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研究成果の概要（和文）：食品中に含まれ日常的に曝露される化学物質について、核内受容体に対する作用を明
らかにし、免疫系細胞への影響を遺伝子発現のレベルで調べた。すなわち、ビスフェノールA（BPA）やそのアナ
ログ、フタル酸エステル類、有機リン系難燃剤、ポリ塩化ビフェニル類（PCBs）、有機フッ素化合物など核内受
容体活性をレポーターアッセイ法により明らかにした。また、ヒトマクロファージ様細胞株THP-1に対して核内
受容体活性を有する化学物質を単独あるいは複合暴露し、マイクロアレイ解析により核内受容体を介する新たな
遺伝子発現変化を見出した。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of chemicals contained in foods on transcriptional 
activity via human nuclear receptors, and the effects of these compounds on global gene expression 
in immune cells. As a result, we revealed that bisphenol A and its analogs, phthalates, 
organophosphate flame retardants, PCBs and perfluoroalkyl acids have agonistic and/or antagonistic 
activity against nuclear receptors in in vitro reporter gene assays. In addition, these compounds 
were found to act as inducers and depressors of gene expression in human macrophage-like THP-1 cells
 using microarray analysis. Taken together, these results suggest that such chemical mixtures might 
affect the gene expression of THP-1 cells via nuclear receptors.

研究分野：環境保健、衛生化学、毒性学
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１．研究開始当初の背景 
食品中には農薬、可塑剤（フタル酸エステ
ル類やビスフェノール類など）、難燃剤（臭
素系や有機リン系など）、ダイオキシン類、
ポリ塩化ビフェニル類（PCBs）、有機フッ素
化合物など様々な化学物質が微量ではある
が残留しており、我々はこれらに日常的に曝
露されている。近年、これらの化学物質の一
部は、エストロゲン受容体（ER）やアンドロ
ゲン受容体（AR）などのホルモン受容体に作
用する内分泌攪乱化学物質であることが報
告されている。ERや ARは化学物質誘導性転
写因子であり、ヒトで 48 種類存在する核内
受容体スーパーファミリーに属する。このよ
うな化学物質と結合する種々の核内受容体
は、内分泌系のみならず、種々の臓器組織に
分布しており、免疫系細胞にも存在すること
が明らかにされている。例えば、自己免疫疾
患やアレルギーなどの免疫異常症への関与
が注目されているヘルパーＴ細胞群（Th17）
に存在する核内受容体・レチノイド関連オー
ファン受容体（ROR）やアリルハイドロカー
ボン受容体（AhR）は、この細胞分化を制御
する重要な転写因子である。また、マクロフ
ァージ系細胞における Liver X 受容体（LXR）
や制御系 T 細胞でのレチノイン酸受容体
（RAR）など、生体防御系での核内受容体の
役割が重要とされている。しかしながら、ど
のような化学物質が免疫系に存在する核内
受容体に作用し、どのような影響を及ぼすか
は未解明である。さらに化学物質の複合曝露
による核内受容体を介した免疫系への影響
については、それら化学物質の組み合わせが
膨大であることから、ほとんど明らかにされ
ていない。 
 
２．研究の目的 

in vitro レポーターアッセイ法を用いて食
品中に存在する化学物質について、免疫系細
胞で発現している核内受容体（ER, AR, GR, 
PXR, PPAR, RAR, ROR, LXR, AhR）への作用
の有無を調べ、ヒトマクロファージ様 THP-1
細胞に曝露し遺伝子発現の影響を調べる。さ
らに、様々な化学物質の組み合わせから、核
内受容体への相加あるいは相乗作用を確認
し、THP-1細胞におけるサイトカイン産生へ
の影響を調べる。以上の試みは、化学物質の
複合曝露影響を解明する糸口になると考え
る。 
 
３．研究の方法 
（１）試験物質： ビスフェノール A（BPA、
ER/アゴニスト及び PXR アゴニスト）、フ
タル酸ジエチルヘキシル（DEHP、ERアゴ
ニスト及び PXRアゴニスト）、ペルフロロオ
クタン酸（PFOA、PPARアゴニスト）、3,3’,4, 
4’,5-PeCB（PCB126、AhR アゴニスト）、
T0901317（LXRアゴニスト及び RORインバ
ースアゴニスト）などの化学物質の標準品を
使用した。 

