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研究成果の概要（和文）：(1) ROR による TR 作用活性化機構の解明：thyroid hormone receptor 
(TR)と retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR)の相互作用を ROR 応答配列
(RORE)及び甲状腺ホルモン応答配列（TRE）を用いて解析した。 
(2) 臭素化合物の TR-TRE 系への影響をレポータージーンアッセイ，Liquid Chemi- 
luminescent DNA pull down 法（LCDPA），ラット Purkinje 初代培養細胞，ラット顆粒細胞系を
用いて環境化学物質の TR への影響の解析を行った。 

研究成果の概要（英文）：(1) We investigated the effect of interaction between thyroid 
hormone receptor (TR) and retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR).                      
(2) We investigated the effects of Brominated Organic Chemicals (BOCs) such as 
polybrominated diphenylethers (PBDEs) on TR-related signaling using newly developed 
primary culture-based assays. 
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１．研究開始当初の背景 
甲状腺ホルモン（TH）は中枢神経系の正常発
達に重要であるが，TH は発達の限られた期間
（臨界期）にのみ作用することが知られるが，
その形成機構は明らかとなっていない。一方，
環 境 化 学 物 質 の ひ と つ で あ る
polychrorinated biphenyl (PCB)は地球上に
普遍的に存在し，環境中で安定で母体から胎

児に移行し脳に蓄積する傾向がある。このと
き脳は甲状腺ホルモン感受性に対する臨界
期にあり，THによる転写調節を受ける脳内因
子は PCBにより発現が阻害されることが予想
された。そこで，我々は，PCB の TH 受容体(TR)
を介する転写系に対する作用を解析し，低濃
度(10-10 M)でT3により活性化された転写を抑
制することを明らかとし（BBRC, 2002），そ
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の機序について報告した(JBC, 2003) （こ
れらの成果は WHO の資料として使われた）。
次いで，PCB よりはるかに毒性が強いとされ
るダイオキシンの TR に対する影響を解析し
たところ, ほとんど影響がないことが明ら
かとなり，それまで Toxic Equivalency 
Factor (TEF)により一元的に決められていた
毒性に疑問を投げかけ，脳発達期の TR に対
する抑制効果が新しい毒性の評価に用いる
ことができることを報告した（ENDO2006）。
一方，PCB には 209 種類に及ぶコンジェナー
が存在するが，これらを効率的にスクリーニ
ングするアッセイ系の開発が望まれていた。
そこで，我々は PCB による転写抑制は，TR が
制御遺伝子のプロモーター領域から部分的
に解離することにより起こるという我々の
データを基に，発光物質で標識した DNA と人
工的に作ったタンパクを用いた新たな検査
法を開発した（Liquid chemiluminescent DNA 
pull down 法；LCDPA：特許第 4631058 号，
特願 2006-064876，特開 2007-236312．）。 

  
２．研究の目的 
脳は脂肪組織を除いて全身で最も脂肪濃度
の高い組織である。脂質代謝が正常に行なわ
れることが脳発達には不可欠である。コレス
テロールをリガンドとする retinoic acid 
receptor-related orphan receptor (ROR)・
は TR とともに脳に発現する。一方，環境化
学物質は脂溶性で脂肪分画に多く存在する。
ROR・は ROR-response element (RORE)を介し
て直接遺伝子発現を制御する。ROR はさらに
甲状腺ホルモン受容体(TR)/thyroid hormone 
response element (TRE)を介する転写も活性
化し，この二つの経路を介して脳発達に重要
な機能を果たしている。TRと ROR は多くの神
経細胞で共発現しており，脳における TR の
正常機能には RORが不可欠である。すなわち，
TRの転写経路においてRORの存在を加味した
系の方がより正常脳発達に対する影響を考
える上で自然に近い状態と考えられる。そこ
で，我々は次の目的で環境化学物質の脳発達
期への影響を解析する計画を立てた。 
目的１：脳細胞を用いて環境化学物質の
TR/ROR/TRE，ROR/RORE 等に対する影響を解析
する。 
目的 2：正常脳発達に近い環境で環境化学物
質の TR を介するシグナリングに対する影響
を解析するため新たなアッセイ系を樹立し，
解析を行う。 
目的 3：胎児期に発現するコファクターの解
析：以前同定した brain-derived repressive 
molecule (B-ReM)の機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)  TR-ROR の相互作用：                                       
(i)レポーターアッセイを用いて環境化学物

質TR及びRORを介する転写に対する影響を解

析した。  

(ii)TR と ROR の相互作用の機序を解明した。

(iii)in vivo 結合実験を用いて TR-ROR の相

互作用を解析した。  

(iv)我々の開発した LCDPA を用いて(iii)の

検証を行った。  

(v)リアルタイム PCR法を用いて in vivo での

RNA レベルの発現に対する環境化学物質の影

響を解析した。また，ウエスタンブロット法

や ELISA 法を用いて，タンパクレベルでの発

現に対する環境化学物質の影響を解析した。         
(2)(i) レポータージーンアッセイを用いて
環境化学物質特に臭素化合物の TR に対する
影響を解析した。脳細胞を用いて PCB や臭素
化芳香族化合物の TR/ROR/TRE，ROR/ RORE
に対する影響を解析した。                 
(ii)LCDPA, 核内ホルモン受容体とコファク 
ターの相互作用に対する影響を解析した。 
(iii)TR と glucocorticoid receptor (GR)か
ら作成したキメラ蛋白を用いて環境化学物質
の作用点を解明した。                   
(iv)ラット小脳 Purkinje 初代培養細胞を用
いて PCB，臭素化合物の影響を解析した。  
(v)ラット小脳顆粒細胞系を用いて環境化学
物質の神経突起の進展に対する影響につい
て解析した。  
(3)抗 B-ReM ポリクローナル抗体を作成し免
疫組織化学法を行った。                  
 
