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研究成果の概要（和文）：甲状腺ホルモンは、リガンド依存的転写因子である核内ホルモン受容体に結合することによ
って、標的遺伝子の転写を調節する。その際、ヒストンがアセチル化され、クロマチン構造が緩むことによって転写が
活性化されるなど、エピジェネティックな制御が存在することが知られている。そこで本研究では、このようなエピジ
ェネティックな制御に及ぼす環境化学物質の影響をゲノムワイドに検討することを目的とした。研究成果として、従来
知られていたホルモン応答配列以外の上流域においてもエピジェネティックな制御が存在すること、ある種の化学物質
がその種類依存的、また標的遺伝子特異的にエピジェネティック制御を撹乱することなどを見出した。

研究成果の概要（英文）：Thyroid hormone (TH) plays an important role in various biological processes. 
Thyroid system is thought to be one of the important endpoints affected by several environmental 
chemicals. The aims of this research are: 1) to clarify the molecular mechanism of TH-TH-receptor (TR) 
action, and 2) to clarify the effects of environmental chemicals on the epigenetic control of 
TH-responsive gene expression.
T3-induced thrb gene activation is mediated by liganded TR binding to TREs in the 5' flanking and exon b 
regions. T3 induced the euchromatin-associated epigenetic marks in the 5' flanking and exon b regions.
Ioxynil and tetrabromobisphenol A altered T3-induced histone H3 and RNAPII post-translational 
modifications that are closely linked to transcriptional elongation stages of RNAPII. We detected 
chemical-specific and target gene-dependent effects, which may reflect the differences in action sites of 
the chemicals.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 内分泌かく乱物質　エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
甲状腺ホルモンは、周産期の脳の発達等に非
常に重要な役割を果たすホルモンである。こ
の時期に甲状腺系がある種の化学物質によ
って撹乱されると、知能の発達や、行動等に
影響が出ることが報告されている。しかしな
がら、ほ乳類等の高等動物は胎生であるため、
この時期の個体に及ぼす化学物質の影響を
検討することは難しい。 
両生類の変態は、甲状腺ホルモンによって誘
起される劇的な生理現象であり、幼生型の組
織から、成体型の組織に再構成される。この
変態期は、高等動物における周産期に相当す
ると考えられている。従って、両生類の変態
は、甲状腺ホルモン作用のみならず、甲状腺
系撹乱作用を検討し、その知見をヒト等の高
等動物にフィードバックする上で、非常に有
用なモデル系であると言える。 
甲状腺ホルモンは、甲状腺から血中に分泌さ
れると、ホルモン結合タンパク質と結合し、
体内を循環する。標的細胞に入ると、核に移
行し、核内ホルモン受容体と結合する。この
受容体は、リガンド依存型の転写因子であり、
ホルモンが結合することによって、転写調節
複合体を再構成し、標的遺伝子の転写を調節
している。ホルモン作用によって、標的遺伝
子の発現が活性化される際、転写活性化複合
体に含まれるタンパク質の活性によって、ヒ
ストンがアセチル化され、クロマチン構造が
緩むと考えられてきた（図１）。しかし近年、
アセチル化だけでなく、ヒストンのメチル化
も重要な役割を担っていると考えられるよ
うになってきた（図１）。ホルモン作用によ
る、クロマチン構造の変化は、非常に重要な
現象であるにも関わらず、両生類において、
数種類のホルモン応答遺伝子の発現調節に
関してのみ報告されてきており、ゲノムワイ
ドなヒストン修飾変化の検討はなされてい
ない。 

図１ 甲状腺ホルモン作用によるクロマチ
ン構造の変化と遺伝子発現との関連 
 
 
我々は、甲状腺系を撹乱する化学物質の影響
について、血中タンパク質との結合に及ぼす
影響、細胞に取り込まれる際の影響、核内受
容体との結合に及ぼす影響、標的遺伝子の発

