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研究成果の概要（和文）：内泌撹乱化学物質・ビスフェノールＡ（BPA）の核内受容体を介したシグナル毒性、
低用量効果の分子機構の解明に取組んだ。その結果、(i) BPA暴露はマウスやショウジョウバエに多動性症状を
引き起こすこと、(ii) それは概日リズム伝達の神経ペプチド時計遺伝子での異常であり、 (iii) BPA による
DNAメチル化の異常に端を発すること、(iv) BPAの強い活性は自発活性化型核内受容体の協働作用による効果で
あり、核内受容体一般的に起こるシグナル毒性の本質であることが明らかとなった。分子レベルでのBPAの低用
量効果の原因が証明されたのは初めてのことである。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to clarify the nuclear receptor-mediated 
molecular mechanisms of signal toxicity and low-dose effects of endocrine disruptor bisphenol A. As 
a result, the followings to prove those objectives have been elucidated. Those include (i) 
BPA-exposure causes hyperactivity both in the fruit fly Drosophila, and mice, (ii) such 
hyperactivity was found to associate with the disorder of genes of circadian rhythm-transmitting 
neuropeptides, (iii) the disorder appeared to originate from the suppression or facilitation of DNA 
methylation, and (iv) BPA’s high transcriptional activation activity is due to the cooperative work
 with highly constitutively active self-activated nuclear receptors. 

研究分野：内分泌かく乱物質と核内受容体の構造機能生化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 内分泌撹乱化学物質・ビスフェノールＡ
（BPA）の特異的ターゲットとしてエストロ
ゲン関連受容体 γ型（ERRγ）が発見され、こ
れを契機に BPA の核内受容体を介したシグ
ナル毒性の機構解明が開始された。こうした
なか、BPA の「DNA のメチル化への関与」
が指摘され、その分子機構解明の取組みは、
メチル化促進、あるいはメチル化抑制の両方
が指摘されて混迷を深めていた。一方、『エ
ストロゲン受容体 ER に ERRγが協働的に働
いて、BPAの弱い活性を大きく増強し、タン
パク質の過剰発現が起こる分子機構』を発見
し、これが BPAの核内受容体を介したシグナ
ル毒性の分子機構の本質である可能性が急
浮上し、この協働作用の一般性の証明、分子
機構解明が切要となった。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の主要な課題は、BPAが多動性や低
活動症状を起こす時計遺伝子へ関与する分
子機構の解明である。まず、BPAがメチル化
剤とメチル捕捉剤のラジカルに開裂し、遺伝
子と反応する可能性を明らかとする。さらに、
核内受容体を介したシグナル毒性・低用量効
果として、エストロゲン関連受容体 γ 型
（ERRγ）をはじめとする自発活性化型核内受
容体、及びエストロゲン受容体（ER）や甲状
腺ホルモン受容体（TR）などのリガンド活性
化型核内受容体の協働作用における分子機
構を解明する。これらのため、①	
 BPA 暴露
ショウジョウバエ・マウスにおける歩行活動
の解析と原因遺伝子の詳細解析、②	
 活動異
常における BPAによる DNAメチル化促進お
よび抑制の分子機構の解明、③	
 甲状腺ホル
モン受容体系における一連の自発活性化型
核内受容体の協働作用の分子メカニズムの
解明、④	
 BPA 暴露による自閉症関連遺伝子
への影響解析、等の項目について調べる。 
 
３．研究の方法 
	
 研究に重要で切要な解析結果をもたらし
た研究方法について、その主要なものを以下
に列挙する。	
 
	
 
⑴	
 DNA 試料からのメチルシトシンの定量：
BPAによる DNAメチル化を解析するために、
4 種のヌクレオチド塩基の一つであるシトシ
ンのメチル化を定量した。市販キット、及び
特異的抗体を用いて 5-メチルシトシンを検
出・定量した。なお、メチル化基質はシトシ
ンを 10、20個含むオリゴを調製した。 
 
⑵	
 メチル化シーケンス：BPA により 5-メチ
ルシトシンを含む DNA 遺伝子の解析は、市
販のキットを用いるバイサルファイトシー
ケンス法で実施した。DNA上のシトシンはバ
イサルファイトを反応させるとウラシルに

変換されるが、メチル化シトシンはメチル化
シトシンのまま変換されない。	
 
	
 
⑶	
 ERRγによるシトシン含有オリゴヌクレオ
チドのメチル化解析：シトシンを含むオリゴ
ヌクレオチドを、ERRγ、及び BPA と共にイ
ンキュベートし、オリゴヌクレオチドがメチ
ル化されるかを HPLCで解析した。	
 
	
 
⑷	
 ERRγによるビスフェノールＡの脱メチル
か解析：BPAがラジカル分裂してメチルラジ
カルが分離すると、メチル基が１個欠失した
ビスフェノール E、２個欠失したビスフェノ
ール Fが生成する。この可能性を調べるため、
ERRγ タンパク質と BPA を反応させた後に、
HPLCで解析した。 
	
