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研究成果の概要（和文）： 環境ホルモンは極微量でも生体の内分泌系を攪乱する化学物質であ
る。本研究では、ノニルフェノール（NP）を取り上げ、前立腺での Androgen 受容体（AR）によ
る転写活性化にも必要なヒストンアセチル化酵素 AIB1 のホルモン受容体結合領域に対して、NP
存在下で結合するタンパク質をヒト正常前立腺 cDNAライブラリーから酵母 two-hybrid法で探
索して、ヒト新規タンパク質 NPR1（Nonylphenol Receptor 1）を単離した。分子間相互作用解
析を行った結果、NPR1 は、NP を高い特異性で受容した。さらに、LNCap.FGC 細胞株内で、NPR1
は小胞体に主に局在するが、NP に応答すると、一部の分子が核内に移行して AIB1 との共局在
性を示した。 
本研究から、小胞体中の NPR1が NPを受容して核内に移行し、AIB1を直接攪乱して、細胞の

遺伝子発現プロファイルを変化させるという、内分泌攪乱の新たなメカニズムの存在が強く示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Endocrine Disruptors are thought to correlate with increase of 
genital tumors, influence for central nervous system and decrease of the number of sperms. 
In this study, Nonylphenol existing in our close environment is picked up. The receptor 
proteins were screened as binding proteins to transcriptional co-activator protein, AIB1, 
in the presence of Nonylphenol using yeast two-hybrid system. Novel protein NPR1 
(Nonylphenol receptor 1) was isolated. 

Biomolecular interaction assay revealed that NPR1 specifically binds to Nonylphenol. 
NPR1 localized mainly in endoplasmic reticulum (ER) under non-stress condition, however, 
in the presence of Nonylphenol, it partly localized in the nucleus and co-localized with 
AIB1 in LNCap cells.   

These results strongly suggested that NPR1, in response to Nonylphenol, would 
translocate from ER to nucleus to disrupt AIB1 function, resulting in endocrine 
disruption. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 地球環境問題の現状 
 現在、世界人口の増加と高度な経済活動
による環境破壊が国際的に深刻化している。
特に、オゾン層の破壊、地球温暖化、水質
汚染等に起因する生態系への悪影響が危惧
されている（図 1）。 

水質汚染の要因は工業排水や生活排水等
であり、汚染レベルの主な指標として BOD
や COD、pHなどが挙げられる（表 1）。 

しかし、ダイオキシン、ビスフェノール
A、ノニルフェノール等の内分泌攪乱物質
（環境ホルモン）による水質汚染は表 1の
様々な指標では検出が困難で、ガスクロマ
トグラフ質量分析計等の高価な解析機器と
多くの解析時間を必要とする。このため、
汎用性の高い安価・簡便・迅速・高精度な
検査キットの開発が強く望まれている。 
 

(2) 環境ホルモンによる汚染 
環境ホルモンは、内分泌にかかわる諸現

象を攪乱する物質であり、生体のホルモン
と類似した構造により、nM（nmol/L）や pM
レベルの極微量で作用する。 
環境ホルモンは、ヒト生殖系（生殖器癌、

精子数の減尐）、免疫系（喘息、アトピー性
皮膚炎）、及び神経系（発育障害）に対して
主に毒性を発現すると考えられている。特
に胎児・小児期は環境ホルモン暴露に高い
感受性を示すこともわかってきた。 
現在、プラスチック製品やビニル製品、

合成洗剤等は身近にあるが故、使用頻度が
高い。しかし、これらの原料・添加剤・分

解物に様々な環境ホルモン（図 2）が検出
されている。 
当研究室では
特に、アルキ
ルフェノール
類のノニルフ
ェノールに着
目し内分泌攪
乱機構を研究している。これは非イオン界
面活性剤が河川等で微生物分解されたり、
プラスチック製品の酸化剤が酸化・加水分
解されて生じる（図 3）。ノニルフェノール
は主に生殖器系（前立腺・精巣）及び神経
系を標的とし、生殖細胞の癌化、精子数の
減尐、神経発達障害との関わりが考えられ
ている。 

 
(3) ヒトの内分泌系とその撹乱 
生物の体内には、極微量で特異な作用を

持つ物質を作る器官がある。これらの器官
はできた物質を分泌する導管をもたず、直
接その分泌物を血液、リンパ液中に放出す
る。このような腺を内分泌腺といい、その
分泌物を内分泌ホルモン、その分泌の形態
を内分泌という。内分泌系は、消化器系や
循環器系のように一定の範囲でひとまとま
りの系統ではないが、各臓器同士の相関関
係を保ち、生体の機能を支えている重要な
系である。 
 現在知られている内分泌ホルモンは 3

