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研究成果の概要（和文）：rat小脳初代培養を用いたPurkinje細胞樹状突起及び，顆粒細胞神経突起の伸展に対する影
響を解析し, PBDF, BP-6, HBCD, PFOSでは抑制，4-NPでは伸展を認めた。この機序を解析したところ， PBDF, BP-6, H
BCDではTRを介する転写の抑制，PFOSではTRを介する転写には影響なかったことからアストロサイトにおける影響等別
の機序が示唆された。LPSのアストロサイトにおける影響を解析し，p38 MAP kinaseを介する影響が示唆された。変異T
Rを小脳Purkinje 細胞に特異的に発現させたマウスを用いて機能解析を行い，小脳発達の抑制があることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We showed that PBDE, BP-6, HBCD and PFOS impaired TH-mediated Purkinje cell dendri
te arborization using primary culture of rat cerebellar cells. On the other hand, 4-NP increased the dendr
ite arborization. PBDE, BP-6 and HBCD inpaired TH-mediated granule cell neurite development, while 4-NP in
cresed.  PBDE, BP-6 and HBCD suppressed the TR-mediated transcription due to dissociation of TR-TRE bindin
g. PFOS may suppressed the dendrite arborization though a novel pathway such as effects of astrocyte funct
ion. 4-NP may recruit the cofactors to TR. Lipopolysacchalide (LPS) suppressed the actin polymerization an
d D2 activity through p38 MAP kinase pathway. We analyzed mice expressing a dominant-negative TRbeta1 (G34
5R) specifically in the cerebellar Purkinje cells.  Homo mice showed aberrant cerebellar development. We i
nvestigated functions of a newly cloned corepressor, brain-derived repressive molecule (B-ReM). 
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１． 研究開始当初の背景 
甲状腺ホルモン(TH，トリヨードサイロニン；T3，
サイロキシン；T4)は組織の分化，発育，成長に
不可欠であり，発達成長期の TH 欠乏により
様々な不可逆的な異常などが起こることが知ら
れる（ヒトではクレチン症）。TH は脳発達に不可
欠なホルモンであり，中枢神経系においても TH
作用の多くはTRを介した遺伝子発現によると考
えられている。特に，周産期の特定の時期（臨
界期）に脳発達に強く作用する。げっ歯類を用
いた研究において甲状腺ホルモンの脳発達に
対する影響は genomic action と non-genomic 
action に分けられる。これまで我々はいくつかの
環境化学物質の TH 受容体(TR)の転写に対す
る影響について解析し，報告してきた。 
(1) 甲状腺機能低下マウスでは brain derived 
neurotrophic factor (BDNF)等の神経成長因子
の発現が低く，環境化学物質に対する感受性が
高い（影響を受けやすい）可能性があること，(2) 
甲状腺機能低下マウスでは新規環境において
多動を示すこと，(3) 一部の環境化学物質は
Ca2+細胞内外の変動に影響を及ぼすことから，
甲状腺機能低下状態では，環境化学物質によ
り多動の他，いくつかの無視できない社会問
題となりうる異常（注意欠陥多動障害；ADHD
等）が惹起される可能性があると考えた。そ
こで，脳の成長，ホメオスターシス，神経成
長因子の分泌，T4から T3への変換，顆粒細
胞の外顆粒層から内顆粒層への移動，Ca2+変
動，THの genomic action，non-genomic action
など脳における様々な TH の関与する現象を
司どるグリア細胞であるアストロサイトに
対する環境化学物質の影響を解析すること
が重要であると考えた。 
 
２． 研究の目的 
 甲状腺ホルモン(TH)は脳発達において必要
不可欠であり，その不足は脳の組織学的成長障
害をもたらしクレチン症として知られ，新生児マ
ススクリーニングの対象になっている。TH は胎
児期及び生後間もなくの限られた時期に作用し，
この期間は TH 作用の臨界期と呼ばれる。母体
から入った環境化学物質は仔に移行し，脳に到
達する。このため臨界期における環境化学物質
の暴露は脳発達に影響を及ぼす。我々は Rat 
小脳初代培養細胞，グリア細胞，甲状腺ホルモ
ン低下症及び不応症マウスを用いて解析を行う。
Genomic, non-genomic,細胞レベル，行動解析
を含む総合的な解析を行った。本研究を通じて
甲状腺機能異常が環境化学物質の感受性の違
いに与える影響を解析することを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
(1) 初代培養細胞を用いた解析; ニューロンに
対する影響：Purkinje 細胞の樹状突起伸展に対
する影響及び，顆粒細胞の神経突起伸展に対
する影響を解析した。 
(2) アストロサイトを含めた系の解析：リポ多糖 
（lipopolysaccharide: LPS）のアストロサイトへの
影響をアクチン重合化反応及び，D2 活性への

