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内分泌障害抑制作用
機能性食品の開発

(抗環境ホルモン作用)を 持つ

横 田 一 成(島 根大学生物資源科学部教授)

1.は じ め に

様々な形で環境中に放出される種々の合成化合

物が,人 間を含む多様な生物に対して極めて重大

な内分泌障害(環 境ホルモン作用)を 引き起こし

っっあることが近年指摘されてきており,こ の障

害の防止は,そ の発生機構の解明 と共に,緊 急の

最重要課題の一つとなっている1・2)。一方,こ の

ような合成化合物以外に,天 然の化合物,さ らに

は日常の食材に本来含まれる化合物の中にも,内

分泌障害作用を持つものが発見されてきている3>。

しかしながら,外 来の内分泌障害性物質により

引き起こされるとされる障害の多 くは,近 年にな

って顕在化してきたものであり,こ れは,伝 統的

食材は,内 分泌障害性物質に加えてその作用を阻

止する成分,い わば内分泌障害抑制性物質をも含

むが,そ の効果が近年激増した合成化合物により

凌駕されつつあるためとも考えられる。従 って,

食品に含 まれる内分泌障害性及び障害抑制性の両

物質に関する詳細な情報を活用すれば,現 実的に

は避け難い合成化合物への暴露による内分泌障害

を,日 常の食生活の中で安全かっ安価に制御 ・防

止できるような機能をもつ食品を創製しうること

が期待される。

このような新規食品機能の開拓をねらい,本 研

究では,内 分泌障害性及び障害抑制性の両作用を

簡便で短期に検出できる短期検出系の構築 と,そ

れによる食品由来の活性因子の解析を試みた。

2.実 験 方 法

2.1細 胞系及び培養

MCF-7細 胞:転 移性乳癌患者の胸水浸出細胞

から樹立 されたヒトの乳腺上皮由来の癌細胞株で,

エス トロゲン受容体の発現レベルが高く,エ スト

ロゲン投与により,プ ロゲステロン受容体,プ ラ

スミノーゲンアクチベーター,52kDaの 分泌蛋

白質等を発現する。

フェノールレッドを含むダルベコの変法Eagle

培地(DMEM)に,最 終濃度10%の 仔ウシ胎児

血 清(FCS),3mg/500mlの イ ンシ ュ リン,

100units/mlの ペニシリン/ス トレプ トマイシ

ン,1%(v/v)の 非必須ア ミノ酸を添加 し,

5%CO、,95%空 気及び湿度100%の 条件下で,

37℃で培養した。実験を行う前に,こ のフェノー

ルレッドを含む継代培地を除 き,カ ルシウム/マ

グネシウムを含まないリン酸緩衝生 理食塩水

(PBS)で 細胞を洗浄し,0.1%ト リプシンと0.2

%EDTAを 含む混合液で処理して細胞を懸濁し

た後,細 胞の濃度を測定した。フェノールレッド

を含まず,か つ活性炭処理した血清を添加 した培

地に,2～3×105/mlの 濃度 となるように細胞を

懸濁し,48時 間培養して,付 着させた。被検物質

を添加し,6日 間培養した後,種 々の分析を行っ

た。

2.2MCF-7細 胞の全RNAの 調製 とcDNA

の合成

60-mmデ ィッシュに培養したMCF-7細 胞を

エス トラジオールまたはゲニステイン単独,あ る
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いは両者 を合わせて処理した後,グ アニジンイソ

