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１．研究実施の概要 

 

 我々は、これまでに科学技術振興事業団より資金援助を受け、生殖腺におよぼ

す内分泌かく乱物質の作用機序を、以下の点において分子レベルで明らかにして

きた。①内分泌かく乱物質は核内受容体・転写共役因子複合体に作用し、その機

能を多面的に障害するとともに複合体の核内における三次元的分布の変化をもた

らす、②ある種の内分泌かく乱物質は、ステロイドホルモン受容体への作用のみ

でなく、ステロイド生合成酵素およびアクチビンシグナル系などへの多面的な障

害を惹起する、③in vivo では生後の環境要因の影響をうける可能性がある。 

 アンドロゲン受容体（AR）、エストロゲン受容体（ER）が、細胞核内で転写共

役因子とともに構築する巨大複合体を可視化する鋭敏な方法を開発するとともに、

およそ６０種類の化学物質を入手し、AR、ER がもたらす転写活性化能を指標とし

てスクリーニングを施行した。その結果、従来指摘されてきたごとく、AR に結合

する化学物質はその数は少数であり、抗アンドロゲン作用を持つもののみであっ

たが、新たな抗アンドロゲン化学物質 nitrofen を同定できた。対照的に、多くの

化学物質が ERα、βの転写活性に影響を与えることが明らかになった。ステロイ

ドホルモンの特異的な作用は、ステロイドホルモン受容体のみではなく、特異的

転写共役因子によっても規定される。AR、ER に対する特異的転写共役因子を同定

することは、内分泌かく乱物質の作用機序を解明するうえで必須である。最近、

ステロイドホルモン受容体の N端側に存在する転写活性調節領域である AF-1領域

が、受容体特異的、組織特異的な転写活性化調節に深く関与していることが明ら

かにされつつある。このような観点から、両受容体に対する特異的共役因子のク

ローニングを施行し、AR-AF-1 結合性転写共役因子（ANT-1）、ER-AF-1 結合性転

写共役因子 p68/p72、ER-AF-2 結合性転写共役因子複合体である TFTC 複合体を新

たに同定した。化学物質の性腺に与える作用を分子レベルで解明するためには、

基礎的な共役因子同定作業は不可欠であり、今後も継続する必要がある。さらに、

生殖腺が形成される以前の胎仔マウスの全身に AR が発現しており、ES 細胞にお

いても同様に AR の発現が観察された。抗アンドロゲン化学物質の妊娠マウスへの

投与は、生殖腺原器へ遊走する primordial germ cell 数を減少させた。未分化胚

細胞から始原生殖細胞への分化に AR が関与していることが考えられ、内分泌かく

乱物質が始原生殖細胞の増殖、移動にとどまらず、その分化自身にも影響を及ぼ

す可能性を示すものであるが、何がリガンドとなっているのか、リガンド依存性

の転写活性化能を必要とするのかは今後の課題である。 

 抗アンドロゲン作用を有する化学物質の作用機序を分子レベルで明らかとする



304 

ために、蛍光蛋白質で標識した AR の、核内における空間的分布・クロマチン構造

との関係を、三次元的に再構成した共焦点レーザー顕微鏡画像により可視化した。

本法は、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極めて有用で

あるとともに、核内コンパートメントと核内受容体という新たな研究領域を開拓

した。AF-1 と AF-2 の分子内機能協調作用により、活性化された AR が構成する AR

コンパートメントへは、p300/CBP 依存性に SRC-1、TIF-II などの転写共役因子が

リクルートされることが明らかとなり、抗アンドロゲン剤の作用機序の本質は、

AF-1 と AF-2 の分子内機能的協調作用の阻害による、機能的核内受容体コンパー

トメント形成阻害と考えられた。この AR コンパートメントは、ANT-1 により形成

されるスプライシング因子コンパートメントとは異なる核内空間に分布し、核内

の異なるコンパートメント間のコミュニケーションの重要性が示唆された。この

コミュニケーションを選択的に阻害する化学物質の有無は今後の課題である。さ

らに、ER に関しては、ER はリガンドが結合していない状態で既に核内においてク

ラスターを形成しているため、共焦点顕微鏡による詳細な観察が未施行の課題と

して残っている。三次元的に、リガンド結合、非結合状態で核内クラスター分布

が異なるのか否か興味ある点である。ER、SXR/PXR のような核内受容体は ANT-1

と相互作用しないが、核内受容体の種類によって核内コンパートメント間のコミ

ュニケーションが多様性を有していることを示している。現在、スプライシング

因子コンパートメントには、スプライシング因子リン酸化酵素、N-COR などの転

写共役因子も含まれることが明らかになっており、転写/翻訳複合体形成が核内情

報の最終的なアウトプットにしめる重要性が今後ますます明らかになっていくも

のと思われる。さらに、核内受容体の核内における分解過程が転写活性化能のな

かで、特に quality control に重要であることも明らかにされた。 

 多くの化学物質が ERα、ERβの転写活性化能に影響を与えることがスクリーニ

ングの結果明らかとなったが、転写活性を抑制するもの、促進するもの、AF-1 活

性、AF-2 活性それぞれに対し選択的に働くものなど、化学物質により個々の性質

が大きく異なる。可塑剤 butyl benzyl phthalate （BBP）が ERαの AF-1 領域へ

の転写活性化因子の結合を促すことによって AF-1 活性のみを特異的に促進する

こと、tamoxifen の結合した ERαが転写抑制因子と結合し、標的遺伝子群の転写

を抑制するが、耐性を獲得した癌では ERαに変異が生じ、この転写抑制因子との

結合が阻害されていた。tamoxifen、BBP はともに、ERαの AF-1 活性を誘導する

が、BBP は tamoxifen とは逆に乳癌増殖を促進した。tamoxifen 存在下において

ERαは AF-1 転写活性化因子と転写抑制因子の双方と結合するが、BBP は ERαと

AF-1 転写活性化因子の結合のみを促進した。同じように ER-AF-1 の転写活性を誘
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導する物質でも、結合する転写共役因子によって生理作用が異なることが示され、

環境中に存在するある種の化学物質が発癌作用を有することが明らかとなり、今

後この方面の研究で社会に警鐘を与える必要がある。 

 このように、転写共役因子が環境中の化学物質の作用発現に占める役割はきわ

めて大きいが、我々がここ数年間行ってきた実験系では、いわゆる「内分泌かく

乱物質作用の U 字現象」を説明する鍵は見出されていない。我々のシステムは転

写を標的にしているため、AR、ER のいわゆる genomic action を対象としている。

「U 字現象」の説明にはごく最近注目されだした AR、ER の non-genomic action

が関与する可能性もあり今後の検討課題である。AR、ER を介さないステロイド生

合成酵素およびアクチビンシグナル系などがこの「U 字現象」に関与する可能性

もある。我々は、ヒト卵巣顆粒膜細胞株 KGN 細胞を樹立し、60 種類の化学物質を

スクリーニングし、imposex の原因物質である有機スズ化合物が、転写段階でア

ロマターゼ活性を抑制することを示した。さらに、アロマターゼ活性を亢進させ

る化学物質として、新しくベノミルを同定し、cAMP-PKA および PKC 系以外のシグ

ナル伝達経路の関与を明らかにした。ベノミルは土壌中で速やかに分解されるが、

分解産物であるカルベンダジムも、同様にアロマターゼ活性を上昇させることを

明らかにし、カナダにおけるベノミルの内分泌かく乱物質としての認定を立証し

た。 
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２．研究構想 

【研究背景】 

 本研究を提案した時点において、生物界における多くの性分化異常が報告され、

その原因として、内分泌撹乱物質はエストロゲン、アンドロゲンを中心とするス

テロイドホルモン作用機構全体を撹乱する事実が明らかにされつつあった。この

一方で、ステロイドホルモン受容体を含む広義の核内受容体型転写調節因子/共役

因子複合体のカスケード、およびアクチビンシグナル伝達系による泌尿生殖洞の

幹細胞からの副腎・生殖腺の発生分化機構の詳細が解明されつつあった。一方で、

我々はヒトにおけるこれら核内受容体、転写因子の異常による性分化異常症が発

症することを明らかにした。先天性アンドロゲン不応症は、AR 遺伝子の先天的異

常で発症することを明らかにしてきたが、我々は、正常 AR 遺伝子を有しながら重

症のアンドロゲン不応症（完全型睾丸性女性化症）となった症例で、AR の AF-1

領域に特異的に作用する転写共役因子の障害が存在することを明らかにした。ま

た、アクチビンのセリン／スレオニンキナーゼ型細胞膜レセプターであるタイプ

IIA レセプター 欠損マウスでは、オスでは精巣のサイズが半分以下となることも

明らかにした。これらの事実は、ある種の内分泌撹乱物質は、広義の核内受容体

型転写調節因子のリガンドとなるか、あるいは転写共役因子の機能障害、もしく

はアクチビンシグナル伝達系の異常を惹起し、抗アンドロゲン作用またはエスト

ロゲン作用を惹起することを強く示唆した。加えて、出生後の二次的な環境要因

をも考慮する必要があるものと考えられた。 

 

【仮説】 

 内分泌撹乱物質がステロイドホルモン受容体を含む核内受容体型転写調節因子

/共役因子複合体、アクチビンシグナル伝達系を介した転写調節機構全般に及ぼす

影響に詳細な検討を加えるものである。我々の仮説を図 1 に模式的に示す。 
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図１作用仮説 

 

（1）内分泌撹乱物質は核内受容体型転写調節因子/共役因子複合体に作用し、機

能障害を生じた受容体/転写共役因子複合体は本来のホルモン応答領域(HRE)への

結合能の低下、あるいは正常なら結合しない他の遺伝子の異なった HRE への異常

結合により多面的な機能障害を惹起し、同時に核内における受容体/共役因子複合

体の三次元的分布の異常をもたらす、（2）ある種の内分泌撹乱物質はアクチビン

シグナル伝達系の機能障害を惹起する、（3）この異常転写調節機構は、第二次性

徴に伴う個体の性腺、副腎由来の性ステロイドホルモン環境の変動、ならびに高

脂肪食摂取などの出生後の二次的な環境要因により修飾される、以上 3 点を明ら

かにし、内分泌撹乱物質を作用機構の観点より再分類することを目標とした。 

 

【研究の進め方】 

仮説を証明するために多面的なアプローチを行うこととした。 

 

1）細胞 

 我々の研究施設では卵巣顆粒膜細胞由来の細胞株 KGN 細胞を樹立している。こ

の細胞は豊富なアロマターゼ活性を有しており、正常細胞に近いといえる。この

ほか、前立腺癌細胞株、乳癌細胞株などをおもに使用する。 

2）受容体/共役因子複合体の核内分布の可視化 

 共焦点顕微鏡と高精細 3 次元画像構築システムを組み合わせることにより、既

知の内分泌撹乱物質をスクリーニングする。この方法は共焦点顕微鏡を用いて多

くの断層面を撮影し、3D 構築用コンピューター処理により三次元画面に再現する

ものである。核内受容体による転写制御は複数の共役因子との結合を介して発現

されるが、この共役因子群は核内に均一に分布するのではなく、核内マトリック
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スに点状に局在し、この点状の分布に一致して活性の核内受容体が分布し、この

分布が生理的に活性の転写を行う複合体の形成を反映すると考えられている。AR、

SXR、と GFP（緑色蛍光）とのキメラ、共役因子蛋白と YFP（黄色蛍光）とのキメ

ラを作成し、同一の細胞で共発現させ、生細胞で転写活性化能のある転写複合体

を可視化することを試みた。この系に内分泌撹乱物質を添加することにより、正

常の複合体形成を阻害するか否かをスクリーニングすることができる。 

3）レポーターアッセイ 

 前述の核内受容体型転写調節因子の発現ベクターを各レポーター遺伝子ととも

に細胞にトランスフェクト、もしくは microinjection し、異常転写活性化能を測

定する。以上の機能解析、画像解析法を用いることにより、内分泌撹乱物質を可

能なかぎり広くスクリーニングする。正常転写活性化能を阻害する、もしくは異

常転写活性化作用を誘導する内分泌撹乱物質を同定し、以下の実験にて確認する。 

4）抗受容体抗体を用いた転写共役因子の免疫共沈 

5）キメラ受容体を用いた機能解析 

6）rescue 実験 

 同定された受容体もしくは転写共役因子の異常が過剰量の正常受容体、もしく

は正常転写共役因子により代償されうるかどうかを検討する。 

７）前述した KGN 細胞を用いることにより、アロマターゼ活性におよぼす内分泌

かく乱物質の作用を検討する。 

８）動物実験 

 アクチビン II レセプター欠損マウス、及び、その細胞内シグナル伝達物質であ

る Smad 欠損マウスを用い、野性型マウスとノックアウトマウス各々について、

その 1 次培養細胞系と whole body における内分泌撹乱物質のアクチビン-smad 伝

達系と性ホルモン分泌調節に及ぼす効果、内分泌臓器に対する影響を検討するこ

とにより、内分泌撹乱物質のアクチビンシグナル伝達系に及ぼす影響とその作用

点を明らかにする。また、新規の AR、ER の作用を模索するため、生殖腺の発生・

分化以前の始原生殖細胞におよぼす化学物質の作用を明らかとするとともに、性

腺の発達を抑制した群、高脂肪餌を投与した群を作製し、第二次性徴、高脂肪食

の及ぼす作用を検討する。 

９）新規共役因子の同定 

 本研究プロジェクトの遂行に不可欠である転写共役因子のクローニング、機能

解析を積極的に行う。 
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【チーム内での分担】 

 九州大学・名和田グループは、抗アンドロゲン作用を有する内分泌かく乱物質

のスクリーニング、共焦点顕微鏡を用いた AR 依存性転写活性化機構の可視化、ア

ロマターゼ活性、始原生殖細胞の遊走・分裂に及ぼす化学物質の影響を検討した。

さらに、学内共同研究者を募集し、停留睾丸、性行動・性差におよぼす化学物質

の影響、ダイオキシンにより惹起される遺伝子発現の変化を検討することとした。

同時に、AR に作用する転写共役因子のクローニングを進めた。 

 筑波大学・柳澤グループは、ER に作用する内分泌かく乱物質のスクリーニング

を独立して行い、その作用機構の解明、さらに新規の ER 作動性転写共役因子のク

ローニング、ER の核内における分解過程の解明を精力的に進めた。 

 国立栄養研・山内グループは、栄養素がもたらす内分泌かく乱物質への感受性

の変化、ならびに鋭敏な内分泌かく乱物質スクリーニング系の立ち上げを試みた。 

 

【その後の新展開から生まれた目標】 

 これまでの研究で、核内受容体の最終的な機能発現は、転写共役因子複合体群、

もしくは受容体の分解に関与する「ユビキチン・リガーゼ」複合体など、数種類

の複合体により規定されること、さらに受容体の核内移行および転写共役因子を

リクルートしながら核内に局在する機能的コンパートメント間のコミュニケーシ

ョンなど、単にリガンド結合の有無では予想されない多くの段階で規定されるこ

とを明らかになった。集積された知見を基にし、性ステロイドホルモンないし化

学物質の個体に対する作用を予測する技術を創出し、最終的には哺乳類において

最大の遺伝子スーパーファミリーを形成する核内受容体を自由に制御することに

より、ホルモン依存性癌をはじめとして広く生活習慣病に対する新しい治療戦略

が創出されることが期待される。さらに、共通した作用を有する化学物質より機

能発現に必要な基本骨格を抽出する技術をうみだすことにより、男女両性の更年

期以降の、肥満を初めとした性ステロイドホルモン欠乏による生活習慣病や、ホ

ルモン依存性癌の治療戦略が創出される。 

 さらに、性腺原基が形成される以前のごく早期の胎児において性ステロイドホ

ルモン受容体が全身性に発現しており、かつ primordial germ cell の遊走に必

須であることが明らかになった。この事実は AR、ER の機能に、生殖腺分化以外の

未知の機能があることを示唆しており、精子数減少をはじめとする男性不妊の原

因が明らかになることが期待される。また、我々が独自に開発した前立腺癌の遠

隔転移モデルを用いて、癌の「遠隔転移抑制」を標的とした斬新な抗癌剤が開発

されうる。また、ER にリクルートされる抑制性共役因子を標的とした乳癌治療薬
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を設計するとともに、環境中に存在する「乳癌増殖刺激性化学物質」を明らかに

