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研究成果の概要： 
ビスフェノールＡ(BpA)やノニルフェノールは、プラスチック製品の添加剤などとして使用され、

河川の水や食物の容器などで検出されている。最近これらの化合物が中枢神経系の発達に影響

を及ぼしている可能性が示唆された。本研究ではこれらの化合物が、アルツハイマー病などの

脳の病気や発生過程において中枢神経形成に関わる Notch シグナル系で働いているγ-セクレ

ターゼに直接作用していることを明らかにした。 
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研究分野：複合新領域 
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１．研究開始当初の背景 

ビスフェノールやノニルフェノールなどは、
プラスチック製品の添加剤や化学物質合成の
原料として使用され、河川の水やプラスチック
製品を容器とする食物の中に検出されている。
これらの物質は内分泌かく乱化学物質として
見いだされ、エストロゲン様の作用があること
が報告されたが、後にこれらの化合物のエスト
ロゲン受容体への結合は内在性のエストロゲ
ンに比べて極めて弱いことが明らかにされた。
ところが、最近これらの化合物がヒトや実験動
物において、中枢神経系の発達に影響を及ぼし
ている可能性が示唆された。例えば、妊娠して
いるマウスにビスフェノールＡを投与すると
生まれてきた仔に多動性などの行動異常が見

られた。しかし、現時点ではこれらの化合物が
どのようなメカニズムで（あるいはどのような
受容体を介して）、このような異常を引き起こ
しているのかは明らかでない。最近、児童によ
って引き起こされる様々な事件が社会問題に
なっているが、児童の不安定な精神状態や精神
障害が核家族化や教育などの生活環境の変化
が原因とされる一方で、内分泌かく乱化学物質
がこのような現象を引き起こしている可能性
が考えられている。実際に、高い濃度のPCBに
暴露された母親から生まれてきた子供の知能
指数が低いというような報告もされている。こ
のような化学物質による影響の原因やメカニ
ズムを解明するには、分子レベルすなわち化学
物質が相互作用している受容体などのターゲ



ットタンパク質を明らかにしていくことが必
要不可欠である。 

研究代表者らはビスフェノールＡのアフィ
ニティーカラムを作製し、ラット脳シナプトゾ
ーム画分からビスフェノールＡ結合タンパク
質を精製した。アミノ酸配列決定の結果、この
タンパク質はプロテインジスルフィドイソメ
ラーゼ(PDI)であることが明らかとなった。PDI
は名前の通りタンパク質中のシステイン残基
のチオール結合反応を触媒し、タンパク質の三
次構造を保ついわゆるシャペロンタンパク質
である。元々PDIはコラーゲンのプロリンヒド
ロキシラーゼのベータサブユニットとして単
離された。一方、PDIは甲状腺ホルモン(T3)や
エストロゲンの結合タンパク質としても知ら
れており、多機能タンパク質である。ラットPDI
を大腸菌で発現させ精製し、様々な性質を検討
した。その一つとして、ビスフェノールＡはPDI
のシャペロン活性を低下させることが明らか
となった。以上の成果から研究代表者はビスフ
ェノールＡがいわゆる性ホルモンかく乱物質
として、エストロゲン受容体に結合する以外に
も、他の重要なタンパク質因子に結合して生理
機能に影響を与えることを示した。 
 
２．研究の目的 

研究代表者は２種類の方法で、内分泌か
く乱化学物質の影響を検討している。一つは、
ヒトの培養細胞を用いた系であり、もう一つ
はアフリカツメガエル(Xenopus laevis)胚を
用いる系である。Xenopusは初期発生過程の
研究では、非常に良く用いられる生物であり、
マイクロインジェクション法によって、タン
パク質因子の過剰発現やノックダウンを起
こすことが可能である。先に述べたように、
研究代表者はXenopusの発生過程においてビ
スフェノールを投与することにより、特に頭
部（中枢神経系）の形成に異常を引き起こす
ことを明らかにしており、この分子機構を解
明することがこの研究の目的である。ビスフ
ェノールが相互作用あるいは影響を及ぼし
ている因子について、３種類見いだしている。
すなわちNotch signal系、PDI、低酸素応答
(HIF)系である。Notch signalは一次神経系
形成には不可欠な因子である。PDIは、中枢
神経形成過程で誘導されることは明らかに
なっているが、その機能については十分明ら
かになっていない。HIF系は本来、血管形成
に必要と考えられていたが、最近ノックアウ
トマウスの記憶が低下することから、中枢神
経系の形成にも必要不可欠と考えられてい
る。 

Notch signal は細胞膜に存在する Notch
にリガンドが結合すると、γ-セクレターゼ
によってその膜内ドメイン(NICD)が切り出
されて、核内移行することで機能する。一方、
HIF（HIF-1αと Arnt の複合体）活性化の鍵

