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研究成果の概要（和文）：周生期のマウスへのエストロゲン投与に、生殖器官に不可逆的な影響

が現れる。この誘導には主としてエストロゲン受容体が関与していることが明らかとなった。

さらに、卵巣非依存の細胞増殖を示す膣で不可逆的に高発現している遺伝子を同定した。これ

らの遺伝子のメチル化状態を調べたところ、細胞増殖に関連する遺伝子のメチル化状態には差

が認められなかったが、エストロゲン受容体の活性を制御すると思われる遺伝子のメチル化

状態が高く、この遺伝子の発現は低下していたことから、卵巣非依存の細胞増殖を示す膣では

エストロゲン受容体の働きを抑制する遺伝子にメチル化が入り、この遺伝子の発現が低下する

ことにより、恒久的なエストロゲン受容体の活性化、リン酸化が起こり、細胞増殖関連の遺

伝子が恒久的に発現し、卵巣非依存の細胞増殖が起こっていると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：Perinatal exposure of estrogens to mice during a critical period 

induces irreversible changes in various reproductive organs. Estrogen receptor  (ER) has 

been demonstrated to be essential in induction of persistent changes in the mouse vagina. 

Microarray analyses demonstrate various up-regulated genes in the vagina of mice exposed 

perinatally to estrogens. Methylation status of growth factor related genes is not altered, 

however, one gene which suppress function of ER is methylated and showing low 

expression. Methylation of this gene results in its low expression, thus, ER is free from 

suppression, which may result in persistent activation of ER. The persistently activated 

ER induces expression of growth factor related genes which stimulate persistent cell 

proliferation in the mouse vagina.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 女性ホルモンであるエストロゲンは、生
殖をはじめとした様々な局面で重要な機能

を果たしているが、ひとたび成体のコントロ
ールシステムが破綻をきたした場合、乳がん
や子宮内膜症、不妊、骨粗しょう症などを引
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き起こすことが知られ、こうしたホルモン関
連の疾患の増加は社会問題化している。これ
らの疾患については、胎児期や幼若期におけ
るエストロゲン曝露による影響が成熟時に
顕在化する可能性も考えられているが、その
関連性については明らかになっていない。こ
うした胎児期の起源が懸念される疾患はホ
ルモン影響のみにとどまらず、生活習慣病を
はじめ様々な疾患との関連も考えられてお
り(Physiol. Rev. 85: 571, 2005)、人の健
康、胎児や子どもの保護といった観点から非
常に普遍的な問題を提起している。 
 ホルモンによるコントロールシステムの
破綻のモデルとして、我々は不適切な時期
（周生期）におけるエストロゲン曝露とその
ホルモン応答システムの破綻について解析
を進めてきている。通常マウスの膣上皮はエ
ストロゲン依存的な増殖を示すが、周生期
（生後 5 日まで）にジエチルスチルベストロ
ールを投与することにより、成熟後膣上皮は
エストロゲン非依存的な増殖を示す。我々の
これまでの一連の解析から以下の点が明ら
かになってきている。 
①胎児期から生後 5日までにホルモンを投与
された時のみ影響がある。 
②正常なマウスに移植後にも増殖が続くこ
とから、膣組織が自律的に増殖能を獲得して
いる。 
③エストロゲン非依存的な増殖を示すもの
のエストロゲン受容体が必要である。 
④周生期のエストロゲン応答性遺伝子群は、
成熟時の応答性遺伝子とは異なる。 
 
２．研究の目的 
(1) 細胞が増殖し続けても長期的に曝露の
影響が残ることから、曝露の「記憶」はゲノ
ム上に何らかの形で残されていると考える
べきであろう。そこで本研究では、周生期の
エストロゲン曝露がどのような形で「記憶」
されているのかを明らかにし、最終的なエン
ドポイントであるシステムの破綻に至るメ
カニズムを明らかにすることを目的とした。 
 (2) ①周生期のエストロゲン曝露を「記憶」
するメカニズムの解明のためのゲノムレベ
ルからの解析と、②エンドポイントである増
殖のキーとなるエストロゲン受容体活性化
機構の解析を進めることにより、メカニズム
の解明を目指す。 
①周生期エストロゲン応答性遺伝子群は、そ
の後の遺伝子発現の変化を誘導しているこ
とが考えられる。遺伝子の発現状態を変化さ
せる要因として、直接 DNAに作用する転写因
子群、これらに作用するコファクター群、ク
ロマチン構造変換に関与する因子群とヒス

