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緒 論

環 境か ら検 出され る化学物 質の 中には生体 内に取 り込 まれ て内分泌機 能 に障害 を与

える物質 も存在 して いる。 これ らの物質 は内分泌 攪乱物 質(endocrinedisruptor;ED)と

呼ばれ、生体 の恒 常性 、生殖 、発生 あるい は行動 に関与す る種々 の生体内ホルモ ンの合

成、貯蔵 、分 泌、体 内輸送 、結合、そ してそのホルモ ン作用その もの、あるいはク リア

ランスな どの諸過程 を阻害す る性質 を持 つ外来性 の物質1と 定義 され、新たな環境汚染

物質 として注 目されて いる。EDの 問題 を解決す るためには、数万種類以上 の一般化学

物質 の中か らEDの 可能性 が ある物質 を検 索す る ことが必要で ある。

内分泌 系は、組織 か ら分泌 されるホルモ ンで厳 密 に調節されている。そ の中で も、エ

ス トロゲ ンは、乳腺 、子宮、卵巣な どの生殖 系器 官の成熟および機能 の維持 に重要な役

割 を果たす とともに、骨 、肝、心血管 および 中枢 神経系な どの生殖 系以外の組織 に対 し

て も重要な作用 をもっている。そのため、エス トロゲ ンの作用 に影響 を及ぼすEDが 最

重 要視 され て い る。 内在 性 の リガ ン ドで あ るエ ス トロゲ ンはエ ス トロゲ ン受 容体

(estrogenreceptor;ER)と 結合 して作用す る。ERは リガン ド依存的 に標的遺伝子 の発

現 を調節す る転写 因子 の一つで ある2,3。エス トロゲ ンと結合 したERは エス トロゲ ン応

答配列(estrogenresponseelement;ERE)に 結合 して、コアクチベー ターや基本転写因子

群(generaltranscriptionfactors,GTFs)を 介 して情報 を転写装置 に伝 える ことによ り、遺

伝子 の転写反応 を調節 して いる(Fig.1)。

Ligand

▽

rgetgene

nscription

Fig.1MechanismofER-mediatedtranscription.

Theligandsuchasestrogenbindstoestrogenreceptor(ER)andsubsequentlythe

ligand-ERcomplexrecruitscoactivatorsatanestrogenresponseelement(ERE).The

complex,viageneraltransc巾tionfactors(GTFs)regulatestheexpressionoftargetgenes.
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体 内には恒常的 に微量のエス トロゲ ンが存 在 している ことか ら、EDに 暴露 され ると

EDは 少 な くとも生体本来のエス トロゲ ンと共存 する ことになる。す なわち、EDは 単

独 ではな くエス トロゲ ン共存下 にエス トロゲ ン作用 を促進 ・抑制す るといえる(Fig.2)。

曾

口 □ ㊥EDs

鬱

同g.2ModelforEDsactivationonestrogenaction.

EDs(D,)co-existwithestrogen(D)inthecells,whenEDsareuptaken.EDsmayinhibit
orstimulatetheoriginalestrogenaction.

したが って、EDの 作用 メカニズム を検討する場合 や リスクを評価す る場合は生体本

来 のエス トロゲ ン、すなわ ち、17β一estradiol(E2)共 存 を考慮 に入れて実施す べ きで あ

る。 しか し、invitroで は化学物質単独の作 用を調べている例が多 く、E2と の混合物 と

して実施 された もの はほ とん どない。

本研究 にお いては、E2を共存 させ た状態 で化学物質 のエス トロゲ ン作用 に及 ぼす影響

を検討 した。 まず、YeastTwo-hybrid試 験4に よ りEDと 疑われて いる物質 を中心 に 珍

の作用 を抑制す る物質を検 索 し、選択 された物質 について競合ER結 合試験や乳 がん細

胞 による レポー ター遺伝子 試験 によ り、その作用 メカニズムを調べた(第1章)。 一方 、

E2の 作用 を促進す る物質を レポーター遺伝子試験 によ り検索 し(第2章)、 そ の活性が

顕著で あった1-chloro-2,4-dinitrobenzene(CDNB)を 用 いてE2の 作用 を促進す るメカニ

ズムにつ いて検 討 した(第3章)。
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本 論

第1章17β ・Estradiolの 作用 を抑制 す る物質

EDと して疑われている物質および関連物質 の50種 類 について 、E2の 作用 を抑制す

る物 質 をス ク リーニ ング した。

第1節E2作 用抑制物質のスク リーニング

リガ ン ドと結合 したERは 、コアクチベー ター を介 して基本転写装置 に働きか ける こ

とによ り標的遺伝子 の転写 を活性化する ことが知 られて いる5。YeastTwo-hybrid試 験 は、

酵母 の転写 因子で ある1遺 伝子 を利用 し2つ のタ ンパ ク質 の相互作用 を検 出できる

系で ある。スク リーニ ングに用 いた系 は、ERの リガン ド結合 ドメイ ン(LBD)と1

のDNA結 合 ドメイ ン(DBD)、 コアクチベーターで あるTIF2とGAL4の 転写活性化

ドメイ ン(AD)を それぞれ融合 タンパ ク質 として酵 母内で共発現 させ、 これ らのタ ン

パ ク質 が リガ ン ド依存 的に反応す る ことをレポー ター遺伝子で あるβ一galactosidase活性

で測定す る方法である(Fig.3)。

ぐρE・
Testcompound

Fig.30utlineofYeastTwo-hybridassay.

YeastTwo-hybridassaywasusedtoestimatetheestrogenicactivityofthechemicals,basedon

theligand-dependentinteractionbetweenERandTIF2.Theactivitywasexpressedas

β一ga}actosidaseunits.Inthisstudy,thetestcompoundwastreatedinthepresenceofE2,andthen

theinhibitoryeffectofthetestcompoundwascalculatedasthepercentageagainstEzalone.

YeastTwo-hybrid試 験 によ り、 リガ ン ドで あるE2がERとTIF2と の相互作用 を濃度

依存 的に活性化する ことを確 かめ、共存 させ たE2の 活性 を試験化 合物が抑制で きるか

について調べた。
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1.実 験 方 法

1.試 薬

E2(>97%),menadione(K3)お よび α一tochopherol(vitaminE)は 和 光 純 薬 工 業(株)

製 、hexachlorophene(HCP)は 東 京 化 成 工 業(株)製 、vitaminK1は 関東 化 学(株)製 、

vitaminK2はSigmaChemicalCo.製 を使 用 した 。4-Hydroxytamoxifen(4-OHT)は 早 川 和

一 教授(金 沢 大 学) 、all・・transお よび13-cisretinoicacidsは 伊 藤 允 好 教 授(神 戸 薬 学 大

学)か ら供 与 い た だ い た 。 表1に 示 した 他 の 化 学 物 質 は 入 手 で き 得 る 高 純 度 品 で

dimethylsulfoxide(DMSO)溶 液 を試 験 液 と して ・ 内 海 英 雄 教 授(九 州 大 学)か ら提 供

され た も の を用 いた 。

2.YeastTwo-hybrid試 験

2.1宿 主 細 胞

酵 母 は 、Y190株(CLONIECH)を 使 用 した 。

2.2発 現 プ ラ ス ミ ド

(1)ベ イ ト

酵 母 内でGAL4DBD融 合 タ ンパ ク 質 と して発 現 で き るpGBT9(CLONIECH)にrat

ERα を 組 み 込 ん だ プ ラス ミ ドを使 用 した 。

(2)プ レイ

酵 母 内でGAL4AD融 合 タ ンパ ク質 と して 発 現 で き るpGAD424(CLONrECH)に

humanTIF2を 組 み 込 ん だ プ ラス ミ ドを使 用 した。

2.3形 質 転 換 方 法

MATCHMAKERTMTwo-HybridSystem(CLONTECH)の プ ロ トコー ル に準 じた 。

YPD培 地20mlにY190を 植 菌 し30℃ で 一 晩 前培 養 した。培 養 液 をYPD培 地300ml

に加 え30℃ で3時 間 本培 養 後 、2200rpm×5分(TS-7roter;TOMY)で 集 菌 し・Lisorb1.5

mlに 懸 濁 しだ(コ ン ピデ ン トセ ル)。CarrierDNA10ｵ1、pGBT9-rERα100ng、

pGAD424-TIF2100ng、 コ ン ピデ ン トセル100ｵ1・PED/LiAc溶 液600ｵ1を ボ ル テ ック

ス に よ り混 和 後 、30℃ で30分 間イ ンキ ュベ ー トした 。反応 液 にDMSO70ｵ1を 加 え,42℃

で15分 間 静 置 した 。14000×5秒(TMP-11roter;TOMY)で 集 菌 後 、TE500ｵ1に 懸濁

し、そ の うち100ｵ1をSDプ レー ト(Leu、Trp欠 損SD培 地+2%Agar)に ま き30℃ で
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3日 間 培 養 した 。

