
1.　は じ め に

1996年の Colborn 博士らの著書（Our Stolen Future: 
邦題“奪われし未来”）4) の刊行を発端として，内分泌撹
乱化学物質の問題が社会の大きな関心を集めるように
なり，ヒトや野生生物に対する化学物質の影響がクロー
ズアップされるようになった。しかし，一時の過熱的な
報道において，魚類，爬虫類，鳥類等の野生生物の生殖
機能や行動の異常，雄の雌性化，孵化能力の低下等が数
多く報告されてきたが，これらの報告の中で，表現型の
原因を精緻なメカニズム研究によって証明したものは少
なく，内分泌撹乱化学物質の野生生物に対する影響評価
の大きな課題となっている。一方，ヒトに対する影響は
1940～1960年代に流産防止等の医薬品として使用された
合成エストロゲン（DES: ジエチルスチルベステロール）
を胎児期に曝露された女性の生殖器に遅発性のがん等が
発生したことが確認されているが，精子の質・量の低下
の報告等，多くの場合，測定法や解析法によって結果が
異なり正確な議論は難しいのが現状である。しかしなが
ら， 内分泌撹乱化学物質のメカニズム研究においては，
医学，毒性学，生物学等の多くの分野から研究者が参入
し，分子生物学的手法をはじめとした様々な手法を駆使
して新しい研究結果が報告されてきているのも事実であ
る。
内分泌撹乱化学物質の定義は，1997年の米国の環境保
護庁 (EPA) によれば「生体の恒常性，生殖，発生，あ
るいは行動に関与する種々の生体内ホルモンの合成，貯
蔵，分泌，体内輸送，結合そしてホルモン作用そのもの，
あるいはそのクリアランスなどの諸過程に阻害作用を持

つ外来性物質」とされている。ホルモンとは生体内外の
情報に応じて生物の内分泌細胞や神経細胞等のホルモン
産生組織（細胞）から産生・分泌され，体液を介してそ
の情報を他のホルモン標的細胞へ伝達する物質の総称で
あり，生体の恒常性，生殖，発生，あるいは行動をつか
さどる重要な内因性物質である。従って，生体内のいず
れかのホルモン環境に影響し，結果として有害作用を示
すものは全て内分泌撹乱化学物質に包括されると解釈で
きる。哺乳類，鳥類，爬虫類，両生類，魚類等の脊椎動
物のホルモンは，一般的に，ある器官・臓器で産出され，
血液で運搬され，標的組織で受容体（レセプター）と結
合し，この結合により細胞内で情報が遺伝子に伝達され，
種々の遺伝子応答が起こり，最終的にはホルモン作用と
して現れる。そこで，内分泌撹乱化学物質のホルモン環
境に対する作用点は，①ホルモンと受容体との結合およ
び②ホルモンの生合成・運搬・分解の 2 点に大別できる。
①および②の検討において，簡便さ，コスト等の理由で
様々なバイオ技術を用いた in vitro 試験法が提案され，
それらを用いた化学物質の内分泌撹乱作用を示唆する報
告が相次いでなされている。その中で，内分泌撹乱化学
物質の影響が生殖・発生に関するものが中心であること
から，①の作用点として女性ホルモン（エストロゲン）
や男性ホルモン（アンドロゲン）等が結合するステロイ
ド受容体に関する研究は高い関心がもたれている。
そこで本稿では，ステロイド受容体が属する核内受容
体を利用したバイオ技術による内分泌撹乱化学物質の分
析法を概説し，あわせて筆者らが研究を進めているエス
トロゲン受容体の種差に関する研究成果を紹介し将来展
望を述べたい。
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2.　核内受容体スーパーファミリー

ステロイドホルモン受容体が属する核内受容体は，構
造の類似したスーパーファミリーを構成していることが
知られており19)，近年その命名法も提案された43)。先に報
告された線虫ゲノムプロジェクトの結果，200個以上の
核内受容体構造を持ったタンパク質の遺伝子が報告され
たため29)，ヒトを含めた哺乳動物に関しても多数の核内
受容体の存在が示唆されたが，ヒトゲノムがほぼ解読さ
れた現在，ヒトの核内受容体構造を持つタンパク質の遺
伝子は約50種類と考えられている30)。その中で，結合す
る内因性リガンドや機能が解明または推定されているの
は約25種類存在する。なお，線虫の核内受容体遺伝子数
がヒトと比較して多い理由は，線虫は，生活環により土
壌中の毒性を持った低分子脂溶性物質に適応した核内受
容体が特異的に増幅されたと考えられている16)。

