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Abstract:… A… variety… of… contaminants… such… as… polycyclic… aromatic…

hydrocarbons… (PAHs)…and… their…halogenated…derivatives…are…present… in…

the…environment.… …Their…effects…on…cell…proliferation…and…gene…expression…

have…been… investigated…using…human…breast… carcinoma…cells.…We… focused…

benzo[a]pyrene…(BaP),…one…of…PAHs,…and…its…halogenated…derivatives,…ClBaP…

and…BrBaP.…They… indicated… estrogenic…activity.…However,… the…profile…of…

gene…expression…of…BaP…was…different…from…that…of…the…natural…estrogenic…

substances…such…as…estrogen…(E2),…genistein…(Gen),…and…daidzein…(Dai).…In…this…

study,…the…combined…effects…of…E2,…Gen,…Dai,…BaP,…ClBaP,…and…BrBaP…on…cell…

proliferation…and…gene…expression…of…pS2,…CYP1A1,…and…IL-6…were…examined…

using…human…breast…carcinoma…MCF-7…cells,…which…have…estrogen…receptor.…

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.…Also,…BaP…reduced…the…proliferative…effects…of…Gen.…

Exposure…to…ClBaP…or…BrBaP…enhanced…the…proliferative…effects…of…E2.…The…

levels…of…pS2…expression…induced…by…E2,…Gen,…and…Dai…were…reduced…by…BaP.…

ClBaP…and…BrBaP…were…induced…pS2…gene…expression…in…lower…level.…However,…

the… induction…of…pS2…gene…expression…by…E2…was…reduced…by…them.…On…the…

other…hand,…10-5…M…Gen… inhibited…the… induction…of…CYP1A1…and…IL-6…gene…

expression…by…BaP…and…BrBaP.…CYP1A1…induction…by…BrBaP…was…reduced…by…
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high…concentration…of…E2.…Therefore,…the…effects…of…BaP,…ClBaP,…and…BrBaP…on…

estrogenic…action…were…different…among…them.

１．研究の背景

　環境中には、人間の営みにより、様々な化学物質が排出され、環境汚染が問題

となっている。これまで、環境中で検出されるエストロジェン類や多環芳香族炭

化水素（PAHs）、及びその二次副生成物であるハロゲン置換体について、それ

らの合成試料などを用いて、エストロジェン様作用があるかどうかを調べてきた

（1-5）。ハロゲンが付加された化合物は、付加されたハロゲンが多いほど不燃性、

脂溶性があり、その難分解性、蓄積性が増すとされる。従って、少量であっても

食物連鎖による生物濃縮などによって、生体への影響も懸念されている。

　ヒト乳がん細胞 MCF-7 は、エストジェン受容体（ER）を発現しており、女

性ホルモンであるエストロジェンの存在下で、細胞増殖能が増すことが知られて

いる（6）。従って、エストロジェンと同様に MCF-7 細胞の増殖能を高める効果

のある物質は、エストロジェン様作用があると判断することができる。PAHs の

中にも、乳がん細胞の増殖能を高め、エストロジェン様作用を示すものが存在し

た（4）。また、その塩素置換体や臭素置換体の中にも、親物質と同様にエストロ

ジェン様作用を示すものもあった（5,…7-9）。これらは、生体内に取り込まれた際

には、単独の作用としてよりも、ホルモンなどの内因性物質などとの共存下での

複合的な効果として表れることが考えられる。

　PAHs の１つである benzo[a]pyrene（BaP）は、乳がん細胞の増殖において、

エストロジェンと同様の効果を示した（4,…5）。しかし、エストロジェン、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）といったイ

ソフラボンとは、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。

２．研究の目的

　本研究では、BaP や、そのハロゲン化物である、塩素置換体 ClBaP や臭素置

換体 BrBaP に注目し、エストロジェン 17β-estradiol（E2）や Gen、Dai など

の天然物質との共存下で、エストロジェン作用にどのような影響を及ぼすか調

べることにした（Fig.…1）。これまでと同様に、まず ER を発現しているヒト乳

がん細胞 MCF-7 を用いて、細胞増殖試験や、遺伝子発現解析を行うことにし

た。遺伝子発現解析では、エストロジェン応答遺伝子である pS2、アリルハイ

ドロカーボン受容体（AhR）標的遺伝子である CYP1A1、炎症マーカーである

Interleukin-6（IL-6）に注目した。
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３．方法

　⑴　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、塩素置換体としては、6-Cl-……

BaP が、臭素置換体としては、6-BrBaP が単離精製された（4,…10,…11）（Fig.1）。

 

 

 

Cl

Genistein (Gen) Daidzein (Dai) 17β-estradiol (E2) 

BaP 6-ClBaP 6-BrBaP 

Fig.…1……Chemical…structures…used…in…this…study.

