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研究成果の概要（和文）：乳がん細胞MDA-MB-231について、乳がん細胞MCF-7と同様に、PCR Arrayを用いた遺伝子発現
の網羅的解析を行った。また、環境汚染物質として、多環芳香族炭化水素に注目し、benzo[a]pyrene（BaP）とそのハ
ロゲン化物について、両細胞での応答の差異も解析した。
　さらに、環境汚染物質が生体内に取り込まれた際に、その作用は生体内に存在する様々な物質との複合作用として表
れるものと考えた。そこで、BaP及びそのハロゲン化物について、女性ホルモンであるエストロジェン（E2）との共存
下での作用を調べた。その結果、それらはE2のMCF-7細胞への作用に影響を与えることがわかった。

研究成果の概要（英文）：A variety of contaminants are present in the environment. Their effects were 
investigated using human breast carcinoma MCF-7 and MDA-MB-231 cells. The water samples from Tomoe River 
in Shizuoka city and Manyo pond in Tokoha University showed estrogenic and cytotoxic activity. Then we 
focused benzo[a]pyrene (BaP), one of polycyclic aromatic hydrocarbons, and its halogenated derivatives, 
ClBaP and BrBaP. They indicated estrogenic activity. The profile of gene expression of BaP was different 
from that of the natural estrogenic substances such as estrogen (E2) and genistein (Gen). Their combined 
effects were examined using MCF-7 cells. Exposure to 10-6 M BaP led to inhibit the proliferative effects 
of E2. Although 10-5 M BaP itself strongly enhanced cell proliferation, its effect was reduced by the 
addition of E2. Exposure to ClBaP or BrBaP enhanced the proliferative effects of E2. Gen inhibited the 
induction of CYP1A1 and IL-6 gene expression by BaP and BrBaP.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 環境汚染物質　多環芳香族炭化水素　ハロゲン化　エストロジェン　ゲニステイン　遺伝子発現
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１．研究開始当初の背景 
 環境中には、様々な化学物質が存在し、そ
の中には生物にとって有害な汚染物質も多
くある。しかし、実際に生態系にどのような
影響を与えるのかは評価しにくい。 
これまで筆者らは、環境中に検出されるエ

ストロジェン類や多環芳香族炭化水素
（PAHs）及びそのハロゲン置換体について、
それらの合成試料を使い、ヒト乳がん細胞の
培養系に加えることで、細胞への影響評価を
行ってきた。ヒト乳がん細胞としては、エス
トジェン受容体（ER）を発現している MCF-7
細胞と、ER を発現していない MDA-MB-231
細胞の 2 系統を用いた。前者は、細胞増殖が
エストロジェン応答性であり、エストロジェ
ン様物質を検出するために用いる細胞の１
つである。後者は、エストロジェン応答性が
ない細胞である。従って、両細胞が示す増殖
能の増大あるいは減少を比較することで、作
用物質がエストロジェン様物質か否かを判
定することができると考えた。 
また、MCF-7 細胞の遺伝子発現を網羅的

に解析し、発現レベルに変化のあった遺伝子
を選択した。その中で、炎症反応に関わるサ
イトカインである Interleukin-6（IL-6）の発
現レベルが、多くの PAHs で上昇していたた
め、これに注目した。また、PAHs の多くで
発現が上昇するAhR標的遺伝子のCYP1A1、
エストロジェン応答遺伝子である pS2 につ
いても同時に解析を行った。その結果、PAHs
の１つである benzo[a]pyrene（BaP）やその
ハロゲン化物である ClBaP と BrBaP では、
エストロジェン様作用を示すこと、IL-6 や
CYP1A1 の発現が両細胞で増大することが
分かった。 
 
２．研究の目的 
これまで、乳がん細胞 MCF7 において、

PCR Array により、遺伝子発現の網羅的解析
を行ってきた。今回は、まず、ER を発現し
ていないとされる乳がん細胞 MDA-MB-231
について同様の解析を行うことにした。 
さらに、河川水などの環境中の水系、すな

わち環境水から採集した水を、2 系統のヒト
乳がん細胞に曝露し、細胞増殖や遺伝子発現
の解析を行うことで、環境汚染評価を行うこ
とを試みた。 
また、環境汚染物質が生体内に取り込まれ

た際に、その作用は生体内に存在する様々な
物質との複合作用として表れるものと考え
た。BaP は、乳がん細胞の増殖において、エ
ストロジェン様作用を示したが、エストロジ
ェン（E2）、また植物エストロジェンである
ゲニステイン（Gen）、ダイゼイン（Dai）
とは、遺伝子発現レベルにおいては、必ずし
も同じではないという結果も得られている。
そこで、これらが共存した場合に、どのよう
な複合効果が表れるのか、BaP の塩素置換体
や臭素置換体も含めて、検証することにした。 
 

