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1.研究実施の概要 

 記憶学習の中心である脳海馬の神経シナプスで、チトクロムP450系が合成するニューロ

ステロイド（女性・男性ホルモンなど）はニューロモジュレータであり、神経活動に急性

的に作用することを見出した。海馬神経のシナプス伝達は、女性ホルモンよって急性的に

大きな制御を受け、また低濃度の環境ホルモンがこの作用に撹乱を与える。神経スパイン

（シナプス後部）の数や形態も、女性ホルモンや環境ホルモンで急性的に大きく変動する。

神経のシナプスには膜結合エストロジェン受容体が存在して、ホルモンはこれを経由して

数十分で記憶過程に影響を発揮する。以上より、環境ホルモンは大人の記憶に顕著に影響

する急性効果を持つことがわかってきた。   

 

2.研究実施内容 

１）海馬のニューロステロイド合成活性と、環境ホルモンによる撹乱解析 

 海馬ニューロステロイド合成系が女性ホルモンを合成している機構を調べる為に、

放射性ステロイド基質を海馬スライスに添加して代謝解析を行っている。代謝産物は、

有機溶媒で抽出後、HPLCを用いて分離し解析した。昨年までの成果として、コレステロ

ール→[P450scc]→プレグネノロン→[P45017 α]→デヒドロエピアンドロステロン

(DHEA)[ 17β-HSD(type 1,3)]→アンドロステンジオール（もしくは→[3 β-HSD(type 

1,2)]→アンドロステンジオン）→[3β-HSD(type 1)]→テストステロン→[P450arom]→

エストラジオールという女性ホルモン合成経路を発見した。[P450arom]などは触媒する

酵素を表している。今年度はこれに加えて、テストステロン→[5α-reductase]→ジヒ

ドロテストステロン→[3α-oxidoreductase]→3α,5 α-アンドロスタンジオール、とい

う男性ホルモンの代謝経路を発見した。この経路はかなり早く働き、ジヒドロテストス

テロンは結果として早く不活性化されるが、一方エストラジオールは安定に存在した。

LC/MS/MSを用いて質量分析を行い、DHEA 0.3 nM, テストステロン 17 nM, ジヒドロテ

ストステロン 0.01 nM以下, エストラジオール4 nMというように海馬内の濃度を厳密に

決定した。血中からのステロイドの寄与を差し引く為に、♂ラットで精巣摘出を行い測

定したが、テストステロンなどの血中濃度は顕著に低下したが、海馬内の濃度は変動し



なかった。 以上の性ホルモン合成活性には雄と雌の海馬に顕著な差がない。すなわち、

雄も女性ホルモンを合成し、雌も男性ホルモンを合成する。海馬のような高次脳機能を

司る器官では、雄雌の差は少ないのかもしれない。以上の結果はこの分野の長年の懸案

を解決した重要な結果であり、昨年度分はProc.Natl.Acad. Sci (2004)に掲載された。

今年度分は論文執筆中であるが、他のグループから出版を待望されている。 

２）海馬ニューロステロイド合成酵素系の神経局在の同定 

ニューロステロイド酵素系の各蛋白質の抗体組織染色やWestern Blot による同

定を行なった。StAR, P450scc, P45017α, P450aromなどの酵素蛋白はCA1−CA3の錐

体神経細胞とDG の顆粒神経細胞に局在していた。グリア細胞にはこれら蛋白質は

少なかった。更に抗体の存在しない5α−reductase, 3α−oxidoreductase , 17β−HSD 

type 1,3,4, 3β−HSDに関しては、RT−PCR による酵素の mRNAの同定を行った。その

存在量は副腎皮質や精巣の500分の一程度であるが、海馬のみで局所的に働くこと

を考えると、十分な量であると思われる。 更に、昨年度までに、ニューロステロイ

