
1.　

内分泌撹乱化学物質（環境ホルモン）は，発生・代
謝・生殖などに関与するホルモン受容体への結合などを
通して生態系やヒトに悪影響を与えるとされる化学物質
である3)。その中には自然分解を受けずに長期にわたり
環境中に残留する化学物質もあり，人類をはじめとする
種の存続のためにも，環境中における環境ホルモンの調
査技術の開発は早急の課題であると言える。
現在，環境ホルモンの検出には，主にガスクロマトグ
ラフィーを用いた方法といった高価な機材を必要とする
分析化学的な手法が用いられている。しかし分析化学的
な手法には，試料中からの環境ホルモンの抽出，精製操
作に用いる有機溶媒自体が環境汚染物質であるというこ
と，また，測定に手間や高いコストがかかるなどの難点
が挙げられる。これらのことから，低コスト，低環境負
荷で簡便に環境ホルモンの広域調査が行える技術の開発
が求められている。
また生物学的な環境ホルモン評価法として，酵母を用
いた方法8)，ヒト培養細胞8) や魚類を使ったバイオアッ
セイ法14) などが報告されている。これらは生物のホル

モン受容体を用いるため，より生体への影響に近い状態
で，そして分析化学的検出方法よりも安価に環境ホルモ
ンの評価をすることが可能である。しかしながら，培養
細胞や酵母は扱う際に無菌操作を必要とし，また，魚類
は凍結保存することができないため使用時以外にも常に
育成する手間を要するなどの短所があり，広く使用され
るバイオアッセイ法とはなっていない。
そこで我々は，環境ホルモン検出に植物の利用を試み
た。植物を環境ホルモン検出に用いる利点として，植物
は非常に発達した根組織を持っているため，環境試料か
ら直接物質を吸収することが期待される。これにより，
物質の抽出操作が省略可能になり，さらに無菌操作を行
わなくても育成することができる。また，今回用いたシ
ロイヌナズナは 1 個体から約2000粒以上の種子が採れ，
回収した種子は常温・省スペースで保存ができ，保管の
ための特別な装置もいらないという特性も備えている。
これらのことから，植物は非常に簡便に取り扱える環境
ホルモン検出ツールとしての応用が可能であると考えら
れる。
今回我々は，環境ホルモンの中でも，エストロゲン受
容体を持つ組織に作用することで問題視されているエス
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トロゲン活性をもつ物質に着目した。エストロゲン活性
を持つ化学物質は，農薬や工業的に作られた化学物質な
どに含まれている11) 他，下水処理場からの排水などに
も多く含まれていることが知られている。
エストロゲン受容体は核内受容体スーパーファミリー
に属しており，エストロゲンとの結合により活性化され，
コアクチベーターとの相互作用を通して標的遺伝子の転
写を活性化することが知られている6)。エストロゲン受
容体をはじめとした核内受容体のリガンド結合部位とコ
アクチベーターとの間のリガンド依存的な相互作用を利
用したツーハイブリッド法によるホルモン様物質検出法
が，酵母ですでに報告されている10,12)。
今回我々は，ツーハイブリッド法を基盤とした遺伝子
を組み込んだシロイヌナズナを用いた，簡便で低コスト
なエストロゲン様物質検出法を紹介する。

2.　

2.1.　

構築した遺伝子を図 1A に示した。キメラエストロゲ
ン受容体をコードするエフェクター 1 遺伝子はカリフラ
ワーモザイクウィルスの 35S プロモーター (P35S) の下
流に，翻訳増幅配列（Ω 配列）・SV40 ウィルスの T-抗
原の核局在シグナル (NLS)・LexA DNA 結合性ドメイン 
(LexA DBD)・ヒトエストロゲン受容体 α のリガンド結
合ドメイン (hERα LBD) を連結したポリペプチドをコー
ドする遺伝子およびアグロバクテリウムのノパリン合成

酵素遺伝子のターミネーター (TNOS) を連結してある。
キメラコアクチベーターをコードするエフェク
ター 2 遺伝子は P35S の下流に，Ω 配列・NLS・ヒト転
写コアクチベーターの一部 (hTIF2 NID) (human tran-
scriptional intermediately factor 2 nuclear receptor interac-
tion domain)15)・単純ヘルペスウィルス VP16 の転写活性
化ドメイン (VP16 AD)4) を連結したポリペプチドをコー
ドする遺伝子および TNOS を連結してある。
β-グルクロニダーゼ (GUS) (E.C. 3.2.1.31) をコードす
るレポーター遺伝子は LexA 蛋白質の標的 DNA 配列
（ 8回繰り返した配列）に P35S の TATA 配列を連結し
たキメラプロモーターの下流に，Ω 配列，GUS をコー
ドする遺伝子の全長および TNOS を連結してある。
作製した各プラスミドを制限酵素処理することで得ら
れたエフェクター 1 断片，エフェクター 2 断片，タバコ
の Matrix attachment region である S/M II 断片5) を，レ
ポータープラスミドに挿入することにより，二つのエ
フェクター遺伝子と一つのレポーター遺伝子を含むプラ
スミドを作製した。

2.2.　