４．研究成果 
(1)コレステロールシグナリングに関連した
核内ホルモン受容体 RORのホルモン応答配列
に対する影響及び，環境化学物質の影響を解
析した。環境化学物質の脂質代謝や脂質シグ
ナルへの影響を解析することで，環境化学物
質の脳発達に対する影響が解明されること
が期待される。この目的のために，多くの神
経細胞で共発現している TR と ROR の相互作
用を RORE及び甲状腺ホルモン応答配列（TRE）
を用いて解析した。レポータージーンアッセ
イでは TR/TRE の系に対して ROR はコアクチ
ベーター的に作用し，一般の核内ホルモン受
容体に見られるドミナント・ネガティブ効果
ではなかった。転写活性は full length TR
（fTR） は fROR と相加的に活性化するが，
RORsg (スタグラータイプの変異)では活性化
を示さなかった。In vitro結合アッセイでは，
fTR は fROR とも RORsg ともリガンドに関係
なく直接結合した。 TR-ligand binding 
domain (LBD)は ROR と結合しなかった。また，
ROR-LBD も TR とは結合しなかった。以上から
TR と ROR は直接結合し，転写活性には LBD で
はなく比較的長い領域が必要であることが
示唆された。ROR のホルモン応答配列に対す
る影響及び，環境化学物質の影響を解析し，
転写活性は野生型 TR は RORと相加的に活性
化されたが，RORsg (スタグラータイプの変



 

 

異)では活性化しなかった。ここに環境化学
物質を添加すると TR 単独の時と同様の結果
を得た。リアルタイム PCR法で発現を解析し，
in vivo でも相応する結果を得た。 
(2) ①臭素合物である，Polybrominated 
Diphenylethers (PBDEs), Hexa bromo- 
cyclododecane (HBCD), polybrominated 
biphenyl mixture (PBB)である BP-6 を添加
すると一部のPBDEs及びHBCD, BP-6でTR-TRE
転写が抑制された。一方多数の化合物の転写
及び，TR-TRE 結合を解析したところ，転写を
活性化する物質も存在した。 
②この機序を解析するため，mammalian-two 
hybrid assay (MTH)，LCDPAを行ったところ，
TR-コファクターの結合に対する影響を解析
する MTH では影響はなく，TR-TRE の結合に対
する影響を解析する LCDPAでは転写抑制の程
度に応じて解離した。 
③PBDEについてはさらにTRとGRのキメラ蛋
白を作り作用の責任領域を解析した。GR-DNA
結合領域(DBD)を含む蛋白では抑制は起こら
ず，TR-DBD を含む蛋白では抑制が認められた
ことから TR-DBD が責任領域であることが分
かった。 
④TR-TRE 系の：転写への影響の解析から，脳
発達毒性の評価を行う新たなスクリーニン
グ系として Purkinje 初代培養細胞を用いた
系を樹立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Purkinje 初代培養細胞系 
この系では生後 1日目のラット小脳を取り出
し，17 日間リガンドを加えて培養し，抗原抗
体反応を行い蛍光物質の FITC 融合-抗体で
Purkinje 細胞を標識しレーザー共焦点顕微
鏡で観察する。 
⑤PBDEs, HBCD, BP-6 を添加すると転写抑制
によく一致した樹状突起の進展抑制反応が
認められた。一方，TR を介する転写を活性化
する化合物では T4 が低用量のとき進展促進
反応を認めた。 
⑥抑制作用は過剰量の T4 により完全には回
復しなかったことから TR 系以外の機構が関
与することが示唆された。 
⑦そこで，小脳顆粒細胞における環境化学物
質の影響を解析するため，新規アッセイ系を
樹立した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ラット小脳顆粒細胞初代培養系 
この系では生後 7 日のラットから顆粒細胞の
みをパーコール密度勾配法を用いて分離し培
養するため，顆粒細胞への影響を評価するこ
とができる。 
⑧TRを介した転写を抑制する物質では神経突
起の進展が抑制された。この抑制は過剰量の
T3 では回復しなかったが brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF)により完全に回
復した。 
⑨また，T3では神経突起の長さと太さを増進
させたが，BDNF では網目状の進展を呈した。 
 
(3) 胎児期に発現するコファクターの解
析：胎児期に多く発現し，胎児期脳のライブ
ラリーから同定した B-ReMに対する抗体を作
成し正常脳発達における局在を免疫組織化
学法で解析し，核に存在することが分かった。 
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