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1.研究実施の概要 

 脳内でチトクロムP450系が合成するニューロステロイド（女性ホルモン、男性ホルモン

など）は第４世代情報伝達物質であり、神経伝達に急性的に作用する。脳神経細胞の情報

伝達や神経ネットワーク構築は、ニューロステロイドよって大きな制御を受けるので、女

性ホルモン類似環境ホルモン（ビスフェノール、有機スズ、ダイオキシンなど）が、脳の

記憶・学習や新生児期の神経ネットワーク構築に大きな撹乱を与えるはずで、これを解明

する。記憶学習の中心である海馬神経の膜上の受容体を経由して数分で効果を発揮する、

急性効果（持続性有り）に重点を置いて解析する。 海馬錐体細胞にはエストラジオール

の核受容体は無いので、エストラジオール膜受容体を介して、NMDA受容体に作用する経路

や、神経シナプス数の増大を引き起こしている経路を解明する。このようにしてニューロ

ステロイドの作用は、脳海馬の記憶学習の効率化に大きな役割を果たす。女性ホルモン類

似環境ホルモンは脳血液関門を越えて、速やかに脳に作用出来る。環境ホルモンが、エス

トラジオールの受容体を介して海馬への急性作用を発揮する現象を捉え、分子機構を解析

する。発育期の脳での効果は重要で、脳の性分化の決定や脳神経系の発達には性腺や脳内

のステロイドが大きく関与しているはずなので、環境ホルモンが脳神経ネットワーク発育

を撹乱するだろう。更に胎児/新生児期のみならず成熟した個体中の脳でも脳細胞は神経

幹細胞から新生しており、この際エストラジオールが神経再生を促進するだろう。従って、

女性ホルモン類似環境ホルモンが脳神経ネットワーク形成を撹乱するはずである。 

 

2.研究実施内容 

 脳記憶学習の中枢である海馬の神経伝達に対する、環境ホルモンの撹乱作用を研究して

いる。 

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。 

 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、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た。代謝産物はHPLCを用いて分離し解析

した。その結果、コレステロール→プレグネノロン→DHEA→アンドロステンジオン→テス

トステロン→エストラジオールと、アンドロステンジオン→エストロン→エストラジオー



ルという2つの経路を発見した。プレグネノロン→DHEAはP45017αによって触媒されてお

り、またテストステロン→エストラジオールとアンドロステンジオン→エストロンは

P450aromによって触媒されていた。アンドロステンジオン→テストステロンとエストロン

→エストラジオールは17β-HSDによって触媒されている。P45017αやP450aromの阻害剤を

加えておくと、DHEA やエストラジオールの生成が大きく低下することを確認した。 

ビスフェノールAを暴露した母ラットから生まれた仔ラットを用いて、DHEAからのテス

トステロンやエストラジオール合成が、変動するかを解析している。４週齢の仔ラットに

於いて、最も低濃度0.1mg BPA投与が一番効果が顕著であり、テストステロンとエストラ

ジオールの合成能が低下していた。また未同定のステロイド合成が増加していた。 

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RT-

PCR によるこれら酵素（17β-HSDも含む）の mRNAの同定にも成功した。副腎皮質や精巣

の300分の一程度であった。電子顕微鏡を用いて金抗体染色を行うことで、上記の神経細

胞のシナプス中にP45017α, P450aromが分布していることを発見した。これは、性ステロ

イドが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。神経シナプスで環境

ホルモンが作用することを暗示している。 

３）エストロジェン受容体の神経シナプス局在の同定 

脳海馬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、海馬神経細

胞にはエストロジェン核受容体ERαすら見つかっていなかった。これは視床や偏桃体など

内分泌を司り、エストロジェン核受容体ERαがはっきりと存在する神経細胞と、記憶学習

をつかさどる海馬の神経細胞との大きな差だと認識されてきた。 我々は苦難の研究の結

果、これまで世界中で使用されてきた著名なERαの抗体は、全て不純抗体を多く含む抗血

清であり、卵巣や脳視床下部では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と反応せず、97kDaなどの未同定の蛋白に結合し

てしまうことをWestern Blot や電子顕微鏡金抗体染色法で発見した。これまで発表され

た多くの論文は間違いであることを示す結果である。この難問題を解決するため、新しい

エストロジェン受容体ERαの精製抗体を新たに作成することで、問題を解決するところに

たどり着いた。本抗体を用いて同一のエストロジェン受容体ER�が海馬神経シナプス膜分

画と核内に存在することをWestern Blot で確かめた。凍結スライス組織染色法で光学顕

微鏡を用いて、ERαの抗体に反応する蛋白がCA1-CA3の錐体神経細胞とDGの顆粒神経細胞

に局在することを解析している。神経シナプスでの局在を解析するため、シナイ山医科大

学との共同研究を行っている。凍結スライスを金抗体で染色後埋抱して電子顕微鏡で観測

することで、海馬神経シナプスと核にERα蛋白が局在することを見つけることが出来るで

あろう。ERαのmRNAは海馬全体に多く発現している（卵巣の10分の一）ことを確認したの

で、現在ERαのin situ hybridization実験の準備を進めている。 



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。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・記憶学習への撹乱を分子論的に論じることがはじめて可能になる。このシ

