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研究成果の概要（和文）： 

 ビスフェノール A (BPA)は、血管新生阻害作用の指標である u-PA の産生阻害作用に対して

影響を示さなかったことから、奇胎の大きな原因である胎児期の血管新生には影響しないと推

察された。また、葉酸摂取が口唇口蓋裂の発症を予防することから、環境ホルモンが葉酸代謝

に及ぼす影響を、葉酸代謝関連遺伝子の発現で検討した。 

 BPA は、レチノイン酸受容体（RAR）による骨代謝関連遺伝子の転写を部分的に修飾し、口

唇口蓋裂の発症を抑制している可能性が示唆された。また、口唇口蓋裂の発症予防を目指して、

RAR 及びエストロゲン受容体に対する天然アゴニストの探索を行い、いくつかの RAR アゴニ

ストを単離同定した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

As an environmental factor, the inhibition of the production of urokinase-type plasminogen 

activator (u-PA) as a marker of vascular development was studied using bisphenol A (BPA). 

The u-PA production was not inhibited by BPA. On the other hand, the metabolism of folate 

affects the cause of cleft lip and/or palate. To clarify this point, several gene expressions 

related with folate metabolism were determined.  

It is suggested that BPA is likely to partly modulate the transcription of the genes involved 

in bone metabolism through retinoic acid receptor, resulting in the suppression of the 

development of a cleft lip and/or palate. Further, through the comprehensive screening of 

natural retinoic acid receptor or estrogen receptor agonists to prevent the development of a 

cleft lip and/or palate, we isolated a few RAR agonists from crude drugs used in Kampo 

medicines. 
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１．研究開始当初の背景 

口唇口蓋裂の発症には、遺伝的要因の他、母

体の年齢、薬剤摂取、疾病などの環境的要因

も影響するとされており、特に内分泌攪乱物

質（環境ホルモン）は、動物の胎児や産仔に

対する奇形等の大きな要因と考えられてい

る。また、胎児期における母体の葉酸摂取は、

口唇口蓋裂の発症の予防の重要な因子であ

ることが知られている。一方、性ステロイド

ホルモン受容体は幅広い生理作用を発揮す

るが、その分子基盤は必ずしも明らかではな

い。特に、エストロゲンは、各種標的臓器に

て様々なシグナル伝達とクロストークする

例が知られている。このようなクロストーク

を介し、複雑なエストロゲンの生理作用が発

揮されると信じられている。さて、ビスフェ

ノール A（BPA）はエストロゲンレセプター

と結合することが知られており、そして、か

なりの低濃度で内分泌攪乱因子として働く

ことも知られている。しかし、BPAのエスト

ロゲン受容体（ER）への結合はエストロゲン

に比べると極めて弱く（<1000）、最近では、

ヒ ト 48 種 の 核 内 受 容 体 の 中 で

estrogen-related receptor (ERR)に高い親和

性で結合することが見出されている。また、

BPA はエストロゲン受容体、アンドロゲン受

容体の発現に影響を及ぼし、甲状腺ホルモン

の作用は阻害するなど、他のホルモンの作用

に影響を及ぼしており、その作用は複雑であ

ることが予想されるが詳細な機序の解明は

進んでいない 。 

これまでに、口唇口蓋裂自然発症モデルマ

ウスにおいて、エストラジオールおよび BPA

が口唇口蓋裂の発生を抑制し、その作用は U

字型の用量作用曲線を示すこと、BPA をマウ

スに経口投与することにより生殖器におけ

るレチノイン酸レセプター（RAR）、レチノ

イド X レセプター（RXR）の mRNA が 2相

性に発現誘導されること、疫学調査によりレ

チノイドの摂取量と口唇口蓋裂の発生率が

負の相関を示すことが示されている。また、

一方、レチノイン酸は骨の発生において重要

な働きをしていることは良く知られており、

核内受容体 RARα、RARγを欠損したマウ

スでは、胎生期骨形成異常がみられること、

胎生期の骨格形成において必須の遺伝子で

あるRunx2 (runt-related gene 2)はレチノイ

ン酸により発現が誘導されること、レチノイ

ドは骨リモデリングに関与する骨芽細胞、破

骨細胞の機能を調節しているが、過量のレチ

ノイドは骨量の著しい低下を引き起こすこ

とが知られている。 

 