し、社会に警告を与えることも期待される。 

 このように、多くの化学物質を取り扱い、その作用機構を解明することは、単

に公衆衛生に寄与するのみでなく、疾病の治療に多大な貢献があると思われる。 
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３．研究成果 

３．１ “核内受容体・共役因子複合体と内分泌かく乱物質（名和田グループ）” 

(1)研究内容及び成果 

a) 抗アンドロゲン受容体作用薬剤と AR の核内三次元分布 

 アンドロゲン受容体に拮抗作用を有するヒドロキシフルタミド、ビカルタミ

ドをモデル化学物質として用い、共焦点顕微鏡と高精細三次元画像解析システ

ム（以下、画像解析システム）を用いた内分泌かく乱物質のスクリーニングシ

ステムを確立した。ヒドロキシフルタミド、ビカルタミドは、その強力な抗ア

ンドロゲン活性のために、アンドロゲン依存性癌である前立腺癌に対する化学

療法に用いられている。アンドロゲン受容体と蛍光蛋白質 Green Fluorescence 

Protein (GFP)とのキメラ蛋白質を COS-7 細胞で発現させ、核における蛍光の分

布パターンを取得すると同時に、Hoechst 33342 で細胞核（染色体）を染色し、

共焦点顕微鏡で観察した。両者のイメージを、画像解析システムを用いて三次

元的に再構築したところ（図２）、アンドロゲン受容体の生理的アゴニストで

あるジヒドロテストステロン(DHT)を細胞に添加した時には、キメラ蛋白質の蛍

光は核移行した後に euchromatin 領域にドット状に分布した。対照的に、アン

タゴニストであるヒドロキシフルタミド、ビカルタミドを添加した場合は、受

容体は核移行はしたが、その後に核内全体に微細な網状パターンをとって分布

し、リガンド結合に伴う活性化、非活性化状態にあるアンドロゲン受容体を三

次元画像で区別することが可能であった。 

 

 

 

図２ AR の核内三次元分布 
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 入手可能な 60 種類の内分泌かく乱物質の、10-9M の DHT により誘導されるア

ンドロゲン受容体依存性転写活性化機構に対する阻害効果を、レポーター遺伝

子を用いて測定し、抗アンドロゲン作用を有する内分泌かく乱物質のスクリー

ニングを施行したところ、DDE、ニトロフェン、ビンクロゾリンは、10-6M の濃

度でおよそ 40 から 60％の阻害効果を有した。DDE、ビンクロゾリンは従来報告

されていたが、ニトロフェンは今回、新しく抗アンドロゲン活性を有すること

が判明したものである。これらの薬剤の抗アンドロゲン効果は、COS-7 細胞ば

かりでなく、ヒト前立腺癌より樹立され、正常アンドロゲン受容体依存性の転

写活性化機構を有する ALVA 細胞でも観察され、用量依存性であった。 

 画像解析システムをこれらの化学物質に応用したところ、DDE、ニトロフェン、

ビンクロゾリンの 3 薬品は、ヒドロキシフルタミド、ビカルタミドと全く同様

の核内分布パターンをとることが判明した（図３）。 

 

        

 

図３ 内分泌かく乱物質に対する AR の分布 

 

 すなわち、これらの薬剤単独で処理したアンドロゲン受容体は、核移行した

後に核内全体に微細な網状パターンをとって分布した。さらに、10-9M の DHT に

より形成されるアンドロゲン受容体の核内ドット形成を著しく阻害した以上よ

り、我々が確立した画像解析システムは、レポーター遺伝子を用いた転写活性

化能測定によるスクリーニングと組み合わせることにより、内分泌かく乱物質

のスクリーニングに極めて有効に機能することが確認された。 
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ｂ）核内受容体コンパートメントの形成 

 GR がリガンド存在下では細胞質より核内へ移行し、核内では点状にクラスター

を形成して分布することが報告されて以来、 同様の核内でのクラスター形成が

ERα、AR についても報告され、核内のクラスター形成とステロイドホルモン受容

体による転写活性化は連関していることが明らかになってきた。我々はクラスタ

ー形成のメカニズムや生理的意義明らかにすることにより、アンドロゲン作用、

抗アンドロゲン作用を示す内分泌かく乱物質の分子標的ならびに作用機序の詳細

を明らかにすることを目的に研究を開始した。 

 

AR の核内局在に対する転写共役因子 SRC-1、TIF-2 および CBP の影響 

 Cyan Fluoloscent Protein(CFP)を C 端に融合した AR 発現ベクター(AR-CFP)

を COS7 細胞にトランスフェクションすると、リガンド非存在下では AR-CFP は細

胞質に分布した（図４A）。しかし DHT を添加すると、以前報告されたように核

内に移行した。さらにその核内の分布は均一ではなく、クラスターを形成して分

布した（図４B）。AR の 転写共役因子である SRC-1 と TIF2 の各々の N 端に Yellow 

Fluoloscent Protein(YFP)を融合した YFP-SRC-1、YFP-TIF2 を COS7 細胞に発現

させると、これらは核内にびまん性に分布した（図４C,I）。さらに AR を共発現

させ、DHT を添加すると YFP-SRC-1、YFP-TIF2 は核内で分布が変化し、クラスタ

ーを形成した（図４F,J）。しかしこれらの転写共役因子は DHT 添加のみ、AR 共

発現のみではクラスターを形成しなかった（図４D,E）。このクラスターは DHT

存在下の AR の分布と一致した（図 4G, H,K,L）。即ち、YFP-SRC-1、YFP-TIF2 は

転写活性化能を獲得した AR にリクルートされ、核内で再分布されることが示され

た。 
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図４ AR の核内局在に対する転写共役因子の影響 

 

 核内受容体全般のインテグレーターであるCBPの N端に YFPを融合した YFP-CBP

を COS7 細胞に発現させると、YFP-CBP は核内に分布したが、YFP-SRC-1、YFP-TIF2

と異なり、一部クラスターを形成して分布した（図５A）。AR-CFP を共発現させ

ると、DHT 非存在下では AR-CFP は細胞質に分布したが（図５A）、DHT を添加する

と、AR-CFP は YFP-CBP のクラスターに一致する形で核内に移行した（図５B）。

次に内因性 CBP について核内の分布を観察した（図５C）。AR を共発現させ DHT

を添加すると、AR はクラスターを形成して核内に分布したが、この状態で内因性

CBP は、3 種類の抗体を用いても免疫染色できなかった（図５D）。DHT の代わり

に抗アンドロゲン剤のフルタミドを添加すると、報告されているように AR は核内

にクラスターを形成せずにびまん性に分布した（図５E）。即ち、転写活性化能を

有していない AR は核内でクラスターを形成しない。このフルタミドを添加した場

合は内因性 CBP は免疫染色が可能であった（図５F）。このことは、AR をトラン

スフェクションして DHT を添加した場合、転写活性化能を獲得した AR が、核内に

クラスターを形成して分布した CBP に結合することにより、CBP の抗体認識部位

がマスクされたことを示唆している。即ち、活性化された AR は直ちに核内にクラ

スター状に分布した CBP にリクルートされることが強く示唆された。このように、

SRC-1 や TIF2 と異なり、CBP は核内でのクラスター形成に本質的な役割を担って

いることが示唆された。 
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図５ AR の核内局在に対する転写共役因子の影響 

 

このことをさらに確認するため、変異 CBP の AR クラスター形成に及ぼす効果を観

察した。AR の転写活性化能に対してドミナントネガティブ効果を発揮する変異

CBP を作成するため、CBP の一連のドメイン別欠損変異体を作成し、AR の転写活

性化能に対する効果を検討した。いくつかの変異 CBP のうち、N 端と C 端のみを

残し、118 番目から 2393 番目までのアミノ酸を欠失させた△（118-2393）CBP 断

片の強制発現は、AR 転写活性に対して抑制効果を示した。 

 この△（118-2393）CBP を共発現させると、AR-GFP のクラスター形成は抑制さ

れたが（図５G）、野生型 CBP の共発現で AR-GFP はクラスターを形成し（図５H）、

AR 転写活性も回復した。ドミナントネガティブ効果を持たない△（738-2393）CBP

を共発現させても AR-GFP のクラスター形成に影響を与えなかった（図５I）。以

上の結果は、内在性のCBPが ARのクラスター形成に必須であることを示している。

CBP のドミナントネガティブ効果を詳細に調べるため△（118-2393）CBP 強制発

現下で△（118-2393）CBP 及び内因性 CBP の分布を調べた。△（118-2393）CBP

は核内にびまん性に分布したが、内因性 CBP は図５C 同様に核内にクラスターを

形成して分布した。AR-CFP、DHT 存在下でも CBP 分布は同様であった。従って CBP

の N 端 100 アミノ酸に核内受容体結合領域があるため、△（118-2393）CBP はお

そらくARの CBP結合部位を占めることによってドミナントネガティブ効果を発揮

すると考えられた。 

 

AR の N 端及び C 端断片の核内３次元分布  

 AR 全長ばかりでなく AR 欠失変異体断片においても、核内でのクラスター形成
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と転写活性化能は良く相関したが、クラスター形成の有無は転写活性化のレベル

の差を反映するものではなかった。即ち、野生型 AR 単独あるいは、単独では殆ど

転写活性化能を示さない C 端断片（AR-AF-2）と AR の N 端断片(AR-AF-1)の両者を

トランスフェクションした場合の転写活性化能は、AR-AF-1 単独の転写活性化能

よりも高値であったが、二次元画像解析での核内のクラスター形成は両者間に差

を認めなかった。 

 そこで、これらの核内分布の詳細を明らかにするため、三次元画像解析法を開

発し、AR 断片と AR 全長の核内分布を比較した。AR 全長-GFP は DHT 存在下にて

ヘキスト33342で淡染されるeuchromatinと考えられる領域に(図６E)孤立した点

状に分布していた。一方、AF-2-CFP は DHT の有無にかかわらず、核内全域に

heterochromatin領域と重複してびまん性に分布したのに対して、AF-1-YFPは DHT

の有無にかかわらず、弧在性のクラスターは形成せず、主に euchromatin 領域に

網状パターンの分布であった。ところが AF-2-CFP を共発現させると DHT 存在下で

AF-1-YFP は弧在性のクラスターを形成し、AR 全長-GFP と全く同一の分布を示し

た。また、△(DBD) AR-AF-1 を共発現させた場合でも DHT 依存性に AR-AF-2-CFP

は同様に分布した。これらは CV-1 や LNCaP 細胞でも同様の結果であった 

  

           

 

図６ AF-1,AF-2 断片の核内局在 
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AR、 GR 及び ERαの核内クラスター分布の数量的解析  

 我々の開発した AR-GFP の核内分布の三次元画像解析法は、画像再構築課程にお

いて、非特異的検出やレンズ収差によって生じるバックグランドを取り除いて得

られた画像であるため、核内のクラスターの数の定量が可能であり、その数は１

つの核当たり約 300 個と計算された(図７A)。また、これらのクラスターは核の約

10％の体積を占めると計算された。同様の方法で YFP を C 末に融合した GR

（GR-YFP）、GFP を C 末に融合した ERα（ ERα-GFP）に適用したが、 GR-YFP、 

ERα-GFP 共に、リガンド存在下で核内にクラスターを形成して分布し（図７B,C）、

その数は AR-GFP の場合と同様に約 300 個（308±23、n= 8）であった。そこで AR-CFP

と GR-YFP を各々のリガンド存在下で共発現させると、これらは全く同一のクラ

スターに分布した（図７D）。さらに、AR-CFP と ERα-GFP を各々のリガンド存在

下で共発現させても、同様の結果を得た（図７E）。また、その数は AR-GFP ある

いは GR-YFP 単独で発現させた場合とほぼ同一であった。さらに、AR-GFP の核内

クラスターの数は YFP-SRC YFP-TIF2、YFP-CBP を共発現させても影響されなかっ

た。また、YFP-SRC-1、YFP-TIF2、YFP-CBP はすべての AR-GFP のクラスターに集

簇した（図７F,G,H）。 

 

 

図７ AR、 GR 及び ERαの核内クラスター分布の数量的解析 
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 AF-1 と AF-2 の機能に関して AR は、ステロイドホルモン受容体のなかで特異な

存在であり、大部分の転写活性化機能が AF-1 に存在することが報告されている。

AR の AF-2 にもリガンド依存性転写活性化能は当然存在するが、哺乳類の細胞で

はその活性が極端に低いことが報告されている。また、AR の LBD は、リガンド非

存在下において、DBD と ヒンジ領域にまたがる 557-653aa または 617-633aa また

は 627-658aa に存在するといわれている核移行シグナルをマスクすることにより、

AR を細胞質へ留まらせるといわれている。それと同時に AR の LBD は、リガンド

非存在下では AF-1 の恒常的転写活性化能を抑制していると考えられている。また、

AR の AF-1 は TIF2 や SRC-1 と直接結合することが報告されている。 

 今回の我々の研究は、今まで報告されてきたこれらの事項を細胞レベルで完全

に可視化することに成功した。即ち、今回我々の作成した AR-AF-1、AR-AF-2 断片

は露出された核移行シグナルを含んでおり、単独で核移行したが、AR-AF-1-YFP

に加えて AR-AF-2を共発現させると、AR-AF-1-YFPのクラスター形成が抑制され、

さらに、細胞質に分布した。AR-AF-1 の強い恒常的転写活性化能を反映して、

AR-AF-1-YFP は単独でクラスターを形成したが、AR-AF-2-CFP 単独ではリガンド

存在下でも、明らかなクラスター形成は示さなかった。また、YFP-SRC-1 は

AF-1-CFP と核内でクラスターを形成して集積した。しかし、ERαではリガンド存

在下にSRC-1 をリクルートしてクラスターを形成するためにはhelix12と AF-2 領

域のみで十分であると Stenoien らは報告している。これらのことより、クラス

ター形成の詳細な分子メカニズムはステロイドホルモン受容体間で多少異なるが、

転写共役因子をリクルートすることが転写活性化能を得るために必要かつ共通の

ステップであることが示唆される。 

 さらに、単独ではリガンド依存性転写活性化能がほとんど無い AR-AF-2 と強い

転写活性化能を持つ AR-AF-1 が相互作用することが相乗的作用を生み出し、AR の

完全な転写活性化能を発揮するために必要であることが示された。この現象の説

明として AF-2（LBD）の活性化能は低いが、AF-1 が共存すると、両者の機能的結

合が起こり、転写共役因子をリクルートできる完全な立体構造を形成することが

可能となり、転写共役因子を含めた各因子が相乗的に作用し、AR の完全な転写活

性化能が発揮できると考えられる。このような推測は、これまで報告のあるレポ

ーター活性や GST pull down assay、あるいは two-hybrid assay など結果からの

総合的考察と一致する。 

 以上のことより AR/共役因子複合体は、AR の AF-1 断片と、AR 全長あるいは AF-1

と AF-2 が共存する場合とでは、構造的に異なることが強く推察されるが、これま

での二次元画像解析では、その差を検出することは不可能であった。我々は新た
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な三次元画像解析法を開発し、これを応用することによって、初めて AR 断片/共