2.1.　核内受容体の構造と機能

核内受容体の構造は，機能上の特徴から A～F の 6 つ
の領域に分けることができる（図 1 ）。リガンドへの結
合は C 末側の E 領域に存在するリガンド結合領域で行
われ，特異的な DNA の結合はタンパク質の中央に位
置する 2 つの Zn フィンガー構造を持つ C 領域を介し
て行われる。転写活性化能は A/B 領域と E 領域の 2 箇
所に存在し，それぞれ AF-1 (activation function-1)，AF-2 
(activation function-2) と呼ばれているが，AF-1，AF-2 の
転写活性化能の強さは受容体や存在する細胞により異な
ることが知られている。AF-2 はリガンドの結合により
その活性が誘導されることが特徴で，AF-1 は恒常的な
転写活性化能を有している。AF-1 の転写活性能は特に 
AR, ER 等のステロイドホルモン受容体で重要なことが
知られているが，受容体間でアミノ酸配列が大きく異な
ることから，各受容体固有の機能を有するものと考えら
れている。

2.2.　核内受容体の転写調節機構

ステロイドホルモン受容体に代表される核内受容体の
一般的な機能は，リガンド依存的な転写調節である38)。
即ち，ホルモン等のリガンドが受容体に結合するとリ
ガンド－受容体結合体は特異的な遺伝子の転写を制御す
る。まず，核内受容体リガンドが細胞内に入ると，特異
的な受容体と結合体を形成し，DNA 上に存在する特異
配列を認識して結合する。この特異配列は，一般的には
リガンドの標的遺伝子の 5′ 上流側に存在し，核内受容
体応答配列 (Nuclear receptor Responsive Element: NRE) 

と呼ばれている。この特異配列に，各種ステロイドホ
ルモン受容体はホモ 2 量体，甲状腺ホルモン受容体等は 
RXR（レチノイド X 受容体）とヘテロ 2 量体を形成し
て結合する。そして，これらの 2 量体が応答配列に結合
すると，リガンド－受容体結合体を認識する一群のタン
パク質である転写共役因子（コアクチベーター）3,11,23,40,41) 
がさらに結合することがわかってきている（図 2 ）。コ
アクチベーターの多くはヒストンアセチル化活性を持
ち3,31)，DNA の構造を弛緩して基本転写調節因子群の相
互作用を促し，その結果，標的遺伝子の転写が活性化さ
れると考えられている。AF-2 活性を持つ E 領域には12
個の α へリックス構造が存在し，特にリガンド依存的
なコアクチベーターの結合にはコアクチベータータンパ
ク質中に存在する LXXLL（L はアミノ酸のロイシンを
示す）配列9) と E 領域の12番目のへリックスのリガンド
結合後の角度が重要であることが報告されている2,28)。即
ち，この角度の違いにより LXXLL 配列を介したコアク
チベーターの結合性が大きく変化し，そのために転写活
性が変動する。従って，現在ではコアクチベーターの結
合様式による転写活性の変動は，核内受容体のアゴニス
トやアンタゴニストを規定する重要な要素の一つと考え
られている。

3.　核内受容体と内分泌撹乱化学物質

核内受容体スーパーファミリーはリガンドの種類に
よってステロイドホルモン受容体，甲状腺ホルモン受容
体，生体異物関連受容体，脂溶性ビタミン関連受容体，
胆汁酸関連受容体および脂質代謝関連受容体等に分類で
きる。また，核内受容体の約半分はリガンドが未知なオー
ファン受容体である。以下に各種受容体のヒト遺伝子の 
Accession No. と内分泌撹乱作用との関連性を紹介する。

3.1.　ステロイドホルモン受容体

ヒトにおいてステロイドホルモン受容体は，アンドロ
ゲン受容体 (AR: M20132)，プロゲステロン受容体 (PR: 
M15716)，グルココルチコイド受容体 (GR: M10901)，ミ
ネラルコルチコイド受容体 (MR: M16801) および 2 種
のエストロゲン受容体 (ERα: M12674 および ERβ: 
AB006590) の 6 種類が存在する。これら受容体は，それ
ぞれの特異的生体内リガンド（ステロイドホルモン）で
あるテストステロン，プロゲステロン，コルチコステロ
ン，アルドステロン，エストラジオール等により転写活
性化され機能を発現する。特に女性ホルモン（エストロ
ゲン）と結合する ERα，ERβ，男性ホルモン（アンドロ

