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研究成果の概要（和文）：本研究は、BPAという環境ホルモンによる神経細胞死の研究過程で偶然に神経突起伸長作用
を発見したことがきっかけとなり、その生物学的意義を解明するために開始された。研究開始当時は、所謂、”メス化
”のみが研究の対象であったため、BPAが地球上の生物における脳神経系への新たなリスクファクターとなり得るのか
が興味の対象となった。解析の結果、神経細胞に対し、突起伸長作用を有する他に細胞体が双極化することが分かった
。また、これらの作用は、ヒストンH3内の14番目のリシン残基がアセチル化することにより引き起こされることが明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：This research has been performed because of finding the neurite extending effect 
of bisphenol A(BPA), which belongs to endocrine disrupting chemicals. The research by others has been 
remitted to the sexual effect although ours focus on neurons. The results are that BPA induced neurite 
outgrowth with bipolarization on soma through histone H3 modification (acetylation) on specific lysine 
residue.

研究分野： 神経科学

キーワード： bisphenol A　PC12細胞　大脳皮質神経細胞　エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
内分泌攪乱物質（環境ホルモンとも呼ば

れる）による汚染は個体の成長や生殖に関
与する内在性ホルモンを阻害し、発生・成
長の過程及び恒常性維持に深刻な異常を引
き起こすとして問題視されている。特に、
微量でも生物の恒常制維持機構に直接作用
する環境ホルモンの特性が生物界に及ぼす
影響は甚大であると考えられる。環境ホル
モンの一種であるビスフェノール A（BPA）
は、日本におけるプラスチック製品の原料
として広く利用されている化学物質である。
近年、毒性が無く加工食品の包装物として
使用が認められていた BPA の溶出基準値よ
りも極めて低濃度で生体に影響を及ぼすこ
とが報告されている。特に、BPA が経口摂
取を通じて生物体内に取り込まれた場合、
その化学的特性から血液脳関門（BBB）を通
過し、脳神経系に作用することが強く懸念
されている。さらに、BPA の毒性作用機構
について、正常な発生においても必要なヒ
ストンの修飾と DNA のメチル化を介したエ
ピジェネティックな分子機構を介して神経
細胞に異常な作用を有する可能性があると
して注目されつつある。 
  本研究は、BPA という環境ホルモンによ
る神経細胞死の研究過程で偶然に神経突起
伸長作用を発見したことがきっかけとなり、
その生物学的意義を解明するために開始さ
れた。研究開始当時は、所謂、”メス化”
のみが研究の対象であったため、BPA が地
球上の生物における脳神経系への新たなリ
スクファクターとなり得るのかが興味の対
象となった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、BPA が脳神経系の細胞に作用

するかを分子・細胞レベルで作用している
かを見出し、生物に対してどの様な意義が
有るのかを探求することを目的としている。
具体的には、BPA 添加後の細胞が神経突起
伸長作用を有する Nr4a ファミリー遺伝子
の発現が上昇するのか神経分化作用を有す
る NeuroD1 が発現上昇するのかを確認する。
また、その遺伝子発現上昇作用がエピジェ
ネティックな分子機構を介しているかを解
析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
<PC12 細胞の培養> 

 PC12 細 胞 は Dulbecco’s modified 
eagle’s medium (DMEM)(Sigma D-5796)500 
ml に対して、Horse Serum (HS)(Thermo 
Sr-0035C) と Fetal Bovine Serum 
(FBS)(GIBCO 10437-028)をそれぞれ 25ml、
Penicillin-Streptomycin (GIBCO 
15070-063)を 0.5 ml、0.5 M HEPES を 10 ml
添加した培地 (5/5DMEM) を PC12 細胞培養
用培地として用いた。また、5/5 培地に HS
と FBS を添加しないものを Serum-Free 

DMEM 培地 (SF-DMEM) とした。PC12 細胞は、
75cm2 培養フラスコで 37℃、5% CO2 気相条
件下で継代培養した。 
<RT-PCR> 
PC12 細胞を 6 cm-diameter dish に

0.5×105 cells/cm2となるように播種した。
翌日、細胞培養液をアスピレーターを用い
てすべて除去し、各種薬剤を目的の濃度に
調製して細胞に添加した。目的時間培養後、
細胞を ISOGEN (Nippongene, Japan)を用い
て回収し、フェノール-クロロホルム抽出を
行って、Total RNA を回収した。cDNA は
ReverTraAce qPCR RT Kit (TOYOBO)を用い
て精製した。 
<初代大脳神経細胞の培養> 
分散培養を行うために胎生 17 日目の母

親ラット由来の胎児ラットを母体の子宮か
ら摘出し、胎児ラットの脳内の髄膜の剥離
を行い、大脳皮質神経組織層を分離した。
分離した組織を 4.5ml 1×HBSS (GIBCO 
14185-052) と 0.5ml 10×Trypsin (GIBCO 
15050-046) の混合液に加えて、37℃の浴槽
で 25 分間酵素反応させた。その後、酵素反
応を止めるために 1 ml の FBS を加え、室温
で 2分間 800 rpm で遠心処理した。アスピ
レーターで細胞の上澄み液を全て吸引し、
500 ml Dulbecco’s modified eagle’s 
medium nutrient mixture F-12 HAM (Sigma 
D-8437) に対して 50 ml Serum, Fetal 
Bovine, BSE Tested, EC Approved を添加
し、調製した DF 培地を大脳皮質神経細胞に
20 ml 加えた。細胞調製液をセルストレイ
ナー (Falcon 352350)で通過させた後に、
細胞数をカウントし、目的の細胞密度に希
釈して分散培養を行った (Day In Vitro 0 : 
DIV0)。Plating した細胞は 37℃、5% CO2
気相条件下で培養を行った。1 晩培養後、
細胞培養液をアスピレーターですべて除去
し、24.4 ml Neurobasal(GIBCO 21103-049)、
0.0625 ml GlutaMAX (GIBCO 35050-061)、
0.5 ml B27 supplement (GIBCO 17504-044) 
混合培地に交換し、目的の試薬を添加した 
(DIV1)。 
 
４．研究成果 
これまでの実験結果から、BPA は高濃度

で神経細胞のアポトーシス作用を引き起こ
すが、60μM 程度の濃度で神経突起伸長作
用を示すことを明らかにしている。本研究
では、BPA が神経突起伸長だけでなく細胞
体の形態を双極化させる作用をも有するこ
とを見出した。つまり、1つの細胞当たり 
の神経突起の数は、2本になる(図 1)。この
結果は、脳内で緻密に構成されている神経
回路形成に対して何らかの影響を及ぼす可
能性を示唆している。次に、BPA の作用の
分子機構を解明するため、PC12 細胞やラッ
ト培養大脳皮質神経細胞に対して以下の解
析を行い、成果を挙げた。（1）60 µM BPA 
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