2.4相 互 作 用 の 検 出 方 法

酵 母 前 培 養液50ｵ1をSD培 地(Leu、Trp欠 損)200ｵ1に 加 え た 後 、E2(5nM)と 試

験 化 合 物 を 加 え 、30℃ で4時 間 培 養 し た 。MATCHMAKER刪Two-HybridSystem

(CLONTECH)の プ ロ トコー ル お よ びNishikawaら4の 方 法 に準 じて 、 基 質 と して

o-Nitrophenylgalactoside(ONPG)を 反 応 させ 、 β一galactosidaseア ッセ イ に よ り検 出 した。

β一Galactosidaseの 活 性 は 、595お よび415nmに お け る吸 光 度 か ら算 出 した 。試 験 化 合

物 の活 性 は 、共存 させ たE2(5nM)の 単 独 活 性 を100%と して 、相 対 活 性 で あ らわ した 。

2.5酵 母 に対 す る毒 性 の評 価

試 験 化 合 物 の酵 母 に対 す る毒 性 は、酵 母 培 養 液 の0.D.595nm値 に よ り評価 し、溶 媒

投 与 群 と比 べ で低 下 率 が10%以 下 の場 合 、毒 性 が な い と した 。
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II.結 果

Table1に 示 した50種 類 の化 合 物 につ いて 、YeastTwo-hybrid試 験 を用 いてE2活 性 の

抑 制 物 質 を ス ク リー ニ ン グ した 。

TablelListoftestchemicals

;,&Heterocyclicsで2の

1,2-Epoxyethylbenzene

1_(Moro-2-11i勧 ℃benzene

2,4Diaminotoluene

2,4-Dinitroaz血ine

2,5-Dichloroaniline

2-Methylpyridine

2-Phenylenediamine

4CYiloroaniline

4Toluenesulfonamide

Benzylalcohol

Diphenyhnethane

n,n-Dimethylaniline

n-Fxhylaniline

n-Phenyl-1-naphthylamine

n-Phenyl-2-naphthylamine

o-Toluidine

Phenylhydrazine

Styrenemonomer

Terephtalicacid

Toluene

Phenols(ll)

2,4,5-Trichlorophenol

2,4Dimethylphenol

2,4Dinitrophenol

2,5-Dichlorophenol

2-Methylphenol

Hexachlrophene

Hydroquinone

m-Ntrophenol

Pentachlorophenol

p-Nitrophenol
Resorcinol

vitamins(6)

all-transretinoicacid

13-cisretinoicacid

Menadione(vitaminK3)

VitaminE

VitaminKl

VitamhlK2

Pesticides(13)

1,2-Dibromo-3-chloropropane

2,4,5-Trichlorophenoxyacetic

2,4Dichlorophenoxyaceticacid

A【dicarb

Carbaryl

Kelthane

Methoxychlor

Molinate

Nitrofen

y-Hexachlorocyclohexane

Thiobencarb

Trifluralin

Ziram

1.共 存 す るE2の 濃 度

YeastTwo-hybrid試 験 によ り生体 の リガ ン ドで あ るE2の 標 準 曲線 を求 めた(Fig.4)。

E21〔1-'Mで 活性 が 最大 とな っ た ので 、そ の活 性 を100%と して 相 対活 性 で あ らわ した 。

相 対 活 性 が50%と な るE2濃 度(Ec50)は5nMで あ っ た(Fig.4)。 そ こで 、E2作 用 の

抑 制物 質 をス ク リー ニ ン グす るた め 、YeastTwo-hybrid試 験 で 共 存す るE2の 濃 度 を5

nMに した 。
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Fig.4DoseresponsecurveofE2inYeastTwo-hybridassay.

β一GalactosidaseactivityofE2(10嚠7M)wasregardas100%intheYeastTwo-hybrid

assay.ECso(50%EffectiveConcentration)ofEZwas5nM.Valuesrepresentthemean±

SD(n=3).

2.E2作 用 の抑 制 物 質

CI

HO

CI

Hexachlorophene

(HCP)

Menadione

(K3)

HCI

Pentachlorophenol

(PCP)

Fig.5StructureofchemicalsinhibitingEZactivity.
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環境省が リス トア ップしているED作 用が疑われ る物質お よび関連 物質50種 類 につ

いて、E2作 用抑制物 質をYeastTwo-hybrid試 験によ りス ク リーニング した。試験化合物

と5nME2を 共存 させて、無添加 系に対す る相対活性(%)か ら化学物質の抑制作用 を

評価 した。相対活性がgo%以 下 になる化合物 を陽性物質 と判定 した結果 、Fig.5に 示 し

たhexachlorophene(HCP)、menadione(K3)お よびpentachlorophenol(PCP)の3物

質 はす べて濃度依存 的に抑制活性 を示 した(Fig.6)。 抑制作用が50%で ある濃度(lc5。)

を求 め、その作用 を比較す る と、HCPが1μM、PCPが1.6晒M、K3が70.8ｵMで あっ

た。特 に、HCpお よびpCpは ポ ジテ ィブ コン トロール とした4-hydroxytamoxifen(4-OHT)

よ り強 いアンタゴニス ト活性 を示 した。なお、いずれ の化合物 も、調べ た濃度領域で は

毒性 が見 られなか った(デ ータ省略)。

120

100

.一.

80

書,。

1⑳
20

0 一8 一7-6 一5-4-3

Concentration(logM)

Fig.61nhibitoryeffectofchemicalsonE2activityintheYeastTwo-hybridassay.

Relativeactivityofchemicals,4-OHT,HCP,K3andPCP,inthepresenceof5nMEZwas

calculatedasthepercentageagainstEZ5nMalone(100%).Valuesrepresentthemean±

SD(n=3).
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第2節E2作 用抑制物質のER結 合性

前節 のスク リーニ ングで得 られたE2作 用抑 制物質 について、その作 用メカニズムを

検討す るために、競合ER結 合試験 を行 った。競合ER結 合試験 は蛍光偏 光法 を利用 し

たFPScreen-for-competitorsKitを 用 い、テス ト化合物がERと 結合 した蛍光標識 のE2

と どの くらい置 換でき るか につ いて調べ る方法 である(Fig.7)。

聴Fl…esce・t・ ・t・。gen

Testchemical

Fig.70utlineoffluorescencepolarizationcompetitionbindingassay.