図 1 ．核内受容体タンパク質の構造と機能領域。
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ゲン）と結合する AR，妊娠維持等に重要な黄体ホルモ
ン（プロゲステロン）と結合する PR は生殖・発生等に
重要な受容体である。この中でも，内分泌撹乱化学物質
として見出されているものの多くは，ER を標的とする
エストロゲン様化学物質である。我々のまわりに数多く
存在する化学物質の中には女性ホルモンと類似構造を有
し，同様の活性を示すものがあり，これらエストロゲン
様化学物質は環境エストロゲンとも呼ばれている。

3.2.　甲状腺ホルモン受容体

ステロイドホルモン以外の脂溶性ホルモンの核内受容
体として 2 種類の甲状腺ホルモン受容体 (TRα: X55005, 
TRβ: X04707) が知られている。TR は甲状腺ホルモンで
あるチロキシン (T4)，トリヨードチロニン (T3) 等と結合
してホルモン作用を発現する。甲状腺ホルモンの生理作
用は幼若動物の成長・成熟の促進および成熟動物の基礎
代謝の維持等であり，特に乳幼児の成長等の問題から，
AR，ER と並んで内分泌撹乱化学物質研究の重要な標的
と位置付けられている。

3.3.　生体異物関連受容体

我々は食事等から摂取する様々な生体異物に対し，
多くの場合，水溶性化合物に代謝変換して排泄すると
いう解毒機能を備えている。この解毒機能の主役とな
るのが肝臓に存在する一群の薬物代謝酵素チトクロー
ム P450 (CYP) 群である。ヒトにおいて最も多量に存在
する CYP3A を中心として，CYP1A，CYP2B，CYP2C，
CYP2D，CYP2E 等の多くの分子種が様々な構造の生体
異物の代謝に関与している。以前より，これら CYP に

は生体異物を多量に摂取した時の生体防御の機構とし
て酵素誘導現象が知られていた。近年，CYP3A 遺伝
子の誘導に核内受容体の PXR/SXR (AF061056)12) が，
CYP2B 遺伝子の誘導に核内受容体 CAR (Z30425)10) が関
与していることが明らかとなった。これら CYP は，本
来は内因性のステロイドホルモン等の代謝に関与してい
ることから，PXR/SXR を制御する化学物質の内分泌機
能に対する影響を懸念する報告もある20,36)。PXR/SXR の
リガンド結合領域の特異性は低く，多種多様な生体異物
をリガンドとして CYP3A を制御している。今後は，実
験動物等を用いて生体内での影響を検討する必要がある
が，PXR/SXR はリガンド選択性に大きな種差が知られ
ており15)，今後の詳細な検討が待たれる。

3.4.　脂溶性ビタミン，胆汁酸および脂質関連受容体

脂溶性ビタミンおよびその関連物質をリガンドとす
る核内受容体としてビタミン D 受容体 (VDR: J03258)，
 3 種のビタミン A 受容体 (RARα: X06538, RARβ: 
Y00291, RARγ: M57707) および RXRα (X51773), RXRβ 
(M84820), RXRγ (X66225) が知られている。また，コ
レステロールの異化経路である胆汁酸関連受容体とし
て 4 種の受容体 (LXRα: NM005693, LRH-1: AF146343, 
FXR: XM006576, SHP: L76571)17) の関与も明らかにさ
れている。脂質代謝に関連する 3 種の受容体 (PPARα: 
L02932, PPARβ: L07592，PPARγ: L40904) のリガンドは，
近年，インスリン抵抗性糖尿病の治療薬として脚光を浴
びており14)，また，VDR の新しい内因性リガンドとして
胆汁酸代謝物の lithocholic acid が見つかるなど核内受容
体の多様な働きが注目されている18)。これらの核内受容

図 2 ．核内受容体の転写活性化機構の模式図。NR は核内受容体，NRE は核内受容体応答配列を示す。
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体に対するリガンドは内分泌撹乱作用等の毒性学的意義
より薬理学的意義に比重を置いた研究が大半を占めてい
る。

4.　核内受容体を用いたバイオ技術による
内分泌撹乱化学物質の評価法

核内受容体の転写調節機構を利用した内分泌撹乱化
学物質の評価に用いる in vitro 分析法は幾つか知られて
いるが，感度や作用点が明確な方法としては，受容体
とリガンドの結合性を直接評価する受容体結合アッセイ
（バインディングアッセイ）1,8,21)，核内受容体の標的遺伝
子の転写活性化機構を利用したレポーター遺伝子アッセ
イ13,21,25,42)，リガンド依存的な核内受容体とコアクチベー
ターの相互作用を検出する two-hybrid アッセイ22) を挙
げることができる。

