
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22年 5月 17日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：内分泌撹乱物質・ビスフェノールＡ（BPA）の低用量効果は、現在で
未解決の大きな問題である。本研究では新たに、BPA の標的受容体・エストロゲン関連受容体
γ型（ERRγ）に連関した脳神経系の転写因子を明らかとした。また、BPA が神経細胞の伸張を、
ERRγを介して阻害することを明らかにした。ショウジョウバエへの BPA 食餌により、多動性障
害を引き起こし、BPA が時計遺伝子に悪影響を及ぼすことを明らかとした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：The issue of low-dose effects of endocrine disruptor bisphenol A 
(BPA) is currently immense social difficulty unsolved.  In the present study, we clarified 
several transcription factors regulated by BPA’s target estrogen-related receptor gamma 
(ERRγ), and found that BPA inhibits the Neuro2a’s neuron projection mediated through 
ERRγ.  We also elucidated that BPA administration on the fruit fly Drosophila afford the 
adverse effects on their circadian rhythms by eliciting a hyperactivity disorder. 
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１．研究開始当初の背景 
⑴「内分泌撹乱化学物質」問題の中で、未解
決のままの課題があり、これがいわゆる「ビ
スフェノールＡの低用量効果」問題である。
すなわち、規制値よりはるかに低い濃度での
ビスフェノールＡのエストロゲン様活性が

相次いで報告された。 
⑵ さらに近年、脳の性分化・成熟や行動な
ど、ビスフェノールＡの脳機能に関する多様
な「低用量効果」が報告されるようになった。 
⑶ 世界の研究潮流は、この「低用量効果」
をエストロゲン受容体 ER への相互作用か
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ら何とか説明しようと試みていた。 
⑷ こうしたなか、研究代表者らは「内分泌
撹乱化学物質が相互作用する可能性は、48
種類ある核内受容体のすべてにある」、「低用
量効果では、ビスフェノールＡはエストロゲ
ン受容体以外の核内受容体に結合・相互作用
する」という作業仮説を立て、これらを明ら
かとすべく精力的に取組んできた。そして、
『活性化ヘリックス』（H12）がリガンド無
しでも最初から活性コンホメーションにあ
る自発活性型核内受容体が存在することを
発見し、その構造特性を明らかとすることに
成功した。 
⑸ そして、遂には「ビスフェノールＡが核
内受容体・エストロゲン関連受容体γ型
（ERRγ）に結合する」との発見に至った。 
⑹ 本研究では、これを起点として核内受容
体 ERRγを介したビスフェノールＡの低用
量効果の本質の解明を図ることにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は次の６つの事項である。 
⑴ ビスフェノールＡの ERRγ への結合様
式はどのようか？ 

⑵ ERRγにはビスフェノールＡ様の天然リ
ガンドがあるのではないか？ 

⑶ ビスフェノールＡが結合する核内受容
体はERRγの他にもあるのではないか？ 

⑷ ERRγに結合する化学物質は、ビスフェノ
ールＡの他にもあるのではないか？ 

⑸ ERRγの生理機能は何か？ ビスフェノ
ールＡはどのように影響するのか？ 

⑹ ERRγはどんな概日リズムを刻むか？ ビ
スフェノールＡはどのようにこのリズム
影響するのか？ 

 
３．研究の方法 
⑴ 受容体結合試験 
① 飽和結合試験：発現・精製した GST融合
核内受容体リガンド結合ドメインのタンパ
ク質に対して、トリチウム標識したリガンド
の結合性を調べるアッセイ実施した。用いた
トリチウム標識リガンドは、[3H]bisphenol A、
[3H]clotrimazole、[3H]17β-estradiol などで
ある。一定量のタンパク質を、0 ~ 40 nMの
トリチウム標識リガンドを混合して全結合
を、非標識リガンドを共存させて測定したも
のを非特異的結合とした。「全結合」から「非
特異的結合」の数値を差し引くことにより
「特異的結合」を算定した。また、Scatchard
解析によりトリチウム標識リガンドの KD、
Bmax値を求めた。 
 