２．研究の目的 

（１）代表的な環境ホルモンのひとつである

BPA が、奇胎の大きな要因である胎児期の血

管新生阻害作用に与える影響を検討し、奇胎

と血管新生阻害作用との関連を明らかにす

る。また、葉酸摂取が奇胎の予防に大きく関

与することから、培養細胞をBPAで処理後、

葉酸代謝関連の遺伝子発現に及ぼす影響を

検討する。 

 

（２）BPA による口唇口蓋裂の発症抑制機序

を探るとともに、口唇口蓋裂発症の予防を目

指した新規予防薬の探索をすることを目的

とし、骨の発生、代謝において重要な役割を

果たしているエストロゲン及びレチノイド

に注目し、BPA とレチノイドとの骨芽細胞に

対する作用の解析および天然由来 RAR、ER

アゴニストの探索を行う。 

 

（３）エストロゲン活性を有する生薬に口唇

口蓋裂の発症抑制効果があるか否かを検討



する。 

 

３．研究の方法 

（１）血管新生阻害作用は、urokinase-type 

plasminogen activator (u-PA)の産生阻害作

用を指標とした。ヒト繊維肉腫 HT-1080 細胞

を 96 穴マイクロプレートに播種し（2,000 

cells/well, 200 l）、種々の濃度に調製した

BPA を添加して 24 時間培養後、無血清培地

に入れ替えてさらに 24 時間培養した。培養

上清に産生され u-PA は、 20 g/ml の濃度

で添加した plasminogen の酵素活性を、合成

基質のD-Val-Leu-Lys-pNAを用いて405 nm

で測定した。また同時に BPAの HT-1080 細

胞毒性を MTT 法で検討した。対照群として

in vitro で u-PA 産生阻害作用を有する

2,4-diamino-6-(pyridine-4-yl)1,3,5- 

triazine (4pyDAT)を用いた。 

BPA の葉酸代謝に及ぼす影響は、HT-1080

細胞を種々の濃度の BPA 処理後、葉酸代謝

に関わる種々の遺伝子発現をリアルタイム

PCR で検討した。35 mm ディッシュに

HT-1080 細胞を播種後（2 X 105 cells/dish, 2 

ml）BPA を添加した。24 時間培養後、

ISOGENを用いて RNA を抽出した。抽出し

た 90 ng の RNAを oligo dTと Reva TraAce

を用いて逆転写反応後、SYBR Premix Ex 

Taq を用いでリアルタイム PCR を行った。

目的の遺伝子発現量は、ヒト housekeeping 

遺 伝 子 の ribosomal protein large P1 

(PRLP1)と glucronidase beta (GUSB)の発

現量で補正した。葉酸代謝に関わる遺伝子と

して、表１に示した遺伝子を用いた。 

 

 

 

（２）マウス骨芽様細胞株MC3T3-E1（(財)