4.1.　受容体結合アッセイ（バインディングアッセイ）

古くから用いられている最も一般的な手法である。
放射性もしくは蛍光標識したリガンドと被験化合物を共
存させて，核内受容体との競合的な結合による標識リガ
ンドの追い出しを測定し，結合性を知る方法である。核
内受容体タンパク質は精製すると構造が不安定になる場
合が多く，一般的には組織や細胞の粗精製画分を使用す
る。遺伝子工学的手法を用いて結合力を維持できる受容
体タンパク質が発現可能な場合は，例えば，バキュロウ
イルスを用いた昆虫細胞で大量発現させ調製する場合も
ある。また，特定の核内受容体を多く発現する培養細胞
（ERα の場合，MCF-7，T-47D 等）に通常のバインディ
ングアッセイのように培養液中に放射性標識のリガンド
と被験化学物質を添加して受容体に対して競合結合させ
た後，結合および遊離したリガンド量を測定することに
より被験化学物質と受容体との結合を知る方法も可能で

ある (whole cell binding assay)。しかし，本法では被験化
学物質がアゴニストなのかアンタゴニストであるかは判
定できない。

4.2.　レポーター遺伝子アッセイ

図 2 に示した核内受容体の転写調節機構に基づき，
リガンドが受容体に結合し標的遺伝子を活性化する機
構を利用した方法である。この方法には培養細胞を用い
る方法と酵母を用いる方法がある。培養細胞を用いる方
法では，ヒト子宮頸部癌由来 HeLa 細胞やサル腎臓由来 
CV-1 細胞等の培養細胞に核内受容体遺伝子を発現する
環状 DNA（プラスミド）とレポータープラスミドを同
時に導入する。レポータープラスミドは活性の指標とな
る遺伝子（レポーター遺伝子：ルシフェラーゼや β-ガ
ラクトシダーゼ等の酵素）の上流に，NRE を挿入した
プラスミドを用いる。細胞内で発現した受容体にホルモ
ンが結合すると，レポーター遺伝子の上流にある応答配
列に結合して下流にあるレポーター遺伝子の転写を増大
させてレポーター酵素が発現する。その酵素活性を測定
することにより受容体と化学物質との結合を知ることが
できる（図 3 ）。また，エストロゲン受容体 (ER) の場合，
細胞内で ER が発現している MCF-7 や T-47D 細胞等を
用いれば，レポーター遺伝子のみを導入してアッセイが
可能となる。その他，宿主に酵母を用いてもアッセイは
可能であるが，酵母には細胞壁があり化学物質の透過性
が哺乳動物細胞と異なる問題点がある。しかし，酵母の
形質転換株の作製は培養細胞に比べて著しく容易で，維
持等にかかるコストも安い利点がある。この方法では，
アゴニスト活性だけでなく，典型リガンドを試験系に加
えておいてレポーター遺伝子の活性を上昇させ，同時に
被験化学物質を共存させることによりアンタゴニスト活
性を検出できる利点がある。

図 3 ．核内受容体用いたレポーター遺伝子アッセイによる内分泌撹乱化学物質の分析法の模式図。筆者らは HeLa 細胞を使用し，レ
ポーター遺伝子にはルシフェラーゼを用いている。また，コントロール細胞を用いて細胞毒性等を示さない適正な被験化学物質
の濃度設定を行っている。コントロール細胞のプロモーターとして HSV-TK（ヘルペス単純ウイルスのチミジンキナーゼ）プロモー
ターを用いている。
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4.3.　Two-hybrid アッセイ

核内受容体にリガンドが結合すると，2.1で述べたよ
うに受容体の立体構造が変化し，コアクチベーターが結
合する。本法は，コアクチベーターと受容体のリガンド
依存的なタンパク質間の相互作用を two-hybrid 法により
検出する。two-hybrid 法は当初酵母を用いて開発された
が5)，近年，培養細胞を用いても可能となった6)。具体的に
は酵母を宿主細胞とした場合，図 4 に示すように核内受
容体（一般的にはリガンド結合領域を使用する）と酵母
転写因子 GAL4 の DNA 結合領域との融合タンパク質お
よびコアクチベーターと GAL4 の転写活性化領域の融
合タンパク質を発現させる。もし酵母内でリガンドがレ
セプターに結合すると両融合タンパク質は結合し転写因
子 GAL4 の働きを持つタンパク質が複合体が形成され
る。このタンパク質複合体は転写因子として機能し，レ
ポーター遺伝子である β-ガラクトシダーゼを発現する。
従って，化学物質のレセプターとの結合性を β-ガラク
トシダーゼ活性で評価することができる。培養細胞を用
いた場合は，核内受容体と酵母転写因子 GAL4 の DNA 
結合領域との融合タンパク質を発現するプラスミド，コ
アクチベーターと VP16 の転写活性化領域の融合タンパ
ク質を発現するプラスミドおよび GAL4 の結合配列の
下流にルシフェラーゼ等のレポーター遺伝子を組み込ん
だ 3 種のプラスミドを同時に哺乳動物培養細胞に導入す
る。酵母に比べて培養細胞は取扱いの煩雑さ，高コスト
等の問題はあるが，レポーター遺伝子アッセイ同様，化
学物質の透過性では利点がある。本法もレポーター遺伝
子アッセイ同様，アゴニスト活性だけでなくアンタゴニ
スト活性を検出できる。

