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研究成果の概要（和文）：ビスフェノール A による PDI の SNO 化の可能性を検討した結果、24
時間の曝露によって SNO-PDI の量が増加することが明らかになった。また、ビスフェノール A
による PDI の SNO 化は T3 の存在下でのみ促進されることが明らかとなった。さらに、T3 は

NOS の発現量を誘導することによって NO の産生量を増加させるが、ビスフェノール A は PDI
に直接作用することにより、NO の増加に伴い SNO 化を促進することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the S-nitrosylation of PDI by bisphenol A in GH3 cells.  
S-nitrosylated PDI (SNO-PDI) was increased by 24h-treatment of bisphenol A in the presence of T3, 
although not increased by T3 only.   
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
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１．研究開始当初の背景 

近年、内分泌かく乱化学物質による脳神経系

発達への影響が懸念されている。内分泌かく

乱化学物質として知られるビスフェノール A
は、マウスの胎仔期、新生仔期における曝露

によって、脳の発達や機能に異常をきたし、

様々な行動習性に影響を及ぼす事が明らか

にされている。しかしながら、その作用機序

については不明である。我々は最近、ビスフ

ェノール A をリガンドにしたアフィニティ

ークロマトグラフィーによって、ビスフェノ

ール A の特異的結合タンパク質をラット脳

から単離・精製した。そして、アミノ酸配列

解析の結果から、本タンパク質がタンパク質

ジスルフィドイソメラーゼ（PDI）であるこ

とを明らかにした。PDI はタンパク質のジス

ルフィド結合の形成、還元、異性化を行うこ

とが知られており、新生タンパク質の正しい

フォールディングに必要不可欠な酵素であ



る。また、PDI はプロリン水酸化酵素の β サ

ブユニットであるほか、分子シャペロンとし

ての機能を有しており、「多機能タンパク質」

として知られている。さらに、PDI は甲状腺

ホルモン（T3）を結合する事から、ホルモン

リザーバーとしての機能が示唆されている

が、その生理機能は不明である。T3は PDI に
結合するだけでなく、イソメラーゼ活性を阻

害することから、T3は細胞内においてイソメ

ラーゼ活性の制御に関わっている可能性が

考えられる。ラットおよびヒト由来リコンビ

ナント PDI を用いた検討からは、ビスフェノ

ール A は PDI の T3結合を競合的に阻害し、

イソメラーゼ活性を抑制する事が分かった。

さらに、T3依存的に成長ホルモンを産生する

GH3 細胞で PDI を過剰発現させると、成長ホ

ルモン産生が抑制される事を明らかにした。

またこの抑制は翻訳後修飾の段階で起こる

ことがわかった。一方、最近の報告では、脳

神経細胞内で産生された NO によって PDI の
ニトロシル化がおこり、イソメラーゼ活性が

阻害された結果、フォールディング異常タン

パク質の蓄積により神経変性が引き起こさ

れることが報告されている。さらに、パーキ

ンソン病やアルツハイマー病患者の脳神経

細胞ではS-ニトロシル化PDI量の増加がみら

れ、in vivo における PDI の活性阻害と脳神経

系の異常との関連性が示唆されている。その

為、ビスフェノール A による PDI への影響が

フォールディング異常タンパク質の蓄積を

もたらし、脳神経系の発達に影響を及ぼして

いる可能性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
代表者らはこれまで、内分泌かく乱化学物質

としての作用が示唆されている約 20 種類の

環境化学物質について検討をおこない、水酸

化ポリ塩化ビフェニルやノニルフェノール

等も T3 結合やイソメラーゼ活性を阻害する

事を示し、T3結合阻害とイソメラーゼ活性阻

害には構造-阻害相関があることを報告した。 
以上の事から、PDI のリガンド結合とイソメ

ラーゼ活性抑制との間には PDIの構造変化な

ど、何らかの相互作用があることが考えられ

る。しかしながら、T3あるいはビスフェノー

ル A の結合部位は明らかにされておらず、ま

たリガンド結合とイソメラーゼ活性の調節

機能に関する知見は得られていない。 
そこで本研究では、PDI におけるリガンドの

結合部位の特定を行い、また、結晶構造解析

を行う事によって T3やビスフェノール A、ハ

ロゲン化ビスフェノール A などのリガンド

存在下での構造変化を検討し、ビスフェノー

ル A をはじめとする内分泌かく乱化学物質

による PDIへの作用メカニズムを解明するこ

とを目的として検討を行った。さらに、内分

泌かく乱化学物質によるPDIのS-ニトロシル

化を検討することによって、環境化学物質が

及ぼす脳神経系への影響を明らかにするこ

とを目的として行った。 
これまで、ビスフェノール A による内分泌か

く乱作用機序に関しては、エストロゲン受容

体やアンドロゲン受容体などの性ホルモン

受容体に対する作用に研究・論議の焦点が絞

られているが、性ホルモン受容体を介した機

序と、脳神経系に及ぼす作用との間には大き

な隔たりがある。本研究では PDI を内分泌か

く乱化学物質の標的タンパク質として捉え

る点が独創的である。近年、ビスフェノール

A やポリ塩化ビフェニルなどによる核内甲状

腺ホルモン受容体に対する作用が報告され

ており、甲状腺ホルモン作用を介した作用機

序が示されている。PDI は甲状腺ホルモンで

ある T3と結合するが、その生理的意義につい

ては不明であり、生体内分子が直接 PDI に結

合することによって活性が調節される事は

知られていない。リガンド結合による PDI の
構造変化および活性変化に着目した点が本

研究の特色である。本研究では、機能解析と

構造解析の両面からアプローチすることに

より、内分泌かく乱化学物質の PDI を介して

作用する生体への影響を明らかにすること

を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(１) ビスフェノール A 結合ドメインの同定 
PDI は a, b, b’, a’, c ドメインからなり、チオ

