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研究成果の概要：環境中の化学物質や、食品中の成分、薬剤の中にはエストロゲンなどのヒト

が持つホルモンと構造が似たものがあり、それらを摂取することによって正常なホルモンの働

きに悪影響が起こることが懸念されている。本研究では、培養細胞にエストロゲン様の化学物

質を加えてその影響を調べたところ、DNAメチル化を担う遺伝子の発現が変化したことから、
エピジェネティクスという遺伝子発現の調節機構に影響が起こることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒトをはじめ、様々な生物のゲノムプロジェ
クトにより、ゲノム DNA 上の遺伝子配列が解
読されたが、それらの遺伝子の発現を時間的、
空間的に制御するメカニズムであるエピジ
ェネティクスの研究が重要性を増している。 
DNA メチル化やヒストン修飾などのエピジェ
ネティックな制御システムが、細胞・組織特
異的な遺伝子の発現、機能的分化など、様々
な生命現象に関与していることが分かって
来ている。また、それらエピジェネティクス
のシステムの破綻により、癌をはじめとして、

インプリンティング関連疾患や精神神経障
害など様々な疾病が起こることが明らかと
なって来ている。 
 
しかし、そのようなエピジェネティクスの異
常を起こす環境因子についての知見は限定
的であり、その作用メカニズムについても不
明なものが多く、今後解明していくことが望
まれる重要な課題である。現在知られている
例として、加齢、ウイルス感染、喫煙、メチ
ル基供与体欠乏食や一部の薬剤などがあり、
DNA メチル基転移酵素阻害剤やヒストン脱ア
セチル酵素阻害剤は癌の治療への応用が行
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われている。 
 
我々は、合成女性ホルモンのジエチルスチル
ベストロール(DES)が生殖器に与える影響に
ついて、エピジェネティクスの観点からの研
究を行ってきた。妊婦が妊娠中に流産防止薬
として DES を服用することによって、生まれ
た子供に生殖器系の癌や奇形が発生したこ
とが知られており、またマウスを使用した実
験モデルにおいても、胎児・新生児期での DES
への曝露によって、生殖器系の癌や精子数の
減少や運動能低下、特定遺伝子の恒常的な発
現増加または減少などが起こることが報告
されてきた。 
そこで、我々はこれらの影響にエピジェネテ
ィクスの異常が関与していることを考え、マ
ウス新生児に DES を投与し、雄の精巣上体お
よび雌の子宮での DNA メチル基転移酵素の
mRNA発現解析およびゲノムDNAメチル化の網
羅的解析を行った。その結果、精巣上体にお
いて DNA メチル基転移酵素の mRNA 発現増加
と DNA メチル化の異常を、子宮において DNA
メチル基転移酵素の mRNA 発現減少と DNA メ
チル化の異常を見出した。また、両者におい
て、DNA メチル基転移酵素の発現量は転写因
子の Sp1 または Sp3 の mRNA 発現量との相関
が見られた。 
 
本研究では、これらの研究成果を背景として、
培養細胞とエストロゲン作用を持つ数種の
化学物質を用いて、DNA メチル基転移酵素の
発現や、作用経路の分子的なメカニズム等に
ついて明らかにして行こうと計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、数種の子宮癌由来の培養細胞等
を用いて、以下の点について明らかにするこ
とを目的とした。 
 
(1)ジエチルスチルベストロール(DES)への
曝露により、DNA メチル基転移酵素 Dnmt1、
Dnmt3a、Dnmt3b の mRNA レベル、タンパクレ
ベルでの発現がどのように変化するのかを
調べる。また、その曝露濃度依存性について
明らかにする。 
 
 
(2)ゲノム全体での DNA メチル化レベルへの
影響を明らかにする。先行研究においては
Restriction Landmark Genomic Scanning 法
という網羅的手法によってDNAメチル化の解
析を行ったが、一度に解析できる部位が多く
なかったことや、多くのサンプルを解析する
ことが技術的に困難だったことから、定量的
な解析には至らなかった。本研究では、まず

ゲノム全体のDNAメチル化への影響を定量的
に解析する。 
 
(3)転写因子 Sp1、Sp3 の mRNA レベル、タン
パクレベルへの影響を明らかにする。 
Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b の発現は、転写因子
の Sp1、Sp3 によって制御されるという報告
があるが、我々の先行研究においても、Dnmts
の mRNA 発現と Sp1、Sp3 の mRNA 発現の間に
は相関関係が見られた。本研究では、Sp1、
Sp3のmRNAレベルに加えてタンパクレベルで
の発現や曝露濃度依存性についても明らか
にする。 
 