4.4.　in vitro 分析法の比較

上記の in vitro 分析法は，当初は核内受容体やコア
クチベーターの機能解析等の基礎研究を目的に開発さ
れた。しかし，化学物質の内分泌撹乱作用のリスク評
価等に用いるには評価法としての改良が必要である。
EPA の EDSTAC は，高い感度や作用点の明確さから，
レセプター結合性試験（バインディングアッセイ）とレ
ポーター遺伝子アッセイを分析法として推奨している。
Two-hybrid アッセイは近年開発された方法で感度，メ
カニズムの明確さは上記試験に匹敵すると考えられる。
しかし，これらの手法を内分泌撹乱化学物質の評価に用
いるには，まず第一にアッセイに用いる被験化学物質の
適正な濃度設定が必要である。受容体結合アッセイは，
本質的に受容体タンパク質と化学物質のみを使用するた
め，結果に影響を与える因子の関与が少ない長所がある
が，被験化学物質にタンパク質変性作用がある場合，化
合物を高濃度で実験すると，競合結合とは異なる標識リ
ガンドの追い出し効果を測定することになり誤った結果
を与える。レポーター遺伝子アッセイおよび two-hybrid 
アッセイにおいても，例えば，被験化学物質に細胞毒性
があれば，アンタゴニストと同様な結果を与えるために
偽陽性の結果が出てしまう。従って，in vitro 分析法は
簡便であるが，実験条件に十分注意を払わないと評価を
誤る可能性がある。そこで筆者らは，レポーター遺伝子
アッセイを用いて評価を行う場合，図 2 で示すようなレ
ポーター遺伝子を恒常的に発現するコントロール細胞を
使用し，被験化学物質がレポーター遺伝子発現に与える
影響濃度を必ず検討している。また，受容体結合アッセ
イ，レポーター遺伝子アッセイ，酵母 two-hybrid アッセ
イのようなメカニズムの明らかな in vitro 試験を複数組
み合わせて被験化学物質を評価することにしている26,32)。

図 4 ．核内受容体用いたツーハイブリッドアッセイによる内分泌撹乱化学物質の分析法の模式図。酵母ツーハイブリッドアッセイの
例を示す。転写因子 GAL4 を欠損した酵母内に融合タンパク質 A および B を発現するプラスミドを構築し導入する。GAL4 は
本来 β-ガラクトシダーゼの誘導にかかわる転写因子である。リガンドが核内受容体と結合すると核内受容体リガンド結合領域と 
LXXLL モチーフを持ったコアクチベーターの受容体結合領域がタンパク質間相互作用し，GAL4 と同じ働きをするタンパク質複
合体が形成される。この複合体の作用によりレポーター遺伝子である β-ガラクトシダーゼが発現するため，β-ガラクトシダーゼ
の酵素活性測定によりリガンドの受容体への結合能が判定できる。
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その他，一般的に化学物質は生体内に入ると薬物代謝
酵素により代謝物に変換されるが，親化合物には内分泌
撹乱作用がなくても，代謝物が活性を持つ場合が考えら
れる。そこで，著者らは，Ames 試験と同様の考えから
トランススチルベンを肝臓薬物代謝酵素画分で前処理し
代謝物のエストロゲン様活性をレポーター遺伝子アッセ
イにより検出した33)。しかし，今のところ操作が煩雑で
あることから更なる分析法の改良が必要と考えている。

