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研究成果の概要（和文）：近年増加している神経発達障害の原因の1つが，環境中／食物・飲料中の微量な合成化学物
質であることが明らかとなりつつある。本研究では，それら微量化学物質の標的分子の1つである核内受容体ERR（α，
β，γ）の神経／内分泌機能を解析した。生殖機能を制御する視床下部領域にはエストロゲン受容体ERαが豊富に存在
するが，ERRα，β，γの全てが当領域に発現していた。また，ERRβはERαの可動性を低下させ，転写を抑制すること
が分かった。ERRγは新生仔期の視床網様核や黒質網様部に特に強く発現していた。以上より，ERRは生殖内分泌機能の
調節や感覚・運動制御に関わる神経機能の発達に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent epidemiological studies suggest that the environmental concomitants such as
 phenols, dioxins, or organochloride pesticides are associated with neurodevelopmental disability includin
g LD, ADHD and autism. The present study tried to elucidate the neurological and endocrinological function
 of ERR (alpha, beta, gamma) that is one of target molecules for those compounds. It was revealed that all
 the subtypes of ERRs were expressed in several hypothalamic areas (AVPV, MPOA, VMH) which are crucial for
 reproductive endocrine function under the control of estrogen receptor (ER) alpha. Molecular studies indi
cated that ERRbeta reduces the subnuclear mobility of ERalpha and represses its transactivity on the estro
gen-response element. ERRgamma was strongly expressed in reticular thalamic nucleus and substantia nigra r
eticular part of neonatal rat. These results suggest that ERRs contribute to the regulation of neuroendocr
ine function and the development of sensorimotor control in the brain.
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１．研究開始当初の背景 
近年，学習障害（LD），注意欠陥多動性障

害（ADHD），自閉症といった神経発達障害を
疑われる児童が急増している 1,2)。原因として，
環境中に放出あるいは食品・飲料中に溶出さ
れた合成化学物質の胎児・新生児期暴露が疑
われている。近年の疫学的調査からも，環境
中の微量化学物質の血中濃度と神経発達障
害との相関性が明らかにされている 2)。胎
児・新生児期は血液脳関門が未発達であるた
め，母体や母乳に含まれる外来化学物質が胎
児・新生児の脳にまで達する。加えて，胎児・
新生児は生理活性物質に対する感受性が非
常に高く，成体における無毒性量あるいは最
小毒性量以下の曝露量であっても正常な発
達が影響され，更に，その影響が成長後まで
不可逆的に残存することが明らかとなって
いる 3-5)。神経発達期の影響が成長後の長期に
まで及ぶメカニズムとして，ヒストンのアセ
チル化／脱アセチル化を介した遺伝子サイ
レンシング機構が挙げられる。フェノール類，
ダイオキシン類，PCB 類，有機塩素系農薬な
ど，内分泌攪乱作用を有する化学物質のうち
いくつかは，エストロゲン関連受容体 
(estrogen-related receptor: ERR) と強く結合す
る。ERR は 3 つのサブタイプ α，β，γ を有す
るリガンド非依存的な転写調節因子であり，
p300/CBP と協働したヒストン修飾を介して
遺伝子発現の調節を行うことから，胎児・新
生児期に ERR の転写調節が攪乱されるとそ
の影響が成長後にも及ぶ可能性がある。しか
しながら，現在の所，ERR の脳機能やその神
経発達障害との関連性は明らかとなってい
ない。 
 
２．研究の目的 

ERR の脳機能について，神経内分泌学的な
観点から明らかにすると共に，発達神経障害
との関連性について検証することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
1) 脳における ERR の発現／局在解析 

ERR の脳機能について基礎的知見を得る
ため，ラット脳を用いたおよび RT-PCR 法お
よび免疫組織学法により，ERR の各サブタイ
プの発現および局在を解析した。また，新生
仔ラットと成熟ラットで発現状態を比較し
た。 
 
2) ERR のライブセル・イメージング 
 ERR との結合が知られる化学物質に対す
る ERR の反応を解析するため，ラット組織よ
りクローニングした各サブタイプの ERR を
蛍光標識し，COS-1 細胞に発現させ，化学物
質を添加した際の細胞内動態を解析した。ま
た，ERR の神経内分泌機能について基礎的知
見を得るため，エストロゲン受容体 (ERα) 
と ERR を共発現させた際の動態についても
解析した。 

 
3) 相互作用ドメインの同定 
 方法(2) により ERα と ERRβ が細胞内で相
互作用を起こすことが示されたため，相互作
用ドメインを同定するため，ERRβ の各ドメ
インを欠失させた変異体を作製し，ライブセ
ル・イメージングおよび共免疫沈降法 (coIP) 
を行った。 
 
4) ERR のエストロゲンシグナルへの関与 
 ERR(α，β，γ) のエストロゲンシグナルへ
の作用を明らかにするため，各サブタイプの
ERR と ERα を共発現させ，エストロゲン応
答配列 (estrogen response element: ERE) に対
する転写活性を Luciferase Assay により解析
した。更に，エストロゲン感受性の MCF-7
細胞株に ERR を発現させた際の増殖活性の
変化を解析した。 
 