役因子複合体と AR 全長/共役因子複合体の構造に差があるという直接的証拠を画

像として捕らえることに成功した。また三次元画像解析から、AR/共役因子複合体

は転写が活発に行われている euchromatin に分布することも明らかになった。ま

た、三次元画像解析法は蛍光蛋白でラベルしたステロイドホルモン受容体の正確

な核内分布と定量的解析を可能とした。その結果、リガンド存在下で AR、GR、ER

αは全く同一の核内クラスター、即ち核内コンパートメントに集積されること、

過剰発現させた時のいわば、最大の核内コンパートメントの数が COS7 細胞で約

300 個であること、SRC-1、TIF2、CBP などの転写共役因子もこの同一のコンパー

トメントに集積されること、さらにこれらの転写共役因子を過剰発現させても核

内コンパートメントの数は変化しないことも明らかになった。これらの観察より

転写的活性化能を獲得したステロイドホルモン受容体はその種類に関係なく、転

写共役因子と複合体を形成して核内の euchromatin 内のある特定のコンパートメ

ントに集積し、そこから転写される標的遺伝子へ動員、さらに回収されることが

考えられる。この仮説を支持するものとして GFP-GR は、標的遺伝子との結合、遊

離を素早く繰り返していること、一度形成された GR,ERαのクラスターは核を

DNAase で処理しても変化しないことが報告された。また、CFP-ERα,YFP-SRC-1 複

合体  は核マトリックスとの結合、遊離が秒単位で起こっていることが

FRAP(Fluorescence Recovery After Photobleaching) を用いて証明されている。 

 結論として今回の AR のクラスター 形成の研究で、ステロイドホルモン受容体

におけるクラスター 形成の生理的意義が明らかとなった。つまり AR のクラスタ

ー 形成には少なくとも CBP が必須である。また、ステロイドホルモン受容体共

通のコンパートメントにおけるクラスター形成は、AF-1 と AF-2 が相互作用して

充分な転写活性を発揮できる完全な受容体立体構造を形成していることを意味す

るものである。 

 今回の研究に用いた三次元画像解析法は AR の機能解析に有効な新しい手法で

ある。この方法は ER などの他の核内受容体の転写活性化機構解析にも有用である

と同時に、内分泌かく乱物質添加による AR の立体構造や局在の変化を正確に同定

することを可能にする。また今回の研究により、ステロイドホルモン受容体が核

内受容体コンパートメントに局在するということが、ステロイドホルモン受容体

が転写共役因子をリクルートできる完全な立体構造をとっていることを意味する

ものであることが明らかになった。したがって、核内受容体コンパートメントを

標的にした内分泌かく乱物質の研究は本質をついたものであり、将来の研究の発

展が期待される。 
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ｃ）AR-AF1 結合転写共役因子のクローニング 

 平成 10 および 11 年度で、アンドロゲン受容体の N 端側に存在する転写活性調

節領域、すなわち AF-1 領域に特異的に結合する転写共役因子の機能障害に起因

するアンドロゲン不応症患者を解析し、AF-1 領域に結合する分子量約 90kDa の

蛋白質の欠損が発症原因である可能性を提唱した（N.Engl.J.Med. 390-(12)）。

この新規転写共役因子は、抗アンドロゲン活性を有する内分泌かく乱物質の標

的分子たりうる。初代培養ヒト線維芽細胞より cDNA ライブラリーを作製し、ア

ンドロゲン受容体の AF-1 を bait とした酵母 two-hybrid 系を用いこのタンパ

ク質の単離を試みた。 

 その結果、分子量１０６kDa の分子を、アンドロゲン受容体 AF-1 領域結合タ

ンパク質として同定した。このタンパク質はその分子内に TPR (Tetratrico 

Peptide Repeat) モチーフを 19 回反復し、その中央部分に leusine zipper 構

造を持つというユニークな構造を有していた（図８）。ANT-1 (AR N-terminal 

domain transactivating protein-1)と名付けたこのタンパク質はリガンド非

依存性、かつ恒常的な AF-1 活性を、AR、グルココルチコイド受容体において増

強したが、ERαの AF-1 活性は増加しなかった。対照的に ANT-1 はリガンド依存

性の AF-2 活性には影響を及ぼさなかった。ANT-1 の配列は、酵母では prp6p と

呼 ば れ る 、 ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る タ ン パ ク 質 U5 small nuclear 

ribonucleoprotein particle (snRNP)への結合タンパク質の、ヒトにおける配

列と全く同一の物であり、スプライソゾーム構成タンパク質であることが判明

した。GST-pull down 法、および immunocoprecipitation にて、AR-AF1 と ANT-1

の結合を確認した。 

 

 

 

図８ ANT-1 の構造 

 

 ANT-1 は、核内においてはびまん性かつ網状の分布を背景とした 20 から 40

個の大きなスプライシング因子コンパートメント（SFC）の speckles を構成し
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て局在した。AR はびまん性分布をする ANT-1 とは同一の核内空間に分布したが、

対照的に SFC speckle とは異なる核内空間に局在し、SFC speckle は AR が存在

する speckle により取り囲まれているように分布していた（図９）。 

 

       

 

図９ ANT1 の核内局在 

 

 近年、アクティブな実際の遺伝子転写は SFC speckle 周辺部において、

pre-mRNA 修飾と同時に行われていることが示唆されている。ANT-1、AR という

異なる核内 speckle に分布するタンパク質同士の相互作用は、ANT-1 を介して

AR が、転写-スプライシングが同時進行する巨大複合体へのリクルートされる

事を示唆する。ANT-1 と AR との結合は、抗アンドロゲン作用を有する化学物質

により阻害されず、また共焦点顕微鏡で観察される AR、ANT-1 の核内局在にも

影響を与えなかった。このことは、現時点で同定されている抗アンドロゲン作

用を有する化学物質の主な作用点は、AF-2 阻害によるものであることを示唆す

る。 
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図１０ ANT1 の作用機構 

 

d) 有機スズ化合物のアロマターゼ活性におよぼす影響 

 二十世紀後半に地球環境の汚染という大きな問題を生じ、その大きな部分を

内分泌撹乱物質が占めていると言える。二十一世紀となり将来を見据えた解決

策が切望されている。レイチェル・カールソンの著書である「奪われし未来」

に示されたように内分泌撹乱物質のいくつかは野生動物の生殖腺に影響を与え、

動物種によっては絶滅の危機に瀕している。我々ヒトの健康への影響は不明な

点が多いが、性腺機能低下や不妊が生じる可能性が示唆されている。内分泌撹

乱物質は蓄積性が高く、食物連鎖の頂点にあるヒトにおいてその影響を無視す

ることはできず、その作用機構、生体への影響の解明が急務である。 

 スズは船底や漁網の汚染防除剤として広く使用されていたが、1990 年外国渡

航船を除き、その使用が禁止された。日本の海岸に生息するイボニシの雌にペ

ニスがみられ、すなわち雄性化（インポセックス）や個体数の減少がこの有機

スズ化合物によることが報告された。この雄性化のメカニズムとしてエストロ

ゲン合成が低下し、相対的にアンドロゲンが優位となっていることが予想され

る。エストロゲンはアンドロゲンを基質とし、水酸化酵素である P450 アロマタ

ーゼにより生合成される。そこで我々が樹立している P450 アロマターゼ活性を

有するヒト卵巣顆粒膜細胞 KGN 細胞を用いて、エストロゲン合成の key enzyme

である P450 アロマターゼにおよぼす有機スズ化合物の影響を解析した。(Saito 

et. al. BBRC 289:198-204, 2001) 

 KGN 細胞の培養上清に有機スズ化合物の一つトリブチルスズを 10-8M の濃度
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で添加し、24 時間培養後に細胞中の P450 アロマターゼ mRNA を RT-PCR 法を用い

て半定量を行なったところ、図１１A に示すようにトリブチルスズの添加によ

り、mRNA 量が３分の１に減少した。次に P450 アロマターゼ遺伝子転写活性に

およぼす影響を調べた。図１１B に示すように、P450 アロマターゼ遺伝子 5’領
域をルシフェラーゼ遺伝子につないで構築したレポータープラスミドを KGN 細

胞に一過性に導入し、トリブチルスズの添加の有無で 24 時間培養後にルシフェ

ラーゼ活性を測定した。トリブチルスズ、トリフェニルスズの添加により活性

はともに約 70%抑制された。すなわち有機スズは P450 アロマターゼ遺伝子の転

写を抑制することが明らかとなった。ステロイド合成系 P450 遺伝子の発現に不

可欠な転写因子である Ad4BPを供導入すると P450アロマターゼ遺伝子の転写活

性は約 6 倍に増加するが、有機スズはこの Ad4BP 依存的な転写活性の増加もほ

ぼ基礎値にまで著明に抑制した。 

       

 

図１１ P450 アロマターゼ転写活性に対するスズ化合物の影響 

 

 次に KGN 細胞におけるアロマターゼ活性ならびにエストラジオール (E2) 産

生を測定した。図１１に示すように、有機スズであるトリブチルスズ、トリフ

ェニルスズはともにアロマターゼ活性の基礎値を３分の１まで抑制し、さらに
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dbcAMP により増加したアロマターゼ活性もほぼ完全に抑制した。また、アンド

ロステンジオンを基質とした E2 産生量も図１２に示すように 50%以下まで抑制

した。 

     

 

図１２ アロマターゼ活性に対するスズ化合物の影響 

 

以上の研究結果より、有機スズがアロマターゼ活性を抑制することでエストロ

ゲン産生が低下し、相対的にアンドロゲン優位に至ったためにインポセックス

にみられるような雌の雄性化が発生したのではないかと考えられる。極低濃度

の有機スズによりアロマターゼ活性が抑制されたことから、内分泌撹乱物質の

作用機序として、性ホルモン受容体への直接作用以外にも、性ホルモン合成酵

素活性を変化させることで個体レベルでの性ホルモンバランスを乱す可能性を

示唆している。 

 

e）化学物質ベノミルのアロマターゼ活性増強作用の機構 

 ステロイド合成経路における重要な酵素は、サイトクローム P450 アロマター

ゼ（P450arom）であり、これは CYP19 遺伝子の生成物で、アンドロゲンからエ

ストロゲンへの転換をつかさどる律速酵素である。この酵素は卵巣、精巣、胎



325 

盤、脳、肝臓、脂肪組織、乳腺と多くの組織で発現している。P450arom の発現

パターンは CYP19 遺伝子の選択的スプライシング機構の結果、組織特異的プロ

モーターにより、調節されている。 

 我々は最近、ヒト卵巣顆粒膜細胞癌患者より KGN 細胞と名付けたステロイド

産生細胞を樹立した。この細胞株は比較的高いアロマターゼ活性をはじめ正常

のヒト顆粒膜細胞に近い性状を有する。よってこの細胞株はアロマターゼ活性

に対する内分泌攪乱物質の in vitro における効果を検討するには最適のシステ

ムである。このシステムを用いて、我々は５５種類の内分泌攪乱物質候補をス

クリーニングし唯一、ベンズイミダゾール系の農薬として使用されているベノ

ミルのみがアロマターゼ活性を誘導した。ベノミルは微小管の重合を阻害する

薬剤としても知られ、また直ちにカルベンダジム に転換される。この研究では、

ベノミルのアロマターゼ活性の誘導機序について研究を行った。 

 

KGN 細胞を用いたアロマターゼ活性に対する内分泌攪乱物質のスクリーニング 

 我々は、KGN 細胞を用いてアロマターゼに対する内分泌撹乱化学物質（５５

種類）の影響を検討した（図１３）。その中でベノミルがアロマターゼ活性を

増強した。ベノミルにより１０μＭの濃度でコントロールに対して３倍程度の

活性上昇が見られ、ベンゾ(a)ピレン、ヘプタクロルもわずかではあるが、活性

の増強が観察された。我々は、影響が最も著しかったベノミルの活性増強のメ

カニズムに関する研究を行った。 
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図１３ アロマターゼ活性に対する内分泌かく乱物質のスクリーニング 

 

CYP19 の転写活性に対するベノミルの影響 

 ベノミルが転写活性へ影響を及ぼしているか検討するために、我々は、RT-PCR

によって mRNA の発現レベルを解析した。各々の薬剤で刺激した後、total RNA

を抽出し P450arom およびβ-アクチン mRNA の両方を増幅した。cAMP-PKA パス

ウェイを活性化すると知られている forskolin および hMG は P450arom mRNA の

発現を増加させ、同様に、ベノミルは P450arom mRNA レベルを増加させた（図

１４A）。 
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図１４ CYP19 転写活性に対するベノミルの影響 

 

さらに我々は、CYP19 プロモーターに対する影響を解析した。P450arom プロモ

ーターII が含まれているルシフェラーゼレポータープラスミドを KGN 細胞に導

入し、その後、各薬剤で刺激した。ベノミルはルシフェラーゼ活性を増強させ、

転写を増強させることにより、アロマターゼ活性を上昇させていることが分か

った（図１４B）。 

 

cAMP 生産および CRE 依存的転写に対するベノミルの影響 

 卵巣顆粒膜細胞における P450arom の発現は、主に cAMP-PKA 系が制御してい

ることが知られている。我々は、アロマターゼ活性に対するベノミルがこの経

路に関わっているか検討した。各薬剤で刺激した後、培地中の cAMP 濃度を測定

した所、forskolin および hMG は cAMP レベルを増加させたが、ベノミルはコン

トロールと同様増加させなかった（図１５A）。さらに我々は、CRE 配列を含ん

でいるルシフェラーゼレポータープラスミドを使用して、CRE 依存的転写に対

するベノミルの影響を解析した。これも cAMP 産生の結果と同様ベノミルの影響

は認められなかった（図１５B）。これらの結果から、ベノミルによるアロマタ

ーゼ活性の増強は、cAMP-PKA 経路に依存しないことが示唆された。 
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図１５ cAMP 生産および CRE 依存的転写に対するベノミルの影響 

 

プロゲステロン産生、及び P450scc,StAR mRNA に対するベノミルの影響 

 KGN 細胞では、アロマターゼよりも P450scc、StAR が主に発現しており、そ

れらに対するベノミルの影響も検討した。各薬剤で刺激した後、培地中のプロ

ゲステロン産生量を測定したが、ベノミルの影響は認められなかった。さらに、

RT-PCR による mRNA の発現量も検討したが、それらの発現量の増加は認められ

なかった。これらの結果より、ベノミルはアロマターゼに特異的に作用してい

ると思われる。 

 

ベノミルの代謝物であるカルベンダジムのアロマターゼに対する影響 

 ベノミルは、土壌中や水中で速やかにカルベンダジムに代謝されることが知

られており、我々はその代謝物の影響を検討した。カルベンダジムもまたアロ

マターゼの転写活性を増強させ、ウェスタンブロッティングによるアロマター

ゼ遺伝子産物の検討においても増加させることが分かった。これらの結果より、

ベノミルは、カルベンダジムに代謝して作用していることが示唆された。 

 

アロマターゼ活性に対するタキソールの影響 

 微小管はチューブリンというタンパク質の集合体から成る細胞骨格の一つで

あり、細胞小器官の輸送等に関連しており、チューブリンと微小管の間で動的

平衡が存在する。ベノミルは微小管の重合を阻害することが知られている。一
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方、タキソールは重合を促進させ微小管を安定させることが知られている。我々

は、この２つの薬剤をアロマターゼに対する影響において比較した。ベノミル

又はタキソールは細胞の形態を明らかに変化させ、さらに、抗チューブリンで

蛍光免疫染色を行ったところ、核周囲に強いシグナルが観察された。加えて、

レポーターアッセイによるプロモーターへの影響を検討したところタキソール

もまたベノミルと同様、活性の増強が認められた。これらの結果より、チュー

ブリンと微小管の動的平衡の破壊がアロマターゼ活性の増強に関与しているこ

とが示唆された。 

 

