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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、エストロゲン応答に関わるシグナル伝達系遺伝子（タンパク質）に関して様々な

化学物質に対する応答を遺伝子発現レベルにおいてプロファイリングすることにより、エスト

ロゲン応答を細胞内シグナル伝達経路の観点から包括的に解析することで、エストロゲン活性

を示す化学物質について新たなシグナル伝達経路を見出し、また、化学物質の影響評価におい

て新しい視点による評価法を作成した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we found new signaling pathways for estrogenic chemicals and created 

a new way of evaluation of such chemicals by means of the profiling of the expression 

of estrogen-responsive genes and a comprehensive analysis of intracellular signal 

transduction. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・科学物質影響科学 
キーワード：プロテオーム・エストロゲン・シグナル伝達・シグナルカスケード・脳神経系 
 
１． 研究開始当初の背景 

エストロゲンは女性ホルモンとして性分
化、妊娠、性行動などにおいて様々な役割を
担っている。また、エストロゲン活性を有す
る化学物質は、工業製品由来の内分泌撹乱化
学物質やイソフラボンなどの植物エストロ

ゲンとして良い意味でも悪い意味でも我々
の生活に関わっている。したがって、エスト
ロゲンの作用を分子レベルで解析すること
は、医療や創薬の分野だけでなく、食品や化
学物質管理など様々な分野にとって重要で
ある。エストロゲン受容体は核内受容体とし



て様々な遺伝子（以下、エストロゲン応答遺
伝子）の転写を調節しているが、我々は、核
内受容体を経由しない、膜経由のエストロゲ
ンのシグナル伝達経路（膜受容体経路）につ
いて解析を行ってきた（科学研究費補助金・
基盤 B,平成 17〜19 年度：以下の総説にまと
めた： Tanji, M. and Kiyama, R. Current 
Pharmacogenomics 2, 255, 2004; Inoue, A., 
Tanji, M. and Kiyama, R. Current 
Pharmacogenomics 4, 245, 2006）。しかし、
これらのシグナル伝達経路は、エストロゲン
そのものだけでなく、エストロゲン活性を有
する物質のすべての作用に関わる経路かど
うかは不明であり、最近は新しい経路を示す
知見も得られている。そのため、新しい手法
を用いてエストロゲン様化合物に関する解
析が必要になってきている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、エストロゲン及びエストロゲ

ン様化合物に関して、DNA マイクロアレイに
よるトランスクリプトーム及び抗リン酸化
タンパク質抗体を用いたプロテオーム解析
を通じてシグナル伝達系に関わる遺伝子（タ
ンパク質）を明らかにし、さらに、様々な化
学物質（特に天然試料などの混合物）に対す
る応答を遺伝子の発現レベルにおいてプロ
ファイリングすることにより、エストロゲン
に応答する遺伝子の機能をシグナル伝達経
路の観点から包括的に解析し、それらの遺伝
子が実際にどのようなネットワークを形成
して生理機能へと結びついているかを明ら
かにすることを目的とする。特に、エストロ
ゲン応答シグナル伝達系は、膜受容体経路と
は別の成長因子などによる膜経路が重要な
役割を担っていることが最近明らかになっ
てきたことから、様々な成長因子に対する膜
受容体経由のシグナル伝達経路との共役経
路を明らかにすることで、従来明らかにされ
た核内受容体経路だけでは説明できない生
理作用のメカニズムを明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
【研究計画・方法の概要】 

我々は、まず、DNA チップ解析によりエス
トロゲン応答遺伝子を明らかにして、それら
によって作られた仮想的なシグナルカスケ
ードを作業仮説として、プロテオーム解析な
どによりそのカスケードの証明を進めた。
DNA チップ解析によって得られた情報（遺伝
子発現変動の情報）をシグナルカスケードの
解析に用いる方法は、すでにいくつか報告さ
れている（例えば： van Steensel., Nat. 
Genet. Suppl: S18, 2005）が、本研究では、
大きく分けて、シグナルの基点となる刺激を
変えることで使われるシグナルカスケード
を変えて、そのカスケードにのっているタン