酵素は、プロリンヒドロキシラーゼであり、
この酵素が不活性化されると HIF-1αは安定
化して核内移行する。先に述べたように PDI
はコラーゲンのプロリンヒドロキシラーゼ
の構成因子である。PDI が HIF-1αのプロリ
ンヒドロキシラーゼと直接相互作用するか
どうかは明らかではないが、研究代表者はあ
る因子を介して相互作用している可能性を
見いだしている。当該研究では、これら３者
の因子がどのように相互作用しているのか、
ビスフェノールやノニルフェノールなどの
物質がこれらの因子のどれとどのように相
互作用しているのかを明らかにする。さらに、
ビスフェノールによって引き起こされた
Xenopus の発生異常（特に頭部形成異常）と
これらの因子の働きとの関係を明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）BpAなど化学物質の細胞やXenopus胚へ

の投与 
BpA や PCB 水酸化体など被験化合物はエタノ
ールまたは DMSO に溶解した。そして細胞の
培地、Xenopus 胚の培養液に溶媒の濃度が
0.1%以下になるように投与した。細胞におい
ては 24－48 時間暴露した。胚においては神
経胚(st. 10.5)から暴露を開始した。 
（２) タンパク質因子の発現・精製及びBpAと

の相互作用解析 
PDI, HIF-1α, Notch signal系因子NICDおよび
presenilin cDNAはPCRにてヒト肝癌細胞Hep3B
及びXenopus胚RNAから単離した。さらに、PDI, 
HIF-1αの各機能ドメインコンストラクトを作
製した(pQE, pET vector使用)。これらコンス
トラクトを大腸菌に導入し、タンパク質発現・
精製を行った。精製したものについて、放射性
ラベルのBpAを用いてバインディングアッセイ
を行った。また、BpAをチップに固定し、表面
プラズモン共鳴解析(Biacore使用)による相互
作用の分析も行った。 
（３）PDI, HIF-1α相互作用因子検索 
HIF-1αの相互作用因子については、酵母
two-hybrid法にて検索した。PDIの相互作用因
子については、細胞（ヒト神経細胞LAN5）の破
砕液にPDI抗体を添加し、Protein A Sepharose
にトラップされたタンパク質をMALDI-TOF-MS
を用いて分析した。この実験で得られた候補因
子についてHAなどのtagをつけて細胞で発現さ
せ、免疫沈降法によってPDIやHIF-1αとの相互
作用を確認した。 
（４） マイクロインジェクション法による発

生過程でのPDI, HIF-1α, Notch 因子
の機能解析 

PDI, HIF-1α, Notch 及びその機能ドメイン
を pCS2 vector にサブクローニングして得た
コンストラクトを用いて RNA を合成し、
Xenopus 胚にマイクロインジェクションした。 
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４．研究成果 
（１）BpAによるXenopus胚の発生異常とその

原因究明 
Xenopus は脊椎動物であり発生過程が基本的
にほ乳動物と同じであること、胚の発生が直
接観察できること、一度に多数（数千個体）
の胚を利用できるという特徴があり、環境化
学物質の発生過程への影響を調べるには有
用な系であると考えられる。研究代表者らは
この系を利用して、まず BpA の胚発生への影
響を検討した。その結果 BpA は、胚に背骨の
湾曲、色素低下、目の形成不全を引き起こす
ことを見いだした（図１に矢印で示す）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BpA が Xenopus 胚に異常を引き起こすという
事実は既に論文に報告されている。研究代表
者らはさらに、この異常がどのような機構で
起こるのか検討した。まず、胚葉マーカー、
神経マーカー、目の形成マーカーなど様々な
マーカー遺伝子の発現を検討した結果、目の
形成に重要とされる Pax6 の顕著な低下を見
いだした。Pax6 は発生過程において一次神経
形成に必要な Notch signal の下流因子でも
ある。そこで、Notch の核内移行部分である
NICDをBpA投与した胚に過剰発現したところ
表現系がレスキューされた。Notch から NICD
が生成されるには、主として 3ステップある。
すなわち、Notch と ligand (Delta など)の相
互作用、二つの切断酵素 TACE とγ-セクレタ
ーゼである。まず、Delta の過剰発現では表
現系はレスキューできなかった。次に Notch
の二つの切断酵素の認識配列に蛍光物質を
結合させた人工基質を利用して活性を調べ
たところ、BpA はγ-セクレターゼの活性を阻
害していた。そこで、γ-セクレターゼと BpA
の相互作用を直接的に証明するために、γ-
セクレターゼの主要構成因子であるプレセ
ニリンを大腸菌で発現・精製して、BpA を固
定したチップを用いて表面プラズモン共鳴
の解析を行った。その結果 BpA とプレセニリ
ンは直接相互作用することが明らかとなっ
た。以上の検討から、BpA がプレセニリンに
結合することでγ-セクレターゼの活性を阻
害し、Notch signal 系を抑制して、Xenopus
胚の発生異常を引き起こしていることが証
明された。これらの成果は論文①に発表した。 
（２）BpAによるPDI機能への影響 
研究代表者は先行研究において、ラット脳の

