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研究成果の概要（和文）：多数の研究成果にも関わらず内分泌かく乱現象と化学物質との関連性に関してはいま
だに統一した説明がなされていない。研究代表者がこれまでに得た実験結果をもとに、内分泌かく乱現象にはレ
チノイン酸(RA)シグナルが関連しているとの作業仮説を立て、マウスES細胞、ヒトiPS細胞、ゼブラフィッシュ
胚を用いてその可能性を検証した。その結果、全ての実験系において、RA存在下でビスフェノールA(BPA）など
の化学物質を添加するとRA応答遺伝子の発現を変動させることが明らかとなった。本研究により化学物質による
RAシグナルのかく乱が生体への異常をもたらすことが定量的に示された。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of endocrine disruption are still not comprehensively 
explained despite many experimental studies over the decades. Based on the hypothesis that retinoic 
acid (RA) signaling plays an important role in endocrine disruption, I performed experiments using 
mouse ES cells, human iPS cells, and zebrafish embryos as model systems. Simultaneous addition of RA
 and Bisphenol A (BPA) enhanced RA signaling in all experimental models.  Especially in zebrafish, 
the simultaneous addition of RA and BPA increased the number of abnormal embryos, neurons, and 
craniofacial cartilage compared to that of RA alone.
This study quantitatively demonstrated that chemicals affect RA signaling and that RA signaling is 
involved in the mechanism of endocrine disruption.

研究分野：環境科学

キーワード： 内分泌かく乱　レチノイン酸シグナル　BPA　NP　iPS　ゼブラフィッシュ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
内分泌かく乱現象が生じる原因とそのメカニズムは長年の研究にも関わらず統合的に説明されていなかった。一
方で、プラスチック製品や化学物質の増加が近年急増する多様な疾病の原因とされてきた。しかし再現性の高い
統一された実験系や実験的根拠はこれまでになかった。本研究ではヒトiPS細胞とゼブラフィッシュ胚を用いて
化学物質が生物の基本的な機能に重要な働きを持つレチノイン酸シグナルに影響することを明らかにした。すな
わち内分泌かく乱現象にレチノイン酸シグナルが関与することを実験的に示した。さらにヒトiPS細胞が化学物
質が生体に与える影響を推定する良いモデルとなりうることを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
1990 年代から化学物質の性ホルモン作用が指摘され、ヒトを含む動物への影響に関して精力的
な研究が行われてきた。しかしこれまでにプラスチック製品等に大量に使用されてきた
BisphenolA (BPA)や Nonylphenol(NP)などがヒトを含む哺乳動物に与える影響に関しては、未
だに明確な結論が得られていない。一方で、海洋中の大量のマイクロプラスチック汚染および
それによる化学物質の濃縮効果も報告され、近年のヒトや野生動物における生殖・内分泌関連
の障害、疾病、癌の増加、さらに自閉症等の神経、行動に関連する症例の急増の原因として、化
学物質が疑われている状況である。 
 これまで化学物質影響はエストロジェン等の性ホルモン作用に注目して研究され、現象論と
して実験的証拠は大量に蓄積されてきたが、そのメカニズムはもとより多様で広範な影響自体
も統合的に説明されていない。特にホルモン受容体との相互作用から疾病に至るメカニズムは
ほとんど理解されていない。すなわち広範な内分泌かく乱現象を裏付ける明確な科学的根拠が
提示されないまま化学物質がその原因とされている。 
 その理由の一つとして、従来考えられてきた化学物質のホルモン作用という作業仮設が必ず
しも適切ではない可能性が考えられた。細胞分化には、様々なシグナルが関与している。化学
物質の影響は、分化シグナルへの干渉を検出することにより鋭敏に検出できると考え、マウス
ES 細胞を化学物質の存在下で分化させ、遺伝子発現変化を指標として影響解析を行ってきた。
その過程でレチノイン酸（RA）を用いて分化させる時、BPA, NP 等の化学物質が存在すると、RA
シグナルが促進され、使用濃度以上の効果、遺伝子発現を示すことを見いだした。実際の環境
中には BPA や NP のみならず多様な化学物質が混在しており、レチノイド活性の存在も報告され
ている。すなわち RA と化学物質の共存は特別な状況ではない。皮膚再生を促進する RA を含む
クリーム、化粧品などは RA と化学物質が共存する典型例でもあり、生活の一部となっている。 
 RA は様々な動物の形態形成、神経分化、生殖細胞分化、免疫機能、恒常性維持等の多くの基
本的な生命現象に重要な働きを担っているため、RA シグナルがかく乱されると形態形成から生
理機能のみならず知能、行動まで広範な影響が生じる可能性が推測される。そこで化学物質が
多様な影響をもたらす理由の一つとして、生殖、神経、免疫などを司る、より上流のシグナルに
影響するためではないかと考えた。すなわち化学物質は従来考えられてきたように直接、性ホ
ルモン受容体に作用するのみならず、それらを制御する上流シグナルに影響するというもので
ある。本研究では上流シグナルとして動物の発生に重要な機能を持つRAシグナルに焦点を当て、
内分泌かく乱現象は化学物質による RA シグナルのかく乱により生じるという作業仮説に基づ
き、微量の RA存在下において化学物質が RA シグナルに与える影響に注目した。 
 
