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研究成果の概要（和文）：海馬で低用量ビスフェノール A（BPA）の作用を検討した。（１）成熟

ラット海馬スライスに 10 nM BPA を 2 時間作用させると樹状突起スパイン（特に middle-head：

頭部直径 0.4-0.5μm）が増加した。BPA作用は膜受容体 ERRγ が媒介していた。MAPキナーゼ・

NMDA受容体阻害も BPA 作用を抑制した。（２）周産期に母体経由で低用量 BPA(30 μg/kg BW/day)

に曝露されたラットのスパインは成長後のオスで減少した。メスでは性周期依存性変動が消失

しオスに近づいた。（３）質量分析法でオスラット海馬に約 64ｎM の BPA蓄積が判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Effects of low-dose bisphenol A (BPA) on the hippocampus were examined. 

(1)In adult rat hippocampal slices, 10 nM BPA increased dendritic spines (especially middle-head spines 

with head diameter of 0.4-0.5 μm) within 2h via ERRγ localized in principal neurons. Inhibitors of MAP 

kinases and NMDA receptors blocked the BPA effects. (2)Perinatal exposure to low-dose BPA (30 μg/kg 

BW/day) via dam modulated the synapse development in the pup hippocampus. In male at postnatal 

8-weeks, the spine density was decreased compared with that of control. In female, perinatal BPA 

exposure attenuated the estrus cycle-dependent spine density changes, resulting in the disappearance of 

sex-related differences. (3)BPA concentration was determined in male hippocampus (approx. 64 nM) by 

mass-spectrometry. 
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１．研究開始当初の背景 

女性ホルモン（エストラジオール：脳では
雌雄によらず合成している）は神経シナプス
をモジュレ－トして記憶機能を増強してい
る。環境ホルモンの代表であるビスフェノー

ル A （BPA） の低容量効果(10 nM or 50 g/kg 
程度の投与に対する作用)はヒトなどの哺乳
類の神経機能に及ぼす影響において注目さ
れている。低容量効果は伝統的な薬物効果の
検査法（マイクロモルの高濃度作用）では検
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出や評価が難しいので、新しい検査法が必要
とされてきた。2000 年以降、日本・米国・
ヨーロッパでの活発な環境ホルモンの研究
で多くの事柄がわかった。我々の内分泌かく
乱研究 (Kawato, 2004, Environ Sci ; Ogiue 
et al., 2008) を始めとする研究でも、脳神
経への影響がはっきりと現れることがわか
ってきた。特に 2008 年以降、アメリカやカ
ナダで BPA の幼児期での神経作用が熱い問
題になっている。プラスチック可塑化剤 BPA 
は哺乳瓶やプラスチックコーティングのあ
らゆるところから漏出するので、カナダ政府
は BPA を含むプラスチック製の哺乳瓶や缶
詰の使用を禁止し、米国 National Toxicology 
Program も BPAの脳神経への影響に関して警
告を発した。Yale Univ のサル海馬のシナプ
ス形成阻害 (Leranth et al., 2008,PNAS) 、
九州工業大学粟生研による神経行動実験で
の雌雄差の消失など、50 g/kg 程度のBPA 投
与は脳機能に顕著なかく乱を示している。 

 

２．研究の目的 

このような世界の流れに対応して、本研究
では代表的な環境ホルモン＝擬似女性ホル
モンである BPA がこの神経伝達を如何に変
動させるかを解析し、海馬神経での女性ホル
モン作用系に対抗して、BPA などが海馬の記
憶過程や神経回路の発達に及ぼす攪乱効果
を分子論的に明らかにすることを目的とし
た。神経内分泌学では「視床下部→脳下垂体
→性腺」軸に従い、性腺から血流に乗って性
ホルモンが脳に到達し、神経作用を示す機構
が信じられてきた。我々の一連の研究により、
この常識が変更され、海馬などの高次脳機能
部位でも自分で女性・男性ホルモンを合成し、
それが神経に作用している経路がわかって
きた。このことを踏まえて BPA の作用経路を
調べ、長い間不明であった BPA の本当の受
容体を同定し、その神経シナプス作用を解明
することを目的とした。さらに、本研究では
周産期（胎児期後期～幼児期初期）に BPA 暴
露された仔ラットが成獣になった時、神経シ
ナプスが大きく変化していることを解析す
ることで、社会的に問題となっている子供へ
の影響を検討した。BPA の吸収量はどうも雄
雌で異なるので（雄＞雌）、作用も雄雌で異
なるかどうかも検討した。 

 

３．研究の方法 

BPAの海馬記憶学習機構への影響を海馬神
経スパイン（海馬興奮性シナプスでは後シナ
プスを形成）への作用として検討した。スパ
イン解析では、急性海馬スライス（400 μm 厚）
を調製後、人工脳脊髄液中で BPAや阻害剤を
2 時間程度作用させてから PFA固定し、単一
神経に Lucifer-Yellow 蛍光色素のインジェク
ションを行って樹状突起スパインを可視化