(4)内在性エストロゲンの 17Eエストラジオ
ール(E2)による影響との比較を行う。 
E2 は in vitro でエストロゲンレセプターへ
の親和性がDESとほぼ等しいにもかかわらず、
我々の過去の研究において、新生児期マウス
に投与した場合その影響はDESとは異なり作
用も弱かった。DES にはエストロゲンレセプ
ターを介さない作用メカニズムが存在する
ことが予想されている。その候補として、
Estrogen Related Receptor (ERR)が存在す
る。ERR は E2 をリガンドとしないが、DES を
リガンドとする。E2と DES による影響の差が
見られた場合、ERR が関与しているかどうか
について明らかにする。 
 
(5)エストロゲン作用を持つ他の物質による
影響と比較する 
内分泌撹乱作用をもつ化学物質のビスフェ
ノール A、植物エストロゲンのゲニステイン、
ワインに含まれるポリフェノールのレスベ
ラトロールなどを用いてその影響を調べる。
環境汚染物質や、食物に含まれる成分が人体
へ及ぼす影響を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
先行研究ではマウスを用いて in vivo の実験
で精巣上体及び子宮の解析を行ったが、本研
究では、より直接的な影響を調べることがで
き、遺伝子機能の操作も比較的容易な in 
vitro の実験系の構築を行うことを目標とす
る。精巣上体の細胞株は入手が困難であり、
マウスを用いたモデルで子宮への影響の方
が大きかったことから、本研究では数種類の
子宮体癌・子宮頚癌細胞株を用いることとし
た。また、当初の計画にはなかったが、乳癌
細胞もエストロゲンに感受性が高いことか
ら同時に実験に用いた。 
 
細胞の培地中にジエチルスチルベストロー
ル（DES）、17Eエストラジオール(E2)、を添
加し、以下の項目について検討し、比較を行
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った。 
細胞は子宮癌細胞の HEC-1-A、Ishikawa、乳
癌細胞の MCF-7 を用いた。 
 
(1)細胞増殖率、毒性の検討及び溶媒の影響
を調べた。 
細胞を通常の培地で培養後、チャコール処理
FBS を添加したフェノールレッドフリーDMEM
で 24 時間培養し、DES または E2 を含む培地
に交換して 3時間～72時間培養した。DES ま
たは E2の濃度は 10 pM～20 PM とした。DES、
E2 はジメチルスルホキシドに溶解した。細胞
の増殖率は WST-1 試薬を用いて解析した。 
 
(2)DNA メチル基転移酵素 Dnmt1、Dnmt3a、
Dnmt3b の発現を mRNA 及びタンパクレベルで
測定した。 
mRNA 量は SYBR green I を用いたリアルタイ
ム RT-PCR 法を用いて解析した。タンパク質
の発現量はウェスタンブロッティング法を
用いて解析した。 
 
(3)転写因子 Sp1、Sp3 の発現を解析した。 
以前の我々の in vivo での研究において
Dnmts の mRNA 発現と、転写因子 Sp1、Sp3 の
mRNA 発現に相関が見られたことから、培養細
胞系においても Sp1、Sp3 の mRNA の発現を調
べた。解析はリアルタイム RT-PCR 法を用い
た。 
 
(4)エストロゲンレセプター阻害剤および
MEK 阻害剤の影響を調べた。 
DES、E2 は共にエストロゲンレセプターに結
合して作用することから、エストロゲンレセ
プター阻害剤の ICI182,780 を加えてその影
響を調べた。また、Dnmts の発現は ERK/MAP
キナーゼ経路によって制御されている可能
性があることから、MEK 阻害剤の PD98059 を
加えてその影響を調べた。 
ICI182,780 および PD98059 は DES または E2
を加える 1時間前から添加した。 
 
(5)エストロゲン関連レセプター（ERR）の発
現解析を行った。 
DESとE2は共にエストロゲンレセプターに結
合するが、前者はERRにも結合するのに対し、
後者は結合しないため、実験に用いた細胞に
おける ERR（ERRD、ERREおよび ERRJ）の発現
をリアルタイムRT-PCR法を用いて解析した。 
 
 
 
 

