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研究成果の概要（和文）：プラスチック原料のビスフェノールAは、ごく微量の暴露での悪影響が懸念される有
害環境化学物質でもある。こうした化学物質の標的は、細胞核内に存在し、遺伝子の転写を制御する核内受容体
であると考えられている。これまでに我々は、核内受容体の一つである女性ホルモン受容体が、他の核内受容体
と共存することで、ビスフェノールAによる活性が増強される協働作用を見出した。そこで本研究では、この分
子機構の解明を目指して研究を展開し、ビスフェノールA以外にも女性ホルモン受容体に結合する新世代ビスフ
ェノールが複数あることなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Bisphenol A is a raw material of polycarbonate and epoxy resins. This 
chemical is also known as a harmful environmental chemical, which shows adverse effects even at low 
doses. The target molecules of environmental chemicals are thought to be nuclear receptors which 
control gene transcriptions. We have found that the transcriptional activity of an estrogen 
receptor, which belongs to nuclear receptors, are synergistically increased by co-expression with 
other nuclear receptors. The aim of this study is to clarify the molecular mechanisms underlying the
 synergistic effect on transcriptional activity. Finally, we found that several next generation 
bisphenols bind to the estrogen receptor stronger than bisphenol A. 

研究分野：生物化学、受容体科学、リスクサイエンス

キーワード： 発現制御　生体分子　生理活性　受容体科学　分子認識　人体有害物質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現代社会においては、さまざまな化学物質が環境中に放出されている。これらの環境化学物質の安全性の評価
は、社会・国民の健康生活にきわめて重要である。現在、有害環境化学物質ビスフェノールAが示す、ごく微量
の暴露で悪影響をおよぼす低用量効果は、未解明の課題となっている。本研究では、この解明の端緒として、核
内受容体が複数存在することによる活性増強効果の分子機構の解明を目指し、有意義な研究成果を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 女性ホルモン・エストロゲンの受容体（ER）が発見された当初は、ER はひとつしかないと思
われていた。これは、細胞核内で遺伝子の転写を制御する核内受容体である。一方で、一部の組
織ではエストロゲンと同様の作用を示すが、その他の組織では作用を阻害する薬剤が見出され
た。これらの薬剤は、分子メカニズムは不明なまま「選択的エストロゲン調節薬（SERM）」とし
て臨床に使用された。その後、ERbの発見により、この分子メカニズムを説明できると期待され
た。しかし、α型もβ型もほぼ同様の応答性を示したため、SERM について、その理解はさらに
混乱した。現在も SERM の詳細な分子メカニズムは不明なままである。 
 ところで、ビスフェノールＡ（BPA）は低用量で胎児・乳幼児の脳神経系へ悪影響を及ぼすと
懸念される内分泌撹乱物質でもある。1990 年代後半より、マウスなどの実験動物で低用量のビ
スフェノール A（BPA）が示す毒性が指摘され、現在でも未解決のままとなっている。2008 年、
米国厚生省所轄・国家毒性プログラム（NTP）は、低用量 BPA が示すシグナル毒性について、乳
幼児等の神経や行動に悪影響を及ぼす懸念を報告し、詳しい検討を要請した。現在、国内外では、
このシグナル毒性が BPA の代謝産物の影響である可能性についての研究や、BPA が結合する ER
の組織特異的な発現や機能がないかなどを調べる研究が実施されている。しかし、今なお、解決
していない。さらに、BPA の代替となるビスフェノールの類縁体、すなわち新世代ビスフェノー
ルについても、それらの核内受容体応答の特性や、受容体を介した毒性の詳細な報告はほとんど
ない。 
 
２．研究の目的 
 
 申請者らはこれまでに、BPA の特異的な結合受容体として、エストロゲン受容体と名前はよく
似るが全く別の核内受容体であるエストロゲン関連受容体γ型（ERRg）を発見した。さらに、BPA
が示す ERαに対する弱い活性が、ERαと ERRγの共存で増強される協働作用に気が付いた。本研
究の目的は、ERRγや ERRαによる ERα活性増強の協働作用機構を、生化学をはじめとする様々
な観点から解明することである。そのために、ビスフェノール Aの代替として使われる、ビスフ
ェノールと類似構造を持つ新世代ビスフェノールに注目し、それらについても解析する。これら
により、BPA や新世代ビスフェノールの毒性の分子機構解明に繋がると期待される。 
 