② 競合結合試験：受容体タンパク質に対し
て、トリチウム標識したリガンドをトレーサ
ーにして、化合物がこれを置換する能力を測
定する。試験化合物の一連の希釈溶液に、一

定量のトリチウム標識リガンドを加え、4℃
で一晩インキュベートした。遊離の [3H]- 
clotrimazole をデキストラン被膜活性炭
（dextran coated charcoal; DCC）により除去し、
TopCount NXT™マイクロプレートシンチ
レーション・ルミネッセンスカウンターで放
射活性を測定し、対象化学物質の IC50値（受
容体結合を 50%阻害する値）を算出した。 
 
⑵レポーター遺伝子アッセイ 
 HeLa 細胞、あるいは CV-1 細胞に、核内
受容体の発現プラスミドを導入し、一過性の
強制発現を行った。その際、核内受容体の活
性を検出するために、ルシフェラーゼのレポ
ータープラスミドを用いた。細胞への発現プ
ラスミドの導入には、lipofectamine 2000と
プラス試薬を用いた。24 時間後、任意の濃
度で化合物を曝露した。さらに、24 時間後
にルシフェラーゼ活性を測定・評価した。 
 
⑶ クロマチン免疫沈降（ChIP）法 
 ERRγ によって制御される核内受容体や転
写因子を同定するため、マウス脳についてク
ロマチン免疫沈降法(ChIP アッセイ)を実施
した。1% パラホルムアルデヒド処理で
ERRγ とクロマチン間の結合を固定化し、次
いで、ソニケーションにより DNA を断片化
した。200 bp-2000 bpで得られた DNA断片を
抗 ERRγポリクローナル抗体で免疫沈降を行
い、回収した断片をリアルタイム PCR で解
析した。 
 
⑷ リアルタイム PCR mRNA アッセイ 
 mRNA の発現量を定量すべき一連の核内受
容体および転写因子について、それぞれに特
異的なセンス、アンチセンスのプライマーを
設計、合成した。定量測定する時は、平準化
のため、GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase) mRNA を用いた。PCR は、
LightCyclerTM rapid thermal cycler system 
(Roche Diagnostics)、あるいは Mx3000P
（STRATAGENE）上で実施した。 
 
⑸ ビスフェノールＡ食餌マウスの胎仔脳 
 所定期の妊娠マウスに専用の食餌用投与
針（animal feeding needle）を用いて、ビス
フェノールＡを直接に胃に投与した。0.5% 
CMC に 250 µg/kg マウスで、妊娠後 1日から
16 日まで投与し、所定日の胎仔について脳を
摘出して、mRNA の抽出に供した。 
 

⑹ ビスフェノールＡ食餌と継代飼育 

 ビスフェノールＡ 1 x 10‐５ M を混ぜた寒

天培地でショウジョウバエを飼育・継代し、

そのハエの歩行運動の概日リズムを測定し

た。個々のショウジョウバエの歩行運動は、



赤外線センサーで感知・記録する DAMS 

(Drosophila Activity Monitoring System) 

で測定し、DAMS のデータ変換のためのソフト

ウェア ClockLab を使って評価した。さらに、

多動性症状のショウジョウバエの雌雄を交

配し、仔バエの活動リズムを測定・評価した。 
 
 
４．研究成果 
⑴ ビスフェノールＡの ERRγへの結合様式 
 エストロゲン関連受容体 γ 型（ERRγ）に
結合する化合物として、ビスフェノールＡお
よび 4-hydroxytamoxifen（4-OHT）がある。
これらのトリチウム標識体を用いて、ERRγ
に対する受容体結合試験を実施した。また、
三次元ホモロジーモデリング、およびＸ線結
晶構造解析から得られたリガンド結合部位
の構造に基づいて、アミノ酸変異受容体を作
製して調べた。 
 結合試験の結果、ERRγの 275位 Gluおよ
び316位Argが最も重要な構造要因であるこ
とが判明した。そして、その重要性は 316Arg
が勝ることが分かった。さらに、ビスフェノ
ールＡの結合に必須なアミノ酸残基として
309 位 Leu、326 位 Tyr、342 位 Leu、346
位 Asnなどが見付かった。この結果、ビスフ
ェノールＡは ERRγの活性化コンホメーショ
ンが造り出す狭い空間に、あたかも天然のリ
ガンドのように結合することが判明した。ま
た、この結合様式は H12を押しのけるように
結合する4-OHTとは根本的に違い、しかも、
結合した 4-OHT をビスフェノールＡが置換
するのは困難を伴うことが分かった。 
 
