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研究成果の概要（和文）：本研究では，核内受容体を介する遺伝子発現変化による脳発達への影響を調べた。in
 vivo実験では，先天性甲状腺機能低下ラットやマウスに小脳失調が生じ，平行線維―プルキンエ細胞のシナプ
スでpaired pulse facilitationの異常が生じることを明らかにした。また，周産期にPCBを投与したマウスに類
似の小脳失調が生じることも報告した。In vitroの解析では甲状腺ホルモン作用を調べるための海馬の初代培養
系を確立した。また，ガドリニウムキレート剤について甲状腺ホルモン系への影響をレポーターアッセイと小脳
初代培養系で調べ，甲状腺ホルモン作用が撹乱されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study was designed to examine the effect of the alteration of nuclear 
receptor-mediated gene expression on brain development. Using in vivo preparation, we found that 
congenital hypothyroid mouse and rat showed cerebellar ataxia. Electrophysiological study showed 
that such alteration may be induced by an aberrant synaptic function between parallel fiber and 
Purkinje cell. Perinatal PCB treatment induced the similar phenotype.  Using in vitro preparation, 
we established the primary culture system of the hippocampus to study the effect of thyroid hormone.
  In addition, we examined the affect of gadolinium-based contrast agents (GBCA) on thyroid hormone 
action and found that linear GBCA disrupted thyroid hormone receptor action and thyroid 
hormone-mediated cerebellar dendritogenesis of Purkinje cell.

研究分野： 内分泌生理学，環境生理学
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系発達において，胎生初期には神経
細胞の分化，移動，軸索伸展などにより基本
的な神経回路が構築される。この経路は遺伝
的プログラムや細胞相互作用など，主に脳の
内的環境により調節される。この時期に経路
に異常が生じると，致死的となるか，形態形
成異常となる。一方，中枢神経系が機能的に
成熟するには胎生後期から新生児期の適切
な時期(臨界期)に環境から適切な刺激を受け
る事が重要である。刺激によりシナプスの形
態・動態・機能が変化し，神経回路の再編が
生じ，脳が機能的に成熟し高次脳機能が確立
する。環境刺激に脆弱なこの時期の不適切な
刺激や，必要な刺激の欠損により，高次脳機
能が障害される。この際，形態学的な異常は 
時に明らかでない。環境刺激は痛覚や視覚な
ど感覚神経を介するか，ステロイドや甲状腺
ホルモンなど低分子脂溶性ホルモンを介し
て伝達される。感覚刺激を介する回路再編は
研究が進んでいるが，ホルモンによる再編機
構は不明点が多い。しかし，ストレス時のコ
ルチゾール過剰分泌や，化学物質によるホル
モン作用のかく乱により高次脳機能障害が
生じることが知られている。また，自閉症や
学習障害発症におけるホルモン系を介した
環境因子の関与も示唆されている。ホルモン 
の脳発達への影響や環境化学物質の修飾作
用は，遺伝子発現，形態変化，行動解析など
各システムでの解析が独立して進んでいる
が，分子レベルの異常により，神経細胞の生
理機能（活動性や伝達物質放出等）がいつど
のような障害を受け，高次脳機能障害を生じ
るのかは不明である。 
 低分子脂溶性ホルモンは，核内受容体(NR)
と結合する。NR は標的遺伝子のホルモン応
答配列と結合し転写を調節する。そして発現
したタンパクが細胞機能を調節する。NR は
多数の核内因子と複合体を作り，ヒストンア
セチル化やDNA メチル化などエピジェネテ
ィック経路を介し遺伝子発現を調節する。エ
ピジェネティック経路は環境化学物質によ
り修飾される。加えて，神経細胞では，膜の
脱分極や細胞内遊離 Ca2+上昇などもエピジ
ェネティック経路を修飾する。従って，脳 
発達への環境因子の影響を解析するには，
NR による遺伝子発現調節と，細胞膜興奮
性・シナプス伝達・神経回路形成など神経特
異的な機能との関係を念頭に統合的研究を
進めない限り，高次脳機能への影響の解明は
難しいは。しかし，現在，断片的な研究は散
見されるが，全体像を見据えた研究プロジェ
クトはない。 
 