種類であり、ポリペプチド型、アミン型、
ステロイド型がある。これらの内分泌ホル
モンのうち、ポリぺプチド型及びアミン型
は標的細胞の細胞膜中の受容体を介して情
報を核内に伝達する。一方、ステロイド型
は細胞中の特定の受容体タンパク質と結び
つき、最終的には細胞核内に入る。そして
遺伝子の転写を活性化し、その細胞あるい
は、組織固有の代謝速度を調節する。環境
ホルモンは特に、ステロイド型と類似した
構造を持ち、受容体タンパク質と結合して
細胞核内に入ることにより、生物の内分泌
系を攪乱すると考えられている。 
 



２．研究の目的 
近年の遺伝子・タンパク質工学技術によ

り、環境ホルモンがヒトの内分泌系に及ぼ
す作用を、遺伝子・タンパク質レベルで詳
しく解析できるようになった。 
これまでにヒト細胞には、様々な化学物

質を認識して受容するタンパク質が存在す
ることがわかってきている。従って、これ
らのタンパク質をコードするヒト遺伝子を
遺伝子工学技術により単離し、大腸菌を用
いたタンパク質工学により、受容体タンパ
ク質を大量生産することが可能となった。 
本研究では、1(1) 項で述べた「環境ホルモ
ン検出キット」の開発に向けた基礎研究と
して、環境ホルモン受容体遺伝子をクロー
ニングし、その環境ホルモンとの相互作用
の生化学的解析、ヒト細胞を用いた受容体
タンパク質の細胞生物学的解析、及び受容
体タンパク質の大量生産を行うことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 酵母 two-hybrid 法による環境ホルモン
受容体タンパク質の単離 
本法は出芽酵母を使用し、タンパク質間

相互作用を調べる手法である（図 4）。  

 酵母のGAL4タンパク質はDNA結合ドメイ
ン（DB）と転写活性化ドメイン（AD）とに
分割できる。ここで、結合を調べたい遺伝
子（bait）を融合した DB と、cDNA ライブ
ラリーを融合した AD をそれぞれコードす
るプラスミドを両方、酵母内に導入する。
cDNA ライブラリーとはヒト mRNA を逆転写
して得られる約 100万種類の DNAである。
酵母内で各プラスミドから、各融合タンパ
ク質が発現する。酵母の LacZ、HIS3遺伝子
は baitと cDNAライブラリーがそれぞれコ
ードするタンパク質同士が結合しなければ
転写されない。HIS3が転写されると、酵母
はヒスチジン欠乏培地でも生育できる。
LacZ（β-ガラクトシダーゼ）は、X‐gal
を 分 解 し 、 青 色 を 呈 す る 物 質
（4-Cl-3-Br-indigo）を生成する。実際の
スクリーニングは SC（-L、-T、-H、+3AT、
+ノニルフェノール）培地で行う。ノニルフ
ェノール依存的結合性は、ノニルフェノー
ル（+）又は（-）培地で生育させた酵母の

β‐ガラクトシダーゼ活性測定で調べる。 
こうして選択された酵母から、Baitに結

合するタンパク質をコードする AD-cDNAプ
ラスミドを抽出してdi-deoxy法でDNA配列
を決定し、その配列を NCBI BLAST 検索にか
け、タンパク質の種類を同定する。この実
験で転写共役因子 AIB1 にノニルフェノー
ル依存的に結合するタンパク質として
NPR1（Nonylphenol Receptor 1）を単離し
た。 
 
(2) 大腸菌を用いたタンパク質の精製と電
気泳動 
本研究に用いたグルタチオン-S-トラン

スフェラーゼ（GST；26kDa）融合タンパク
質発現・精製システム（図 5）は、GSTをキ

ャリアータンパク質とし、大腸菌内で目的
タンパク質を高い発現量で得ることができ、
GST の基質であるグルタチオンとの親和性
を用いて簡単に精製できる特徴をもつ。 
本研究では GST 融合タンパク質発現プラ
スミド DNA を大腸菌 DH5α株に導入し、対
数増殖期において１mM IPTG で発現誘導し
た。誘導したタンパク質は凍結融解により
全タンパク質の中からグルタチオンビーズ
によって精製した。そして、このビーズに
40mMグルタチオンを添加することで、目的
タンパク質を溶出した（図 5）。さらに、溶
出 し た タ ン パ ク 質 を 透 析 後 、
Sulfo-NHS-LC-LC-biotin 溶液を加えビオ
チン化し、再度透析した。 
精製したタンパク質は SDS-ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動法（SDS-PAGE）を用
い分子量の違いにより分離した。 
 
