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研究の概要
周産期化学物質曝露によって生じる高次脳機能異常の毒性メカニズムについては未解明であ 

る。本研究では神経細胞の微細形態に着目し、精密性・効率性の高い解析手法を開発して 

曝露影響の解明を進めた。曝露を受けた脳細胞の反応を組織学的・分子生物学的に調べる 

ことで、細胞レベルの反応から個体レベルの異常までをつなぎ合わせて影響解明を目指す。 

研 究 分 野： 複合新領域
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１．研究開始当初の背景
胎児期の低栄養状態が成人病の疾患リス

クを高めるという Barker 仮説「成人病の発
達期起源」は、その後の知見の充実とともに
DOHaD (Developmental Origins of Health 
and Disease)学説として、広範な医学分野で
受け入れられつつある。他方、栄養欠乏では
なく、放射線・化学物質や育児といった環境
要因が次世代の子どもの健康の様々な側面
に影響を及ぼすことが分かってきた。中でも
次世代の高次脳機能への化学物質曝露影響
は、他の毒性影響よりも低用量で生じること
が推測されている。例えば、ダイオキシン
(TCDD)曝露が学習の障害や固執性亢進を、
ビスフェノール A (BPA)曝露が衝動性亢進を
引き起こすことを、これまでに我々は報告し
ている。次のステップとして、曝露を受ける
発達期の脳細胞の反応が、時を経て成熟段階
における行動異常として毒性表現型が顕れ
るメカニズムについての研究が必要である。 

２．研究の目的
本研究では TCDD と BPA を用いて、周産

期曝露が微細形態に及ぼす影響を調べ、新た
な毒性指標として提示することを目的とす
る。微細形態変化は精神疾患患者とそのモデ
ルマウスで近年、注目されている指標である。
行動・形態レベルと細胞・分子レベルの間に
ある微細形態に着目することで、化学物質に
対する細胞レベルの反応から個体レベルの
異常までをつなぎ合わせ、正常な脳の発達が
化学物質曝露により逸脱していくメカニズ
ムの解明を目指す。

３．研究の方法
 精密性と効率性を備えた微細形態解析を
実現するために、Thy1-GFP 遺伝子改変マウ
ス（以下、Thy1 マウスと記載）への TCDD
あるいは BPA 周産期曝露を行った。Thy1 マ
ウスの脳内では GFP 標識される神経細胞が
「まばら」に観察できる。Thy1 マウスは標
識される細胞の種類に特異性がある。すなわ
ち、海馬と扁桃体は観察に適する一方で、大
脳皮質では標識細胞が極めて少ないために
解析が困難となる。この問題を解決するため、
本研究ではCre/Loxシステムを応用した子宮
内電気穿孔（IUE）法を用いることで、「まば
ら」に GFP 標識を行った。神経突起形態を
コンピューター上で三次元再構築すること
で、形態の定量的解析を行った。
曝露が形態変化を引き起こすメカニズム

を解明するため、TCDD の受容体であり転写
調節因子として機能するアリール炭化水素
受容体（AhR）に着目した。IUE 法により発
生・発達期の脳神経細胞にて、AhR が誘導す
る下流シグナルが微細形態に及ぼす影響を
調べた。
 微細形態解析で影響が確認された脳領域
に特異的な遺伝子群の発現解析を行うため、
蛍光顕微鏡下で組織切片の任意の細胞（集団）
を回収し mRNA レベルを絶対定量できる
LMD-qPCR 法を開発した。 

４．これまでの成果
化学物質の微細形態変化が起こりうる曝

露条件の検討をまず行い、次に脳でどのよう
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な微細形態変化が起こりうるのか確認する
など、毒性メカニズム解明のために必要な基
礎的知見を得ることに注力した。 
（１）精密性と効率性を向上させた微細形態
解 析 を 実 現 ： Thy1 マ ウ ス な ら び に
Cre/LoxP-IUE 法を用いて「まばら」に神経
細胞を可視化し、樹状突起を三次元再構築す
ることで定量的形態解析を実現した。海馬、
扁桃体、大脳皮質など高次脳機能に関わる複
数の解析可能な脳領域を対象とすることで、
微細形態変化を見逃さずに捉える実験条件
を確立できた。 
（２）TCDD および BPA の周産期曝露は微
細形態変化を引き起こす：TCDD もしくは
BPA 投与マウスの産仔の脳では、1.5 歳齢に
て海馬 CA1 錐体細胞の神経突起のスパイン
密度の低下が観察された。次に、形態変化の
発生時期を調べるため発達時期での実験を
行ったところ、TCDD、BPA 共に海馬 CA1
錐体細胞において樹状突起への影響が認め
られた。これらの結果は若齢マウスにおける
影響が 1.5 歳齢のマウスにおいて持続する可
能性を示唆する。この現象は、胎児期の栄養
環境のみならず周産期化学物質曝露が成人
病の発症要因となるという DOHaD 学説を
支持する実験結果と言える。 
（３）ダイオキシン受容体下流シグナルと微
細形態変化との密接な関連性が判明：EP 法
により発生・発達時期の神経細胞内で恒常活
性型ダイオキシン受容体（CA-AhR）を発現
させ、AhR 下流シグナルカスケードを過剰に
活性化させることができる。海馬 CA1 や大
脳皮質の神経細胞を対象に実験したところ、
CA-AhR 発現により樹状突起の短縮化が起
こっていた。AhR 下流シグナルが樹状突起形
態を制御していることが分かり、CA-AhR が
TCDD 曝露による微細形態変化をシミュレ
ートしていることが示唆された。 
（４）社会的成育環境による社会性行動の変
化と遺伝子発現変化：幼少時の社会環境（育
児放棄や虐待など）が社会性脳機能に影響す
ることから、「社会環境隔離マウス」を作成
し、化学物質曝露と比較検討した。隔離マウ
スでは競争的環境下において、通常成育マウ
スと比べて優位性が低下していた。さらに
LMD-qPCR 法により脳領域特異的に遺伝子
発現解析を行った結果、隔離マウスの海馬
CA1、扁桃体、大脳皮質では、神経活動マー
カーや成長因子の遺伝子の発現量が低下し
ていた。優位性の低下は TCDD 曝露動物にお
いても観察されているため、これら遺伝子の
発現変化は曝露動物でも起こっている可能
性が高い。 
 
５．今後の計画 
 これまでに周産期化学物質曝露による微
細形態変化を捉えることに成功し、毒性メカ
ニズムの解析にも着手している。今後は

LMD-qPCR 法等を活用し、曝露による微細
形態変化に関連する遺伝子発現変化を調べ
る。他の化学物質（ヒ素・農薬）曝露が微細
形態に及ぼす影響を調べて毒性影響の評価
指標としての汎用性・有用性を確認していく。 
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