⑵ ビスフェノールＡ様天然リガンドの探索 
 ERRγにはビスフェノールＡ様の天然リガ
ンドがあるのではないか？ という疑問に
対して、ビスフェノールＡの抗体を作製し、
調べた。しかし、現在までにそのような化合
物の存在を裏付ける証拠を得ていない。 
 
⑶ ビスフェノールＡ特異的な核内受容体 
 ビスフェノールＡが結合する核内受容体
は ERRγの他にもあるのではないか？ とい
う想定の下、48種あるヒト核内受容体を一つ
ずつ調べた。その結果、構成的アンドロスタ
ン受容体・CARに非常に強く結合することが
判明した。現在、この受容体への結合様式を
詳しく調べている。 
 
⑷ ERRγに結合する化学物質 
 ビスフェノールＡの他にも ERRγに結合す
る化学物質は、あるのではないか？ という
疑問に対して、近年生産が急激に伸びている、
いわゆる「新世代ビスフェノール」、あるい
は「特殊ビスフェノール」を調べた。その結

果、ビスフェノールＥ、ビスフェノールＢ、
ビスフェノールＺなどが ERRγに強く結合す
ることが分かった。 
 新世代ビスフェノールは、ビスフェノール
Ａの代替え品として高機能ポリカーボネー
トプラスチックの原料に用いられている。
ERRγに結合するこれらの化合物については、
他の核内受容体についても調べる必要があ
る。２つのフェノール基の架橋部分の化学構
造が異なるため、その結合性は異なる可能性
が強く、詳しい調査が望まれる。 
 
⑸ ERRγの生理機能は何か？ ビスフェノ
ールＡはどのように影響するのか？ 
 本研究では、マウス脳における ERRγの標
的核内受容体や転写因子、あるいは ERRγを
標的とする核内受容体や転写因子について
ChIP アッセイで調べた。その結果、神経分
化の制御因子である Pax6 が ERRγのプロモ
ーターに結合して転写を活性化することが
明らかとなった。さらに、ERRγが ERRαプ
ロモーターに結合して転写を活性化するこ
とが判明した。ビスフェノールＡはニューロ
ン Neuro2a の伸長を明瞭に阻害したので、
これらは ERRγが脳神経系の発達に重要な役
割を担っていることを示唆した。 
 妊娠マウスに妊娠 1 日目から 16.5 日目ま
で、200 µg/kg/dayの BPAを強制経口投与法
により暴露し、12.5、14.5、16.5日の胎仔脳
について mRNA の定量実験を行った結果、
Pax6 の発現を制御する核内受容体 TLX、オ
ーファン核内受容体である NGFI-B、SMILE、
SIRT1の mRNA量が胎仔脳内で有意に変化
することが明らかとなった。 
 
⑹ ERRγはどんな概日リズムを刻むか？ ビ
スフェノールＡはどのようにこのリズム影
響するのか？ 
 ショウジョウバエを用いた活動リズムの
測定において、通常は朝方と夕方に活動がピ
ークになる「二峰性」を示す。したがって、
全体のプロフィールは、朝方から夕方までの
明るい時間（明期）と、夕方から翌日の朝方
までの暗い時間（暗期）に活動が小さい静止
期が存在することになる。こうしたショウジ
ョウバエにビスフェノールＡを食餌すると、
こうした活動リズムに悪影響が明確に示さ
れた。すなわち、静止期に活動を示すハエが
出現し、交配するとその出現率が非常に高く
なることが判明した。これらのハエは「多動
性症状」として特徴づけられる。 
 一つの類型は明期静止期のみが多動性と
なるハエ群であり、もう一つは明期静止期お
よび暗期静止期の両方が多動性となるハエ
群である。この発見は、時計遺伝子になんら
かの変異が起こり、概日時計振動に異常が起
こったことを示し、今後の解析が必要である。 
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