し、共焦点顕微鏡で３次元像を取得後に解析
した。この際、我々が開発したスパイン自動
解析プログラムを使用した。周産期 BPA 暴露
の影響を検討した際には、周産期
（ED15-PND7）の母ラットにヒトの TDI
（tolerable daily intake: 50 μg/kg/day）
以下の低用量 BPA（30μg /kg/day）を経口投
与して経胎盤及び経乳的に仔を BPA 曝露し、
成長後（8週齢程度）に経心的に PFAを灌流
してから海馬スライスを調製し、上記と同様
に樹状突起スパインを可視化して海馬神経
シナプス変化を調べた。BPA 濃度測定は、海
馬組織からの BPA有機溶媒抽出→HPLCで粗精
製→BPA のピコリノイル誘導体化→質量分析
という厳密な手順で行った。 
 
４．研究成果 
(1) 海馬神経スパインに対する BPAの作用と
その機序を確定すべく実験と解析を進めた
結果、成獣オスラットから取り出した海馬ス
ライスに、環境濃度と同程度である 10 nM程
度の BPA を投与すると、海馬 CA1錐体神経細
胞の樹状突起上の神経スパインの密度が急
性的（2 時間以内）に増加するという結果が
得られた。特にスパイン頭部のサイズが全体
の中程度の middle-headスパイン（頭部直径
0.4-0.5μm）の密度が顕著に増加した。海馬
での BPAの神経スパイン増加作用がどのよう
な受容体を介しているのかに関しては、古典
的女性ホルモン受容体(ERα)を介するのでは
ないかと推測されていたが、ERα は BPA との
結合能が非常に低いという矛盾があり、世界
的に有名な難題であった。BPA のスパイン増
加作用には ERα/ERβ の阻害剤 ICI182,780を
加えても抑制がみられなかった。そこで我々
は、 BPA に高結合能を持つ膜受容体の
estrogen-related receptor gamma (ERRγ)に着目
し た 。 ERRγ/ERα/ERβ の 阻 害 剤
4OH-tamoxifen で BPAのスパイン増加作用が
抑制されたことから ERRγ が受容体であるこ
とがわかった。ERRγ の下流では MAP キナー
ゼ活性化され、これによって BPAの神経スパ
イン増加が引き起こされていることが、MAP
キナーゼ阻害剤を加えることで証明できた。
BPAの神経スパイン増加には NMDA受容体も関
与していることも阻害実験によって判明し
た。海馬では ERRγ は神経の細胞体のみなら
ずシナプス部位にも存在していることを、免
疫抗体電子顕微鏡法とウエスタンブロット
により明らかにした。このシナプスにある
ERRγ が BPA の早い効果に関与していると考
えられる。これまで培養細胞系を使った研究
では、ERRγはBPAが結合してもしなくても、
恒常的に活性化されているという結果であ
ったので、世界的には BPAは機能性受容体と
はみなされていなかった。従って我々のシナ
プス効果において、初めて ERRγ が BPAの受



 

 

容体として働いていることが見つかったこ
とは大きな意義がある。 
 
(2)周産期（ED15-PND7）の母ラットに低用量
BPA（30 μg/kg body weight/day）を経口投
与して経胎盤的及び経乳的に仔を BPAに曝露
し、成長後（8 週齢程度）の海馬神経シナプ
ス変化をスパインを解析して調べた。オスで
は、BPA 非曝露群のスパイン密度は 2.29
（spines/μm of dendrite）で、BPA 曝露群
では 2.15 に減少した。特に記憶能力の高い
large-headスパイン（頭部直径 0.5-1.0 μm）
の減少が目立ち、BPA 曝露による記憶能力低
下の大きな要因である可能性がある。一方、
メスでは BPA 非曝露群では性周期に伴い
proestrus 期（2.33）→estrus 期（2.04）
→diestrus1 期（2.33）→diestrus2 期（2.04）
と変化するが、BPA 曝露群では proestrus 期
で減少し、estrus 期で増加して、性周期に伴
うスパイン密度変動が無くなるよう変化し、
BPA 曝露オス（2.15）に近づいた。即ち、生
殖器官等への影響が見られず危険性が低い
とされてきた低用量でも、BPA の周産期曝露
は成長後の海馬シナプスに顕著な影響をも
たらした。現在北米や欧州でヒトの子供時代
の BPA曝露の影響が成人で現れることが問題
化しているが、その考察の一助になるものと
思われる。 

 
(3)質量分析 LC/MS/MS を用いて、成獣オスラ
ットの海馬に約 64 nMの BPA が蓄積している
ことを見出した。通常の環境から摂取される
ナノモルの低濃度の BPA は、生殖器官では影
響が目立たないが、記憶中枢の海馬の脳神経
へ影響を及ぼすことをはっきり示したとい
う意義がある。 
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