トンの修飾状態、DNA のメチル化状態など
様々な階層がある。そこで、遺伝子発現プロ
ファイル解析から周生期曝露により発現状
態が変化した遺伝子を選択し、これらの遺伝
子の発現状態をコントロールしている各階
層の変化について解析する。さらにこの変化
を周生期にまでさかのぼり解析することに
より、曝露と遺伝子発現状態の変化の関連を
明らかにする。また、この解析において、発
現変化が確認されている HOX 遺伝子群を 1つ
のモデルとする。 
②エストロゲン受容体においても、一般にリ
ガンド依存的な転写活性化からその分解に
至るまで様々な因子が関与している。エスト
ロゲン受容体リガンド非依存的な活性化能
を獲得する制御系の変化を明らかにする。こ
の変化とゲノムレベルで変化した遺伝子の
関連を明らかにすることにより、エストロゲ
ン曝露が記憶され組織がエストロゲン非依
存的な増殖能を獲得するまでのメカニズム
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) HOX 遺伝子群の解析（ゲノムからの解析
―1） 
 形態形成において重要な働きを担ってい
る HOXA 遺伝子群はゲノム上に遺伝子が並ん
だクラスター構造をとっているが、雌性生殖
器官では、HOXA9, 10, 11,13 が発現している。
これは他の HOX 遺伝子群にみられるように、
通常体軸に沿った発現を示しており、HOXA9
が卵巣側、HOXA13 は膣側での発現が強くみら
れる。胎児期（妊娠 9 日から 16 日）にジエ
チルスチルベストロールを曝露した場合に
は、この発現が子宮では全体に尾部側にシフ
トすることが知られている。さらに HOXA10
の転写制御領域には、エストロゲン応答配列
が存在することが報告されており、その後、
エストロゲン曝露により発現が変調をきた
すことから、胎児期のエストロゲン影響を解
析するために適したモデル遺伝子となる。 
 そこで、HOXA9, 10, 11, 13 を中心として
ゲノム DNAについて抗メチル化ヒストン抗体
により、ヒストンの修飾状態を解析する。一
般に HOX 遺伝子群では、 tritholax と
polycomb 遺伝子群がクロマチン構造変換を
伴う発現制御に関与している。tritholax や
polycomb 遺伝子群の結合状態、およびクロマ
チン構造変換に関連するヒストン脱アセチ
ル化酵素の結合などをクロマチン免疫沈降
により解析し、エストロゲン曝露の影響を明
らかにする。個体レベルでのクロマチン免疫
沈降法はすでにプロトコールを確立してい
る(Kobayashi et al., Genes to Cells)が、



 

 

必要に応じて微小スケール用の手法を導入
する(Nature Genet., 38: 835-841, 2006)。
これらの解析法は、後述の恒久的な影響を受
けた遺伝子の解析にも用いる。 
（2）恒久的な影響を受けた遺伝子のスクリ
ーニング（ゲノムからの解析－2） 
 新生仔期（生後 5 日）にエストロゲン曝露
した群と成熟期（生後 10 週）にエストロゲ
ン投与した群を作成し、それぞれから遺伝子
発現プロファイルを取得する。遺伝子発現プ
ロファイル取得する時期は、新生仔期（生後
6 日）と成熟期（生後 10 週）を基準とする。
成熟期において、曝露群に特異的に発現が変
化している遺伝子を選択する。これらの遺伝
子については、新生仔期からの発現変化を定
量 PCR 法などを用いて解析することにより、
恒久的に発現が変化した遺伝子を選択する。
遺伝子発現プロファイル取得にあたっては、
研究室が所有しているアフィメトリクス社
の GeneChip やアジレント社のマイクロアレ
イを利用し、約 12,000 遺伝子の発現比較解
析を行う。 
（3）恒久的な影響を受けた遺伝子領域のゲ
ノム状態の解析（ゲノムからの解析―3） 
 エストロゲン曝露により恒久的な発現変
化を確認できた遺伝子については、そのゲノ
ムについてエストロゲン受容体などの転写
因子の結合、コアクチベーター、コレプレッ
サーの結合状況をクロマチン免疫沈降法に
より確認する。また、ゲノムの状態を解析す
るために、ゲノム DNA のメチル化状況を
bisulphite 法(Nucleic Acids Res. 22: 2990, 
1994)で確認し、並行して HOX 遺伝子群の解
析と同様に tritholax や polycomb 遺伝子群
の結合状態、およびクロマチン構造変換に関
連するヒストン脱アセチル化酵素の結合な
どをクロマチン免疫沈降による解析、抗メチ
ル化ヒストン抗体（抗ジメチル化 Lys9 ヒス
トン H3 抗体など）によるヒストンの修飾状
態を解析する。これにより新生仔期のエスト
ロゲン処理によりクロマチン構造に変化が
生じた遺伝子を探索する。 
（4）エストロゲン受容体の解析（エンドポ
イントからの解析―1） 
 周生期にエストロゲン曝露したマウスの
膣は、エストロゲン非依存的な増殖を示すが、
エストロゲン受容体には依存していること
を見出している（Miyagawa et al., Oncogene, 
2003）。エストロゲンアンタゴニストをマウ
スに投与するとエストロゲン非依存的な増
殖が抑えられることから、エストロゲン受容
体は細胞の増殖にポジテイブに関与してい
る。すなわち、本来ならリガンド非存在下で
制御されるはずのエストロゲン受容体の活

