
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(C)

2013～2011

ヨード状態を軸とした新生児期化学物質暴露による甲状腺ホルモン系かく乱の定量解析

Quantitative analysis of neonatal exposure to thyroid hormone disrupting chemicals

４０２４３６１２研究者番号：

藤本　成明（FUJIMOTO, Nariaki）

広島大学・原爆放射線医科学研究所・准教授

研究期間：

２３５１００７６

平成 年 月 日現在２６   ６   ５

円     4,200,000 、（間接経費） 円     1,260,000

研究成果の概要（和文）：環境中の化学物質には甲状腺ホルモンかく乱作用を有する化合物があり、その発達期におけ
る影響が危惧されている。本研究では、そのような化学物質である臭素化難燃剤の一部が、ある組織や臓器ではホルモ
ン作用物質と働く一方で、別の標的組織や別の種では、抗ホルモン作用をする可能性が示された。またラットモデルに
おいて、新生仔期での甲状腺ホルモンかく乱の影響が成体期の遺伝子発現にまで及ぶことを明らかにし、発達時期影響
の指標となることがわかった。

研究成果の概要（英文）：There have been many concerns regarding the possible adverse effects of thyroid ho
rmone-disrupting chemicals such as PBDEs. Our results suggested that thyroid hormone-disrupting actions (a
gonism of antagonism) of PBDEs differ among target tissues or species. Our in vivo studies demonstrated th
at neonatal exposure to T3 altered the expression of some hepatic genes, including TRa2 and Ugt1A1 in the 
adult stage, suggesting that neonatal exposure to thyroid hormone-disrupting chemicals may affect the gene
 expression profile of the thyroid axis in adulthood.
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１．研究開始当初の背景 
家電製品や家具を不燃化するために多量

の難燃剤-主として臭素化難燃剤-が使用さ
れている。臭素化難燃剤は、分解され難いた
め環境中に蓄積され、ヒトおよび野生生物は
それらに定常的に曝露されている。近年臭素
化難燃剤が甲状腺ホルモン系へのかく乱作
用を持つことが明らかになり、さらにヒトに
おいて日常レベルの臭素化難燃剤曝露が甲
状腺ホルモン系へ影響を与えていることが
報告された。甲状腺ホルモンは個体の成長お
よび中枢神経系構築に必須であることから、
発達期におけるかく乱の影響が危惧されて
いる。臭素化難燃剤の甲状腺ホルモン作用の
詳細を明らかにし、特に新生時期の曝露によ
る影響を把握する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、in vitroアッセイを改良して、

化学物質の甲状腺ホルモン作用を高感度に
同定し、さらに、新生時期の甲状腺ホルモン
かく乱の影響を評価する in vivo評価系を構
築することを目的とした。 
臭素化難燃剤の中のうち、体内蓄積性が懸

念されるポリ臭化ジフェニルエーテル
（PBDE）類の甲状腺ホルモン活性については、
これまでの in vitro のアッセイにおいても
報告により結果が異なり、その生物活性につ
いて一定の結論がでていない。そこで、本研
究では、高感度の甲状腺ホルモン応答性レポ
ータージーンアッセイ系を構築し、PBDE 類の
甲状腺ホルモン活性の詳細を明らかにする
ことを考えた。また、in vivo においては、
下垂体-甲状腺フィードバック系において重
要な役割を果たす肝でのホルモン代謝や受
容体動態を中心とした解析により、新生時期
での化学物質曝露影響を検索する新たな評
価系を構築することを考えた。 
 
