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研究成果の概要（和文）：本研究では内分泌撹乱化学物質のヒトにおけるリスク評価、特に神経

発達影響のリスク評価について有用な情報を提供するためにカニクイザルを用いた神経発達影

響評価系の確立を試みた。まず、カニクイザルの神経発達を分子生物学的に評価した結果、生

後直後から 60 日にかけて急激に発達することを明らかにした。また、この時期に甲状腺ホル

モンを欠乏させると抑制性神経伝達システムの発達が妨げられることを明らかにした。加えて

影響評価に適したカニクイザル胎仔由来神経系細胞の培養法を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish effective tools for assessing the 
effect of endocrine-disrupting chemicals on brain development in cynomolgus monkey, 
because cynomolgus monkey is phylogenetically close to human. This study revealed 
that development of inhibitory neurotransmission system delayed by systemic 
reduction of thyroid hormone induced by thyroid hormone synthesis inhibitor 
(methimazole) injection from three to 60 days after birth, when neural development 
dramatically proceeded. And this study established some in vitro tools using neural 
cells derived from cynomolgus monkey for assessing the effect of endocrine-disrupting 
chemicals on brain development 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

平成 20 年度 8,400,000 2,520,000 10,920,000 

平成 21 年度 7,600,000 2,280,000 9,880,000 

平成 22 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

年度    

  年度    

総 計 19,800,000 5,940,000 25,740,000 

 
 

研究分野： 複合新領域 

科研費の分科・細目：環境学、放射線・化学物質影響科学 

キーワード：内分泌かく乱物質 

 
１．研究開始当初の背景 

 毒性学の一領域として環境中化学物質の
神経発達毒性が注目されている。発達期の神
経系は外来因子に対し、子宮内の血液胎盤関
門、胎児の血液脳関門により堅固に守られて
いると考えられていた。しかしながら、環境
中の化学物質の中にはこの関門が役に立た

ず子宮内の胎児が複数の化学物質に汚染し
ているという事実が明らかとなってきた。加
えて胎児期の血液脳関門は発達しておらず、
胎児の脳もこれらの化学物質に曝露してい
る可能性が非常に高い。そのような化学物質
の中に内分泌ホルモンと類似またはそのホ
ルモンと拮抗する作用を有する化学物質、す
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なわち「内分泌撹乱化学物質」がある。そも
そも神経系の発達というものは発達期に非
可逆的ステップを踏みながら進むものであ
るがゆえ、そこでの異常は成熟した後にも回
復することはない。加えてそのステップの正
常な進行に甲状腺ホルモンをはじめとする
内分泌ホルモンが重要な役割を果たす。した
がって、内分泌撹乱化学物質の発達期曝露に
より正常な神経発達が撹乱される可能性が
ある。 

このような背景のなか、マウス・ラット等
の実験動物を用いた内分泌撹乱化学物質の
神経発達影響に関する研究が研究代表者の
それを含め急増した。言うまでもなく、これ
らの研究の最終目標はヒトでの影響評価で
ある。ところが、マウス・ラット等のげっ歯
類と霊長類であるヒトはその系統学的距離
が比較的離れており、化学物質の吸収・分
布・代謝・排泄も異なっている。加えてげっ
歯類と霊長類の脳はその大きさ・形態はもち
ろん、発達期の内分泌系への依存度も異なる。
より妥当にヒトにおける影響評価に役立つ
情報を提供できる系が望まれていた。そこで
本研究ではヒトにおける影響評価に役立つ
情報を提供する目的で唯一のヒト型実験動
物であるサル類を用いた神経発達影響評価
系の確立を試みた。 

 

２．研究の目的 

本研究は「サル類を用いた内分泌撹乱化学
物質の神経発達影響評価系の確立」を主題と
して、環境中化学物質の中でも内分泌撹乱化
学物質に的を絞り、ヒトにおけるリスクを妥
当に評価しうるカニクイザルを用いた有用
な系の提案、検証、そして確立を目指した。 

 

(1)カニクイザルにおける甲状腺ホルモン依
存性神経発達の評価 

 カニクイザルは国内で汎用される医学実
験用サルであるが、その脳発達に関する情報
は極めて尐ない。甲状腺ホルモン依存性神経
発達を検索する前に正常カニクイザルの神
経発達を評価する必要がある。その上で、適
切な時期に甲状腺ホルモンを欠乏させた発
達期カニクイザルを作成し、評価した。 

 

