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1.研究実施の概要 

低濃度の内分泌かく乱物質が女性生殖器系に対しても影響を与える可能性が示唆されて

いるが、それを示す具体的なデータが不足しているのが現状である。私どもは、低濃度の

内分泌かく乱物質が女性生殖器系に及ぼす影響を遺伝子発現の変化として捕らえ、それら

の遺伝子を同定してデータベースを構築することを目指している。さらにそれらに基づい

て、低濃度内分泌かく乱物質の女性生殖系の対する作用のメカニズムを分子レベルで明ら

かにする。 

平成１６年度は、エストロゲン様作用を持つジエチルスチルベステロール（DES）のin 

vivoでの作用を遺伝子発現の変化から解析した。DESの投与により、卵巣顆粒膜細胞の異

常増殖が引き起こされる。その際に誘導もしくは抑制される遺伝子を網羅的解析法である

サブトラクションクローニング、DNAマイクロアレイおよびリアルタイムPCRにより同定し

た。DESによる卵巣顆粒膜細胞増殖のメカニズムを解明するため、これらの中から細胞増

殖に関与すると思われる転写因子CITED-4、HIF-2αなどに注目し、その分子機構の解明を

行った。 

また、これまでの網羅的解析により同定した、主にダイオキシンを中心とした生殖系で

の内分泌かく乱物質感受性遺伝子群のデータベース化を行いホームページ上に掲載した。 

http://www1.fukui-med.ac.jp/SEIKA2/ED-Genes.html 

 

2.研究実施内容 

１）ジエチルスチルベステロール（DES）は強力なエストロゲン様作用をもつ内分泌か

く乱物質のひとつだが、幼若ラットに腹腔内投与すると、卵巣では未分化の顆粒膜

細胞の増殖が著しく促進されること、卵巣夾膜細胞では分化抑制が生じることを見

出した。DES投与72時間後の卵巣では顆粒膜細胞が密に詰まった大きな卵胞が出現

し、増殖の指標であるBrdUの取り込みからもDESが顆粒膜細胞の増殖を著しく促進

していることが明らかとなった。こういった、DESによる卵巣の変化を、サブトラ

クションクローニング、DNAマイクロアレイ及びリアルタイムPCRによる遺伝子発現

変化として解析し、3６種類のDES感受性卵巣遺伝子群を同定した。 



２）卵巣夾膜細胞ではimmediate early geneであるNGFI-BやLH受容体などの遺伝子発現

がDES処理により速やかに消失することを明らかにした。一方これらの遺伝子は下

垂体ホルモンであるLHにより誘導されることから、視床下部―下垂体系の抑制を介

した間接的な影響とも考えられた。そこで、DES投与による血中ゴナドトロピン濃

度の変化を調べた結果、DES投与後１０分以内に血中LH濃度が著しく低下すること

が明らかとなった。これはDESが視床下部―下垂体系に作用しLH分泌を抑制するこ

とで、卵巣夾膜細胞での分化を抑制していることが示唆された。DESが卵巣や子宮

だけでなく、中枢性にも強い影響を及ぼしていることが初めて明らかとなった。 

３）卵巣顆粒膜細胞ではDES処理により細胞増殖が強く誘導される。その際、転写調節

因子CITED-4やHIF-2αなどが強く誘導されることが明らかとなった。CITED-4は、C

末端にED-richドメインを持つ新たに同定されたCITEDファミリーの一員であり、核

内コアクチベーターCBP/p300と結合して転写を活性化すると考えられているがその

生理的役割は不明であった。本研究では、CITED-4を線維芽細胞に導入すると形質

転換されることなどから、細胞増殖の促進因子であることを明らかにした。また、

エストロゲン受容体との相互作用の検討から、CITED-4はエストロゲン受容体の活

性を増強していることを明らかにした。またエストロゲン受容体の活性を抑制する

ことが知られているDAX-1は、CITED-4とは反対にDES投与により卵巣顆粒膜細胞で

その発現が抑制されることが明らかとなった。これらのことは、DESが卵巣顆粒膜

細胞に作用しその増殖を促進するとともに、エストロゲン作用そのものも増強して

いることを示している。またHIF-2αは低酸素状態で様々な遺伝子群を誘導する転

写因子で、特に血管新生にかかわる増殖因子VEGFの発現を強く誘導する。本研究で

は細胞増殖に観点からDES処理によるVEGFの卵巣における発現変化を検討し、その

結果VEGFが卵巣顆粒膜細胞の増殖に関与している可能性が示唆された。 

４）昨年度に引き続き、遺伝子データベースの整備を行い、その成果をホームページ上

に掲載した（http://www1.fukui-med.ac.jp/SEIKA2/ED-Genes.html）。ヒトゲノム

プロジェクトの完了や遺伝子アノテーションの整理が大きく進んだことにより、本

研究で得られたほとんどすべての遺伝子に関して同定することができた。さらに各

遺伝子の細胞内での役割を示す情報伝達経路をバイオインフォマティクスを利用し

て解析した。また全長を含むクローンを所有・配布しているデータベースへの

リンクが可能となった。また発現解析用のプローブ等の用途に対して、定量的

解析に利用できる各遺伝子のプライマー配列をデータベース上に掲載している。 

５）生殖腺分化における内分泌かく乱物質の影響を探る上で、ステロイドホルモン産生

細胞の分化メカニズムの解明は欠かせない。本研究では、間葉系幹細胞からアンド

ロゲン産生細胞、及びグルココルチコイド産生細胞へと分化誘導させる系を初めて

確立した。 現在、ステロイドホルモン産生細胞の分化メカニズムの解析と、それ

に及ぼす内分泌かく乱物質の影響を、遺伝子発現変化として解析している。 



3.研究実施体制 

宮本グループ 

① 研究分担グループ長：宮本 薫（ 福井大学 医学部、教授 ） 

② 研究項目：サブトラクションクローニングとデータベースの構築を担当 

生殖系での低濃度内分泌かく乱物質作用の分子メカニズムの解明 

 

峯岸グループ 

① 研究分担グループ長：峯岸 敬（ 群馬大学 医学部、教授 ） 

② 研究項目：生殖系細胞の採取と培養を担当 

ゴナドトロピン受容体に対する内分泌かく乱物質作用の分子メカニ

ズムの解明 
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