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研究成果の概要（和文）：多環芳香族炭化水素 (PAHs) は、様々な燃焼過程で生成され、環境

中に排出されているが、近年、塩素や臭素が付加したハロゲン化 PAHs も検出されている。こ

れらの生体影響を評価するため、遺伝子発現レベルの変化を２種の乳がん細胞（MCF7、MDA 

-MB-231）を用いて調べた。PCR アレイでの網羅的解析では、ハロゲン化物では、親物質とは

発現レベルの変化が異なる遺伝子もあった。また、実験に用いた２種の乳がん細胞で、発現レ

ベルに差も見られた。 

 
研究成果の概要（英文）： Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are ubiquitous 

environmental contaminants that are formed by the incomplete combustion of organic 

compounds.  Recently, chlorinated and brominated PAHs were detected in the 

environmental samples.  Then their effects on gene expression were investigated by 

real-time PCR analysis in human breast carcinoma MCF7 and MDA-MB-231 cells.  PCR 

arrays revealed that the expression levels of several genes in halogenated PAHs were 

different from that in parent compounds.  In addition, the different results were obtained 

between both cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 

多環芳香族炭化水素(PAHs)は、ダイオキシ
ン類と同様、様々な燃焼過程で生成され、環
境中に排出されている環境汚染化学物質で
ある。その分布、蓄積性、生体影響等に関し
た研究は、広く行われている。PAHs は体内

に吸収後、細胞内でアリルハイドロカーボン
受容体 (AhR) と結合してシトクローム
P450(CYP)1A1 や 1B1 等の薬物代謝酵素を
誘導し、発がん性、変異原性だけでなく、内
分泌撹乱作用もあることが報告されている。 

近年、PAHs に塩素や臭素が付加した塩素
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化、臭素化 PAHs (ClPAHs、BrPAHs)も、環
境 中 か ら 検 出 さ れ て い る (Nilsson, et 

al.,1993, Ishaq, et al.,2003)。当グループの
大浦らも、標準試料となる 12 種類の ClPAHs

を合成し、多成分高感度分析法を確立し、実
際に環境分析に適応したところ、大気微粒子
中にClPAHsが存在することを見出している。
ClPAHs は、構造的にダイオキシン類と
PAHs との共通類縁化合物と考えられ、生体
への影響が大きいものと考えられる。合成し
た ClPAHs を用いて、AhR リガンド活性とエ
ストロジェン活性を調べたところ、アッセイ
したいずれの化合物についても AhR 活性が
認められたが、塩素付加により、三環系では
活性が増し、四環系以上では減少する傾向が
あった。エストロジェン活性については、酵
母によるアッセイでは、いずれも認められな
かったが、乳がん細胞 MCF7 を用いたアッセ
イ系では、高濃度で活性が認められるものも
あった。CYP1A1 の遺伝子発現については、
三環系の phenanthrene（Phe）で、塩素付
加数が増すに従って、発現レベルが上昇した。 

また、BrPAHs についても、当グループの
大浦らが、初めて大気環境中から検出し、標
準試料となる 11 種類の BrPAHs を合成に成
功し、AhR 活性についても解析中である。 

 

２．研究の目的 

ハロゲン化 PAHs は、親物質よりも、難分
解性、蓄積性が増すとされ、生体への影響も
危惧される。しかしながら、その生体に対す
る影響については、ほとんど解明されていな
い。そこで、生体影響を評価するための基礎
的なデータを得るために、遺伝子発現レベル
の変化を網羅的に調べることにした。   

まず、乳がん細胞 MCF7 を用いて、検査試
料で処理し、RNA を抽出し、PCR アレイに
より、real-time PCR を行い、遺伝子発現レ
ベルを網羅的に解析する。これにより、遺伝
子発現レベルが、親物質とハロゲン置換体と
で異なる遺伝子を見つけ出し、生体影響評価
として適切な遺伝子マーカーを見つける。さ
らに、これらを標的遺伝子として、primer

を作成し、詳細に検査試料における発現レベ
ルの変化を調べる。 

また、乳がん細胞でも MCF7 細胞とは異な
り、エストロジェンレセプター(ER)を発現し
ていない MDA-MB-231 細胞について、同様
の実験を行い、その差異についても解析する。 

これらの結果をもとに、新規評価システム
としての利用の確立を目指し、新規化学物質
の危険度の評価を可能にすることを目的と
する。 

 