影響について解析した。さらに，この機序を薬理
学的に解析した。 
(3) 甲状腺機能低下動物，及びTR遺伝子改変
動物の解析：特に，変異 TRbeta1(G345R)
（Mf-1）マウスについて解析した。 
(4) 新規コリプレッサーの分子生物学的解析を
行った 。薬剤代謝に重要な steroid and 
xenobiotic receptor (SXR)の multidrug resistance 
-1 (MDR-1)に対する作用を分子生物学的に解
析した。 

 
 
４． 研究成果 

 
(1)難燃剤に利用されるポリ臭化ビフェニル
(polybrominated biphenyls; PBBs)の混成物である
BP-6 の甲状腺ホルモン(TH)が関与する脳発達
における影響について解析した。BP-6はTH受
容体(TR)を介する転写を抑制することが分かっ
た。この機序は TRが甲状腺応答配列(TRE)から
部分的に解離するためであることが Liquid 
chemiluminescent DNA pull down法から分かっ
た。ラット小脳初代培養を用いた解析では
Purkinje 細胞の TH 依存性の樹状突起伸展を抑
制した。また，顆粒細胞初代培養系を用いて，
顆粒細胞の TH依存性の神経突起伸展に対して
抑制的に作用することが分かった。以上から，
BP-6により TR-TREが解離し転写が抑制され，
脳発達が阻害されることが示唆された。 

 

（文献⑰より引用） 
難 燃 剤 に 利 用 さ れ る hexabromocyclo 

dodecane (HBCD)の甲状腺ホルモン(TH)の関
与する小脳顆粒細胞に対する影響を解析し
た。ラット小脳初代培養顆粒細胞系を用いて
解析したところ，顆粒細胞のTH依存性の神経
突起伸展に対してHBCDは抑制的に作用した。
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)によ
りこの反応はTH存在下で完全に回復した。
以上から，顆粒細胞においてもHBCDはTHに
よる神経突起進展を阻害するが，この反応は
BDNFにより改善することが分かった。 



（文献⑱より引用） 
この他，perfluorooctanesulfonate (PFOS)で
は Purkinje細胞樹状突起伸展の抑制，
4-nonylphenol (NP)では伸展の増強が認めら
れた。PFOSではTRを介する転写には影響な
く，4-NPでは用量依存性に活性化すること
が分かった。 
 
(2) Lipopolysaccharide (LPS)はグラム陰性桿菌
の主要な細胞壁構成要素であるが，胎児期の
LPS曝露により先天性甲状腺機能低下症と類
似した脳発達障害が認められる。アストロサ
イトにおける甲状腺ホルモン(TH)の関与す
るシグナル経路であるアクチン重合化と type 
2 iodothyronine deiodinase (D2)活性に対する
LPSの影響を解析した。LPSはいずれの経路
においても thyroxine (T4)の作用と逆の作用
を示した。この機序を薬理学的手法で解析し
たところ，p38 MAPキナーゼを介する経路が
阻害された。以上から，LPSによる THシグ
ナル経路の阻害機序が分かった。 

 
（文献⑤より引用） 
(3) 発達期甲状腺ホルモン(TH)低下動物のプ
ルキンエン細胞の配列や樹状突起の伸展が
遅れることから，TH は正常脳発達に不可欠
である。そこで，小脳プルキンエ細胞におけ

る発達期の TH の作用を解析するため，小脳
プルキンエ細胞特異的に TR 変異体が発現す
るマウス(Mf-1マウス)を解析した。 
Mf-1の転写に対する作用を解析するため CV-1
細胞を用いて reporter gene assayを行ったところ，
Mf-1は，TRβ1に対しドミナントネガティブ作用を
示した。Mf-1 マウスの一般発育及び，小脳重量
は，雌雄ともに有意差はなかった。生後 15 日及
び 30日のRotarod では，ホモ型は雌雄ともに有
意な小脳失調を示した。免疫組織化学法により，
P7及びP15においてHoではプルキンエ細胞の
大きさは小さく，樹状突起の伸長分枝が乏しい
印象を受けた。また，顆粒細胞の外顆粒層から
内顆粒層への移動の遅れが観察された。小脳
の初代培養細胞からホモ型では野生型と比べ，
プルキンエ細胞樹状突起のT4依存性の伸展が
約 60％に抑制された。半定量的 RT-PCR より，
同日齢のWt と比較して Tgマウスの小脳での標
的遺伝子 mRNA の発現量は，BDNF，NT-3 及
び IP3Rは有意に抑制されている時期があった。 
(4) 薬物代謝に重要な multidrug resistance 
(MDR) 1 プロモーター領域における steroid 
and xenobiotic receptor (SXR) と silencing 
mediator for retinoid and thyroid receptors 
(SMRT)の相互作用を解析するため， 腸由来
のLS174T 細胞を用いて解析した。SMRTによ
るMDR1発現の抑制及び，SMRTと SXRの相
互作用を準定量的 RT-PCR法，レポーターアッ
セイ，mammalian one-hybrid 法及び免疫沈降
法により示した。以上から，SMRT はリガンド存
在下でも SXR と結合し，転写を抑制することに
より，過剰反応を制御していることが示唆された。
B-ReMの機能解析を行った。 

   

（文献⑧より引用） 
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