チオシアネー トとR一メルカプトエタノールを含

む破砕用 緩衝液を用い るRNeasyMiniKit

(QIAGEN)に より,全RNAを 高い効率及び純

度で精製 した。1枚 のディッシュか ら,15～60

μgの 全RNAが 得られた。1.2μgの 全RNAを

鋳 型 と し,oligo(dT)、z‐iaプ ライ マ ー 及 び

SuperScriptII逆 転写酵素(GIBCOBRL)を 用

いてcDNAを 調製 した。

2.3各 種mRNAの 検出

各種の薬剤処理において発現の変動が少ないハ

ウスキーピング遺伝子 として,グ リセルアルデヒ

ドー3一リン酸脱水素酵素(GAPDH)を 内部標準

遺伝子 として用いた。このGAPDHに 加え,マ

トリックスメタロプロテアーゼー9(MMP-9),

ペルオキ シソーム増殖因子応答性 レセプター

(PPARγ1及 びPPARγ2)に 特異的なプライマ

ー(表1)を 用い
,MCF-7細 胞の全RNAよ り調

製 した1本 鎖cDNAを 鋳型としてポリメラーゼ

連鎖反応(PCR)を 行った。TaqDNAポ リメ

ラーゼには,通 常のTaqDNAポ リメラーゼ

(TaKaRa),ま たは,TaqDNAポ リメラーゼ

にPyrococcusspeciesGB-D耐 熱性DNAポ リ

メラーゼを加えることでヌクレオチ ドの取込みミ

スを校正する機能を持たせたELONGase酵 素ミ

ックス(GIBCOBRL)を 用いた。

3.結 果 と考察

3.1内 分泌障害性 ・障害抑制性因子の検出系

の構築

MCF-7細 胞は,血 清等に含まれる微量のエス

トロゲン関連物質の影響を敏感に受けるため,血

清を活性炭で処理した後に培養に供した4)。しか

しながら,こ の処理条件は極めてデリケー トで,

活性炭の多寡が細胞の増殖効率に大きく影響 した、

数度にわたる試行錯誤の結果,ほ ぼ適切な培養条

件を確立することができた。

本系で,培 地にエス トラジオール(1nM)を

添加すると,何 も添加 しない場合及び溶媒である

エタノールを添加した場合に比 し,有 意に細胞の

増殖が引き起こされ,こ れは既に報告されている

MCF-7の 挙動 と一致するものであった4・5)。

3.2内 分泌障害性 ・障害抑制性因子による遺

伝子変動の解析

エストラジオール及び大豆に含まれる植物エス

トロゲンであるゲニステインを,そ れぞれ単独あ

るいは組み合わせてMCF-7細 胞に投与して培養

した後,各 ディッシュから全RNAを 精製し,そ

の一定量を用いてcDNAを 調製した。

先ず,ハ ウスキ ー ピング遺 伝子 として,

GAPDHの 検出を試みた。表1に 示したプライ

マー及びTaKaRaTaqDNAポ リメラーゼを用

い,94°C/2分(1サ イクル):94℃/1分,

表1各 種PCR検 出反応に用いたプライマーの塩基配列

60°C/1分,72°C/1分(35サ イクル):72℃/°

10分(1サ イクル)の 温度制御条件でPCRを 行

った。その結果,い ずれの処理を受けた細胞にお

いても,明 確 に特異的な増幅産物が検出された

(図1)。 伸長反応のサイクル数を種々変化 させ

て,GAPDHcDNAの 増幅を精査した ところ,

その発現量は,今 回の各処理においてほぼ一定で

あることが確認された。

次 ぎに,MMP-9の 検出を試みた。MMP-9は,

IV型 コラゲナーゼまたはゼラチナーゼBと も呼

ばれ,癌 細胞の転移性 と密接に関わっている6)。
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図1PCRに よるGAPDHの 検出

内分泌修飾因子で処理したMCF-7細 胞全RNAか ら
調製したcDNAを 鋳型として,GAPDH遺 伝子の発

現をPCRに て検出した。
1薬 剤及び溶媒処理
2° エ タ ノー ル(1.6μ1/m1)

3:エ ス トラ ジ オ ー ル(1nM)

4:ゲ ニ ステ イ ン(20μg/ml)