３．研究の方法 
 
(1) プラスミド作成 
 ERαと ERRγ の全長、リガンド結合部位、DNA 結合部位の DNA 配列について、ヒト腎臓 cDNA
よりポリメラーゼ連鎖反応により増幅して作製した。得られた産物をクローニングベクター
pBlueScriptII SK+に導入し、全長の配列を確認した。ERβ、ERRα、ERRβのクローンについて
は、OriGene 社より購入し、同様に全長の配列を確認した。また、リガンド結合部位および DNA
結合部位の DNA 配列を、これらを鋳型に作製した。得られたクローンを、リガンド結合部位につ
いては大腸菌のおける発現ベクターpGEX6P-1 と、哺乳類培養細胞における発現ベクター
pcDNA3.1 にサブクローニングして発現プラスミドを作成した。さらに、Two-hybrid 試験のため
に発現ベクターpFN10A と pFN11A にサブクローニングして発現プラスミドを作成した。また、協
働作用機構を示すエストロゲン応答配列について詳細に解析するために、応答配列がならぶ塩
基数を 7から 25 bp まで変えたレポータープラスミドも作製した。 
 
(2) 細胞培養 
 常法に従い、10％血清添加のイーグル MEM 細胞培養培地を用いて、ヒト子宮頸癌由来の細胞
である HeLa 細胞およびアフリカミドリザル腎臓 CV-1細胞を培養した。培養に用いた血清は、
デキストラン被膜活性炭処理により、内在性の低分子化合物を取り除いて用いた。 
 
(3) 放射リガンド競合結合試験 
 ビスフェノール A およびそれらの
類縁体である新世代ビスフェノール
の核内受容体に対する結合能は、ト
リチウム標識エストラジオール
（[3H]E2）およびトリチウム標識ビス
フェノール A（[3H]BPA）の受容体結
合を阻害する能力で評価した[図１]。
評価する一連の化学物質をトリチウ
ム標識リガンドと発現したタンパク
質溶液と供にbinding buffer中で混
合し、インキュベートした。遊離のト
リチウム標識リガンドは 図１. 放射リガンド競合結合試験の原理 



デキストラン被膜活性炭により取り除いた。化学物質の IC50 値（[3H]BPAm などの受容体結合を
50%阻害する値）は統計計算プログラム Prism により算出した。 
 
(4) レポーター遺伝子試験 
 ヒト子宮頸癌由来の細胞である HeLa 細胞に、核内受容体の発現プラスミドを導入し、一過性
の強制発現を行った。その際、核内受容体の活性を検出するために、核内受容体活性化により発
現が促進されるルシフェラーゼ系のレポータープラスミドを用いた。細胞への発現プラスミド
の導入には、lipofectamineLTX とプラス試薬を用いた。24 時間後、種々の濃度で化学物質を曝
露した。さらに 24 時間後、ルシフェラーゼ活性を測定し、化学物質による核内受容体の活性へ
の影響を評価した。 
 
(5) 分子モデリング 
 ビスフェノール A および新世代ビスフェノールと ERαの結合構造について、統合計算化学シ
プラットフォーム（MOE）を用いてドッキングシミュレーションを実施した。ドッキングシミュ
レーションに用いる座標として、ケンブリッジ結晶構造データベースおよびタンパク質構造デ
ータベース PDB の座標を用いた。データベースに登録されていない化合物の座標については、計
算プログラム Gaussian により構造最適化を行い作成した。 
 
(6) バイオインフォマティックス解析 
 現在登録されているヒトゲノム情報から、ERαや ERRγ などが結合できるエストロゲン応答
配列の新規な存在領域を得るために、エストロゲン応答配列の存在部位を解析した。エストロゲ
ン応答配列としては、典型的なエストロゲン応答配列を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) BPA と類似構造をもつ新世代ビスフェノールの結合スクリーニング 
 これまでに、BPA が示す ERRγによる ERα
活性増強の協働作用機構について、BPA が ER
αに結合して誘導されることを示す結果を
得ている。そこで、協働作用機構解明の端緒
として、BPA 類似構造をもつ化合物について、
ERαに結合できるものが他にもあり解析実
験のツールとなりうるかを明らかにするた
めに、結合スクリーニングを行った。結合ス
クリーニング試験には、[3H]E2 および[3H]BPA
を用いた放射リガンド競合結合試験を実施
した。スクリーニングには、約 200 化合物の
ビスフェノール類似化合物を用いた。その結
果、[3H]BPA の ERαに対する結合は弱く、ス
クリーニングで有用な情報が得られなかっ
た。一方で、[3H]E2 をもちいた結合スクリー
ニングでは、70化合物が結合した。それらの
化合物のなかでも 16 のビスフェノール骨格
を持つ新世代ビスフェノールは、BPA よりも
ERαに強く結合するという非常に興味深い
成果を得た[表 1]。これらには、ベンゼン環
を 3つ持つビスフェノール誘導体、いわば三
環系ビスフェノールが含まれていた。これは、
三環系ビスフェノールが ERαに結合できる
ことを示した、世界初の成果であった。 
 
