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研究成果の概要（和文）：内泌撹乱化学物質・ビスフェノールＡ（BPA）や、その代替・新世代ビスフェノールの核内
受容体を介したシグナル毒性、低用量効果、内分泌撹乱作用の分子機構の解明に取組んだ。その結果、(ⅰ)BPA暴露が
マウスでは低活動性症状、ショウジョウバエでは多動性症状を引き起こし、概日リズム伝達の神経ペプチド時計遺伝子
の異常に伴う悪影響として同定された。(ⅱ)BPAの強いエストロゲン様活性は、自発活性化型核内受容体の協働作用に
よる低用量効果として同定された。そして、(ⅲ)ビスフェノールAFのエストロゲン受容体応答の差違は、コアクチベー
タを含めた分子間相互作用の差違によることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：As to bisphenol A (BPA) and its substitutes, or so-called new-generation 
bisphenols, the aim of this project is to clarify the molecular mechanisms of their signal toxicity such 
as low-dose effects and endocrine disrupting actions mediated through the nuclear receptors. 
Consequently, it was demonstrated that (i) BPA exposure causes a hypoactivity in mice, while 
hyperactivity in the fruit fly Drosophila, due to the various defects in clock genes, (ii) BPA’s high 
estrogen-like activity is a low-dose effect as a result of cooperative work between ER and highly 
constitutively active nuclear receptors such as ERRs, and (iii) differential receptor responses, namely, 
agonist or antagonist activity of bisphenol AF is due to the molecular interaction disparity between the 
ERs and the coactivators.

研究分野：生物化学

キーワード： 有害化学物質　内分泌かく乱物質　ビスフェノールＡ　核内受容体　シグナル毒性　新世代ビスフェノ
ール

  １版



 

１．研究開始当初の背景 
	
 「内分泌撹乱化学物質」問題の中で、未解
決のままの課題があり、これがいわゆる「ビ
スフェノールＡ（BPA）の低用量効果」問題
である。特に、胎児・乳幼児の生殖腺系や脳
神経系で懸念があり、詳しい検討が求められ
ていた。国内外の研究潮流は、例えば、低用
量効果をエストロゲン受容体(ER)への相互
作用から何とか説明しようとする試みなど
があったが、分子メカニズムはほとんど分か
っていなかった。また、ビスフェノール AF
などの新世代ビスフェノールについても、そ
れらの受容体応答性や毒性を分子レベルで
解析した報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
⑴	
 内分泌撹乱化学物質・ビスフェノールＡ
の低用量作用が懸念されるなか、我々は特異
的ターゲット受容体としてエストロゲン関
連受容体γ型（ERRγ）を世界に先駆けて発
見し、報告した。そして、ビスフェノールＡ
が胎児(仔)期の脳神経成長に影響する可能性
を突き止めた。本研究ではまず、こうしたビ
スフェノールＡの低用量作用の分子メカニ
ズム解明を目的とする。 
 
⑵	
 一方、ビスフェノールＡの代替としてビ
スフェノール AFなどが次々と開発され、生
産量が急増している。こうしたなか、これら
新世代ビスフェノール類の内分泌撹乱作用
が強く心配されている。我々は、例えば、ビ
スフェノール AFがエストロゲン受容体α型
（ERα）にはアゴニスト、β型（ERβ）には
アンタゴニストとして強力に働くことを発
見した。そこで、本研究ではこうした新世代
ビスフェノールの核内受容体を介したシグ
ナル毒性、内分泌撹乱作用の分子メカニズム
解明をも目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法 
研究に重要な新発見や解析結果をもたらし
た主要な研究方法について、以下に列挙する。	
 
	
 
⑴	
 マウス胎仔脳 ERRγの ChIP-Seq解析：ビ
スフェノールＡの特異的受容体 ERRγの
ChIP-Seq 解析をマウス胎仔脳について実施
し、約 7,500の DNA 領域を同定。マウス核
内受容体全 49 種のうち、ERRγを含めて
ERRγの転写制御を受けている 27種、受けて
いない 22種を明らかとした。 
 
