定を用いた。発達期メチル水銀曝露の出産・産仔への影響は、3群

比較を母獣体重、産仔体重、産仔数、雌雄比率、産仔脳内総水銀量については一元配置分

散分析および Sidak 多重比較、出生後の生存率については繰り返しのある二元配置分散分

析および Sidak 多重比較で検定した。Sidak 多重比較で群間に有意差が検出されたものは、

図中にアスタリスクで示した（*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001）。統計解析な

らびに作図は GraphPad Prism9を使用した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、国立環境研究所動物実験委員会、フェノバンス動物実験委員会に申請を行い、

承認後に実施した。動物実験等の実施に関する基本指針（文部科学省告示第七十一号）、

３Rの原則を遵守した。 

 

Ⅲ 研究結果 

1．ホームケージ環境下での長期・全自動解析手法の確立：  

集団飼育下マウスの行動を長期的に、全自動で観察可能な飼育・実験環境を構築した。

複数のバリエーションのプロトタイプを構築したが、その基本形として、合計 112 アンテ

ナを用いた仕様を標準とした。４つのケージを用い、各ケージ内に餌場、各ケージの短辺

の壁には外付けの水飲み場を設けた。ケージ同士は長辺の壁に 2 本ずつアクリル製トンネ

ルによって直列に繋げ、マウスは全てのケージを自由に行き来できるようにした。トンネ

ルの出入り口および各ケージの水飲み場の出入り口にリング状アンテナを設置した。まず

8 匹の 8～10 週齢の C57BL/6J マウスを導入し、1 週間連続して各マウスの位置情報・アク

セス情報を毎秒記録したパイロットデータを取得し、撮影動画の映像と比較して集団飼育

下における個々のマウスの追跡が高精度で行えることを確認した。また、このパイロット

データを用いて、基底活動量の指標として（任意のタイムウィンドウにおける）総移動距

離、活動リズムの指標として活動量の経時的変化、社会性の指標として個体間距離の平均

ならびに近接頻度、その他の指標として水飲み場や餌場へのアクセス頻度、ケージ間の行

き来の頻度、場所嗜好性（どのケージのどの場所に最も頻繁に滞在するか）をマウスごと

に算出するプログラムを開発した（フェノバンス社）。次に、28 匹の C57BL/6Jマウスを導

入して 2 週間連続して全てのマウスの行動追跡を行い、28 個体でも上記指標が取得できる

ことを確認した。 

全自動マウス行動試験装置 IntelliCageを用いたケージ内自発行動解析では、8週齢から 30



 

カ月齢までの C57BL/6Jマウスを同じ IntelliCage内で飼育し、4隅のオペラントチャンバー

型水飲み場へのアクセス情報（アクセス開始・終了時間、一日あたりのアクセス頻度、オ

ペラントチャンバー内に設置されている給水瓶に口をつけた時間・回数、全４カ所の水飲

み場を訪れた順番など）を取得した。これら指標をもとに主成分分析と重判別分析を行っ

た結果、複数の加齢影響指標を同定した。 

 

2．キネマティクス運動学的解析手法の確立：  

機械学習を用いて、マウスの関節・頭・尾・足などの身体部位を MotoRater による撮影

画像から自動で検出し、各種運動時における身体部位の動きの速度、動きに要した時間、

身体部位同士もしくは床から特定の身体部位の距離、身体部位同士の角度の情報に基づき、

通常歩行運動、水中歩行運動、梯子上歩行運動、水泳運動を合わせて 2 百以上の評価パラ

メータを確立した。7 週齢のマウスと 24 カ月齢のマウスのデータを比較し、水泳運動時に

おけるパラメータで加齢影響を高感度で検出できることをみいだした。具体的には、水泳

運動時において後足で水中を漕ぐ動きは、若齢マウスでは規則正しいリズムで、かつ尾を

軸とした場合に左右の後足の位置は対称的であるのに対し、高齢期のマウスでは、リズム

が不均一で、左右の足の位置にも偏りがあるといった特徴があった。 

 

