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研究成果の概要（和文）：代表者らはビスフェノールＡ(BPA)やレスベラトロール(RES)が低酸素

応答を阻害することを明らかにしている。また BPA は甲状腺ホルモン応答を促進した。一方、

代表者らは BPA がプロテインジスルフィドイソメラーゼ(PDI)と結合することを明らかにして

いる。本研究においては甲状腺ホルモン受容体の活性が Ref-1を介して PDIのレドックス制御

を受けていることを解明した。Ref-1は本来低酸素感受性因子 HIF-1還元活性化因子として発

見されたものである。この成果はポリフェノールが PDI の活性阻害を介して、核内因子の活性

に影響を与えている可能性を示すものである。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that polyphenols such as bisphenol A (BPA) and 
resveratrol (RES) inhibited the hypoxic response of the cells (Hep3B cells) and that 
BPA enhanced the T3-response of the cells (GH3 cells).  However, the mechanism of 
these phenomena was not still understood.  We already found that BPA bounds to protein 
disulfide isomerase (PDI) and inhibits its activity. In this study, we found that 
PDI regulated the redox state of T3 receptor via Ref-1 which was originally found 
as redox factor of HIF-1, the key regulator of hypoxic response. These findings 
suggest that PDI regulates the redox states of nucleus factors and poly phenol may 
affect the activation of nucleus factors by inhibition of PDI. 
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１．研究開始当初の背景 

ビスフェノールやノニルフェノールのよ
うないわゆる内分泌かく乱物質やレスベラ
トロールに代表される植物性ポリフェノー

ルは、我々のからだに対して様々な影響を及
ぼすと考えられる。内分泌かく乱物質は、文
字通りホルモン様の作用を持ち、生体に悪影
響を与えるが、植物性のポリフェノールは抗
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癌作用や抗肥満作用など、有用な作用が報告
されている。同じフェノール性の化合物であ
りながら、このように作用が異なるのは、こ
れらがターゲットとしているタンパク質因
子が異なるためであると考えられる。一方、
代表者は当時これらのフェノール性化合物
のターゲット因子として、(1)コラーゲンの
プロリン残基水酸化酵素のβサブユニット
やシャペロンとして働いているプロテイン
ジスルフィドイソメラーゼ（PDI）(2)発癌に
関わる Ah受容体 (3)低酸素応答や血管系形
成に関わる低酸素感受性因子（HIF）(4)分化
や一次神経系形成に関わる Notch signal を
明らかにしている。そこで当該研究では、フ
ェノール性化合物が、これらの因子とどのよ
うに相互作用するのか、そのメカニズムを分
子レベルで解析することを目的とした。 
 

２．研究の目的 

体によくないとされるビスフェノール A
（BPA）と体によいとされるレスベラトロー
ル（RES）は代表者の研究では、両化合物と
も低酸素応答阻害及び、アフリカツメガエル
胚の発生に影響を及ぼす事が示された。一方、
BPAは酸化ストレス感受性因子であるNrf2を
誘導するが、逆に RESはこの因子を抑制する。
代表者らは BPAが PDIに結合してその活性を
阻害することを明らかにしているが RESにそ
の作用はない。以上の事実から、本研究では、
これらのフェノール化合物およびその誘導
体が、どのように PDIの活性を阻害するのか。
さらには PDI,HIF,Nrf2 シグナリングの解析
とこれらの化合物がこれらのシグナリング
にどのような影響を与えるのかを明らかに
し、フェノール性化合物の生体への影響の分
子機構を解明することを目的とする。 
 

３．研究の方法 

各タンパク質因子のｃDNA の単離と大腸菌で
の発現精製、抗体の作成と培養細胞での過剰
発現 
ヒト HIF-1, Nrf2, Siah2 のｃDNAはヒト肝
癌細胞 Hep3B RNA から RT-PCR によって単離
した。ラット PDI,Ref-1,TRのｃDNAはラット
肝臓または GH3細胞から RT-PCRで単離した。 
そして、培養ヒト細胞での過剰発現のために、
pcDNA、大腸菌での発現精製のために pQE ま
たは pET に導入した。大腸菌による発現は
IPTG誘導により行った。発現したタンパク質
は Ni-NTA アガロースで精製した。精製した
タンパク質を用いてウサギで抗体を作製し
た。ヒト培養細胞での過剰発現は G418 で選
択を行った。 
Biacoreによる相互作用解析 
BPA と PDI やその誘導類似タンパク質の相互
作用解析は表面プラズモン解析装置 Biacore
を用いて行った。CM5 chip の表面に BPA誘