L実 験方法

1.競 合ER結 合 試 験

FP-Screen-for-CompetitorsHighSensitivityKit(PanVera)の プ ロ トコー ル に従 い 、蛍 光

偏 光 度 の 測 定 にはFull-RangeBEACON2000(PanVera)を 用 いた 。な お 、デ ー タ の解 析

お よ び50%結 合 阻 害 濃度(IC5。)の 算 出 に はGraphPadPRISM(Graphpad.hlc.)を 用 い

た 。

種 々 の濃 度 に希 釈 した試 験 化 合 物1ｵ1を 含 むscreeningbuffer50ｵ1にERα 一ESl

complex(15nMhumanrecombinantERaお よ び10nMfluormoneES1を 含 む)50ｵ1を

加 え 、1時 間 室 温 に静 置 した の ち 、蛍 光 偏 光 度 を測 定 し た。な お 、陰性 対 照 と してDMSO

を用 い 、 陽 性 対 照 と して はscreeningbufferにfluormoneEstrogen50ｵ1を 加 えて 行 った 。
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II.結 果

第1節 のス ク リー ニ ング か ら得 られ たHCP、PCPお よびK3に つ いて 、競 合ER結 合

試 験 を行 い、IC50を 求 め た 。E2のIC50が3.5×10'gM、4-OHTのIC50が4×10-9Mで あ り、

ほ ぼ 同 じ程 度 の 結 合性 を示 した の に対 し、K3、HCPお よびpCPのIC50は8.4×10'6、7.2

×10"6、9.64×10°5Mで あ った 。E2と 比 べ て 、1,000か ら10,000倍 弱 い結 合 性 で あ った が 、

いず れ もERと 結 合 した(Fig.8)。

d

20

バ

40

c
O

量
60
C

80

100
一11-10-9-8-7-6-5-4-3-2

Concentration(logM)

Fig.8EffectofchemicalsonthecompetitivebindingtoER.

Thetestchemicals(HCP,K3,andPCP)andthecontrols(E2and4-OHT)werecompeted

againstthefluorescenceE2forhumanERa,andtheinhibitionpercentagewascalculated.

Valuesrepresentthemean±SD(n=3)
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第3節ERの 転 写 活 性 に 対 す る 影 響

E2の 作用 を抑制 した物質 につ いて、E2と 共存下 にERを 介 した転写活性能 に対す る影

響 を調べた。 ヒ ト乳がん細胞 で あるMCF-7細 胞 を用 いて レポーター遺伝子試験 を行 っ

た。

1.実 験 方 法

1.レ ポ ー ター 遺 伝 子 試 験

1.1細 胞 培 養

乳がん細胞株MCF。7細 胞 は、10%ウ シ胎 児血清(FBS,ICNBiochemical)お よび10

mMNon-essentialaminoacid(ナ カ ライ)含 有MinimumEssentialMedium(MEM,Nissui)

で37℃ 、5%CO2存 在下で培養 した。

1.2プ ラ ス ミ ド

(1)レ ポー ター プ ラス ミ ド

レシフェ ラーゼ遺伝子 の発現 プラス ミ ドで あるpGV-Bに4×ERE-TATA(Elb)を

Smal-Kpnlサ イ トで組み込ん だものを用 いた 。

(2)内 部標準 プ ラス ミ ド

β一Galactosidaseを 発現する プラス ミ ド(SV-40β 一gal)を 用 いた。

1.3ト ラ ンス フ ェ ク シ ョ ン

MCF-7細 胞 を3.5cmデ ィ ッシュに1.5×105個 播 種 した。細胞 は、活性炭 一デキス ト

ラン処 理で脂溶性 ホルモ ンを除去 した血清 を加えたMEM培 地(フ ェノール レッ ト不含)

で培養 した。24時 間後、FuGENE脳 トランス フェ クション試薬(Roche)の プロ トコール

に準 じ、 レポー ター プラス ミ ド400ng、 内部 標準 と してSV40一 β一galactosidase発現プ ラ

ス ミ ド100ngを 導入 し24時 間後 に試験化 合物 を添加 した。

1.4Luciferase活 性 の測 定

試験化 合物 の添加24時 間後 に細胞溶解液80叫 を加え、15分 間室温で振 とうした。

その後 、溶液 を15,000gで5分 間遠 心分離 し、上清 を細胞抽 出液 とした。ル シフェラ

ーゼ活性 は
、 ピッカ ジー ン発光 キ ッ ト(東 洋イ ンキ製造)の 発光基質液100ｵ1に 対 し、

細胞抽 出液2ｵ1を 加 えて、ル ミノメーター(LumatLB9501,Berthold)に よ り10秒 間の

発光量 を測定 した。Luciferase活 性の測定値 は、R-galactosidaseの 活性値 によ り補正 した。
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II.結 果

試験 に用 いた乳が ん細胞 由来 のMCF-7細 胞 には、ERが 存在 して いる。 そ こで 、

ERE-TATA(Elb)を ル シフェラーゼ遺伝子 上流 に組 み込 んだ レポーター遺伝子 を導入 し、

レポーター遺伝子試験 を行 った。試験化合物 を1nME2と ともに添加 して24時 間後 の

ル シフェラーゼ活性 を測定 し、転写活性の指標 と した。共存 させた1nME2の 転 写活性

化能 を100%と して試験化合物 による活性 を相対活性で あらわ した。PCPお よびK3は

濃度依存的 にE2の 転写活性 を抑制 した。 しか し、HCPは 毒性 の現れ なか った濃度範囲

(10.5M以 下)で は抑制作用が見 られなかった(Fig.9)。PcPはK3よ り低 い濃度でア

ンタゴニ ス ト活性 を示 し、その作用 は4-OHTよ り10倍 高濃度 で あった。
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Fig.91nhibitionofEZactivitybychemicalsinMCF-7cellreportergeneassay.

Relativeactivityofchemicals(HCP,K3andPCP)andthecontrol(4-OHT)inthe

presenceoflnME2,wascalculatedasthepercentageagainstE2alone(100%).Values

representthemean±SD(n=3).
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第4節 考察および小括

1.考 察

EDに 関する関心はColbomら6の"Ourstolenfuture"の 出版 とともに高 くなった。ED

の 問題 を解決す る緊急課題 の一つ は、数万種類 以上の化 学物 質か らEDの 作用 を持つ化

学物質 を検索す る ことである。その 中で も、女性ホルモ ンで あるE2お よびERに 注 目し、

研 究 した報告が多 い ≠9。しか し、invitroでE2と 共存下 に化学物質 をス ク リーニ ングし

た例 はあ ま りない。

本 章 にお いて は、E2依 存 的 に結合す るERとTIF2の 相互 作用 を利 用 したYeast

Two-hybrid試 験 を用 いてE2の 作用 を抑 制す る物 質 をス ク リーニ ング した ところ、HCP、

K3お よびPcPが 陽性物質 として得 られ、 いずれ もERと の結合性 を示 した(Fig.8)。

また、 ヒ ト乳 がん細胞 であるMCF-7細 胞 を用 いた レポー ター遺伝子試験で もK3お よ

びPCPはE2に よる転写活性 を抑制 した。したが って、これ らの物質 はE2と 競合 し、ER

に結合 してE2の 作用 を抑 制す る ことが考 え られ る(Fig.10)。

Fiq.10ModelforinhibitionofE2activity.