 この研究では、５５種類の内分泌かく乱物質をアロマターゼに対して KGN 細

胞を用いたスクリーニングを行い、ベノミルが活性を増強させることが分かっ

た。その活性の増強は mRNA の上昇によるものであり、レポーターアッセイにお

いてもその作用が確認された。これらより、ベノミルはアロマターゼの転写活

性を上昇させることによりアロマターゼ活性を増強させると思われる。特に、

ベノミルそのものではなく、カルベンダジムが影響を与えていることが重要で

あると思われる。イミダゾールである fadrozole と vordozole 等は驚くべきこ

とに、アロマターゼ活性を抑制する作用を有している。したがって、ベノミル

が転写レベルでアロマターゼ活性を増強させるという点でユニークなタイプの

イミダゾールであると考えられる。 

 FSH は、cAMP レベルを増加させることによって CYP19 の発現を増加させる生

理的な作用を有している。このメカニズムは CREB/ATF ファミリーの CRE への結

合によるものである。しかしながら、ベノミルは cAMP 産生、CRE 依存的な転写

の活性を増強させなかったので cAMP-PKA パスウェイへの関与は否定された。

FSH 受容体によって活性化されるとの報告がある、Protein Kinase B(PKB/Akt)、

Serum and Glucocrtocoid induced Kinase(Sgk)、ERK および p38 のキナーゼは

阻害剤投与実験にてそれらによる阻害効果を確認したが、ベノミルによるアロ

マターゼ活性の増加は阻害されなかった為、これらのキナーゼに関連した作用

ではないと思われる。 

 細胞の細胞骨格は、微小管、微小繊維および中間フィラメントから成り、そ

れらコンポーネントの分布の変化が別のものに影響を及ぼす場合がある。その

一つとして、ステロイド合成は微小管に関連しているかもしれない。卵巣顆粒

膜細胞のステロイド合成における微小管の役割は以前に報告されている。例え

ばコルヒチン、ノコダゾール、微小管を脱重合するこれら薬剤はプロゲステロ

ン産生を上昇させる。一方、タキソールは FSH で上昇したプロゲステロン産生
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を抑制する。我々の研究で、ベノミルとタキソールは、アロマターゼ活性にお

いて同様の影響が確認された。興味深いことに、キャメロンらは JEG-3 絨毛膜

癌腫細胞でエストロゲン産生およびアロマターゼ両方を増加さることを報告し

ている。これらの結果は、微小管の動的平衡の破壊がアロマターゼ活性の増加

に関する重要な要素であることを強く示唆する。 

 さらに注目すべきことに、ステロイド合成におけるベノミルの影響は、ミク

ロソーム酵素である P450arom で特異的に観察されたが、ミトコンドリアの蛋白

質 StAR、P450scc への影響は観察されなかった。ミクロソームとミトコンドリ

アの細胞内の分布等を再編制する場合、ベノミルはクロス・ブリッジする微小

管および細胞小器官に影響を及ぼすかもしれない。これらの違いは、単に MIA

の種類あるいは細胞の種類や条件に依存するかもしれない。MIA は、分子のメ

カニズムに関してほとんど知られていないが、MAP キナーゼの 1 つである JNK

パスウェイへの部分的な関与が報告されている。MIA およびベノミル依存的な

アロマターゼ活性の誘導はさらなる検討が必要である。 

 我々のこの結果は、ベノミル、カルベンダジムまたは、タキソールの野生生

物およびヒトへの長期または過度の暴露が、エストロゲン依存的な腫瘍促進、

性分化の異常等の病理学に関連するかもしれないことを示唆している。胚や思

春期等の重要な成熟期間中に、ベノミル依存的なアロマターゼの誘導は、異常

な女性化に繋がるかもしれない。ヒトの女性では、乳房、間質組織中のアロマ

ターゼの高発現による局地的なエストロゲンの産生が、乳癌のリスク増加に関

係していた。興味深いことに、タキソールは、正常と悪性腫瘍の胸部組織に由

来した繊維芽細胞中で TNFα依存的なアロマターゼ活性の増加を阻害すること

が報告されている。これは、乳癌の治療への効果が期待された。しかしながら、

その研究ではそのような効力が別の MIA によって確認されなかった。MIA の影

響は、組織特異的であり、内分泌かく乱物質の評価は慎重に行うべきである。 

 ベノミルはげっ歯類および犬においてオスの生殖に有害なものとして、知ら

れている。ベノミルあるいはその代謝物質カルベンダジムは菌類中の微小管構

成を阻害するので、細胞分裂の阻害または、精子形成における微小管依存のプ

ロセスによる精巣の機能障害が生じることが多くの研究者によって示唆された。

しかしながら、これがヒトの男性の場合にはあてはまるかどうかは明らかでは

ない。さらに、卵巣および精巣において使用される CYP19 のプロモーターが同

一であるために、ベノミルが精巣のアロマターゼ活性へ影響することにより男

性の女性化に関連する可能性を検討することは興味深い。 

 最後に、我々が樹立したヒト顆粒膜細胞株は、アロマターゼアッセイによる
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内分泌かく乱物質の同定において非常に有用であることが証明された。このシ

ステムを使用して、私たちは初めてそのベノミルおよびその代謝物質が cAMP の

活性化とは無関係にアロマターゼ活性を増強することを実証した。ベノミルま

たはカルベンダジムの影響は、主として転写のレベルで作用することが分かり、

微小管の不均衡な重合、脱重合と密接に関係のあるように思われる。 

 

ｆ）始原生殖細胞の発生、分化、増殖に及ぼす内分泌かく乱物質の影響 

 世代を超えその遺伝情報を伝達する生殖細胞は、生命の継承を担う極めて重

要な細胞である。個体発生初期の未分化胚細胞である胚体外胚葉の一部の細胞

が始原生殖細胞への分化を運命決定される。マウスでは胎生 8.5 日には尿膜基

部に分布し、この始原生殖細胞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

り成熟した精子、卵子といった生殖細胞へ分化する。生殖隆起から始まる性腺

の分化に、アンドロゲン、エストロゲンをはじめとする性ステロイドが必須で

あり、したがってこれら性ステロイドの作用に変化を与える内分泌かく乱物質

が性腺の分化に影響を与えることが予想される。一方、生殖隆起に達するまで

みられる始原生殖細胞に特徴的な発生、増殖、移動の機構はほとんど明らかで

はなく、性ステロイドの影響も全く解析されていない。始原生殖細胞はアルカ

リフォスファターゼ (ALP) 染色により陽性となり、実体顕微鏡下に可視化され

る特徴をもつ。我々はこのことを応用し、始原生殖細胞の分化成熟過程におよ

ぼす内分泌かく乱物質の影響を調べた。細胞レベルで抗アンドロゲン作用を示

すことを明らかにした内分泌かく乱物質の候補物質に関し、実際に個体レベル

で如何なる影響がみられるか解析を行なうことが最終的に不可欠である。 
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図１６ 始原生殖細胞に及ぼす抗アンドロゲン剤の影響 

 

 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およびコ

ントロールとして抗アンドロゲン剤であるフタミドを受精卵の着床後より性腺

の分化が開始される前、すなわち妊娠 4.5 日から 8.5 日までの間妊娠マウスに

経口投与した(5mg/kg 体重) 。胎生 8.5 日から 9.5 日の仔胎を回収し、ALP 染色

を行ない、始原生殖細胞数を測定した。図１６に示すように、ビンクロゾリン

ならびにフルタミド投与群で有意な始原生殖細胞数の低下を認め、抗アンドロ

ゲン剤が始原生殖細胞の増殖、移動を阻害することを明らかにした。 

 次に我々は始原生殖細胞を in vitro で培養し、抗アンドロゲン剤の効果を調

べた。胎生 9.5 日胚から始原生殖細胞を含む腸間膜を分離し、トリプシン処理

の後に STO 細胞をフィーダー細胞とした培養を行なった。上清に抗アンドロゲ

ン剤であるフルタミドを 10-9M 添加した群、および始原生殖細胞の増殖を促進す

ることが示唆されている BMP, forskolin を添加した群、無添加群に分け、48

時間の培養を行なった後に ALP 染色を行ない、始原生殖細胞数を測定した。図

１７に示すように、フルタミド添加により始原生殖細胞数は無添加コントロー

ルに比べ優位に減少していることが示された。図１６で示した個体レベルでの

抗アンドロゲン剤の効果は始原生殖細胞への直接作用であることが示唆された。 
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図１７ 始原生殖細胞の増殖におよぼす抗アンドロゲン剤の影響 

 

 これまでに得られた抗アンドロゲン剤による胎生初期における始原生殖細胞

数の減少はアンドロゲン受容体 (AR) を介する作用であろうか？これまでに生

殖腺発生以前の AR 発現を示した報告はない。そこで我々は AR 発現を RT-PCR、

Whole mount In Situ Hybrydiztion 法を用いて調べた。驚くべきことに 9.5 日

胚において、AR はほぼ全身に発現していることが明らかとなった（図１８）。

胎生初期における始原生殖細胞数におよぼす抗アンドロゲン剤の作用はアンド

ロゲン受容体を介して作用していることが示唆された。このことはアンドロゲ

ン受容体欠損マウス胎生 9.5 日胚においても始原生殖細胞数の有意な低下を認

めたことからも支持される（未発表データ）。始原生殖細胞自身に AR 発現があ

るかは今後の興味ある課題である。 
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図１８ 9.5 日胚でのアンドロゲン受容体発現 

 

 以上の結果はアンドロゲン受容体の新たな機能を示唆する重要な発見である

とともに、内分泌かく乱物質が始原生殖細胞の分化、増殖、移動に影響を及ぼ

す可能性を示している。妊娠期の内分泌かく乱物質への暴露が生殖腺の分化の

みならず、その初期の暴露により生殖細胞自身の発生に影響を与えることを示

唆しており、学問的さらには社会的、公衆衛生学的にみても重要な知見である。 

 

ｇ）内分泌撹乱化学物質の行動および脳の性分化に及ぼす影響 

  

 胎児期および授乳期におけるビスフェノールA(BPA)曝露の影響をラットを用いて調

べ、ジエチルスチルベストロール(DES)およびレスベラトロール(RVT)と比較し、さらに

青斑核内の高感受性部位を検索した。BPAは探索行動の性差を消失させたが、DESは探索

行動だけでなく、雌の生殖機能も抑制した。RVTは生殖行動への影響を強く示した。ど

の化学物質も視床下部の性的二型核は変化させなかったが、青斑核は、BPAおよびDES

群では雄の方が大きく、性差が逆転した。RVT群では逆転せず、性差が消失した（図１

９）。中でも、青斑核中間前部への影響が著明であったが、BPA、DES群ではさらに雄の

尾側部が増大し、雌の吻側部が減少した。また、エストロゲン受容体(ER)に及ぼすBPA
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の影響を扁桃体および視床下部で調べた。生後21日目におけるERβの発現を免疫組織学

的に前脳部で調べると、視床下部ではBPA

曝露の影響はなく、扁桃体内側核ではBPA

曝露で雌雄ともに著明に増加し、性差が消

失した。この研究により、脳、特に青斑核

と扁桃体内側核はBPAに高い感受性を示す

ことが明らかとなった。 

 これまでBPAの脳への影響については、

げっ歯類の行動に影響を及ぼすとか、妊

娠中の脳内ERα発現量を変えるなどの

海外の報告があるが、未だよく分かって

いない。今回我々は、微量のBPAが脳、

中でも青斑核と扁桃体内側核に影響を

及ぼすことを見出した。今後さらに詳細

な検討を行うことで、これらの部位は内

分泌撹乱化学物質の生体に与える影響

を評価する上での新たなEndpointとな

りえ、その意義はとても大きいと考えら

れる。 

図１９ 胎児期および授乳期におけるビスフェノールA(BPA)曝露の影響 

 

ｈ）内分泌撹乱物質ビスフェノールAの胎生期曝露は耐容１日摂取量以下の極微

でも行動の性分化を障害する 

 耐容１日摂取量以下のビスフェノールＡ（BPA, 0.1ppm）を飲水中に混ぜ妊娠ラ

ットの出産前１週間だけ曝露し、成長後に各種行動試験を実施した。オープンフ

ィールド試験で探索行動を、受動的回避学習試験で回避学習能を調べ、従来行っ

た周産期6週間曝露の結果と比較した。さらに強制水泳試験でうつ傾向とストレス

対処行動を評価した。その結果、探索行動の性差は、従来の周産期間曝露と同様

に消失した。受動回避学習試験では、5ppmBPAの周産期６週間曝露で性差が消失し

たが、今回の0.1ppmBPA出産前1週間曝露では影響がなかった。強制水泳試験では、

struggling時間（ストレス対処行動の指標）の性差（雌＞雄）が、出産前1週間曝

露で消失した。うつ反応の指標であるimmobility時間は、対照群でも性差はなか

ったが、胎生期曝露により雌雄とも対照群に比べ有意に延長した。以上の結果、B

PAの出産前1週間の胎生期曝露は、周産期6週間曝露と同様に、耐容１日摂取量以
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下の極微量でも探索行動の性分化を消失させること、さらに強制水泳試験におけ

るうつ反応やストレス対処行動も影響を受けることが明らかになった。 

 オープンフィールド試験および強制水泳試験は、内分泌撹乱物質の鋭敏な評価

法としての有用性が示され、性ホルモン依存的に脳の性分化に影響を与える可能

性のある多くの人工化学物質のリスクアセスメントに適用できると考えられる。

また、出生前１週間は探索行動やうつ情動を制御する中枢が正常に発達するため

の臨界期と考えられ、性差出現の濃度依存性のみならず、曝露時期の重要性に関

する新たな知見を得たことは非常に意義深いと考えられる。 

 

i)  ビスフェノール A に曝露されたマウスの行動異常（名和田グループ） 

－脳内エストロゲンレセプター発現やセロトニン機能との関連－ 

 内分泌撹乱物質の生殖器への影響についての報告は多いが、行動や情動への影響につ

いての研究は不十分である。我々は、妊娠中の ICR 系マウスに ビスフェノール A を

体重あたり 2ng/g 経口投与し、生まれた雄仔マウス（Bis-A mice）の生後４・８・１

２週目に行動テストを施行。さらに、生後４週目のマウス脳を用いて、エストロゲンレ

セプター（ＥＲ）α・βの発現を背側縫線核（ＤＲＮ）・扁桃体・内側視索前野におい

てコントロール群と比較、セロトニン・セロトニントランスポーターについてはＤＲＮ

での染色強度をコントロールと比較した。 

（成果）行動テストと血清テストステロン値 

① 攻撃性テスト：Bis-A mice の接触時間（侵入者への興味）は生後８週（性成熟開始

期）に高値であった 1,2)。  

② 高架式十字迷路（不安度）：コントロールと有意差なし｡ 

③ 血清テストステロン値：コントロールと有意差なし 1,2)。 

免疫組織化学（生後４週目）： 

① Bis-A mice は DRN においてＥＲα・β発現が亢進。ＤＲＮ以外では有意差なし。 

② DRN におけるセロトニン・セロトニントランスポーター陽性細胞数は有意差なし。 

胎生期のエストロゲン様物質の曝露は、性成熟開始期に一過性に接触時間（侵入者へ

の興味）を亢進させ、セロトニン細胞が豊富に分布している DRN においてエストロゲ

ンレセプターα・β発現の亢進を引き起こす。今回の検討では、生後４週目には DRN

におけるセロトニン陽性細胞量はコントロールと差が認められなかったが、生後８週目

以降に性ホルモンの分泌が活発になると、過剰に発現した ER がセロトニン系を介して

攻撃性テストにおける接触時間の亢進に関与している可能性が考えられた｡ 

 昨今、日本でも青少年による凶悪犯罪や「すぐ切れる子供」の増加、学級崩壊の問題

などがクローズアップされている。現時点でこれらの現象と内分泌撹乱物質を結び付け
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るのは早計であるが、本研究の継続によりさらなる成果が得られれば、内分泌撹乱物質

