
平成 12年度厚生科学研究費補助金（生活安全総合研究事業） 
分担研究報告書 

 
食品中内分泌かく乱物質等の発がん修飾作用に関する実験的研究 

（分担課題名：食品中内分泌かく乱物質等による発がん修飾の分子機構の解明） 
 

分担研究者 藤本 成明 広島大学原爆放射能医学研究所 助教授 
 

研究要旨   下垂体腫瘍モデルにおいて、ノニルフェノール(NP)、ゲニスタイン
(GNS) およびアトラジン(Atz)の作用を検討した。NP、GNSはエストロゲン応答
性細胞増殖活性を示したが、in vivoでの作用を、移植腫瘍形成を指標にみると
250ppmGNSのみが促進作用を示した。Atzは in vivo、in vit oとも作用を示さ
なかった。また、下垂体腫瘍増殖に関わる癌遺伝子の PTTGおよびエストロゲン
受容体αのプロモーターについて解析した。今回検討した物質はいずれもこれら
の遺伝子発現に影響を与えなかった。 
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目的 
 本研究では､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ応答性増殖細胞であ
るﾗｯﾄ下垂体腫瘍細胞を主なﾓﾃﾞﾙとして､ｴ
ｽﾄﾛｹﾞﾝ依存性増殖のﾒｶﾆｽﾞﾑおよびｴｽﾄﾛｹﾞﾝ
受容体発現調節の解析を通じ､食品中内分
泌かく乱物質等の発がん修飾作用を明ら
かにする｡ 
1) 食品中に潜在的に含まれる可能性のあ
る内分泌かく乱物質､ﾉﾆﾙﾌｪﾉｰﾙ(NP) ､ｹﾞﾆｽ
ﾀｲﾝ(GNS)､ｱﾄﾗｼﾞﾝ(Atz) の発がん修飾作用
を､ﾗｯﾄ下垂体および移植下垂体細胞をﾓﾃﾞ
ﾙにして検討した｡ 
2) 昨年度の本研究によりﾗｯﾄ下垂体にお
いてがん遺伝子 PTTGはｴｽﾄﾛｹﾞﾝにより
発現調節され､その応答性の差が､下垂体
腫瘍化に関連していることが示唆された｡
その転写活性の機構を明らかにするため､
ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ領域の解析をおこなった｡ 
3) 我々はﾗｯﾄ下垂体腫瘍において､ER量
が調節されることで､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ応答性増殖
性が調節(修飾)されることを示してきた｡
一方ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体の発現調節に関しては
未だに現象論的な報告が散見されるのみ
で､その調節機構についてよく解明されて
いない｡従って､内分泌かく乱物質等によ
る腫瘍増殖修飾の理解においても､ｴｽﾄﾛｹﾞ
ﾝ受容体調節の機構を明らかにすることは
重要であり､ここで解析をおこなった｡ 
 
材料と方法 
試薬類  
17βｴｽﾄﾗｼﾞｵｰﾙ､OH-ﾀﾓｷｼﾌｪﾝは､Sigma 
Chemicals, St. Louis, MO, U.S.A.から､ﾉ
ﾆﾙﾌｪﾉｰﾙ(NP)は和光純薬(大阪)から購入､

ｹﾞﾆｽﾀｲﾝは本研究班で独自に合成したもの
を用いた｡In intro試験では､各試薬をｴﾀﾉ
ｰﾙ溶液としてｽﾄｯｸした｡ 
 
動物 

4週令の雌 F344 ﾗｯﾄを､Charles River 
Japan (Atsugi)から購入し卵巣摘出をし
た｡飼育条件は､24±4℃, 55±5℃の恒温､恒
湿､無窓の清潔な飼育室で 12/12 時間の明
暗条件下で行った｡NIH変形飼料および
水道水を自由摂取とした｡5週令時に下垂
体細胞 MtT/E-2を 3x105/部位で移植した｡
GNSおよび NPは 25､250ppmで､また
ATZは 5, 50, 500ppmで上記飼料に混餌
し自由摂取させた｡ｺﾝﾄﾛｰﾙとして 1.0mg
のｴｽﾄﾛｹﾞﾝを含んだｺﾚｽﾃﾛｰﾙﾍﾟﾚｯﾄを皮下に
投与した｡移植腫瘍が生着し径が 20mm
程度になった時点で､動物 w6屠殺し､血
清および下垂体組織を直ちに凍結保存し
た｡ 
 