5:エ ス トラ ジ オ ー ル+ゲ ニ ス テ イ ン

M200-bラ ダ ー

内分泌の撹乱と癌転移との関係は未だ不明なとこ

ろも多いが,本 研究で構築したMCF-7細 胞を用

いた試験系は,そ のような観点からの解析も可能

である。MMP-9の 検出には,TaqDNAポ リメ

ラーゼを用い,94℃/2分(1サ イクル):94°C

/1分,55℃/1分,72℃/1分(25～35サ イク

ル):72°C/10分(1サ イクル)の 温度制御条件

でPCRを 行った。図2に 示すように,約550bp

の特異的生成物を検出することができた。

このMMP-9遺 伝子の発現量を詳細に検討した

結果,エ ストラジオール処理によりMMP-9遺 伝

図2PCRに よ るMMP9の 検 出

レー ン1～5は 図1と 同 様 。

M:100-bラ ダー

子の発現量はやや増大する一方,ゲ ニステイン処

理は逆に減少させ,ま たこれはエス トラジオール

の効果を打ち消すようにも思われた。ゲニステイ

ンは,大 豆の主要なイソフラボンで,代 表的な植

物エス トロゲンの一種であるが,こ の位置づけは,

主に,エ ストロゲンレセプターに対する結合能に

基づいたものである7)。ゲニステインがMMP-9

遺伝子の発現を抑制するとの作用は,エ ス トラジ

オールとは全 く異なり,本 イソフラボンを含む食

用植物,あ るいはそれを用いた種々の伝統的食品

が,未 だ解明されていない未知の多様な有益効果

を有することを強く示唆する。

3.3MCF-7細 胞におけるPPARγ の発現

ペルオキシソーム増殖因子応答性レセプター

(PPAR)は,種 々の脂溶性化合物と結合して,

多様な遺伝子の発現を調節する核内レセプターで

ある。α,δ,及 びγの各サブタイプが,さ らに,

PPARγ にはPPARγ1及 びPPARγ2の2種 のア

イ ソマー が,そ れぞ れ同 定 されて お り,各

PPARサ ブタイプ及びアイソマーはそれぞれ異

な る組 織 分布 を示 す。MCF-7細 胞 で は,

PPARγ サブタイプが検出されているが8),そ れ

が,1及 び2の いずれのアイソマーであるかの明

確な報告はない。今回,先 ず,MCF-7細 胞にお

けるPPAR,1及 びγ2の特異的な検出を試みた。

PPAR,1は,N末 端側28ア ミノ酸領域が欠失した

ものであるが,組 織分布 は両者で異なってい

る9・1°)。表1に 示すように,両 アイソマーにそれ

ぞれ特異的な上流側プライマー,及 び,両 者に共

通の下流側プライマー を用い,ま た,通 常の

TaqDNAポ リメラーゼにPyrococcusspecies

GB-D耐 熱性DNAポ リメラーゼを加えること

により,ヌ クレオチドの取込みミスを校正する機

能を持たせたELONGase酵 素 ミックスを用いて,

94°C/30秒(1サ イ クル):94°C/30秒,58°C/

30秒,68℃/2分(35サ イクル):68℃/10分(1
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図3PCRに よるPPARγ の検出
1:PPARア1特 異的反応
2:PPARrz特 異的反応
M:100-bラ ダー