もこのような社会現象に何らかの影響を与えている可能性について国内外に強く警告

を与えることができる。 内分泌撹乱物質によるマウスの行動異常の研究は 2001 年ご

ろより散見されるが、まだ詳細なメカニズムの解明には至っていない。本研究の進展は

内分泌撹乱物質の研究の新たな一面となることが期待される。 

 

j)  ヒト単核球におけるダイオキシン受容体関連遺伝子群の定量と有用性の検討 

ダイオキシンは大部分が AhR を介して細胞内に取り込まれることがわかっており、

AhR をはじめとするダイオキシン受容体関連遺伝子群（ARNT, CYP1A1, AhRR）の細胞内

発現を定量することが、生体内の毒性の評価につながる可能性があると考え、ABI 

PRISM7700 Sequence detector を用いたリアルタイム PCR 法による定量系を確立し、

臓器や単核球における定量を行い検討した。 

（対象と方法） 

1.臓器別・生殖系腫瘍細胞株の遺伝子発現量の定量評価 

ヒト成人および胎児の各組織の cDNA パネル（それぞれ 16 臓器、12 臓器）を使い定量

解析を行った。 

2.ヒト臍帯血、母体血、乳児血、成人血単核球中のダイオキシン受容体関連遺伝子群の

定量 

3.3-methylcholanthrene(3MC)によるダイオキシン受容体関連遺伝子誘導の観察 

臓器別の比較において成人精巣で AhRR の高発現が認められたことから、精巣腫瘍細胞

株でのダイオキシンによる発現変化を検討した。3MC(1μM)を添加、48 時間培養し、3MC

非存在下で培養した細胞の発現量と比較検討した。また臍帯血、母体血、乳児血、成人

血単核球において、いくつかのダイオキシン受容体関連遺伝子群の発現量に差異が認め

られたことから、臍帯血、乳児血、成人血の単核球における 3MC による発現誘導も同

様に観察した。 

4.臍帯血と成人血のダイオキシン濃度 

母体血とペアの臍帯血のダイオキシン濃度を GC/MS 法により測定し、両者を比較した。 

（結果） 

1.AhR は肺、胎盤、脾臓、ARNT は成人の卵巣、肺、脾臓、精巣、膵臓と胎児の肺、腎

臓で比較的高発現であったが、どの臓器にも発現がみられた。CYP1A1 は成人の肺で極

めて高発現であったほか、膵臓、肝臓、心臓、前立腺、小腸と胎児の肺でも高発現であ

った。AhRR は成人の精巣で極めて高発現であり、肺、脾臓、膵臓でも比較的高発現が

認められた。CYP1A1 と AhRR は全般に胎児臓器での発現が非常に低かった。 

2.AhR は、臍帯血と母体血に比べ乳児血、成人血で有意に高値であった。一方、CYP1A1
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は、母体血が臍帯血、乳児血に比べ有意に低値であり、AhRR は、臍帯血が母体血、乳

児血、成人血に比べ有意に高値であった。 

3.細胞株を用いた実験では、1μM 48 時間の処理で CYP1A1 で約 10 倍、AhRR で約 3 倍

の発現誘導が観察された。臍帯血、乳児血、成人血の単核球における 3MC の発現誘導

実験では、成人血由来の単核球では CYP1A1、AhRR 遺伝子は有意な誘導がみられたが乳

児血単核球は CYP1A1 でのみ、また臍帯血単核球ではいずれも有意な誘導がみられなか

った。 

4.4 ペアいずれも臍帯血でダイオキシン濃度が有意に低値であった。 

 ヒト臍帯血、母体血、乳児血、成人血の単核球におけるそれぞれの遺伝子発現を比較

検討し、3MC による発現誘導を観察した。その結果、単核球の種類によりその特徴的な

違いが明らかになったと同時に成人血の単核球においては CYP1A1、AhRR 遺伝子発現量

はダイオキシン暴露の指標として有用である可能性が示唆された。将来、これらの遺伝

子の発現量とのダイオキシン濃度と直接比較することで環境から受ける内分泌攪乱物

質の暴露を評価するためのこのシステムの有効性を証明できるかもしれない。 

 

 (2)研究成果の今後期待される効果 

 名和田グループは、当初より、核内受容体依存性の転写活性化機構を、単にレポータ

ーアッセイで確認するのみでなく、それを高精細な画像処理システムを用いることによ

り可視化することを大きなテーマとしてきた。この研究の遂行により、AR、ER、そして

グルココルチコイド受容体が、核内受容体コンパートメントと我々が名付けた共通のコ

ンパートメントに集積することが明らかとなり、また、そのコンパートメント形成の一

つの大きな key molecule が CBP/p300 であることも判明した。加えて、従来より提唱さ

れていた transcription-splicing coupling 機構も可視化することが可能であった。柳

澤グループの知見とあわせて、核内受容体のリガンド依存性転写活性化機構には、現在

主たる研究分野であるリガンド結合、共役因子のリクルートの他に、コンパートメント

間のコミュニケーションが重要であることが明らかとなったわけで、今後の新しい研究

分野を開拓したものと考えている。これらの新しいステップを阻害もしくは助長させる

薬剤の開発が将来的には可能になると考えられ、創薬の標的が拡大したことになる。 

 さらに、生殖腺発生以前の胎児の全身に AR が発現していることは、AR がリガンド非

依存性に胎生初期に重要な機能を発揮している可能性を示しており、極めて興味深い現

象であると考えられる。ごく最近、ER などの細胞質、細胞膜直下における機能が明ら

かとなりつつあるが、核内以外の場で AR が有する作用が将来的に明らかになることが

期待される。また、アロマターゼ遺伝子の転写活性化が、細胞内微小管の重合のダイナ

ミックなバランスで惹起される可能性も示され、今後の研究課題である。 
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３．２ “エストロゲンレセプターを介した内分泌かく乱物質の作用メカニズム” 
（柳澤グループ） 

 

（１） 研究内容及び成果 

 主要女性ホルモンであるエストロゲンはエストロゲンレセプター（ERα、β）

を介してその作用を発揮する。ERαは核内レセプター遺伝子ファミリーに属す

るリガンド誘導性転写因子であり、エストロゲンを受容し、女性生殖器の維持・

発達、骨量の維持や乳癌・子宮癌の増悪に関与することが知られている。内分

泌攪乱物質の多くは、エストロゲンの生体内での作用を攪乱することから、ER

αの転写活性に対して何らかの影響を及ぼすことが考えられた。 

そこで、本研究者を中心とするグループは、１）多くの内分泌攪乱物質につい

て、ERαの転写活性に及ぼす影響を検討するとともに、２）核内レセプターの

転写制御機構の分子基盤の解明を目標に研究を行ってきた。 

 

１） 内分泌攪乱物質が ERαの転写活性に及ぼす影響 

 

 

 

図２０ ER に対する内分泌かく乱物質のスクリーニング 
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 内分泌攪乱物質の多くは主要女性ホルモンであるエストロゲンの作用を攪乱

することが知られている。そこで、60 種類の内分泌攪乱物質について、ERαの

転写活性に及ぼす影響を検討した。その結果、多くの内分泌攪乱物質が ERαの

転 写 活 性 を 抑 制 ま た は 促 進 す る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 ２ ０ ）

(Environmental Science 2002) 

 さらにわれわれは、内分泌攪乱物質をスクリーニングする過程で、内分泌攪

乱物質の１つである BBP (butylbenzyl phthalate)が ERαに結合し、TAM と同

様に AF-1 活性のみを促進することを見出した。興味深いことに、BBP は乳癌の

増殖に対しては TAM と異なり促進的に作用することが明らかとなった。BBP 結

合 ERαの転写共役因子との結合を検討した結果、TAM は ERαと AF-1 転写活性

化因子および転写抑制因子双方との結合を誘導するのに対し、BBP は AF-1 転写

活性化因子との結合のみを促進することが明らかと成った（図２１）。この結

果は、乳癌の抑制には転写抑制因子と ERαとの結合誘導が必要であるという仮

説を強く支持している。実際、N-CoR/SMRT の dominant negative 体を乳癌細胞

株である MCF-7 に強制発現させると TAM で増殖が促進される。これら結果は TAM

による ERαと N-CoR/SMRT の結合が TAM の抗がん活性に重要であることを示唆

するものである。 

        

 

図２１ ERαと転写共役因子の結合に与える BBP の影響 

 

核内レセプターによる転写の制御には、レセプターとリガンド依存的に解離ま

たは結合する「転写共役因子」と呼ばれる蛋白質群が必要である。転写共役因

子はレセプターと結合して、その転写活性を促進する「転写活性化因子」と転

写活性を抑制する「転写抑制因子」の２種類が存在する。内分泌攪乱物質の多
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くは、ERαに直接結合してその転写活性に影響を与えているものと考えられる

が、物質によって転写活性を抑制するもの、促進するもの、AF-1 活性に対し選

択的に働くもの、AF-2 活性に対してのみ影響を与えるものなど、その性質が大

きく異なることが明らかになってきた。これらの結果は ERαに結合する内分泌

攪乱物質の種類によって、リクルートされる転写共役因子が異なることを示唆

しており、これらの物質の作用を理解するためには ERαと相互作用する転写共

役因子群の探索と解析が必須であると考えられた。 

 

        

 

図２２ BBP による転写共役因子の結合阻害 

 

 

２）核内レセプターの転写制御機構 

 内分泌攪乱物質の作用を理解するためには ERαの転写制御機構を解明が必須

である。本研究者らは転写制御機構を解析する目的で転写共役因子群の検索を

行い、多くの因子を単離し性状解析を行った。 

 核内レセプターによる転写制御には、レセプターとリガンド依存的に解離も

しくは結合する一群の蛋白質複合体が必須である。これらの蛋白質複合体は、

核内レセプターと結合し、ヒストン修飾によるクロマチン構造変換や RNA ポリ

メラーゼを含む基本転写装置との架橋を介して転写活性を制御するものと考え

られており、転写を抑制する転写抑制因子(co-repressor)複合体と転写を活性

化する転写活性化因子(co-activator)複合体に大別される。転写活性化因子の

多くはヒストンアセチル化活性を持ち、また転写抑制因子はヒストン脱アセチ

ル化酵素と複合体を形成している。ヒストンのアセチル化と転写の活性化には

深い相関関係があることが以前より知られており、ヒストンの N 末側のアセチ

ル化により、DNA との結合が緩くなり、ヌクレオソーム構造が壊されるものと
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考えられている。DNA 結合性転写因子が DNA 上の特定の配列と結合し、ヒスト

ンアセチル化酵素群をリクルートすることにより、コアプロモーター付近のヌ

クレオソームヒストンをアセチル化し TFIID を結合可能な状態にすること、さ

らには、コード領域のアセチル化により RNA ポリメラーゼ II の進行停止を阻止

することによって転写が活性化するものと考えられる。一方、ヒストン脱アセ

チル化酵素群はこれとは逆にヒストンアセチル化酵素群のプロモーター付近へ

の結合を阻み、周辺のヒストンを脱アセチル化し、ヌクレオソーム構造を安定

化することによって転写を抑制すると考えられている。 

 核内レセプターの転写抑制因子としては、N-CoR, SMRT が知られている。N-CoR

は、酵母 two-hybrid 法によりリガンド非存在下に TR と結合する因子として、

また、SMRT は、RXR と相互作用する因子としてクローニングされた。これらの

因子は、リガンド非存在下で核内レセプターに結合し、その転写活性を抑制す

る。N-CoR, SMRT には Sin3(Mad-Max のコリプレッサー、yeast の転写抑制因子

Sin3P ホモログ)や ヒストンデアセチラーゼ活性を持つ HDAC が結合しており、

ヒストンのアセチル化を防ぐことにより転写を抑制しているものと考えられて

いる。N-CoR, SMRT は ID-1, 2 と呼ばれる二つの領域内に LLXXLL からなる配列

を持ち、この領域で核内レセプターの helix3, 5 を認識して結合する。核内レ

セプターにリガンドが結合すると、helix12 がシフトして helix3, 4, 5 と交差

するために、転写抑制因子結合領域が消失するとともに転写活性化因子結合領

域が現れるものと考えられる。 

 AF-2 の転写活性化因子の研究は精力的に行われており、現在までに、二つの

蛋白質複合体 p300/p160 と DRIP/TRAP が AF-2 の転写活性化因子として機能する

ことが報告されている。P300/ｐ160 複合体は、p300/CBP と呼ばれる相同性の

高 い 二 つ の 巨 大 分 子 と 分 子 量 160kDa の 3 種 類 の 転 写 活 性 化 因 子 , 

SRC-1(N-CoA1) , TIF2(GRIP1, NcoA2) , p/CIP(RAC3, ACTR, AIB1) を含んでい

る。これらは、LXXLL モチーフを介して、リガンドの結合した核内レセプター

の helix3,4,5 と helix12 で形成される溝構造を認識して結合する。これらの蛋

白質はヒストンアセチルトランスフェラーゼであり、ヒストンの N 末端に存在

する tail部分をアセチル化することにより DNAとヒストンからなるクロマチン

構造を弛緩させ、転写を促進するものと考えられている。特に p/CIP は乳がん

において高発現していることが知られており、興味深い。 

 一方、DRIP/TRAP 複合体は VDR にリガンド依存的に結合する複合体として

Freedman のグループから、また、TR に結合する複合体として Rader のグループ

からそれぞれ独立に報告された 。 DRIP/TRAP は十数個の蛋白質から構成され
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る巨大な複合体であり、ヒストンアセチル化活性を持たないにも関わらず in 

vitro 転写系において VDR の転写活性を増強する。この複合体は、基本転写因

子群と共通の構成因子をもつことから、核内レセプターと基本転写因子群との

橋渡しをおこなっているものと考えられている。DRIP/TRAP 複合体はその構成

因子の一つである DRIP205(TRAP220)分子中の二つの LXXLL モチーフを介してリ

ガンドの結合した核内レセプターに結合する。これらの結果から DRIP/TRAP 複

合体は p300/p160 複合体がクロマチン構造を弛緩させた後に結合し、基本転写

因子群との仲立ちをするいわゆる two-step model が提唱されている。 

 われわれは、カラム精製により ERαAF-1 および AF-2 の新規転写活性化因子

を精製・同定した。 

 

２）-A リガンド非結合型 ERαと結合する因子 

  リガンドの結合していないには、シャペロン蛋白質である Hsc70 が結合し、

DNA と ERαとの結合を阻害することによって、その転写活性を抑制しているこ

とが明らかになった。ERαにリガンドが結合すると Hsc70 が解離し、DNA への

結合が可能になることを示した。 

  さらに、代表的内分泌攪乱物質であるダイオキシン存在下においては、ダイ

オキシンのレセプターである AhR/Arnt がリガンドの結合していない ERαに結

合し、転写活性化因子をリクルートすることによって、ERαの転写活性を促進

することも明らかにした。これらの結果は AhR/Arnt による内分泌攪乱の分子メ

カニズムを説明するものである。 

 

２）－B エストロゲン結合型 ERαと結合する因子群 

 エストロゲン存在下において、AF-1 活性を担う AB 領域に、DEAD-box 蛋白質

ファミリーに属する p68 と p72 及びヒストンアセチル化因子 p300/CBP が複合体

を形成して結合することを明らかにした。この複合体は AB 領域のリン酸化に依

存して結合し、AF-1 活性を促進する。p300 は AF-2 の転写活性化因子としても

機能し、AF-1 と AF-2 を橋渡しすることによって、両者の転写活性を協調的に

促進する。 

  一方、AF-2 活性を担う DEF 領域には p300 複合体以外に DRIP/TRAP 複合体、

TRRAP, GCN5 を含む TFTC 複合体の二つの巨大蛋白質複合体が結合することを示

した（図２３）。TRRAP は c-Myc の結合蛋白質として最初に見出された蛋白質

であり、その癌化能に関与することが報告されている。一方、GCN5 はヒストン

アセチル化活性を保持しており、転写に関与することが知られている。われわ
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れは、TRRAP と GCN5 が同じ複合体に含まれていることを見出し、この複合体の

精製および同定を行った。その結果、この複合体は TRRAP, GCN5 以外に TAF な

ど転写に関与すると思われる因子を含み、TRRAP の LXXLL モチーフを介してリ

ガンド依存的に ERαに結合することが明らかとなった。そこで、次にこの複合

体が ERαに与える影響を in vitro 転写系を用いて検討したところ、この複合

体は ERαの転写活性を 4 倍程度促進することが示された。 

  