しか し、HCPはYeastTwo-hybrid試 験 お よび 競合ER結 合 試験 で 強 いア ンタ ゴ ニ ス ト

活 性 を 示 した が 、 レポ ー タ ー遺 伝 子 試 験 で は そ の作 用 が 見 られ な か っ た 。MCF-7細 胞

に はER以 外 の転 写 因子 が 多 く存 在 す る こ とか らio,u、 他 の 因子 によ りHCPのE2抑 制

作 用 が 見 られ な くな る こ とが 可 能性 と して考 え られ る。同様 に、all-transretinoicacidお

よ び13-cisretinoicacidはYeastTwo-hybrid試 験 の ス ク リー ニ ン グ にお いて 陰 性 だ っ た が 、
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細胞で はERと 結合せず にアンタゴニス ト活性 を示す報告が ある12-14。Retinoicacidは

retinoicacidreceptor(RAR)と 結合 し、retinoicacid/RARがERとEREの 結合 を障害す

る ことが報告 されて いる15。 このよ うなERと の結合以外の経路 によって作用す る こと

も考 え られ る。

また、HCPと ともに農薬 として知 られてい るPCPに ついては、ED作 用 が報告 されて

いるが、そ のメカニズム に関 して は不明点が多 く残されている16-18。本研究で はPCPが

ア ンタゴニス トとしてE2依 存 的の転写活性 を抑制 した(Fig.6,9)の に対 し、McF-7

細胞 の増殖 にアゴニス ト作用 を示す報告 もあ る8。 この差 は混合物 として共存 させ たE2

の濃 度 とPCPの 濃度条件 によ り、その差 がある と考 え られ る。 また、PCPの 細胞増殖

作用 はER非 依存 的に作用す る ことも考 え られ る。

もう一つのE2作 用抑制物質で あるK3は 合成vitaminKと して知 られて いる。K3は

apoptosisやnecrosisを 誘導 し19,2°、protein-tyrosinephosphatasesの 抑制 によ り細胞 増殖 を

抑制す る ことが報告 されている21-23。しか し、核 内受容体 に関す る報告はな く、本研究

でERに 対す るE2の 抑制物質 としてス ク リーニ ング され たのが は じめてであ る。また、

類物質 としてvitaminK1お よびK2も 調べたが、アンタゴニス ト活性は示 さず(デ ータ

省略)、 構造 の関連性 は見 られなか った。

K3お よび4-OHTのIC50はYeastTwo-hybrid試 験 にお いて70.8μMお よび7.9ｵMで あ

り、PCPのIC501.6ｵMよ り弱 いア ンタゴニス ト活性 を示 したが、競合ER結 合試験で

はIC50が8.4ｵMと4nMで96.4ｵMPCPのIC50よ り低 い濃度 でアンタゴニス ト活性 を

示 した(Fig.6,8)。 これ は主 に酵母 の膜 透過性 と使 ったコアクチベー ター によ る差 と

考 え られ る。本章 にお いては、ス ク リーニ ングか ら得 られた物 質が実験方 法 によってそ

の感度 が異 なるが 、いずれ も同様 に共存 させ たE2と 競合 してERと 結合す るこ とでア ン

タゴニ ス ト活性 を示 す ことが 明 らかになった。
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II.小 括

1.50種 類 の化学物質 につ いて 、YeastTwo-hybrid試 験 を行 った結果、HCp、PCPお よ

びK3がE2の 活性 を抑制 した。

2.ス ク リーニ ングで得 られた陽性物質 は、競合ER結 合試験で いずれ もERに 結合 し

た。

3.MCF。7細 胞 を用 いた レポーター遺伝子 試験 を行 った結果、ERを 介 したE2の 転写活

性化能 をpcpお よびK3が 濃度依存的 に抑制 した。

以 上の結果 か ら、HCP、K3お よびPCPはE2と 競合 し、ERに 結合 してE2の 作用を抑

制す る ことが考 え られ た。
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第2章17β ・Estradiolの 作用 を促進す る物質

エ ス トロゲ ン様 作 用 を示 さな い化 学物 質 につ い て 、前 章 と同様 にYeastTwo-hybrid試

験 を用 い たス ク リー ニ ン グ を行 っ た が 、E2の 作 用 を促 進 す る化 学物 質 は見 つ か らなか っ

た 。YeastTwo-hybrid試 験 はERとTIF2と の 相 互 作 用 を簡 単 にス ク リー ニ ングす る系 で

あ り、他 の 因子 との作 用 は無 視 され て い る の で 、促 進 す る物 質 の ス ク リー ニ ング に は適

当で はな い と判 断 した 。そ れ で 、レポー タ ー遺 伝 子 試 験 を用 いて ス ク リー ニ ン グ を行 い、

E2の 作 用 を促 進 す る化 学 物 質 を検 索 し、 それ らの影 響 を調 べ た。

第1節E2作 用 促 進 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ

第1章 、第3節 と同 様 の方 法 を用 いて 、E2の 作 用 を促 進 す る化 学 物 質 をス ク リー ニ ン

グ した。

1.実 験 方 法

1.試 薬

CDNBは ナ カ ライ テ ス ク(株)製 、2-chloro-3,5-dinitrobenzotrifluorideは 東京 化 成 工 業

(株)製 、4-methylumbellferoneはSigmaChemicalCo.製 、hespertinはExtrasynthese

(France)製 、7-benzyloxy-4-(trifluoromethyl)-coumarinはGentest,BDBiosciences製 を使

用 した 。 表2に 示 した 他 の化 学 物 質 は 第1章 、第1節 に準 して 使用 した 。

2.レ ポ ー タ ー遺 伝 子 試 験

第1章 、 第3節 に準 して 行 った 。

II.結 果

Table2に 示 した10種 類 の化 合物 につ いて 、MCF-7細 胞 を用 い た レポー ター 遺 伝 子 試

験 を行 い 、E2活 性 の促 進 物 質 を ス ク リー ニ ング した 。
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Table2Listoftestchemicals

1-Chloro-2,4-dinitrobenzene

2,4,6-Tribromophenol

2-Chloro-3,5-dinitrobenzotrifluoride

4-Methylumbellferone

7-Benzyloxy-4-(tri且ouromethyl)-couma血

13-cis-retinoicacid

Captan

Hespertin

VitaminKl

VitaminK2

そ の 結 果 、E2に よ る 転 写 活 性 を 促 進 し た 物 質 の 構 造 をFig.11に 示 し た 。 そ の 物 質 は

7-benzyloxy-4-(trifluoromethy)-coumarin(BFC)、1-chloro-2,4-dinitrobenzene(CDNB)

お よ び2-chloro-3,5-dinitrobenzotrifluoride(CNBT)の3物 質 だ っ た 。

-Benzyloxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin

(BFC)

F3C NOz

2-Chloro-3,5-dinitrobenzotrifluoride

(CNBT)

Fig.11StructureofchemicalsstimulatingE2activity.

共 存 させ た1nME2のluciferase活 性 を1と して 、そ れ ぞ れ を 比較 した と ころ、10ｵM

BFCが1.5倍 、5ｵMCDNBが4倍 お よ び1ｵMCNBTが2倍 増 強 した(Fig.12)・

一17一



5

4

 -.-. .., .3 
t 
es 
 a) 
-?2 
ira 
ir) 
E1

0

DMSO BFC CDNB CNBT

+ E2 (1 nM)

Fig. 12 Enhancement of E2-induced transcriptional activity by chemicals.

 Estrogenic activity was determined by reporter gene assay using MCF-7 cells on 10  RM 
BFC, 5  RM CDNB, or  1µM CNBT with 1 nM E2. Relative activity was expressed the 

 luciferase activity of E2 as 1. Values represent the mean ± SD (n = 3).
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第2節E2依 存 的 な 遺 伝 子 の 発 現 変 動

第1節 で 恥 に よ る転 写 活 性 を強 く促 進 したCDNBを 用 いて さ らに詳 細 にそ の 作用 を

検 討 した 。 まず 、E2に よ り発 現 が 変 動 す る遺 伝 子 に つ い てE2とCDNBの 共 存 に よ る発

現 の 変 動 を調 べ た 。

1.実 験 方 法

1.細 胞 培 養

第1章 、第3節 に準 じて 、行 っ た 。

2.RNAの 調 製

MCF-7細 胞 を3.5cmデ ィ ッシ ュ に1.5×105個 播 種 した 。細 胞 は 、活 性 炭 一デ キ ス ト

ラ ン処 理 で 脂 溶 性 ホ ル モ ン を除 去 した 血 清 を加 えたMEM培 地(フ ェ ノー ル レ ッ ト不含)