3．発達期メチル水銀曝露の出産・産仔への影響：  

母獣の曝露時平均体重は、群間で差がなかった（23.07 ± 0.90g、 23.17 ± 0.93g、 23.18 

± 0.95g）が、Control群では 13匹中 1匹（8％）、Low群では 15匹中 0匹（0％）、High群で

は 25 匹中 9 匹（36％）が出産に至らなかった。High 群母獣のうち 2 匹が出産中に死亡し

た。出産に至った個体については、High 群は Control 群および Low 群より産仔数が少なか

った（産仔数平均 Control群 6.33 ± 2.46匹、Low群 7.33 ± 1.50匹、High群 4.14 ± 1.35匹; 

Sidak’s multiple comparisons test p<0.05）。産仔の雌雄の比率は群間で差はなかった（雄仔の

割合 Control群 55 ± 23%、Low群 51 ± 16%、High群 54 ± 31%）。出生時における High群

の脳内水銀量は他 2 群よりも高かった（Control 群はいずれも検出限界以下、Low 群平均

0.37 ± 0.05 mg/kg、High群平均 5.13 ± 0.53 mg/kg T-Hg; Sidak多重比較 p<0.0001）。High群

の出生後 7週目までの生存率は他 2群よりも低かった（Control群 92 ± 29%、Low群 93 ± 

26%、High群 49 ± 34%の個体が生存; Sidak多重比較 6wks  p<0.05; 7wks p<0.01）。離乳まで

に生存した産仔の離乳時における体重は群間で差はなかった（Control群 7.9 ± 0.7、Low群

8.1 ± 1.3g、High群 7.1 ± 0.7g） が、6週目における High群の体重は、他 2群よりも軽かっ

た（Control群 17.7 ± 1.2g、Low群 18.2 ± 1.3g、High群 16.2 ± 1.2g; Sidak多重比較 6wks  

p<0.05）。 

 

Ⅳ 考察  

発達期にうけた曝露影響が成長過程を経て高齢期にかけてより顕在化する可能性が指摘



 