5.　核内受容体を用いた内分泌撹乱化学物質の
種差の検討

核内受容体の中で遺伝子や機能の種差について最も多
くの研究報告があるものはエストロゲン受容体 (ER) で
ある。先述したように，我々のまわりに数多く存在する
化学物質の中で，エストロゲン様化学物質（環境エスト
ロゲン）は内分泌撹乱物質のなかでも最も研究が進めら
れている化学物質群の一つである。環境エストロゲンは，
エストロゲン受容体と結合しその作用を発揮する。そこ
で，本項ではヒトを含めた各種生物のエストロゲン受容
体のアミノ酸配列やエストロゲン様化学物質に対する応
答性の種差について，筆者らの研究成果を含めた最近の
知見を紹介する。

5.1.　各種生物のエストロゲン受容体 (ER) 分子種

2003年 5 月現在，GeneBank には，部分配列を含めて
約30種類の ERα 遺伝子と約20種の ERβ 遺伝子が登録さ
れている。GenBank の遺伝子情報と筆者らがクローニ
ングした未公開の魚類（ファットヘッドミノーおよびブ
ルーギル：5.2参照）の全長遺伝子のアミノ酸配列をも
とに，独自に分子系統樹解析を行った結果を図 5 に示す。
全般的に ERα, β のアミノ酸配列は進化の過程をよく反
映しており，硬骨魚類，両生類，爬虫類，鳥類，哺乳類
といった生物学的な分類によく合致していた。このよう
に，ER は様々な生物種でクローニングされている貴重
なタンパク質の一例であり，生物の分類や進化を研究す
る上でも興味深い対象といえる。

2001年に著者らがはじめて爬虫類のトカゲやワニの 
cDNA 配列を報告した時の解析によりラット，ニワトリ，
カエル，ワニ，トカゲ，ニジマス由来の ERα のアミノ
酸配列はヒト ERα と比較して，DNA 結合領域である C 
領域は，硬骨魚類のニジマスから哺乳類のヒトまで90％
以上の高い相同性を有していた34)。また，リガンド結合
領域である E 領域は，進化の過程に相関してヒト ERα 
に対し60～96％の相同性を示したが，ラット，ニワトリ，
カエル，ワニ，トカゲの相同性の高さに比べ，硬骨魚類
のニジマスは若干の相同性の差異が認められた。

5.2.　魚類のエストロゲン受容体 (ER) 遺伝子

現存する脊椎動物の中で，最も原始的な生物はヤツメ
ウナギ，ヌタウナギ等の無顎類である。Thonton39) は，
ヤツメウナギの ER の部分構造を解析し，分子系統樹解
析の結果，ERα, β の両方の祖先である 1 種類の ER の
存在を報告している。また，同様に，ヤツメウナギでは
哺乳類等で存在するグルココルチコイド受容体 (GR) と
ミネラルコルチコイド受容体 (MR) は 1 種類のコルチコ

イド受容体であり，さらにプロゲステロン受容体とアン
ドロゲン受容体の祖先と考えられる 1 種のステロイド受
容体が存在することを報告している。
無顎類の他，現存する魚類は，サメやエイの仲間で
ある軟骨魚類と魚類の約96％占める硬骨魚類に分類でき
る。魚類の祖先の一部は淡水に進出し，その中で魚の姿
を選択して海水，淡水で繁栄した一群が硬骨魚類と考え
られている。また，淡水に進出した魚の一部は両生類と
して陸上に上がったと考えられている。その他，淡水に
進出せずに海中で進化したものが現在の軟骨魚類と考え
られている。軟骨魚類では唯一 spiny dogfish（サメの一
種）の ERβ の報告がある。従って，軟骨魚類の ERα の
存在は今のところ不明である。硬骨魚類では，ERα ま
たは β の存在が報告されているが，Hawkins8) らは At-
lantic croaker にはエストロゲン受容体遺伝子が 3 種存在
することを報告している。第 3 番目の遺伝子は ERγ と
名づけられたが，著者らの解析ではこの ERγ は ERβ に
分類され，さらに，zebrafish においても，別々の研究室
から 2 種の ERβ が報告されていることが明らかとなっ
た。従って，硬骨魚類では 2 種類の ERβ 分子種が存在
するようであり，魚の種類によって片方あるいは両方を
発現している可能性がある。今後，両 ERβ の発現と生
理学上の役割についての報告を待ちたい。また，無顎類
では ER は 1 種であることから硬骨魚類の進化以前に生
物は 2 種の ER 分子種を獲得したと推定できる。
公開されている魚類とは別に，著者らはエストロゲ
ン様化学物質の各種環境生物に対する影響を評価する上
で重要との観点から，米国等で提唱されている環境毒性
試験に使用される，硬骨魚類のブルーギルおよびファッ
トヘッドミノー ERα およびブルーギルの ERβ の全長 
cDNA をクローニングした。ブルーギルおよびファッ
トヘッドミノー ERα は582および602個のアミノ酸から
なり，ブルーギルの ERβ は554個のアミノ酸から構成さ
れていた。さらに，ブルーギルの ERα には ER 機能を
有した506個のアミノ酸からなるスプライシングアイソ
マーの発現も明らかになった（投稿準備中）。