で 培 養 した。48時 間後 、 試験 化 合 物 を 添 加 し、24時 間 後 にTRIzol(lnvitrogen)0.5ml

を用 い て 、 プ ロ トコー ル に準 じてtotalRNAを 調 製 し、解 析 に用 い た 。

3.RT-PCR法

RT反 応 は 、totalRNAO.8μ9を テ ンプ レー トと して 、ReverTraAce一 α刪(TOYOBO)の

プ ロ トコー ル に従 い、oligodT(20)プ ライ マ ー を用 い て42℃ で20分 間伸 長 反応 を行 っ

た 。PCRは 、得 られ たcDNAを テ ン プ レー トと し、AmpliTaq(Roche)の プ ロ トコー

ル に従 って 行 った 。プ ライ マ ー は、そ れ ぞ れhumanestrogen-responsefingerprotein(hEfp)

(forward,5'-GCATCCACCAGAGCACCATAGACCTC-3';reverse,5'-TGCCTACTTGGGG

GAGCAGATGG-3'),pS2forward,5'-ATCCCTGACTCGGGGTCGCCTTTG-3';reverse,

5'-AATATCGATCTCTI'1'fAATTITTAGGCC-3')humanprogesteronereceptor(hPR)

(forward,5'-AGCCAAGCCCTAAGCCAGAGATTCACT-3';reverse,5'-GAAAGAGAA

GGGGTTTCACCATCCCT-3')お よ びhERα(forward、5'-GCTCCGCAAATGCTACGA

AGTGGGA.3・;reverse、5・.CAGTrGATCATGTGAACCAGCrCCCTG-3')を 使 用 した 。

PCRは 、そ れ ぞ れ サ イ クル 数 を検 討 し、直 線 的 に増 加 す る と ころ で 反応 させ た 。Hefp

の 場合 は32cycles(94℃ で30秒 、62℃ で30秒 、72℃ で40秒)、pS2は21cycles(94℃

で30秒 、59℃ で30秒 、72℃ で30秒)お よ びPRは28cycles(94℃ で30秒 、62℃ で30

秒 、72℃ で40秒)反 応 させ た の ち、PCR産 物 を1%ア ガ ロー ス ゲル で電 気 泳 動 した 。

泳 動 した ゲ ル は 、ethidiumbromideで 染 色後 、FAS-II(TOYOBO)で 照 射 して 画 像 を取
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り込 ん だ 。

4.ノ ザ ンプ ロ ッ ト解 析

4.1プ ロー ブ の調 製

プ ロー ブはhERα(+723～+1079)の 領域 を使 用 した 。hERα に 関す るcDNAは 、RT-PCR

に よ り増 幅 させ た。得 られ たcDNA断 片 は 、BcaBEST猟LabelingKit(TaKaRa)の プ ロ ト

コール に従 い、[a-32P]dCTP(AmershamPharmaciaBiotech)で 標 識 した 。

4.2ノ ザ ンプ ロ ッ ト

MolecularCloningに 準 じて行 っ た 。細 胞 か ら回 収 したRNAを ホ ル ム ア ミ ド含 有1%

変 性 ア ガ ロー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 後 、 ナ イ ロ ン ン メ ン ブ レ ン(HybondN+,Amersham

PharmaciaBiotech)に 転 写 した 。ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン液(1%BSAと0.25MSDS

をo.sMリ ン酸 ナ ト リウ ム[pH7.2]に 溶解 した 液)に メ ンブ レ ンを65℃ で3時 間 以 上 処

理 し、 プ レハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン した 。 新 た な ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ン液 に交 換 し、

作 製 した プ ロー ブ を加 え、65℃ で 一 晩 反応 させ た 。 目的遺 伝 子 の 発 現 量 はオ ー トラ ジオ

グ ラフ ィ ー によ り検 出 した 。
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II.結 果

E2依 存 的 に発現が変動 する遺伝子で ある、efp、pRお よびpS2に つ いて 〃zRNAの 発現

をRT-PCRで 調べた。E2に よ りいずれ の遺 伝子 も発現が増加 した(Fig.13)。 また、10

ｵMCDNBは1nMEZと 共存 させた場合、E2単 独よ りefp〃iRNAの 発現 は増加 した。PR

mRNAの 発 現は有意な差 はなか ったが、増加す る傾 向が見 られ た。pS2に つ いてはあ ま

り変化 がなか った(Fig.13)。

Fig.13StimulationofE2-dependenttargetgenetranscriptionbyCDNB.

ER〃iRNAに 関 して は 、報 告24-26さ れ て い るよ う にE2に よ り低下 す る こ とが確 認 され 、

E2と 共 存 さ せ たCDNBに よ りさ らに低 下 した 。CDNB単 独 にお い て も 、ER〃iRNA発 現

の低 下 が 見 られ た(Fig。14)。

糴 ・ 攤"x¢ 谿 ア懸 覊攤

G3PDH

Fig.14EffectofCDNBonERmRNA.
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第3節ER結 合 性 に対 す る 影 響

CDNBに よるE2の 活性促進がERと 直接に関係があるかについて、競合ER結 合試験

を用いて調べた。

1.実 験方法

第1章 、第2節 に準 じて行った。

II.結 果

CDNBはE2と 共存 させ る とE2の 作用 を促進す るが 、ERと の結合性 を調べた結果 、

cDNBはERと 結合 しなか った(Fig.15)。

.--.
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Fig.15CompetitivebindingofCDNBtoER.
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第4節 考 察 お よ び 小 括