      

図２３ ER における巨大蛋白質複合体の形成 

 

クロマチン免疫沈降法(ChIP assay)により TRRAP/GCN5 が DRIP/TRAP 複合体とほ

ぼ同じタイミングでエストロゲンの標的遺伝子プロモーター上にリクルートさ

れることから、p300/p160 がヒストンをアセチル化し、クロマチン構造を弛緩

させた後に TRRAP/GCN5または DRIP/TRAP 複合体が結合してくるものと考えられ

る。さらに TRRAP のアンチセンス RNA を乳がん由来の細胞株である MCF-7 に発

現させたところ、エストロゲン依存的な細胞増殖促進が抑制された。これらの

結果は TRRAP/GCN5 を含む複合体が ERαのコアクチベーターとして機能するこ

とを強く示唆している。 

 

２）－C SERM 結合型 ERαと結合する因子群 

Tamoxifen に代表される Selective Estrogen Receptor Modulator (SERM)は ER

αの部分的アゴニストとして作用する。SERM は乳癌においては ERαのアンタゴ

ニストとして作用することから、乳癌の第一選択薬として用いられているが、

長期投与により癌が耐性を獲得するという問題点がある。本研究者らは、SERM

の結合した ERαが転写抑制因子と結合し、標的遺伝子群の転写を抑制すること、

耐性を獲得した癌では ERαに変異が生じ、転写抑制因子との結合が阻害されて

いることを示した。転写抑制因子と ERαの結合を人工的に阻害した乳癌は SERM
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依存的な増殖を示すことから、転写抑制因子と ERαとの結合が SERM の癌抑制

にとって必須であるものと考えられる。 

 代表的な SERM であるタモキシフェン(TAM)は乳癌に対しアンタゴニストとし

て、逆に骨に対してアゴニストとして作用することから副作用の少ない医薬品

として多く使用されている。しかしながら、長期間の投与によって癌が耐性を

獲得すること、子宮体癌に対してアゴニストとして作用することが問題となっ

ている。TAM は ERαに結合し、AF-2 活性のみを選択的に抑制することが知られ

ていたが、近年、TAM の結合が ERαと転写抑制因子である N-CoR/SMRT の相互作

用を誘導することが明らかとなった。われわれは、N-CoR, SMRT が ID-1, 2 領

域内に存在する LLXXLL からなる配列によって、核内レセプターの helix3, 5 を

認識して結合することを見出した。TAM と同様に SERM に分類されているラロキ

シフェンでも ERαと N-CoR/SMRT の結合が誘導されることから、両者の結合が

SERM の抗癌活性に極めて重要である可能性が考えられた。 

 TAM はホルモン依存性癌の第一選択薬であり、多くの患者に投与されるが、

数年間に及ぶ連続投与により癌が耐性を獲得し、逆に TAM 依存的増殖を示すよ

うになる。このような TAM 依存的増殖を示す乳がん由来の ERαには 351 番目の

アミノ酸の変異(D351Y)が多く認められる。この変異は、N-CoR/SMRT の結合領

域に位置することから、ERα(D351Y)と N-CoR/SMRT との結合能を検討した。そ

の結果、TAM 存在下において N-CoR/SMRT と ERα(D351Y)との結合は、野生型 ER

αとの結合と比較し、顕著に低下していることが明らかとなった。TAM の結合

した ERαは AF-2 活性を示さず、AF-1 活性のみを発揮することが知られている

が、N-CoR/SMRT の結合しない ERα(D351Y)は TAM 存在下で野生型に比べ４倍近

い AF-1 活性を示す。これらの結果から、TAM によて誘導される N-CoR/SMRT の

ERαへの結合によって、AF-1 活性が阻害され、乳癌の増殖が抑制されるものと

考えられる。一方、N-CoR/SMRT の結合しない ERαでは、TAM によって誘導され

る AF-1 活性が高いため、乳癌の増殖が促進されるのであろう。骨・子宮体癌な

ど TAM がアゴニストとして作用する組織では、AF-1 の転写活性化因子量が転写

抑制因子量を上回っている可能性が考えられる。 

 

２）-D ERαの分解を制御する因子群 

 最近、多くの核内レセプターがリガンド依存的にユビキチン化され、プロテ

アソームによって分解を受けることが報告されている。プロテアソームによる

分解を阻害すると核内レセプターの転写活性が促進または抑制されることから、

ユビキチン・プロテアソーム系は核内レセプターの転写活性を制御しているも
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のと推測されるが、その分子基盤は不明である。強力な内分泌攪乱物質である

ダイオキシンは ERαの分解を促進することが知られており、分解機構の解明は

内分泌攪乱物質の作用機構を理解する上で急務である。 

 本研究者は ERαのユビキチン化に関与する蛋白質の単離を試み、新規の E3

型ユビキチン・リガーゼを見出した。この E3 はリガンド依存的に ERαに結合

し、ERαをユビキチン化することによって、その分解を促進する。現在、E3 の

解析と同時に遺伝子欠損マウスの作製をおこなっており、ERαの分解系制御機

構について分子レベルで明らかにすることを目指す。同時にわれわれは、リガ

ンド未結合型の ERαに結合し、分解を促進する、上記とは異なった E3 型ユビ

キチン・リガーゼも見出した。この E3 はシャペロン蛋白質複合体とともに ER

αに結合し、ERαの品質管理を行っているものと考えられ、今後解析を進める

予定である。 

 

 

 

図２４ ユビキチン化による ERαの分解 

 

まとめと考察 

１） 内分泌攪乱物質の多くは ERαに結合し、転写活性に影響を与えるが、物質

によって転写活性を抑制するもの、促進するもの、AF-1 活性に対し選択的に

働くもの、AF-2 活性に対してのみ影響を与えるものなど、その性質が大きく

異なる。これらは物質の結合によって誘導される ERαの構造変化、特に H12

の角度が異なることに起因するものと考えられる 

２） ERαの転写活性制御には、ERαとリガンド依存的に解離もしくは結合する

様々な蛋白質が関与しており、ERαの機能は、これらの因子によって規定され

る。AF-2 に結合するすべての因子は H3、H5 と H12 によって形成される領域を
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認識して結合する。その際、H12 の角度によって結合する因子が規定されるも

のと考えられる。 

 

 以上の結果から、内分泌攪乱物質が示すさまざまな作用は、それらの物質の

結合によって誘導される ERαの構造変化の違いと、その結果生じる転写共役因

子のリクルートの違いに起因するものと考えられた。実際に、ERαの転写活性

を促進する物質間でも、あるものは乳癌の増殖を促し、他の物質は乳癌の増殖

を抑制するが、この差はリクルートされる転写共役因子が異なるために生じる

ことが明らかとなっている。したがって、同じように ERαに結合する物質でも、

どのような因子と結合するかを in vitro で検討することにより、生体内での影

響を予測することが可能となる。 

 

（２） 研究成果の今後期待される効果 

 本研究者らの研究結果から、内分泌攪乱物質によるさまざまな作用は、物質

の結合によって引き起こされる ERαの構造変化の差と、それに伴う相互作用因

子の違いに起因するものと考えられる。 

 

ERα結合型内分泌攪乱物質の分類と作用予測 

 本研究者らは ERαと相互作用する因子として p68/p72、p300（AF-1 転写活性

化因子）、p300、DRIP/TRAP、TFTC 複合体（AF-2 転写活性化因子）、Hsc70、

N-CoR/SMRT(転写抑制因子)、Nurf-1（分解促進因子）を見出し、これらの因子

の結合によって ERαの機能が規定されることを明らかにした。これらの結果は、

内分泌攪乱物質がどのような相互作用因子を ERαにリクルートするかを検討す

ることにより、当該物質の個体に対する作用を予測できることを示唆している。

そこで、今後、内分泌攪乱物質存在下での ERαと相互作用因子との結合を検討

し、内分泌攪乱物質の作用の予測を行うと同時にそれらの分類を試みる。 

 相互作用因子による分類と作用予測は、内分泌攪乱物質だけでなく薬物のス

クリーニングに対しても応用が可能である。コンパウンドの一次スクリーニン

グを ERαに対する結合を指標に行い、二次スクリーニングとしてさまざまな相

互作用因子との結合を検討することにより、コンパウンドの作用予測とそれに

伴った分類が可能となる。また、内分泌攪乱物質の多くは ERαに結合し、さま

ざまな相互因子をリクルートすることから、これらの物質が新たな薬物開発の

マザー・コンパウンドとなる可能性も考えられ、今後検討を行う予定である。 
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３. ３“内分泌かく乱物質が性腺発達障害におよぼす栄養状態、生育環境、お

よび遺伝的背景の影響 （山内 淳／江指隆年グループ）” 

 

（１）研究内容及び結果 

A:内分泌かく乱物質が性腺発達障害におよぼす栄養状態の影響 

 ポリ塩化ビニルは、硬度の調整が容易であることから、食器、ビニールシー

トなどに使用されている。これらのプラスチックは、エチレンモノマーと二塩

化エチレンを原料として重縮合をくり返すことにより形成される。ポリ塩化ビ

ニルは元来硬いものであるが、可塑剤としてフタル酸エステルを加えて軟化す

ることができる。このフタル酸エステルが内分泌かく乱物質として疑われてい

る。その中で、DBP (Dibutylphtalate) は睾丸に作用し、睾丸萎縮、精子数の

減少をもたらすことが報告されている。そこで、DBP の雄性器機能におよぼす

影響が、栄養状態よって異なるか否か実験動物を用いて調べた。 

 12 週令（成熟）SD 系オスラットを４群に分けた。コントロール群(Cont.)は、

国際標準精製飼料 AIN93M（M は成熟ラット用を示す）で４週間飼育した。低栄

養群(Low)とは、AIN93M 飼料のうち、食物繊維、脂質を除く栄養素（タンパク

質、ビタミンおよびミネラル）を規定量の 1/5 となるように調整した飼料で４

週間飼育した。飼料脂質量を減少させなかった理由は、脂溶性内分泌撹乱物質

の体内移動が円滑に進むように配慮したためである。食物繊維を減少させなか

った理由は、下痢を防ぎ、糞の形状を維持させるためである。内分泌撹乱物質

として、DBP を 1mg/100gBW/day となるように、飼育開始から２週間連続して皮

下に注射した群をそれぞれもうけ(Cont. + DBP および Low + DBP)、投与終了か

ら２週間同様の飼料で飼育後、屠殺した。雄性器発達（重量／体重 100g）およ

び血清性ホルモン濃度を各群間で比較したが、各群間に有意差は認められなか

った。 

 そこで、４週令（幼若）SD 系オスラットを４群に分けた。コントロール群

(Cont.)は、AIN93G（G は幼若ラット用を示す）で８週間飼育した。低栄養群(Low)

とは、AIN93G 飼料のうち、食物繊維、脂質を除く栄養素（タンパク質、ビタミ

ンおよびミネラル）を規定量の 1/5 となるように調整した飼料で２週間飼育し

た。内分泌撹乱物質として、DBP を 1mg/100gBW/day となるように、飼育開始か

ら２週間連続して背部皮下に注射した群をそれぞれもうけ(Cont. + DBP および

Low + DBP)、投与終了から６週間同様の飼料で飼育後、屠殺した。雄性器発達

（重量／体重 100g）および血清性ホルモン濃度を各群間で比較したが、ここで

も各群間に有意差は認められなかった。 
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B. 内分泌かく乱物質が性腺発達障害におよぼす生育環境の影響 

 DBP の雄性器機能におよぼす影響が、栄養状態と生体リズムの攪乱によって

異なるか否か実験動物を用いて調べた。12 週令（成熟）フィッシャー344 系オ

スラットをまず２群に分け、L 群（正常明暗群）および D 群（連続暗黒飼育群）

いずれも、タンパク質を含まない飼料で６週間予備飼育した。予備飼育後それ

ぞれの群をさらに 2 群に分け、低栄養群（AIN93M から、リン、カルシウム、食

物繊維、脂質を除く栄養素を規定量の 1/5 となるように調整した飼料）および

低栄養群の飼料に１％となるように DBP を添加した群をもうけ（それぞれ L お

よび L + DBP、D および D + DBP）、４週間飼育後屠殺した。リンおよびカル

シウム量を減少させなかった理由は、リンおよびカルシウムによる亜鉛その他

の微量元素の吸収阻害を期待したからである。なお、飼料は、DBP を含む飼料

に対して pair feeding とし、摂取量をもとに DBP 摂取量を計算したところ、

51mg/100gBW/day となった。体重、雄性器重量（体重 100g 当たり）、臓器重量

（体重 100g 当たり）および血清性ホルモン濃度、副睾丸尾部精子数（成熟精子

はこの部位に存在する）を L 群および D 群それぞれについて比較した。 

 A) 体重；D＋DBP 群の体重および睾丸重量が D 群より低値であった。また、L

＋DBP 群の肝臓重量および腎臓重量が L 群より高値であった。D+DBP 群の肝臓重

量も D 群より高値であった。その他の雄性器、臓器重量には有意差が認められ

なかった（図２５）。 

 

 

図２５ 雄性器、臓器重量における DBP の影響 
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B) 血清性ホルモン濃度；テストステロンおよびアンドロステンジオン濃度は

DBP 投与群が低値傾向であった。エストラジオ− ル濃度は L+DBP 群で有意に低

値を示した。D 群では L 群より低値を示したが、DBP 投与によりさらに低下する

ことはなかった。LH 濃度は D 群で高値を示したが D+DBP では高値を示さなかっ

た。FSH 濃度は D 群および D+DBP 群で高値を示し、この群間で有意差は見られ

なかった。C) 副睾丸尾部精子数：L＋DBP 群は明らかに精子数が減少した。D 群

では L 群より精子数が減少していたが、DBP 投与によりさらに減少することは

なかった。低栄養状態および生体リズムの攪乱によって、雄性器機能に対する

内分泌攪乱物質の感受性が高まる可能性が示唆された。このことは、ヒトにお

いて、内分泌攪乱物質の暴露量のみならず栄養状態、生活環境・生活リズムの

差によっても影響の発現様式が異なることが示唆された。 

 

C. 内分泌かく乱物質が性腺発達障害におよぼす遺伝的背景の影響（エストロジ

ェン受容体転写共役因子 PCAF および PCAF-B 遺伝子欠損マウスを用いた内分泌

かく乱物質の作用機序の解析） 

 内分泌かく乱物質の作用点の一つは、核内ステロイドホルモン受容体である

と考えられている。核内ステロイドホルモン受容体は共役転写因子と複合体を

形成し、下流の遺伝子発現を制御することで個々のステロイドホルモンの情報

伝達を仲介していると考えられている。そこで、全てのステロイドホルモン受

容 体 の 共 役 転 写 因 子 で あ る PCAF (p300/CBP-associated factor) お よ び

PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウスを作出し、内分泌かく乱物質が生殖腺発達を障

害する作用機序の解析を目的とした。 

 

１）PCAF 遺伝子欠損マウスの作出と解析 

PCAF 遺伝子ターゲッティングベクターの構築及び相同組み換え ES 細胞のスク

リーニング 

ヒト PCAF cDNA の塩基配列の相同性を利用して、マウス PCAF cDNA を得た。マ

ウス PCAF cDNA をプローブに用い、ゲノミックライブラリーよりマウス PCAF 遺

伝子を得た。第一エクソンを含む DNA 断片をクローニングし、詳細な遺伝子地

図を作成した。第一エクソンを含む約 1 kb の領域をネオマイシン耐性遺伝子と

置換したターゲッティングベクターを作成した。これをマウス ES 細胞に導入し、

G-418 耐性コロニーを 69 個得た。特異的プローブを用いたサザン解析によって、

6 個の相同組み換え ES 細胞を得た。 
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PCAF 遺伝子欠損マウスの作出 