(2) ERRγと ERαの哺乳類培養細胞内における相互作用部位の解析 

 ERRγおよび ERRαによる ERα活性増強の協働作用機構については、これまでに、ERRγは DNA

に直接結合する必要がないこと、すなわち、リガンド結合部位が存在すれば、ERα活性増強が見

られることが判明している。そこで、ERRγのリガンド結合部位が、ERαと直接結合するのか、

間接的にほかの分子を介して結合するのかを見積もるために、two-hybrid試験によりERαとERR

γのリガンド結合部位およびそのほか N端側との相互作用を解析した。その結果、リガンド依存

的に、相互作用が弱くなる、という想定外の成果が得られた。 

 

  

表１. ERαに結合すると判明した化合物 



(3) エストロゲン応答配列の連結塩基数を変えた ERRγによる ERα活性増強の協働作用解析 

 ERRγおよび ERRαによる ERα活性増強の協働作用機構については、これまでに、エストロゲ

ン応答配列が複数必要であるということが判明している。しかも、3つ並んで存在する場合が一

番増強効果が高い。そこで、これらを繋ぐ塩基数により、活性増強効果が異なるのかを解析し、

活性増強に DNA 配列がどのように関連するのかを解析した。7-25 bpまで変化させたところ、比

較的短い 10 bp 前後で一番増強効果が高かった。同じ数のエストロゲン応答配列があるにも関

わらず、増強効果に差異があることから、ERαが DNA に結合する配向が活性増強に関与すると考

えられた。 

 

 さらに、これらの転写活性化能の評価試験に用いている DNA 配列は、人工的な配列であるた

め、ゲノム中にこれらに類似する配列を見出すために検索を行った。ERαが結合するエストロゲ

ン応答配列は、一つのみの配列ではなく、多様性がある。これらを勘案して検索した。その結果、

きわめて多数の配列がヒットし、絞り込むには到らなかった。 

 

(4) スクリーニングで得られたERαに結合する化合物の活性試験 

 ERαに BPA よりも強く結合することが判明した化合物について、レポーター遺伝子試験によ

り、それらの活性評価を行った。ほとんどの化合物が ERαの転写を促進するアゴニスト活性を

示した。一方で、一連のベンゼン環を 3つ持つビスフェノール誘導体、すなわち三環系ビスフェ

ノールは、ほとんど転写活性を示さなかった。そこで、これらが天然ホルモンであるエストロゲ

ンによる ERαの転写を阻害する、アンタゴニスト活性を示すのではないか、と考えた。そこで、

アンタゴニスト活性について評価したところ、確かに三環系ビスフェノールにはアンタゴニス

ト活性があることが判明した。これは、三環系ビスフェノールは ERαのアンタゴニストである

という世界初の成果であった。 

 

(5) ERαに結合する新世代ビスフェノール類のドッキングシミュレーション 

 三環系ビスフェノールがアンタゴニスト活性を

示す要因を解明するために、統合計算化学プラット

フォーム MOE を用いてドッキングシミュレーショ

ンを行った。アンタゴニスト活性を示した 4つの三

環系ビスフェノールについて、活性型の ERαとの

ドッキングを試みたところ、確かに活性型の構造に

は当てはまらないと考えられた。そこで、活性型の

ERαに対して、天然ホルモンであるエストロゲンが

結合する部位に結合した場合の、バーチャルな結合

構造を作成した。これらの構造を用いて、ERαが三

環系ビスフェノールと結合した場合の不活性型の

構造を予測した。その結果、活性化に必要な第 12番

目のαヘリックス自体ではなく、その一つ前の第11

番目のαヘリックスの根元にぶつかることで、第12

番目のαヘリックスの配向を変えることが、三環系

ビスフェノールがアンタゴニスト活性を示す分子

機構であると判明した[図２]。 

 

 このように、本課題研究では、ERRγおよび ERRαによる ERα活性増強の協働作用機構につい

て、その分子メカニズムに繋がると期待される有用な実験結果を得た。さらに、世界で初めて ER

αと三環系ビスフェノールが結合すると見出すなど、大変有意義な研究成果を得た。 

 

図２. ERαと三環系ビスフェノールの 

仮想結合構造 
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