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研究成果の概要（和文）：エストロゲン関連受容体α型（ERRα）をおよびエストロゲン関連受
容体γ型（ERRγ）をエストロゲン受容体α型（ERα）と共発現することにより、女性ホルモン
17β-エストラジオールの活性が増強されることが初めて明らかとなった。そこで、細胞内で発

現した後に自然にダイマー形成する「強制ダイマー」をそれぞれ作製して解析したところ、こ

の活性増強は、ERαと ERRαのホモダイマー同士が相互作用することに由来すると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：This study revealed that the activity of  bisphenol A mediated 
through the estrogen receptor α (ERα) is increased with coexpression of either 
estrogen-related receptor α (ERRα) or estrogen-related receptor γ (ERRγ).  We newly made 
several series of plasmids to express dimer receptors of ERRα and ERRγ to analyze the 
activity of ERα.  The results indicated that the activity enhancement is due to the 
interaction between ERα homodimer αnd ERRα homodimer.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 本研究に関連する国内・国外の研究動向 

 BPAは、1891年にロシアのDianinによ初めて
フェノール誘導体として合成され、1905年に
はドイツのZinkeによる合成法の改良で、ア
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セトンとフェノールから簡単に合成できる
ようになった化学物質である。BPAは、高分
子ポリカーボネートプラスチックの原料と
して幅広く使用されており、身の回りに非常
に多く存在する一方、代表的な内分泌かく乱
物質としても知られていた。つまり、BPAを
原料としたプラスチックには、高分子化され
ずに残留するBPA単量体が極微量ながら存在
し、これを取り除くことが困難であり、その
漏出が問題になったわけである。さらに、1990
年代後半より、マウスなど実験動物で、ビス
フェノールAの「低用量効果」が指摘された。
「低用量効果」とは、BPAが規制値（2.5~3.0 
ppm）よりはるかに低い量で生体の組織や行
動に重大な影響を及ぼすことである。これを
受け、2000年には米国厚生省所轄National 
Toxicolgy Program(NTP) が Endocrine 
Disruptors Low-Dose Peer Reviewを行った。
この調査では、低用量効果は一部では認定さ
れ、一部では否定されたため、統合的には認
定されなかった。しかし近年、マウスの脳の
性分化や行動の異常など、ビスフェノールA
の多様な低用量効果が相次いで報告され、こ
の発現機構解明は緊要の課題となっている。 
 
(2) 着想に至った経緯 
 
 研究開始当初の国内外の研究潮流は、ビス
フェノールAがエストロゲン受容体（ER）に直
接結合することにより低用量効果を説明しよ
うとするものであった。ERの遺伝子転写機能
発現には、転写共役因子（コアクチベータ）
とERの相互作用が必要である。したがって、
ビスフェノールAがERに結合し、コアクチベー
タとの相互作用に差異が生じないか？ 等を
調べる研究が行なわれていた。しかし、ビス
フェノールAはERにほとんど結合しない。こう
したなか、申請者らは、ビスフェノールAはERR
γにきわめて強く結合することを発見した。
これ以降、次第に、多くの研究者がERRγを念頭
に置いた研究に方向転換するようになった。 
 申請者らは、さらに、変異受容体を用いた
結合試験、ビスフェノール A/ERRγ複合体の
X 線結晶構造解析にも成功し、多くのフェノ
ール類が ERRγに結合するなど、次々に新事
実を明らかにしていた。こうして、結合メカ
ニズムに関する知見は進んだが、何故、ビス
フェノール A が ERRγに結合すると低用量効
果が生じるか？ は未解明のままであった。
こうした過程で、申請者は ERRγ の結晶構造
解析に取り組む中で、ERRγ が二量体（ダイ
マー）として得られることに気付き、ERRγ
は自身のみならず ER ともダイマーを形成し
て機能し、ビスフェノール A は ERRγ と結合
して間接的に ER の活性を調節するのではな
いだろうかと考えた。 
 

２．研究の目的 
 
 「１．研究開始当初の背景」で述べた通り、
当時、国際的に注目される内分泌撹乱物質問
題の最大の課題は、「ビスフェノール Aの『低
用量効果』の解明」であった。低用量効果と
は、規制値よりもはるかに低い濃度のビスフ
ェノール A が、前立腺肥大や攻撃的な〝キレ
る〟マウスなど、エストロゲン様の内分泌撹
乱作用を示すことを意味する。「ビスフェノ
ール A が ERRγに結合する」という新発見に
より、生理機能未知の核内受容体 ERRγ が、
低用量効果に関与すると疑われ始めたが、そ
の機構は不明のままであった。一方で、ERR
γは、エストロゲン受容体（ estrogen 
receptor: ER）とヘテロダイマーを形成する
と示唆された。そこで、申請者は、ERRγ が
ER とヘテロダイマー化し、この ERRγ にビス
フェノール A が結合することで、相手の ER
に影響して ER の活性を調節するのではない
かと思い至った。この解析には、ERRγ-ER ヘ
テロダイマーを自在に調製することが必須
である。申請者は、ごく最近、ERRγ と ER を
タンデム（直列）に繋ぎ、強制的にダイマー
にする「強制ダイマー法」に成功した。 
 本研究の目的は、この「強制ダイマー法」
でヘテロダイマーの機能解析を行い、ビスフ
ェノール Aの ERRγ を介した低用量効果発現
メカニズムを分子レベルで解明することで
ある。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 発現プラスミド作成 
 