レドキシン様ドメインである a および a’にそ

れぞれ一カ所ずつの活性部位（-CGHC-）をも

つ。ビスフェノール A および T3がいずれの

ドメインに結合するのかを明らかにするた

め、表面プラズモン共鳴法（SPR 法）により

検討を行った。チップに固定化するリガンド

に A ビスフェノール A を用い、またアナライ

トにはラット由来 PDIをヒスチジン融合タン

パク質としてドメイン単位で大腸菌内発現

させ、Ni-NTA カラムクロマトグラフィーに

より精製を行ったタンパク質を用いた。また、

ビスフェノール A はそのままでは固定化に

用いることができないため、ビスフェノール

A-アミン誘導体（図１）を合成し、アミンカ

ップリング方を用いて CM5 センサーチップ

に固定化した。 
 
 



図１ ビスフェノール A—アミン誘導体の化学構造式 

 
（２）ビスフェノール A による PDI の S-ニ
トロシル化の検討 
ラット下垂体由来細胞である GH3 細胞は、

T3依存的に成長ホルモン（GH）を産生・分

泌する。GH3 細胞の培養液中にビスフェノー

ル A を添加し、24 時間後に細胞を回収した。

S-ニトロシル化 PDI の検出は、ビオチンスイ

ッチ法により行った。また、T3の影響を検討

するため、GH3 細胞を甲状腺ホルモン欠乏培

地（Td 培地）にて 48 時間培養した後、新し

く Td 培地に交換し、薬剤の添加を行った。

培地中のNO産生量の定量はGriess assay法に

より行い、NO synthase (NOS) mRNA 発現量の

定量は RT-PCR 法により行った。 
 
 
４．研究成果 
(１) ビスフェノール A 結合ドメインの同定 
ビスフェノールAに対するPDIの各ドメイン

の結合性を SPR 法によって検討したところ、

PDI 全長、a ドメイン、b’ドメインにおいて

結合性が確認された。 
また、ab ドメイン、b’a’c ドメインをもちい

て、イソメラーゼ活性におけるビスフェノー

ル A の阻害性を検討したところ、ab ドメイ

ン、b’a’c ドメインの両方においてイソメラー

ゼ活性が見られたものの、ビスフェノール A
による阻害は、b’a’c ドメインにおいてのみ見

られた。これらの結果は、T3においても同様

であった。 
以上のことから、ビスフェノール A 或いは

T3は b’ドメインに結合することによってイ

ソメラーゼ活性に影響を及ぼしていること

が明らかとなった。 
（２）ビスフェノール A による PDI の S-ニ
トロシル化の検討 

まず、NO供与体であるS-ニトロソシステイ

ン（SNOC）をGH3細胞に添加したところ、

SNOCの濃度依存的に細胞内のS-ニトロシル

化PDI（SNO-PDI）の量が増加していることが

確認された。次に、ビスフェノールAをGH3
細胞に曝露し、同様にSNO-PDIの検出を行っ

たところ、ビスフェノールAによってSNO-PDI

の量が増加することが明らかになった。しか

しながら、培地中からT3を除去すると、ビス

フェノールAによるSNO-PDIの増加は見られ

なかった。すなわち、T3の存在下でのみ、ビ

スフェノールAによるPDIのS-ニトロシル化

が促進されることが明らかとなった。そこで、

T3及びビスフェノールAによるNOSの活性化

を検討したところ、T3もしくはビスフェノー

ルAの存在下ではNO合成酵素（NOS）mRNA
の発現誘導が見られたが、T3とビスフェノー

ルAの共曝露によるNOS mRNA発現量の増加

はみられなかった。また、NO産生量について

は、T3存在下においてNOの産生量が増加した

が、ビスフェノールA曝露によるNO産生量へ

の影響は見られなかった。この事から、T3は

GH3細胞においてNOSの発現量を誘導するこ

とによってNOの産生量を増加させるが、ビス

フェノールAはPDIに直接作用することによ

り、NOの増加に伴いS-ニトロシル化を促進す

ることが示唆された。一方、幾つかのビスフ

ェノールA誘導体を用いた検討から、PDIのS-
ニトロシル化には、少なくとも2つのフェノー

ル基が必要であることが明らかとなった。今

後は、ビスフェノールAによるPDIのS-ニトロ

シル化の分子機構を明らかにすることによっ

て、環境化学物質による脳神経系への作用が

明らかになることが期待される。 
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