パク質の応答を転写反応レベルでモニター
する方法と、直接、タンパク質のリン酸化な
どのタンパク質レベルでの変化をモニター
する方法の両方を行ない、両方の結果を総合
的に評価した。さらに、細胞レベルでの解析
によって得えられたカスケードに関する情
報をラット脳の性分化の系で検証すること
で、生体レベルにおいても検証を試みた。 
 

【研究方法の詳細】 
（１）エストロゲン応答遺伝子によるシグナ
ルカスケードの同定 
我々は本提案以前に、エストロゲン応答遺

伝子のうち膜受容体経由のシグナルカスケ
ード（ノンジェノミック経路）に関与する遺
伝子について、転写及びタンパク質レベルの
解析を行い、基本的な仮想カスケードに関し
て検証を行った（Tanji, M. and Kiyama, R. 
Current Pharmacogenomics 2, 255, 2004）。
本研究では、その後シグナル伝達系に関与す
ることが解った遺伝子に関して、それぞれの
遺伝子について報告されたカスケードにつ
いて検証を行った。さらに、阻害剤などを利
用してシグナル伝達経路の解析を行った。 
 
（２）化学物質を用いた膜共役系を含めた遺
伝子応答のプロファイリング 
（１）項で解析したシグナルカスケードをさ
らに様々な化学物質を用いて検証すること
により、それぞれの化学物質の影響を評価す
るための基本となるプロファイルを得るこ
とができ、さらに、シグナルカスケードとの
関係についても解析することができる。本研
究の基礎として、我々は、すでにフェノール
系化合物など様々な化学物質について遺伝
子応答プロファイルを取得し、また、基準に
用いた MCF-7細胞とは異なる受容体システム
とカスケードを持つと考えられる細胞株
（T-47D 細胞など）について様々な化学物質
に対する遺伝子応答プロファイルを取得し
た。これらを基礎として、異なる化学物質あ
るいは異なる細胞に対するシグナルカスケ
ードレベルでの応答を調べることにより、膜
共役系に関して特徴的な化学物質や細胞種
に関する情報を得た。 
 
（３）ラット脳の分化におけるエストロゲン
応答シグナル伝達系の解析 
 我々はすでに、AGR、NPY-Y1R、BSN、
N-cadherin、CtIP などの遺伝子について、ラ
ットの脳、子宮、肝臓などにおけるエストロ
ゲン応答に関して、DNA マイクロアレイアッ
セイ、ウエスタンブロット解析などによりエ
ストロゲン応答に関する解析を行った。これ
らに遺伝子を含めて、エストロゲン応答遺伝
子に関してラット脳（特に脳下垂体視床下部
について）の性分化のとの関連について、ア



ポトーシス関連遺伝子、細胞移動関連遺伝子、
細胞増殖関連遺伝子などに分けて日齢によ
る遺伝子発現の変動と組織的な分化との関
係を解析した（連携研究者との共同研究）。 
 
（４）天然試料などの混合物を用いた遺伝子
応答のプロファイリング 
 本項目では、（１）〜(３)で得られた基本
的なシグナルカスケードに関する情報をさ
らに複雑な刺激（特に複数の刺激が同時に起
る場合）に対して応用が可能かについて検討
を行った。特に、天然試料については、我々
はすでに、漢方薬の効能の探索に利用できる
ような遺伝子発現プロファイルの取得を行
ってきた。本項目では、すでに得られたフェ
ノール類やフタル酸エステル類、あるいは、
植物エストロゲン類（イソフラボン、フラバ
ノールなど）などの遺伝子発現プロファイル
を、甘草、朝鮮人参などの漢方抽出物や、ア
ガリクスなどのきのこ類の抽出物について
得られたプロファイルと比較して遺伝子機
能レベルで効能に関する評価を行った。手法
としては、相関解析、クラスター解析、遺伝
子機能別の統計的検定（t テストや ANOVA）
などを用いた。 
 
【年次計画】 
 以下の年次計画にしたがって計画を進め
た。 
（１）エストロゲン応答遺伝子によるシグナ
ルカスケードの同定（平成２１〜２２年度） 
（２）化学物質を用いた膜共役系を含めた遺
伝子応答のプロファイリング（平成２１〜２
２年度） 
（３）ラット脳の分化におけるエストロゲン
応答シグナル伝達系の解析（平成２１〜２３
年度） 
（４）天然試料などの混合物を用いた遺伝子
応答のプロファイリング（平成２２〜２３年
度） 
 