 2 種類の相同組み換え ES 細胞をマウス桑実胚にマイクロインジェクションし

てキメラマウスを得た。このマウスと野生型マウスを交配させ、PCAF ヘテロ接

合体(PCAF+/-)を得た。次に PCAF+/-を交配させ、PCAF ホモ接合体(PCAF-/-)を得た。

PCAF 遺伝子が欠損していることを確認するために、PCAF 特異的抗体を用いてウ

エスタン解析を行い、PCAF-/-は PCAF の発現が完全に消失していることを確認し

た。 

    

 

図２６ PCAF 遺伝子欠損マウスの作出 

 

PCAF 遺伝子欠損マウスの解析 

 PCAF 遺伝子欠損マウスは、正常に発生、発育した。病理学的解析においても

野生型との差は見られなかった。雌雄ともに生殖可能であった。PCAF-/-マウス

において、PCAF-B/GCN5 遺伝子発現の亢進が認められた。 

以上のことから、PCAF 遺伝子欠損によっては個体の発生、分化に影響しないこ

とが明らかになった。これは PCAF-B/GCN5 がその機能の一部を補償することに

よるものと考えられる。 

 

PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウスの作出と解析 

PCAF-B/GCN5 遺伝子ターゲッティングベクターの構築及び相同組み換え ES 細胞

のスクリーニング 
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 ヒト PCAF-B/GCN5 cDNA の塩基配列の相同性を利用して、マウス PCAF-B/GCN5 

cDNA を得た。マウス PCAF-B/GCN5 cDNA をプローブに用い、ゲノミックライブ

ラリーよりマウス PCAF-B/GCN5 遺伝子を得た。全遺伝子を含む約 12kb の DNA

断片をクローニングし、詳細な遺伝子地図を作成した。ヒストンアセチル化酵

素活性を有する領域をネオマイシン耐性遺伝子と置換したターゲッティングベ

クターを作成した。これをマウス ES 細胞に導入し、G-418 耐性コロニーを 31

個得た。特異的プローブを用いたサザン解析によって、4 個の相同組み換え ES

細胞を得た。 

 

PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウスの作出 

 2 種類の相同組み換え ES 細胞をマウス桑実胚にマイクロインジェクションし

てキメラマウスを得た。このマウスと野生型マウスを交配させ、PCAF-B/GCN5

ヘテロ接合体(PCAF-B/GCN5+/-)を得た。次に PCAF-B/GCN5+/-を交配させ、ホモ接

合体(PCAF-B/GCN5-/-)を得た。PCAF-B/GCN5 遺伝子が欠損していることを確認す

るために、特異的抗体を用いてウエスタン解析を行ったところ、ホモ接合体に

おいては PCAF-B/GCN5 の発現が完全に消失していることを確認した。 

 

PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウスの解析 

PCAF-B/GCN5+/-マウスは野生型マウスとの明らかな違いは認められなかった。一

方、PCAF-B/GCN5-/-は胎生致死であった。胎生 9 日齢で心拍が認められること、

embryonic turning が終了していることから、胎生 9.5 日齢で発生を停止した

ものと判断した。 

      

図２７ 胎生 9.5 日齢の PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウス 
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In situ hybridization によって、胚発生段階における PCAF-B/GCN5 遺伝子発

現を調べたところ、PCAF-B/GCN5 は胎生 10.5 日齢ですでに発現していたが、PCAF

の発現は 12.5 日齢ではじめて確認された。このことから、PCAF-B/GCN5 欠損マ

ウスにおいては、PCAF は PCAF-B/GCN5 を相補できずに致死である可能性が示唆

された。 

 

PCAF および PCAF-B/GCN5 多重遺伝子欠損マウスを用いた内分泌かく乱物質作用

機序解析の試み 

 PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損によって胎生致死であることから、野生型(WT), 

PCAF-/-PCAF-B/GCN5+/+, PCAF-/-PCAF-B/GCN5+/-の３種類の遺伝子型を持ったマウ

スを用いて、雄の生殖器官発育阻害を指標に内分泌かく乱物質の作用を評価す

るモデルになりうるか試みた。 

（in vivo における解析）：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。 

 E2 依存的に転写活性が上昇することが知られている c-fos 遺伝子の発現をノ

ザン法で調べた。その結果、野生型、PCAF 遺伝子欠損いずれにおいても、E2 に

よって c-fos 遺伝子の活性化がみられた。さらに E2 投与による骨塩量(BMC)お

よび骨密度(BMD)を調べたところ、野生型と変化なく、OVX によって減少、E2 投

与によって回復した。このことは、欠損マウスにおいて、E2 の感受性が子宮に

おいて特異的に低下していることが考えられた。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。 

（in vitro における解析）：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（ERα、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
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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。一方、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。 

 

結論 

 全 て の ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 の 共 役 転 写 因 子 で あ る PCAF 

(p300/CBP-associated factor)および PCAF-B/GCN5遺伝子欠損マウス（以下 PCAF

遺伝子欠損マウス）を作出した。PCAF 遺伝子欠損雌マウスに卵巣摘出を施し、

エストロジェン（E2）投与による子宮重量変化を解析したところ、E2 投与によ

る子宮重量の増加が野生型に比べて有意に抑制されていた。一方、E2 は雄の睾

丸の発育を抑制することが知られているが、PCAF 遺伝子欠損マウスにおいては

E2 投与による睾丸発育の抑制が有意に起こらなくなっていた。 

 

     

 

図２８ 胎生繊維芽細胞を用いた ER レポーターアッセイ 

 

このような E2 感受性低下のメカニズムを解析するために、これらのマウスから

胎生繊維芽細胞を分離・培養し、α、βE2 受容体（ERα、ERβ）発現ベクター

および E2 応答配列をもつルシフェラーゼレポーターベクターを細胞内に導入

し、転写実験を行った。その結果、PCAF 遺伝子欠損マウス由来の胎生繊維芽細

胞は ERαにおいてのみ E2 非存在時にも転写が活性化されており、さらに E2 依
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存的な転写が著しく増大した（図２８）。 

 このことは内因性の PCAF 遺伝子欠損によって E2 のゲノミックな作用がかく

乱されていることを示唆する結果であると考えられた。ERαの変異体である

HE15（A, B および C 領域を含む）と HE19（C, D, E および F 領域を含む）を用

いて調べたところ、いずれの細胞を用いた場合においても転写活性化に明確な

差はなかった。このことは、PCAF および PCAF-B による転写制御には ERα分子

全体の構造が必須であることが示唆された。 

 以上のことから 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、ERαにおける厳格な E2 依存的転写活性化機能の破綻に

よる転写活性化の異常な増大が起こり、メカニズムは不明だがフィードバック

機構によって結果的には個体における E2 感受性低下が引き起こされるのでは

ないかと考えている。 

 

（１） 研究成果の今後期待される効果 

 光不足の影響はまず生殖系列に現れる。我々は食事中の栄養素を十分に摂取

することによってこの影響を軽減、消失させることをラットを用いたモデル実

験によって明らかにしてきた。このモデル系を用いた内分泌かく乱物質の生殖

線に対する影響を評価したところ、低栄養状態および生体リズムの攪乱によっ

て、雄性器機能に対する内分泌攪乱物質の感受性が高まる可能性が示唆された。

これらの結果は、社会的に極めて重要な問題を提示している。社会活動の多様

化や労働条件の変化によって光不足の生活をしている国民は多い。厚生労働省

の調査によると全企業の１０％以上の労働者が交代勤務制についている。この

数には従業員３０人以下の企業は含まれず、日常生活でしばしば経験する、一

時的に光不足をひき起こしている人は含まれないので、実際に光不足となって

いる数は膨大な数になろう。また、国民栄養調査によると、１人１日あたりの

栄養素摂取量はおおむね所要量を満たしているものの食生活の変化、外食産業

の進出、無理なダイエットなどによる栄養の片寄りが指摘されている。このよ

うな要因が重なると、環境中に含まれる内分泌かく乱物質の影響を受けやすく

なる可能性があることを本研究は示唆している。 

 PCAF および PCAF-B/GCN5 遺伝子欠損マウスを用いた解析により、E2 の生理作

用が、これら ER の転写共役因子と密接に関与することを示した。これら遺伝子

欠損により、特に子宮、睾丸に特異的に E2 感受性が低下する結果は興味深い。

一方、初代培養細胞を用いた結果では、ERαに対する E2 の感受性が逆に高くな

った。このことは、転写共役因子は単に転写活性を促進するのみならず、転写
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調節全体のバランスを調節している可能性が示唆された。乳がんや前立腺がん

を発症するヒトの染色体３p２４の遺伝子座が欠損あるいは変異していること

が報告されている。この領域には PCAF 遺伝子が存在する。現時点ではあくまで

仮説であるが、正常な E2 の機能に PCAF が重要な役割を持つ可能性を示唆する

ものと考えられる。このことは、内分泌かく乱物質の作用には、直接結合する

ER などのホルモン受容体のみならず、その転写共役因子群の相互作用も視野に

いれた研究が必須であることを示していると考えられる。 
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４．研究実施体制                                                         

(1)体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

名和田 新 グループ 
 
 九州大学大学院医学研究院病態制御内科 
（第３内科） 

発生工学を用いた胚細胞におよぼす化学物質の作

用機構の検討、ｱﾝﾄﾞﾛｹﾞﾝ受容体 AF-1 機能におよぼ

す化学物質の作用、ｱﾛﾏﾀｰｾﾞ活性に及ぼす化学物質

の作用を担当 

柳澤 純 グループ 
 
 東京大学分子生物学研究所 

筑波大学応用生物化学系（H14 年 4 月～） 

ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体を介した内分泌かく乱物質の作用機

構を担当 

内分泌かく乱物質に栄養素が与える影響を再現性を

もって観察できる実験系の確率を担当 

名和田 新 

内分泌かく乱物質の in vivo アッセイ試験ｱﾝﾄﾞﾛｹﾞﾝ

受容体ﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合部位高次構造とﾘｶﾞﾝﾄﾞ分子構造

の関連を担当 

山内 淳（江指隆年） グループ 
 
 独立行政法人 国立健康・栄養研究所  
  

柴田健雄 グループ（H11 年 1 月〜H15 年 3 月） 
 
 帝国臓器製薬（株）研究所 
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(2)メンバー表  

①名和田 グループ（テーマ別）  

          

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 名和田 新 九州大学大学

院医学研究院 

教授 総括 平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 
 

柳瀬敏彦 〃 助教授 ﾚﾎﾟｰﾀｰｱｯｾｲによる内分泌か

く乱物質のｽｸﾘｰﾆﾝグ 
・PPARγへの影響 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

後藤公宣 〃 助手 アンドロゲン受容体共役

因子のｸﾛｰﾆﾝｸﾞと機能解

析 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

岡部泰二郎 〃 助手 免疫系におよぼす作用 平成 12 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

野村政壽 〃 助手 発生工学研究・胚細胞移動

のﾒｶﾆｽﾞﾑ 

平成 11 年 6 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

水木一仁 〃 医員 発生工学研究 平成 15 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

向笠千寿 〃 研究生 発生工学研究 平成 12 年 5 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

田中公貴 〃 大学院生 アクチビン情報伝達系の

解析 

平成 11 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

後藤 穣 〃 大学院生 アクチビン情報伝達系の

解析 

平成 13 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

権藤重喜 〃 大学院生 アクチビン情報伝達系の

解析 

平成 13 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

渡辺哲博 〃 大学院生 発生工学研究 平成 14 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

范 呉強 〃 大学院生 PPARγへの影響 平成 14 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

范 妹麗 〃 大学院生 アンドロゲン受容体共役

因子のｸﾛｰﾆﾝｸﾞと機能解

析 

平成 15 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

高柳涼一 〃 教授 アンドロゲン受容体共役

因子のｸﾛｰﾆﾝｸﾞと機能解

析 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 



359 

大中佳三 〃 助手 有機スズの作用 平成 12 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

河手久弥 〃 助手 アンドロゲン受容体共役

因子のｸﾛｰﾆﾝｸﾞと機能解

析 

平成 13 年 5 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

谷口 博 〃 大学院生 PPARγへの影響 平成 13 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

生山祥一郎 九州大学生体

防御医学研究

所 

助教授 下垂体細胞の分化に及ぼ

す内分泌かく乱物質の影

響 

平成 11 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

井上尚英 九州大学大学

院医学研究院 

教授 生殖腺に及ぼす内分泌か

く乱物質の影響 

平成 11 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

水田祥代 〃 教授 停留睾丸に及ぼす内分泌

かく乱物質の影響 

平成 11 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

原 寿郎 〃 教授 臍帯血リンパ球の機能へ

の影響 

平成 11 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

久保千春 〃 教授 ｽﾄﾚｽに及ぼす内分泌かく

乱物質の影響 

平成 11 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

粟生修司 〃 教授 脳の性分化に対する作用 平成 13 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

足立雅広 〃 医員 複合体３次元構造の

検討 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 12 年 3 月 

 

蘆田健二 〃 医員 抗体の調製、バキュロウイ

ルス発現系 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

市野 功 〃 医員 生活習慣病との関連 平成 12 年 12 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

鈴木 静 〃 研究生 抗体の調製、バキュロウイ

ルス発現系 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 6 月 

 

斎藤雅之 〃 医員 発生工学研究 平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 2 月 

 

田辺真紀人 〃 大学院生 発生工学研究 平成 12 年 4 月～ 

 平成 14 年 5 月 

 

母 義明 〃 大学院生 共役因子のクローニ

ング 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 2 月 
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趙 越 〃 大学院生 共役因子のクローニ

ング 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 3 月 

(H14年 7月～H15年

2 月 CREST 研究補助

員) 

 

下田聖子 〃 研究生 生活習慣病との関連 平成 12 年 5 月～ 

 平成 15 年 3 月 

 

戸村有宏 〃 受託研究

員 

抗体の調製、バキュロ

ウイルス発現系 

平成 12 年 5 月～ 

 平成 12 年 3 月 

 

森永秀孝 九州大学大学

院医学研究院

病態制御内科 

CREST 研

究員 

ﾍﾞﾉﾐﾙの作用点の解析 平成 11 年 5 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

田中智子 〃 CREST 研

究員 

免疫系に与える影響 平成 12 年 9 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

三小田玲子 

 

〃 

 

研究補助

員 

経理的業務及び庶務的業

務 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

北村節子 〃 研究補助

員 

動物舎管理・器具洗浄 平成 13 年 11 月～ 

 平成 14 年 4 月 

 

亀山あゆみ 〃 

 

研究補助

員 

シークエンシング 平成 14 年 7 月～ 

 平成 15 年 3 月 

 

山本有美 〃 

 

研究補助

員 

シークエンシング・ 

動物舎管理 

平成 15 年 5 月～ 

 平成 15 年 10 月 

 

 

   

②柳澤 グループ（テーマ別）  

          

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 柳澤 純 筑波大学応用

生物化学 

教授 転写共役因子精製と

解析 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 
 

川辺洋一 〃 助手 ERαの分解機構の解析 平成 15 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

村山明子 〃 博士研究

員(COE 博

士研究

員） 

内分泌かく乱物質のスク

リーニング 

平成 15 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 
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小林陽子 〃 博士研究

員 ( 日 本

学術振興

会特別研

究員) 

免疫系におよぼす作用 平成 15 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

加藤茂明 東京大学分子

生物学研究所 

教授 研究統括 平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

金井由美子 〃 技官 内分泌かく乱物質スクリ

ーニング系 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

須澤美幸 〃 技官 核内レセプターによる転

写メカニズムの解明 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

舛広善和 〃 大学院生 In vitro 転写系立ち上げ 平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

渡辺理子 〃 大学院生 新規共役因子単離 平成 11 年 1 月～ 

 平成 12 年 12 月 

 

小川智子 〃 大学院生 新規共役因子単離 平成 12 年 4 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

目崎善弘 〃 大学院生 新規共役因子単離 平成 13 年 4 月～ 

 平成 14 年 3 月 

 

