
「内分泌かく乱物質」 

平成 10 年度採択研究代表者 

 

名和田 新 

 

（九州大学医学部 教授） 

 

「核内受容体・共役因子複合体と内分泌かく乱物質」 

 

１．研究実施の概要 

抗アンドロゲン作用、エストロゲン作用を有する内分泌かく乱物質の作用機構を、分子生物学的

および発生工学的手法を用いて解析し、さらにステロイドホルモン受容体の核内におけるコンパー

トメント形成を、共焦点顕微鏡を用いて可視化してきた。 

活性化されたアンドロゲン受容体（AR）が形成する核内クラスターは、AR のみに特異的ではなく、

エストロゲン受容体（ER）、グルココルチコイド受容体（GR）などの他のステロイドホルモン受容体、

TIF-II などの p160 ファミリー、さらには CBP/p300、と空間的に共有されることを明らかにした。さら

に、pre-mRNA splicing factor のひとつである U5 snRNP に対する結合タンパク質 p102 を新たなリ

ガンド非依存性の AR-AF-1 転写共役因子（コアクチベーター）として同定し、ANT-1 (androgen 

receptor N-terminal domain transactivator-1)と命名した。その核内局在と作用発現における意義

について検討した。アロマターゼ活性を亢進させる化学物質ベノミルを新たに同定し、その作用機

構を検討した。ベノミルによるアロマターゼ活性上昇には、従来より主要調節機構として知られる

A-kinase 系を介さぬことを明らかにした。抗アンドロゲン剤が germ cell の遊走能におよぼす事を明

らかにし、その作用機構を検討している。 

エストロゲン作用を有する化学物質の作用機構に関して、多くは ERα、ERβに共に作用するが、

Trifluralin と BBP は Erαの AF-1 活性を特異的に増強することを明らかにした。Trifluralin と BBP

は ERαと AF-1 の転写活性化因子である p72/p68 との結合を誘導するものの、AF-2 転写活性化

因子であるTIF2, p300, TRRAPの結合は誘導しない。同時に乳癌細胞増殖への影響も検討し、環

境 中 の 化 学 物 質 は 乳 癌 の 進 展 に 働 く 可 能 性 を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 PCAF お よ び