（２）In vitro核内受容体レポーターアッセイ
法：CHO-K1細胞にホルモン受容体発現プラ
スミドを、COS-7細胞に LXR, PPAR/ ある
いは PXR 発現プラスミドを対応するレポー
タープラスミドとともにそれぞれ導入し、試
験物質を 24 時間反応させた後、細胞内に産
生されたルシフェラーゼ活性についてルミ
ノメーターを用いて測定した 1)。 
（３）In vitro AhR レポーターアッセイ法：
我々が以前開発した高感度 な DR-EcoScreen
細胞株 2)を使用した。96穴プレートに細胞を
播種し、試験物質を 24 時間反応させた後、
Steady-Glo試薬によりAhR依存的に細胞内に
産生されたルシフェラーゼ活性についてル
ミノメーターを用いて測定した。 
（４）マイクロアレイ解析：THP-1 細胞に
PMAを添加し、マクロファージ様細胞に分化
させた。この細胞に化学物質を添加し、37℃
で 24時間培養した。Trizol試薬を用いて細胞
から Total RNAを抽出し、さらに mRNAを精
製した。約４万個の遺伝子を搭載したアジレ
ント社製マイクロアレイを用いて遺伝子発
現解析を行った。いくつかの変動遺伝子につ
いて、RT-PCR法を用いて mRNA発現解析を
行った。 
（５）in silico分子結合シミュレーション：化
学物質（3D構造）と核内受容体（結晶構造）
の分子結合解析ソフト AutoDock を用いて、
それぞれの結合エネルギー量を算出した。 
 
４．研究成果 
（１）食品中に含まれる化学物質の核内受容
体に対する影響評価：レポーターアッセイの
結果、化学物質の構造に依存した核内受容体
への作用が確認された。フタル酸エステル類
とその代謝物は ER, AR, PXR, PPAR/アゴ
ニスト活性とER, ARアンタゴニスト活性を
示した。ビスフェノール Aとそのアナログは
ER/, PXRアゴニスト活性とAR, GRアンタ
ゴニスト活性を示したことに加え、その臭素
化や塩素化物は PPAR/アゴニスト活性を示
した。有機リン系難燃剤においても ER/, 
PXRアゴニスト活性と AR, GRアンタゴニス
ト活性を認めたが、これらの代謝物は何れの
受容体活性を示さなかった 3)。PCBsはER, AR, 
GR, PXR活性を示し、ある種の PCBsは AhR
活性を示した 4)。有機フッ素化合物は核内受
容体の中でも PPARを特異的に活性化した。
以上の試験物質において、RAR, ROR, LXR活
性は認められなかった。 
（２）核内受容体に対する化学物質の複合曝
露影響と in silico解析： DEHP, BPA, PCB126
の混合試験溶液を作製し、レポーターアッセ
イを用いて複合曝露影響を調べた。単独曝露
に比べ、複合曝露で各核内受容体への作用が
向上した。また、DEHPとその代謝物 MEHP
の複合曝露は MEHP の PPARアゴニスト作
用に対して DEHPの抑制作用を認めた。この
DEHPによるPPARアンタゴニスト作用は in 
silico実験によっても支持された。 



（３）THP-1細胞の遺伝子発現に及ぼす核内
受容体リガンドの影響：THP-1細胞による遺
伝子発現において、T0901317曝露は IL-1beta, 
LXR, fatty acid synthetase, CYP2D6, RORなど
を増強し、PGE 合成酵素、GPR32, GPR78, 
UGT3A1などを抑制した。一方 BPA曝露は G
蛋白受容体 141, グランザイム 3, CYP3A43, 
RXRなどを増強し、G蛋白受容体 32, IL-36, 
GABA 受容体などを抑制した。また、MEHP
及び PCB126曝露により、それぞれ PPAR及
び AhR シグナルに依存した遺伝子発現変化
が認められた。さらに、IL-1などのサイトカ
イン産生（蛋白質）については、遺伝子発現
と同様に T0901317 曝露で増加したことを認
めた。これらの化学物質を混合して THP-1細
胞へ複合的に曝露した場合の遺伝子発現は、
単独曝露に比べ、変動遺伝子数の増加や核内
受容体シグナルの増強などの変化を確認し
た（詳細は解析中）。 
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