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研究成果の概要（和文）：本研究では、エストロゲン刺激に伴って細胞内で進むゲノミック経路とは異なる新たなエス
トロゲン応答カスケードによるシグナル伝達について、シグナル伝達に関わるエストロゲン応答遺伝子の関与を明らか
にするとともに、それらが関与する細胞増殖や細胞運動などが関わる生理機能や性分化などを指標にして新規カスケー
ドについて解析を行った。さらに、そのようなエストロゲン様応答をする天然物由来化合物を明らかにして、エストロ
ゲン製剤や機能性食品などへの応用に関する研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed a novel estrogen responsive non-genomic pathway, which is different 
from the conventional genomic pathway, by focusing on the intracellular signaling pathways and its 
relationship with cell functions, such as cell growth and movement, and cell physiology, such as sexual 
differentiation. We found a new estrogenic signaling cascade, which does not involve cell proliferation, 
from the analysis of natural products, and based on the information obtained, we pursued applications of 
new estrogenic chemicals for development of pharmaceuticals and production of functional foods.

研究分野： 高等動物の分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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。一方で、様々な化学物質がエス
トロゲンと似た効果を示すことが知られて
おり、農薬など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
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： Inoue, Tanji 
and Kiyama, Current Pharmacogenomics 4, 
245-260, 2006）。さらに、様々な化学物質（天
然試料も含めて）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し、エス
トロゲン応答遺伝子の機能をシグナルカス
ケードの観点から包括的に解析した（科学研
究費補助金・基盤 B,平成 21〜23 年度：Dong 
and Kiyama, Food Chem. 113, 672-678, 2009 
他に発表）。特に、エストロゲン様の応答を
引き起こすことが知られているビスフェノ
ール A については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した（Dong, 
Terasaka and Kiyama, Environ. Pollution, 
159, 212-218, 2011）（下図参照）。 

 
これらの研究の過程で、新たなエストロゲ

ンによるシグナル伝達のカスケードの存在
が明らかになってきた。このカスケードは今
まで解析してきた細胞増殖活性を持つ化学
物質とは異なり、遺伝子発現プロファイルに
おいてはエストロゲンと相同性を持つが、細
胞増殖能は有していない。その代表としてブ
レフェルディンＡがあるが、他にも同様の性
質を持つ化学物質が存在すると考えられる。
本研究では、そのカスケードについて研究を
行った。 
 

２．研究の目的 
本研究では、すでに DNA マイクロアレイに

よるトランスクリプトーム解析とプロテオ
ーム解析を通じて明らかになったゲノミッ
ク経路とは異なるシグナル伝達系（ノンゲノ
ミック経路）に関わる遺伝子（タンパク質）
に関して、様々な化学物質に特有な応答を遺
伝子の発現レベルにおいてプロファイリン
グし、さらに新たなエストロゲン応答カスケ
ードについて small G-protein との比較によ
り細胞増殖や細胞運動などの遺伝子機能を
明らかにし、それらの遺伝子機能が実際にど
のような生理機能へと結びついているかを
動物組織の性分化などを指標にして解析を
行う。特に、これまでの我々の解析の結果、
ブレフェルディンＡなど、細胞増殖活性を示
さないがエストロゲン様の遺伝子発現プロ
ファイルを示す化学物質の存在が明らかに
なったことから、それらの化合物について選
択的エストロゲン受容体モジュレータ
（SERM）などのエストロゲン製剤や機能性食
品などへの応用の可能性も含めて生理作用
メカニズムを明らかにするための研究を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
次に示す項目について研究の方法を以下

にまとめた。 
（１）エストロゲン様化学物質による遺伝子
発現プロファイル解析 
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、さらに、
それらのプロファイルを細胞増殖や細胞内
輸送などの遺伝子機能に分けて化学物質の
特徴を解析した。これらに関与するシグナル
カスケードとして、核内あるいは膜エストロ
ゲン受容体を経由するカスケード（ゲノミッ
クあるいはノンゲノミックカスケード）、
GPR30 経由の膜共役系、Ras や MAPK などを
経由する転写活性化経路、さらに、（３）項
で説明する細胞運動関連カスケードなどが
ある。さらに、食用キノコであるアガリクス
の抽出物について解析したところ、MCF-7 細
胞の増殖には影響しないがエストロゲンと
似た遺伝子発現プロファイルを示すことか
ら、新しいエストロゲンシグナルカスケード
の存在が明らかになってきた（Dong et al., 
Microbiol. Res. 167, 231-237, 2012）。こ
の成分を精製したところ、抗癌作用を持つブ
レフェルディンＡであることがわかった。ブ
レフェルディンＡはゴルジ輸送の阻害剤で
あり、small G-protein のうち Arf タンパク
質に結合してその機能を阻害する。したがっ
て、ブレフェルディンＡの関与するカスケー
ドとして、Arf の関与するカスケードを検証
する必要がある。 
本研究では、上記の化合物とブレフェルデ

