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研究成果の概要（和文）：標記課題について甲状腺ホルモン(TH)-TH 受容体(TR)系をモデルに解

析した。先天性甲状腺機能低下ラットは新奇環境下で多動を示した。原因は TH低下で生じたβ

tubulin 発現抑制による黒質から線条体への dopamine 輸送低下だった。小脳細胞の初代培養系

では，TH により突起伸展が生じ，この作用は環境化学物質（ポリ臭素化ジフェニルエーテル PBDE

など）により抑制された。この際，PBDE は受容体-転写共役因子結合を変化させず TR 自体を DNA

から解離させることで転写を抑制した。 

 
研究成果の概要（英文）：Above-referenced theme was analyzed using thyroid hormone (TH) 
– TH receptor (TR) system as a model system. Congenital hypothyroid rat showed 
hyperactivity under novel environment.  We found that the effect is induced by disruption 
of dopamine transport due to a decreased tubulin expression, which is regulated by TH. 
In primary cerebellar culture, TH induced an increase in dendrite and neurite elongation, 
which was inhibited by environmental chemicals such as polybrominated diphenylether 
(PBDE). PBDE did not alter TR-cofactor binding.  Instead, it dissociated TR from DNA.    
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１．研究開始当初の背景 
（１）核内受容体と脳の発達 
甲状腺ホルモン(TH)受容体(TR)などの核内
受容体(NR)は，標的遺伝子の転写調節を介し
脳発達を調節する。標的遺伝子のリガンド応

答性には細胞種や発達時期による特異性が
あり，限られた臨界期に NR による発現調節
を強くうける。しかし，NR を介するホルモ
ン感受性の変化機構には不明点が多い。さら
に，NR 機能はポリ塩化ビフェニル（PCB）な
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ど環境化学物質により影響を受けるが作用
機構には不明点が多い。 
 
（２）研究代表者のこれまでの研究実績 
 応募者は，発達期げっ歯類小脳をモデルに
TR の作用機構と PCB による修飾作用を研究
してきた。そして Purkinje 細胞に発現する
retinoic acid receptor-related orphan 
receptor (ROR)αが TR 作用を修飾し，TH 感
受性を調節することや，転写共役因子(SRC-1
など)発現変化が TR の TH 感受性に関与する
ことを明らかにした。また，これらの修飾作
用が低用量 PCB で影響をうけ，TR が DNA か
ら解離することや複数の NR に同時に作用す
ることなどを報告した。 
 
（３）本研究課題に関する研究の現状 
これらの研究を通じ，ＮＲや転写共役因子間
の相互作用により，ホルモン感受性や遺伝子
発現特異性が調節されることがわかってき
ている。転写因子研究は，分子生物学的には
解析がすすんでいるが，生理機能との関連は
明らかではない。また，環境化学物質や外因
性薬物の多くが NR に作用し機能を修飾する
ことが明らかになりつつあるが作用機構に
は不明点が多い。 
 
２．研究の目的 
（１）全体的な目的 
上記の研究背景をもとに，本研究では TR を
中心に，他の NR や共役因子も研究対象とし，
中枢神経系発達におけるリガンド－NR－転
写共役因子相互作用による調節機構の解析
を目的とする。実験は動物実験，細胞生理学
的実験および分子レベルの実験を並行して
行う。 
 
（１）動物実験 
動物実験ではデータの蓄積しているげっ歯
類発達期小脳をモデルに，転写因子や共役因
子の発現を詳細に解析し，実際に標的遺伝子
DNA に結合している受容体や共役因子の同
定を目指す。そして遺伝子改変動物を用いて
これらの因子の変異による小脳発達や遺伝
子発現変化を調べる。また，また，in vivo 
microdialysis 法を用いて GABA やグルタミ
ン酸受容体関連物質の変動を調べる。 
 
（２）in vitro 実験 
In vitro 実験では，細胞の形態や NR の局在
が内因性・外因性物質でどのように変化する
か，その際，どのような共役因子が関与する
のかを経時的に解析する。NR は TR を中心に
用いるが，それ以外に脳発達に重要なオーフ
ァン受容体として RORαやステロイドや外因
性薬物の代謝に大きく関与する SXR にも注
目して実験を進める。またリガンドとしては，

TH，ステロイドなどの内因性ホルモン，コレ
ステロール，環境化学物質（PCB および臭素
化ビフェニルなど）などを用いる。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子変異動物を用いて受容体・共役
因子機能変化に伴う行動や遺伝子発現変化
を解析 
先天性甲状腺機能低下症を示す rdw ラット
や RORαが変異した staggerer マウス小脳を
用いて，標的遺伝子における発現変化や TH 
応答配列(TRE)の同定と受容体―共役因子タ
ンパク複合体の結合を解析する。また，in 
vivo microdialysis などによりホルモン環
境変化における神経伝達物質の変化を協調
運動や学習行動の変化と共に解析した。 
 