２．研究の目的 
背景を踏まえ，NR を介する遺伝子発現変化
によるシナプス再編や神経伝達への影響を
調べるため，in vitro の分子生物学的実験を，
モデル動物を用いた 2 光子励起顕微鏡によ
るシナプス動態の長期的観察，電気生理学的

解析，および行動解析実験と組み合わせ，統
合的に解析する。 
 
３．研究の方法 
課題 1 モデル動物を用いた研究 
1) 周産期にホルモン環境を変化させたり，
環境化学物質を投与した動物での行動解析。 
2) 行動が変化した動物を用いて，2 光子励
起顕微鏡による，in vivo でシナプス動態の
長期的観察，および in vivo microdialysis 
による神経伝達物質分泌動態の長期的観察。 
3) パッチクランプ法や顕微測光による神経
細胞興奮性解析。 
4) パッチから採取した mRNA を用いて，
Single cell PCR により電気生理学的に変化
した単一細胞における遺伝子発現の解析。結
果は課題 3 の in vitro 解析につなげる。 
課題 2 初代培養神経細胞を用いた研究 
1) ホルモンや環境化学物質投与による形態
変化と顕微測光による細胞興奮性を解析。 
2) Laser capture microdissection により
形態変化した細胞の RNA 採取し，遺伝子発現
解析。課題 3 の in vitro 解析につなげると
ともに，課題 1 での in vivo 解析を行う。 
課題 3 in vitro での分子生物学的研究 
1) 変化した遺伝子が実際に NR を介して作
用しているのか，プロモーターのクローニン
グとレポーターアッセイにより解析する。 
2) 現在使用していない化学物質の影響を課
題 2 で同定後，NR への作用点をレポーター
アッセイなどで解析し，課題 1 の in vivo 解
析へとつなげる。 
 
４．研究成果 
課題 1 モデル動物を用いた研究 
1) 先天性甲状腺機能低下ラット(rdw)やマ
ウス(DUOX KO)を用いて，行動解析を行い，
小脳失調が生じていることを明らかにした。
この変化は，小脳プルキンエ細胞のみで甲状
腺ホルモン作用を抑制するようなマウスで

小脳プルキンエ細胞特異的に甲状腺ホル
モン作用を阻害した遺伝子改変マウスに
見られた小脳発達異常 



も生じた。また，胎生期と授乳期に分けて PCB
を投与したマウスに異なる行動異常が生じ
ることを明らかにした。 
3)先天性甲状腺機能低下マウスを用いて小
脳スライス標本を作成し，パッチクランプを
行い，平行線維—プルキンエ細胞のシナプス
に お い て 特 異 的 に paired pulse 
facilitation の異常が生じていることを明
らかにした。 
 
4)小脳組織全体を採取し，マイクロアレイに
より甲状腺ホルモンによる小脳遺伝子発現
の変化の網羅的解析を行った。また Laser 
capture microdissection によりプルキンエ
細胞における遺伝子発現の網羅的解析のた
めの準備を開始した。 
 
 
 

 

課題 2 初代培養神経細胞を用いた研究 
甲状腺ホルモン作用を調べるための海馬の
初代培養系を確立（従来の培地は甲状腺ホル
モンが入ったものしかなかった）し，神経発
達の形態的解析と遺伝子発現の解析を行っ
た。 
課題 3 in vitro での分子生物学的研究 
新規環境化学物質，ガドリニウムキレートに
ついて甲状腺ホルモン系への影響をレポー
ターアッセイと初代培養系で調べ，甲状腺ホ
ルモン作用が撹乱されることを明らかにし
た。またイソフラボンについても解析し，甲
状腺ホルモン作用を増強させることを明ら
かにした。 
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