サイクル)の 温度制御条件でPCRを 行った。そ

の結果,PPAR,1に 特異的な上流側プライマーを

用いた場合のみ適切 なサイズの生成物が得 られ

(図3),こ のものをクローニングして塩基配列を

調べてみると,間 違いなくPPARγ1で あること

が確認された。一方,PPARγ2に 特異的な反応で

は,PCR生 成物は得られなかった(図3)。 この

結 果は,通 常状態 にお けるMCF-7細 胞 は,

PPARγ2で はなく,PPARγ1を 発現していること

を示唆している。PPARγ2は 白色及び褐色脂肪細

胞で主に発現される一方,PPAR,1は 免疫系臓器,

大腸,小 腸,副 腎及び脂肪細胞と,多 様な組織に

おける複雑な生理調節に関わっている。エストラ

ジオール とPPARγ1と の相互作用に関す る知見

は未だ限 られているため11・12),今回検出 された

PPARγ1のMCF-7細 胞内での役割,あ るいは本

細胞のエストロゲン応答性への関与等,興 味深い

検討課題が開かれた。

4.お わ り に

内因性ホルモンであるエストラジオールに対す

る応答性の高いヒト乳癌細胞株MCF-9細 胞を用

い,内 分泌障害性及び障害抑制作用を持つ食品因

子の解析を行うための試験系を先ず構築した。本

系は,エ ストロゲンの作用をよく反映 し,そ の作

用を増強あるいは抑制する食品由来因子を速やか

に解析するに極めて有効である。エストラジオー

ル及び代表的な植物エス トロゲンの1種 であるゲ

ニステインは,GAPDHの 発現には影響 しなか

ったが,MMP-9の 発現はゲニステインにより抑

制され,大 豆関連伝統食品の有用性を改めて示

唆できた。一方,細 胞分化に関わるPPAR,の 検

出系の構築をも合わせて進める中で,MCF-9細

胞がPPARrzで はな くPPARγ1を 発現 している

ことが明かとなり,本 核内レセプターとマ トリッ

クスメタロプロテアーゼー9の発現動向,及 びこれ

らとMCF-9細 胞の乳癌細胞としての挙動との関

連を解析する手掛 りを得ることができた。本試験

系を用いた今後のより幅広い展開が期待される。

この一連の研究を進 めるにあたり,働 浦上食

品 ・食文化振興財団より極めて貴重なご援助を賜

りましたことに心 より感謝いたします ともに,貴

財団の益々のご発展をお祈り申し上げます。
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DevelopmentTrialofFunctionalFoodsProtectingAgainst

Endocrine-Disruption

KazushigeYokota(FacultyofLifeandEnvironmentalScience,ShimaneUniversity)

Variousmodernchemicalcompoundsartificiallyreleasedintonaturalenvironmenthave

beenshowntosignificantlyaffectendocrinehomeostasisoflivingorganismsasiftheyaresome

extrahormonalagentsfromenvironment.Ontheotherhand,suchhormonalactivityhasalso

beendetectedinmanynaturalcompoundsincludingcomponentsoftraditionalfoods.However,

fewproblemofsignificantendocrinedisruptionhaveeverbeennoticedtraditionally,suggesting

thepresenceofcompoundsprotectingagainstendocrine-disruptingeffectoffoodcomponents.

Therecentsignificantproblemofexternalhormonalcompoundscouldbeduetotheoverexpo-

suretomodernchemicalcompounds,overwhelmingtheprotectiveeffectsoftraditionalfood.

Thepurposeofthisstudyistoestablishanconvenientassaymethodtodetecttheendocrine-

disruptingeffectsofvariouscompounds,andtofindendocrine-protectingagentsaswellasnew

disruptingagentsfromfoodcomponents.

Weusedanestrogen-respondingbreastcancercellsline,MCF-7cells,toestablishtheassay

method.Estradiolwasusedasanstandardhormonalcompounds.Asatypicalexternalnatural

hormonalcompound,weusedgenisteinwhichisthepredominantisoflavoneinsoybeanand

alsoknowntoactasanphytoestrogen.Theexpressionofglyceroaldehyde-3-phosphatedehy-

drogenasewasnotaffectedeitherbyestradiol,genistein,orbothofthem,indicatingthatthe

expressionlevelofthisenzymecanbeusedasaninternalstandardtoevaluatetheexpression

ofotherproteins.Next,wetriedtodetectthechangeinthetranscriptlevelofmatrix-metaro-

proteinase-9(MMP-9),whichisoneofthekeyproteasesinvolvedinmetastasisofcancercells.

TheexpressionofMMP-9wasloweredbygenistein,suggestingthatmanyfoodscontainingthis

phytoestrogencouldhavefurtherunknownbeneficialeffectsexpressedviaestrogenreceptor

pathway.AnothertargetinMCF-7cellsareperoxisomeproliferator-activatedreceptors

(PPARS)inthiscells.Thereare3subtypesCa,/3,y),andPPARycontains3iroforms(1,2,

3).PPARyisdetectedinMCF-7cells,althoughitsisoformhasnotbeenidentifiedclearly.In

thisstudy,wedesignedPCRprimersspecifictoPPARisoformsγ1andγ2respectively,andtried

todetectthemseparatelybyPCRusingthespecificprimers.OnlythePPARγ1-specific,butnot

thePPAR,z-specific,primeryieldedspecificproductofanexpectedsize.Thisproductwas

confirmedbyDNAsequencingtobearealproductencodingPPARγ1,suggestingthattheMCF

-7cellsexpressPPARγ1 ,butnotPPARγ2,underusualcondition.ThePPARγ 一isoformsare

distributeddifferentlyandsoexpectedtofunctiondifferently.ThepresenceofPPARγ1inMCF

-7cellswouldsuggestthatPPARγ1mightbeinvolvedintheestrogen-signalinginthiscells ,



34 URAKAMIFOUNDATIONMEMOIRSVol.8(2000)

providingnewsystemtoanalyzethestillunclearinteractionbetweenestrogenandPPARy-

signaling.