⑵	
 マウス核内受容体遺伝子（mRNA）の解
析：ERRγの転写制御を受ける核内受容体の
mRNAを解析したところ、突然変異や遺伝子

挿入や欠失の有るものと、無いものがあった
ため、全 49 種について配列構造を解析。同
様に全 49種について、mRNA発現量につい
て胎仔日齢 12.5~18.5を一日毎に解析。	
 
	
 
⑶	
 マウスに対するビスフェノールＡ暴露の
実験と仔マウスの歩行活動観察、及び解析：
BPA 暴露マウスの母親マウスから産まれた
仔マウスの雌雄について、活動量を ACTIMO
自発運動量測定装置で 16 週齢まで間断なく
測定。	
 
	
 
⑷	
 視交叉上核の神経ペプチド遺伝子の解
析：低活動症状のマウスについて視交叉上核
SCN に存在する概日リズム伝達の神経ペプ
チド７種の遺伝子解析を実施。mRNA発現量、
突然変異、選択的スプライシング、選択的ポ
リアデニレーション等を精査。 
 
⑸	
 ショウジョウバエに対するビスフェノー
ルＡ暴露の実験と歩行活動観察、及び解析：
BPA暴露ショウジョウバエについて、活動量
を行動観察装置 DAMシステムで測定。ラン
ダムに交配、あるいは多動性症状ハエどうし
を交配し、継代飼育し、全世代を解析。	
 
	
 
⑹	
 多動性症状の原因となる時計遺伝子のビ
スフェノールＡ暴露の影響解析：ショウジョ
ウバエには朝方時計細胞と夕方時計細胞が
あり、それぞれに存在する時計遺伝子、そし
て、概日リズム伝達の神経ペプチド、及びそ
の受容体の遺伝子解析を実施。さらに、BPA
食餌ハエにおける DNA メチル化量の変化を
測定し、解析。 
	
 
⑺	
 ショウジョウバエ株化神経細胞 BG2-c6
のビスフェノールＡ暴露の影響解析の実施。 
 
⑻	
 ハロゲン含有の新世代ビスフェノールＡ
誘導体のエストロゲン受容体応答の分子メ
カニズム解析の実施。	
 
	
 
⑼	
 ビスフェノールＡのエストロゲン様活性
の分子メカニズム解析：BPAが結合するエス
トロゲン受容体 ER と BPA が結合しない
ERR や SF1 などの高い構成活性を持つ自発
活性化型核内受容体の協働作用について
CV-1細胞で分子科学的な詳細解析の実施。 
 
⑽	
 細胞内オルガネラ膜に存在する環境化学
物質受容体の探索：シグナル毒性を発現する
化学物質の受容体として GPCR と核内受容
体がクローズアップされているが、細胞内に
はリン脂質二重膜をもつ小器官・オルガネラ



 

がいくつも存在し、そこには多くのタンパク
質が存在する。細胞膜を調製するときに、こ
れらのオルガネラ膜も一緒に混在するので、
これを利用して探索する。 
	
 
４．研究成果 
	
 本研究の特色の一つは、BPA食餌・暴
露についてホ乳類・マウスと、ヒト遺伝
子の最良のモデルであるショウジョウ
バエについて並列的に、あるいはどちら
かを先行・パイロット実験として実施し、
その結果をお互いにフィードバックし
ながら相補的に解析を進めていること
である。これまでに明らかとなった主な
研究成果は以下の通りである。	
 
	
 