ィンＡに関して、遺伝発現プロファイル解析
とエストロゲンシグナルカスケードについ



て化合物間の比較を行い、まず、遺伝子発現
プロファイルをもとにしたカスケードの検
証を行う。 
（２）新規シグナル伝達カスケードに関する
検証 
（１）項で検討するカスケードに関して、

すでに明らかにしたカスケードとの共通性
や相違点を検証し、また、シグナル伝達系の
阻害剤を用いることで、新規シグナル伝達カ
スケードについて明らかにする。細胞機能に
は、様々な small G-protein が関与している
ことが知られており、我々もその一部につい
てすでに解析を行ってきた。small G-protein 
は大きく分けて、細胞増殖（Ras など）、細
胞運動（Rho など）、細胞内輸送（Arf など）、
核輸送（Ran など）の機能に分けられる。こ
れらの機能はエストロゲンの機能としても
重要であり、その関係を解析することで、カ
スケードを絞ることが可能になる。本研究で
は、small G-protein に注目して解析するこ
とで、新規カスケードに関して細胞機能を視
点にして解析を行う。 
（３）ラット脳の分化におけるエストロゲン
応答細胞運動関連シグナルカスケードの解
析（連携研究者との共同研究） 
我々はすでに、ラットの脳のエストロゲン

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遺伝子
の 機 能 解 析 を 行 っ た （ Xu et al., 
Neuroscience Let. 2008 他）。さらに、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）の性分化との関連につい
て、細胞移動関連遺伝子に注目して、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（2011 年日本分子生物学会
発表）。本研究では、Rho や Rac1 など細胞移
動関連タンパク質に注目してシグナルカス
ケードを解析し、脳の分化におけるエストロ
ゲンシグナルカスケードを明らかにする。
我々はすでに、細胞移動に関して、small 
G-protein が関与するアクチンストレスフ
ァイバーや葉状仮足（lamellipodium）形成
の メ カニズ ム につい て 報告し て お り
（Kakinuma et al., J. Cell Biol. 2008; Roy 
et al., J. Cell Biol. 2009）、RBD pull-down 
assay など、細胞移動に関するシグナル伝達
解析の実績を有する。本項目では、これらの
実績を利用して研究を行う。 
（４）新規シグナル伝達カスケードに関する
天然物由来化合物を用いた検証 
（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）の解
析に対して応用が可能かを検討する。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（Dong et 
al., Food Chem.Toxicol. 45, 2470, 2007; 
Dong and Kiyama, Food Chem. 113, 672-678, 
2009）。本研究では、すでに遺伝子発現プロ

ファイルを取得した甘草などの漢方生薬や、
今後、健康食品として益々重要になると考え
られるウコンなどの漢方生薬、さらに、きの
こ類から得られる抽出物についてカスケー
ド情報を得て、（２）項で得られた化学物質
によるカスケードと比較して遺伝子機能レ
ベルで効能に関する情報を得る。ここで得た
情報は、創薬ターゲットの探索や健康食品開
発などへの展開にとって重要になると考え
られる。 
 
４．研究成果 
それぞれの項目について以下のように研

究を行った。 
 

・平成 24 年度 
（１）エストロゲン様化学物質による遺伝子
発現プロファイル解析（平成 24〜25 年） 
 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（ノンゲノミック経路）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、2004 年に報告した基本的な仮想カ
ス ケ ー ド （ Tanji and Kiyama, Current 
Pharmacogenomics 2, 255, 2004）に関して
検証を行った。例として、遺伝子発現をもと
にして細胞増殖や細胞内輸送など６つの大
きな機能分類を行い、さらに具体的なカスケ
ードとして Ras superfamily 遺伝子（Rap1GAP、
RhoC、RhoGDI など）、MAPK/AKT2 関連遺伝子
（SH3BP5、RSK、APPL など）、アポトーシス関
連遺伝子（CDKN1A、PKCδ、PIG11 など）など
に関して、エストロゲン応答との関係を確認
した。本研究では、その後分かったビスフェ
ノールＡやゼアラレノンによるシグナルカ
スケードも含めてあらたなカスケードの検
証を行った。 
（２）新規シグナル伝達カスケードに関する
検証（平成 24〜25 年） 
（１）項で解析したシグナルカスケードを