４．研究成果 
1) 脳における ERR の発現／局在解析 
①RT-PCR 
 8－10 週齢ラットの大脳皮質，視索前野，
および間脳より抽出した Total RNA より
RT-PCR を行い，ERR の発現を確認した所，
全てのサブタイプの発現が認められた。いず
れの部位においても，ERRγ は，α や β 型より
も比較的強く発現する傾向が見られた。続い
て，ERR のエストロゲンシグナルへの関与を
想定し，8－10 週齢雌雄ラットを用いて ERα
リッチな脳領域 (AVPV, MPOA, BNST, Arc, 
VMH) のパンチアウト組織を用いて RT-PCR
を行った。その結果，いずれのサブタイプの
ERR も全ての領域で発現が認められた。
ERRγ は α や β 型と比べ比較的強い発現が認
められた。出生翌日の新生仔ラットにおいて
も，同様にパンチアウトを行い，ERR の発現
状態を RT-PCR により確認した。その結果，
成ラットと同様全てのサブタイプの ERR が
いずれの領域においても発現していたが，
ERRβ については AVPV において雄の方が雌
よりも強く発現する傾向が認められた。
MPOA，BNST，Arc，VMH については，ERRβ
発現は雌雄共に比較的弱かった。ERRα およ
び γ については，部位間あるいは雌雄間に明
瞭な差は認められなかった。以上より，いず
れのサブタイプの ERR もエストロゲン依存
的な脳機能に関与する可能性が考えられた
が，特に，ERRβ は ERα と協働して脳の性差
形成や生殖内分泌系の形成に関与している
ことが示唆された。 
 
②免疫組織化学 
 RT-PCR により ERRγ の脳における発現が
比較的豊富に認められたため，抗 ERRγ 抗体
を用いた免疫組織化学法により，雄の新生仔
および成熟ラット脳を用いて ERRγ の局在を
解析した。その結果，上記 ERα リッチな脳領
域の他，線条体，淡蒼球，内側中隔核，視床
網様核，不確帯，乳頭体核，脚間核，黒質網



様部などに発現が認められた。特に，視床網
様核には強い染色性を示す細胞体が高い密
度で確認された。また，黒質網様部や視床網
様核などの領域では，成熟個体よりも新生仔
の方が強く発現していた。 

ERRγ は ERα を発現する領域としない領域
の両方に認められたことから，ERRγ はエス
トロゲン依存的な機能とエストロゲン非依
存的な機能の両方に関与する可能性が考え
られた。また，視床網様核や黒質網様部とい
った感覚／運動制御に関与する領域におい
ては，新生児期において顕著な発現を示した
ことから，ERRγ は感覚や運動制御の神経機
能発達に関与していることが示唆された。更
に，発達期の曝露により多動が誘発されるビ
スフェノール A などは ERRγ と強く結合する
ことから，ビスフェノール A による成長後の
行動変調が上記の ERRγ 発現部位の機能発達
不全に起因する可能性が考えられた。 
 
2) ERR のライブセル・イメージング 
合成エストロゲンである diethylstilbestrol 

(DES) は ERR と結合し，その転写機能を抑
制する。DES の ERR を介した作用機構を明
らかにするため，蛍光標識した各サブタイプ
の ERR (YFP-ERR) を COS-1 細胞に発現させ，
ライブセル・イメージングを行った。その結
果，DES を加えるといずれのサブタイプの
ERR も核内で顆粒状の発現様式を呈し，中で
も γ 型は核外への移行が認められた。また，
FRAP 解析により，いずれのサブタイプの
ERR も DES 添加後に核内における可動性が
減少することが明らかとなった。以上より，
DESはERRと核内構造体 (核マトリクス) へ
の結合を促進し，可動性を低下させることで
その転写を抑制することが示唆された。 
 続いて，ERR のエストロゲン作用について
分子機構を明らかにするため，蛍光標識した
ERα (CFP-ERα) と各サブタイプの YFP-ERR
を用い，ライブセル・イメージングを行った。
各サブタイプの YFP-ERR を単独で発現させ
た場合，17β-estradiol (E2) を添加しても発現
様式に変化は認められなかった。一方，
CFP-ERα と YFP-ERR を共発現させた場合，
ERR のうち β 型のみが E2 添加後に核内で
ERαと重なる顆粒状の蛍光像を示した。更に，
FRAP 解析および coIP により，ERRβ は ERα
と相互作用を起こして ERα の可動性を低下
させることが明らかとなった。 
 
3) 相互作用ドメインの同定 
 方法 2) より，ERRβ が ERα と相互作用す
ることが示されたので，相互作用するドメイ
ンの同定を行った。ERRβのN-terminal domain 
(NTD), DNA-binding domain (DBD), または
Ligand-binding domain (LBD) の欠失させた変
異体を YFP の下流に連結した融合タンパク
を COS-1 細胞に ERα と共発現させた後，ラ
イブセル・イメージングおよび coIP を行った。
その結果，ERRβ の ERα との相互作用ドメイ

ンは NTD であることが明らかとなった。 
 
4) ERR のエストロゲンシグナルへの関与 
 ERE-driven Luciferase reporter construct を用
い，ERα による転写機能への ERR の関与を
解析した所，ERR のうち β 型のみが ERα に
よる転写活性を有意に低下させた。また，
ERRβをERα陽性乳癌細胞株MCF-7に発現さ
せると，発現させなかった場合と比較して増
殖が有意に抑制された。 
以上 2－4) の解析より，ERRβ は ERα の可

動性を低下させることでその転写を抑制し，
エストロゲン依存的な細胞機能を調節する
ことが示された。 
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