　⑵　細胞培養

　MCF-7 細胞（H.…Hagenmaier,…Universty…of…Tuebingen,…Germany 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。

　⑶　細胞増殖試験

①　活性炭処理をした 10% 牛血清（Hyclone）を含む phenol…red-free…DMEM

（Gibco）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。

②　４時間後に、検査試料を一定の濃度で加え、さらに３日間培養した。

Control には、E2 の溶媒である dimethyl…sulfoxide（DMSO）を加えた。また、

陽性コントロールとして、10-12 ～ 10-9…M…E2 を毎回行った。

③　３日後、細胞増殖試験用試薬である cell…counting…kit-8（Dojin）（12,…13）

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、450nm（参照波長

630nm）の吸光度を測定した。
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　⑷　遺伝子発現レベルの解析

①　⑶の①と同様に細胞を DMEM に懸濁し、10 ㎝シャーレに、7.4 × 105 個 /

dish となるように播種した。

②　24 時間後に、培地を phenol…red-free…DMEMに交換した。

③　さらに 24 時間後に、⑶の②の検査試料を加えた。Control には、試料の溶

媒であるDMSOを加えた。

④　RNA 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。

⑤　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。

⑥　Real-time…PCR：QuantiTect…SYBR…Green…PCR…Master…Mix（Qiagen）

を使用して、④で作成した cDNA を鋳型として、リアルタイム PCR システム

Mx3000P（ストラタジーン社）を用いて、real-time…PCRを行った。標的遺伝子は、

pS2、CYP1A1、IL-6 とした（5）。内部標準遺伝子としてGAPDHを用いた。

４．結果

　⑴　細胞増殖試験

　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、細胞増殖試験を行った。この細胞は、ER を発現している

ため、E2 に対して、濃度依存的に増殖能が高まることが知られており、本実験

でも 10-12 ～ 10-9…M…E2 で、濃度依存的に細胞増殖能が高まることを確認して行っ

た。いずれの結果も、３回行ったうちの代表的な結果 1つを示した。

①　エストロジェンと植物エストロジェン

　まず E2 と、植物エストロジェンである Gen や Dai とを共存させたときに、エ

ストロジェン作用がどのように変化するかを調べた。E2 の濃度が 10-12、10-11、10-10、

10-9…M の一定にした時に、Gen または Dai の濃度を 10-8 ～ 10-5…M に変化させて

曝露した。いずれも単独では、濃度依存的に細胞増殖能が高まった。

　10-12…M…E2 と Gen の共曝露では、単独Gen の作用が表れた（Fig.…2A）。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（Fig.…2B）。E2 と Dai の共曝露でも、Dai はもともと Gen よりもエスト

ロジェン作用が弱いとされるが、Gen と同様の傾向が認められた（Fig.…3A,…B）。

②　エストロジェン、植物エストロジェンとBaP

　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.…6）。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
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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

（Fig.…4A,…B）。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。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、その効果を抑制する傾向が認められた（Fig.…5A）。10-6、

10-5…M の BaP では、BaPの作用が維持された（Fig.…5B）。

③　エストロジェンとBaPのハロゲン化物

　次に、BaP の塩素置換体 ClBaP と臭素置換体 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.…7）。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（Fig.…8）。ClBaP、BrBaP は弱いエストロジェン様作

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。
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　　　（Ａ）

　　　（Ｂ）

Fig.…2……Effects…of…E2…and…Gen…on…cell…growth…of…MCF-7…cells.……

G:Gen,…E-12:10-12…M…E2,…E-11:10
-11…M…E2,…E-10:10

-10…M…E2,…E-9:10
-9…M…E2.
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　　　（Ａ）

　　　（Ｂ）

Fig.…3……Effects…of…E2…and…Dai…on…cell…growth…of…MCF-7…cells.……

D:Dai,…E-12:10-12…M…E2,…E-11:10
-11…M…E2,…E-10:10

-10…M…E2,…E-9:10
-9…M…E2.



276

多環芳香族炭化水素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

　　　（Ａ）

　　　（Ｂ）

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

E:E2,…G:Gen,…BaP-8:10-8…M…BaP,…BaP-7:10-7…M…BaP,…BaP-6:10-6…M…BaP,…BaP-

5:10-5…M…BaP.
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　　　（Ａ）

　　　（Ｂ）

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

E:E2,…D:Dai,…BaP-8:10-8…M…BaP,…BaP-7:10-7…M…BaP,…BaP-6:10-6…M…BaP,…BaP-5:10-5…

M…BaP.
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Fig.…6……Effects…of…E2…and…BaP…on…cell…growth…of…MCF-7…cells.…

E:E2,…BaP-7:10
-7…M…BaP,…BaP-6:10-6…M…BaP,…BaP-5:10-5…M…BaP.……

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

E:E2,…ClBaP-7:10
-7…M…ClBaP,…ClBaP-6:10-6…M…ClBaP,…ClBaP-5:10-5…M…ClBaP.……
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Fig.…8……Effects…of…E2…and…BrBaP…on…cell…growth…of…MCF-7…cells.

