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研究成果の概要（和文）： 
肝臓における甲状腺ホルモン応答性遺伝子をｃDNA マイクロアレイで解析した結果、新規応
答遺伝子として、RLT3-2, RLT3-13, RLT3B-24 RLT3B-49 等を同定した。新生児期の甲状腺
ホルモン投与動物において、これらの遺伝子の成体期発現が可逆的に変化しており、リスク推
定に応用できる可能性が示された。また、化学物質の甲状腺ホルモン作用同定のためのレポー
ターアッセイ系の改良にも取り組み、既存の系より 2 桁高感度なアッセイ系の開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The expression of rat liver genes was determined by a cDNA microarray method to identify the thyroid 
hormone responsive genes. The identified genes include RLT3-2, RLT3-13, RLT3B-24 and RLT3B-49. 
In rats, neonatal exposure to thyroid hormones irreversibly altered the expression profile of these genes 
in adulthood, which suggested these genes could be useful markers for the neonatal effects of thyroid 
hormone disrupting chemicals. In addition, we established an improved thyroid hormone reporter gene 
assay to determine environmental chemicals exhibiting weak thyroid hormone activity. 
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１．研究開始当初の背景 

過去 10 年ほどの間に、環境中にある内分
泌かく乱物質の存在と潜在的リスクが明ら
かにされてきた。内分泌かく乱作用をもつ物
質が次々に同定され作用メカニズムが明ら
かになるにつれて、生体影響（健康リスク）
研究の重要な課題は、形態形成期への影響で
あることが認識されるようになった。外乱へ
の感受性は胎児期～思春期の各ステージで

大きく変化すると考えられるが、これまでの
毒性学では系統的に解析されておらず、近年
いわゆる「子供の環境リスク問題」として再
認識されるようになった。特に甲状腺ホルモ
ン系のかく乱作用は、成長ばかりでなく中枢
神経系の発達障害に直接関与することから、
重大なリスクであり、正確な理解が求められ
ている。 

これまで我々は、環境中の物質とその代謝
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物のエストロゲン作用、抗アンドロゲン作用
さらに甲状腺ホルモン作用を次々と明らか
にしてきた。特に、難燃剤として多用されて
きたテ トラブロ モビスフ ェノール A
（TBBPA）の甲状腺ホルモン作用を世界に先
駆けて明らかした他、PCB 類にも同様の作用
があることを報告してきた。これらの仕事は、
レポータージーンアッセイ、受容体結合アッ
セイ、さらにはカエルの変態アッセイによっ
て達成されたが、個体レベルのリスク評価の
ためには、甲状腺ホルモンのホメオスタシス
を維持している視床下部-下垂体-甲状腺系
（＋肝臓）自体への影響、特にその機能発達
への影響について、定量的な評価が必要であ
る。 

新生児期の甲状腺ホルモンの欠如また過
剰は、終生にわたり甲状腺系のホルモンレベ
ルや応答性を変える「刷り込み」作用を示す
ことが知られている。そこで、この新生児期
の甲状腺系機能構築に対する障害発症メカ
ニズムを、ホルモン応答性の変化という点か
ら明らかにする。我々はこれまで、前立腺を
モデルにした研究で、アンドロゲン応答遺伝
子を検索同定し、低用量エストロゲンの作用
を、初めて遺伝子発現レベル明らかにした。
本研究でも、この手法を応用する。また肝臓
を甲状腺系の一部であると考えて分析をす
るものとし、肝臓でのホルモン応答遺伝子の
同定、また、実際の化学物質については、肝
臓での代謝活性化を考慮した解析をおこな
うこととする。 
 
 
２．研究の目的 
発達期の甲状腺ホルモンかく乱作用は、個

体の成長および中枢神経系構築に直接関与
する重大なリスクである。特に甲状腺系自身
の機能発達がかく乱されて、甲状腺ホルモン
のホメオスタシスが障害されるのは深刻な
影響である。本研究では、新生児期での甲状
腺ホルモンの一時暴露により、終生にわたり
甲状腺ホルモンレベルが変わってしまう「刷
り込み」モデル（ラット）を解析する。すな
わち、視床下部-下垂体-甲状腺（＋肝臓）系
発達への影響を、系を構成する組織のホルモ
ン応答遺伝子の発現レベルの変化として捕
らえ定量的に解析する。 
 
 
３．研究の方法 
1) 動物実験 
 動物実験は、広島大学動物実験委員会の承
認を得て、広島大学動物取り扱い倫理規定に
沿っておこなった。 

ホルモン応答性遺伝子検索実験には、８週
令 F344 雄ラットを Charles River Japan よ
り購入して用いた。抗甲状腺剤の PTU（プロ

ピルチオウラシル）を飲水中 0.05％で１週間
投与後、トリヨードサイロニン（T3）を 1μ
g/g 体重で i.p.投与した。24 時間後に動物を
屠殺し、肝、甲状腺、下垂体の各組織を
RNALater で保存した。 
新生仔期投与実験では、生後１日の F344