 
⑸	
 ビスフェノールＡ暴露マウスの活動量解
析：BPA暴露マウスの母親マウスから産まれ
た仔マウスについて、活動量を ACTIMO自発
歩行運動量測定装置で 16 週齢まで間断なく
測定し、活動度・活動量を解析した。	
 
	
 
⑹	
 視交叉上核の神経ペプチド遺伝子の解
析：多動性症状、及び低活動性のマウスにつ
いて、視交叉上核 SCNに存在する一連の（約
10種）概日リズム伝達の神経ペプチドとその
受容体の遺伝子解析を実施。mRNA 発現量、
突然変異、選択的スプライシング、選択的ポ
リアデニレーション等を精査した。 
	
 
⑺	
 リガンド活性化型核内受容体の自発活性
化型核内受容体による協働効果の分子機構
解析：甲状腺ホルモン受容体は、甲状腺ホル
モンにより活性化される典型的なリガンド
活性化型核内受容体である。これに対して、
ERRγをはじめとする 13 種類の自発活性化型
核内受容体が協働作用を示すかを、CV-1 細
胞を用いたレポーター遺伝子転写活性化試
験によって調査した。天然の甲状腺ホルモン
triiodthyronine (T3)の活性が増強されるかを調
べた。甲状腺ホルモン受容体は、α型、β型
についてそれぞれ個別に試験した。 
	
 
⑻ 自閉症関連遺伝子への影響解析：BPA と
自閉症との関連が注目されている。そこで、
BPA 暴露マウス脳内の CHD8 や REST など
の自閉症関連遺伝子への影響を調べた。 
 
４．研究成果 
	
 本研究の特色の一つは、BPA食餌・暴
露についてホ乳類・マウスと、ヒト遺伝
子の最良モデルであるショウジョウバ
エについて並列的に、あるいは一方を先
行・パイロット実験として実施し、その
結果をお互いにフィードバックしなが
ら相補的に解析を進めてきたことであ
る。これまでに明らかとなった主な研究



 

成果は以下に挙げる。	
 
	
 
⑴	
 ビスフェノールＡ暴露による歩行活動
量への悪影響：初期の研究により「BPA
暴露がマウスでは低活動性症状、ショウ
ジョウバエでは多動性症状を引き起こ
す」ことが明らかになった。ショウジョ
ウバエのごく少数に低活動性症状が見
られたものの、両者での差違について、
特にマウスではそれまで多動性、低活動
性と報告が混乱していたので、今回、非
常に注意深い再検討を実施することに
した。  
	
 継続的なBPA暴露による行動への定常
的な影響を評価するために、行動活動量
は幼若期から成体期まで約３〜４ヶ月
間、常時に測定した。その結果、まず、
一部のマウスは成長とともに活動量が
増加し大きな多動性症状を示し、その他
のほとんどのマウスはこれらに比較す
るとはるかに低い活動量であるものの、
終生一定した活動量を示すことが判明
した。そして、BPA暴露すると、前者の
多動性マウスの平均活動量は有意に低
下することが明らかとなった。一方、一
定した活動量を示す大部分のマウスの
活動量はBPA暴露によって有意に増加し、
多動性症状になることが判明した。この
症状は雌マウスでより著明であった。  
	
 こうして、最終的にはマウス、ショウ
ジョウバエともに「BPA暴露により多動
性症状を引き起こす」ことが明らかにな
った。少数に見られる異常な活動量は、
BPA暴露により明確に抑制されることも
明らかとなった。  
	
 
⑵	
 雌雄で異なる概日性神経ペプチド遺伝
子が誘導するビスフェノールＡ暴露マウス
における多動性症状：BPA暴露マウスの多
動性症状は、体内時計のシグナル伝達機
構が影響を受けたためと考えられ、概日
リズム振動体・視交叉上核（SCN）で機
能する一連の神経ペプチドとその受容
体について調べた。その結果、メスでは
活動量を抑制するアルギニンバソプレ
シン（AVP）のmRNA発現量が有意に減
少しており、これはオスでは見られなか
った。反対に、オスでは活動量を促進す
るニューロメディンU（NMU）が有意に
増加していたが、メスでは変化していな
かった。  
	
 AVP mRNA、及びNMU mRNAのアイ
ソフォームの発現様式を詳細に調べた
ところ、BPA暴露によって著しく影響を
受けることが判明した。こうしてBPA暴
露によって、雌雄で異なる脳内神経ペプ
チド遺伝子mRNAの発現量が変化し、そ
れを起因として行動異常を引き起こし

ている可能性が強く示唆された。さらに、
AVPと非常に類似した構造を持ち、また
遺伝子位置も相互に隣接しているオキ
シトシン（OXT）のmRNA発現量も大き
く変化していた。このAVPとOXT遺伝子
の間にERRγが結合し、特にAVP mRNA
の発現を制御する可能性が示された。	
 
	
 
⑶	
 ショウジョウバエのBPA食餌のDNA
メチル化への影響：BPA食餌による遺伝
子DNA転写機構への影響を調べるため
に、ショウジョウバエ核内受容体ERRと
そのDNAメチル化に着目し、解析した。
しかし、BPAはERRには結合せず、ERR
の転写活性はBPA暴露により変化しない
ことが分かった。一方、ショウジョウバ
エの培養細胞を用い、BPAを暴露したと
ころDNAメチル化量が増加することが
判明し、BPAはDNAメチル化機構を介し
て遺伝子発現を撹乱している可能性が
判明した。  
	