されている 3-5。水俣病において胎児性患者世代は高齢期を迎えているが、メチル水銀の影

響を高齢期まで継続的に追跡し、脳機能との関連を詳細に検討した疫学研究は少ない。一

方、動物モデルにおいても、精神・神経症状を長期に渉って観察するための行動解析ツー

ルは不十分であり、従来の研究では予算・時間的制約からも若年個体を用いることが多く、

中年期以降の精神神経疾患の発症頻度・機序については情報が少ない 2,4,5。この問題を解決

するため、本研究ではマウスの行動・神経生理機能を長期的かつ多面的に解析するための

新規毒性研究手法を確立した。 

 第一に、RFIDをベースとした全自動解析手法については、集団飼育環境下のホームケー

ジ内における個々のマウスの行動を全自動で取得し、データ・ドリブンな表現型解析を実

現するもので、これまでの行動毒性評価で標準とされてきた従来型の試験法とは、下記の

点において大きく異なる。従来型の試験法では、普段の飼育環境とは異なる特殊な実験環

境に実験者の手で対象動物を移動させ、予め設定された限られた評価項目についてのみ、

特定の時点（通常は若年期）で単発的に（通常は 1回）短時間（数分～数十分）、一匹ずつ

評価を行う。その問題点として、一回あたりの実験から得られる情報量が少ないこと、実

験者の介入や環境変化が動物にストレスを与えるため結果の再現性が損われること 6-8が指

摘されており、したがって、ホームケージ内で飼育をしながら、無人（すなわち自動）で

長期にわたり行動データを取得する方法の有用性が近年注目されている 9-11。長時間の連続

的なデータ取得は、ヒト研究との対応性を高め 12, 13、生涯のどの時点において毒性影響が

出現するかを同定するために必要な実験条件である。また、日常的な生活のなかで表出す

る自発行動を繰り返し測定することによって、一回の実験では検出が難しい、再現性の高

い現象を発見できることが期待される。さらに、本研究で確立した手法は、集団飼育下マ

ウスの解析に適したものである点においても特徴的である。げっ歯類の定型的な脳発達や

行動の表出のために「エンリッチメント」の必要性が認識されているが 14、生態学的・動

物福祉的観点から、社会的なエンリッチメントは特に重要である。すなわち、マウスのよ

うな社会的動物は、本来社会的な環境（集団）で飼育・実験するべきであり（EU 指令

2020/63）、ヒトのモデルとしての妥当性を満たすという意味でも集団飼育は適切な条件で

ある。 

第二に、MotoRater 装置を用いたキネマティクス解析手法では、運動時の身体の動きを

229 ものパラメータに基づき詳細に定量評価することに成功した。これにより、加齢の影

響を反映する運動能力変化の客観的な表現型評価が可能となった。ヒトの運動学的歩行分

析は、被験者の関節に取り付けた光反射型マーカーの位置を記録する多数のデジタルモー

ションキャプチャーカメラによって行われるため、MotoRaterで実施できる微細な運動学的

歩行分析は、マウスとヒト間で対応性の高い解析手法である。 

 これらの手法により取得した自然加齢の基礎データにより、C57BL/6J 系統マウスにおい

ては、加齢影響の表現型を見出すことが出来た。したがって、本研究成果により、集団飼

育下マウスにおける自発行動パターンや社会的関係性、微細な運動能力の測定、およびこ



 

れら表現型の経時的変化を追跡することが可能となったため、従来型の解析手法では検出

することが難しかった発達期メチル水銀曝露影響と加齢影響の相互作用を評価できる可能

性がある。 

 

Ⅴ 結論 

１年次は、発達期メチル水銀曝露と高齢期特有に生じる精神・神経症状との関連性をマ

ウスで検討するための解析手法を確立した。具体的には、RFID技術をベースとした新規シ

ステムを開発し、ケージ内自発行動情報を全自動で長期記録できる手法を確立した。また、

MotoRaterを用いた微細運動学的歩行分析手法を確立した。今後これらの手法を使用して発

達期メチル水銀曝露影響と加齢影響の相互作用の検出を試みる予定である。発達期メチル

水銀曝露モデルマウスも作出済みであり、２年次以降の研究体制も整っている。 

 

Ⅵ 次年度以降の計画 

今後は、本年度に確立した手法を組み合わせて運用し、発達期メチル水銀曝露モデルマ

ウスにおいて、若年期～高齢期に渉る行動・神経生理機能を記録する。長期観察による日

常生活行動記録の他、老化と関連のある精神神経疾患の検出に対応可能な認知行動課題を

実施する。一連のデータから、仮説に依存しない未知の表現型探索を効率的に行うための

解析フローを確立し、メチル水銀曝露による行動特徴を抽出する。さらに、その毒性影響

に関連する中間表現型の探索を行うため、各ライフステージにおいて血液サンプルを採取

し、血中分子のマルチプレックス解析を行い、毒性バイオマーカーを探索する。 
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Epidemiological and animal studies have previously revealed the effects of developmental 

exposure to methylmercury on motor and cognitive functions. However, little is known about long-

term chronological changes; when effects begin to appear during an individual's life span, and whether 

the symptoms are enhanced or attenuated as the individual ages. In epidemiological studies, it had 

been difficult to follow the effects of methylmercury until old age and to examine the relationship with 

brain function in detail. In animal model studies, young animals are commonly used due to budget and 

time constraints, thus it had been difficult to obtain information on the psychiatric and neurological 

phenotypes after middle age. Moreover, conventional behavioral analysis tools for animals are 

insufficient for long-term behavioral observation, and the low reproducibility due to the stresses 

associated with the intervention of the experimenter and the transfer to the experimental apparatus 

have been recognized. 

Here, we aimed to establish novel methods for analyzing mice behavior that can characterize 

the psychiatric and neurological effects of developmental methylmercury exposure throughout the 

lifespan, from young to old age and obtain detailed information on the effects on aging. This year, we 

developed a system based on RFID technology that enables a fully automated, long-term recording of 

spontaneous behavior of group-housed mice in home-cages. We also established a micro-kinematic 

gait analysis method with more than 100 kinematic gait parameters using MotoRater. We obtained a 

basic information on natural aging using these methods and confirmed a several aging-dependent 

phenotypes useful for the later studies. 

In the future, we will apply the methods established this year to characterize psychiatric and 

neurological functions that span from youth to old age in a mouse model of developmental 

methylmercury exposure. In addition to recording daily activities through long-term observation, we 

will conduct cognitive-behavioral tasks that can be used to evaluate neuropsychiatric alterations 

associated with aging. Blood samples will be collected at each life stage for searching biomarkers 

associated with behavioral phenotypes. Together, this study will provide basic knowledge of the effects 

of developmental exposure to methylmercury and aging. 

 


