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研究成果の概要（和文）：ビスフェノールＡ（BPA）は乳がん細胞増殖作用を示す。我々は、エストロゲン受容体（ER
）とエストロゲン関連受容体（ERR）が共存すると、BPA活性が相乗的に増強されることを発見した。本研究では、この
増強作用の分子機構解明に取り組んだ。まず、乳がん細胞に存在するER とERR を調べ、BPA暴露による発現量変化を解
析した。その結果、ERα、ERRαとERRγの活性増強への関与が判明した。また、コアクチベーターも特定のものが関与
していることが判明した。さらに、BPAが結合するのはERで、ERRは協働作用に働くこと、DNA結合エレメントには必須
な構造要因があることなどが判明した。

研究成果の概要（英文）：Bisphenol A (BPA) increases tumor cell proliferation in breast cancer. We 
discovered that BPA’s estrogen-like activity reinforced is due to the cooperative stimulative 
interaction between the estrogen receptors (ERs) and the estrogen-related receptors (ERRs). The aim of 
this study is to elucidate the molecular mechanism of this interaction in the breast cancer cell. We 
first analyzed the gene expression of ERs and ERRs with and without BPA administration, and it was found 
that ERα and either ERRα or ERRγ cooperate for stimulative activity reinforcement together with a 
certain participation of some coactivators. In addition, we found that BPA binds to ER, to which ERRs 
work cooperatively. It was also clarified that, for cooperative function between ERα and ERRs, DNA 
requires a specific structure of ERE element for binding of ERα. It was also revealed that ERα and ERRs 
function as a homodimer for activity enhancement, although their direct interaction has not been 
observed.

研究分野：環境解析学
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１．研究開始当初の背景 
⑴ 本研究に関連する国内・国外の研究動向 
 生活環境中の有害化学物質であるビスフ
ェノールＡ（BPA）は、プラスチックやエポ
キシ樹脂の原料として 1950 年代から広く使
用されてきた化合物であり、近年、乳がん患
者数増加の原因の一つである。乳がん細胞の
増殖は、がん細胞中のエストロゲン受容体
（ER）にエストロゲンが結合し、転写活性化
されることで起こる。しかし、BPAと ERの
結合性はエストロゲンの1,000 – 10,000分の1
ときわめて弱く、したがって、かなり強い
BPA のエストロゲン様活性の分子機構の解
明が待たれている。 
 こうしたなか、申請者らは、『BPA が核内
受容体の 1種 ERRγに天然ホルモン並みに非
常に強く結合する』こと、『CV-1細胞におい
て、ERと ERR、あるいは ERRを共存させ
ると、BPAの作用は大きく活性増強される』
ことを発見した。これら全く予想外の発見に
より、BPAの真正な生理作用を解析、理解す
る端緒を世界で始めて切り開いた。BPAが乳
がん細胞の増殖作用を示す分子機構の解明、
特に協働作用の機作の解明においては緊要
の研究課題となった。 
 
⑵ 着想に至った経緯とその内容 

2008 年 9 月、アメリカ国家毒性プログラ
ム・NTP は、「化学物質・BPA は、胎児、乳
幼児において、特に脳神経系、生殖系で悪影
響が懸念される」とする最終報告書を発表し
た。こうしたなか、「BPA の特異的な受容体
は ERRである」、「ER と ERR が共存すると
BPAの作用が増強される」という我々の研究
グループの結果は、BPAの真正な生理作用を
解析する上できわめて有力な端緒となると
思われた。ところで、乳がん細胞には、ER
の 2 種（ER、ER）、ERR の 3 種（ERR、
ERR、ERR）がすべて存在するが、これら
受容体が共存する生理学的影響は全く研究
されていない。こうした研究背景により、BPA
が乳がん細胞の増殖作用を示す分子機構の
解明が可能となる、という着想に思い至った。 
 近年、DVD や携帯電話などの製造に不可
欠な高性能プラスチックとしてさまざまな
BPAの構造類似体が続々と開発され、これら
「新世代ビスフェノール」の悪影響が心配さ
れている。こうしたなか、我々は複数の新世
代ビスフェノールがERやERRに強く結合す
ることを発見し、その中でもビスフェノール
AFは ERに強く結合し、ERを活性化するア
ゴニスト、ERの活性化を抑制するアンタゴ
ニストとして作用することを世界に先駆け
て発見した。こうした新世代ビスフェノール
に関して、特に ERと ERRの相互作用を介し
た悪影響の解析が強く求められている。 