性が維持されたままであり、これが増殖に関
与している可能性が強い。そこでエストロゲ
ン受容体の活性化や分解に関連する遺伝子
の働きをタンパク質レベルで解析を行うこ
とにより、このエストロゲン受容体がリガン
ド非依存的な活性を有するメカニズムにつ
いて明らかにする。解析するポイントとして
は、エストロゲン受容体の量、リン酸化や
SUMO 化などの修飾状態、活性化に関与する
MAP キナーゼをはじめとするシグナル伝達物
質の状態、抑制に関与するホスファターゼ活
性、分解に関与するプロテオソームや関連因
子について、ウエスタンブロット法を中心と
して曝露群と対照群においてその状態を比
較解析する。 
（5）恒久的な影響を受けた遺伝子領域の変
化の解析（ゲノムとエンドポイントの関連付
け―1） 
 クロマチン構造の変化が確認された遺伝
子について、遺伝子を含むクロマチン構造の
経時的な変化を解析する。曝露時から成熟期
までのクロマチンの構造状態を解析し、①新
生仔期のエストロゲン処理の時点で構造変
換が生じたのか、または②二次的に思春期や
成熟期に変化したのかについて明らかにす
る。これによりエストロゲン曝露との関連を
明らかにする。 
①周生期からゲノム状態が変化した場合に
は、エストロゲンによる転写の活性化との関
連を明らかにする。転写活性化時に当該遺伝
子のゲノム領域に結合するクロマチン変換
因子を免疫沈降法により明らかにする。 
②二次的に変化した場合には、それ以前に発
現が変化した遺伝子との関連性を調べるこ
とにより、エストロゲン曝露とゲノム構造の
変化との関連を明らかにする。例えば曝露直
後に誘導される特定のシグナル伝達関連遺
伝子や転写因子を明らかにし、関連を明らか
にする。 
（6）エストロゲン曝露と受容体安定化の関
連の解析（ゲノムとエンドポイントの関連付
けー２） 
 上記の結果から、エストロゲン曝露の初期
のイベントである遺伝子発現変化と最終的
な変化の一つであるエストロゲン受容体安
定化との関連を明らかにする。発現変化した
遺伝子の機能からエストロゲン受容体按手
化機構を推定し、培養細胞系などを用いて再
構成することにより確認する。 
（7）新生仔期の遺伝子発現誘導とゲノム状
態の変化の関連の解明（ゲノムに変化が見ら
れなかった場合の対応） 
 エピジェネテイックな解析を行う際に、一
般的に解析されるのはまず DNAメチル化であ



 

 

