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研究成果の概要（和文）：エストロゲン受容体は脳内の神経細胞、あるいはミクログリアに発現し、その活性を
制御している。また、脳内のアロマターゼによって変換される神経ステロイドが脳の発生・発達に関与してい
る。本研究課題では、エストロゲン産生酵素の発現を調節するSF-1が大脳皮質に発現し、脳由来のエストロゲン
が神経細胞の増殖や分化、移動を制御していることを示した。さらに、エストロゲン様作用をもつ化学物質の胎
児期曝露による毒性を評価し、視床下部の組織構築の異常と炎症を伴うミクログリアの増加を検出した。つま
り、エストロゲンは神経細胞あるいはミクログリアに作用することで脳の適切な発生・発達に寄与していること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Estrogen receptors express in the neurons and microglia in the brain and 
regulate their activity. Neurosteroids are converted by aromatase and are involved in the 
development and maturation of the brain. In the study, we showed that SF-1, regulated the expression
 of estrogen-producing enzyme, were expressed in the neocortex and the brain derived estrogen 
controlled the proliferation, differentiation, and migration of neurons. In addition, toxicity 
evaluation by the prenatal exposure of estrogenic chemical substances resulted in the abnormalities 
in the hypothalamus construction, brain-inflammation, and increase of microglia. We suggest that 
estrogen signaling act on the neurons and microglia, and contribute to the proper development of 
brain.

研究分野：解剖学
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１．研究開始当初の背景 
（１）性ステロイドホルモンの脳の正常発