 
２．研究の目的 
 「１．研究開始当初の背景」で述べた通り、
BPAによる乳がん細胞の増殖が観察され、環
境有害化学物質の新たな問題となっている。
しかしながら、BPAの ERとの結合は非常に
弱く、「なぜビスフェノールＡが強く作用す
るのか？」は現在まで未解明である。一方、
BPAはエストロゲン関連受容体 γ型（ERR）
と非常に強く結合するものの、ERRを基盤以
上には活性化することはないため、乳がん細
胞増殖の機構を説明しない。本研究の最大の
目的は、乳がん細胞において ERと ERRが協
働作用し、BPAが増殖作用を示すメカニズム
があるのか？ を調べ、あればそれを分子レ
ベルで解析し、解明することである。 
 
３．研究の方法 
⑴ プラスミドの作製 
 変異受容体発現プラスミドおよびホタル
ルシフェラーゼレポータープラスミドは、特
異的プライマーを用いて PCR により増幅し
て得た。それぞれにエストロゲン受容体応答
配列（ERE）を配するプラスミドを設計・合
成し、アニーリング法により得た。得られた
産物を適切な制限酵素で消化の後、発現ベク
ターpcDNA3.1、あるいはレポーターベクター
pGL3に導入した。配列は DNAシーケンサを
用いて確認した。 
 
⑵ 細胞培養 
 常法に従い、乳がん細胞MCF-7、及び T47D
細胞を Eagle’s MEM培地（10%血清、0.1 mM 
NEAA、1 mM Sodium Pyruvateを含む）で培
養した。MDA-MB-361細胞を L15培地（2 mM 
glutamine、15%血清を含む）で培養した。ア
フリカミドザル腎臓由来 CV-1細胞を Eagle’s 
MEM 培地（10%血清を含む）で培養した。
培養に用いた血清は、内在性の低分子化合物
を取り除くためにデキストラン被膜活性炭
処理した。 
 
⑶ 化学物質暴露およびトータルRNAの抽出 
 MCF-7細胞、あるいは T47D細胞に任意の
濃度の 17-estradiol (E2)、あるいは BPAを暴
露した。24 時間、あるいは 48 時間暴露した
後、細胞を回収し、トータル RNA を抽出し
た。次いで、逆転写により cDNAを得た。 
 
⑷ リアルタイム PCR mRNAアッセイ 
 乳がん細胞における内在性核内受容体５
種、転写共役因子５種の mRNAの発現量つい
て、それぞれに特異的なプライマーを用いて
標準 DNA プラスミドを作製した。⑵で調製
した乳がん細胞の cDNAに対して、化合物暴
露の有無により内在性遺伝子の発現量を定



量・比較した。定量測定における平準化には、
GAPDH (glycerol-3- phophate dehydrogenases) 
mRNA を標準に用いた。リアルタイム PCR
は、96穴プレートを使用する方法で実施した。 
 
⑸ レポーター遺伝子アッセイ 

MCF-7細胞、あるいは CV-1細胞に、核内
受容体 ERs、あるいは ERRs のプラスミドを
単独、あるいはそれぞれを組み合わせて細胞
に共発現させた。その際、受容体の活性を検
出するために、EREのルシフェラーゼのレポ
ータープラスミドを用いた。細胞への発現プ
ラスミドの導入には、lipofectamine とプラス
試薬を用いた。24時間後、E2、あるいは BPA
任意の濃度を暴露した。さらに、24時間後に
ルシフェラーゼ活性を測定・評価した。 

 
⑹ 受容体タンパク質間の相互作用の解析 
 ERとERR受容体タンパク質間の相互作用
を観察するために、蛍光核が近接すると発光
する検出法のキットを用いて実施した。まず、
ERαとERRαのモノマー遺伝子、あるいは強制
ダイマー遺伝子についてプラスミドを作製し、
CV-1細胞に導入した。48時間後、タンパク質
間相互作用を蛍光シグナルとして蛍光顕微鏡
で観察・検出した。 
 