(2)カニクイザル胎仔由来神経系培養細胞を
用いた神経発達影響評価系の確立 

 生体カニクイザルを用いた実験（in vivo）
は情報として貴重であり有用であることは
疑いないが、貴重であるが故げっ歯類のよう
に多数の個体を用いることはできないし費
用の問題もある。また、実験系としても年単
位の時間を要する。従って細胞レベルでの実
験（in vitro）を行い、生体を用いた実験の立
案に役立てることが労力・費用・時間の面か
らも重要である。そこで、カニクイザル由来

の初代培養神経系細胞の確立・利用を目指し
た。さらに、カニクイザル由来神経幹細胞株
の樹立を試みた。初代培養細胞は生体に近い
細胞であるという利点があるが、一頭のカニ
クイザル胎仔からの初代培養であるが故、限
られた細胞数しか得られないという欠点が
あるため、増殖能および多分化能を有する神
経幹細胞を得てからそれを適切に分化する
ことができれば大量の神経系細胞を得るこ
とができる。 

 

３．研究の方法 

(1)カニクイザルにおける甲状腺ホルモン依
存性神経発達の評価 

①カニクイザルにおける脳の正常発達 

 胎齢 80、110、130 日、生後 30、60、90

日、4 歳のカニクイザルの前頭葉皮質、帯状
皮質、尾状核、海馬、および小脳の神経発達
に 重 要 な 一 連 の タ ン パ ク 質 発 現 を
Westernblotting 法により評価した。 

②カニクイザルにおける発達期甲状腺ホル
モン欠乏が脳発達に与える影響の評価 

 生後 3 日目から生後 60 日目まで甲状腺ホ
ルモン合成阻害剤であるメチマゾールを投
与したカニクイザルの上前頭回皮質、尾状核、
扁桃体、海馬、後頭葉皮質および小脳虫部の
タンパク質発現を Westernblotting 法により
評価した。 

 

(2) カニクイザル胎仔由来神経系培養細胞を
用いた神経発達影響評価系の確立 

①カニクイザル胎仔由来大脳皮質神経幹細
胞培養系の確立 

 胎齢 80 日のカニクイザル大脳皮質組織を
凍結保存し、それを随時解凍、細胞分散し未
分化で増殖能を有する細胞を選択的に増殖
させることにより、培養神経幹細胞の樹立を
試みた。 

②カニクイザル胎仔由来大脳皮質・小脳アス
トロサイト培養系の確立 

 研究代表者は既にカニクイザル胎仔大脳
皮質由来初代培養神経細胞の作製法は確立
しており、様々な化学物質の影響評価に利用
してきた。ここでは神経細胞とともに神経機
能発現に重要な役割を果たすアストロサイ
トについて大脳皮質・小脳を材料として選択
的培養を試みた。 

 
４．研究成果 
(1)カニクイザルにおける甲状腺ホルモン依
存性神経発達の評価 

①カニクイザルにおける脳の正常発達 

大脳の脳回、脳溝や小脳の脳溝の発達を評
価した結果、カニクイザルの大脳・小脳の発
達は出生時にはマクロ形態学的にはほぼ完
成していると考えられる。一方、発達に伴う
神経系の機能発現に重要な役割を果たすタ



 

 

ンパク質発現を各脳部位（前頭葉皮質、帯状
皮質、尾状核、海馬、および小脳）について
評価した結果、以下の重要な結果を得た（（）
内は評価したタンパク質の名称）。 

・シナプス構成タンパク質（synaptophysin、
synapsin1）の発現は胎生期はほとんど見ら
れず出生後急激に上昇する。 

・未分化な神経細胞に発現するタンパク質
（doublecortin、nestin）は出生直後には見
られなくなり、分化した神経細胞が発現する
タンパク質（NeuN）は胎齢 110 日から既に
発現しているため、神経細胞の分化は出生前
にほぼ完了していると考えられる。 

・抑制性神経伝達物質 GABA による神経伝達
に関連するタンパク質（GAD65、GAD67、
VGAT 、 KCC2 、 GABA(A)R-1 、
GABA(A)R-2、GABA(A)R-2、gephyrin、
GABA(B)R1、GABA(B)R2）の発現は出生後
急激に発現上昇し、生後 60 日あたりをピー
クとするため、抑制性神経伝達の発達は生後
直後から 60 日が臨界期と考えられる。 

・興奮性神経伝達物質グルタミン酸の受容体
（NMDAR1、NMDAR2A、NMDAR2B）お
よび関連するタンパク質（PSD95）の発現は
胎齢 110 日から見られているため、神経伝達
物質としてのグルタミン酸は胎生期にも重
要な役割を果たしていると考えられる。 

 以上の結果は化学物質影響科学分野のみ
ならず、広く神経科学にとって重要な情報で
あ り 、 現 在 Journal of Comparative 
Neurology に投稿中である。 