ド合成酵素P45017α, P450aromが神経細胞のどの部分にあるのかを、電子顕微鏡を用い

て金コロイド免疫抗体染色像を観察することで調べた結果、CA1−CA3の錐体神経細胞と

DGの顆粒神経細胞のシナプス部分（シナプス前部とシナプス後部の両方）に存在してい

ることを発見した。これは、性ステロイドが記憶を貯蔵する神経シナプスで局所的に合

成されることを鮮明に示しているので、重要な発見である。以上の結果はこの分野の長

年の懸案を解決した重要な結果であり、Proc.Natl.Acad. Sci (2004)に掲載された 

３）エストロジェン受容体の神経シナプス局在の同定 

海馬の神経はエストラジオールの作用を大きく受けるが、未だ世界的に、海馬の主要

なグルタミン酸作動性の神経細胞（錐体細胞や顆粒細胞）にはエストロジェン受容体が

存在するという明確な証明がなかった。核内受容体としてのERαすら見つかっていなか

った。我々は、世界中で使用されているERαの著名な抗体とされているMC-20抗血清は、

不純抗体を多く含む抗血清で、卵巣や脳視床下部で染色すると67ｋDaのERαに反応する

が、海馬・大脳皮質・小脳などのERαが極めて少ない部位では、ERαとうまく反応せず、

62kDaなどの未同定の蛋白に結合してしまうことを、Western Blotで発見した。ErαKO

マウスを用いた実験でも、MC-20は62kDa蛋白と反応し、海馬の組織染色はWildマウスと

ErαKOマウスで差が無いという奇妙な結果が得られた。従ってこれまで発表されている

多くの論文は、海馬スライスでの組織染色、免疫電子顕微鏡観察、単離した培養神経細

胞の染色に関して深刻な間違いを含んでいる。この難問題に対して、エストロジェン受

容体ERαの新しい高純度精製抗体RC-19を新たに作成して（小南グループ）、問題を解

決した。RC-19抗体を用いて、海馬スライスの組織染色観察を行い、ERαがCA1-CA3の錐

体神経細胞とDGの顆粒神経細胞に分布することを示した。グリア細胞はERαが非常に少

ない。更に、密度勾配遠心で厳密に精製したシナプスや核の画分に対して、Western 

Blot を行うことで、同一のエストロジェン受容体ERαが海馬神経シナプス膜分画（特

にPSD画分）と核内に存在することを、きれいに示した。神経シナプスでの局在を蛋白



質サイズの分解能で解析するため、電子顕微鏡による免疫金抗体染色の解析を行い、錐

体神経細胞と顆粒神経細胞のシナプス前部・後部と核にERαが確かに局在していること

を発見した。これは、エストラジオールと環境ホルモンが神経シナプスで局所的に作用

出来ることを鮮明に示している。 ERαのmRNAは、ラット成獣に於いて海馬に発現して

いる（４週齢卵巣の約500分の１）。ERαのmRNAのスプライスバリアントの探索を、各

構成エクソンごとに徹底的に行ったが、全長mRNA以外にはスプライスバリアントは存在

しなかった。以上の結果は、長年にわたり謎とされてきた、海馬神経細胞へのエストラ

ジオール作用を解明する大きな一歩となる。神経シナプスでのERα受容体の存在が確定

することで、神経シナプス伝達・記憶学習の環境ホルモンによる撹乱を分子論的に論じ

ることがはじめて可能になった。これ等の結果をまとめて投稿した論文は現在審査中で

ある。 

４）電気生理による海馬長期抑圧への効果から記憶モジュレーションを解析 

 電気生理はニューロステロイドの記憶学習の短期効果を測定する方法としては、最も

高感度である。ラット海馬スライスを用いて、NMDA刺激によるCA1,CA3,DGの３領域で同

時に長期抑圧LTDを測定できる多電極法を開発して、17β-エストラジオールとBPA, DES

の急性効果（30分間の灌流で作用させた効果）を解析した。1 -10 nMエストラジオール, 