３．研究の方法 

(1) ハロゲン化 PAHsの合成及び精製 
既 に 確 立 し た 方 法 に 従 い 、 Phe 、

fluoranthene(Fluor)、pyrene(Py)、benz[a]- 

anthracene(BaA)、benzo[a]pyrene(BaP)を
親物質として、塩素置換体、臭素置換体を単
離精製する。 
塩 素 置 換 体 と し て は 、 9-chloro- 

phenanthrene(9-ClPhe)、3,9-Cl2-Phe、9,10- 

Cl2Phe、3,9,10-Cl3Phe、3-ClFluor、1-ClPy、
7-ClBaA、6-ClBaPが、臭素置換体としては、
9-bromophenanthrene(9-BrPhe)、7-BrBaA、
4,7-Br2BaA、5,7-Br2BaA、7,11- Br2BaA、
7,12-Br2BaA、1-BrPy、6-BrBaP が単離精製
される(Fig. 1)。 

 
Fig. 1  Chemical structures of BrPAHs. 

  

(2) PCRアレイによる遺伝子発現レベルの

網羅的解析 

 乳がん細胞MCF7細胞における上記試

料による遺伝子発現レベルの変化を、PCR

アレイを用いて調べる。 

①乳がん細胞MCF7の培養：MCF7細胞を

培養し、検査試料を加える。適宜、濃度や、

処理時間を変えて培養する。 

②RNAの抽出： RNeasy Mini Kit及び

RNase-Free DNase Set (Qiagen)を用い

て、RNA抽出を行う。 

③cDNAへの変換：RT2 First Strand Kit 

(SAバイオサイエンス社)により、RNAを

cDNAに変換する。 

④PCR Array：RT2 Profiler PCR Array 

(SAバイオサイエンス社)を用いて、③で作

製したcDNAを鋳型として、購入するリア

ルタイムPCRシステム (ストラタジーン

社)を用いて、real-time PCRを行う。PCR 

Arrayとして、ERのシグナリングに関係し

た遺伝子 (Human Breast Cancer and 

Estrogen Receptor Signaling)、薬物代謝

に関係したp450ファミリー遺伝子、がん遺



 

 

 

伝子、ホルモンレセプター遺伝子(Human 

Cancer Drug Resistance and 

Metabolism)を標的とし、網羅的に解析す

る。その結果、特異的な発現レベルの変化

を示す遺伝子を解析する。 

 

(3) 標的遺伝子発現レベルの解析 

(2)で変化の見られた遺伝子について、以

下の手順に従い、試料濃度や処理時間を変

え詳細な解析を行う。 

①primerの設計 

②乳がん細胞MCF7の培養：(2)の①に同じ。 

③RNAの抽出、cDNAへの変換：上述のよ

うにRNA抽出を行い、RNAをcDNAに変換

する。 

④Real-time PCR：設計したprimerを用い

て、SYBR Green PCR Core Reagentsを使

用して、③で作成したcDNAを鋳型として、

real-time PCRを行う。 

 

(4) MDA-MB-231細胞における遺伝子発

現レベルの解析 

 これまで用いていたMCF7細胞は、ER

を発現している細胞であるが、同じ乳がん

細胞でもERを発現していないとされる

MDA-MB-231細胞について、同様の実験

を行い、遺伝発現レベルの解析を行う。ま

た、その差異についても解析する。 

 

４．研究成果 

(1) ハロゲン化 PAHsの合成及び精製 

ハロゲン化PAHsの合成及び精製は、一

部を除いて、問題なく行うことができた。

Br体の二置換体は、収量が悪かった。 

 

(2) PCRアレイによる遺伝子発現レベルの

網羅的解析 

(1)で合成した試料の中で、PCRアレイ

による遺伝子発現レベルの網羅的解析は、

これまでのCl体に加えて、Br体に注目し、

ま ず 最 初 に BaP の Br 付 加 体 で あ る

6-BrBaPについて行った(Table 1)。今回は、

Human Cancer Drug Resistance and 

Metabolismのパスウェイ解析を目的とし

たPCRアレイを用いた。 

アレイ上の約90遺伝子のうち、BaPと

6-ClBaPとの結果と比較して、Br体でCl

体と同様に発現が増加、あるいは減少した

遺伝子は2種ずつであった。一方、Cl体よ

りも発現が増加した遺伝子が9種あった。

従って、これらの遺伝子については、Br

体の方が遺伝子発現に影響を与えるとい

う可能性も考えられた。また、これらの遺

伝子発現がどのように相互に関わってい

るのかも考察していく必要があると考え

られた。また、他の物質についても解析中

である。 

Table 1  A partial list of genes in PCR arrays. 