４．研究成果 
⑴ BPA 暴露による内在性遺伝子の発現量へ
の影響 
 BPA 暴露による乳がん細胞の増殖作用を
調べるため、まず、 MCF-7 、 T47D、
MDA-MB-361 細胞の３種乳がん細胞におい
て、内在性核内受容体の発現量を調べた。す
なわち、ER２種、ERR３種の遺伝子発現量を
解析した。いずれの細胞においても、ERαの
発現量は多く、これに対して ERRα と ERRγ
の発現量は一定量を確保されるものの、わず
かであった。しかし、ERβと ERRβは非常に
低発現であることが分かった。   
 転写共役因子ステロイド受容体コアクチ
ベーターSRC1、SRC2、SRC3、及びペルオキ
シソーム増殖剤活性化受容体γ共役因子
pGC1α、pGC1βの合計５種の共役制御因子に
ついて調べた。SRC3、及び SRC1は多く発現
し、SRC2は中程度、pGC1αと pGC1βは低発
現であることが判明した。 
 MCF-7で BPAの活性増強を調べたところ、
SRC1 以外の全てのコアクチベーター遺伝子、
及び全ての核内受容体遺伝子の発現量が減
少することが明らかとなった。これは E2 投
与でも同様に起こった。 
 
⑵ 遺伝子の導入による BPAの活性増強解析 
 MCF-7細胞にERとERR受容体の各発現プ
ラスミドを単独あるいは組み合わせて導入

し、BPA暴露による活性変化を調べた。その
結果、ERα、ERRα、あるいは、ERRγの発現
は BPA活性を増強した。これは内在性核内受
容体との協働作用による増強と思われた。一
方、ERβ、ERRβ 発現は活性を抑制し、これ
らの核内受容体に何らかの協働的な抑制作
用が存在することを示唆した。この事例の詳
しい解析はこれまでになく、今後の課題であ
る。 
 
⑶ BPA が活性増強のために結合する受容体
の同定 
 ERα/ERRα、あるいは ERα/ERRγ 発現系に
おいて、BPAが結合する受容体を同定するこ
とにした。BPA が結合できない ERα および
ERRγ変異受容体を作製し、これらを CV-1細
胞に発現し、レポーター遺伝子アッセイによ
り解析した。その結果、BPAのエストロゲン
様活性は BPA が ERα に結合して発揮される
ことが明らかとなった。そして、ERR、及
び ERRには BPAは結合する必要はないこと
が判明した。ERR、ERRは ERに協働的に
作用し、BPAの結合依存的に ERの活性を増
強することが明らかとなった。 
 
⑷ DNAエレメント構造によるBPA活性増強
への影響 
 DNA上に構築したEREエレメントは、３回
リピートである。今回、DNAに活性増強に必
要な構造要因を解明するため、この繰り返し
（リピート）数の影響を調べた。１〜５回リ
ピートのEREを持つレポーター遺伝子アッセ
イの結果、４回リピートで最大になった。リ
ピート間の塩基数は、２重らせん構造におけ
るピッチのおくりを規定する。10〜11 bpは１
ピッチの間隙をつくることになる。今回、３
回リピートでリピート間スペースについて11、
22、33 bpのスペースで検討したところ、22 bp
で最大になった。このように、DNAのエレメ
ント構造にはER-ERRの協働作用発現に必須
な構造要因があることが判明した。 
 
⑸ 受容体の相互作用による BPA活性増強へ
の影響 
 これまでの解析から、BPAによって活性増
強が起こる機作作業仮説として、『ER、ERR
ともにホモダイマー構造を形成し、受容体ホ
モダイマーどうしがテトラマーとして他の
転写因子と巨大複合体を形成する』モデルが
考えられた。そこで、両受容体ホモダイマー
間の相互作用についてタンパク質断片コン
プリメテーション法で調べたところ、この方
法に関する限り直接的な相互作用はないこ
とが判明した。 
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