1.考 察

MCF-7細 胞 を用 いた レポー ター遺伝子試験 によ り、E2に よる転写活性 を促進す る3

種類 の化合物(BFC、CDNB、CNBT)を 得た。 いず れの化 合物で もそ の活性 は濃度依

存 的であ った(デ ー タ省略)。 しか し、単独 の化 学物質 を添加 した 際の転写は あま り活

性化 しなか った。CDNBは 産業で合成化学工業品 の原料や染料 の原料 と して使われ、研

究用 にお いて はGST活 性 の測定試薬 として使わ れている。CNBTはCDNBに 一CF3があ

る類似 物質で、CDNBと 同様 にGST活 性 の測定試薬で使用 されている。 また、BFCは

研究 用でCYP3Aの 誘導剤 に使われて いる。3種 類 の陽性物質 の うちCDNBは もっとも

強 くE2作 用 を促進 し,CDNBは 共存 させたE2の 濃度(10"1sMか ら10-gMま で)依 存的 に

もE2の 活性 を促進 した(デ ー タ省略)。 これ は、本来のERにCDNBが 作用 し、E2の反

応性 を高 くした と考 え られた。そ のため,CDNBがERに 結合す るかについて競合ER結

合試 験 を行 ったが、直接的なERと の作用 はなか った。

E2に よる転写活性 を促進す るCDNBはE2依 存 的な遺伝子 の発現 も促進す る ことが見

られた。Efりは正常 な乳腺 にお いて 、細胞周期 にかか わ る14-3-3σ と結合 し、ユ ビキチ ン

ー プロテイ ンリガー ゼ として機能す る27。また、乳 がん細胞 の増殖 にかかわ る因子で あ

り、完 全なERE配 列 を持つ1次E2依 存 的遺伝子 である28,29。pRとpS2は 不完全なERE

の配列 を持 っているが、恥 依存 的 に発現 が誘導 される遺伝 子で ある30。 しか し、E2と 共

存 させたCDNBに よる遺伝子発現 は遺伝子 によって異 なる ことが示 された(Fig.13)。

PRお よ びpS2はE2依 存的 に発現が変動する遺 伝子で あるが 、細胞 の培養 条件 によ り、

その調節が異 なる31。 さ らに、pS2はERE以 外 にactivatorprotein(Ap)-1結 合サイ トが

存在 し、ERとAP-1と のク ロス トークによる発現 調節 の影響が あると考 え られ る32。

E2に よ りERmRNAの 発現は低下す ることが知 られて いる33。そ こで、E2と 共存 させ

たCDNBに よ るER〃iRNA発 現 の変動 につ いて ノザ ンプロ ッ トで調べた。それぞれ の化

合物 を24時 間処理 した場合、1nME2に よ りERは 低下 し、1ｵM4-OHTに よ りその低下

作用 が抑 制 された。 しか し、CDNBを 加 えるとERの 低下作用は促進する ことが示され

た。E2に よるERの 発現低下 は転写お よび転写後調節で行われ 、タンパ ク質 の合成に非

依存 的で ある34。CDNBはERと の結合性が見 られ なかったので、そ の作用 メカニズム

はER非 依 存的な経路 を介 して作用す ると考 えた 。

そ こで 、第3章 ではCDNBに よる 乾 作用 の促進 メカニ ズム について、 さらに検討を

行 った。
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II.小 括

1.E2に よ る転写活性 能を促進す る物質 と してBFC、CDNBお よびCNBTが レポー ター

遺伝 子試験 で得 られた。

2.CDNBはE2依 存的 に誘導 されるefpお よびPR"aRNAの 発 現 を促進 し、E2に よ り低

下す るERmRNAの 発現 をさ らに低 下 した。

3.CDNBはERと 直接 に結合せず に、E2の 作 用 を促進 した。
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第3章1・Chloro-2,4-dinitrobenzeneに よ るE2作 用 の 促 進 メ カ ニ ズ ム

E2作 用 の促進活性が強か ったCDNBに ついて、その作用 メカニズム を調べた。

第2章 、第3節 の結果か ら,CDNBはERと 直接 に結合 しない ことがわかったので、CDNB

がE2の 作用 を促進す るために介 した経路 を調 べた。 まず、EDの 中には、trans-stilbene

やmethoxychlorの よ うに代謝 されて初 めてエス トロゲ ン様作用 を示す物 質が存在 す る

35-39
。そ こで、CDNBの 代謝 物がエス トロゲ ン様物質 としてE2作 用 を促進す るか につ い

て検討 した 。次 に,ER非 依存 的 にE2作 用 を促進 す る経路 としてmitogen-activatedprotein

】dnase(MAPKinase)経 路が知 られて いるので40、CDNBがMAPKinase経 路 を活性化 す

るか につ いて検討 した。

第1節CDNB代 謝 物 の エ ス ト ロ ゲ ン 様 作 用

化学物 質は細胞 の中で代謝 され る。第2章 でCDNBがERと 結合せず にE2の 作用促進

活性 を示 した。E2作用 の促 進がCDNBの 代謝 物 による作 用か どうかにつ いて検 討す るた

め、ラ ッ ト肝S-9mixtureに よ り代謝 させ、代謝反応後の溶液 について、YeastTwo-hybrid

試験 および レポーター遺伝子試験 を用 いてエス トロゲ ン様作用 を調 べた。

1.実 験 方 法

1.特 に、記載 した以外 の試薬 および方法 は、第1章 、第1節 に準 じた。

2.S-9mixtureに よ る代 謝 反 応

ラッ ト肝S-9mixture(オ リエ ンタル酵母)は 、プロ トコール に準 じて400ｵ1の 反応系

を調製 した。各試験化 合物 は、DMSOに 溶解 して、終濃度1%DMSO溶 液 とな るように

添加 した。代謝反応 は、37℃ の水浴 中で1時 間行 った。

3.YeastTwo-hybrid試 験

代謝 した反応溶液125ｵ1と2×SD溶 液 に懸濁 した酵母 を125ｵ1を 加 え、第1章 、第

1節 に準 じて測定 した。2×SD溶 液 は、YeastTwo-hybrid試 験 による反応 系において最終

濃度 がSD溶 液 と等 しくな るように調整 して用 いた。

4.レ ポ ー ター 遺 伝 子 試 験

第1章 、第3節 に準 じて、行った。
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II.結 果

EDの 中には、代謝 されてERに 影 響 をおよぼす物質が存在す る41,-42。ERと 直接結合

しな い化学物質が細胞 中で代謝 される ことによ り、E2の 作用 を促進する可能性 をYeast

Two-hybrid試 験 および レポー ター遺伝子試験 を用 いて検討 した。

1.YeastTwo-hybrid試 験 を用 いたCDNB代 謝 物 の エ ス トロゲ ン様 作 用 の検 討

代謝 前のCDNB単 独で はエス トロゲ ン様作用 を示 さない ことが認め られ た。CDNB

は ラッ トS。gmix(オ リエンタル酵 母)に よ り37℃ で1時 間代謝反応 を行 った43。1000

倍高濃度のCDNBを 用いて代謝 させ たのち、代謝 反応後 の溶液 につ いてERに 対す るア

ゴニス ト活性 を調べた。代謝 させたCDNBはDMSO溶 媒 の反応溶液 と比べ、有意 な差

が見 られず、エス トロゲン様作用が認 め られなか った(Fig.16)。 また、5nME2と 代謝

させたCDNBを 共存 させて もE2の 活性 を促進す る ことは認め られなかった(デ ータ省

略)。
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Fig.16EffectofCDNBmetaboliteonestrogenicactivityofEZ,

AfterCDNBwastreatedwithS-9mixtureat37℃forlh,theestrogenicactivitywas

determinedbyYeastTwo-hybridassayandtherelativeactivityagainstDMSOwas

expressed.Valuesrepresentthemean±SD(n=3).
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2.レ ポー ター遺伝子試験 を用 いたCDNB代 謝物 のエス トロゲ ン様作用 の検 討

E2作 用 の促進 を示 したMCF-7細 胞 において、CDNBとCDNBの 代謝物 による影響 を

比較 した。Fig.16の 場合 と同様 に、10mMCDNBをS-9mixtureに よ り37℃ で1時 間代

謝 させて、代謝反応液 を細胞 に添加 した。S-9mixtureを 処理 しないCDNBは5ｵMを 添

加 した。第2章 、第1節 の結果 と同様 に、代謝 前CDNBはE2と 共存でE2に よる転写活

性 を促 進 したが、代謝 させ たCDNBと 共存す る と促進作用 が見 られ なか った(Fig.17)。

また、代謝 させたCDNB単 独で もエス トロゲ ン様作用は示 さなか った。
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Fig.17EnhancementofestrogenicactivitybyCDNBmetabolite.

AfterCDNBwastreatedwithS-9mixtureat37°Cforlh,theestrogenicactivitywas

determinedbyReportergeneassay.Valuesrepresentthemean±SD(n=3).

以上の結果 にお いて、CDNBの 代謝物はエス トロゲ ン様作用 を示 さな いことか ら、E2

作 用の促進 はCDNB本 体が示す ことが考 え られ た。
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第2節CDNBのMAPK経 路 に 対 す る 活 性 化 作 用