⑴ 	
 ビスフェノール暴露によるマウスとシ
ョウジョウバエ活動への異なる悪影
響：BPA暴露がマウスでは低活動性症状、
ショウジョウバエでは多動性症状を引
き起こすことが明らかになった。特に、
マウスではこれまで多動性、低活動性と
報告が混乱していたが、16週齢にまで及
ぶ長期間のBPA暴露と活動量測定により
「低活動性症状」であることが証明され
た。一方、ショウジョウバエへの主たる
影響は明らかに多動性症状であり、動物
種間の違いが存在することが明らかに
された。	
 
	
 なお、ショウジョウバエのごく少数に
低活動性症状が見られ、マウスの一部に
は多動性症状が見られた。	
 
	
 
⑵	
 マウスの核内受容体mRNA遺伝子の
解析：マウスの核内受容体全49種につい
て配列構造を解析したところ、図１に示
すように可能な突然変異のすべての種
類が存在することが初めて判明した。こ
れは、DNAに対してメチル化などを引き
起こす化学種がBPAから産生しているこ
とを示唆する。突然変異の80％は3’UTR
の塩基で起っており、翻訳領域（19％）、
5’UTR（1％）より圧倒的に多く、何らか
の構造的な理由があると考えられる。  
	
 ERRγの制御下に有る無しに関わらず、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
マウス核内受容体49種について、突然変
異、遺伝子挿入や欠失の有るものと、無
いものがあった結果は、ERRγの発現時期
に依存する可能性があると考えられた
ため、マウス核内受容体mRNAの発現時
期を網羅的に調べた。その結果、緩い相
関があることが判明した。BPAのERRγ
への結合に関してさらに精査が必要な
事態となった。  
	
 BPAはERRγへ誘導適合的に結合する
ため、ERRγのリガンド結合ポケット中の
BPAはかなり窮屈な状態にある。このた
め、例えば、ラジカル分解が起こり、メ
チル化剤、被メチル化剤が発生。これら
によりランダムな変異が誘起される等
が想定された。これらについては現在、
さらに詳細に検討中である。  
 
⑶  雌雄で異なる概日性神経ペプチド遺伝
子が誘導するビスフェノールＡ暴露マウス
における低活動性症状：低活動性症状、特
に暗期における顕著な低活動が証明さ
れたBPA暴露マウスについて、その原因
を探るべく、歩行活動リズムを発振する
時計中枢・視交叉上核に存在する時計遺
伝子、即ち概日リズム伝達の神経ペプチ
ド、及びその受容体遺伝子について解析
した。その結果、オスではNMU、VIP、
メスではAVP、GRP、NMSの発現量が
変化することが判明した。ニューロメデ
ィンＵ（NMU）については、未報告の
スプライシングバリアントが存在する
こと、そして、それらの発現様式がBPA
暴露によって変化することが判明した。
アルギニンバソプレシン（AVP）につい
ても、BPA暴露がこうした選択的スプラ
イシングの異同を誘導することが明ら
かとなった。こうして、BPA暴露によっ
て概日リズム伝達に関与する神経ペプ
チド遺伝子に異常が起こり、行動に影
響を及ぼしている可能性がある。  
 
⑷	
 ビスフェノールＡ食餌ショウジョウ
バエが示す多動性症状と時計遺伝子発
現パターンの変化：野生型、明期多動性
症状、明期暗期多動性症状ハエについて、
リアルタイムPCRにより遺伝子の発現
量を解析・比較した。その結果、BPA食
餌・暴露により時計遺伝子の発現リズム
が乱れていることが判明した。次に、神
経ペプチド、シグナル伝達経路で働くタ
ンパク質について検討した。朝方時計細
胞で発現する神経ペプチドPDFとその
受容体PDFR、PDFRの刺激を受けて発
現するタンパク質UPD、そして、夕方時
計細胞で発現する神経ペプチドITPにつ
いて、野生型と明期多動性ハエで比較し

図１. マウス核内受容体全 mRNA 遺伝子に
発見された突然変異の出現頻度. 