導体を固定し、アナライトとして PDIまたは
PDI及びその類似タンパク質を用いた。 
RNaseを用いたイソメラーゼ活性の測定法 
PDIのイソメラーゼ活性は RNaseを用いて測
定した。まず、RNaseを DTTとグアニジン存
在化に変性した。変性 RNaseと PDIを反応さ
せ、リフォールディングされた RNaseの活性
を基質である cCMPから CMPへの変換で測定
した。 
 
４．研究成果 

BPA が PDI に結合して、イソメラーゼ活性
を阻害することは既に述べた通りであるが、
PDI のどの部位に結合し、どのような機構で
活性を阻害するのかを検討した。PDIは a,b, 
b’, a’, cの 5個のドメインからなり、aと a’
ドメインに CGHC の配列を持つイソメラーゼ
活性中心が存在する。まずこれらを ab, b’a’c, 
a, b, b’, a’cフラグメントに分けて大腸菌で
発現精製して BPAとの結合性を Biacoreで検
討した(図１)。その結果、ab, b’a’c, a, b’ の

フラグメントに BPA結合性が見られた。この
ことから結合には a と b’が重要であると考
えられた。次に ab, b’, a’c, a, b, b’, a’, abb’a’, 
のフラグメントを発現精製して BPAによるイ
ソメラーゼ活性阻害を調べた(図２)。このう

ち a と a’ドメインを含んでいるものに活性
が見られたが、b’ドメインを含むものにの
み、BPA による活性阻害が見られた。このこ



とから、BPA が PDI の b’ドメインに結合す
ることで、そのイソメラーゼ活性を阻害して
いることが明らかになった。さらに、aと b’
の間には可変性領域があり、基質が b’に結
合するのを調節しているが、b’に BPA が結
合することで、この動きが制限され、基質が
b’に結合できなくなり、阻害反応が起こる
ことを解明した。 
 

PDI の新規機能と BPA の甲状腺ホルモンかく
乱機構 
ラットの脳下垂体由来細胞 GH3は甲状腺ホル
モン T3に応答して成長ホルモン(GH)を分泌
する細胞で、この細胞を利用して甲状腺ホル
モン応答機能を解析した。GH3細胞に T3を添
加すると顕著な GH分泌が見られたが、同様
に BPAを添加しても GHの分泌は見られず、
BPAの T3様の作用は弱いと考えられた。しか
し、T3を添加して GHの分泌が見られる状態
で BPAを添加すると GH分泌の促進が観察さ
れた。一方、この細胞に PDI過剰発現すると
T3による GH発現は抑制された。PDIは BPA
のみならず、T3と結合することが知られ、代
表者らは T3と BPAの結合部位が同一である
ことも明らかにしている。ところで、PDIを
過剰発現すると T3応答が低下することは以
前から知られ、これは T3が PDIにトラップ
されて、甲状腺ホルモン受容体に結合できな
くなることによる PDI甲状腺ホルモンリザー
バー説が報告されている。代表者らの本研究
によって T3及び BPAの PDIへの結合部位が
明らかになったことで、上記のメカニズムを
検討した。まず、GH3細胞に様々な PDI変異
体を発現して、甲状腺ホルモンの応答を GH
の発現で調べた。変異体としてはイソメラー
ゼ活性中心の変異体である C/A Mt,及び BPA
が結合するそれぞれのドメイン欠損体 a,  
b’である。その結果、 b’では過剰発現す
ると GH3細胞の T3応答に顕著な低下がみら
れた。一方でa, C/A Mtでは低下が軽微であ
った。このことから、これまで、PDIを過剰
発現すると甲状腺ホルモン応答が低下する
原因は PDIに T3が結合してその細胞内の濃
度が低下するためと考えられてきたが、T3の
結合部位を除去したb’でも過剰発現で T3
応答に影響があることから、上記の説は否定
された。一方、PDIのイソメラーゼ活性中心
を除去した C/A Mtの過剰発現では影響が軽
微であることから、甲状腺ホルモン受容体の
活性には PDIのイソメラーゼ活性が必要であ
ることが証明された。 
  そこで、次に細胞の酸化状態、還元状態
がどのように甲状腺ホルモン受容体の活性
に影響を及ぼしているかについて検討した。
まずチオール基の酸化剤である diamideや過
酸化水素を添加して T3 応答を検討したとこ
ろ、低下がみられ、チオールの酸化は T3 応