雄ラットを購入して用いた。生後 1,3,5 日目
に、T3 およびサイロキシン（T4）を、それぞ
れ 0.04μg/g 体重/回, 4μg/g 体重/回で投与
した。また化学物質として Amiodarone (Ami) 
0.4μg/g 体重/回を投与した。動物は８週令
で屠殺して、肝、甲状腺、下垂体の各組織を
RNALater で保存した。 
 
2) cDNA マイクロアレイ解析による T3応答遺
伝子の検索 
 ラット初代培養細胞（SD ラット由来）を、
Lonza より購入して用いた。培地に T3を最終
濃度 1nM で添加した細胞と、対照群の細胞か
ら、Isogen試薬により、全RNAを抽出した後、
これを鋳型に、cDNA化、cRNA化し、Affymetrix
社 GeneChip rat シリーズにより網羅的発現
解析を行った。 
 
3) mRNA 定量解析 
組織から抽出した全 RNA を鋳型にｃDNA 化

後、Sybr Green による real time PCR 法によ
り mRNA の発現レベルを測定した。内部標準
としてβactin の mRNA を定量した。 
 
4) レポータージーンアッセイ 
 新規の甲状腺ホルモン応答配列をもつル
シフェラーゼレポーターとして、DR4型の TRE
をタンデムに２回つないだ配列をもつプラ
スミド pGL4-TRE2 を構築して用いた。ラット
TRα,βの発現プラスミドは、PCR クローニン
グにより構築した(pSG5-rTRα/rTRβ)。 
 ラット下垂体由来細胞 MtT/E-2は、DEM/F12
に、デキストランチャコール処理した FBS お
よび HS をそれぞれ 2%, 8%を添加した培地で
培養した。トランスフェクション実験では、
細胞を 4x104/well で 48 孔プレートに播き、
pGL4-TRE2, pSG5-rTRαまたはβ及び内部標
準用の phRLCMV を、HilyMax 試薬によりトラ
ンジェントに導入した。T3,T4 及び被験物質
を添加して、24 時間後に細胞を回収した。
Dual-luc 試薬により、ホタルルシフェラーゼ
とウミシイタケルシフェラーゼ活性を測定
した。 
 
 
４．研究成果  
1) ラット肝臓における新規甲状腺ホルモン
応答遺伝子の同定 
 マイクロアレイ解析の結果、ラット肝初代
培養細胞の T3投与に応答性の遺伝子として、
対照群に対し３倍以上の発現上昇のあった



遺伝子 38 個がリストされた（表１）。これら
の遺伝子から、in vivo でも応答性を示す遺
伝子を抽出するため、T3 投与 F344 ラットの
肝臓組織を用いて、さらにスクリーニングを
行った結果、RLT3-2, RLT3-13, RLT3B-24, 
RLT3B-49 の応答性が確認された（表２）。既
知の応答遺伝子 Spot14, ME, BCL3, Cyp7A1, 
DIO1 についても反応性が確認できた。 

 
2) 甲状腺ホルモン新生仔期暴露の影響 
新生仔期に甲状腺ホルモンを投与したラ

ットの８週令時での影響を検索した。血中 T3
値には影響はなく、一方で T4 値は、新生仔
期 T4 投与群で有意に低下した。既に報告さ
れている通り、新生仔期 hyperthyroidism に
より、血中 T4 値が不可逆的に低下すること
が確認された。本研究では、甲状腺ホルモン
受容体、T3/T4 代謝酵素遺伝子、T3/T4 応答
性遺伝子発現のプロファイルが、どの様な影
響を受けるかが課題であった。結果、TRa2 遺
伝子の上昇がもっとも強い影響として観察
された他、甲状腺応答遺伝子の RLT3-2 の増
加、代謝酵素遺伝子の UGT1A1 および Sult1C3
の有意な上昇が観察された（図１）。興味深
いことに、下垂体組織、甲状腺組織における
発現においても、TRa2 が最も影響を受けた遺

伝子であった。 

 
3) 高感度甲状腺ホルモンレポーターアッセ
イ系の構築 
 環境中の甲状腺ホルモン作用物質のアッ
セイにおいて、これまで、ホルモン依存性を
示す下垂体細胞の増殖や成長ホルモン産生
を指標にする方法が使われてきたが、特異性
が低いという問題があった。一方で、TRE ル
シフェラーゼレポーター遺伝子などによる
アッセイが開発されて来たが、感度において
劣っていた。今回、新規の TRE レポターと下
垂体細胞 MtT/E-2 を組み合わせることで、増
殖アッセイと同程度の高い感度をもつレポ
ーターアッセイ系の開発に成功した（図２）。
この系により、家畜動物医薬品である、
bithionol, closantel, rafoxanide、また、
抗不整脈薬の amiodarone が、弱い甲状腺ホ
ルモン様活性を持つことが示された。 
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