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 本研究の目的は、成獣における脳の記憶学習能に環境ホルモンが与える分子論

的影響を研究することである。海馬神経細胞樹状突起には棘状の微小な(直径 1 μm
弱)突起が存在している。これらの突起をスパインと呼ぶ。スパインは形態学的特長か

ら、mushroom(大きい頭部を持つ)、thin(小さい頭部を持ち、細長い)、filopodium(首が

無く、ひょろ長い)、stubby(首が無く、短い)の 4 種類に大別される。神経前細胞からの

軸索終末と後細胞のスパインがシナプス結合を形成しており、神経細胞はこのシナプ

ス結合を介して情報を伝達している。論文提出者は、海馬 CA1 領域における神経細

胞のスパインが、環境ホルモンによってどのような影響を受けるかを、単一神経細胞染

色したスパイン構造の蛍光イメージングによって解析した。 
 
 
  「環境ホルモン、内分泌かく乱物質」と呼ばれるものは、人工の擬似女性ホルモン

であろうと思われている。近年の研究の成果により、魚介類においては、環境ホルモン

は生殖器官に明確な影響を及ぼすことが分かってきたが、しかし哺乳類においては、

肝臓で解毒代謝されるために、卵巣・子宮・精巣などの末梢の内分泌器官における環

境ホルモンの作用は弱いという結果が得られている。一方、脳神経系に環境ホルモン

が進入した際に、神経活動に及ぼす影響に関しては、きわめて重要なテーマであるに

も関わらずまだ信頼に足る研究発表が少なく、記憶学習への影響は不明である。脳に

おいては薬物代謝酵素が末梢神経系に比べて少なく、解毒代謝作用が弱いので、影

響は大きいと推測される。本研究では、ビスフェノール A（BPA）とジエチルスチルベス

トロール(DES)という、代表的な 2 種類の環境ホルモンが、ナノモルという低濃度で記

憶中枢である脳海馬における神経活動に及ぼす影響を解明することを目的として研

究を行った。ちなみに、ラットの体に BPA を皮下注入した場合、１時間程度で脳内に

到達するということがわかっている。その結果、BPA および DES は、記憶を蓄える素子

である神経シナプスのスパイン（シナプス後部）の密度と形態に 2 時間という短時間で

大きな影響を及ぼすことを発見した。この効果は、川戸研究室で確認されている女性

ホルモンがスパインの形態に及ぼす効果と非常によく似ていた。また、BPA 刺激によっ

て海馬神経細胞にカルシウム応答を引き起こすことも発見した。 
  まず BPA が海馬組織における神経スパインに及ぼす急性的な影響を調べた。12
週齢オス成獣ウィスターラットから摘出した海馬組織から急性スライスを作成し、このス



 

ライスをナノモル濃度の BPA や DES を含む ACSF 中で 2 時間インキュベーションする

ことによって作用させた。その後、スライスを 4％パラホルムアルデヒドで組織固定した。

固定後、海馬 CA1 領域の単一神経細胞に、微小ガラス電極を用いて蛍光色素

Lucifer Yellow を注入することによって、神経細胞を染色した後に、これを共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて断層撮影した。30-60 枚程度の断層像から 3 次元画像を再構成

したのち、NeuroLucida プログラムを用いて樹状突起のトレース、及びスパインの数と

形態の解析を行った。特に、海馬 CA1 領域の単一神経細胞の放射状層（stratum 
radiatum）領域にある二次樹状突起上のスパイン構造の詳細な解析を行なった。その

結果、BPA（10 nM、100 nM）で 2 時間の作用を行なった海馬スライスの神経細胞では、

対照群のスライスに比較して、神経細胞の樹状突起における全スパイン数の増加が確

認された（0 nM BPA 作用群：0.94 spines/μm、10 nM BPA 作用群：1.55 spines/μm、

100 nM BPA 作用群：1.40 spines/μm）。低濃度の 10 nM BPA では 1.54 倍の増加で、

高濃度 100 nM BPA の 1.47 倍増加より効果が大きかった。この BPA による全スパイン

密度の増加は、NMDA 型グルタミン酸受容体の阻害剤である MK-801 によって完全

に阻害された。BPA の作用は電位依存性カルシウムチャネルの阻害剤ニカルジピン

によって影響を受けなかった一方で、MK-801 によって NMDA 型の受容体を不可逆

的に閉じた場合には完全に阻害されたことから、ナノモル BPA によるスパイン構造の

変化には、静止時における NMDA 型受容体の自発発火的な開閉による細胞内への

カルシウム流入が不可欠であると考えられる。また、MAP キナーゼのリン酸化活性を

阻害剤 PD98059 で阻害した場合、BPA 作用によるスパイン密度の増加は完全に抑制

された。これらの結果から、BPA は樹状突起やスパインにおける MAP キナーゼ系カス

ケードを駆動することで、スパインの変化をもたらしていることが示唆される。 
  スパインは形態的特徴から、mushroom(頭が大きく、首部分がある)、thin(頭が小さ