さらに具体的なシグナルメディエータであ
る small G-protein 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機能別
の遺伝子応答プロファイルを取得し、また、
プラスチック原料ビスフェノールＡやカビ
毒ゼアラレノンに関するシグナルカスケー
ドの検証を行った。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（Dong et 
al., Microbial. Res. 167, 231-237, 2012; 
Dong et al., JAFC 61, 128-136, 2013）。な
お、本項目は、平成 25 年まで継続した。 
（３）ラット脳の分化におけるエストロゲン



応答細胞運動関連シグナルカスケードの解
析（連携研究者との共同研究：平成 24〜26
年） 
 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（Xu et 
al., Neurosci. Letts. 436, 35-39, 2008）。
ラット脳（特に脳下垂体視床下部）の性分化
には、エストロゲン刺激による細胞の移動に
よる性差の形成が重要な役割を果たすこと
が知られており、これらの遺伝子のうち、エ
ストロゲンに依存したラット脳の性分化に
関与すると考えられる細胞移動関連遺伝子
について、日齢変動も含めて性分化との関係
をシグナル伝達系の観点から解析した
（Wada-Kiyama et al., BBRC 434, 287-292, 
2013）。 
具体的な方法として、細胞運動に関するシ

グナル伝達解析法を用いる。細胞運動にはア
クチン骨格の制御が重要であり、刺激となる
ホルモンや成長因子の種類によりGTP結合に
よって活性化される small G-protein の種類
により形成される骨格が異なり、したがって、
移動の程度や他の細胞との相互作用など、活
動の度合いも異なる。したがって、まず small 
G-protein の種類を明らかにするために、活
性型（GTP 結合型）タンパク質を RBD−pull 
down assay により定量した。次に、細胞運動
の評価は Applewhite ら（Mol. Biol. Cell 18, 
2579, 2007）が報告した Morphology Test に
より定量的に行った。また、small G-protein
の種類が明らかになれば、その下流にあるシ
グナル伝達系タンパク質の候補も明らかに
なるので、それらについても活性型タンパク
質量の測定などのより実際にシグナルが伝
達されていることを確認した（Wada-Kiyama 
et al., BBRC 434, 287-292, 2013）。なお、
本項目は、平成 26 年まで継続した。 
 
・平成 25 年度 
 以下の３項目については、平成 24 年度に
引き続き平成 25 年度以降も行った。 
（１）エストロゲン様化学物質による遺伝子
発現プロファイル解析（平成 24〜25 年） 
（２）新規シグナル伝達カスケードに関する
検証（平成 24〜25 年） 
（３）ラット脳の分化におけるエストロゲン
応答細胞運動関連シグナルカスケードの解
析（平成 24〜26 年） 
 以下の項目については、平成 24 年度も計
画するが、主要な研究は平成 25 年度以降に
行った。 
（４）新規シグナル伝達カスケードに関する
天然物由来化合物を用いた検証（平成 25〜26
年） 
 
・平成 26 年度 

（４）新規シグナル伝達カスケードに関する
天然物由来化合物を用いた検証（平成 25〜26
年） 
 本研究では、（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
した。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。本研究では、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、ウコン、朝鮮人参などの漢方や、アガ
リクスなどのきのこ類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。さらに、（１）及び（２）項で得られた
シグナルカスケードについて単体の化学物
質と同様に解析することで、複雑な刺激によ
るカスケード解析が可能かについて検証し
た（Kiyama & Zhu, CMLS 71, 2065-2082, 2014; 
Kiyama et al., ET&I 1-2, 16-28, 2014; 
Kiyama, CRC Press, 2015; Kiyama & 
Wada-Kiyama, EI, 2015）。ここで得た情報は、
創薬ターゲットの探索や健康食品開発など
への展開に利用することが可能と考えられ
る。 
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