 

た。その結果、PDFRとUPDのmRNA発
現量増加が起こり、活動異常になったと
理解された。一方、明期暗期多動性ハエ
では、PDFとITPのmRNA発現量が減少
し、活動異常の原因はまだ不明である。 
	
 次に、BPAのDNAメチル化への影響
について調べた。ゲノムDNAに含まれ
るメチル化シトシンの量を抗体により
定量・比較した。オスとメスでは差違
があり、オスでは野生型、明期多動性、
明期暗期多動性の順にDNAメチル化
量が増加するものの、メスでは有意な
影響は見られなかった。  
	
 以上の結果は、BPA暴露がDNAメチル
化量を増加させ、時計遺伝子mRNAの発
現量を変化させたと思われる。そして、
PDF受容体と下流シグナル系が変化す
ることにより明期多動性症状が引き起
こされ、一方、神経ペプチドPDFとITP
が減少したことにより明期暗期多動性
症状が誘起されたと考えられた。  
 
⑸	
 ショウジョウバエ株化神経細胞BG2- 
c6のビスフェノールＡ暴露の影響解
析：ショウジョウバエ終齢幼虫の脳組織
から樹立された株化神経細胞BG2-c6は、
エクジソン刺激で神経突起を伸長する
ことから、神経細胞のエクジソンシグナ
ルカスケードの解析に利用できる。まず、
BPA暴露の影響を神経突起伸長につい
て調べたところ、有意に阻害することが
明らかとなった。  
	
 次いで、エクジソン刺激BG2-c6細胞の遺
伝子発現に、BPAが与える影響を調べた。
サブトラクティブハイブリダイゼーション法と
次世代シークエンシングを組合せて、発現
が亢進する遺伝子と低下する遺伝子を探索
した。その結果、 singed遺伝子の発現が
BPA暴露により有意に抑制されること
が判明した。 
	
 
⑹	
 ハロゲン含有の新世代ビスフェノー
ルのエストロゲン受容体応答の分子メ
カニズム：ビスフェノールAFは、エス
トロゲン受容体α型（ERα）にはアゴニ
スト、β型（ERβ）にはアンタゴニスト
として働く。ビスフェノールＣのトリク
ロロメチル誘導体であるHPTEも同じ
応答を示す。この受容体応答には、ビス
フェノールを構成する中央の sp3炭素原
子に結合するハロゲン化メチル基が受
容体ERとの結合に決定的な役割を果た
す。受容体とハロゲン結合を形成すると
思われるこれら数種類の誘導体を化学
合成し、アッセイより実証した。	
 
	
 アゴニスト↔アンタゴニストの機能変
換、即ち、α型（ERα）においてアンタ
ゴニスト、β型（ERβ）でアゴニストと

なるように受容体の改変を試みた。その
結果、ERα↔ERβにおけるリガンド結合
ポケット内部だけのアミノ酸変異では
機能変換は成らず、分子表面を構成する
アミノ酸残基の変異が必要なことが明
らかとなった。このことは、ERにおいて
は、リガンド結合に際して分子表面での
相互作用がアゴニストとアンタゴニス
トの機能発現に必須なことを示してお
り、コアクチベータとの相互作用、ある
いはＮ端AF-1とＣ端AF-2間の相互作用
にビスフェノールAFなどが影響を及ぼ
しているものと推定されるに至った。	
 
	
 
⑺ビスフェノールＡのエストロゲン様活性
の分子メカニズム：エストロゲン受容体 ER
に非常に弱くしか結合しない BPAが、強い
エストロゲン様活性を示す原因が、エストロ
ゲン関連受容体 ERR（ERRα、及び ERRγ）
との協働作用であることを明らかとした。図
２に示すように、ER に ERR を共発現させ
ると、ER単独の場合に比較して活性が大き
く増強され、低用量で高活性となる。この際、
① BPAは ERR に結合する必要がなく、ER
に弱いながら結合すればよい。実際、BPA
は ERRαにまったく結合しないが、活性増強
は極めて顕著である。また、② ERRは DNA
に結合する必要はない。これは、DNA 結合
ドメインの構造を壊しても同様の活性増強
が得られること、さらに、ERR のリガンド
結合ドメインだけでも活性増強を示すこと
から証明された。そして、③ ERRにはその
高い構成活性が必須なことが判明した。これ
らの事実は、自発活性化型核内受容体 ERR
がリガンド活性化型核内受容体 ER に対し
て、介添え的な協働作用をし、大きな活性増
強をもたらしていることを意味する。 
	