４．研究成果 
 
本研究では 2種類の子宮癌細胞 HEC-1-A およ
び Ishikawa と乳癌細胞 MCF-7 を用いて、培
地へのエストロゲン様化学物質の添加が DNA
メチル基転移酵素 Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b の
発現に与える影響について検討した。エスト
ロゲン作用を持つ物質として、天然エストロ
ゲンの 17 エストラジオール（E2）および合
成エストロゲンのジエチルスチルベストロ
ール（DES）を使用した。 
 
Ishikawa 細胞では mRNA レベルで DNAメチル
基転移酵素の発現に変化が見られなかった
ため、以後の解析には使用しなかった。
HEC-1-A 細胞では高濃度（10～20 PM）の DES
に曝露されたときに Dnmt3a、Dnmt3b の mRNA
の発現低下が見られた（図 1）。しかし、高濃
度のDESを添加したときには細胞増殖率の低
下と細胞死が観察された。 
一方、乳癌細胞 MCF-7 では幅広い濃度（10 pM
～10 PM）の DES への曝露で Dnmt1、Dnmt3b
の mRNA 発現が上昇していた（図 2）。乳癌細
胞では E2への曝露でも同様な遺伝子発現変
化が観察されたが（図 2）、子宮癌細胞では
E2への曝露では遺伝子発現変化は観察され
なかった。 
エストロゲンレセプター阻害剤

ICI182,780 を培地中に加えたところ、これら
の遺伝子発現変化が部分的、または完全に阻
害された。 
 
 
図 1 HEC-1-A細胞における DNA メチル基転
移酵素 mRNA の発現量 
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図 2 MCF-7 細胞における DNA メチル基転移
酵素 mRNA の発現量 
 
 
また、子宮癌細胞 HEC-1-A と乳癌細胞MCF-7
の培地中に DES または E2を添加し、DNA メチ
ル基転移酵素 Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b のタン
パク質の発現量をウェスタンブロッティン
グ法で解析した。 
子宮癌細胞では10～20 PMの高濃度のE2、DES
で Dnmt3a、Dnmt3b のタンパク質が減少して
いたが、乳癌細胞では 10 pM～10 PM の濃度
で Dnmt1、Dnmt3b のタンパク質は逆に増加し
ていた。 
mRNA とタンパク質の発現変化には相関があ
ったが、細胞の種類によって逆の結果となっ
た。 
 
使用した細胞のエストロゲンレセプター
（ER）及びエストロゲン関連レセプター
（ERR）の発現を調べたところ、HEC-1-A 細胞
では ERDの発現量は小さかったが、MCF-7 細
胞では大きかった。一方、ERRの発現につい
ては両者に大きな違いはなかった。当初
HEC-1-A細胞で見られたDESとE2への反応性
の違いはERRの発現量の差に由来すると予想
していたが、原因は他にあると考えられた。 
 
DNA メチル基転移酵素（Dnmts）の発現制御機
構については未だに明らかにされていない
ものの、転写因子 Sp1、Sp3が関与している
との報告があり、我々の過去の研究において
も Dnmts の発現量と Sp1、Sp3 の発現量の間
に相関が見られた。しかし、本研究において
は、HEC-1-A 細胞、MCF-7細胞における Dnmts
の発現変化と Sp1、Sp3 の発現変化の間に相
関は見られなかった。 
Sp1、Sp3 の他に、Dnmts の発現制御に ERK/MAP
キナーゼ経路が関与することが報告されて
いる。本研究でも、MEK（MAP キナーゼキナー
ゼ）阻害剤の PD98059 を添加することによっ
て、DNA メチル基転移酵素の発現が低下する

ことが認められた。エストロゲン様物質が
ERK/MAP キナーゼ経路を活性化するのかどう
か今後の検討が必要と思われた。 
 
本研究から、エストロゲン様物質を培地に添
加することにより、DNA メチル基転移酵素の
発現が変化することが分かったが、その細胞
による詳細なメカニズム、関与するレセプタ
ー等の分子などは明らかとなるまでには至
らなかった。また、本研究で観察された DNA
メチル基転移酵素の発現変化が、実際にどの
程度の影響（DNA メチル化の変化やそれによ
る細胞機能の変化等）を及ぼすのかについて
も今後の検討課題として残った。 
 
近年、in vivo のレベルで、内分泌撹乱物質
や低栄養などがDNAのメチル化などのエピジ
ェネティクスに及ぼす影響が報告されてき
ているが、その細胞レベル、分子レベルでの
メカニズムは未だに明らかにはなっている
とは言い難い。それを明らかにするための実
験モデルの一つとして、本研究が発展し、貢
献していくことを期待したい。 
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