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研究成果の概要： 
本研究は甲状腺ホルモン（TH）による脳発達の調節機構と PCB などの環境化学物質の TH 系への
作用解析を目的とした。そして動物実験と生化学的実験により，分子から個体レベルまでの解
析を目指した。動物実験では，TH 作用には ROR などの他の核内受容体や転写共役因子の発現が
必要である事，生化学的な実験で細胞内で TH 受容体（TR）とそれらの物質が複合体を作ってい
る事を明らかにした。また，PCB が TR に対し，“疑似ホルモン”ではなく，従来とは全く異な
った機構で作用している事を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
甲状腺ホルモン(TH)は脳の発達に不可欠で，
周産期の特定の臨界期に強く作用するが，臨
界期形成機構は不明である。TH は核受容体
(TR)と結合する。TR はさらに TH 依存性にさ
まざまな転写共役因子と結合し，標的遺伝子
転写を調節する。脳の TH 感受性遺伝子の大
部分は臨界期のみに THで発現が調節される。
感受性亢進の際，TH 分泌，TR や既知 TR 転写
共役因子発現は増加しない。従って，未知の
促進型 TR 転写共役因子の臨界期特異的な発

現や，抑制型因子の臨界期以前・以降の発現
の可能性がある。また，TRは全身に分布して
いるため，脳への直接的 TH 作用解析には末
梢の TH 低下の影響を排除し，脳特異的に TH
作用を阻害する必要がある。その際，遺伝子
改変動物の作製は不可欠である。 
一方，ポリ塩化ビフェニル（PCB）は，低濃
度暴露でも脳発達に影響する。PCB 作用は TH
系のかく乱であるとされ，TH 分泌低下や血中
TH 結合タンパクと TH の結合阻害等を介し，
脳発達を阻害すると考えられてきた。しかし，



 我々は PCB の作用はむしろ TR 機能を修飾し
た結果であることを報告した。また，PCB に
は膜レベルでの作用もあることも報告した。
しかし詳細な作用機構は不明である。 

（4）PCBによるTRの核内受容体の転写制御，
および神経細胞膜への作用機構の解析 
① TRを介したPCBの作用メカニズムを解析
するため，TRタンパクの各機能ドメインに変
異を加えたタンパクを作製し，PCB との結合
を解析すると共に，TR の変異がどのように
PCB による転写修飾に影響するのか，さらに
は PCB作用の神経細胞選択性に影響するのか
を解析する。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，甲状腺ホルモン（TH）の中
枢神経系における作用の解明，特に TH 作用
の臨界期形成機構を解明し，さらには中枢神
経系における環境化学物質の TH 系に及ぼす
作用メカニズムの解析を実施することであ
る。解析のため，以下の４つの具体的目標を
設定した。 

② すでに PCB や水酸化 PCB が細胞膜を脱分
極させ，L 型カルシウムチャンネルを介して
細胞内カルシウムを増加させることを確認
したが，実際の細胞膜のどこに結合するのか，
脱分極を生ずるメカニズムは何か，更にはど
のようなシグナル伝達系を動かしているの
か JNK のリン酸化，MAP kinase 系の活性化な
ど，遺伝子発現に至るまでのシグナル伝達系
の活性化機構を解析する 

（1）新規 TR 結合蛋白の同定と解析。 
（2）トランスジェニックマウスやミュータ
ントマウス・ラットを用いた TH作用の解析。 
（3）培養細胞を用いた TH による転写レベル
および膜レベルでの作用機構の解析。 
（4）PCBによるTRの核内受容体の転写制御，
および神経細胞膜への作用機構の解析  
 ４．研究成果 
３．研究の方法 （1）新規甲状腺ホルモン受容体結合蛋白の

同定と解析 （1）新規TR結合蛋白の同定と解析 
 現在まで，SYT や OVCOV1 という有力な TR
結合タンパクをクローニングした。これらの
物質の機能解析のため，in vivo 実験ではラ
ットやマウスの小脳を用い，in situ hybri- 
dization や免疫組織学的に局在を同定する。
また，in vitro 実験では転写アッセイや pull 
down 法を用いて TRやこれらの転写因子との
タンパク結合を調べ，クロマチンの修飾や
RNA ポリメラーゼの誘導など，転写プロセス
のどの機能と関連しているのか解析する。 

最も甲状腺ホルモン臨界期形成に関係して
いる可能性の高い SYT について紹介する。 
 SYT は synovial sarocma に発現するタンパ
クとして同定されたが、我々の研究により転
写因子である事が明らかになった。 
SYT の構造 

 
（2）トランスジェニックマウスやミュータ
ントマウス・ラットを用いたTH作用の解析 

  自然発症小脳失調ミュータントマウス
（staggerer），自然発症甲状腺機能低下
(rdw)ラット，トランスジェニックマウス，
を用い，遺伝子発現，細胞形態，膜レベルで
の変化，行動学的解析等統合的な解析により
発達期の TH 作用機構を調べる。具体的には 
① 小脳シナプス形成の変化を形態的に調
べる。また，TH 感受性遺伝子(神経栄養因子
群等)発現も RT-PCR 法を用いて調べる。 
②発達期 TH 欠乏の影響を，行動量，情動，
運動機能への影響を open field や Rota-rod
により行動学的に解析する。 
 