②カニクイザルにおける発達期甲状腺ホル
モン欠乏が脳発達に与える影響の評価 

上述①の結果より、マクロ形態学的には出
生時にはほぼ完成している脳も分子生物学
的には未熟であり、特に抑制性神経伝達系の
発達は生後直後から生後 60 日にかけて急激
に進むことが明らかとなったため、甲状腺ホ
ルモン合成阻害剤であるメチマゾールを生
後 3 日目から 60 日目まで母体に経口投与し
経乳汁で新生仔に投与した（n=4）。対照群に
は溶媒投与を行った（n=4）。生後 60 日の甲
状腺ホルモン欠乏カニクイザルは血清中の
サイロキシンの有意な低下、甲状腺の肥大、
組織学的には濾胞上皮細胞の柱状化（一個体
は濾胞コロイドの減尐）が観察された。 

生後 60 日の甲状腺ホルモン欠乏カニクイ
ザルの各脳部位（上前頭回皮質、尾状核、扁
桃体、海馬、後頭葉皮質および小脳虫部）に
ついて上述(1)と同様のタンパク質の発現を
評価した結果、以下の結果を得た（（）内は
評価したタンパク質の名称）。 

・甲状腺ホルモン欠乏により甲状腺ホルモン
受容体（THR1、THR2、THR1）の発現
は評価部位では変化しなかった。 

・甲状腺ホルモン欠乏により甲状腺ホルモン
応答遺伝子（MBP）の発現が評価部位全体的

に低下した。 

・甲状腺ホルモン欠乏により神経細胞の分化
に 関 連 す る タ ン パ ク 質 （ NeuN 、
doublecortin）の発現は評価部位では変化し
なかった。 

・甲状腺ホルモン欠乏によりシナプス構成タ
ンパク質（synaptophysin、synapsin1）の発
現は評価部位では変化しなかった。 

・甲状腺ホルモン欠乏により GABA 合成酵素
（GAD65、GAD67）の発現が、特に前頭葉
皮質および扁桃体において低下した。 

・甲状腺ホルモン欠乏により GABA 受容体の
サブユニットの一部（GABA(A)R-2）の発現
が扁桃体および後頭葉皮質において上昇し
た。 

・甲状腺ホルモン欠乏により興奮性神経伝達
（グルタミン酸）に関連するタンパク質
（NMDAR1、NMDAR2A、NMDAR2B、
PSD95、VGLUT1、EAAT2）の発現は評価
部位では変化しなかった。 

以上の結果から、カニクイザルにおいて甲
状腺ホルモンは神経発達そのものを遅らせ
るのではなく抑制性神経伝達の発達を特異
的に遅らせていると考えられる。これは世界
で初めて発達期カニクイザル脳における内
分泌撹乱による影響を分子生物学的に明ら
かにしたという意味で重要であり、現在
Endocrinology に投稿中である。 

  

(2)カニクイザル胎仔由来大脳皮質神経系細
胞初代培養系を用いた神経発達影響評価系
の確立 

①カニクイザル胎仔由来大脳皮質神経幹細
胞培養系の確立 

 胎齢 80 日のカニクイザル大脳皮質から得
た細胞をヒト神経幹細胞培養に適用される
培養液で培養した結果、14 日後には巨大な
sphere が得られた。これを再度分散して、同
様に培養を続けることによって増殖能を有
する神経幹細胞を得ようと試みたが、継代後
sphere は成長しなかった。各種添加物の濃度
も検討したが、現在のところ続けて大量培養
にもちこめる手法は確立できていない。しか
しながら、この sphere を培養皿に接着させ
通常培養液で培養すると GFAP 陽性の細胞
に分化させることに成功した。今後は添加物
の種類・濃度を検討することにより大量培養
可能な方法を確立することが課題である。 

②カニクイザル胎仔由来大脳皮質・小脳アス
トロサイト培養系の確立 

 大脳皮質および小脳を分散培養した後、ア
ストロサイトの増殖能を利用して継代を繰
り返すことによりアストロサイトの選択培
養系を確立した。アストロサイトの機能発現
も大きく内分泌系に依存しているため、この
細胞を用いた内分泌撹乱化学物質の影響評
価は霊長類での神経発達影響の評価に貴重



 

 

な情報をもたらすと考えられる。 

 

 本研究では、カニクイザルの脳発達を分子
生物学的に詳細に記述できたとともに、発達
期における内分泌撹乱が脳発達に与える影
響についてその感受性期を明らかにし、影響
の分子生物学的エビデンスを得ることに成
功した。医学実験用霊長類を用いた化学物質
の神経発達影響評価が可能であることが明
らかになった以上、今後さまざまな化学物質
を用いてそれを実践していくべきである。 
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