ヒューマンサイエンス振興財団より購入）は

α-MEM 培地を基本培地として、ヒト腎臓由

来細胞株 HEK293（理化学研究所より購入）

は DMEM 培地を基本培地として、ヒト子宮

頸癌細胞 HeLa（(財)ヒューマンサイエンス振

興財団より購入）は MEM 培地を基本培地と

して、10%牛胎児血清及びペニシリン/ストレ

プトマイシンを含有する培養液中で、37℃、

5%炭酸ガスインキュベーター内で培養した。

RARアゴニストの探索は、HEK293 細胞を

pCMX-hRAR発現ベクター、tk-REII-Luc

レポータープラスミド、-gal 発現プラスミ

ドをリン酸カリシウム法で形質転換させた

ルシフェラーゼレポーターアッセイ法を用

いて行った。ERと ERアゴニストの探索は、

HeLa 細胞を pERあるいは pER発現プラ

スミド、pERE レポータープラスミド、-gal

発現プラスミドをリン酸カリシウム法で形

質転換させたルシフェラーゼレポーターア

ッセイ法を用いて行った。RAR アゴニストの

探索には厚生労働省承認漢方方剤である 210

処方に繁用される生薬 84 種のメタノールエ

キスを、また、ER アゴニストの探索には 120

種の熱水抽出エキスを使用した。 

 

（３）エストロゲン活性を有する乾燥カンゾ

ウ 12g を１時間煮出し、抽出液を 400ml に



調整し、未経産の A/J系マウスに妊娠１週前

より口蓋形成期が終了する妊娠 12 日まで飲

料水の代わりに自由摂取させた後に、妊娠 18

日に帝王切開にて胎仔を取り出し、実体顕微

鏡下に胎仔を観察した。 

 

４．研究成果 

（１）図１に BPA の u-PA 産生阻害を示す。

BPA は、IC50 = 200 M で u-PA産生阻害作

用を示したが、この結果は、用いた HT-1080

細胞に対する直接細胞毒性を反映した値で

あり、活性は認められなかった。 

 

図２にBPA処理後のHT-1080細胞の葉酸代

謝関連遺伝子の発現量の補正値を示した。10 

M の BPA処理により、葉酸代謝の律速酵素

であるdihydrofolate reductase (DHFR)の発

現が 12 倍上昇した。また、100 M の BPA

処理により葉酸トランスポータの SLC46A1

の発現量が約６倍上昇していることがわか

った。 

 

 

（２）新規予防薬の探索 

① BPAの機序解析 

 エストロゲンおよび BPA が口唇口蓋裂の

発生を抑制する機序を明らかにするために、

BPA が骨形成・吸収に関与する核内受容体レ

チノイン酸受容体（RAR）を介した遺伝子発

現に及ぼす効果を骨芽細胞様 MC3T3-E1 細

胞を用いて検討した。その結果、MC3T3-E1

細胞には RARαが発現していることが明ら

かになり、その mRNA、蛋白質発現は広範な

濃度の BPA により大きく影響を受けないこ

とがわかった。しかし、RAR を介した遺伝子

発現に及ぼす BPA の効果を、RAR アゴニス

トである all-trans レチノイン酸 による

RAR 標的遺伝子オステオポンチンの mRNA

発現に及ぼす影響を調べることにより検討

したところ、10-9〜10-8M の BPA はその

mRNA レベルを上昇させ、BPA がレチノイ

ドによる遺伝子発現に何らかの影響を及ぼ

している可能性が示された。また、その作用

は逆 U字型の用量依存性を示し、この結果は、

生体内において BPA がある濃度下において

RAR の反応性を高め、骨形成を促進すること

により口唇口蓋裂の発症を抑制している可

能性が推察された。一方、胎生期の骨格形成

において必須の遺伝子である Runx2

（runt-related gene 2）はレチノイン酸によ

り RAR を介して発現誘導されることが知ら

れており、BPAがレチノイン酸によるRunx2

の発現誘導に及ぼす効果を調べたところ、

BPA はレチノイン酸による Runx2 の遺伝子

発現に影響を及ぼさなかった。この結果は

BPA が ER 受容体を介して RAR の遺伝子発

現に影響を及ぼしていない可能性を示した。

以上の結果をまとめると、BPAは RAR によ

る骨代謝関連遺伝子の転写を部分的に修飾

している可能性が考えられた。 



 