り、これはゲノム DNA を化学処理することに
より比較的容易に解析できる。しかし、ゲノ
ムのメチル化で説明できる事象はかならず
しも多くはなく、遺伝子発現の差をメチル化
で説明できない報告も多い。本研究では単に
メチル化のみに着目するのではなく、ヒスト
ンコードをはじめとするクロマチン構造の
解析、転写因子を含めた解析を行うことによ
り、実質的な差を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 周生期合成エストロゲン曝露により発
現変動する遺伝子の探索 
周生直後のマウスに 5 日間、合成エストロゲ
ンのジエチルスチルベストロール(DES)を投
与すると、子宮、膣、乳腺などに不可逆的な
影響が現れることを既に報告している。これ
には臨界期があり生後 3日以内の投与では不
可逆的な影響が、それ以後では可逆的な影響
が現れる。この臨界期の前後での DESの投与
（生後 0、5、20、70 日）により、マウスの
膣で発現変動する遺伝子を、マイクロアレイ
法を用いて解析した結果、生後 0日からの投
与では 54遺伝子の発現増加、9遺伝子の発現
低下が認められた。これに対して、生後 5，
20 日からの投与では、約 200 遺伝子、生後
70日では 350以上の遺伝子の発現が変化した
ことから、生後 5日目の膣の DESへの応答は
成熟マウスの膣に近いことが示唆され、5 日
目は臨界期を超えていることに対応してい
ることが明らかとなった。不可逆的に DES に
応答する生後 0 日目では、Gadd45α, p21, 
14-3-3 sigma, small proline-rich protein 
2f (Sprr2f), Kruppel-like factor 4 (Klf4)
などのように発現変動する遺伝子は尐ない
もののその後のエストロゲン非依存的な細
胞増殖に関連する遺伝子群が選択できたも
のと考えられる。さらに、マウスの子宮、膣
および乳腺は性周期の体内ステロイドホル
モンの変動により、細胞増殖や退縮を繰り返
す。すなわちエストロゲンやプロゲステロン
の標的器官であるので、卵巣摘出した成体マ
ウスにエストロゲンを投与し、子宮、膣およ
び乳腺の上皮細胞および間質細胞の細胞増
殖および発現変動遺伝子をマイクロアレイ
法を用いて比較した。エストロゲン曝露によ
り、子宮では上皮と間質の細胞分裂が有意に
増加し、膣では上皮細胞のみの細胞分裂が有
意に増加したが、乳腺では上皮、間質ともに
細胞分裂の有意な増加は認められなかった。
エストロゲン曝露 6時間目では、子宮と膣で
発現変動する遺伝子の半分は共通であり、
insulin-like growth factor 1 (Igf-1)など
が代表例である。膣では Igfbp2, Igfbp5, 

Kallikrein の発現増加も認められた。乳腺で
は、子宮や膣と異なり、エストロゲン曝露 6
時間では発現変動する遺伝子はほとんど認
められなかった。これらの結果から、エスト
ロゲンに応答する遺伝子は組織特異的であ
ることが明らかとなった(Suzuki et al., 
2007)。 
 (2)エストロゲン受容体特異的リガンド曝
露によるマウス膣の不可逆的変化 
哺乳動物には２種類のエストロゲン受容体
(ERα, ERβ)が存在しているが、どちらの ER
を介してエストロゲンの作用が仲介されて
いるかは不明な点が多く残されている。この
疑問に答えるために、それぞれの ER に特異
的に結合すると考えられている合成物質、ER
α ： propyl pyrazole triol (PPT) 、  ER
β:diarylpropionitrile (DPN) を生後５日
間投与し、膣スメア、排卵、多卵性卵胞、子
宮筋、不可逆的な膣上皮細胞の増殖などに関
して解析した。まず、2 種類のマウス ERを用
いたレポーターアッセイにより、それぞれの
リガンドの特異性を確認し、DES との比活性
より 10倍量を投与した。PPT の投与では、DES
と同様に、膣スメアの連続的な角質化、視床
下部下垂体系の無排卵、多卵性卵胞の誘導、
子宮筋の乱れ、膣上皮の卵巣非依存の不可逆
的増殖を誘導した。これに対して DPNは多卵
性卵胞の誘導は引き起こしたが、他のパラメ
ーターには異常が認められなかった。これら
の結果から、DES などのエストロゲンの作用
は主として ERαを介して作用していること
が明らかとなった。さらに、出生直後の DES
および PPT投与により不可逆的な細胞増殖を
示 す 膣 で は 、 amphregulin (Areg), 
epiregulin (Ereg), interleukin-1 receptor 
type 2 (Il1r2), IF-family, member 5 
(Il1f5), ER α , ER β , heparin-binding 
epidermal growth factor (Hbegf)が特異的
に発現増加していることを見出した。これら
の結果から、出生直後のエストロゲンによる
不可逆化の誘導は主として ERαを介して作
用しているが、卵巣の多卵性卵胞の誘導には
ERα, ERβの両方が関与していることが明ら
かとなった(Nakamura et al., 2008)。 
 (3)出生直後のアンドロゲンの影響とエス
トロゲン受容体の関連 
 出生直後のマウスのアンドロゲンを投与
しても、卵巣非依存の不可逆的な膣上皮細胞
の増殖が起こることを見出している。アンド
ロゲン投与による膣の不可逆化にはアンド
ロゲン受容体が関与しているのか、あるいは
2 種類のエストロゲン受容体のうちの 1 種類
が介在しているのかは不明であった。これに
答えるために、ERαノックアウトマウスにア



 

 