 

(3) 標的遺伝子発現レベルの解析 

既 に 報 告 し た 実 験 で 、 9-ClPhe 、

chrysene (Chry)、6-ClChryにおいて、炎

症マーカーであるInterleukin 6 (IL-6)の

発現レベルが上昇していたので、今回も

IL-6に注目した。また、AhR標的遺伝子で

あるCYP1A1とエストロジェン応答遺伝

子であるpS2についても解析を行った。今

回は、Phe、Py、BaP、BaA及びその臭素

置換体である9-BrPhe、1-BrPy、6-BrBaP、

7-BrBaAの8検体を検査試料とした。濃度

はいずれも10-5Mとした。 

IL-6では、対照として行ったエストロジ

ェン (E2)では変化が認められないのに対

し、8検体いずれについても、増加が認め

られた(Fig. 2A)。特に、BaP、6-BrBaP、

BaA、7-BrBaAについては高レベルであっ

た。CYP1A1については、上記の4検体に

ついて、遺伝子発現が高まり、Br体ではや

や低くなる傾向が見られた(Fig. 2B)。さら

に、pS2では、Phe、9-BrPhe、Py、1-BrPy

でやや上昇する傾向が認められた (Fig. 

2C)。 

今後は、(2)の結果で発現レベルに変化があ
った遺伝子について、同様に real-time PCR

を行う予定である。 

 

(4) MDA-MB-231細胞における遺伝子発

現レベルの解析 

E2 に 非 応 答 性 の 乳 が ん 細 胞

MDA-MB-231について、ハロゲン化PAHs 

のうち、特にBaPのハロゲン化物である

ClBaPとBrBaPについて、E2やビスフェノ

ールA(BPA)と比較しながら、MCF7細胞 



 

 

 

 
Fig. 2  Induction of (A) IL-6, (B) CYP1A1, 

and (C) pS2 in MCF7 cells.  The values are 

expressed as potency relative to that of the 

control (DMSO).  

 

と対比させて調べた。 

まず、遺伝子発現解析の前に、細胞増殖

について調べた。この際、cell counting kit 

(Dojin)を用いて、吸光度測定により算出し

た。  MCF7細胞では、E2と同様にBaPや

ハロゲン化BaPでも増殖能が高まり、エス

トロジェン様作用があると考えられたが

(Fig. 3A)、MDA-MB-231細胞では、E2や

BPAと同様、増殖促進作用が認められなか

った(Fig. 3B)。これは、MDA-MB-231細

胞では、ERを発現していないためと考え

られた。 

このことから、両細胞を用いた系で、増

殖能を比較することで、エストロジェン様

物質かどうか、エストロジェン様作用とは

無関係に増殖能を増大、あるいは減少させ

る物質かどうかを容易に判定することが

できることが分かった。 

Fig. 3  Effects of BaP, BrBaP, and ClBaP on cell 

growth of (A) MCF7 and (B) MDA-MB-231 cells.  

The values are relative to the OD 450-630 

obtained with control.  

 

遺伝子発現については、(3)と同じ3種の

遺伝子について解析を行った。pS2の発現

レベルは、MCF7細胞では、E2やBPAと同

様にBaPやClBaPでも増加したが、BrBaP

では高くならなかった(Fig. 4A)。この結果

は、細胞増殖能の結果とは相関していなか

った(Fig. 3A)。MDA -MB-231細胞ではい

ずれの物質でもほとんど変化が認められ

なかった(Fig. 5A)。CYP1A1では、両細胞

とも、BrBaPよりもBaPやClBaPで、発現

量が高まった(Fig. 4B, 5B)。しかし、その

レベルは、MCF7細胞の方が約10倍高かっ

た。IL-6については、MCF7細胞では、BaP

とハロゲン化BaPで増加していたが、

MDA-MB-231細胞では、それに加えて 



 

 

 

Fig. 4  Induction of (A) pS2, (B) CYP1A1, 

and (C) IL-6 in MCF7 cells. 

 

BPAでもやや高くなる傾向が見られた

(Fig. 4C, 5C)。BrBaPでは、CYP1A1とpS2

の発現量の誘導レベルが、BaPやClBaPに

比べて低く、Br化によって細胞に対する作

用が明らかに変化したことがわかった。 
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