藤田哲男 筑波大学応用

生物化学 

CREST 

研究員 

核内レセプターによる転

写メカニズムの解明 

平成 13 年 4 月～ 

 平成 15 年 2 月 

 

 

 

   

③山内 グループ（テーマ別）  

          

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 江指隆年 独立行政法人

国立栄養研究

所 

客員研究

員（聖徳

大学・教

授） 

総括 平成 11 年 1 月～ 

平成 15 年 12 月 
 

山内 淳 〃 主任研究

員 

研究総括・研究計画・結果解

析 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 

井上絵里奈 〃 CREST 

研究員 

特殊飼料設計・調製・動物

管理 

平成 13 年 4 月～ 

 平成 15 年 12 月 
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花井美保 〃 研究協力

員（聖徳

大学・助

手） 

結果解析（統計処理） 平成 11 年 1 月～ 

 平成 15 年 12 月 

 (H11 年 4 月～H13

年 3 月 CREST 研究

員) 

 

梅垣敬三 〃 室長 低栄養幼若動物生殖器発

達・性ホルモン測定 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

中嶋洋子 〃 客員研究

員（聖徳

大学・教

授） 

妊娠動物・F1 生殖器官発

達評価 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 13 年 3 月 

 

萩原清和 〃 室長 低栄養成熟動物精子連続

評価・性ホルモン測定 

平成 11 年 1 月～ 

 平成 12 年 3 月 

 

 

 

 

①柴田 グループ（テーマ別）  

          

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 柴田健雄 帝国臓器製薬

㈱研究所 

研究本部

長 

内分泌かく乱物質の in 

vivo アッセイ試験、アンド

ロゲン受容体リガンド結

合部位高次構造とリガン

ド分子構造の関連  

平成 11 年 1 月～ 

 平成 14 年 3 月 
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５．研究期間中の主な活動 

(1)ワークショップ・シンポジウム等  

年月日 名称 場所 参加人数 概要 
 

平成１１年 

３月９日 

名和田チーム第１回

合同打ち合わせ 

九州大学医

学部 

第三内科 

７名 ①基本戦略の打ち合わせ②事

務説明 ③各グループ毎の従

来の研究成果発表 

 

平成１２年 

２月８日 

第１回内分泌かく乱

物質公開シンポジウ

ム 

九州大学医

学部 

ｶﾝﾌｧﾚﾝｽﾙｰﾑ 

約４５名 名和田チーム研究成果発表  

平成１３年 

２月６日 

第２回内分泌かく乱

物質公開シンポジウ

ム 

九州大学医

学部 

ｺﾗﾎﾞ･ｽﾃｰｼｮﾝ

視聴覚ﾎｰﾙ 

約８０名 名和田チーム研究成果発表  

平成１４年 

３月１９日 

第３回内分泌かく乱

物質公開シンポジウ

ム 

九州大学医

学部 

ｺﾗﾎﾞ･ｽﾃｰｼｮﾝ

視聴覚ﾎｰﾙ 

約５０名 名和田チーム研究成果発表  

  

 

(2)招聘した研究者等 

 

なし 
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６．主な研究成果物、発表等 

  

(1)論文発表  （国内 ０件、海外３２件） 

 

Yanagisawa J., Yanagi Y., Masuhiro Y., Suzawa M., Watanabe M., Kashiwagi K., 

Toriyabe T., Kawabata ., Miyazono K., Kato S. 

Convergence of TGFβ and vitamin D signaling pathways on SMAD proteins acting as 

common transcriptional co-actibators. 

Science  283:1317-1321, 1999 
 

Takemiya K., Masuhiro Y., Fuse H., Endoh H., Murayama A., Kitanaka S., Suzawa M., 

Yanagisawa J., Kato S. 

Selective interaction of vitamin D receptor with transcriptional coactivators by 

a vitamin D analog. 

Mol.Cell.Biol. 19:1049-1055, 1999 
 

Endoh H., Murayama K., Masuhiro Y., Kobayashi Y., Goto M., Tai H., Yanagisawa J., 

Metzger D., Hashimoto S., Kato S. 

Purification and identification of p68 RNA helicase acting as a transcriptional 

coactivator specific for the activation function 1 of human estrogen receptor α. 

Mol.Cell.Biol. 19:5363-5372, 1999 
 

Adachi,M., Takayanagi,R., Tomura,A., Imasaki,K., Kato,S., Goto,K., Yanase,T., 

Ikuyama,S., Nawata,H. 

Androgen-insensitivity syndrome as a possible coactivator disease. 

N Engl J Med  343:856-862, 2000 

 
Shono,T., Kai,H., Suita,S., Nawata,H. 

Time-specific effects of mono-n-butyl phthalate on the transabdominal descent of 

the testis in rat fetuses. 

BJU Internaional  86:121-125, 2000 
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名和田 新（九州大学医学部第三内科） 

特別講演「社会にニーズに応えた 21 世紀の内分泌・糖尿病の研究と臨床」 

第 19 回日本臨床内科医会総会（名古屋：2002.3.30） 

 

名和田 新（九州大学医学部第三内科） 

教育講演「転写因子・共役因子の臨床の展望」 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

名和田 新（九州大学医学部第三内科） 

学会賞受賞講演「ステロイドホルモンとそのレセプターの基礎的臨床的研究」 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

柳瀬敏彦 （九州大学医学部第三内科）他 

シンポジウム：核内受容体の新展開  

アンドロゲン受容体(AR)並びに同拮抗剤の作用機構 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

後藤公宣（九州大学医学部第三内科）他 

新規 AR AF-1 結合性転写共役因子 ANT-1 の核内分布 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

岡部泰二郎（九州大学医学部第三内科）他 

グルココルチコイドによるT細胞アポトーシス誘導におけるMAPキナーゼの役割につい

て(1) 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 
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野村政壽（九州大学医学部第三内科）他 

妊娠初期の抗アンドロゲン剤暴露による始原生殖細胞の発生分化への影響 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

斎藤雅之（九州大学医学部第三内科） 他 

AF-1 及び AF-2 領域は完全なアンドロゲン受容体(AR)転写活性に必須であり、活性化 AR

は他の活性化ステロイドレセプター(SR)と同一の核内 compartment に集積する 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

向笠千寿（九州大学医学部第三内科） 他 

卵巣顆粒膜細胞におけるアクチビンシグナル伝達とその役割 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

田中公貴（九州大学医学部第三内科） 他 

前立腺癌細胞におけるアンドロゲンシグナルとアクチビンシグナルの相互作用 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

田中智子（九州大学医学部第三内科） 他 

グルココルチコイドによるT細胞アポトーシス誘導におけるMAPキナーゼの役割につい

て(2) 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

森永秀孝（九州大学医学部第三内科） 他 

CYP19（アロマターゼ）活性に影響を及ぼす内分泌撹乱物質の検討 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

趙 越（九州大学医学部第三内科） 他 

新規 AR AF-1 結合性転写共役因子 ANT-1 の解析 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

柳澤 純（筑波大学応用化学系） 他 

骨と核内レセプター 

第 75 回日本内分泌学会総会（大阪：2002.6.28-30） 

 

柳澤 純（筑波大学応用化学系） 他 

新たな核内ステロイドホルモンレセプター転写共役因子複合体の機能 

第 3回ホルモンと癌研究会（仙台：2002.8.2-3） 

 

後藤公宣（九州大学医学部第三内科） 他 

シンポジウム：脂溶性メディエーターと受容体研究 アンドロゲン受容体と核内コンパ

ートメント 

第 75 回日本生化学会（京都：2002.10.14-17） 

 

野村政壽（九州大学医学部第三内科） 他 

シンポジウム：内分泌撹乱作用研究の進展 化学物質の抗アンドロゲン作用の発現機構 

第 75 回日本生化学会（京都：2002.10.14-17） 

 

名和田 新（九州大学医学部第三内科） 

ステロイドの作用機序 

第 52 回日本アレルギー学会総会（横浜：2002.11.29） 
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野村政壽 （九州大学医学部第三内科）他 

ワークショップ：環境化学物質に対する生物応答の分子基盤 化学物質による性ステロ

イドホルモン系の攪乱作用の分子機構 

第 25 回日本分子生物学会年会（横浜：2002.12.11-14） 

 

田中智子（九州大学医学部第三内科） 他 

グルココルチコイドによるT細胞アポトーシス誘導におけるMAPキナーゼの役割につい

て 

第 25 回日本分子生物学会年会（横浜：2002.12.11-14） 

 

名和田 新（九州大学医学部第三内科） 

会頭講演 ２１世紀の内分泌代謝学の展望：予防から先端医療まで 

第 100 回日本内科学会総会（福岡：2003.4.1-3） 

 

森永秀孝（九州大学医学部第三内科） 他 

内分泌かく乱物質 Benomyl の ICYP19（ｱﾛﾏﾀｰｾﾞ）に対する作用機序の解析 

第 76 回日本内分泌学会学術総会（横浜：2003.5.9-11） 

 

田中智子（九州大学医学部第三内科） 他グルココルチコイドによる T 細胞アポトーシ

スにおけるカスパーゼ依存性についての解析 

第 76 回日本内分泌学会学術総会（横浜：2003.5.9-11） 

 

斎藤雅之（九州大学医学部第三内科） 他 

ステロイド受容体(AR,GR)の転写活性化能に及ぼす NcoR、AP-1 の作用 

第 76 回日本内分泌学会学術総会（横浜：2003.5.9-11）  

 

田中公貴（九州大学医学部第三内科） 他 

前立腺癌細胞の in vivo 増殖におけるアクチビン受容体ｼｸﾞﾅﾙの役割 

第 76 回日本内分泌学会学術総会（横浜：2003.5.9-11） 

 

范 呉強（九州大学医学部第三内科） 他 

共焦点顕微鏡並びに FRAP を用いた Ad4BP と DAX-1 の核内相互作用の解析 

第 76 回日本内分泌学会学術総会（横浜：2003.5.9-11） 

 

河手久弥（九州大学医学部老年医学） 他 

DNA 結合ドメイン(DBD)の変異により AR に核内移行障害と mobility の低下を認めた  

ｱﾝﾄﾞﾛｹﾞﾝ不応症(AIS) 

第 76 回日本内分泌学会学術総会（横浜：2003.5.9-11） 

 

名和田 新（九州大学医学部第三内科） 

ステロイドホルモンとステロイドホルモン受容体と内分泌撹乱物質 

内分泌撹乱化学物質特別シンポジウム（湘南：2003.6.13-14） 

 

渡辺哲博（九州大学医学部第三内科） 他 

アンドロゲン受容体依存性転写活性を抑制する内分泌攪乱物質の作用機構 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

森永秀孝（CREST、九州大学医学部第三内科） 他 

内分泌かく乱物質 Benomyl の CYP19（アロマターゼ）に対する作用機序の解析 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 
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田中公貴（九州大学医学部第三内科） 他 

前立腺癌細胞におけるアンドロゲン受容体とアクチビンシグナルのクロストーク 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

野村政壽（九州大学医学部第三内科） 他 

妊娠初期の抗アンドロゲン剤暴露による始原生殖細胞の発生分化への影響 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

范 妹麗（九州大学医学部第三内科） 他 

アンドロゲン受容体 AF-1 領域結合タンパク質 ANT-1 の同定と機能解析 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

小林陽子、藤田哲男、柳澤 純（筑波大学応用生物化学系） 他 

エストロゲンレセプターα (ERα) AF-1 の乳癌細胞に対する影響 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

立石幸代、柳澤 純（筑波大学応用生物化学系） 他 

エストロゲンレセプターα（ERα）の分解経路の解析 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

山内 淳（独立行政法人 国立健康・栄養研究所） 他 

内分泌かく乱物質(ED)が性腺発達障害におよぼす栄養状態、生育環境、および遺伝的背

景の影響 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

山本順子、原 寿郎（九州大学医学部小児科） 他 

ヒト単核球におけるダイオキシン受容体関連遺伝子群の定量と有用性の検討 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

生野 猛、水田祥代（九州大学医学部小児外科） 他 

ビンクロゾリンの脊髄神経核の発達と精巣下降に及ぼす影響に関する基礎的研究 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

河合啓介、久保千春（九州大学医学部心身医学） 他 

ビスフェノール Aが脳内エストロゲンレセプターα・βの発現に与える影響 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

久保和彦、粟生修司（九州大学医学部耳鼻咽喉科・九州工業大学大学院生命体工学研究

科） 他 

内分泌撹乱化学物質の行動および脳の性分化に及ぼす影響 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 

 

藤本哲也、粟生修司（工業大学大学院生命体工学研究科） 他 

内分泌撹乱物質ビスフェノール A の胎生期曝露は耐容１日摂取量以下の極微量でも行動

の性分化を障害する。 

第４回内分泌かく乱物質領域シンポジウム（東京：2003.10.21-22） 
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７．結び 

 

 本チームは、内分泌かく乱物質のステロイドホルモン受容体を介した、い

わゆるgenomic actionを中心に、その作用機構を分子レベルおよび画像を用

いる手法で明らかにしてきた。プロジェクトの取りかかりとして、既知の有

名な内分泌かく乱物質にとらわれることなく、できるだけ多くの化学物質を

入手し、スクリーニングすることを試みた。最初に感じた点は、化学物質の

入手の困難さであり、煩雑な書類申請を必要としたものが少なからずあった

ことである。また、知的財産として、特許申請もいくつか進めたが、手続き

に苦労したこともあった。 

 当初の計画では、帝国臓器製薬とともに、抗アンドロゲン作用を有する化

学物質に共通の骨格をコンピュータを用いて検討する予定であったが、ソフ

トウェアーの問題もあり、十分な検討ができないままに終わってしまったの

は遺憾である。この共通の分子骨格の予想は、内分泌かく乱化学物質を、創

薬のモデルとして利用することを可能とするものであり、今後のプロジェク

トとして検討予定である。 

 本プロジェクトの予算は、使用法に弾力性があり、予算執行が柔軟に行え

た点が特筆すべきものであった。研究技術員を雇用することが可能であり、

修士課程卒業者を対象として公募を行ったが、極めて優秀な研究技術員を雇

用することができ、研究室の活性化には極めて有用であった。筆頭著者とし

ての論文もできており、博士号申請予定である。 

 CREST は、チーム型の研究であり、各グループ間の交流、情報交換は必須で

ある。このため、年に一度、各グループに来福していただき、グループの１

年間の研究の進捗状況を発表していただいた。第２年次以降は、医歯薬キャ

ンパスのみでなく九州大学全学に案内し、公開ワークショップの形態をとっ

たが、多くの研究室より参加していただいた。活発な意見交換が行え、内分

泌かく乱物質に対する関心の深さが実感できた。今後も、このネットワーク

を通じて、何らかの意見交換の場を設けていきたいと考えている。 

 今後は、これらの化学物質、核内受容体・共役因子の集約された情報を元

に、さらに多くの内分泌かく乱物質を同定し、リスクアセスメントを確立し、

内分泌かく乱作用のＵ字現象の解明に取り組みたい。さらに、ホルモン依存

癌（前立腺癌、乳癌）、生活習慣病（肥満、糖尿病、骨粗鬆症）と創薬の開

発を目指してゆく予定である。 
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九州大学大学院医学研究院病態制御内科（第３内科） 

九州大学大学院医学研究院老年医学 

名和田 新 グループ 

 

 

 
筑波大学応用生物化学系 
柳澤 純 グループ 
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独立行政法人 国立健康・栄養研究所 

山内 淳（江指隆年） グループ 
 

 

 

※本プロジェクトのメンバーであった柳澤　純氏については
、同氏が所属する研究室において論文の不正行為があったこ
とが東京大学において認定されています。認定された不正行
為には、本プロジェクトの研究成果とされた論文の一部が含
まれています。詳細は、下記をご参照下さい。
http://www.u-tokyo.ac.jp/public/public01_261226_j.html
http://www.u-tokyo.ac.jp/content/400007786.pdf
http://www.jst.go.jp/osirase/20160325_oshirase-2.html
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