1-10 nM DES, 100 nM BPA は、この低濃度で共にLTD を促進した。但しLTD 促進はCA1 

で一番顕著であり、CA3とDGは効果が小さかった。これらの効果はERαの阻害剤 17α-

エストラジオールで阻害された。 以上の実験結果は、環境ホルモンのシナプス伝達へ

の撹乱効果がはっきりと存在することを示している。また、ERαアゴニストのPPTは17

β-エストラジオールと同じLTD 促進効果を示すが、ERβアゴニストのDNPは正反対の

LTD 抑制効果を示すことがわかり、BPA, DESの作用はERαを介して行われていることを

確認した。これ等の結果をまとめて投稿した論文は現在審査中である。 

５）スパイン密度・形態変化による海馬神経細胞での急性効果の解析 

海馬神経のスパイン（シナプス後部）はエストラジオールの作用を大きく受けること

がわかった。海馬スライス中の単一神経に蛍光色素をマイクロインジェクションして、

CA1 で個々のスパインを可視化する方法を確立した。海馬スライスにエストラジオール

を120分作用させるだけで、スパイン密度が増加し、形状が変化することを発見した。

これはスパインのタイプ（mushroom、thin、stubby, filopodium）のうち、頭部が比較

的小さく、首の長いthinスパインが選択的に増加することによる。1 -10 nMエストラジ

オール, 1-10 nM DES, 10-100 nM BPAで非常に良く似た効果が認められた。MAP Kinase, 

NMDA受容体をブロックするとこのエストラジオール効果は消滅することから、情報伝達

経路を解析中である。また、ERαアゴニストのPPTは17β-エストラジオールと同じスパ

イン増加効果を示すが、ERβ アゴニストのDNPはほとんど効果が無いことから、BPA, 

DESの作用はERαを介して行われていることを確認した。  この非常に早いスパイン

変動は業界の常識を覆す全く新しいもので、これ等の結果をまとめて投稿した論文は現

在審査中である。 



６) 小脳プルキンエ神経の発達解析 

小脳プルキンエ神経細胞は、新生仔脳の発達に伴い、生後20日に渡り神経細胞突起が

大きく成長するので、環境ホルモンの脳発達に対する、遺伝子を介した遅い慢性的な影

響を解析するのに非常に適している。昨年度までに、1週齢のラットで、プルキンエ神

経細胞の発達に及ぼす、エストラジオール・オクチルフェノール・BPAの作用を解析し

た。これらの薬品を、数日間に渡り小脳の周りの液に注入し作用させた後、小脳スライ

スを作成して、カルビンジン抗体で組織染色し、プルキンエ細胞の突起の成長を解析し

た。エストラジオール・オクチルフェノール及びBPAは共に、プルキンエ神経細胞突起

の発達を促進し、シナプス接合部のスパインの数も増加させることがわかった。しかし

同じ効果を引き起こすにはBPAやオクチルフェノールはエストラジオールの100倍の濃度

を必要とした。更にこのプルキンエ神経細胞突起の発達促進効果は、エストロジェン受

容体の阻害剤であるタモキシフェンで抑制された。これ等の実験で、雄雌による性差は

ほとんど観測されなかった。mRNA解析によると新生仔期にはERβ, ERα共に多く存在す

る。 

 

3.研究実施体制 

川戸グループ（この１グループのみ） 

東京大学大学院 総合文化研究科 広域科学専攻 （川戸佳） 

研究実施項目：海馬での記憶学習撹乱の解析 

概要：内分泌撹乱物質による海馬ニューロステロイド作用への撹乱を、電気・Ca

信号により可視化解析。海馬エストロジェン受容体の同定。 

ニューロステロイド合成P450系の代謝活性の環境ホルモンによる撹乱の解

析。 

海馬や小脳の神経回路におけるニューロステロイド作用の環境ホルモンに

よる撹乱を解析。 
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