（3）培養細胞を用いたTHによる転写レベル
および膜レベルでの作用機構の解析。 

 
 レポーター転写アッセイを用いて TR を介
する転写に及ぼす脳内の転写共役因子の作
用を解析する。さらに TR や転写共役因子と
GFP（green fluorescent protein）キメラタ
ンパクを作成し TH に依存した転写因子や共
役因子の細胞内局在変化を調べる。 

SYT による TR 作用の増強 
 
SYT は発達期の脳のみに発現しており、SYT
によりこの時期の甲状腺ホルモン感受性が
調節されている可能性が明らかになった。 
 これ以外の新規転写共役因子についても，



OVCOV1 は小脳プルキンエ細胞に発現し，TR
を介する転写を抑制する事，また CoAA は広
く中枢神経系に発現し，TRを介する転写を促
進する事を明らかにした（投稿準備中）。 
 
（2）トランスジェニックマウスやミュータ
ントマウス・ラットを用いたTH作用の解析 
最も解析の進んだ staggerer(sg)マウスのデ
ータを紹介する。 
 Sgは核内受容体 ROR・に変異のあるミュー
タントマウスで、甲状腺機能は正常であるが
プルキンエ細胞発達異常など甲状腺機能低
下動物に類似した表現型を示す。この原因を
解析するため，BDNF や NT3 などの甲状腺ホル
モン標的遺伝子の発現パターンを甲状腺機
能低下マウスと比較した。 
 

上の図で示したように sg マウスは甲状腺

ような類似性を示したのかさら

優位に増強した。ROR は多くの神経細胞で

異のある rdwラッ

転写レベル

トについて解析を行った。現在まだ解析中で
あるが，新奇環境下で行動に変化がある事，
また，脳内カテコルアミン含有量に変化があ
る事が明らかになりつつある。 
 
（3）培養細胞を用いたTHによる
および膜レベルでの作用機構の解析。 

リガ

る。図 Bで示したように甲状腺ホルモン非

トロ系で

TRと転写共役因子SRC-1との新たな結合部位
の同定について紹介する。TR と SRC-1 は
ンド依存性にTRのC-末端のAF-2領域に結合
すると考えられてきた。しかし我々の研究に
よりリガンド非存在下でも TR の N 末端に結
合しており，リガンドと結合した際速やかに
C 末端に結合できるような準備状態にある事
がわかった。Mammalian two hybrid アッセイ
により解析した結果を下に示す。 
 

 
機能が正常であるにも関わらず、甲状腺機能
低下ラットと類似の遺伝子発現パターンを
示した。 
 なぜこの

A には用いた SRC−1 及び TR 断片を示した。
SRC-1 において核内結合領域を NBD で示して
い
存在下で SRC-1 の NBD-1 と TR の N 末端が結
合している事が明らかになった。 
 これ以外にも TR や関連する核内受容体の
SXR および ROR について他の核内受容体や転
写共役因子との相互作用をインビ

に解析するため，レポーターアッセイにより
TR と ROR の相互作用を解析した。 
 

解析した。これらの結果から、脳内には核内
受容体や転写因子の間のネットワークが存
在し，それぞれの受容体の機能を相互に調節
している事が明らかになった。 
 
（4）PCBによるTRの核内受容体の転写制御，
および神経細胞膜への作用機構の解析 

B には核内受容体に対する作用と神経細胞

用が

ド
した。構

PC
膜に対する作用がある。本研究ではこれらを
ここに解析した。すでに我々は TR の作
PCB により抑制される事を報告しており，今
回はこの抑制のメカニズムを解析した。 
① PCB の TR への作用部位の同定 
 上記目的のため，PCB により転写が抑制さ
れる TR と抑制されないグルココルチコイ

 図に示したように，ROR は TR を介する転写
を
TR と共発現しており、ROR が発現しているこ
とが TR の脳における作用に関して重要であ
る事が明らかになった。 
 これ以外の遺伝子改変動物では，サイログ
ロブリン遺伝子に点突然変

受容体を用いてキメラ受容体を作成
造を下に示す。 



 
これらを用いてレポーターアッセイを行っ
たところ，DNA 結合領域が TR 由来の受容体の

に転写抑制がみられた。結果を下に示す。 

）を開発

，膜の興奮性
変化させる事が先行研究で報告されてて

置を用いて

微測光を行った。結果

受性遺伝子である c-JUNタンパクの発現が
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この結果から PCBは従来考えていたような疑
似ホルモンではなく，全く異なった機序で TR
に作用する事が明らかになった。 
 この研究に関連し，タンパク-DNA 結合を迅
速に測定するためのシステム（Liquid Chemi- 
luminescent DNA Pull Down Assay
し，特許を出願した。現在商品化に向け，関
連企業と協議を重ねている。 
 
② 細胞膜における PCB の作用 
 PCB は神経制帽膜にも作用し
を
いる。そこで，我々は顕微測光装
PC12細胞におけるPCBによる細胞内カルシウ
ム変動を解析した。 
 カルシウム変動解析ははカルシウム感受
性色素 Fra2 を用い，浜松ホトニクス社の
Aquacosmos を用いて顕
を下に示す。 

 
PCB により細胞内カルシウムが増加する事が
明らかとなった。さらに，この際カルシウム
感
像介している事も明らかとなった。現在，ど
のようなカルシウムチャネルがこのカルシ
ウム変動に関与しているのか，解析中である。
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