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研究成果の概要（和文）：絆の深まりや愛情や信頼の感情の育みが、生涯を通じて健全な食生活を送るための本質的な
基盤となる。視床下部の養育・愛着行動中枢、不安情動制御に関わると考えられる脳領域に注目し、神経発生や発達、
機能の発揮に際して、脂質栄養素がおよぼす影響について研究を進めた。
エストロゲンβシグナリングに対する脂溶性ビタミンEのトコトリエノールの作用に注目し、バイオイメージング法で
細胞生物学的な解析を行い、ニューロン分化への影響について脳スライス培養系での検討を進めた。

研究成果の概要（英文）：Fostering ties between parents and children, and nurturing loving and committed 
relationships are fundamental to healthy dietary habit over a lifetime. Focusing on the hypothalamus and 
other brain regions involved in maternal, attachment, and anxiety-like behaviors, the effects of 
fat-soluble nutrients on neurogenesis and functional development of the neural circuits were investigated 
in mice.
Using single living cell imaging analysis of GFP-tagged estrogen receptor beta, natural fat-soluble 
vitamin E tocotrienols were evaluated to act as ligand for the receptor. The effects of tocotrienols on 
neuronal differentiation are under investigation in either postnatal cerebellar or embryonic hypothalamic 
slice culture system.

研究分野：神経発生学
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１．研究開始当初の背景 
 母子の絆の深まりや、愛情や信頼の感情の
育みが、生涯を通じて健全な食生活を送るた
めの本質的な基盤となる。そこで、間脳の視
床下部の養育行動中枢や愛着行動中枢、不安
情動制御に関わると考えられる脳領域に注
目し、神経発生や発達、機能の発揮に際して、
脂質栄養素がおよぼす影響について検討す
ることを企てた。 
(1)養育行動や愛着行動の中枢として、視床下
部におけるオキシトシンニューロンを中心
とするネットワークが想定され、これらニュ
ーロンの多くはエストロゲン受容体（ER）
を共発現し、その発達や機能がエストロゲ
ンの影響下にある。 
 核内受容体として転写因子機能を有し、
遺伝子発現を直接制御する ERには、ERα
と ERβ の 2 つのサブタイプが存在し、生
殖行動や母性行動には主に ERα シグナリ
ングが、視床下部領域に加えて背側縫線核
セロトニン作動性ニューロンでの発現が顕
著な ERβは、抗不安やストレス耐性などの
情動行動に関与するとされ、閉経期や産後
のうつ病は主に ERβ シグナリングの低下
によることが示唆されている。 
(2) ビタミン E 欠乏食を与えることで離乳
期や成熟期の動物に不安行動を誘発できる
ことについて、これまでの報告はビタミン
Eの抗酸化作用に基づいて酸化ストレスと
不安行動の因果関係を推察するのみであっ
た。 
 ところで、トコトリエノールが、乳がん
細胞株において、特異的に ERβの核内移行
を促し、エストロゲン応答遺伝子群の転写
を活性化することが報告された(引用文献
①)。そこで、母子親和行動や不安情動制御
の脳中枢でもトコトリエノールによる ERβ シグ
ナリングの賦活が、起こりうるのかに注目した。 
(3)脂質栄養素と脳の発生・発達や機能の発揮
を関連づける脂肪酸結合タンパク質(FABP)
が注目され、多価不飽和脂肪酸の細胞内への
取り込みや輸送への関与、また核内受容体と
の複合体形成による遺伝子発現調節機能が
示唆されている。間脳・視床下部領域の発生
と関連させての FABP ファミリーメンバー
の発現動態に興味がもたれた。 
 
２．研究の目的 
 乳がん細胞株で報告された、トコトリエノー
ルによる特異的なERβの核移行と、それに基
づくエストロゲン感受性遺伝子群の転写活性
化について、脳神経系では検証されていな
い。 
 母子親和行動中枢の中核をなすオキシトシ
ン等の神経ペプチド産生ニューロンや、縫線
核セロトニン作働性ニューロンが ERβ を共発
現していることに注目し、トコトリエノールが
ERβ シグナリングの活性化を介して母子親和
や、産後うつなどを緩和する抗不安の情動行
動の脳中枢の機能発達に関わる可能性をさ