 
⑷	
 ビスフェノールＡ-ERRγ結合体はメ
チル化剤を創成するかの検討：  ERRγに
結合するBPAはかなり窮屈な状態にあり、
ラジカル分解でメチル化剤、被メチル化
剤が創成し、DNAにランダムな変異が誘
起される可能性が考えられる。一方、ベ
ンゼン環を持つBPA自体がメチル基受容
体として働く可能性も考えられる。そこ
で、以下のモデル実験を検討した。  
	
 シトシンCを10、あるいは20個含むオ
リゴヌクレオチドを発現ベクターpcDN
A3.1に導入した発現プラスミドを作製
して、HeLa細胞にERRγを発現させ、BP
A暴露の有無でメチル化量の変化を比
較・解析した。10 µM BPAで、24 hr後
に細胞からDNAを抽出し、5-メチルシト
シンを調べた。その結果、BPA暴露によ
りメチル化が減少し、BPAがメチル基受
容体として機能することが示唆された。 
	
 ERRγを介したBPAのラジカル反応が
起こるかどうか、特に生成するビスフェ
ノールEが検出されるか？	
 HPLCで調
べた。しかし、有意な生成は確認されな
かった。  
 
⑸	
 甲状腺ホルモン受容体-トリヨードチロ
ニンの自発活性化型核内受容体による活性
増強：ERαに対して BPA の転写活性は非常
に低いものの、ERRγを共発現すると著しく
増強される。これが他の核内受容体でも起こ
る一般的な事象かを、本研究ではまず甲状腺
ホルモン受容体 α型（TRα）について調べた。
TRαに対して、BPAは全く活性を示さなかっ
た。そこで、天然の甲状腺ホルモン
triiodthyronine (T3)による転写活性が一連の
自発活性化型核内受容体によって増強され



 

るか？	
 を系統的に調べた。 
	
 ERRα や ERRγ を TRαと共発現して T3の
活性を測定したところ、TRαの転写活性は著
しく増強された。さらに、ERαでは増強を示
さなかった ERRβが TRαの活性を最も強く
増強することが判明した。これらの結果は、
自発活性化型核内受容体は活性増強する核
内受容体を識別する能力を持つことを明ら
かにした。自発活性化型核内受容体の全 13
種と TRα との共発現について、活性増強度
（fold-elevation）の考え方を導入して比較・
検討した結果、合計 10 種の核内受容体が下
図に示すような活性増強を起こすことが明
らかとなった。また、ERRα、ERRγ は、そ
のリガンド結合ドメイン（LBD）のみ活性増
強を示すことが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 β 型 TRβ-T3の系についてもの活性増強を
調べたところ、明確な活性増強を示した核内
受容体は TRα-T3の系で活性増強を示した 10
種のうちの５種のみで、その程度は TRαの
場合よりずっと小さかった。以上より、「リ
ガンド活性化型核内受容体の活性は自発活
性化型核内受容体によって増強される」こと
の一般性が証明された。 
	
 
⑹	
 ビスフェノールＡ暴露の自閉症関連
遺伝子への影響解析：近年BPAと自閉症
との関連が注目されている。このため、
BPA暴露マウス脳内の自閉症関連遺伝
子への影響について調べた。遺伝子発現
量を測定したところ、ほとんどがBPA暴
露によって胎生期の発現日齢リズムが1
日早くなっていることが判明した。特に、
神経分化遺伝子の抑制に働くタンパク
質の発現量が低下しており、その働きが
適正に行えない可能性が示された。さら
に、神経分化の時期を早めてしまうよう
な遺伝子発現の変化が見られた。神経発
達の早熟については未解明なことが多
いが、脳形成異常など、脳神経系への悪
影響が報告されており、BPA暴露がこれ

らを強く促進する可能性が示された。	
 
	
 
	
 本研究においては、内泌撹乱化学物質・ビ
スフェノールＡ（BPA）や、その代替となる
新世代ビスフェノールについて、核内受容体
を介したシグナル毒性、低用量効果、内分泌
撹乱作用の分子機構の解明に取組んだ。その
結果、① BPA 暴露がマウス、ショウジョウ
バエともに多動性症状を引き起こすこと。そ
して、② この多動性症状は、概日リズム伝
達の神経ペプチド時計遺伝子の異常に伴う
悪影響であること。③ 時計遺伝子の異常は
DNA メチル化の異常に端を発する可能性が
あること。④ BPA の強いエストロゲン様活
性は、自発活性化型核内受容体の協働作用に
よる低用量効果であること。そして、⑤ こ
の協働作用は、リガンド活性化型核内受容体
と自発活性化型核内受容体の共発現下で一
般的に起こり得る事象であり、ビスフェノー
ルの核内受容体を介したシグナル毒性の本
質であること、などが明らかとなった。分子
レベルでの BPA の低用量効果の原因が証明
されたのは世界で初めてのことである。	
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