シナプトゾーム画分における BpA結合タンパ
ク質として、protein disulfide isomerase 
(PDI)を明らかにしている。BpA は PDI のイソ
メラーゼ活性や甲状腺ホルモン T3 結合活性
を阻害することを明らかにしており、当該研
究では、さらに詳しい検討を行った。まず、
BpA の様々な構造類似化合物を用いて、PDI
のイソメラーゼ活性や T3 結合阻害実験を行
った（図２に化合物の構造を示す）。その結
果、両活性において、BpA のフェノール部分
の構造が重要であることが明らかとなった。
また、同様の検討を前述のγ-セクレターゼ
活性阻害について検討したところ、この場合
は中心部の二つのメチル基が重要であるこ
とが示された。一方、BpA の PDI の結合部位
を解析した。PDI の機能ドメイン a, b, b’, 
a’, cをそれぞれ大腸菌に発現させてその活
性について検討した（図２に PDI のドメイン
構造を示す）。イソメラーゼ活性は、既に報
告されているように a.a’ドメインが必要で
あることが確認された。BpA の結合はプラズ
モン共鳴法を用いて検討したが、a と b’に
結合することが示された。しかし、イソメラ
ーゼ活性に影響を及ぼしているのは BpA と
b’の結合であった。この研究成果は論文⑨
⑫に発表した。 

コントロール

BpA投与

図 １ BpAを投与したXenopus胚

 
 
 
 
 
 
 
 
（３）PCB水酸化体によるPDI結合活性および

脳下垂体細胞GH3 への影響 
先に述べたように PCB汚染地域における子供
の知能低下の可能性が示唆されている。PCB
は生体内に取り込まれるとチトクローム
P450(P450)によって水酸化される（図３）。
水酸化PCBはT3と構造において類似性がある
ため、T3や BpA と同じような影響を PDI に及
ぼすことが予想される。そこで、PDI との結
合及びイソメラーゼ活性阻害を検討した。水
酸化 PCB は予想通り、PDI と結合しイソメラ
ーゼ活性を阻害した。さらに T3依存性に成長
ホルモン(GH)を放出するラット脳下垂体細
胞 GH3 を用いて、T3受容体への影響を検討し
た。まず、BpA は細胞に添加しても GH の増加
は見られなかった。また、PDI を過剰発現す
ると T3による GH の放出は消失した。水酸化
PCB も BpA と同様 GH3 に対する影響を与えな
かった。このことは BpA や水酸化 PCB は T3

受容体に作用していないが、PDI の T3 結合や
イソメラーゼ活性に影響を及ぼしている可
能性を示唆するものである。この成果は論文
③⑫に発表した。 
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（４）まとめ 
これまで、研究代表者らは BpA のターゲット
因子として、Notch signal, PDI,HIF-1αを
明らかにしてきた。本研究においては、BpA
が Xenopus胚に発生異常を引き起こす原因の
一端が解明でき、さらに BpA とこれらターゲ
ット因子との相互作用メカニズムを明らか
にすることができた（図４）。研究代表者は
これら３つの因子について独立に研究を進
めてきたが、最近 Notch と HIF-1αが直接相
互作用していることが明らかにされた。また、
PDI は T3受容体と相互作用する可能性も報告
されている。一方、発生過程の HIF-1αの機
能解析において、HIF-1αの発現量が適正で
ないと目の形成に異常が現れることを見い
だしている。さらに、PDI の過剰発現は同様
に発生異常を引き起こすが、そこへ BpA を投
与することで、異常が軽減するというデータ
も得ている。BpA を介して得られたこれらの
知見は、発生過程解明における新たな展開に
発展するかもしれない。また、Xenopus 胚を
用いた環境化学物質毒性評価系は感度が高
く有用であると考えられる。さらに、本研究
において PCB の水酸化体で示したように、環
境中に存在する多くの芳香族炭化水素は、
P450 によって水酸化され、BpA のようなフェ
ノール化合物となる。このことは、親化合物
は無毒でも生体に取り込まれることで、毒性
を発揮する化合物が環境中にたくさん存在
する可能性を示唆するものである。 
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