く、首部分がある)、filopodium(細長く、頭が無い)、stubby(短く、頭が無い)の 4 種類に

分類されることがわかっている。このうち、シナプス形成能をもったスパインは、細い首

部分によって樹状突起と隔てられた構造をもつ mushroom タイプおよび thin タイプであ

ることがわかっているが、BPA は thin タイプのスパインを特に選択的に増加させること

がわかった。一方 DES によっても、2 時間の作用後、全スパイン密度の増加が確認さ

れた。1 nM DES 作用群は 1.38 spines/μm、10 nM DES 作用群は 1.06 spines/μm と、

ここでも低濃度 1 nM の DES の方が、高濃度 10 nM DES より効果が大きかった。DES
もまた thin タイプのスパインを顕著に増加することがわかった。 
  本研究で初めて確認された環境ホルモンによるスパイン構造のモジュレーション効

果は、女性ホルモンであるエストラジオールの効果とよく似ていることが分かった。川戸

研究室の釣木澤により、エストラジオール 1 nM を 2 時間作用させると、CA1 神経の

全スパイン密度は 1.54 倍増加するという結果が得られている。またエストラジオールは 
thin スパインを選択的に増加させた。これらの研究結果は、本研究において明らかに



 

なったBPAおよびDES の結果と非常によく似ている。川戸研究室の先行研究により、

精製抗体 RC-19 を用いた免疫電子顕微鏡解析によって、海馬 CA1 神経細胞の樹状

突起やスパインの内部において女性ホルモン受容体が局在していることが世界で始

めて発見された（Mukai et al., 2005）。擬似女性ホルモンである BPA・DES は、このシ

ナプス内在性女性ホルモン受容体を作用サイトとして、神経細胞のスパイン構造を短

時間のうちにモジュレーションしていると強く考えられる。 
  また、BPA 刺激が海馬神経細胞のカルシウム動態に及ぼす影響を調べた。新生ラ

ットから採取した脳海馬から神経細胞の安定な初代培養系を作成した。これにカルシ

ウム感受性色素 Calcium Green-1 を負荷した後にナノモル BPAで刺激を与え、蛍光強

度の変化を経時観察することによって、BPA が神経細胞内のカルシウム動態に及ぼ

す影響を調べた。その結果、10 nM, 100 nM BPA を海馬初代培養神経細胞に滴下す

ると、滴下から 1 分以内程度の短時間に、細胞内における蛍光強度の一過的な上昇

（カルシウムシグナル）が起こることが確認された。BPA 滴下の直前にタプシガルギン

処理することによって細胞内カルシウムストアを枯渇させた神経細胞では、BPA による

カルシウムシグナルは生じなかった。電位依存性カルシウムチャネルの阻害剤である

ニカルジピンで細胞を処理すると、BPA によるカルシウムシグナルは部分的に阻害さ

れた。これらの結果から、海馬初代培養神経細胞においてナノモル BPA は細胞内カ

ルシウムストアを駆動し、マイルドなカルシウム放出を引き起こすことが発見された。こ

のカルシウムシグナルはさらなる細胞内シグナル伝達系を活性化させ、神経回路の形

成に寄与していくものと考えられる。 
  本研究はその成果として、単一神経樹上突起スパイン形態の高感度可視化解析

手法により、ナノモル濃度の環境ホルモン BPA が成熟脳海馬の神経細胞のスパイン

密度および形態を短時間で変化させることを発見した。また、海馬神経細胞において、

ナノモル濃度のBPAが神経細胞において細胞内カルシウムを駆動していることを発見

した。本研究において得られた知見は、従来の生体組織への毒性効果の知見とは全

く異なり、中枢神経系における環境ホルモンの神経成長因子としての作用を世界で始

めて明らかにしたものである。これらの結果は脳神経科学において、非常に有意義な

貢献をしたものと認められる。 
 

よって、審査員一同、論文提出者田辺伸聡は東京大学博士(学術)の学位を受ける

に 十 分 な 資 格 が あ る も の と 認 め た 。 な お 、 本 論 文 の 内 容 は 、 2006 年 に

Neuroendocrinology Letters 誌に公表済みである。これは共著論文であるが、論文提

出者は研究の主要部分に寄与したものであることを確認した。 
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