細胞培養および増殖ｱｯｾｲ 
MtT/E-2細胞､MCF-7細胞､NIH3T3細
胞の培養はそれぞれﾍﾟﾆｼﾘﾝ/ｽﾄﾚﾌﾟﾄﾏｲｼﾝ含
有の DEM/F12混合培地 (Sigma 
Chemicals) + 2.5% FBS (Life 
Technologies) + 7.5% HS(Life 
Technologies)､DEM培地 (Sigma 
Chemicals) + 5% FBSおよび DEM 
(Sigma Chemicals) + 5%CS (Life 
Technologies)にて行った｡ｱｯｾｲ前にはそ
れぞれ DC処理血清を含むﾌｪﾉｰﾙﾚｯﾄﾞ(-) 
の培地に交換した｡細胞増殖測定は改良型
のMTT ｱｯｾｲである Cell Couning Kit (和
光純薬)を用いた｡Competitive RT-PCR



による PTTG定量下垂体組織の全 RNA
の抽出はｱｲｿｹﾞﾝ試薬(Wakojunyaku)によ
り行い､さらにそれを DNase (Promega, 
Madison, WI, USA) で処理した｡一定量
の 全 RNAは､さらにMMLV-RT (Life 
Technologies, Rockville, MD, U.S.A.)に
よって cDNAにされ､PCR反応の鋳型と
された｡PTTG ﾌﾟﾗｲﾏｰは 5'-
ATGGCTACTCTGATCTTTGT および
5'-TTAAATATCTGCATCGTAACである
(600bp産物)｡PCRに先立ちｻﾝﾌﾟﾙと同時
に､competier DNA(上記ﾌﾟﾗｲﾏｰ配列を両
端にもつ 421bpの DNA)の 0.3-10fgを定
量的に加え PCRした｡増幅は､Ex-Taq 
DNase polymerase (Takara, Tokyo)を用
い､95℃､30秒､52.9℃､20秒､72℃､ 1分
の 20-30 ｻｲｸﾙで行った｡産物は､1.5%ｱｶﾞﾛ
ｰｽｹﾞﾙで泳動した後､ｴﾁｼﾞｳﾑﾌﾞﾛﾏｲﾄﾞで染色
し､画像解析して､competitoerと目的産
物の光学濃度の比率が 1:1になる点を求
めることで定量した｡ 
 
ﾚﾎﾟｰﾀｰﾌﾟﾗｽﾐｯﾄﾞ 

PTTG ﾚﾎﾟｰﾀｰﾌﾟﾗｽﾐｯﾄﾞ作成のため､
PTTG構造遺伝子上流域-720～+16内の
5つの領域について PCRによりﾗｯﾄｹﾞﾉﾑ
DNA から増幅し､TA-ｸﾛｰﾆﾝｸﾞ(Invitrogen, 
Groninger, The Netherlands)した｡これ
を､ﾙｼﾌｪﾗｰｾﾞﾚﾎﾟｰﾀｰ pGL3-basic 
(Promega)に blant ligationで導入した｡
また､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ応答性転写活性化のｱｯｾｲに
は､(ERE)3-SV40-lucを用いた｡ 
また､ﾗｯﾄ ERの 5’上流域の B ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ(-

2100～-3155)の解析もこの領域内のﾌﾗｸﾞ
ﾒﾝﾄを PCR ｸﾛｰﾆﾝｸﾞして上記と同様にﾚﾎﾟ
ｰﾀｰを作成した｡ 
 
ﾄﾗﾝｼﾞｪﾝﾄﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝ 
 細胞を､24穴ﾌﾟﾚｰﾄに 4-8x104 / wellで播
き､ 24時間後に､TransFast transfection 
reagent (Promega) を用いて全量で
0.8ugの DNAをﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝした｡薬剤処
理 24時間後に細胞を溶解し､Dual 
luciferase assay substrates (Promega) 
をそれぞれ加えた｡発光測定は､Micro-
beta scintillation counter (Amersham 
Pharmacia Biotech, Uppsala,Sweden)に
より行った｡ 
 
 
結果 
1.下垂体細胞増殖ｱｯｾｲおよび ERE転写活
性化ｱｯｾｲによる in vit o ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ活性 r

ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ応答性増殖をする下垂体細胞株で
あるMtT/E-2による増殖試験の結果が
Fig. 1である｡GNSは 10-8Mで有意な増
殖促進活性がみられた(ただし 10-5M以上
では増殖抑制)のに対し､NPは 10-5Mで
有意な促進をみた｡また､Atzは 10-4Mま
で活性はなかった｡さらに､(ERE)3-SV40-
luc ﾚﾎﾟｰﾀｰによるｴｽﾄﾛｹﾞﾝ依存性転写活性
化のｱｯｾｲ結果は､Fig.2 に示したとおりで､
増殖ｱｯｾｲとよく一致した｡ 
 
2.移植下垂体腫瘍細胞腫瘍形成試験 
 MtT/E-2腫瘍形成促進作用を試験結果を
Fig 3および 4に示す｡250ppmまでの
NPおよび 500ppmまでの Atzは移植下
垂体細胞腫瘍形成に影響しなかったが､
GNSの 250ppm群で有意な生着期間の
短縮が見られた｡いずれの薬剤も子宮重量
に有意な影響は与えなかった｡ 
 
3.原発性下垂体腫瘍化､PTTG発現および
PRL産生への作用 
 ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ群においては下垂体重量が増加
し､過形成となったが､NP､GNSおよび
Atzのいずれも下垂体の重量に影響を与
えなかった(Fig. 5)｡また､下垂体の
PTTGmRNA発現にも影響は見られなか
った｡血中ﾌﾟﾛﾗｸﾁﾝﾚﾍﾞﾙは､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ群で有
意に上昇していたが､他のいずれの群でも
有意な増加は観察されなかった｡ 
 
4.PTTG遺伝子の発現ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰの解析 
 PTTG遺伝子上流域のﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ活性を検
討した結果､-542/+43で最大の基本転写
活性があることが示された(Fig.6)｡また､ｴ
ｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体の存在下でｴｽﾄﾛｹﾞﾝ依存的な
このﾌﾟﾛﾓｰﾀｰの転写活性化作用が示された
(Fig.7)｡さらに､その応答は受容体のα型
β型に特異性があった｡ 
 
5.下垂体でのｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体発現とﾌﾟﾛﾓｰﾀ
ｰ 
 ﾗｯﾄｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体α遺伝子上流域-3155/-
2100 およびその部分配列をもつﾚﾎﾟｰﾀｰは､
下垂体細胞および乳ｶﾞﾝ細胞において基本
転写活性化能を示すことが示された
(Fig.8)｡また､その転写活性に対する NP､
GNS､Atzの作用を検討したが有意な影響
は観察されなかった(Fig 9)｡ 
 