全ての形質転換植物作製においてシロイヌナズナ 
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) の Columbia 株を用い
た。構築したプラスミドをエレクトロポアレーション法
でアグロバクテリウム C58 株に導入後，このアグロバ
クテリウムを fl oral dipping method2) によりシロイヌナ
ズナに感染させることにより，形質転換を行った。形質

図 1 ．エストロゲン検出のためにシロイヌナズナに導入した遺伝子構造と，遺伝子導入植物のエストロゲン検出の分子メカニズム。
(A) エストロゲン検出のためにシロイヌナズナに導入した遺伝子構造
各遺伝子の略称は本文中2.1に記してある。
(B) エストロゲン検出の分子メカニズム
エストロゲンの hERα LBD への結合により，hTIF2 NID と VP16 AD を含むキメラ転写コアクチベーターとのリガンド依存的な
相互作用が起こる。これにより VP16 AD の転写活性化シグナルが植物の転写装置に伝わり，GUS 遺伝子の転写，翻訳が引き起
こされる。GUS タンパク質の酵素活性を測定することでエストロゲンを検出することができる。
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転換処理をしたシロイヌナズナから得られた種子（T1 
種子）を 1 ％ sucrose，0.8％植物用寒天，50 µg/ml カナ
マイシン，100 µg/ml クラフォランを含む MS 寒天培地9) 
に播種し，導入遺伝子を持つ形質転換植物体の選抜を
行った。カナマイシン耐性を持つ T1 個体から得られた 
T2 種子を用いて，エストロゲン様活性を持つ物質に対
する応答性を調べる実験を行い，また，T2 個体から得
られた T3 種子を用いて 17β-エストラジオールに対する
応答性を調べる実験を行った。

2.3.　

17β-エストラジオールもしくはエストロゲン様活性を
持つ物質を含む MS 寒天培地（17β-エストラジオールは 
DMSO に溶解した状態で10,000分の 1 量添加した）上
に形質転換シロイヌナズナの種子を播き，3 日間 4°C 暗
所に置いた。その後，22°C，明所において，発芽・一定
期間生育させたのち，エストロゲン活性により形質転換
シロイヌナズナ内において発現が誘導されたレポーター
遺伝子である GUS の活性を GUS 染色法および GUS 活
性測定法で調べた（図 2 ）。

2.4.　GUS 

Jeff erson et al. の方法7) を参考に，エストロゲンに曝
露された形質転換シロイヌナズナの GUS 染色を行った。
植物体を染色液（2 mM 5-ブロモ-クロロ-インドリル-β-
D-グルクロニド (X-Gluc)，50 mM リン酸ナトリウムバッ
ファー (pH 7.0)，10 mM EDTA，0.1％ Triton X-100，
0.5 mM フェリシアニド，0.5 mM フェロシアニド）に浸
し，15分間デシケーターの中で減圧処理を行った。その
後，37°C で 3 時間静置して発色後，植物体を70％エタ
ノールに浸して葉緑素を取り除き，観察を行った。

2.5.　GUS 

Jeff erson et al. の方法7) に従って，エストロゲンに曝

露された形質転換シロイヌナズナから抽出したタンパク
質中の GUS 活性を測定した。2.3に記してある方法で処
理した植物体20個体を液体窒素中で凍らせた後，ホモジ
ナイザーを用いてパウダー状にした。そこに抽出バッ
ファー（50 mM NaH2PO4, 10 mM EDTA, 0.1％ Triton 
X-100, 0.1％ N-ラウロイルサルコシンナトリウム，
10 mM β-メルカプトエタノール）を加えて可溶性タン
パク質を抽出した。GUS 活性の測定には 4-メチルウン
ベリフェリル-β-D-グルクロニド (4-MUG) を基質として
用いた。終濃度 1 mM となるように 4-MUG を加えた抽
出バッファーに抽出したタンパク質液を加えて，37°C 
で 1 時間反応させた。1 時間後に 0.2 M Na2CO3 を加え
て酵素反応を停止させた。GUS の触媒作用により 
4-MUG から遊離した 4-MU の濃度を蛍光分光光度計 
[Fluorescence Spectrophotometer F-4500 (Hitachi High-
Technologies Corporation, Tokyo, Japan)] を用いて測定し
た（波長 365 nm の光で励起して放出される波長 455 nm 
の光を測定）。また，Bradford の方法1) に従って溶液中
のタンパク質濃度を測定し，蛍光分光光度計での測定で
得られた値を溶液中に含まれる全タンパク質量によって
補正してデータを標準化した。

3.　

3.1.　

