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研究成果の概要（和文）：研究代表者らはBPAがPDIと結合し、その活性を阻害することを明らかにした。本研究ではBP
A, PDIが様々な生理作用、特に甲状腺ホルモン受容体（THR）をはじめとして核内因子に及ぼす影響を検討した。
まず、PDIファミリータンパク質において PDI以外にもPDI以上に強くBPAと結合するものがあることを明らかにした。
さらに、BPAはGH3細胞において低濃度ではT3依存的な成長ホルモン(GH)の分泌を抑制したが、高濃度では促進した。ま
た、BPAがNOを発生することを明らかにした。PC12細胞においても同様にNO を発生させ、NGF依存性の神経突起伸長抑
制とPDIのニトロシル化促進を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：An endocrine disrupting chemical, bisphenol A (BPA) binds to protein disulfide 
isomerase (PDI) and inhibits its isomerase activity. In this study, we found the new BPA-binding PDI 
family proteins. ERp29 revealed 3 times higher affinity than PDI toward BPA.　Furthermore, effects of BPA 
on growth hormone (GH) release via Thyroid hormone receptor (THR) in GH3 cells. BPA in high concentration 
induced but low concentration of BPA inhibited the GH expression of GH3 cells. BPA induced nitric oxide 
in GH3 and PC12 cells and nitrosylation of PDI. NOC7 which is an NO-provider inhibited PDI activity and 
neurite outgrowth in PC12 cells.

研究分野： 環境応答制御学
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１．研究開始当初の背景 
ビスフェノールＡ (BPA) はエストロゲ

ン様の作用を持ち、内分泌かく乱物質として
の危険性が報告されてきたが、脳神経系への
影響が新たに発見された。研究代表者らはラ
ット脳から BPA の結合因子として protein 
disulfide isomerase (PDI)を明らかにし、
さらに BPAが PDI の活性を阻害することを見
出した。一方、ラット脳下垂体由来細胞であ
る GH3 の甲状腺ホルモン(T3)依存性の成長ホ
ルモン(GH)分泌が、PDI 過剰発現においても
ノックダウンにおいても低下することを明
らかにした。 
 
２．研究の目的 
環境化学物質のいくつかは甲状腺ホルモ

ン受容体(THR)のようなホルモン受容体と結
合し、受容体の作用を乱すいわゆる内分泌か
く乱作用を持つ。ビスフェノールＡ (BPA)
は環境中に比較的高濃度に存在し、日本では
今のところ厳しい使用規制はかかっていな
いが、ヨーロッパにおいては使用規制してい
る国もある。BPA はエストロゲン受容体、甲
状腺ホルモン受容体と結合し、その作用をか
く乱していると考えられる。研究代表者らは
BPA の結合因子として PDI を明らかにした。
PDIは20種類ほどのファミリータンパク質が
存在している。本研究では BPA の生体への影
響をPDIとの相互作用という観点から検討し
た。 
 
３．研究の方法 
PDI, ERp57, ERp72, ERp46, ERp29 および

これらのドメイン変異体 cDNA は研究代表者
らがすでに論文に報告している方法で単離
した。PC12 細胞の神経突起伸長は ImageJ を
用いて定量した。GH3 からの成長ホルモン
（GH）の分泌は市販の抗体で検出した。HIF-1 
alpha をはじめとして PDI ファミリータンパ
ク質の検出は研究代表者らが作成した抗体
を用いて行った。BPA 及び BPA 類縁体は市販
のものを購入して使用した。 
 
４．研究成果 
(1) BPA と結合する PDI ファミリータンパク

質の探索と結合様式の検討 
PDIファミリータンパク質には20種類存在す
ることが報告されている。20 種類のうち PDI
をはじめとして ERp57, ERp72, ERp46, ERp29
について検討した。このうち ERp29 は PDI よ
り強く 1/3 の Kd値で BPA と結合した。PDI に
ついてはa, b, b’, a’, cドメインのうち、
a と b’ドメインに結合することをドメイン
変異体を用いることで明らかにし、報告して
いるが ERp29 について同様の検討をしたが、
このタンパク質はサイズが小さいこともあ
り、特定の結合部位がなく、BPA との結合に
は全体の三次構造が関わっている可能性が
示唆された（図１）。一方 BPA 側の構造の検
討においては、BPA, BPF, diphenyl propane, 

cumylphenol（図２）を用いた。その結果、
Erp29 の結合にはフェノールの構造が必要で
あることが示された。 

 
 