２．研究の目的 
近年、不妊症が増加し、年間約 45万件の体外受精が行われ、13~14人に１人が体外受精で生ま
れている（日本産婦人科学会）。WHO と United Nations Environment Programme (UNEP)による報
告書”State of the Science of Endocrine Disrupting Chemicals-2012”では、不妊、生殖器
系の癌（乳癌、前立腺癌）の増加のみならずヒトおよび野生動物を含めた地球上の生物において
生殖・内分泌関連の異常や疾患の増加が報告されている。また、自閉症、学習障害も急増し、妊
娠初期胎児への化学物質の暴露による知能、行動、免疫、肥満への影響も指摘され、身の回りに
氾濫する化学物質の関与を疑わざるを得ない状況となっている。しかしながらその人体への影
響は、未だに明確にされておらず、工業的に生産される化学物質は、世界では約 10 万種、国内
でも約 5万種といわれ、その生産量、種類は年々増加している。 
本研究の目的は、状況的に強く疑われながらもその関連性が示されていない化学物質影響に関
し、科学的根拠を基に明確な結論を示すことである。そのため、従来の作業仮説とは異なり、RA
シグナルに注目して遺伝子発現、特にその発現量と発現部位の両面からこれら化合物の影響を
解析した。 
 
３．研究の方法 
１）マウス ES細胞、ヒト iPS 細胞 in vitro 分化に対する化学物質の影響解析 
 マウス ES 細胞では BPA の存在下で RA 応答遺伝子の発現が上昇するという結果を得ているた
め、トランスクリプトーム解析により、RA と BPA が共存する際に特異的に発現変動する遺伝子
群を、Gene Set Enrichment 解析により抽出し、その影響を GO解析によりから明らかにした。 
 次に、このような現象がヒト iPS 細胞でも起こりうるかを検証した。ヒト iPS 細胞を RAと BPA
を共存させて RA応答遺伝子(HOX 遺伝子群、RA 代謝酵素)の発現変化を調べ、ヒト iPS 細胞でも
BPA などの化学物質が RA シグナルに影響するか否かを明らかにし、トランスクリプトーム解析
により特徴的な変動遺伝子の抽出を行った。 
 
2）ゼブラフィッシュ胚を用いた化学物質の影響解析 
 １）の in vitro 実験で得られた結果が実際の個体においても生じるかをゼブラフィッシュ胚



を用いて検証した。ゼブラフィッユ受精卵を採取し、RA と化学物質(BPA, NP)の存在下で発生さ
せ、胚の形態への影響、遺伝子発現をホールマウント in situ ハイブリダイゼーションにより解
析し RA シグナルへの影響を明らかにした。解析遺伝子は１）の結果から得られた変動遺伝子を
主に対象とし、それらの遺伝子発現部位、パターンを調べた。さらにトランスクリプトーム解析
に加え、実際の個体への影響解析として神経分化、頭蓋軟骨形成に与える影響を調べた。 
 