 ER と ERR は実際、多くの組織、細胞で
共 存 し て お り 、 所 謂 ク ロ ス ト ー ク
(cross-talk)が予想されてきた。しかし、因
子が次々にシグナルを受け渡しながら他の
経路とも影響し合うクロストークとは異な
り、ER が活性発現する現場で起こる ERR
との協働作用が活性増強をもたらしている 

 
 
図２. ERα と ERRγ 共発現でのレポータ
ーアッセイにおける活性増強. BPAの低
用量効果を示す一つの証左と思われる. 



 

 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
事実は、これまで報告されたことない、新奇
な分子機構である。	
 
	
 ER と共発現している自発活性化型核内受
容体は他にもある。ERRでなくても協働作用
するものがあると思われたので探索した。そ
して、実際にステロイド産生組織の発達やス
テロイド生合成の調節に関わる核内受容体
SF-1にもERαに対するERR同様な協働作用
が証明された。 
	
 ERと自発活性化型核内受容体 ERR、ある
いはSF-1との協働作用によるBPAの活性増
強は、BPAの低用量効果を説明する分子機構
の一つである可能性が強い。協働作用の実体
がどのようなものかの解析は今後の課題で
ある。また、天然エストロゲン E2 でも同様
な活性増強が見られ、どのように調節されて
いるのかも今後の課題である。 
	
 
⑻	
 細胞内オルガネラ膜受容体への影響解
析：ビスフェノールＡ誘導体が、小胞体膜に
存在する受容体タンパク質に結合すること
が初めて判明した。化学物質のシグナル毒性
が、核内受容体や細胞膜受容体だけでなく、
細胞内オルガネラの膜タンパク質一般に及
ぶ可能性が実証された。	
 
	
 
⑼	
 ビスフェノールが結合する核内受容
体の探索：環境化学物質がシグナル毒性
を及ぼす標的として核内受容体が注目さ
れるなか、我々は受容体結合試験、コン
ホメーション変化センシング抗体法など
を逐次開発してきた。そして、探索試験
において国際的に有数の研究室になった。	
 
	
 
	
 本研究においては、内泌撹乱化学物質・ビ
スフェノールＡ（BPA）や、その代替、特に
ハロゲンを含む新世代ビスフェノールにつ
いて、核内受容体を介したシグナル毒性、低
用量効果、内分泌撹乱作用の分子機構の解明
に取組んだ。その結果、① BPA 暴露がマウ
スでは主として低活動性症状、ショウジョウ
バエでは多動性症状を引き起こすこと。そし
て、② これらの異常活動は、概日リズム伝
達の神経ペプチド時計遺伝子の異常に伴う
悪影響として同定されたこと。③ 時計遺伝
子の異常は DNA の異常メチル化に端を発す
る可能性があり、これは BPA の核内受容体

ERRγへの適合誘導的な結合と分子開裂が関
与している可能性のあること。④ BPA の強
いエストロゲン様活性は、自発活性化型核内
受容体の協働作用による低用量効果として
同定されたこと。そして、⑤ ビスフェノー
ル AFのエストロゲン受容体応答の差違は、
コアクチベータを含めた分子間相互作用の
差違によること、などが明らかとなった。分
子レベルでの BPA の低用量効果が示された
のは世界で初めてのことであり、今後はさら
にその詳細な分子機構の解明が期待される。	
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