答を低下させることが明らかになった。それ
に対して還元剤である DTTの添加は影響を与
えなかった。そこで核内因子を酸化還元して
いる因子を検索したところ、Ref-1 の可能性
が示唆された。Ref-1 は本来低酸素感受性因
子 HIF-1を還元活性化する因子として見い
だされたものである。このことから Ref-1が
甲状腺ホルモン受容体 TR を還元活性化して
いる可能性が示唆された。そこで、まず、GH3
細胞に Ref-1 を過剰発現した。すると、GH3
細胞における T3 応答が増加した。一方で
Ref-1 の活性中心である６４番目のシステイ
ン残基をセリン残基に変換した変異体 C64S 
Ref-1 では全く効果は見られなかった。すな
わち Ref-1 による TR の還元が活性化にかか
わっていることが示された。 
 
BPA 誘導体による低酸素応答阻害とその化学
構造 
BPA は内分泌かく乱物質として報告され、エ
ストロゲンや甲状腺ホルモンのかく乱作用
が疑われている。動物実験においては妊娠し
た母マウスに BPAを与えると、生まれてきた
仔に多動性などの異常が現れると報告され、
BPA の脳への影響が懸念されている。代表者
らは BPAの脳への影響を明らかにするために
先に述べたように BPAのアフィニティーカラ
ムを作製し、ラット脳から結合因子として
PDI を精製した。PDI のイソメラーゼ活性は
RNase を用いて簡単に測定することができる。
PDI のイソメラーゼ活性は BPA の添加によっ
て阻害された。まず、PDI と BPA との結合に
おいて BPAのどの構造が必要なのかを検討し
た。ジメチル BPA、2,2-ジフェニルプロパン、
BPE、 BPF について検討した結果、前者二つ
すなわちフェノール基を持たないものは、
PDI との結合性もなく、また阻害活性も見ら
れなかった。一方、フェノール基をメチルで
ブロックしても低酸素応答阻害効果は変わ
らず、PBE や PBF で阻害効果が低下すること
から、BPA について低酸素応答阻害には BPA
の中心部のメチル基の疎水性が重要である
が、PDI との結合にはフェノール基が重要で
あることが明らかとなった(図 3,4)。 
 
低酸素応答と酸化ストレス応答のクロスト
ーク及びフェノール化合物による阻害の相
違 
虚血・再灌流は酸化ストレスを引き起こす典
型的な例である。虚血すなわち血流が遮断さ
れ低酸素状態となり、再灌流によって血流が
再開されるとそこで酸化ストレスが引き起
こされる。このように生体では低酸素状態と
酸化ストレス状態が連続して起こる。すなわ
ち低酸素状態で引き起こされる遺伝子発現
の変化が次の酸化ストレス状態を変化させ
る。そこで、酸化ストレス応答の鍵因子であ



る Nrf2が低酸素下でどのように変化するの
かを調べたところ、低酸素状態で顕著な低下
が見られた。そして、さらに検討の結果、こ
の低下の原因が Siah2というユビキチンリガ
ーゼであることが明らかとなった。Nrf2は低
酸素下ではリン酸化され、Keap1による分解
が阻害されているが、Siah2はリン酸化され
た Nrf2も分解でき、しかも低酸素によって
誘導されることで Nrf2の代謝が亢進するこ
とが明らかとなった。 
生体の酸化ストレス応答にはいくつかの

パスが知られているが、活性酸素などラジカ
ルによって活性化される keap1-Nrf2 はその
典型的なものでヘムオキシゲナーゼなどの
抗酸化因子を誘導する。すなわち、通常の状
態では Nrf2 は Keap1 によって補足されユビ
キチン化されプロテアゾーム系で分解され
ているが、活性酸素が発生する様な酸化スト
レス下において、活性酸素は Keap1の構造を
変化させ Nrf2 を解放して、これは様々な抗
酸化因子の誘導に関わる。BPAは Nrf2の発現
を誘導した。これは細胞に BPAを投与すると
NOが発生することから、これが Keap1を不活
性化するためと考えられる。一方、RESは Nrf2
の発現量を低下させた。この理由は明らかで
ないが、おそらく RESの抗酸化作用によるも
のと考えられる(図５)。 
 

 

まとめ 
本研究によって低酸素応答因子 HIF-1のみ

ならず甲状腺ホルモン受容体 TR が Ref-1 に
よって還元され活性化することが明らかに
なり、さらに Ref-1は PDIによって酸化され
ることが明らかになった。一方、申請者らは
BPA のようなポリフェノールが PDI の活性を
阻害することを明らかにしているので、BPA
のような物質が PDIを介することで、核内受
容体には直接作用しないで、間接的に影響を
与えている新たなメカニズムを提唱する(図
６)。 
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