PCAF-BGCN5 遺伝子欠損マウスを作出し、内分泌かく乱物質が確実に生殖腺発達を障害するモ

デル動物系の確立を試みており、E2 に対する感受性について、in vivo、in vitro の系で検討中で

ある。 

２．研究実施内容 

2-1 抗アンドロゲン作用を有する内分泌かく乱物質の作用機構 

(1) 共焦点顕微鏡を用いた抗アンドロゲン様化学物質の作用機構の検討 

我々は平成 12 年度までに、高精細三次元再構築を行った共焦点顕微鏡画像を用いることによ



り、活性化されたアンドロゲン受容体（AR）が単一核あたりおよそ250から400個のクラスターを形成

して euchromatin 領域に分布するのと対照的に、抗アンドロゲン作用を有する化学物質が結合した

AR は、核移行はするものの、核内全体にびまん性に分布することを見いだしてきた。この方法を、

抗アンドロゲン作用を有する化学物質のスクリーニングに応用し、新たな抗アンドロゲン化学物質と

してニトロフェンを同定した。平成 13 年度ではさらに、この核内クラスターは、AR のみに特異的で

はなく、エストロゲン受容体（ER）グルココルチコイド受容体（GR）などの他のステロイドホルモン受

容体、TIF-II などの p160 ファミリー、さらには CBP/p300、と空間的に共有されることを明らかにした。

また、恒常的転写活性化能を有する AR-AF-1 の三次元的核内分布は AR 全長、AR-2 とは異なる

核内での網目状分布をなし、AF-1 と AF-2 の完全な協調作用が発揮されたときのみリガンド依存

性にクラスター状分布をすることが明らかとなった。 

(2) 核内コンパートメント形成を阻害する内分泌攪乱物質 

AR-AF-1 結合タンパク質のクローニングを平成 11 年度から試みた結果、splicing factor のひと

つである U5 snRNP に対する結合タンパク質 p102 を新たなリガンド非依存性の AR-AF-1 転写共

役因子（コアクチベーター）として同定し、ANT-1 (androgen receptor N-terminal domain 

transactivator-1)と命名した。三次元再構築画像では、ANT-1 の核内分布は、単一核あたり 20 か

ら 40 個の粗大なクラスターを形成し、splicing factor compartment (SFC)と同一の分布であった。以

上をふまえて、我々は「核内コンパートメント間のコミュニケーション」という概念を提唱した。すなわ

ち、核内移行したステロイドホルモン受容体、転写共役因子は前述のステロイドホルモン受容体コ

ンパートメント（クラスター）にいった

ん局在し、SFC に局在する splicing 

factor と、基本転写因子群が SFC

周辺部に形成する複合体

（co-transcriptional splicing 

complex, transcripto-spliceosome）

と相互作用する、との考え方である

（図 1）。ANT-1 はそのコンパートメ

ント間の相互作用を媒介するタン

パク質と考えられた。 

(3) アロマターゼ活性に及ぼす内分泌かく乱物質の影響 

ヒト卵巣顆粒膜細胞癌より樹立した KGN 細胞は、豊富なアロマターゼ活性を有しており、この細

胞を用いることでアロマターゼ活性を亢進させる化学物質を過去において同定した。この化学物質

ベノミルのアロマターゼ活性上昇には、従来より主要調節機構として知られる A-kinase 系を介さぬ

ことが明らかになった。さらに、ベノミルは、土壌中で速やかに分解されて、カルベンダジムへと変

換されるが、このカルベンダジムもベノミルと同等のアロマターゼ活性上昇作用を有することが明ら

かとなった。カルベンダジムは土壌中への残留がカナダ政府により指摘されており、今後、ベノミル

によるアロマターゼ活性化機構の詳細についてさらに検討する予定である。 



(4) 発生工学を用いた生殖細胞の発生、分化に及ぼす内分泌かく乱物質の影響 

マウス発生初期において、未分化胚細胞から生殖系列に決定がなされた始原生殖細胞は胎生

8.5 日には尿膜基部に分布し、その後分裂増殖をくり返しつつ腸管膜に沿って移動、11.5 日には

将来性腺が発生する生殖隆起に達し、以降は性腺と一体となり分化、成熟を遂げ、配偶子として、

世代間の遺伝情報を繋いでゆく。この過程のどこで障害が生じても配偶子形成がうまく行かず、不

妊が生じうる。種の保存という生命の根幹に関わる重要な現象であるにも関わらず、その分子機構

は殆ど明らかではない。我々はこれまでに抗アンドロゲン作用を示す内分泌かく乱物質であるビン

クロゾリンが、始原生殖細胞の増殖、生殖隆起への移動を阻害すること、さらにアンドロゲン受容体

を介する作用であることをマウス個体レベルで明らかにしてきた。妊娠初期の内分泌かく乱物質へ

の暴露が生殖細胞の発生に影響を与えることは社会的にみても重要な問題提起であり、本研究は

生殖細胞の分化、誘導機構の解明、さらには不妊生殖医療にも大きく貢献するものである。 

2-2 エストロゲン受容体を介する内分泌かく乱物質の作用機構 

多くの内分泌攪乱物質は、エストロゲン様、もしくは抗エストロゲン様作用を持つことが報告され

ている。エストロゲンはまた、乳癌などのホルモン依存性癌の増悪因子としても知られている。我々

のグループは平成１３年度は以下の２点について研究を進めた。 