現調節に及ぼす影響、撹乱される遺伝子のゲ
ノムワイドな探索等、様々なステップで検討
し、甲状腺系撹乱作用について知見を蓄積し
てきた。また、内分泌撹乱化学物質が、ホル
モン受容体と、受容体と協調的に働くコリプ
レッサーとの結合を強めることや、受容体と
DNA の結合を弱めること等が報告されてい
ることから、化学物質によって、本来起こる
べきクロマチン構造の変化が撹乱されてい
る可能性が高いと考えられる。しかしながら、
上述の通り、ホルモン作用によるクロマチン
構造の変化、さらにはこの変化に及ぼす化学
物質の影響について、ゲノムワイドな解析は
なされておらず、それを可能とするようなモ
デル実験系およびプラットフォームの確立
と、それに基づいた大規模な解析が必要であ
る。 
 
２．研究の目的 
一般的に、甲状腺ホルモンの作用によって、
ヒストンのアセチル化は増加し、クロマチン
構造が緩み、転写が活性化されると考えられ
ている。それに対して、ヒストンのメチル化
は、メチル化されるリシン残基の位置、組織
によって制御が異なっている。従って、アセ
チル化と比較して、複数の残基、メチル基の
転移数等を詳細に検討する必要がある。本研
究では、甲状腺ホルモン処理、及び甲状腺ホ
ルモンと化学物質の同時処理を行い、ゲノム
ワイドにヒストン修飾の変化を比較するこ
とを目的とする。 
具体的には、[I]両生類モデル生物のネッタイ
ツメガエルのプロモーター領域をゲノム配
列から予測し、その配列をもとにプロモータ
ーアレイを設計する。[II]ゲノムワイドな発
現解析を行い、変動する遺伝子を網羅的に探
索する。[III]アセチル化ヒストン抗体を用い
て ChIP on chip 解析を行う。[IV]同様にメチ
ル化の解析を行う。ヒストン H3 の４番目、
９番目、２７番目、３６番目のリシンのモノ、
ジ、トリメチル化を検討する。[V]発現解析、
ヒストン修飾解析の結果、ホルモン結合配列
（受容体が結合する配列）をゲノム上にマッ
ピングし、発現量の変化とヒストン修飾の変
化との関連について考察する。両生類モデル
から得られた知見をもとに、ほ乳類の周産期
胎児モデルとしてのマウスモデルへの適用
の可能性を考察したい。 
 
３．研究の方法 
・ネッタイツメガエルのマイクロアレイ設計 
本研究では、ゲノムワイドな、発現解析及び
ヒストン修飾の検討を、両生類でゲノム配列
が既知のネッタイツメガエルを用いて行う。
しかしながら、申請者らが利用経験があり、
かつ本学に機器類が設置されているアジレ
ント社から、当該生物のマイクロアレイは発
売されていない。従って、研究の第一段階と
して、発現解析用、及びヒストン修飾検討用
のマイクロアレイ（プロモーターアレイ）を



設計する必要がある。ゲノムデータベースか
ら、cDNA 配列及び、コーディング領域上流域
の配列を取得し、マイクロアレイを設計する。
データの取得、アレイの設計は、適宜コンピ
ュータプログラムを作成して行う。 
 
・ホルモン処理、化学物質処理したサンプル
を用いたゲノムワイドな発現解析 
ネッタイツメガエルを対照群、甲状腺ホルモ
ン処理群、甲状腺ホルモンと化学物質処理群
に分け、サンプリングを行う。組織から抽出
した RNA を用いて、ゲノムワイドな発現解析
を行い、ホルモン応答遺伝子、また化学物質
によって発現が撹乱される遺伝子の抽出を
行う。また、サンプルの均一性を担保するた
めに、ヒストン修飾解析用の固定サンプルも
同時に調製する。 
 