(3) Octet システムによる分子間相互作用解
析 
本研究で用いる Octet RED システムは、

バイオレイヤー干渉法（BLI）を基盤とし、
バイオセンサーの上側から白色光を照射し
先端からの反射光の干渉波を解析する。そ
して、バイオセンサー先端に低分子化合物
が結合した場合、先端の厚みが変化するこ

大腸菌内での融合タンパク質の発現 

図５ 大腸菌を用いた GST融合タンパク質の発現と精製 



とで反射光がシフトして元の波長との相違
が発生し、これを⊿λ（波長シフト）とし
て計測する。本研究で NPR1との結合性を解
析した低分子化合物は、環境ホルモンとし
て、ノニルフェノール、フタル酸ジ-2-エチ
ルヘキシル（フタル酸エステル類（図 2））、
ビスフェノール A （図 2）、ノニルフェノー
ル前駆体物質として、ポリオキシエチレン
ノニルフェニルエーテル（図 3）、トリス-
ノニルフェニルホスファイト（図 3）、内分
泌ホルモンとして、cis-アンドロステロン
の６種類である。バイオセンサーを各低分
子化合物溶液に浸して、ビオチン化タンパ
ク質と低分子化合物との結合性を解析する
（図 6）。解析したデータから解離平衡定数
（KD）を算出する。 

 
(4) ヒト前立腺癌由来 LNCap.FGC細胞株の培
養 

LNCap.FGC細胞株はヒト前立腺癌に由来
する。NPR1はヒト正常前立腺で発現し機能
すると考えられるため、本細胞株を用いて
解析を行う。培地には RPMI1640+10%FCSを
用い、CO2培養器中で CO2-H2CO3平衡を利用
し pHを中性の状態に保って培養する。 
 
(5) ヒト細胞と蛍光タンパク質を用いた蛍
光顕微鏡観察 
蛍光タンパク質はオワンクラゲ由来の

GFP 等が知られ、特定のタンパク質の標識
に有用である。本研究では 580nm付近の緑
黄色光により励起され、610nm 付近の赤色
蛍光を発する mCherry タンパク質を用いる。
組み換えDNA技術によりNPR1との融合タン
パク質（mCherry-NPR1）を発現するプラス
ミド DNAを作製する。これをリポフェクタ
ミン LTX試薬を用いたリポフェクション法
により LNCap.FGC細胞に導入する。導入 24
時間後 10μMのノニルフェノールを添加す
る。さらに 48時間後、小胞体を特異的に染
色する ER tracker-Blue White-DPXにより
染色を行い、倒立型蛍光顕微鏡 IX71（オリ
ンパス製）により観察を行う。 
 
 

(6) 免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡観察 
LNCap.FGC細胞を MASコートされたスライ
ドガラス上で培養し、10μM のノニルフェ
ノールにより 24時間刺激を行う。培地を除
き、1%ホルムアルデヒトで細胞をスライド
ガ ラ ス に 固 定 す る 。 界 面 活 性 剤
TritonX-100（0.01%）で細胞膜と核膜に穴
を開けた後、1％BSAでブロッキングを行う。
ラビット抗 NPR1 抗体、及びマウス抗 AIB1
抗体を、それぞれ TOYOBO製「Can Get Signal 
B溶液」で 20倍に希釈した一次抗体を作製
し 37℃、1時間反応させる。それぞれの抗
体に対して、Alexa488標識二次抗体、及び
Alexa568標識二次抗体で 25℃、1時間反応
させた。その後 Hoechst33258で核を染色す
る。これを共焦点レーザー走査型顕微鏡
（FV10iw（オリンパス製））により観察する。
これはそれぞれの蛍光色素に対応する励起
光をサンプルに当て、それによって発生す
る蛍光を、焦点を変えることで特定の断面
の蛍光のみを検出できるものである。位相
差観察後、蛍光色素に対応する励起光を照
射してタンパク質・核などを観察する。ま
たHoechst33258は405nmの紫外線レーザー
で励起し、核を青色に染色する。Alexa488
は 473nmの青色レーザーを照射することで、
NPR1 を緑色に染色し、Alexa568 は 559 nm
の緑色レーザーを照射することで、AIB1を
赤色に染色する。 
 