４．研究成果 
１）マウス ES細胞、ヒト iPS 細胞の in vitro 分化に対する化学物質の影響解析 
 マウス ES細胞に RAと BPA を共に加えたときに RA応答遺伝子である Stra8 の発現が相乗的に
増加する。そこで Stra8 の発現上昇と共に生じている現象を明らかにするため、Stra8 プロモー
ターの制御下で蛍光タンパク質 Venus を発現するレポター遺伝子を構築し、マウス ES 細胞に導
入した。この細胞 Stra8-Venus ES 細胞を NP の存在下で分化させ、Venus 発現細胞、非発現細胞
それぞれをセルソータにより集め、その遺伝子発現を比較したところ Venus 発現細胞において
Oct4, Nanog などの未分化マーカー,Vasa, Dazl などの生殖細胞マーカー、Stra8、Sycp３などの
減数分裂マーカーの発現が高いことが明らかとなった。そこでマイクロアレイ解析を行い、化学
物質添加時において有意に発現変動する遺伝子群と、公開データベースに存在する in vitro 生
殖細胞分化および継時的な in vivo 生殖細胞分化時の発現変動とを比較し、クラスタリングを
行った。遺伝子発現特性を Gene ontology (GO) により特徴付ける Gene Set Enrichment 解析
の結果、生殖、生殖細胞分化、減数 分裂に関連する GO がクラスターを形成したことから、BPA, 
NP は生殖に関連する機能に影響していることが明らかとなった。  
 次にヒト iPS 細胞における RAシグナル促進効果を調べた。まず、RAと共に異なる濃度の BPA
添加すると濃度依存的な RA 応答遺伝子の発現変化が認められた。また BPA 濃度を一定にして RA
濃度を変化させてもその濃度依存的な変化が認められた。この時、RA シグナルにより促進され
る遺伝子は発現が増加し、抑制される遺伝子はその発現が低下した。レチノイン酸レセプター
(RAR)のインバースアゴニストを添加するとその促進効果は消失したことから BPA が RA と共存
したときに RAR を介して RA シグナルを促進するということが明らかとなった。トランスクリプ
トーム解析からも BPA の添加により、RA シグナルの促進が裏付けられた。また、エストロジェ
ンレセプター(ER)アンタゴニストを添加しても RA シグナル促進効果は変化しなかったことから
従来提唱されてきた ERはこの過程に関与していないことが明らかとなった。 
 
２）ゼブラフィッシュ胚を用いた化学物質の影響解析 
 BPA による RA シグナル促進効果は HOX 遺伝子に関しても認められたため、その個体における
効果を確認する実験系としてゼブラフィッシュ胚が適していると考えられた。そこでホールマ
ウント in situ ハイブリダイゼーション(WISH)法を用いてそれらの発現解析を行った。すなわ
ちゼブラフィッシュ受精卵に RA および BPA を添加し発生させ、受精後 24 時間における発現を
特に発現部位、領域の変化に注目して解析した。その結果、RA により誘導されることが知られ
ている 3’hox 遺伝子群の発現領域が RA 単独添加群より前方にシフトすることが示された（図
１）。その発現位置を計測すると、RA濃度依存的な前方シフトが認
められ、BPA が共存すると RA シグナルを促進することが明らかと
なった。すなわち、マウス ES 細胞,ヒト iPS 細胞で観察された遺
伝子発現量からみた BPAの RAシグナル促進効果がゼブラフィッシ
ュ胚では発現部位の変化という指標で確認され,BPA が RA シグナ
ルを促進し、脳領域の後方化をもたらすことが示された。そこで次
に実際の個体への影響を明らかにするため、神経形成と頭蓋軟骨
形成を調べた。神経形成の指標として、菱脳 r4 にできるマウスナ
ー細胞を免疫染色により検出し、その異常を調べたところ RA 濃度依存的に異常胚数は増加し、
BPA は RA 単独添加よりさらに異常胚数を増加させ、より高濃度の RAで観察される異常数に近づ
けた。さらにアリザリンレッド染色を用いて頭蓋軟骨を染色し、その異常および頭部軟骨
（trabecula）の長さ、角度(Meckel’s-palatoquadrate)を計測した。異常胚数、軟骨長、角度はそれ
ぞれ RA濃度依存的に増加、短縮、拡大し、BPA は、より高濃度の RAで観察される状態をもたら
した。さらにこれらの異常は RAR インバースアゴニストによって消失した。この結果はトランス
クリプトーム解析からもからも支持された。 
 加えて本研究では独自に開発した琵琶湖固有魚種ホンモロコ(Gnathopogon caerulescens)の
完全 in vitro 精子分化系を用いて、低濃度の NP(1 nM)が精原細胞の減数分裂に影響し、精子数
を減少させるということを明らかにした。そのメカニズムとして NP が第２次減数分裂の抑制ま
たは精子細胞のアポトーシスが関与することが示された。 
 
 以上、本研究は化学物質が RA シグナルのかく乱を介して広範な生体異常をもたらすというメ
カニズムを細胞および個体レベルで定量的に示したものである。さらに、ヒト iPS 細胞を用いた
in vitro 分化実験系が個体における発生、器官、組織形成異常を推定するための良い実験系で
あり、動物を用いた化学物質影響解析の代替法かつスタンダードとして利用できることを示し
たものである。 
 

図 1. hoxb1aの発現  
A.コントロール  B. RA+BPA処理 
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