生・発達への関与については多くの優れた先

行研究により、性分化による性的二型の形成

をはじめ、神経細胞の増殖や分化、生存、移

動など様々な役割を果たしていることが知

られている。特にエストロゲンはその受容体

が神経細胞やグリア細胞に発現しており、そ

の活性を制御している。ステロイドホルモン

は主に生殖腺で産生され脳に作用している

が、脳内でもアロマターゼなどの変換酵素に

よって産生され、脳ステロイドとして作用し

ていることが報告されている。 

（２）エストロゲン様の作用をもつ化学物質

は、エストロゲン受容体に結合しシグナルを

撹乱することから環境ホルモンと呼ばれて

いる。これらの化学物質の胎児期曝露は、脳

の発生、発達に重篤な影響を引き起こすこと

が懸念されている。生殖毒性などを引き起こ

す濃度よりもより低用量で毒性作用を中枢

神経系で引き起こすことが報告されている

ことから、その毒性機序を明らかにすること

は急務である。 

（３）大脳皮質をはじめとする脳の各領域は、

胎児期に莫大な数の神経細胞が産生される。

適切な数の神経細胞が正しい位置に配列す

ることで神経ネットワークが形成され高次

脳機能が支配されている。この時期の脳は化

学物質などの環境要因に脆弱であり、その影

響は生命の危機に直結するものに留まらず、

微細な構造異常を引き起こすことで発達期

の発達障害や成熟後の神経疾患の原因とな

ることが懸念されている。 

（４）中枢神経系の免疫機能を司るグリア細

胞であるミクログリアは、マウスにおいては

胎生 8日頃に胎盤の造血幹細胞から産生され、

脳内へと移行する。その後分裂を繰り返し、

生後爆発的にその数を増やし、活性に応じて

形態を変化させることが知られている。大き

く分類すると、活性型は球形の Amoeboid型

をしており、休止型は小さな核と多数の突起

をもつ Ramified 型をしている。また活性型

と休止型の中間型である Transition 型も存

在する。また、炎症時にはサイトカインなど

の炎症因子によって、細胞傷害型のM1型と

細胞保護型のM2型に分化し、組織や個体の

保護、あるいは細胞の保護作用を行っている。 

 発生・発達期の正常時においては、ミクロ

グリアは神経細胞の増殖や生存、移動に関与

している。さらにシナプスの可塑性や神経ネ

ットワークの構築の制御も行っていること

から、脳の正常な形態形成や高次脳機能に重

要な役割を果たしている。 
 
２．研究の目的 
（１）ステロイドホルモンの変換酵素である

アロマターゼが脳内に発現していることが

すでに報告されている。そのエストロゲン変

換酵素の産生を制御している核内受容体の

Steroidogenic Factor-1（SF-1）はこれまで

脳内においては視床下部の腹内側核に限局

して発現していることが知られている。我々

の予備的検討により、SF-1が大脳皮質にも発

現していることが示唆されたことから、大脳

皮質の発生期における SF-1 シグナルの役割

を明らかにするとともに、生殖腺ではなく脳

内で産生されるエストロゲンの機能につい

ても解析する。 

（２）脳を構成する神経細胞やグリア細胞に

はエストロゲン受容体が発現しており、エス

トロゲンシグナルによってそれらの活性が

制御されている。エストロゲン様作用をもつ

環境ホルモンはこれらの細胞に作用し、その

活性に異常を引き起こすことで組織構築や

機能発現に影響していると考えられる。特に、

ビスフェノール A（BPA）の胎児期曝露は大

脳皮質の組織構築に異常を引き起こすこと

が報告されており、成熟後にも学習障害、雌

雄行動や生殖行動などの行動異常が誘発さ

れる。また、曝露により肝臓等に炎症を引き

起こすことも報告されている。そこで、本研



究課題では BPA の胎児期曝露が引き起こす

組織構築の異常を明らかにすることで、高次

脳機能異常の原因を明らかにするとともに、

発生・発達期の脳内で神経炎症を伴うミクロ

グリアの異常について詳細な解析をする。 
 
３．研究の方法 
（１）胎児期の大脳皮質形成における SF-1

シグナル、さらには脳内エストロゲンの役割

を明らかにするために、SF-1ノックアウトマ

ウスを用いて大脳皮質の組織構築の異常を

解析した。細胞増殖や神経分化について解析

するために、神経幹細胞のマーカーとして

Ki67、Pax6、Nestin、中間前駆細胞のマー

カーとして Tbr1、神経細胞のマーカーとし

て Doublecortin、NeuNの免疫組織染色を行

った。次に、神経幹細胞の細胞周期や神経分

化への影響をチミジン類似物質である CldU、

IdUのラベリング法を用いて解析した。これ

らの異常の原因を明らかにするために、

RT-qPCR を行いエストロゲン関連因子、ア

ロマターゼ、神経分化関連因子の発現異常に

ついて解析した。 

（２）生殖行動の高次中枢である視床下部の

発生におけるエストロゲンシグナルの影響

を明らかにするために、また、環境ホルモン

による神経発生毒性を評価するために、20、

200g/kg/day の BPA の胎児期強制曝露モデ

ルマウスを作成し、その異常について評価し

た。視床下部については、その形態を精査す

ると共に、細胞増殖への影響を評価するため

に Ki67 による免疫染色を行った。また、①

と同様に CldUを用いて神経新生についても

解析を行った。さらに、神経細胞の運命決定

について解析するために、視床下部腹側神経

細胞のマーカーとして SF-1、背側神経細胞の

マーカーとして OTP の免疫染色を行った。

これらの異常の原因因子を特定するために、

エストロゲン関連因子と神経分化制御因子

の発現異常を RT-qPCRを用いて解析した。 

（３）BPAの胎児期曝露が脳内で炎症やミク

ログリアの活性に及ぼしている影響を明ら

かにするために、②で用いた BPA 胎児期曝

露モデルマウスを用いて、その異常について

解析した。ミクログリアの数や形態をマーカ

ーである Iba1 を用いた免疫染色によって解

析した。さらに遺伝子発現については、ミク

ログリア関連因子、炎症因子、神経栄養因子、

神経細胞‐ミクログリアシグナル伝達因子

について RT-qPCRを用いて解析した。 
 
４．研究成果 

（１）SF-1KOマウスの大脳皮質発生におけ

る表現型について解析したところ、神経幹細

胞の増加が観察された。この異常は、神経幹

細胞の細胞周期の延長と、細胞周期を逸脱す

るタイミングが遅くなることによって引き

起こされていることを明らかにした。さらに

は、神経細胞が脳室面で分化し、脳表面まで

移動する際にガイド役として働く、神経幹細

胞の放射状突起の形成異常も観察された。こ

れらの事から、SF-1KOマウスの大脳皮質に

おいて、神経幹細胞の細胞周期と神経分化の

タイミング異常が引き起こされ、さらには分

化した神経細胞の移動にも影響が及ぼされ

ることによって、大脳皮質の層構造の形成異

常が引き起こされることを明らかにした。 

 さらに、これらの異常の原因を明らかにす

るために RT-PCR を用いて遺伝子発現につ

いて解析したところ、アロマターゼとエスト

ロゲンレセプターαの発現に異常が見られ

た。つまり、SF-1の発現を抑制することで、

大脳皮質における脳内エストロゲンシグナ

ルに異常が生じ、神経分化や移動の異常を引

き起こしていることを明らかにした。 

（２）BPAの胎児期曝露モデルマウスを用い

て視床下部形成における毒性影響を評価し

た。特に視床下部の神経新生が起こる胎生 12

日~18日に着目し、細胞増殖や神経新生、神

経細胞の運命決定について解析を行った。そ

の結果、細胞増殖の増加と神経新生の抑制が

観察された。また SF-1と Otpの発現解析を



行ったところ SF-1 陽性神経細胞が減少して

いた。さらにこれらの異常の原因因子を同定

するために、神経分化関連因子とエストロゲ

ンシグナル関連因子について RT-PCR を用

いて発現解析を行った。その結果、神経新生

に関わるNeuroDの発現が減少していること

が分かった。SF-1にはメチル化異常によるエ

ピジェネティックな遺伝子発現撹乱作用が

あることが報告されている。つまり、エスト

ロゲン様作用だけでなくエピジェネティッ

クな作用により遺伝子発現の異常を誘発し、

視床下部の組織構築に影響している可能性

を示した。 

（３）BPAの胎児期曝露は②の視床下部だけ

でなく、研究代表者らのこれまでの解析によ

り大脳皮質の形態形成や、高次脳機能にも異

常を誘発することが報告されている。その神

経発生・発達毒性の発現メカニズムを明らか

にするために、脳内炎症とミクログリアに着

目した。ミクログリアの形態や数を解析した

ところ、その数が増加していた。さらに、ミ

クログリア関連因子や炎症因子の発現を

RT-PCRを用いて解析したところ、脳内で炎

症が起き、ミクログリア関連因子の発現が増

加していた。さらに、シグナル伝達因子や神

経栄養因子の発現も亢進しており、脳内炎症

によってミクログリアの数や活性が亢進し

ていた。以上の事から、BPAの胎児期曝露は

脳内炎症を伴うミクログリアの異常を誘発

しており、これらは中枢神経系の組織構築や

神経ネットワークの構築にも影響する可能

性がある。また、他の化学物でも同様の神経

毒性が見られることから、化学物質の胎児期

曝露による神経発生・発達毒性の新たな指標

と成り得る可能性を示した。  
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国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
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