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論 文 内 容 の 要 旨 
 
化学物質が大量に開発・使用されている現在、様々な形で環境中に放出される、所謂環境化学物

質が生体に与えうる影響、リスクを評価することは緊要の課題である。そのような化学物質のリス

ク評価に従来用いられてきた、動物を使用したin vivoの手法は、動物愛護などの倫理上の問題や、

評価に時間と費用を要するといった欠点から、大量の化学物質に対する適用が難しいという現状が

ある。そのため、大量の化学物質のリスクを迅速に、かつ、比較的に安価に実施することが可能な

in vitroやin silicoの手法によるリスク評価法の確立が求められている。その中でも、化学物質が最初

に生体にアクセスする標的の一つ、受容体タンパク質に対する化学物質の影響を評価することは重

要な課題である。本研究では、環境化学物質の一つであり、代表的な内分泌かく乱物質であるビス

フェノールA(BPA)が関わる生体へのリスクの評価に焦点を当て、まず、受容体タンパク質に対する

化学物質の結合および転写活性を計算化学的な手法で評価するために、ドッキング計算の条件検討

を行った。さらに、BPAの化学修飾、ここではハロゲン化に焦点を当て、これが生体に及ぼす影響

について、核内受容体を標的とした内分泌かく乱作用、及び、細胞毒性の観点からの評価を行った。

本博士論文では、以下のような章立てに従って、上記の研究の経緯および結果を記述した。 

第1章では、環境化学物質が生体に与える影響を評価する手法の確立を目指し、in silicoの研究手

法であるドッキング計算における鋳型受容体の立体構造の重要性を評価した。まず、これまでに多

数のX線結晶構造が報告されているエストロゲン受容体α型(ERα)の中から、83個の受容体構造につ

いて立体構造の比較を行うことにより活性化型構造であるアゴニスト結合型構造、及び、不活性化

型構造である非アゴニスト結合型構造への分類を行い、それら全てに対して、アゴニスト、アンタ

ゴニスト合わせて8種類のリガンドを用いたドッキング計算を行った。得られた計算結果についてど

のような受容体構造がリガンドの結合に影響を与えるかを解析したところ、アゴニストはアゴニス

ト結合型の受容体構造に、アンタゴニストは非アゴニスト型の受容体構造に選択的に結合すること

が確認された。また、このリガンドのアゴニスト結合型構造、非アゴニスト結合型構造に対する選

択性は、受容体のへリックス12の空間的配向の差が大きく寄与すること、また、アンタゴニストの

受容体構造選択性には、へリックス11の影響は少ないことを明らかとした。これらのことから、化



学物質と受容体のドッキング計算を行う際には、複数の受容体構造、特に、アゴニストやアンタゴ

ニストなど異なる活性のリガンドが結合した数種類の複合体構造を鋳型に用いることの重要性が示

され、同時に、活性未知のリガンドについても選択的に結合する受容体構造を明らかとすることで

結合性のみならず生理活性が予測できることを示した。 

第2章では、ビスフェノールA誘導体であるハロゲン化BPAについて、核内受容体・エストロゲン

受容体を介した内分泌かく乱作用を評価した。近年、ハロゲン化BPAは工業材料の原料としての使

用が拡大しており、それらのリスク評価が必要とされている。ビスフェノールAの芳香環にハロゲ

ン原子を導入したBPA-mono/di/tri/tetraX(X = F, Cl, Br, I)を合成、または、購入し、それらハロゲン化

BPAアナログについて、エストロゲン受容体α型（ERα）、及び、β型（ERβ）との結合性、及び、

転写活性をそれぞれ競合結合試験、及び、レポーター遺伝子試験によって評価し、ビスフェノール

のハロゲン化が核内受容体との結合性や転写活性に及ぼす影響について解析した。その結果、ERα

に対しては、ハロゲン化BPAは、BPAよりもわずかに結合性が強いものの、大きな受容体結合性の

変化は生じなかった。一方、BPA-triF, BPA-tetraFが、BPAよりもERβに対する強い結合性を示すこ

とを本研究では見出した。また、転写活性においては、ERα、ERβに共通してフッ素置換BPAアナロ

グを除くハロゲン化BPAアナログは、BPAよりもアゴニスト活性が低下し、一方で、フッ素置換BPA

アナログはBPAよりも高いアゴニスト活性を示すことを明らかとした。これらのことから、ハロゲ

ン化のような新しい化学物質の開発に広範に用いられる修飾によって、予期しない生体への影響を

惹起する危険性があることが示され、化学修飾により生じる化学物質についての広範かつ詳細なリ

スク評価が必要であることを明らかとした。 

第3章では、第2章で核内受容体を介した内分泌かく乱作用を評価したハロゲン化BPAアナログに

ついて、HeLa細胞に対する細胞毒性を調べた。近年、BPAは内分泌かく乱以外の経路でも生体に悪

影響を及ぼすことが報告されている。MTT試験による細胞生存率測定の結果、ハロゲン化BPAアナ

ログはBPAよりも強い細胞毒性を示した。その毒性は、導入したハロゲン原子の種類、個数によっ

て変化し、ハロゲン二置換BPAアナログが最も強い細胞毒性を示し、その中でも臭素、ヨウ素置換

BPAアナログが最も強い細胞毒性を示すことが明らかとなった。さらに、強い細胞毒性を示したハ

ロゲン二置換BPAアナログについて、蛍光染色によって細胞死の形態判別を行ったところ、BPA-diI

のみアポトーシスではなくネクローシス経路による細胞死を誘導していることが判明した。この結

果は、フッ素多置換BPAアナログが最も強い活性を示した内分泌かく乱作用と比べて対照的であっ

た。このことは、化学物質が想定された悪影響を引き起こす経路に対する活性を示さなくても、予

期せぬ経路を通して生体に対して予想と異なる悪影響を及ぼし得るということを示した。 

本研究において、化学物質の結合性スクリーニングに使用されるドッキング計算で核内受容体に

対する結合性、および、核内受容体を介した転写活性が予測できること、さらに、構造や化学的な

性質が類似したハロゲン化BPA誘導体において、それぞれが異なる経路で悪影響を示すリスクがあ

ることを発見した。このようなハロゲン化BPA誘導体が異なる悪影響を示す報告例はこれまでにな

く、本研究により環境化学物質のリスク評価、特に、BPA関連化合物のリスクにおけるきわめて重

要な知見が示された。 