 ヒト腎臓 cDNA より ERRα、ERRβ、ERRγを
ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）により増幅し
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。配列確認の後、それぞれのプラス
ミドを適切な制限酵素で消化の後、発現ベク
ターpcDNA3.1 に導入した。強制ダイマー発現
のための発現プラスミド作成に、① ERαと
ERRαを直繋ぎにしたもの、② ERαと ERRα
の間に FLAG エピトープタグをいれたもの、
の２種類を作成した。FLAG は、スペーサーと
しての役割と、発現確認のための２通りの役
割を期待して導入した。 
 
(2) 細胞培養 
 
 常法に従い、10％血清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)ウサギ網状赤血球による無細胞発現系 
 
 ERRγと ERαが直接繋がっている発現ベク
ターを用いて、ウサギ網状赤血球によるタン
パク質発現を行った。本発現系を用いる利点
は、これまでの申請者らの研究により、発現
タンパク質の精製を必要とせずに、発現溶液
をそのまま用いて放射リガンド受容体結合
試験が、できる点である。結合試験の結果、
直接つないだ ERαと ERRγが、それぞれ E2 お
よびビスフェノール Aに対する結合能を保持
していることが確認された。 
 
(4) 放射リガンド競合結合試験 
 
 一連の環境ホルモン候補物質の ERRγ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。評価する一連の化学物質
をトリチウム標識リガンドとウサギ網状赤
血球で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]BPA 受容体結合を 50%阻害す
る値）はプログラムALLFIT により算出した。 
 
(5) 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、ERRγ 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、ERRγ の活
性を検出するために、ERRγ の結合により発
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、lipofectamine2000 とプ
ラス試薬を用いた。24 時間後、任意の濃度で
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
ERRγの活性への影響を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ERRγと ERαの強制ダイマー 
 
 ERRγ-ERα の順番に繋がっているものと、
前後が逆のERα-ERRγの順で繋がっている2
つのヘテロダイマーを発現する発現プラス
ミドを構築し、さらに、ERα-ERα のホモダ
イマーを発現するプラスミドも構築した。
ERRγ-ERα を無細胞発現系であるウサギ網
状赤血球で発現し、放射標識リガンドを用い
た受容体結合試験を行った。その結果、1 nM
のエストラジオール(E2)とビスフェノール A
（BPA）のどちらにも結合した。ERαは E2 と

は結合するが、BPA とはほとんど結合しない。
また、ERRγは BPA と強く結合するが、E2 と
は結合しない。E2 と BPA の両方が ERRγ-ERα
に結合するという結果は、ERRγ と ERα は、
強制的に繋いで ERRγ-ERα としても、それ
ぞれのリガンド結合能を保持出来ることを
明確に示した。 
 さらに、ヒト子宮頸癌由来培養細胞 Hela
で発現し、E2 による転写活性を評価したとこ
ろ、ナノモル濃度（ナノは百万分の１）付近
で最大活性を示し、リガンド濃度が濃くても
薄くても、転写活性化能は低いという興味深
い実験結果が得られた。こうしたユニークな
リガンド応答性が、低用量問題に関係する可
能性があると考えられた。 
 
(2)共発現系による E2 転写活性化能解析 
 
 そこで、「強制ダイマー」の発現系で見ら
れたユニークなリガンド応答性の要因を解
明するために、ERαと ERRα、あるいは ERα
と ERRγの共発現による影響を詳細に解析し
た。さらに、ERαと ERRβの組み合わせでも
実験を行った。その結果、ERαの天然リガン
ドであるエストラジオール（E2）に由来する
ERα の転写活性が、特に ERα と ERRα の共
発現で増強されるという興味深い事実が明
らかとなった。ERα と ERRγ の共発現でも、
同様の転写活性増強が見られた。しかし、
ERαとERRβの場合には増強は観察されなか
った。これより、ERRβは ERRα や ERRγとは
異なる機能を担う可能性が推定された。 
 さらに、ERαと ERRα の共発現の存在率を
詳細に検討したところ、活性増強には、ERα
量＜ERRα 量である必要があることも判明し
た[図１]。これは、ERαと ERRα の相互作用
は１対１ではない、つまり、単純なヘテロダ
イマーの形成に由来するのではないことを
明確に示した。同様の傾向が、ERαと ERRγ
の共発現の場合でも観察された。しかし、ER
αと ERRβの共発現では、活性増強は観察さ
れなかった。多量のERRαが存在するために、
通常は相互作用しにくい ERα ホモダイマー
と ERRαが相互作用することにより、それが
異常であるが故に通常の ERα の活性型であ
るホモダイマーの寿命が延びる可能性があ
る。また、ダイマー以上の多量体、例えば、
ERαと ERRα のヘテロダイマーが、ERRαの
ホモダイマーと相互作用したテトラマーで
安定に存在する可能性も考えられる。 
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