４．研究成果 
(1) 酵母 two-hybrid 法 
① Two-hybrid 法で用いた bait 
転写共役因子AIB1のアミノ酸一次構造と、

既知の機能ドメイン、モチーフを（図 7）に
示す。AIB1は、中央部分の「LxxLL」モチー
フを介して、エストロゲン受容体、アンドロ
ゲン受容体等の様々なホルモン受容体タン

パク質と結合する。これらの受容体は様々な
遺伝子の転写を調節する機能を持つ。そして、
ホルモン受容体による転写活性化には、AIB1 
HATドメインのもつヒストンアセチル化酵素
活性が必須である。真核生物の遺伝情報は、
DNAとこれに結合するヒストン（タンパク質）
の修飾状態が規定しており、これらを合わせ



て「エピゲノム」と呼ぶ。すなわち AIB1は、
ヒストンアセチル化という「エピゲノム修
飾」により、遺伝子発現をグローバルに制御
する「司令塔」的役割を持つ。Baitとして図
7に示す「LxxLL」領域のみを GAL4DBDと融合
させた。 
 
② Two-hybrid 法による環境ホルモン受容体
候補のスクリーニングと配列決定 

cDNAライブラリー70万種を SC（-L, -T, 
-H, +10mM 3AT, 10μM ノニルフェノール
（NP））プレートでスクリーニングした。そ
の結果、このヒスチジン欠乏培地で 50コロ
ニーが得られ、これらに対して、X-gal を
用いたβ‐galactosidase 活性測定を行っ
た。この際、酵母は 10μMのノニルフェノ
ール（NP）を含む培地と含まない培地で培
養したものを用いた（表 2）。 
 AIB1-LxxLL融合タンパク質に対して、NP
に依存して、結合性が増強するものを探索
したところ、クローン T-28が得られた（表
2；赤色網掛け部分）。T-28がコードするタ
ンパク質は、既知の機能ドメインを有さな
いタンパク質であり、NPR1（Nonylphenol 

Receptor 1）と命名した。NCBIデータベー
ス検索の結果、NPR1はヒト以外にもマウス、
ラット、ゼブラフィッシュといった真核生
物の間で保存されているタンパク質であっ
た。 
 
(2) タンパク質の精製と電気泳動による確
認 
大腸菌で発現誘導されたタンパク質を

SDS-PAGEで解析した結果、全タンパク質と
可溶化タンパク質のバンドの濃さが同じで
あり、ほぼ 100％の可溶化率であることが
わかった。ビーズに結合したタンパク質及
び溶出したタンパク質では、いずれも単一
のバンドが検出されていることから、高い

純度で精製できたと考えられる（図 8）。 
 
(3) 分子間相互作用解析結果 
NPR1 に対する低分子化合物の結合性解析 
最初に、波長シフトによりビオチン化タ

ンパク質のストレプトアビジンセンサーへ
の結合を確認した。このバイオセンサーを
用いて解析を行ったところ、10μM～100μM
の範囲のノニルフェノールのみが NPR1 と
結合し（図 9（Ａ））、これを除く５種につ
いて NPR1 との結合性は確認できなかった
（図 9（Ｂ～Ｆ））。ノニルフェノールの K D
は 176μMであった。 
 
 
 

 
(4) 蛍光タンパク質を用いた NPR1 のノニル
フェノール応答性解析 
作製した mCherry-NPR1 タンパク質の細

胞内局在性を蛍光顕微鏡で調べた（図 10）。



ノニルフェノール非存在下では、NPR1の赤
色蛍光は小胞体の緑色蛍光と重なり、黄色
で表示された。従って、NPR1はノニルフェ
ノール非存在下で、主に小胞体に局在する
と考えられる。一方、ノニルフェノール存
在下では NPR1は一部が核に局在した。この
結果から NPR1 はノニルフェノール存在下
で小胞体から核に一部が移動するといえる。 
 
(5) AIB1 とノニルフェノール受容体 NPR1 の
細胞内局在性解析 

LNCap.FGC 細胞を免疫染色し、共焦点レ
ーザー顕微鏡（1800倍）で観察した（図 11）。
AIB1はノニルフェノール（+）及び（-）で
主に核に存在した。一方、NPR1はノニルフ
ェノール（-）では細胞質に存在した。従っ
てノニルフェノール（-）では NPR1と AIB1
は共局在しない。ノニルフェノールを加え
た場合、NPR1の一部が核に存在している細
胞が観察された（図 11）。 

 

ノニルフェノール（+）の場合、NPR1 の
一部と AIB1 が共局在していることもわか
った（図 11矢印）。またノニルフェノール
を加えた場合のみ、核型異常や仮足伸長等、
多くの形態異常が観察された。 
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