（２）培養神経細胞におけるリガンド・受容
体・転写共役因子相互作用による細胞機能変
化の解析 
神経細胞では発達段階に応じに NR や共役因
子の発現が変化するが，相互作用機構は明ら
かではない。また，発達期には神経活動依存
性に DNA の脱メチル化が起こり，遺伝子発現
が変化するが，NR 作用との関連は不明であ
る。そこで小脳培養細胞を用いて，リガン
ド・受容体・共役因子発現を変化させ，標的
遺伝子の発現，樹状突起の発達や，細胞内
Ca2+の動態，細胞膜興奮性の変化などを調べ
る。 
 
４．研究成果 
（１）動物実験 
先天性甲状腺機能低下 rdw ラットは，ホーム
ケージ内では寡動を示し，ほとんど動かない
一方，新奇環境下では多動となった。線条体
のドーパミンを測定したところ，低下してい
た。その一方で黒質のドーパミンは上昇して
いたため，ドーパミンの輸送障害が生じてい
る可能性が示唆された。TRの標的遺伝子とし
て，βtubulin があるため，発現を解析した
ところ，タンパクレベルでも発現が低下して
おり，そのためにドーパミン輸送が低下して
いる事が明らかになった。 
 また，我々は，水酸化 PCB の一部が TR を
介する転写を抑制し，神経発達を低下させる
事を分子生物学的実験で既に明らかにした
が、動物レベルでの実験は行っていなかった
ため，ラットを用いてこの点を調べた。する
と，ホームケージにおいても，新奇環境下で
も多動となる事が判り，甲状腺機能低下とは
異なる表現型となった。 
 興味ある事に，D2 ドーパミン受容体のユビ
キチン化が障害されている CIN85マウスも甲
状腺系とはことなる経路で多動を誘発する
事も明らかとなった。 
 また，THの代表的は標的遺伝子である BDNF，



NT3 およびこれらの受容体の中枢神経系にお
ける発現変化についても種々の環境刺激を
与えながら解析を進めた（発表論文参照） 
 
（２）in vitro 実験 
① NR間および NR-共役因子相互作用に関す
る実験 
動物実験により TR との相互作用により小脳
発達を促進する事を明らかにした RORについ
て，分子生物学的手法を用いて，結合部位を
同定する試みをおこなった。その結果、ROR
は DNA と直接結合せずに TR と複合体を形成
する事が明らかになった。その際，ROR のリ
ガンド結合領域が重要であるが，ある特定の
領域ではなく，広い領域が結合に関わってい
る事がわかった。 
 一方，脳発達期に脳の性分化に関与するア
ロマターゼ遺伝子のプロモーター領域に ROR
応答配列が存在する事を同定した。この配列
により，乳癌細胞では ROR 依存性にアロマタ
ーゼの発現が増加する事が明らかになった。
現在，脳におけるアロマターゼ発現と ROR と
の関係を解析している。 
 また，環境化学物質と NR との相互作用に
ついても解析を進めた。TRにおいては，臭素
化芳香族化合物を中心に解析を進め，ポリ臭
素化ジフェニルエーテルの一部が TR を介す
る転写を抑制する事，PBDE は水酸化 PCB と同
様に TR の DNA 結合領域に作用し，TR を DNA
から解離させて転写を抑制している事明ら
かにした。また，薬物代謝に関与する SXR に
おいて Acetyl tributyl citrate が SRC-1 や
TIF2 と SXR との結合を促進し，標的遺伝子
CYP3A4 の転写を促進する事も明らかとした。 
 
② 小脳初代培養細胞を用いた研究 
新生仔ラットおよびマウス小脳を用いた初
代培養系を確立した。確立した培養系は３種
類で，通常の分散培養系，顆粒細胞の凝集培
養系，およびアストロサイトの初代培養系で
ある。これらを用いて甲状腺ホルモンの作用
や環境化学物質の作用を解析した。プルキン
エ細胞や顆粒細胞には TR および共役因子の
SRC-1 が発現しているが、アストロサイトに
は TR がほとんど発現していなかった。 
 TH により，プルキンエ細胞の樹状突起の濃
度依存性伸展が生じた。この作用は時期特的
で，P0 ラットを用いた場合，培養後初期に
TH を加えれば突起伸展が生じるが、7日目以
降だと TH の効果が著明に限弱する事が明ら
かになった。一方，顆粒細胞の凝集培養系に
おいても THにより神経突起の伸展が生じた。
アストロサイトは TR は発現していないが，
THによりアクチンの重合や2型脱ヨウ素酵素
の発現抑制が生じた。 
 一方，PBDE など臭素化芳香族化合物の一部
は，プルキンエ細胞樹状突起伸展や顆粒細胞

神経突起伸展を抑制した。また，グラム陰性
菌感染により分泌されるリポ多糖がアスト
ロサイトに作用し，甲状腺ホルモン作用に拮
抗する事が明らかとなった。興味ある事に，
アストロサイトの甲状腺ホルモン作用は TR
を介せずに生じている可能性が高い事もわ
かった。 
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