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研究成果の概要（和文）：更年期障害女性に対するエストロゲン補充療法薬プレマリンの長期服用により乳がんなどの
リスクが上昇する。同薬に含まれるエクインエストロゲンは代謝活性化（4-OHEN）され4-OHEN-DNA付加体を形成する。
我々は同付加体特異抗体を作製し、ヒト乳がん細胞において4-OHEN-DNA付加体は修復されにくいことを見つけた。また
、4-OHEN感受性は正常ヒトおよび修復欠損細胞間でほぼ差がなかった。さらに、DNA結合蛋白ヒストンは修復蛋白に見
立てた損傷特異抗体と4-OHEN-DNA 付加体の結合を濃度依存的に阻害した。以上から、プレマリンによる難修復性のDNA
損傷の形成が発がんと関係するかもしれない。

研究成果の概要（英文）：Hormone replacement therapy (HRT) is widely used to decrease menopausal symptoms i
n post-menopausal women. However, long-term HRT increases the incidence of breast, ovarian and endometrial
 cancers. 4-Hydroxyequilenin (4-OHEN), a metabolite of equine estrogens present in common HRT formulations
 (Premarin), is capable of producing bulky 4-OHEN-DNA adducts. An immunological assay using our adduct-spe
cific antibodies revealed that 4-OHEN-DNA adducts are repaired inefficiently in human breast cancer cells.
 MTS assay revealed that similar 4-OHEN sensitivities are observed between human normal and repair-deficie
nt cells. Moreover, histones including human H1 competitively inhibited the binding of the antibodies to 4
-OHEN-DNA adducts in a concentration-dependent manner, which are considered as a model of damage-recognisi
ng repair protein. Thus, the formation of DNA adducts with inefficient repair character might be involved 
in carcinogenesis process of Premarin-induced cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
 
更年期障害女性に対するエストロゲン補充療法の
代表薬プレマリンの長期服用で、乳がんなどの
発がんリスクが上昇する。プレマリンに含まれ
るエクインエストロゲンは代謝活性化され、DNA
への結合体である 4-OHEN-DNA 付加体を形成す
る。しかし、検出系が未整備なため 同付加体の発
がんとの関連性を探る研究は少ない。 
 
２．研究の目的 
 
我々は4-OHEN-DNA付加体特異モノクローナル
抗体を新規開発した。本抗体を用い、ヒト乳が
ん細胞における 4-OHEN-DNA 付加体の修復動
態を他の DNA 損傷のものと比較検討し、発が
んとの関連性を探る。 
 
３．研究の方法 
 
(1)4 種類の DNA 損傷の修復測定 
ヒト乳がん細胞 MCF7 を 10 cm ディッシュに
培養し、4-OHEN 処理、紫外線照射、あるいは
アセチルアミノフルオレン(AAF)処理を行う。
処理後、修復のために種々の時間培養し、細
胞を回収する。細胞から DNA を抽出し、損傷
特異抗体を用いた酵素標識免疫法（ELISA 法）
で 4 種類の DNA 損傷（4-OHEN-DNA 付加体、
CPD；シクロブタン型ピリミジン２量体、
6-4PP；6-4 型光産物、AAF-DNA 付加体）を測
定し、修復動態を求めた。損傷特異抗体は、
全て独自に開発した 4OHEN-1、TDM-2、64M-2、
および AAF-1 を用いた。 
 
(2)MTS アッセイによる細胞生存率の測定 
ヒト正常細胞および修復欠損の色素性乾皮
症 A 群患者由来（XP-A）細胞を 96 穴プレー
トに培養し、4-OHEN 処理、紫外線照射、ある
いは AAF 処理を行った。各処理４日後の生存
率を MTS アッセイで測定し、対照群を 100％
にしたときの各処理群における細胞生存率
（感受性）を計算した。 
 
(3)DNA 損傷と損傷特異抗体の結合に対する
ヒストンの競合阻害の測定 
4-OHEN-DNA、AAF-DNA、および 2 種類の紫外
線照射DNAと各損傷特異抗体との結合に対す
る中性蛋白（BSA;牛血清アルブミン）および
塩基性蛋白（プロタミン、ヒト H1 ヒストン、
仔牛胸腺 H1 ヒストン、および仔牛胸腺全ヒ
ストン）の競合阻害率をELISA法で測定した。 
 