ERはMAPKに よ りリン酸化 され 、転写が活性 化す ることが知 られてお り44,45、乳が

ん細胞 では過剰 に活性化 され たMAPKに よ りERの 発現が減少す ることも報 告 され て

いる46。 そ こで、MCF-7細 胞 を用いて、CDNBに よるERの 転写活性 の促進 およびER

の発現低下がMAPKを 介 して いるか につ いて調 べた。

1.実 験 方 法

1.細 胞 培 養

第1章 、第3節 に準 じて行 った。

2.タ ンパ ク質 の 回収

MCF-7細 胞 は、活性炭 一デキス トラン処理で脂溶性 ホルモ ンを除去 した血清 を加 え

たMEM培 地(フ ェノール レッ ト不含)で48時 間以上培養 した。その後、細胞 を3.5cm

デ ィ ッシュに1.5×105個 播種 した。48時 間後、 試験化合物 を添加 し、それぞれ の時間

処理 した。PBS溶 液で洗 ったのち、SolutionA(Urea8M、1%NP-40、2%2-Mercaptoethanol

を含む)70μ1を 用 いて 回収 した。

3.タ ンパ ク質 の定 量

Bradford法 を利用 したプ ロテイ ンア ッセイCBB溶 液(ナ カ ライ)の プロ トコール

に準 じて行 った。20倍 希釈 したタ ンパ ク質溶液 にCBB溶 液(コ マジー ブ リリアン ドブ

ルーG-250、 エタ ノール、リン酸 を含む)1m1を 加 え、15分 放置 した後 、吸光度595㎜

を測定 した。標準物質(牛 血清 アルブ ミン、BSA)を 用いて検量線 を作成 し、サ ンプル

の濃度 を定量 した。

4.Westernblotting

サ ンプルは濃度 を合わせたタ ンパク質 とsolubilizationbufferを15:9の 比率で混ぜ 、2

分 間沸騰 して作製 した。サ ンプルはSDS-PAGEで 分離 して、PVDF(Milliporeimmobilon

transfermembrane)に 転写 した。それぞれのブ ロッキ ング溶液で1時 間以上処理 した。

ERの 検 出には3%ス キム ミル ク液 を、ERKお よび リン酸化ERKの 検 出 には2.5%BSA

溶液 を使用 した。pBST(0.1%Tween20を 含 むpBS)で 洗 ったのち、1次 抗体 反応 を4℃
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で 一 晩 行 っ た 。 さ れ に 、PBSTで 洗 い 、2次 抗 体 反 応 を 室 温 で2時 間 以 上 行 っ た 。ECL

溶 液(AmershamPharmaciaBiotech)を 用 い て 、 プ ロ ト コ ー ル に 従 い 反 応 さ せ た の ち 、

発 色 さ せ た 。

5.抗 体

ERKお よ び リ ン 酸 化ERK抗 体 は1.25%BSA溶 液 に 希 釈 し て 用 い た 。1次 抗 体 の

phospho-p44/p42MAPkinaseanti-rabbitIgG(Cellsignalingtechnology)とERK-1anti-mouse

IgG(BDBiosciences)は1:1000の 比 率 で 希 釈 し た 。2次 抗 体 のrabbitIgG(Amersham

PharmaciaBiotech)は1:5000、mouseIgG(AmershamPharmaciaBiotech)は1:2000の

比 率 で 行 っ た 。ERanti-rabblitIgG抗 体(SantaCruzBiotechnology,hlc.)は1.5%ス キ ム

ミ ル ク 溶 液 に1:200の 比 率 で 希 釈 し た 。 ま た 、2次 抗 体 のrabblitIgGは1:2000の 比 率

で 行 っ た 。
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II.結 果

MAPK経 路の 中で、乳がん細胞 に関連が あるERK経 路 に着 目してCDNBがERKを 活

性化 す るか につ いて検 討 した。ERKは リン酸化 され 、活性 型 にな るので 、 リン酸化

ERK1/2に 対 す る抗体 を用 いてERKが 活性化 したかについて調べ た。また、第2章 、第

2節 の結果 との関連か ら,ERの タ ンパ ク質量 も調 べた。

1.CDNBに よ るERKの 活 性 化

レポ ー ター 遺 伝 子 試 験 を行 った 条 件 と 同様 にCDNBで24時 間処 理 し,ERK1抗 体 を用

い てERKの 発 現 量 を調べ た結 果 、CDNBに よ る変 化 が な か っ た(Fig.18;lowerpanel)。

一方 、E2と 共 存 させ る と、ERK112の リン酸化 体 の増 加 が見 られ,CDNBがERKを 活 性

化 す る こ とが 示 され た(Fig.18;upperpanel)。

ERK1

Fig.18EffectofCDNBonphosphorylationofERK.

AfterMCF-7cellsweretreatedwithDMSO,E2(1nM),CDNB(10ｵM),orE2+CDNB
for24h.Phospho-ERKwasdetectedbyWesternblotting.E2+CDNBactivatedthe

phosphorylationofERKmorethanE20rCDNBalone.

次 に,ERK経 路 は1時 間以内 に早 く反応す る経路 として報告 されて いることが多 いの

で 、CDNBの 処理時 間による変動 を調べた。そ の結果、E2共存、非共存 にかかわ らずERK1

の発現 量は変化 なかった(Fig.1g;right)。 一方、リン酸化 されたERK1/2はCDNB単 独

で も、E2単 独 で も、また両者共存 で も量的な差は あるが、2時 間のところに最大 とな り、

8時 間 まで リン酸化ERKが 検 出 され た。 なお、24時 間処理で は見 に くかったCDNB単

独で も弱 いが,1時 間か らリン酸化 したERKが 見 られた。
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Fig.19KineticsofERKphosphorylation.

MCF-7cellsweregrowninphenolredfreeMEMsupplementedwith10%dextran-

charcoalst巾pedFBSfor4days.Cellswereexposedforvariousperiodsoftimeto

DMSO,E2,EZ+CDNBorCDNB.Phospho-ERK(A)andERK(B)weredetectedby

westernblot.

2.ERタ ンパ ク質 に対 す るCDNBの 影 響

E2に よ りERタ ンパク質量が減 少す る ことが報告 されて いる47-49。化学物質で12時 間

処理 した ところ、CDNB単 独 あるいは 恥 単独 よ り両物質 を共存 させた方がERタ ンパ ク

質量は低下 した。

0
の
Σ
o

NW

m
Z
D
U

N山

m
Z
D
U

Fig.20DecreaseofERproteinbyCDNB.

MCF-7cellsweregrowninphenolredfreeMEMsupplementedwith10%dextran-

charcoalstrippedFBSfor4days.Cellswereexposedfor12htoDMSO,E2,E2+CDNBor

CDNB.ERproteinwasdetectedbywesternblotandG3PDHwasshownasacontrolof

constantproteinloading.
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第3節 考 察 お よ び 小 括

1.考 察

第2章 の結果か ら、CDNBは 直 接的なERに 結合せず、E2の作用 を促進する ことが明 ら

か になったので、本章 では、CDNBに よるE2作 用 の促進 メカニズム につ いて調べた。そ

こで、CDNBが 何 を介 してE2作 用 の促進す るか を調べ るため に,2つ の仮説 を立てた。

まず、CDNBの 代謝 によ り、E2作 用が促進 され るか どうか につ いて調 べた。細胞 の中で

は化学物質 は酵 素によ り代謝 され る。 しか し、競合ER結 合試験は無細胞系で代謝物 に

よる影響は検出できない方法である。第2章 、第3節 の結果 で もCDNBがERと 直接に

作用 しなか ったが、CDNBの 代謝物 がERと 直接 結合 して、作用す る可能性は考 え られ

る。 しか し、S-9mixtureを 用 いて代謝 させ たCDNBの 代謝物 はエ ス トロゲ ン様作用 を

示 さなか った。また、E2と の共存で もE2に よる転 写活性 には変化がなか った。さらに、

代謝物 と考 え られ る2,4-dinitropheno1に もエス トロゲ ン様作用 はなかった(デ ー タ省略)。

これ らの結果か ら,CDNBの 本体が間接的な経路 を介 して作用す る ことが考 え られたの

で,CDNBに よるMAPK経 路 の活性化 を調べ た。

MAPK経 路 はERK経 路JNK/SAPK経 路 およびP38MAPKの3つ の経路 に大 き く分

けられ る。MAPK経 路 を介 してERが リン酸化 され 、活性化す る ことは報告 されて いる

a°
。特 に、ERKの 経路が乳が ん細胞 では主要な 経路で あることか ら,ERKの 活性化 に

CDNBが 関与す るか について調べた。本研 究の条件 においてはE2の 共存、非共存 にかか

わ らずCDNBに よるERKの 活性化が1時 間 目か ら2時 間 目を ピー クに8時 間 目まで維

持 された。すなわち,CDNBはERと 結合せず に、MAPK経 路 を介 して活性化 したERK

によ り間接的 にERを 活性化 し、E2の作用 を促進す る ことが示唆 された(Fig.21)。

樹状細胞 にお いてCDNBがMAPK経 路を活性化 し、免疫反応 に関与する ことが最近

報告 された5°。本章 の結果 は、乳がん細胞 においてCDNBがMAPK経 路のERKを 活性

化 してE2の 作用 に影響 を及 ぼす ことを示す もので ある。

活性化 されたERKはERの 活性化 だけではな く分解 にもかかわ る ことが ら、ERの タ

ンパ ク質分解 に対す るCDNBの 影響 を調べた。CDNBはERタ ンパ ク質 の発現量を若干

低下 させ 、E2と 共存 させ るとCDNBはERの 発現量 をさ らに低下させ た。 この結果 は、

CDNBが 活性化 させ たERKに よ りERの 分解作 用が促進 された と考 え られる。さ らに、

CDNB単 独 ではERKの 活性化 も弱 く、ERの 転写活性 もあま り示 さなかったが、E2との共

存でCDNBはE2に よる転写活性 をよ り強 く促進 した。
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☆丶氷
▲