ナプスERαがビスフェノールAの作用部位であると予測して実験を進めている。基質結合

解析法でエストラジオールとビスフェノールAのシナプス膜上ERαとの結合を証明する実

験データが出ている。 

４）Ca信号イメージング解析による海馬神経細胞での信号伝達の解析 

エストラジオールやビスフェノールA による神経細胞への急性効果をCa信号で解析し

た。Ca信号の顕微可視化解析を単離培養した海馬神経細胞で行い、10 nM 、100 nMのエス

トラジオールやビスフェノールA の添加で両者ともに、10秒以内に急性的なCa信号が発生

することを確認した。BSA-エストラジオールでも同様のCa信号を発生するので膜上ERαが

関与している。このCa信号は核受容体ERαの阻害剤 ICI で抑制された。Ca信号を発する

エストラジオールとビスフェノールAの濃度は10 nM ―100 nMとほとんど差はない。この

結果は、核受容体ERαに対する結合・作用濃度ではエストラジオールが1 nM程度なのに対

し、ビスフェノールAは10000 nM程度と１万倍も弱い、のと非常に異なる。膜ERαは、ビ

スフェノールAの作用が核受容体ERαより増強されている点が大きな特徴であり、脳神経

に作用する際には作用効果が大きく、撹乱効果が格段に強いと推測される。 

５）電気生理による海馬長期増強への効果から記憶学習能を解析 

 雄の海馬スライスを用いて、CA1の長期増強を測定して、エストラジオールとビスフェ

ノールAの急性効果（20分の作用効果）を測定した。10 nMエストラジオールは Wistar, 

Sprague Dawley ラット共に、4週齢・１２週齢のラットで、長期増強を増強することが確

認できた。一方ビスフェノールAは 100 nMでも長期増強には影響を与えないが、ビスフェ

ノールAとエストラジオールを共存させると、エストラジオールが示す長期増強の増強効

果を抑制した。10 nM DESは長期増強を増強する効果がエストラジオールより大きいこと

がわかった。以上の実験は、環境ホルモンの記憶学習への撹乱効果が存在し、その効果は

さまざまであることを示唆している。 

６）海馬スライス培養を用いた神経ネットワークへの影響 

海馬神経のシナプス結合はエストラジオールの作用を大きく受ける。海馬スライス培

養にエストラジオールを４日間作用させると、シナプス接合をになうスパイン数が増加す

る。これは単一の神経細胞に蛍光色素をマイクロインジェクションし、共焦点レーザー顕

微鏡で解析する方法による結果である。これはシナプス膜に局在するERα蛋白への作用に

よるものであろう。ビスフェノールA・プロゲステロン・オクチルフェノールを海馬スラ

イス培養に作用させて、神経のシナプス結合の変化を解析する準備中である。 

７）神経行動実験 

母親にエストラジオールを暴露して生まれた仔ラットでは、空間学習を検討するWater 

Maze の成績を調べると、4週齢では対照群と差がないが、7週齢以降の成獣になると改善

された。これと良い相関を持って、電気生理で調べた海馬スライスの長期増強も、4週齢



では対照群と差がないが、7週齢以降の成獣になると増強された。 

母親にビスフェノールAを低濃度暴露して生まれた仔ラットでは、13週齢の成獣になる

と対照と比べて、雄のWater Mazeの成績が下がり、変化のない雌の成績に近ずいた。 

８）小脳プルキンエ神経の発達解析 

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・プロゲス

テロン・オクチルフェノール・ビスフェノールAの作用を解析した。脳に穴を開けて小脳

に液を直接数日間に渡り注入した後、小脳スライスを抗体組織染色し、プルキンエ細胞の

突起の成長を解析した。エストラジオールとオクチルフェノール及びビスフェノールA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

せりことを発見した。しかし同じ効果を示すのにビスフェノールAやオクチルフェノール

の濃度はエストラジオールの100倍を必要とした。更にこのプルキンエ神経細胞突起の発

達促進効果は、いずれもエストロジェン受容体ERβの阻害剤であるタモクシフェンで抑制

された。小脳はERαは非常に少ない。 

 

3.研究実施体制 

急性作用解析グループ  

①研究分担グループ長 川戸佳（東京大学大学院総合文化研究科、教授） 

②・内分泌撹乱物質による海馬のニューロステロイド作用への撹乱を、電気生理やCaイメ

ージングにより生物物理的に解析する。長期増強の撹乱、シナプスの受容体を介する

Ca信号の撹乱。 

・神経シナプスでのステロイド受容体の同定と機能の解析 

・海馬におけるニューロステロイド合成の解析 

P450代謝解析グループ 

①研究分担グループ長 小南思郎 （広島大学総合科学部、教授） 

②ニューロステロイド合成P450系の代謝活性を如何に撹乱するか解析 

脳発達解析グループ 

①研究分担グループ長 筒井和義（広島大学総合科学部、教授） 

②小脳脳神経回路発達に対する撹乱解析。特にプルキンエ細胞。 

プローブ開発グループ 

①研究分担グループ長 長野哲雄（東京大学大学院薬学系研究科、教授） 

②P450活性やNO発光測定の新型プローブの開発 
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