・プロモーターアレイを用いたヒストン修飾
状態の検討 
独自に設計したプロモーターアレイを用い
て、ヒストンの修飾状態を検討する。第一に、
ヒストン H4 のアセチル化を検討する。いく
つかのホルモン応答遺伝子では、当該遺伝子
上流域に存在するホルモン受容体結合配列
周辺で、有意にヒストン H4 のアセチル化が
上昇することが報告されているため、ポジテ
ィブコントロールとすることができる。 
次に、ヒストン H3 の４番目、９番目、２７
番目、３６番目のリシンのメチル化を検討す
る。４番目のリシンのメチル化は、転写開始
反応に、３６番目のリシンのメチル化は転写
伸長反応に関与していると考えられている。
９番目のリシンのメチル化は、転写の不活性
化に関与しており、それぞれのメチル基の転
移数が多い程、現象が増大すると考えられて
いる。それぞれのリシンのモノ、ジ、トリメ
チル化を検討する。 
 
・発現解析、ヒストン修飾状態のゲノムへの
マッピング 
発現解析、ヒストン修飾状態の検討結果をゲ
ノム上にマッピングし、それぞれの結果を可
視化する。これによって、ホルモン処理、化
学物質処理によって変動する遺伝子と、その
上流域のヒストンの修飾状態を一元的に俯
瞰できる。 
 
４．研究成果 
・ネッタイツメガエルマイクロアレイの設計 
研究の第一段階として、両生類幼生に及ぼす
環境化学物質の影響をゲノムワイドな遺伝
子発現レベルで検討することを目的とした。
そこで、データベースから取得したネッタイ
ツメガエル cDNA 配列を元に、マイクロアレ
イを設計した。アレイ解析において重要なス
テップである各プローブのアノテーション
に関して、本研究経費で購入したコンピュー
タを用いて Perl プログラムを作成し、注釈
付を行った。 

 
・遺伝子発現レベルに及ぼす環境化学物質の
影響の検証 
次に、ネッタイツメガエル幼生の甲状腺ホル
モン応答に及ぼす環境化学物質の影響を遺
伝子発現レベルで検討した。しかしながら、
動物の個体差などの理由により、再現性の高
い結果が得られなかった。そこで、アフリカ
ツメガエル培養細胞を用い、実験系の簡素化
を行った。 
 
・アフリカツメガエル培養細胞を用いた甲状
腺ホルモン応答遺伝子発現変動に関わるエ
ピジェネティック制御機構の解析 
アフリカツメガエル培養細胞にホルモン処
理を行い、甲状腺ホルモン応答遺伝子の発現
誘導を確認した。その後、ChIP アッセイによ
って、コーディング領域、制御領域における
ヒストン修飾、RNA ポリメラーゼ II の結合お
よび修飾状態がどのように変化するか検討
した。その結果、従来知られていた応答エレ
メント以外の制御領域において、甲状腺ホル
モン処理によってヒストン修飾等が変化す
ることを見出した。本結果は成果３として発
表した。また、得られた成果の概要を図２と
して示した。 

図２ 甲状腺ホルモン応答遺伝子領域にお
けるホルモンによるエピジェネティックな
制御メカニズム 
 
 
・甲状腺ホルモンによるエピジェネティック
な制御に及ぼす環境化学物質の影響の検討 
上記の通り、ホルモン応答遺伝子がホルモン
によって発現変動する際、遺伝子領域（制御
領域、コーディング領域含む）においてヒス
トン修飾等のエピジェネティックな変化が
誘導されることが明らかになった。そこで、
このようなエピジェネティックな制御に及
ぼす環境化学物質の影響について検討した。
その結果、複数のヒストン修飾、RNA ポリメ
ラーゼ II の結合、修飾が、化学物質の種類
依存的に、また応答遺伝子の種類依存的に影
響を受けることを見出した。本結果は成果５
として発表した。また得られた成果の概要を
図３として示した。 
 
 
 
 