E:E2,…BrBaP-7:10
-7…M…BrBaP,…BrBaP-6:10-6…M…BrBaP,…BrBaP-5:10-5…M…BrBaP.……

　⑵　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。標的遺伝子は、pS2、CYP1A1、IL-6 の３つとした。

Control の溶媒である DMSO 曝露での値を１として、内部標準遺伝子として用

いた GAPDH で補正し、発現量を相対的に表した。以下に遺伝子ごとの結果を

示した。

①　pS2

　pS2 は、エストロジェン応答遺伝子で、エストロジェンにより、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…Ｍ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（Fig.…9A）。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（Fig.…9B）。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（Fig.…9A…-…C）。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、エストロジェン作用を

やや抑える傾向にあった（Fig.…9D）。BrBaP と Gen では、濃度によって pS2 の

発現への影響が異なっていた（Fig.…9E）。

②　CYP1A1

　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
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（Fig.…10A）、E2 や Dai ではその傾向は認められなかった（Fig.…10A,…B）。10-6…M…

BaP では、Gen により濃度依存的に抑制された（Fig.…10C）。BrBaP では、E2

や Gen により CYP1A1 の発現が抑制された（Fig.…10D,…E）。

　③　IL-6

　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（5）。Gen は、BaP による発現誘導を濃度依

存的に抑制したが（Fig.…11A,…C）、E2…や Dai では抑制傾向は認められなかった

（Fig.…11B）。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（Fig.…11D）、BrBaP では、Gen により濃度依存的に IL-6 の発現が抑制され

た（Fig.…11E）。

５．考察

　生体内での化学物質の作用は、共存する物質同士の複合的な作用として表れる

ことが考えられる。本研究では、PAHs、及びその二次副生成物で新奇の環境汚

染物質として注目されるハロゲン置換体と、女性ホルモンであるエストロジェン

との共存下で、エストロジェン作用にどのような影響があるかを調べた。今回は、

PAHs の中でも、BaPに注目した。

　乳がん細胞 MCF-7 の細胞増殖試験においては、E2、Gen、Dai、BaP、

ClBaP、BrBaP のいずれも、単独では、程度は異なるが、濃度依存的に細胞増

殖能を高めることがわかっている（1,…5）。細胞増殖試験の結果より、E2 が低濃

度では、組み合わせた物質の方のエストロジェン様作用が認められた。また、E2

が高濃度では、Gen、Dai、BaP では、むしろ抑制的な効果を示した。ClBaP、

BrBaP では、全体的にエストロジェン様作用を高めた。従って、生体内でもエ

ストロジェン作用に影響を与えることが考えられた。BaP と Gen では、高濃度

の Gen の作用を抑制したが、BaP と Dai では、高濃度の BaP ではその作用に

Dai の作用が隠れたかたちとなった。

　pS2 は、エストロジェンによりその発現レベルが高まる。BaP 自体は、pS2

の発現を上昇させるが、E2、Gen、または Dai の共存下では、高濃度の BaP が

pS2 の発現を抑制する傾向があった。このことは、細胞増殖試験の結果と似た傾

向であった。CYP1A1 や IL-6 の発現上昇は、PAHs に認められる現象であり、

BaP、ClBaP、BrBaP でも高まることを報告したが、今回 Gen によりその発現

誘導が抑制されることがわかった。

　従って、BaP、ClBaP、BrBaP を比較すると、エストロジェン作用に対する

複合効果が異なる傾向にあった。また、イソフラボンである Gen では、その作

用を抑制する作用があることも考えられた。AhR を介した活性化能は、ClBaP

よりも BrBaP が高いという報告もある（14）。複合効果は、これらのリガンド
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としての AhR や ER に対する結合能に関係していることが考えられ、さらに調

べていく必要がある。

Fig.…9A,…B… … Induction…of…pS2… in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…as…

potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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Fig.…9C,…D… … Induction…of…pS2… in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…as…

potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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Fig.…9E……Induction…of…pS2…in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…as…potency…

relative…to…that…of…the…control…(DMSO).

Fig.…10A……Induction…of…CYP1A1…in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…as…

potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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Fig.…10B,…C……Induction…of…CYP1A1…in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…

as…potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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Fig.…10D,…E……Induction…of…CYP1A1…in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…

as…potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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Fig.…11A,…B……Induction…of…IL-6…in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…as…

potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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Fig.…11C,…D……Induction…of…IL-6… in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…as…

potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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Fig.…11E… … Induction…of… IL-6… in…MCF-7…cells.…The…values…are…expressed…as…

potency…relative…to…that…of…the…control…(DMSO).
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