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研究成果の概要（和文）：レチノイド関連オーファン受容体（ROR）は、自然免疫や自己免疫

疾患に関わるヘルパーT（Th）17 細胞の分化増殖を制御する重要な調節因子である。この研究

で、様々な環境化学物質の ROR 活性を調べた結果、アゾール系殺菌剤による ROR 抑制活性及

び植物由来化学物質による ROR 増強活性を見出した。さらに、これらの化学物質は Th17 細

胞における IL-17 遺伝子発現をそれぞれ抑制及び増強することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The retinoic acid receptor-related orphan receptors α and γ (RORα and RORγ), 

are key regulators of helper T (Th) 17 cell differentiation, which is involved in the innate immune 

system and autoimmune disorders. In this study, we found that several azole-type fungicides and 

phytochemicals have RORα/γ inverse agonistic activity and RORα/γ agonistic activity, respectively. In 

addition, we found that these RORα/γ inverse agonists and RORα/γ agonists respectively show the 

inhibitory and enhanced effect on the gene expression of interleukin (IL)-17, which mediates the 

function of Th17 cells. These results suggest that some of environmental chemicals might regulate IL-17 

production via RORα/γ. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、環境要因が疑われる疾患（特にアレ
ルギーなどの免疫異常症）が増えており、普
遍的に存在する環境化学物質もその要因の

一つと考えられている。さらに最近、免疫研
究の分野で CD4+ヘルパーＴ細胞の中でも
Th1やTh2に属さないTh17と呼ばれるイン
ターロイキン(IL)-17 を特異的に産生する細



胞の一群が注目され、この細胞の分化増殖が
Th1/Th2 バランスの変化により生じる免疫
異常症の増悪に影響を及ぼすことが報告さ
れた。また、この Th17 の細胞分化を制御す
るマスター遺伝子として、レチノイド関連オ
ーファン核内受容体 ROR が報告されたこと
から、環境化学物質による ROR を介する作
用を明らかにすることは、環境化学物質と免
疫異常を伴う各種疾患との因果関係を解明
する一助になると考えられる。 
  
２．研究の目的 

in vitro アッセイ法を用いて環境化学物質
の RORα/γ 活性を調べ、マウス T リンパ腫
EL4 細胞での IL-17 遺伝子発現に及ぼす影響
を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）試験物質：環境化学物質（約 300 種類）
を試験した。 
（２）RORα/γレポーターアッセイ：RORαあ
るいはRORγ発現プラスミド、RORE-lucレポ
ータープラスミド、コントロールプラスミド
を導入したチャイニーズハムスター卵巣由
来（CHO）細胞を用い、化学物質を添加し 24
時間培養後に細胞内ルシフェラーゼの酵素
活性を測定した。 
（３）遺伝子発現の測定：刺激剤（PMA/ 
ionomycinあるいは抗CD3/CD28 抗体）処理し
たEL4 細胞のIL-17、RORα及びRORγ遺伝子発
現に対する化学物質の影響をRT-PCR法にて
測定した。さらに、RORα/γ- targeting shRNA
発現ベクターを導入したRORα/γ- double 
knockdown EL4 細胞を用いた場合の影響も解
析した。 
（４）IL-17 蛋白の測定：刺激剤処理したEL4
細胞のIL-17 産生に対する化学物質の影響を
フローサイトメトリー法により測定した。 
 
４．研究成果 
（１）RORレポーター遺伝子アッセイ法の確
立：CHO細胞を用いてRORα及びRORγ活性測
定のためのレポーター遺伝子アッセイ法を
確立した。RORインバースアゴニストとして
報告されているT0901317 を陽性物質として
反応させたところ濃度依存的なルシフェラ
ーゼ活性の抑制が認められた。このことから、
環境化学物質のROR活性をスクリーニング
するための測定系を確立することに成功し
た。 
（２）環境化学物質におけるROR活性のスク
リーニング：上記のレポーター遺伝子アッセ
イ系において、アゾール系殺菌剤、有機塩素
系殺虫剤、有機スズ化合物、フタル酸エステ
ル類及び有機リン系難燃剤のいくつかに
RORα/γ インバースアゴニスト活性を見出し
た。また、イソフラボン類の中にはRORα/γ 

アゴニスト活性を見出した。 
（３）EL4 細胞でのIL-17 遺伝子発現に及ぼ
すアゾール系殺菌剤の影響：ROR α/γ インバ
ースアゴニスト活性を示した５種類のアゾ
ール系殺菌剤（Imibenconazole, Triflumizole, 
Hexaconazole, Tetraconazole, Imazalil）につい
てEL4 細胞でのIL-17 mRNA誘導への影響を
調べた。その結果、これらの殺菌剤はIL-17
遺伝子発現を濃度依存的に抑制することを
明らかにした（Kojima et al. 2012）。 
（４）EL4 細胞でのIL-17 遺伝子発現に及ぼ
すイソフラボン類の影響：ROR α/γ アゴニス
ト活性を示した２種類のイソフラボン類
（Biochanin A, Formononetin）についてEL4 細
胞でのIL-17 mRNA誘導への影響を調べた。そ
の結果、これらのイソフラボン類のうち、
Biochanin AがIL-17遺伝子発現及びIL-17蛋白
産生を濃度依存的に増強することを明らか
にした。 
（５）RORα/γ-knockdown EL4 細胞を用いた
解析： RORα/γ-knockdown EL4 細胞では、
ImibenconazoleやBiochanin AによるIL-17 遺伝
子発現の影響はわずかであった。以上の結果
から、環境化学物質のいくつかはROR依存的
なIL-17 遺伝子発現を正あるいは負に制御し
てTh17 細胞分化の機能に影響を与えること
が示唆された。 
 さらに、我々が確立した CHO 細胞を用い
たRORレポーター遺伝子アッセイ法は、Th17
細胞分化の指標となる IL-17 遺伝子発現に影
響を与える化学物質の探索に有用であるこ
とが示唆された。 
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