ンドロゲン(DHT)を投与し、膣の不可逆的細
胞増殖および外部生殖器の発達について解
析した。DHT を出生直後の野生型のマウスに
投与すると、膣上皮の卵巣非依存の不可逆的
増殖、尿道下裂およびクリトリスの肥大が認
められた。さらに、ERαの恒久的なリン酸化
も認められた。これに対して、ERαノックア
ウトマウスに DHTを投与しても膣上皮細胞の
不可逆的な細胞増殖は起こらなかった。しか
し、クリトリスは巨大化し、骨形成も誘起さ
れた。これらの結果から、膣上皮細胞の不可
逆的増殖には ERαが重要な働きをしており、
外部生殖器に対しては ERαが存在しないこ
とでアンドロゲン作用が増強されたと思わ
れる(Miyagawa et al., 2010)。さらに、外
部生殖器の発生には、アンドロゲン作用と局
部的な Wnt/β-catenin の作用が不可欠であ
ること（Miyagawa et al., 2009b）、Wnt/β
-catenin を介した Fgf8 の発現、Fgf4/8 の関
与、Erk1/2 のリン酸化が不可欠であることも
示した(Miyagawa et al., 2009a)。 
 (4) 多卵性卵胞の誘起のメカニズム 
 出生直後の DES投与により、卵巣に多卵性
卵胞が誘起されるが、そのメカニズムは明ら
かではない。これに答えるために、ERβノッ
クアウトマウスを用いて DESの作用を検討し
た。原始卵胞から一次卵胞への発達は 5 日、
二次卵胞への発達は 10 日に起こるが、野生
型の出生直後のマウスに DES を投与すると、
これらの発達が遅延したことから、DES は卵
胞の発達を遅らせることが明らかである。ま
た、DESは 5 日齢で野生型マウスおよび ERβ
ノックアウトマウスで卵胞数を減尐させた
ことから、出生直後のマウスは ERαを介して
卵胞の発達に関与していることが明らかと
なった(Kim et al., 2009)。さらに、多卵性
卵胞の誘導には ERβが関与していることを
明らかにした(Kirigaya et al., 2009)。ま
た、多卵性卵胞の誘導には Inhibin-αの発現
増加と卵の細胞死の抑制が関与しているこ
とも明らかにした(Kim et al., 2009)。 
 (5)不可逆化膣で発現変動する遺伝子のメ
チル化状態の解析 
 本研究費の主要なテーマである、不可逆化
関連遺伝子のメチル化状態を解析した。まず、
Hox 遺伝子群に関しては、膣では Hox13 のみ
が発現しており、出生直後の DES投与での発
現変動は認められず、不可逆化との関連も認
められなかった。さらに、出生直後の DES 投
与により不可逆化した膣で特異的に発現増
加する遺伝子群、Areg, Ereg, Il1r2, Il1f5, 
ERα, ERβ, Hbegf を含む多くの遺伝子のメ
チル化状態を解析したが、細胞増殖に関連す
る遺伝子群に関してはメチル化の変動は認

められなかった。しかし、不可逆化した膣で
は ERαの恒久的なリン酸化が起こっており、
この現象に着目して解析した。不可逆的な反
応を示す膣でメチル化レベルの高い遺伝子
として Grg1 が見出された。マイクロアレイ
の解析からは、この遺伝子の発現は低下して
いた。Grg1を発現させるとエストロゲンで刺
激した時の ERαの活性が抑制されることが
明らかとなった。この結果から、Grg1 のメチ
ル化レベルが高くなり、Greg1 の発現が低下
することにより、恒久的に ERαの活性が高い
状態で保たれていることも考えられる
（Miyagawa et al., 未発表）。今後、さらに
多くの遺伝子のメチル化状態と発現を比較
するとともに、機能解析を行うことにより、
遺伝子のメチル化と出生直後のエストロゲ
ンによる組織不可逆化の関連を明らかにす
ることができると期待している。 
（６）エストロゲン受容体に関するその他の
研究 
 エストロゲン受容体に結合する物質が多
く見出されており、エストロゲンのリガンド
に対する特異性に問題があることが明らか
になりつつある。このため、ガー、チョウザ
メ、ハイギョなどの古代魚、爬虫類のアカハ
ラガメ、メキシコサンショウウオ、ヒキガエ
ル、イモリなどの両生類、サメ、ナメクジウ
オなど各種の動物から ER 遺伝子をクローニ
ングし、レポーターアッセイ系を利用して、
化学物質のエストロゲン活性を各種動物の
ER を用いて比較し、種差があることを明らか
にした(Katsu et al., in press)。さらに、
脊椎動物の祖先とされているナメクジウオ
の ER にはリガンド結合が認められないが、
祖先型の受容体であるステロイド受容体に
はエストロゲンが結合してシグナルを出し
ていることを明らかにした(Katsu et al., 
2010)。 
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