３．研究の方法 
(1) ハロゲン化 BaPの合成及び精製 
既に確立した方法に従い、BaP を親物質と

して、塩素置換体 6-ClBaP が、臭素置換体
6-BrBaP が単離精製された（Fig. 1） 

BaP          6-ClBaP          6-BrBaP 
Fig. 1  Structures of BaP, ClBaP, and BrBaP 

 
(2) 環境水の採集 

静岡県内の河川である巴川（静岡市）や
逆川（掛川市）、常葉大学構内の萬葉植物
園の池、雨水、水道水から環境水をそれぞ
れ採集した。各採集水を濾過滅菌し、減圧
乾固した後、培養液に再懸濁して用いた。 
  
(3) 細胞培養 

MCF-7 細 胞 （ H. Hagenmaier, 
Universty of Tuebingen, Germanyより分
与）、または、MDA-MB-231細胞（静岡
県立大学大学院生活健康科学研究科下位
香代子教授より分与）を、10%牛血清（ICN 
Biomedicals）を含むDulbecco’s modified 
Eagle medium（DMEM）（日水製薬）で、
5%CO2、37℃下で培養した。 
 
(4) 遺伝子発現レベルの網羅的解析 
①MDA-MB-231 細胞を DMEM に懸濁し、
10 cm シャーレに、7.4×105個/dish となる
ように播種した。 
②24 時間後に、培地を活性炭処理した 10%
牛血清（Hyclone）を含む phenol red-free 
DMEM（Gibco）に交換した。 
③さらに 24 時間後に、検査試料を加えた。
Control には、試料の溶媒である DMSO を加
えた。 
④RNA の抽出：試料添加 24 時間後に、
RNeasy Mini Kit 及び RNase-Free DNase 
Set（Qiagen）を用いて、RNA 抽出を行った。 
⑤cDNAへの変換：RT2 First Strand Kit 
（SAバイオサイエンス社）により、RNA
をcDNAに変換した。 
⑥PCR Array：RT2 Profiler PCR Array 
（SAバイオサイエンス社）を用いて、⑤
で作製したcDNAを鋳型として、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を行った。PCR 
Arrayとして、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、
網羅的に解析した。 
  
(5) 細胞増殖試験 
①phenol red-free DMEM に、細胞を懸濁し、
96 穴プレートに、5×103個/well となるよう
に播種した。 



②４時間後、検査試料を一定の濃度で加え、
さらに３日間培養した。陽性コントロール
として、10-12～10-9 M E2を行った。 
③３日後、細胞増殖試験用試薬であるcell 
counting kit-8（Dojin）を各ウェルに加え
ミキシングし、2時間呈色反応を行った。 
④マイクロプレートリーダー EL808
（BioTek）を用い、450 nm（参照波長630 
nm）の吸光度を測定した。 
 
(6) 標的遺伝子発現レベルの解析 
①(4)の①～③と同様に細胞を培養し、検
査試料を加えた。 
②(4)の④と同様にRNAの抽出を行った。 
③ cDNA へ の 変 換 ： Superscript Ⅲ 
First-Strand Synthesis System for RT-   
PCR（Invitrogen）により、RNAをcDNA
に変換した。 
④Real-time PCR：QuantiTect SYBR Green 
PCR Master Mix（Qiagen）を使用して、③
で作成した cDNA を鋳型として、real-time 
PCRを行った。標的遺伝子は、pS2、CYP1A1、
IL-6 とした。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子発現レベルの網羅的解析 
 既に乳がん細胞 MCF7 において、PCR 
Array により、遺伝子発現の網羅的解析を行
ってきたが、ER を発現していないとされる
乳がん細胞 MDA-MB-231 についても同様の
解析を行った。その結果、両細胞において、
様々な遺伝子の発現レベルが異なっていた
が、特に ER αの発現量が MCF7 細胞にお
いて MDA-MB-231 細胞の数千倍高く、また
V-erb、Retinoid X receptorα、AR など多く
の遺伝子において MDA-MB-231 細胞での発
現量が低かった。 
さらに、BaPとBrBaPの曝露では、ABCG2

や CYP1A1 のように、MCF7 細胞と同じく
発現が上昇した遺伝子もあったが、発現量に
変化のない遺伝子も多く存在した。一方、
MCF7 では変化のなかった Retinoic acid 
receptor で、発現量が高くなり、細胞によっ
て応答性に違いが認められた。また、Br 体で
は MCF7 と同様に CYP1A1 の発現量が低か
ったが、低発現の ER は BaP 曝露により発現
量が高まった。  

 
(2)  環境水の汚染評価 
河川などから採集した環境水を、細胞に暴

露し、細胞増殖や遺伝子発現の解析を行った。 
巴川上流水（TU）は、MCF-7 細胞の増殖

能を濃度依存的に高め、MDA-MB-231 細胞
の増殖能には影響を与えなかったので、エス
トロジェン様物質が含まれていると考えら
れた（Fig. 2）。巴川下流水（TD）では、両
細胞とも濃度依存的に増殖能が低下したこ
とから、細胞毒性があると考えられた。 
遺伝子発現については、IL-6 の遺伝子発現

レベルを上昇させた環境水もあり、細胞に何

らかの炎症作用を引き起こすような物質が
存在している可能性が示された（Fig. 3）。 

Fig. 2  Effects of the water samples on the growth 
of MCF-7 cells. 