４．研究成果 
 
〇活性型エクインエストロゲンで誘発した
4-OHEN-DNA 付加体はヒト細胞において修復
されにくい損傷である。 
 
 (1)ヒト乳がん細胞 MCF7 は紫外線で誘発さ
れる 2種類のピリミジン２量体(CPD、6-4PP)

やアセチルアミノフルオレン(AAF)-DNA 付加
体をヌクレオチド除去修復機構によりゲノ
ム DNA から正常に修復できる。一方、活性型
エクインエストロゲン（4-OHEN、4-OHEQ）で
誘発した 4-OHEN-DNA 付加体は 24時間後でも
ほとんど修復できないことがわかった。 
 
(2) 4-OHEN-DNA付加体がヒト細胞で修復され
にくい特別な損傷であることを確認するた
め、ヌクレオチド除去修復が正常なヒト細胞
と欠損したヒト細胞における 4-OHEN の感受
性を測定した。4-OHEN-DNA 付加体が修復され
ないのであれば、両細胞間で感受性に差が見
られないはずである。実際、正常ヒト細胞は
修復欠損 XP-A 細胞に比べ紫外線や AAF に対
して高い抵抗性を示すのに対し、4-OHEN に対
しては両細胞間の感受性の差はほとんど見
られないことがわかった。この結果は、
4-OHEN-DNA 付加体がヒト細胞で修復されに
くい特別な損傷であることを支持している。 
 
(3)次に、4-OHEN-DNA 付加体の難修復性の
機序の解明を試みた。以前、4-OHEN-DNA 付加
体特異抗体の性質を検討する実験過程で、
4-OHEN-DNA が塩基性蛋白プロタミンと高い
親和性を持つことを偶然発見した。精子中に
存在する核蛋白プロタミンに対応する体細
胞中の塩基性DNA結合蛋白はヒストンである。
そこで、MCF7 細胞において、ヒストンは DNA
中の 4-OHEN 付加体に強く結合することで、
修復蛋白の同付加体へのアクセスを妨害し、
結果として修復低下を招くという仮説を立
てた。これを証明するため、DNA 損傷特異抗
体を損傷認識修復蛋白に見立て、4-OHEN-DNA
付加体を含む 4種類の DNA損傷と対応する損
傷特異抗体の結合反応に対するヒストンを
含む各蛋白の競合阻害率を検討した。その結
果、中性蛋白 BSA は、4 種類すべての DNA 損
傷・抗体結合反応に対して全く阻害を示さな
かった。一方、塩基性蛋白であるプロタミン、
仔牛胸腺由来全ヒストン、仔牛胸腺由来 H1
ヒストンおよびヒト由来 H1 ヒストンはすべ
ての DNA 損傷・抗体結合反応に対して蛋白量
依存的に競合阻害を示した。これは損傷の種
類に関係なく起こることから、プラスの電荷
をもつ塩基性蛋白がマイナスの電荷をもつ
DNA と親和性を持つ結果、抗体の DNA 損傷へ
の結合反応を阻害したと考えられる。注目す
べき点は、全ての塩基性蛋白は 4種類の抗原
抗体反応の中で、4-OHEN-DNA 付加体を標的と
する反応に対し最も高い阻害率を示したこ
とである。この結果は、ヒストンの
4-OHEN-DNA 付加体への親和性は他の損傷に
比べて高いことを示し、ヒストンが
4-OHEN-DNA 付加体に結合するため、修復蛋白
が同付加体に近づけなくなり、結果として修
復が働かなくなるという前述の仮説を支持
するものである。 
 
エストロゲン補充療法でプレマリンの服用



歴のある患者から頻度は極めて低いが
4-OHEN-DNA 付加体が検出されている。本研究
で発見されたように、この付加体が修復され
ずにいるならその細胞で DNA 複製が生じ、損
傷乗り越え型DNAポリメラーゼを介して突然
変異が生じると予測される。これがプレマリ
ンによる発がんリスク上昇につながるのか
もしれない。 
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