5.3.　両生類のエストロゲン受容体 (ER) 遺伝子

両生類では African clawed frog（アフリカツメガエル）
の ERα の報告がある。

5.4.　爬虫類のエストロゲン受容体 (ER) 遺伝子

内分泌撹乱化学物質の問題として米国アポプカ瑚のワ
ニの生殖器異常が知られているが27)，著者らが GeneBank 
に登録されている ER の cDNA を検索したところ，爬
虫類 ERα の全長 cDNA 配列の登録は無かった。そこで，
著者らはワニ（カイマン）およびトカゲ（オマキトカゲ）
の肝臓から ERα のクローニングを試み，それぞれ587お
よび581アミノ酸からなる全長 cDNA 配列とその性質を
報告した34)。

5.5.　鳥類のエストロゲン受容体 (ER) 遺伝子

鳥類ではニワトリで ERα および ERβ の報告がある。
その他，zebra finch（キンカチョウ）の ERα，Japanese 
quail （ウズラ） および common starling （ムクドリの一種）
の ERβ が報告されている。分子系統樹を見るとニワト
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リと Japanese quail（ウズラ）のアミノ酸配列は非常に
近い位置にあり興味深い。 5.6.　哺乳類のエストロゲン受容体 (ER) 遺伝子

哺乳類ではヒト以外に，サル，ブタ，ヒツジ，ウマ，

図 5 ．脊椎動物 ER タンパク質の分子系統樹解析。解析には遺伝子解析ソフト Genetyx ver.5.0 の Evolutional Tree 解析を用いた。各遺
伝子の Accession No. を（　）に示す。African catfish (X84743), African clawed frog (L20735), alligator (AB055220), Atlantic croaker 
(AF298181, AF298182, AF298183), Atlantic salmon (X89959), blue tilapia (X93557), carp (AB083064), channel catfish (AF253505, 
AF185568), chicken (X03805, AB036415), common starling (AF113513), cow (AF110402), gilthead seabream (AF136980, AJ006039), 
hamster (AF181077), goldfish (AY055725, AF177465), horse (AF124093), human (M12674, AF051427), Japanese eel (AB003356), ma-
caque (AF393815), marmoset (AF393816, Y09372), medaka (AB033491), Japanese quail (AF045149), mouse (M38651, U81451), Nile 
tilapia (U75605, U75604), pig (AF164957, Z37167), rainbow trout (AJ289883, AJ242740), rat (X61098, U57439), red seabream (AB007453), 
sea lamprey (AY028456), sheep (Z49257, AF177936), spiny dogfish (AF147746), threespot wrasse (AF326201), whiptail lizard (AB055221), 
zebra finch (L79911), zebrafish (AF349412, AJ275911, AF349414)。bluegill および fathead minnow は未公開。
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マウス，ラット，ハムスター，ウシ等の ERα または 
ERβ 遺伝子の報告がある。分子系統樹解析の結果，げっ
歯目（ネズミ），奇蹄目（ウマ），偶蹄目（ウシ，ヒツジ，
ブタ），霊長目（ヒト）は明確に分類されている。

5.7.　各種生物のエストロゲン受容体 (ER) を用いた内
分泌撹乱化学物質の種差の検討35)