Fig.21ModelforstimulationofE2activitybyCDNB

以上 の結果か ら、Fig.21に 示 した ようなcDNBに よ るE2の 作用 に対す る促進作用 の

メカニ ズムが推 定 され る。
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II.小 括

1.CDNB代 謝物 のエス トロゲ ン様作用 はYeastTwo-hybrid試 験および レポー ター遺伝

子試験 、いずれの方法で も認め られ なか った。

2.E2と 共存 させ る とCDNBはMAPK経 路 の一・つであるERKを 強 く活性化 した。

3.CDNBはERタ ンパ ク質の分解 を促進 した。

以上 の結果か ら、CDNBはMAPK経 路を介 してERの 転写活性 とERタ ンパ ク質の分

解 を促進す る ことが示 唆 され た。
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総 括

ホルモ ンは極微量でそ の作用 を果 た して いるため、その合成、分泌、代謝な どの一連 の

作用 は非常 に厳密 に調節 されてお り、そ の濃度バ ランス を維 持 している。しか し、EDは 、

体 内 に取 り込 まれてホル モ ンのバ ランスを崩 し、内分泌機能 に障害 を与 える。 また、そ

の構造 が代謝 ・分解 しに くく、蓄積 される もの もあ り、そ の影 響が生殖 ・発 生にかかわ

る ことか ら、1世 代の影響 のみな らず 、多世代 にわ たって悪影響 を及 ぼす可能性が指摘

されて いる。特 に、女 性ホルモ ンで あるエス トロゲ ンは生殖 系 に重要な役割 を果 た して

いる ことか ら、エス トロゲ ンの作用 に影響 を及 ぼす物質 は重要視 され てお り、環境 中に

存 在 して い る数万以 上の化学物 質か らそ の作 用 に影 響 を与 える物 質 を検索す る必要が

ある。

EDの スク リーニ ング試験 として、実験動物 を用 いた卵巣摘 出ラ ッ トの子宮重量試験

が ある。しか し、比較 的長期 間かか り、熟練 したテ クニ ックを要す る試験法で あ り、数多

い化学物質 を1次 的 にス ク リーニ ングする には不適 当で ある。そ こで、短期 間で迅速 に

多量の化学物質 をス ク リーニ ングす るため にinvitro試 験が開発 され、精 力的 に数多 く

行われて いる。特 に、エス トロゲ ンはERと 結合す る ことによ り作用 を果 たす ので、ER

Fig.22ModelfordisruptionofE2activitybychemicals
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を用いたinvitro試 験 系が使われ ている。例 えばER結 合試験 レポー ター遺伝子試験

YeastTwo-hybrid試 験な どで ある。 しか し、多 くの研究 が化 学物質 の単独 に対す るエス

トロゲ ン様作用 を検 索 した ものである。体内 にはE2とERが 存在 してお り、環境 中に存

在 して いるEDに 暴 露され る と混合物 として作用す る。しか しなが ら、その条件がinvitro

試験で は無視 され 、検討 されて いる場合が ほ とん どである。

そ こで 、本研究で は化学物質 を微量のE2と 共存 させ て、invitro試 験 を行 い、化学物質

のE2作 用 に及 ぼす影響 を調べ た。

まず 、第1章 で は、HCP、K3お よびPCPの ような化学物質がE2の 代わ りにERに 結

合 してE2の 作用 を抑制す る ことを明 らか にした。次 に、第2章 では レポーター遺伝子

試験 によ りBFC、CDNBお よびCNBTはE2に よる転写活性化能 の促進 を示 した。また 、

第3章 で は、E2の 作用を強 く促 進 したCDNBはERと 直接 に結合せず 、MAPK経 路を

介 してE2の 作 用 を促進す る ことを示 した。CDNBに よ るERKの 活性化、すなわちERK

の リン酸化が認め られた。CDNBは 単独ではERの 転写活性 の促進 をあま り示 さないが、

E2と 共 存す る と転 写活性 を大 き く促 進 した。 さ らに、転 写活性 の促進 とともに、ER

mRNAは フィー ドバ ックで発現 を下 げ、ERタ ンパ ク質 の分解 を促進 した と考 え られた。

本研究 か ら、環境 中にはERま たはMAPKinaseを 介 してE2の 活性 を抑制または促進

す る化 学物質が存在 する ことを明 らか にした(Fig.22)。

本研 究ではエス トロゲ ンにつ いて影響 を及 ぼす物質 を検 討 したが、他 のホル モ ンに関

して も同様 に、環境 中には単独 では作用 を示 さな くて も、本来 のホルモ ンの作用 を促進

あるいは抑制す る物質が存在す る ことが考 え られ る。また、ホルモ ン受容体 に対 する直

接的な経路以外 の経路で作用 をあ らわす物質 もある ことが示唆 された。したがって、今

後、化学物質 のED作 用 をinvitroで 検 討す る際 には、単独だ けではな く、本来のホル

モ ン共存下 で検討す る ことが重要で ある。
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結 論

1.EDと して疑 わ れ て いる物 質 を含 め て50種 類 の物 質 につ いて 、E2の 作 用 を抑 制 す る

物 質 をス ク リー ニ ン グ した 結 果 、hexachlorophene,menadioneお よ びpentachlorophenol

の3種 類 の物 質 が 検 索 され た 。 これ らの物 質 は 、ERに 対 してE2と 競 合 してE2の 作

用 を抑 制 した 。

2.E2に よ る転 写 活性 能 を促進 す る物 質 と して7-benzyloxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin,

1-chloro-2,4-dinitrobenzeneお よ び2-chloro-3,5-dinitrobenzotriflourideが レポー ター 遺

伝 子 試 験 によ り検 索 され た 。

3。E2の 作 用 を 強 く促 進 した1-chloro-2,4-dinitrobenzeneはE2と 共 存 下 でE2単 独 よ り、

ERmRNAお よび タ ンパ ク質 の発 現 量 を減 少 させ 、そ の作 用 メカ ニ ズム は 、ERに 対

す る 直 接 的 な 作 用 で は な く、間 接 的 なMAPK経 路 によ る こ とが 示 唆 され た 。

以 上 の 結 果 か ら、環 境 化 学 物 質 の 中 には 、化 学 物 質 単 独 によ る影 響 だ けで は な く、E2

共 存 下 にERに 直 接 また は 間 接 的 に作 用 し、E2本 来 の作 用 に影 響 を及 ぼす 物 質 が存 在 す

る ことが 明 らか にな っ た。今 後 、化 学物 質 のED作 用 を検 討 す る際 には 、エ ス トロゲ ン

以 外 の性 ホル モ ンに 関 して も 、受 容 体 に対 す る 間接 的な 経 路 も含 めて 、本 来 のホ ル モ ン

共 存 下 に そ の影 響 を研 究 し、 混 合物 と して の リス ク も評 価 す る必 要 が あ る。
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