図３ 甲状腺ホルモンによる応答遺伝子発
現のエピジェネティックな制御に及ぼす環
境化学物質の影響 
 
 
・その他の環境要因が動物個体に及ぼす影響
の検討 
環境化学物質が生物に及ぼす影響の検討と
並行して、その他の環境要因が生物に及ぼす
影響について検討を行った。一点目は温度変
化である。通常野外に生息する生物は環境中
の温度変化にさらされる。ウシガエルは、低
温にさらされると、甲状腺ホルモン処理の有
無に関わらず変態を停止することが知られ
ているが、その分子機構は明らかになってい
ない。そこで、非モデル生物であるウシガエ
ルの遺伝資源を蓄積するべく、RNA シーケン
スによる cDNA 配列情報の網羅的解析を行っ
た。さらに温度変化によって変動する遺伝子
群をゲノムワイドに探索した。その結果、平
均長 600bp 前後の cDNA 配列を 30万程度収集
することができ、かつ低温によって脂肪酸不
飽和化酵素が誘導されることを見出した。さ
らに脂肪酸の組成がどのように変化するか
を検討した。また、低温および甲状腺ホルモ
ン処理による遺伝子発現の変化を半網羅的
に解析した。本研究結果は成果１として発表
した。 
二点目は食餌条件である。野外に生息する生
物は常時食餌をとることができるわけでな
く、長期の絶食にさらされることが想定され
る。それにも関わらず、長期に生存可能であ
る。このメカニズムを明らかにするため、摂
食、絶食、絶食後再摂食の３条件下で飼育し
たアフリカツメガエルの小腸を用いて研究
を行った。絶食を行うと、超組織の萎縮が見
られるが、再摂食後１日で速やかに回復した。
この分子機構を明らかにするため、半網羅的
遺伝子発現解析を行った。検討した遺伝子の
うち大部分は絶食で発現レベルが低下した。
そのなかから複数遺伝子に焦点をしぼり、ヒ
ストン修飾等のエピジェネティックな変化
を検討したところ、絶食条件下で、一般的に
遺伝子発現が促進されると言われるクロマ
チン状況にあることが示唆された。このこと
は、遺伝子発現レベルが低下することと相反
する現象であり、新しい知見をもたらした。

本研究結果は成果２として発表した。 
 
・環境要因に対するゲノムワイドなエピジェ
ネティック制御の変化 
上記の通り、様々な環境要因がエピジェネテ
ィックな変化をもたらすことが示唆された。
そこで、アセチル化、メチル化などのヒスト
ン修飾、リン酸化などの RNA ポリメラーゼ II
修飾に焦点を絞り、ゲノムワイドな変化を検
討した。その結果、ある環境要因の変化によ
ってヒストンのアセチル化が変動すること
を見出した（未発表データ）。今後、どのよ
うな遺伝子領域でエピジェネティックな変
化が見られるか検討するとともに、環境化学
物質が同様の変化をもたらすか検討してい
く予定である。 
 
・総括 
本研究の当初のテーマは、環境化学物質が及
ぼすエピジェネティックな変化のゲノムワ
イドな解析を行うことであった。しかしなが
ら、ホルモンや環境化学物質に対する動物個
体の応答に複雑な個体差が見られ、研究に遅
れが生じる危険性があった。そこで、培養細
胞を用いた実験系で研究を推進することと
し、甲状腺ホルモン応答に関わるエピジェネ
ティック制御の基礎的知見の蓄積、そのエピ
ジェネティック制御に及ぼす環境化学物質
の影響について明らかにすることができた。
また、今後の研究を幅広く推進する準備とし
て低温、食餌等の環境要因が生物に及ぼす影
響を検討した。また、その過程で従来乏しか
ったウシガエルの遺伝資源を十分量蓄積す
ることができた。本研究の成果によって、今
後、環境要因が生物に及ぼす影響に関する研
究は強力に推進することが可能になったと
考えられる。 
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