著者らがクローニングした爬虫類の他，既報の各生物
種の ERα 遺伝子を用いて，レポーター遺伝子アッセイ

図 6 ．各種環境生物の ERα のエストロゲン様化合物による転写活性化の比較。HeLa 細胞（培養温度 37°C）にレセプター発現プラス
ミドおよびレポータープラスミドを導入し，各種エストロゲン様化合物を処理した後，ルシフェラーゼ活性を測定した。それぞ
れの系における最大転写活性を100とした時の相対転写活性化率を示した。データは n=8 の平均値±標準偏差。Sumida, K. et al. 
(2003)35) Fig. 2 を一部改変。
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により各種エストロゲンの転写活性化の種差を検討し
た。今回，哺乳類からヒト，ラット，鳥類からニワトリ，
爬虫類としてワニおよびトカゲ，両生類からカエル，
硬骨魚類として環境毒性試験に汎用されるニジマスを選
択した。方法としては，ワニおよびトカゲ以外は，報告
されている ERα の cDNA 配列に従い，プライマーを設
計し，各動物の cDNA ライブラリーを用いて PCR によ
り ERα cDNA をクローニングした。各生物の ERα の全
長 cDNA を発現プラスミド pRc/RSV ベクターに導入し
各種 ERα 発現プラスミドとした。また，ルシフェラー
ゼ遺伝子を持つ pGL3 ベクターの上流にアフリカツメガ
エルのビテロゲニン遺伝子由来のエストロゲン応答配列 
(ERE) を 5 回縦列して組み込みレポータープラスミドを
構築し，両プラスミドをリポフェクション法により一過
性に HeLa 細胞に導入した。この導入細胞に各種化学物
質を添加し，約40時間インキュベートした後，発現した
ルシフェラーゼ活性を測定した。エストロゲン様化学物
質としては，女性ホルモンのエストラジオール (E2)，合
成女性ホルモンのジエチルスチルベステロール (DES)，
植物エストロゲンのゲニステインおよびダイゼイン，
有機塩素系農薬の o,p′-DDT およびディルドリン，合成
化学物質のビスフェノール A およびノニルフェノール
を使用した。その結果，ラット，ニワトリ，ワニ，ト
カゲ，カエルの E2 に対する応答性は，ヒトと比較して
顕著な差は認められなかった（図 6 ）。しかし，ニジマ

ス ERα においては，E2 に対する応答性が他の生物種の 
ERα に比較して著しく低いことが判明した。ニジマス 
ER では，ヒト ER に比べて E2 の応答性が約 1/100 に
低下しており，その他の化合物においても，転写活性化
の強度に違いが有るものの E2 と同様の傾向を示した。
そこで，硬骨魚類の ER に関しては，温度の上昇と共に
レセプターへの結合能が低下することが報告されていた
ため24,37)，培養温度が HeLa 細胞 (37°C) よりも低いブルー
ギル由来の BF-2 細胞 (24°C) を用いて転写活性化能を
比較した（図 7 ）。その結果，応答性に明らかな上昇が
認められ，細胞の培養温度がこの応答性の差の一因であ
る可能性が示唆された。その他，各 ERα のアンタゴニ
ストの作用も検討した。アンタゴニストとしては乳癌治
療薬のタモキシフェンの活性代謝物である4-ヒドロキシ
タモキシフェンおよび骨粗鬆症治療薬のラロキシフェン
を用いた。ラット，ニワトリ，ワニ，トカゲ，カエルの
アンタゴニスト作用はヒトと顕著な差は認められなかっ
たが，ニジマスにおいてはアゴニスト作用が認められた
（図 8 ）。ニジマスにのみ認められた現象の詳細なメカニ
ズムは不明であるが，硬骨魚類の ERα のリガンド結合
領域が，他の生物種と比べてアミノ酸配列が若干異なる
ことが一因かもしれない。今後は，近年飛躍的に進歩し
ている核内受容体の X 線構造解析等のアプローチを行
えば，詳細なメカニズムが明らかになると考えられる。

図 7 ．ヒトとニジマス ERα のエストロゲンによる転写活性化の比較。レセプター発現プラスミドおよびレポータープラスミドを A: 
HeLa 細胞（培養温度 37°C）あるいは B: BF-2 細胞（培養温度 24°C）に導入し，エストラジオール (E2) を処理した後，ルシフェラー
ゼ活性を測定した。それぞれの系における最大転写活性を100とした時の相対転写活性化率を示した。データは n=8 の平均値±
標準偏差。Sumida, K. et al. (2003)35) Fig. 4 を一部改変。
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6.　お わ り に

簡単ではあるが，核内受容体を中心とした内分泌撹乱
化学物質の作用点とバイオ技術を利用した分析法による
生物影響評価について概説した。さらに，ヒトを含めた
各種生物の種差の検討についても著者らの実験データを
紹介した。
ここで述べたように，内分泌撹乱化学物質は広義で
は非常に広範囲の活性を持つ化学物質が対象となる。今
後，それぞれの作用点について分子メカニズムに基づい
た様々な分析法が開発され，生物影響評価がおこなわれ
るであろう。しかし，今回中心に紹介した核内受容体スー
パーファミリーは，主としてホルモン等の低分子脂溶性
化学物質をリガンドとしたタンパク質群であり，天然や
我々が作り出す低分子化学物質の分子標的となる機会は
多いと考えられる。従って，今回紹介した in vitro 分析
法を，様々な核内受容体に有効に用いることにより，我々
のまわりにある多くの化学物質の生物影響を簡便に評価
可能になるであろう。
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