 
考察 
本研究では､食品中内分泌かく乱物質に
よる発がん修飾作用を検討する目的で､



NP, GNSおよび Atzの作用をﾗｯﾄ下垂体
腫瘍形成を指標に検討した｡さらに下垂体
腫瘍増殖に関わる 2つの遺伝子 PTTGお
よびｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体の発現調節作用を解析
した｡ 
 ﾗｯﾄの下垂体は､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝによる連続刺激
のみで増殖し容易にﾌﾟﾛﾗｸﾁﾉｰﾏになること
は古くから知られてきた｡ｴｽﾄﾛｹﾞﾝに対す
る反応性の程度は系統依存的であること
は昨年度本研究で示した通りであるが､
F344 ﾗｯﾄの系は､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ作用をもつ内分
泌かく乱物質の作用を解析するのによいﾓ
ﾃﾞﾙである｡本研究では､我々が樹立したｴｽ
ﾄﾛｹﾞﾝ応答性の下垂体細胞株MtT/E-2の
細胞増殖およびそのﾗｯﾄ移植実験により､
内分泌かく乱物質の腫瘍ﾌﾟﾛﾓｰｼｮﾝ過程に
与える作用をみた｡その結果､in vi oに
おけるｴｽﾄﾛｹﾞﾝ作用は､GNS NPの順に強
く､Atzは活性を示さなかった｡この作用
は､経口投与での移植細胞の腫瘍化促進に
おいて同様であった｡Atzは､in vivoにお
いては下垂体系に対し腫瘍化やﾌﾟﾛﾗｸﾁﾝ分
泌の促進作用があると報告されてきたが､
本研究の最大 500ppmまでの経口投与で
は､そのような作用は全く見られなかった｡ 
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ﾗｯﾄ下垂体腫瘍に高発現するがん遺伝子
として近年 PTTGが見いだされた｡我々
は､この遺伝子がｴｽﾄﾛｹﾞﾝにより調節され
ており､それがﾎﾙﾓﾝ依存性の腫瘍化に関与
すること示してきたが､そのﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ域にｴ
ｽﾄﾛｹﾞﾝ応答配列(ERE)は存在しない｡そこ
でその発現調節機構を明らかにする目的
で､PTTG上流のﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ解析を行った｡ﾚ
ﾎﾟｰﾀｰ実験の結果､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体存在下で
の､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝによる転写活性化がﾓﾃﾞﾙ化で
きること示すことができた｡しかし､ｴｽﾄﾛ
ｹﾞﾝ応答性に特異的に関与するﾓﾁｰﾌは特定
できなかった｡興味深いことに､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受
容体β存在化では､E2による転写活性化
は見られなかったが､ﾀﾓｷｼﾌｪﾝでは転写が
誘導された｡同じ系に ERE-luc ﾚﾎﾟｰﾀｰを
導入した場合には､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体αとβ
の転写活性化能に差はなかった｡つまり
PTTGの応答はｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体αとβの生
理機能の違いを示している｡ 
 我々は､下垂体腫瘍増殖に関して､甲状腺
ﾎﾙﾓﾝが下垂体のｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体発現を変化
させ､そのｴｽﾄﾛｹﾞﾝ応答性増殖を修飾する
ことを示してきた｡ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体は内分
泌かく乱物質の主な作用点であるにも関
わらず､それ自体の発現調節に関しては未
だによく知られていない｡下垂体細胞､少

なくとも成長ﾎﾙﾓﾝ/ﾌﾟﾛﾗｸﾁﾝ細胞では､ｴｽﾄﾛ
ｹﾞﾝ受容体のα型が主に発現している｡昨
年度の研究で､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体遺伝子のﾌﾟﾛ
ﾓｰﾀｰ域の B領域が､下垂体での受容体調
節に関わっていることを明らかにした｡そ
こで､今回ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ B領域をｸﾛｰﾆﾝｸﾞして
そのﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ作用を解析した｡B領域全体
にわたるﾚﾎﾟｰﾀｰおよびその部分配列をも
つﾚﾎﾟｰﾀｰの転写活性化を比較してみても､
特異的な転写活性化領域は存在せず､転写
活性化の強さはﾌﾟﾛﾓｰﾀｰの長さに依存して
いるのみであった｡これは､ﾋﾄのｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受
容体αでのﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ活性で報告されている
ことと同様であった｡また､今回検討した
下垂体細胞および乳ｶﾞﾝ細胞の系で見る限
り､このﾌﾟﾛﾓｰﾀｰに､in vivoで見られるよ
うな甲状腺ﾎﾙﾓﾝ等への応答性は見られな
かった｡また､NP､GNS､Atzも作用を示さ
なかった｡ 
 
結論 
1.in vit o ｱｯｾｲにおいて､GNSは比較的強
い NPは弱いｴｽﾄﾛｹﾞﾝ活性を示し､Atzはｴ
ｽﾄﾛｹﾞﾝ作用を示さなかった｡NPおよび
Atzの経口投与は､原発性の下垂体腫瘍化
を引き起こさないのみならず､腫瘍化のﾌﾟ
ﾛﾓｰｼｮﾝ作用も示さなかった｡しかし､高濃
度の GNS経口投与は in vivoにおいて下
垂体腫瘍化形成に関わりうることが示唆
された｡ 
  
2.下垂体腫瘍化に伴い癌遺伝子 PTTGの
発現が上昇すること､および PTTGの発
現はｴｽﾄﾛｹﾞﾝ応答性であることが示してき
た｡その応答はｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体依存的であ
り､かつ受容体のα､β型での転写活性様
式が異なっていることが示された｡ 
 
3. ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体遺伝子の上流域“B“を
ｸﾛｰﾆﾝｸﾞし転写活性化能があることを示し
た｡しかし､このﾌﾟﾛﾓｰﾀｰを介した受容体発
現の調節は示されなかった｡ 
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