ぐることを、主要な目的とした。 
(1)中枢神経系のニューロン/グリアにおいても、
トコトリエノールによるERβの核内移行の促進
が起こりうるのかを、培養細胞や、視床下部由
来の神経系細胞の初代培養系で検討を進め
る。 
(2)トコトリエノールを培養培地へ添加し、オキ
シトシン等の神経ペプチドの発現量の変化、
ニューロン、グリアの形態変化が誘起されるか
どうかを免疫組織化学的に評価する。 
(3)マウスのモデル動物において、母子親和
行動中枢の発達に伴っての、脂肪酸結合タン
パク質ファミリーの発現動態を神経組織学的
に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 脂溶性ビタミンの一つであるビタミン E、
中でもトコトリエノールが、また脂肪酸結合
タンパク質を介して多価不飽和脂肪酸質が、
母子親和や抗不安の行動中枢の発達や機能
の発揮に影響を及ぼす可能性について、マウ
スをモデル動物として追究することを企て
た。 
 解析にあたっては、分子から in vitro細胞
レベル、in vivoでの細胞から脳内ネットワー
クレベル、個体の行動のレベルへと、生体の
構造と機能の階層性に沿うように、順次進め
ることとした。 
(1)トコトリエノールによるエストロゲン受
容体 β(ERβ)の核内移行の初代培養系による
解析 
 胎生後期のマウス脳を摘出し、ERβ発現ニ
ューロンを含む脳領域(視床下部、背側縫線核、
小脳)を、実体顕微鏡下で切り出す。酵素処理
によって分散させた神経系細胞を、ポリエチ
レンイミンコーティングしたガラスカバー
スリップ上に播種した。無血清培地中で培養
し、4 種のトコトリエノールおよび対照とし
ての α-トコフェロールのいずれかを培地に
添加した。ビタミン E による ERβ の核内移
行の促進の程度を免疫細胞化学染色によっ
て評価することとした。ビタミン E 添加後、
経時的に細胞を 4％パラホルムアルデヒド
/PBS で固定し、ブロッキングの後、抗 ERβ
抗体を用いて免疫染色を施した。 
(2) 緑色蛍光タンパク質(GFP)と ERβの融合
タンパクの挙動解析(京都府立医科大学大学
院医学研究科生体構造科学部門松田賢一准
教授との共同研究) 
 ガラスボトムディッシュ上に培養したア
フリカミドリザル腎由来細胞COSに対して、
リポフェクトアミン法により、緑色蛍光タン
パク質(GFP)と ERβ の融合タンパク遺伝子
をトランスフェクションした。本来のリガン
ドである 17β-エストラジオール、、γ−トコト
リエノールおよび δ-トコトリエノールを培
地に添加した後の GFP-ERβ融合タンパク質
の挙動を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
(3)胎生期の間脳・視床下部領域における脂肪
酸結合タンパク質発現の分子形態学的解析 



 マウスをモデル動物として解析をすすめ
た。視床下部の神経核を構成するニューロン
は、大脳皮質よりも早期の胎生 10 日〜１２
日頃に、第３脳室に面した神経上皮で最終分
裂を行い、細胞移動ののち、胎生後期に神経
核へと定着することが知られている。マウス
の発生の各段階（胎生 10、12、14、16、18
日、生後１日）において、ホールマウント標
本、組織切片標本を作成し、脂肪酸結合タン
パク質遺伝子ファミリーのそれぞれに特異
的なジゴキシゲニン標識cRNAプローブを用
いて、in situ ハイブリダイーゼーションに
よる分子形態学的解析をすすめた。 
 視床下部の領域は発生に伴い形態が複雑
に変化することから発現部位の解釈に困難
を伴う。そこで視床下部発生過程の間で神経
管の腹側で発現が維持されている Shh 遺伝
子をランドマークとするため、Shh遺伝子の
フルオレセイン標識ｃRNA プローブも併用
し、二重染色 in situ ハイブリダイーゼーシ
ョンを施すこととした。また、ニューロンが
産生する各種神経ペプチドとの関連性を調
べる目的で、オキシトシン、バゾプレッシン、
プロラクチン等や、脂肪酸結合タンパク質に
対する抗体を用いた免疫組織化学法を行う。
オキシトシンの産生は胎生後期に始まるこ
とから、オキシトシン産生ニューロンの系譜
を追跡するため、より早い発生段階で発現が
検出されるCalbindinをマーカーとして用い
ることとした。 
(4)視床下部領域、小脳の脳スライス培養 
 胎仔期から新生仔マウスより脳を摘出し、
視床下部領域については前額断、小脳につい
ては矢状断の厚さ 200〜400μm のスライス
を、マニュアルあるいはマイクロスライサー
で薄切し、ガラスフィルター上のオムニポア
メンブレンフィルターに静置してスライス
培養を行った。 
 
４．研究成果 
(1)抗体について 
注目するたんぱく質に特異的に反応する抗
体が、幅広い研究に利用でき、優れた抗体の
有無が、研究の進展に大きく影響する。エス
トロゲン受容体 β に対する抗体として、
mRNA レベルとたんぱく質レベルでの局在
に矛盾がないことから推奨されてきた ZP8
抗血清がもはや入手不可能であることから、
引用文献②に基づいて、ウサギ抗 ERβ抗体、
(PA1-310B, Thermo Fischer Scientific)を用
いることとした。マウス成獣脳組織切片にお
いて、小脳プルキンエ細胞、室傍核、縫線核
等での免疫陽性シグナルを確認した。 
(2)トコトリエノールによるエストロゲン受
容体 β(ERβ)の核内移行 
 ERα はほとんどが核内に、ERβ も多くは
核に局在していることが報告されている。免
疫化学的染色ではリガンド添加前の細胞質
における染色シグナルは弱く、添加後におい
ての免疫染色陽性シグナルの細胞質から核