②RAR リガンドの探索 

骨形成において重要な役割を果たしている

RAR に着目し、口唇口蓋裂の発症を予防する

副作用が少ない薬物の開発を目指して、天然

生薬よりRARに対するアゴニスト探索を行

った。84 種類の生薬メタノール抽出エキスを

調製し、ルシフェラーゼレポーターアッセイ

系でスクリーニングを行ったところ、ドクカ

ツ、ジコッピ、ソウハクヒ、サンシシに強い

活性を見出した。そして、植物化学の手法を

用いて活性成分の単離を試みたところ、ドク

カツより pimaradienoic acid（PDA）を RAR

アゴニストとして単離同定した（図３）。PDA

のアゴニスト活性は既知の RAR アゴニスト

である all-trans レチノイン酸（ATRA）より

103程弱いものであったが、PDA の RAR ア

ゴニストとしての活性を細胞レベルで検討

したところ、ATRA と同様に前骨髄性白血病

細胞株 HL-60 の分化を誘導し、その作用は

RARアンタゴニストである LE540 で阻害さ

れたことより、PDAが細胞レベルで RAR ア

ゴニストとして機能することが明らかにな

った。PDA は ATRA とは大きく構造が異な

っているにも関わらず RAR アゴニスト活性

を示したことは非常に興味深く、PDA関連化

合物と RAR アゴニスト活性の構造活性相関

を若干検討した。その結果、PDAの立体構造

異性体である pimaric acid は PDAと同等の

活性を示し、abietic acid は PDAより強い活

性を示すことを見出した。また、マウステラ

トカルシノーマ細胞F9におけるRAR標的遺

伝子 mHoxa1 と mCyp26a1 の mRNA 発現

に及ぼす効果を検討したところ、ATRA は両

ｍRNA 発現を強く誘導したが、PDA 及び

abietic acid は誘導しなかった。これらの結果

は、PDAは ATRA と異なった様式で RAR を

活性化し、その結果、ATRA と異なる遺伝子

の転写活性化を誘導することが考えられた。 

 

 

③ERアゴニストの探索 

骨形成において重要な役割を果たしてい

る ER に着目し、口唇口蓋裂の発症を予防す

る BPAに代わる副作用が少ない薬物の開発を

目指して、天然生薬より ERaと ERbに対する

アゴニスト探索を行った。これまでに、ERa

は生殖器に多く発現しており、その機能の調

節に重要な役割を果たしていることがわか

っている。一方、ERb は骨、免疫系で重要な

役割を果たしていると考えられている。これ

までに、ERb に対する天然アゴニストの探索

研究は殆ど行われたおらず、今回は漢方処方

に繁用される生薬 120種を用いて、網羅的に

ERb アゴニストの探索を行った。その結果、

0.1 nM 17b-エストラジオールに対する比活

性で評価すると、同等以上の活性を示した生

薬として、ERαに関しては、カッコン・カン

ゾウ・ダイオウ・クジン・ソウヨウ・ホコツ

シ・ゴシュユの 7 種類、ERb に関しては、カ

ッコン・ダイオウ・カンゾウ・オウゴン・ク

ジン・ホコツシ・キジツ・インチンコウ・オ

ウギ・キクカ・ケイヒ・ケイガイの 12 種類

であった。これまでの報告により ER のアゴ

ニスト活性が報告されているマメ科やミカ

ン科の生薬以外にも、フラボノイドを多く含

有すると考えられる、キク科やシソ科の生薬

で強い活性が見られた。その中でも、キク科



のインチンコウやキクカは ERαに対するよ

りも ERβに対してより強い活性を示してい

た事から、これらの生薬には ERβ選択的なア

ゴニストが存在している可能性が考えられ

た。 

 

（３）エストロゲン活性を有するカンゾウを、

口唇口蓋裂自然発生モデル A/J系マウスに投

与した結果、現在のところ死亡吸収数の増加

や胎仔の体重の著明な低下を伴うことなく、

口唇口蓋裂発生の抑制傾向を認めたが、必要

な実験数に達していないため、現在も継続中

である。 
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