４．研究成果 
 本研究では、トランスクリプトーム及びプ
ロテオーム解析を通じて明らかになったシ
グナル伝達系に関わる遺伝子（タンパク質）
に関して、様々な化学物質（特に天然試料な
どの混合物）に対する応答を遺伝子の発現レ
ベルにおいてプロファイリングすることに
より、様々な成長因子に対する膜受容体経由
のシグナル伝達経路との共役経路を明らか
にすることで、従来明らかにされた核内受容
体経路だけでは説明できない生理作用のメ
カニズムを明らかにすることを目指した。 
 我々は、まず、（１）エストロゲン応答遺
伝子によるシグナルカスケードの同定を行
ない、さらに、（２）様々な化学物質（ビス
フェノールＡなど）を用いた膜共役系を含め

た遺伝子応答のプロファイリングを取得し
た。さらに、様々な阻害剤を用いて受容体や
シグナル伝達経路について解析し、新しい
GPR30 受容体経由のシグナル伝達経路を明ら
かにし、論文として発表した（Dong, S., 
Terasaka, S. and Kiyama, R. (2011) 
Bisphenol A induces a rapid activation of 
Erk1/2 through GPR30 in human breast 
cancer cells. Environ. Pollution, 159, 
212-218；図参照）。 

 
また、連携研究者との共同研究においては、

（３）ラット脳の分化におけるエストロゲン
応答シグナル伝達系の解析を進め、日齢変動
によるタンパク質のリン酸化などの変動を
解析することで性分化に関与するシグナル
伝達経路について解析を行った（Chiaki 
Suzuki, Tomohiro Hamada, Ryoiti Kiyama, 
Yasuo Sakuma, Yuko Wada-Kiyama ：
Estradiol-induced signaling involved in 
the sexual differentiation of the rat 
preoptic area．第 33 回日本分子生物学会年
会．2010 年 12 月 7 日，神戸；Y. Wada-Kiyama, 
C. Suzuki, T. Hamada, R. Kiyama, Y. 
Sakuma：「Actin dynamics in the sexually 
dimorphic nucleus of the rat preoptic area 
during the critical period.」．第 89 回日
本生理学会大会．2012 年 3 月 31 日，松本；
その他「５．主な発表論文等」参照）。  
さらに、上記の（１）〜（３）項の成果を

もとに、（４）天然試料などの混合物を用い
た遺伝子応答のプロファイリングを進め、
様々な天然試料や環境試料（アガリクス抽出
物及び石油分解物）、及び、その成分や植物
エストロゲンについて、エストロゲン活性評
価を行ったところ、いくつかの試料について
はエストロゲン様プロファイルを示しなが
ら MCF-7 細胞の増殖活性は示さなかった
（ Dong, S., Furutani, Y., Suto, Y., 
Furutani, M., Zhu, Y., Yoneyama, M., Kato, 
T., Itabe, H., Nishikawa, T., Tomimatsu, 



H., Tanaka, T., Kasanuki, H., Masaki, T., 
Kiyama, R. and Matsuoka, M. (2012) 
Estrogen-like activity and dual roles in 
cell signaling of an Agaricus blazei 
Murrill mycelia-dikaryon extract. 
Microbiol. Res. 167, 231-237（図参照）；
Zhu, Y., Kitamura, K., Maruyama, M., 
Higashihara, T., Kiyama, R. (2012) 
Estrogenic activity of bio-degradation 
products of C-heavy oil revealed by gene 
expression profiling using an oligo-DNA 
microarray system. Environ. Pollution 168, 
10-14（図参照）；その他「５．主な発表論文
等」参照）。 

 

 
このような化学物質は他にも存在するこ

とから、これらの化学物質を総称して「サイ
レントエストロゲン」と命名した。これらの
新しいタイプのエストロゲン様化合物は、膜
共役系や細胞増殖シグナル伝達経路を含め
てエストロゲンシグナル伝達経路に特徴が
あるものと考えられる。 
 以上のように、エストロゲン活性を示す化
学物質について、細胞内シグナル伝達経路の
解析により、新たなシグナル伝達経路を見出

し、また、化学物質の影響評価として新しい
視点による評価法を見出すことに成功した。
したがって、本研究は当初の目的を達成した
と考えられる。 
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