内への分布の変化も明確ではなかった。 
(3)緑色蛍光タンパク質(GFP)と ERβ の融合
タンパクの挙動解析 
 そこで、京都府立医科大学大学院医学研究
科生体構造科学部門松田賢一准教授との共
同研究により、緑色蛍光タンパク質(GFP)と
ERβの融合タンパク質遺伝子の COSトラン
スフェクタントをガラスボトムディッシュ
で培養して､共焦点レーザー顕微鏡で観察し
た（引用文献③）。本来のリガンドである 17β-
エストラジオール(E2)(0.1μM)の添加によっ
て、融合タンパク質は、核内移行の挙動を示
すことはなく、細胞核内においてドット状に
凝集することが観察された。リガンドとして、
γ−トコトリエノール(14μM)、あるいは δ-ト
コトリエノール(28μM)を添加したところ、
E2 添加時に見られたような細胞核内での凝
集像は観察することができなかった。E2 に
加えてトコトリエノールを添加する実験に
おいては凝集像の消失がみられたことから、
両者が拮抗する可能性は示唆された。 
(4)胎生期の間脳・視床下部領域における脂肪
酸結合タンパク質発現の分子形態学的解析 
 in vitro 転写反応によって cRNAプローブ
を調製するにあたり、既報の鋳型プラスミド
の譲渡を受けることを試みたが、叶わなかっ
た。そのため、理化学研究所 FANTOM や
NIH Mammalian Gene Collectionプロジェ
クトの全長 cDNAクローンを購入し、独自に
設計した RNA プローブ領域の鋳型となる
DNA断片を PCR法で増幅して、in vitro 転
写用ベクタープラスミドにサブクローニン
グすることとした。 
FABPファミリーメンバーに対する特異的プ
ライマーセットとして、以下のものを設計し
た。 
Fabp3_Fw1 
ACGAGGTGACAGCAGATGAC, 
Fabp3_Rv1 TGACCTTGGAGCACCCTTTG 
Fabp3_Fw2 
GCCTTTGTCGGTACCTGGAA, 
Fabp3_Rv2 
TGGAGCACCCTTTGGATACAG 
Fabp5_Fw1 
GTCTCTGCTGCTTTTGTGCTC, 
Fabp5_Rv1 
CCAAGTTTGACATGAAGGTCCA 
Fabp7-Fw1 
GTGAATTACGGTGGTGGGTAA, 
Fabp7-Rv1 
CCAAGTTGTCAAAAGTCCTGTC 
Fabp7-Fw2 
TTTTCAGCTGACTAGGCGGTT, 
Fabp7-Rv2 
CTCCACACCGAAGACAAACTT 
それぞれのFANTOMクローン等の cDNAを
鋳型として Easy-A High-Fidelity PCR 
Cloning Enzyme (ストラタジーン)を用い
てハイフィディリティーPCRを行い、増幅さ
れたDNA断片をpCR4-TOPOベクターDNA



にライゲーションし、大腸菌 DH5α株を形質
転換して組換え体のコロニーを得た。サブク
ローニングして得たプラスミド DNA につい
て、m13プライマーとプローブ特異的プライ
マーを用いた PCRで in vitro 転写の鋳型と
なるDNA断片を増幅しT3あるいはT7 RNA
ポリメラーゼによる反応で、ジゴキシゲニン
もしくはフルオレセイン標識cRNAプローブ
を調製した。 
 胎仔マウス脳を対象として whole-mount 
in situ ハイブリダイゼーションを行ったと
ころ、FABPファミリーの中でも FABP7に
ついて、胎生 12日から 16日にかけて視床下
部領域の第３脳室に面した脳室帯で陽性シ
グナルが認められ、視床下部ニューロンの新
生に関与することが示唆された。ERβノック
アウトマウスにおいては視床下部ニューロ
ンの発生・分化に異常が認められることから
（引用文献④）現在、各種神経ペプチド、ER
βとの発現の重複性や相補性について詳細
な追究を進めている。 
(5)トコトリエノールによるERβシグナリング
の賦活の脳スライス培養系での解析 
視床下部ニューロン、特にカルレチニン発現
ニューロンの発生・分化（引用文献④）、小
脳のプルキンエ細胞の樹状突起の成長とス
パイン形成（引用文献⑤）に ERβシグナリ
ングが関与することが報告されていること
から、脳スライス培養系での解析を試みてい
る。視床下部領域のスライス培養について
（引用文献⑥）、タイムウィンドウの設定、
血清培地から無血清培地への転換等につい
ての条件設定を進めており、現在のところ、
結論を出すまでには至っていない。 
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