３．研究の方法 
1) PBDE の合成 
 PBDE とその水酸化体・メトキシ体は、Marsh
他の方法により合成した。ガスクロマトグラ
フ-ＭＳにより 98%以上の純度であることを
確認した。 
2) TRE レポーターアッセイ 
 ルシフェラーゼレポーターpGL4-TRE2 は、
pGL4へダイレクトリピート型TREx2を挿入し
て作成した。甲状腺ホルモン受容体発現ベク
ターは PCR クローニングしたラット TRα,β
を pSG5 へ挿入した。ラットの下垂体細胞
MtT/E-2 および CHO 細胞に、これらのプラス
ミドをリポフェクチン法により導入し、被験
物質投与後 24 時間後に、ルシフェラーゼ活
性を測定した。 
3) TRα受容体リガンド結合領域蛋白の作成 
 サブクローニングしたリガンド結合配列
を pGEX-6P へ挿入して、大腸菌 BL-21-codon 
plus で増殖させた後、破砕し、グルタチオン
セファレースで組換え蛋白を精製した。 

4) 定量的 RT-PCR 
 細胞または動物組織からグアニジンチオシ
アネート変法により抽出した全RNAを鋳型に
ｃDNA 化後、Sybr Green による real time PCR
法により mRNA の発現レベルを測定した。内
部標準としてβactin 発現を用いた。 
5) 動物実験 
 動物実験は、広島大学動物実験委員会の承
認を得て、広島大学動物取り扱い倫理規定に
沿っておこなった。 
妊娠後期の F344 ラットを購入し、雄ラッ

ト生後 1,3,5 日目に、T3 を 0, 0.4, 4,10, 40, 
100 ng/g 体重/回で投与した。動物は８週令
で屠殺して、肝、甲状腺、下垂体の各組織を
液体窒素中で凍結して保存した。 
 
４．研究成果 
１）高感度 TRE アッセイ系構築 
改良 TREレポータージーンアッセイ系を構

成して、10-11MのT3活性を検出可能となった。
これまで一般に使われてきたアッセイ系よ
り 2桁高感度である（図 1）。このアッセイに
よりクロサンテル等の抗寄生虫剤がもつ微
弱なT3活性を検出できることが示され（図2）、
環境化学物質のアセスメントに重要な高感
度のアッセイ系が確立できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２）PBDE のアゴニズム・アンタゴニズム解析 
 PBDE の甲状腺ホルモン活性については、多
くのレポーターアッセイ系でアンタゴニス
ト活性が示される一方で、甲状腺ホルモン標

図 1 
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的である下垂体細胞の増殖や成長ホルモン
産生指標でみるとアゴニスト活性が見られ
る等、結果が一定していなかった。水酸化物
も含む一連の PBDE 類において、その甲状腺
ホルモン作用を、下垂体細胞 MtT/E-2 による
レポータージーンアッセイと、CHO 細胞を用
いたアッセイで比較検討した結果、細胞によ
りアゴニスト・アンタゴニスト活性が変更さ
れることが示された。すなわち、MtT/E-2 系
においては、高い甲状腺ホルモン受容体結合
活性をもつ 4-OH-BDE-90 等は、全く作用しな
い一方で、CHO 系ではアンタゴニスト活性が
示された。さらに、4-OH-BDE17 等は、MtT/E-2
でアゴニスト、CHO ではアンタゴニストとし
て作用した（図 3 アゴニストアッセイ、図 4
アンタゴニストアッセイ）。このことは、
MtT/E-2の甲状腺ホルモン応答性遺伝子PDXK
の発現でも再現された。したがって、PBDE の
甲状腺ホルモン「かく乱」性は、標的細胞（組
織）によりアゴニスト～アンタゴニスト活性
が変更される可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）新生仔期甲状腺ホルモン曝露の成体時期
への影響の解析 
 雄の F344 ラットに生後１～5 日で T3 投与
した結果、８週齢の下垂体甲状腺系（下垂体、
甲状腺、肝臓の組織）遺伝子発現に変化がお
こることが明らかになった（図 5）。特に、甲
状腺ホルモン受容体α2 の発現の上昇が顕著
であり、明確な指標遺伝子発現になると考え
られた。また、甲状腺ホルモン代謝酵素であ
る、UGT1A1、UGT2B の発現の上昇もみられた。
弱い甲状腺ホルモン作用をもつ化学物質（医
薬品）のアミオダロン投与においても同様の
変化が観察され、化学物質影響の指標として
の有用性が示された。 
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