(2) PDI による低酸素応答因子 HIF の発現調

節 
PDI を GH3 細胞に過剰発現すると GH3 細胞に
おいて T3 依存性の成長ホルモン(GH)分泌が
低下することが明らかになっており、研究代
表者はこの現象がPDI による還元因子Ref-1
の酸化によることを明らかにし報告してい
る。本研究においては Ref-1 の還元によって
活 性 化 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る
HIF-1alphaの発現がPDIファミリータンパク
質の過剰発現によってどのように変化する
のかを明らかにした。すでに BPA が
HIF-1alpha のタンパク質量を低下させるこ
とは明らかにし報告している。PDI, ERp57, 
ERp29 の過剰発現を検討したところ、PDI の
過剰発現においてのみ HIF-1alpha タンパク
質量低下が見られた。甲状腺ホルモン受容体
の活性についてもPDI過剰発現で顕著な低下
が見られたが、HIF-1alpha についても同じ傾
向であった。さらにこれらタンパク質と
HIF-1alpha の相互作用を免疫沈降法によっ
て調べたところ、PDI のみの相互作用が見ら
れた。HIF-1alpha のシステインのチオール基
の酸化還元状態をPEG-maleimide法で調べた
が HIF-1alpha の分子量が大きいせいか十分
な分子量変化が検出できなかったため、現在
それぞれのドメインを発現させて、酸化還元
状態を検出中である。 
 
(3) BPA による GH3 細胞への影響検討 
先に述べたようにGH3細胞は甲状腺ホルモン
(T3)によって THR 経由で GH の発現を誘導す
る。GH3 細胞に 10μM BPA を添加すると GH
の発現を阻害するが、20μM 以上の濃度で添
加すると GH の発現が誘導された。PDI の過剰
発現によって T3依存性の GH 誘導が抑制され



ることは先に述べたように報告されている
が、研究代表者は PDI のノックダウンによっ
ても GH の誘導が抑制されることを明らかに
している。一方、BPA の GH3 細胞への投与に
よって NO の増加が見られるとともに、PDI の
ニトロシル化が誘導され、エストロゲン受容
体のアンタゴニスト投与でニトロシル化が
抑制された。さらに、PDI はエストロゲンと
結合することも明らかとなった。 
 
(4) BPA による神経様細胞 PC12 への影響検

討 
PC12細胞はNGF添加によって神経突起を形成
するので、それに対する BPA の影響を検討し
た。BPA は濃度依存的に神経突起伸長を阻害
した（図３）。一方、BPA から中央のメチル基

が水素に置換したBPFでは突起伸長阻害が低
下した。BPA 投与によって PC12 細胞におい
て GH3 細胞と同様に一酸化窒素（NO）による
PDI のシステインのチオールのニトロシル化
及びイソメラーゼ活性の低下が検出された。
さらに NO 供与体 NOC7, PDI 阻害剤、バシト
ラシン投与によっても PC12 細胞の神経突起
伸長の阻害が見られた。これらは PDI の活性
が PC12 細胞の神経突起形成に関わっている
可能性を示す結果である。そこで、PC12 細胞
に wild PDI (PDIWT)とイソメラーゼ活性部位

に変異を入れた PDI mut を過剰発現して突起
伸長を検討した。PDIWT では神経突起伸長が
促進したが、PDImut の過剰発現では突起伸長
には影響がなかった（図４）。 
 
(5) まとめ 
本研究では､甲状腺ホルモン受容体依存性
にGHを発現するラット脳下垂体由来細胞GH3、
低酸素下で HIF-1alpha を発現するヒト肝が
ん細胞 Hep3B、神経成長因子(NGF)依存性に神
経突起を形成するラット副腎髄質由来褐色
腫細胞 PC12 の 3つのモデル系を用いて、BPA 
及び PDIが核内因子に及ぼす影響を明らかに
した。BPA は高濃度においては、上記いずれ
の応答も阻害した。低濃度では GH3 による GH
の分泌を促進した。GH は神経発達において重
要とされる。これまで BPA はエストロゲン受
容体に結合するが、その親和性が低いと考え
られてきたが親和性の高いエストロゲン受
容体 ERRgamma が報告された。一方で、研究
代表者は本研究において BPA の親和性が PDI
より高い ERp29 などの PDIファミリータンパ
ク質を見出した。一方、BPA は GH3 細胞に NO
を発生させ、それが PDI 活性を阻害した。BPA 
による NO の発生はエストロゲン受容体アン
タゴニストにより阻害された。研究代表者ら
は脳神経変性疾患でPDIの発現量が低下する
ことを明らかにしている。一方で脳変性疾患
ではPDIの活性部位がニトロシル化されてい
ることが明らかにされた。そこで神経様細胞
PC12 細胞の神経突起形成に対する PDI 過剰
発現の影響を調べた。wild PDI の過剰発現で
は促進効果があったが、活性部位に変異を入
れた PDImut では影響がなかった。PDI のニト
ロシル化やバシトラシンによる活性阻害で
も神経突起伸長が抑制されていた。このこと
は神経の突起伸長にPDIが重要な働きをして
いることを示している。BPA は NGF 非存在下
においても低濃度で PC12 の神経突起伸長を
誘起するという報告があり、親和性の異なる
複数の因子に結合している可能性がある。本
研究ではPDIの核内因子に対する作用にはそ
のイソメラーゼ活性部位が重要であること
を証明しているが、BPA による活性阻害が影
響していることを突き止めることができな
かった。本研究とは別件の研究で、BPA が結
合する PDI ファミリータンパク質の働きが
BPA との結合によって阻害されている可能性
を見出しており、今後さらなる検討が必要と
考えている。 
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