(1) ER の転写活性に影響を及ぼす内分泌攪乱物質のスクリーニング 

平成１２年度は６０種類の内分泌攪乱物質について ERα，βの転写活性に及ぼす影響を培養

細胞系を用いて検討した結果、多くの内分泌攪乱物質がERα，βの転写活性に影響を与えること

が明らかとなった。それらの中で、今年度は Trifluralin と BBP について解析を行った。興味深いこ

とに Trifluralin と BBP は ERαの AF-1 活性を増強することが明らかとなった。Trifluralin と BBP は

ERαと AF-1 の転写活性化因子である p72/p68 との結合を誘導するものの、AF-2 転写活性化因

子である TIF2, p300, TRRAP の結合は誘導しない（図 2）。乳癌治療剤である Tamoxifen は ERα

の AF-1 活性を誘導することが知られているが、同時に転写抑制因子である N-CoR/SMRT もリク

ルートする。Trifluralin は Tamoxifen と同じく ERαに N-CoR/SMRT をリクルートするものの、BBP

はリクルートせず、Trifluralin, Tamoxifen に比較し、４倍近い AF-1 活性を誘導することが示された。

また、これらの薬剤の乳癌細胞の増殖への影響を検討したところ、BBP のみがエストロゲンと同様

乳がん細胞を増殖させることが判明した。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

近年、ER による転写制御には、ER とエストロゲン依存的に結合する転写活性化因子と呼ばれる

蛋白質複合体が必須であることが明らかになりつつある。われわれは ER にエストロゲン依存的に

結合する新たな転写活性化因子複合体を精製した。この複合体は TRRAP と呼ばれる巨大蛋白質

を介して ERαに結合し、その転写活性を促進する。TRRAP のアンチセンス RNA を乳がん細胞株

に発現させ、TRRAP の産生量を低下させたところ、エストロゲン依存的な乳がん細胞の増殖が顕

著に抑制された。上述した結果とあわせて、内分泌攪乱物質が癌の増悪に関与することを強く示

唆するものである。 

(2) PCAF (p300/CBP-associated factor)および PCAF-BGCN5 遺伝子欠損マウスの解析 

全てのステロイドホルモン受容体の転写共役因子であるPCAF (p300/CBP-associated factor)お

よびPCAF-BGCN5遺伝子欠損マウスを作出し、内分泌かく乱物質が確実に生殖腺発達を障害す

るモデル動物系の確立を試みた。その結果、PCAF および PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウスは、

内分泌かく乱物質の遺伝子発現を介したゲノミックな作用が一部欠損していると考えられ、内分泌

かく乱物質の作用を解析する格好のモデル動物になる可能性が示唆された。よって本年度は内分

泌かく乱物質のエストロジェン(E2)様作用を想定し、PCAF および PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウ

スを用いて E2 の作用を in vivo、in vitro で解析した。 

PCAF および PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウスの E2 に対する感受性について、生殖器官の

発達に着目して解析した。雌マウスに卵巣摘出手術（OVX）および疑似手術（Sham）を施し、E2 を

皮下に投与して子宮重量変化を観察した。その結果、野生型マウスにおいては、子宮重量は E2

投与によって OVX の約 10.4 倍、Sham の約 2.5 倍に増加した。一方、PCAF 遺伝子単独欠損マウ

スは、E2 投与によって OVX の約 8.0 倍、Sham の約 2.0 倍、PCAF, PCAF-B 多重遺伝子単独欠

損マウスは、E2 投与によって OVX の約 7.0 倍、Sham の約 1.8 倍増加した。OVX + E2 群を各遺伝

子型で比較すると、野生型マウスに比べPCAF遺伝子単独欠損マウス、PCAF, PCAF-B多重遺伝



子欠損マウスのいずれの子宮重量も有意に低下していた。また、Sham の子宮重量も野生型、、

PCAF 遺伝子単独、PCAF, PCAF-B 多重遺伝子欠損の順に低下する傾向にあった。また幼弱雄

マウスに E2 を投与し、睾丸重量変化をみた。その結果、野生型マウスにおいてのみ睾丸重量が低

下していた。 

各遺伝子型のマウスから胎生繊維芽細胞を分離培養し、２種類の E2 受容体発現ベクター（ER

α、ERβ）を用いた転写実験を行った。その結果、PCAF 遺伝子単独欠損マウス、PCAF, 

PCAF-B 多重遺伝子欠損マウス由来の細胞で、ERαの E2 非依存的な転写活性化が見られた。

方、ERβの転写活性化はいずれの場合も野生型と同様で正常であった（図 3）。以上の結果より、

PCAF 遺伝子単独欠損マウスおよび PCAF, PCAF-B 多重遺伝子欠損マウスにおいては E2 の正

常な機能が障害されており、その機構の一部はERαのE2依存的転写活性化機能の障害によるも

のと考えられた。 
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