Fig. 3  Induction of IL-6 in MCF-7 cells. 
 
(3) BaP 及びそのハロゲン化物のエストロ
ジェン作用に及ぼす影響 
ヒト乳がん細胞MCF-7を用いて、E2、Gen、

Dai、BaP、ClBaP、BrBaP を組み合わせて
曝露し、細胞増殖試験と遺伝子発現解析を行
った。 
① 細胞増殖試験 
 まず、E2と、GenやDaiとを共存させた。
10-12 M E2とGenの共曝露では、単独Gen
の作用が表れ、10-11 M E2では、低濃度の
GenでE2の効果が表れた。10-10、10-9 Mの
E2では、低濃度のGenでE2の効果が表れ
たが、Genが高濃度になると、むしろE2

の作用を抑制した。Daiも同様であった。 
E2とBaPを共に曝露させると、10-7 Mの

BaPでは、E2単独と同程度であったが、 
10-6 MのBaPでは、10-10、10-9 MのE2の増
殖作用を抑制した（Fig. 4）。10-5 MのBaP
でも、もともと細胞増殖作用が強く認めら
れるが、10-10、10-9 Mといった高濃度の
E2存在下では、細胞増殖能はE2単独の効
果と同等までに低下した。 

同様に、GenとBaPを共に曝露させると、
10-8、10-7 MのBaPでは、Genの作用が維
持されたが、10-6 MのBaP下では、Genの
増殖作用を顕著に抑制した。10-5 MのBaP
でも、10-5 Mの高濃度のGenに対して、そ
の効果を抑制することが認められた（Fig. 
5）。Daiでは、10-8、10-7 MのBaPでは、 
10-5 Mの高濃度のDaiに対して、その効果 
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を抑制する傾向が認められた。10-6、10-5 M
のBaPでは、BaPの作用が維持された。 

Fig. 4  Effects of E2 and BaP on cell growth of 
MCF-7 cells. 

Fig. 5  Effects of Gen and BaP on cell growth of 
MCF-7 cells. 

 
 次に、ClBaPとBrBaPで同様の実験を
行った。ClBaPでは、E2と共に曝露させ
ると、E2単独の細胞増殖作用よりも、濃
度依存的に増殖能が上昇した（Fig. 6）。
BrBaPも、ClBaPと比較すると弱いなが
ら、同様の傾向が認められた。ClBaP 、
BrBaP は弱いエストロジェン作用を示
すことがわかっているので、その効果が
E2に加わったものと考えられた。 

Fig. 6  Effects of E2 and ClBaP on cell growth of 
MCF-7 cells. 

 
② 標的遺伝子発現レベルの解析 

上記の結果を踏まえて、いくつかの組み
合わせでMCF-7細胞に曝露し、遺伝子発
現レベルの変化を調べた。 

pS2 は、E2により、その発現レベルが高ま
ることが知られている。10-10 M E2と 10-6 ま
たは 10-5 M Gen の組み合わせでは、単独で

発現量が高い Gen での結果と同等になった。
E2と Dai の組み合わせでは、単独のものより、
低い傾向が見られた。10-5 M や10-6 MのBaP
と、E2 、Gen、 または Dai の共曝露では、
後者単独に比べ、pS2 発現のレベルを低下さ
せる傾向があった。ClBaP と BrBaP は、BaP
に比べ pS2 の発現量が低いが、E2 との共曝
露では、E2の作用をやや抑える傾向にあった。 

CYP1A1 は、PAHs で発現量が高まること
が知られている。10-5 M BaP に 10-5 M Gen
を共存させると、BaP による CYP1A1 発現
誘導をやや抑制したが、E2や Dai ではその傾
向は認められなかった。10-6 M BaP では、
Gen により濃度依存的に抑制された。BrBaP
では、E2や Gen により CYP1A1 の発現が抑
制された（Fig. 7）。 

Fig. 7  Induction of CYP1A1 in MCF-7 cells. 
 
炎症マーカーである IL-6 は、E2 、Gen、 

Dai では発現は上昇しないが、BaP では高ま
ることが確認されている。Gen は、BaP によ
る発現誘導を濃度依存的に抑制したが（Fig. 
8）、E2 や Dai では抑制傾向は認められなか
った。ClBaP と BrBaP では、E2との共存下
でやや上昇傾向も認められたが、BrBaP では、
Gen により濃度依存的に IL-6 の発現が抑制
された。 
以上のことから、BaP、ClBaP 、BrBaP

を比較すると、エストロジェン作用に対する
効果が異なることが考えられた。 

Fig. 8  Induction of IL-6 in MCF-7 cells. 
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