シロイヌナズナに導入したエストロゲン検出の分子メ
カニズムの模式図を図 1 に示した。植物内で強力に下流
の遺伝子の転写を起こさせるプロモーターである P35S 
の作用により，hERα LBD と LexA DBD を含むキメラ
エストロゲン受容体，および TIF2 NID と VP16 AD を
含むキメラ転写コアクチベーターが形質転換シロイヌナ
ズナ個体内で常時過剰に発現している。この 2 つのキメ
ラタンパク質は，SV40 ウィルス由来 T 抗原の核移行シ
グナルを含んでおり，常時核内に局在している。エスト
ロゲンがキメラエストロゲン受容体の hERα LBD 部分

図 2 ．形質転換シロイヌナズナのエストロゲンへの曝露方法およびレポーター遺伝子活性の測定法。
エストロゲン活性を持つ物質の入った寒天培地上に形質転換シロイヌナズナの種子をまき，22°C，恒明条件下で一定期間育成し
た。育成したシロイヌナズナ中の GUS の酵素活性を，シロイヌナズナ個体を直接 X-Gluc を含む基質液に浸して染色することで
検出，または，シロイヌナズナから抽出した可溶性タンパク質を 4-MUG を含む基質液と混合し，分光光度計を用いて酵素活性
を数値化した。
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と結合することにより，hERα LBD の立体構造の変化
が起こり，キメラ転写コアクチベーターの TIF2 NID 部
分との相互作用が起こる。この相互作用により TIF2 
NID に融合した VP16 AD の転写活性化シグナルが植物
の転写装置に伝わり，エストロゲン依存的に GUS 遺伝
子の転写および翻訳が引き起こされる。形質転換植物に
おける GUS タンパク質の酵素活性を測定することでエ
ストロゲンを検出することができる。

3.2.　  17β
 GUS 

形質転換シロイヌナズナの 17β-エストラジオールへ
の応答を調べるために，17β-エストラジオールを含む寒
天培地の上に T3 種子を播き，1 週間育成した。それを 
GUS 染色法（図 3A ）および GUS 活性測定法（図 3B ）
を用いて GUS の発現を観察した。染色法において，
GUS が基質である X-Gluc を分解して得られるインディ
ゴブルーの青い発色は，50 pM (13 pg/ml) 以上の濃度の 
17β-エストラジオールに曝露したときに主根及び根毛で
強く見られた（図 3A ）。染色は，50 pM では胚軸と根
の間の部分に観察され，濃度を上げていくに従って，根
全体で観察されるようになった。地上部での GUS の発
現が見られないのは，シャーレ内の高湿度条件により蒸

散による根から地上部への吸い上げが抑制されているた
めであると考えられる。通気性が上がる条件下で形質
転換シロイヌナズナを育成した場合，地上部でも維管束
に沿って GUS の発現が見られた（データは示していな
い）。

GUS 活性測定法では Jeff erson et al. の方法7) に従い，
4-MUG を基質として，エストロゲンに曝露された形質
転換シロイヌナズナから抽出したタンパク質中の GUS 
活性を測定した（図 3B ）。染色法と同様 50 pM より活
性の上昇が見られ，800 pM で活性の最大値を示した。
しかしながら，5 nM よりも高濃度のエストロゲンに曝
露した場合，活性の減少が見られた。高濃度の 17β-エ
ストラジオールによるシロイヌナズナの生育阻害は観察
されず（データは示していない），このレポーター遺伝
子活性の減少の要因は今後解明すべき課題である。しか
しながらスイスにおいて，高度のエストロゲン活性を有
するとされる下水処理廃水の濃度でも 400 pM 程度との
報告もあり13)，1 nM 以上の濃度で活性が低下すること
は，環境試料の調査においてさほど大きな問題ではない
と言うことができるのと同時に，形質転換シロイヌナズ
ナは汚染源の一つである下水処理廃水を測定するのに十
分な検出感度を有していると言える。

図 3 ．17β-estradiol 濃度依存的レポーター遺伝子発現の変化。
(A) 各写真に示した異なる濃度の 17β-エストラジオール存在下で 22°C，明所において 1 週間生育させた10個体の実生 (T3) を用い
て GUS 染色を行った。写真はそのうちの代表的なものを示す。なお，control は0.01％ DMSO を含む寒天培地で生育させたもの
である。Bar=1 mm。(B) (A) と同様に生育させた20個体の実生 (T3) を用いて，4-MUG を基質として GUS 活性を測定した。蛍光
分光光度計を用いて測定した値を全可溶タンパク質量で標準化した。17β-estradiol 濃度をグラフの横軸に示した。また，縦軸は 
GUS 活性 (nmols 4-MU h–1 mg protein–1) を示す。独立した実験を 3 回行って，誤差を算出した。



35エストロゲン様物質モニタリング用組換え植物の開発

3.3.　

検出の際に必要とされる期間を調査するため，T3 種
子を 100 pM 17β-エストラジオールを含む寒天培地上で
一定期間育成し，GUS の活性を染色法で測定した
（図 4 ）。その結果，3 日目の芽生えの状態ですでに GUS 
の発現が見られたことから，種子をまいて 3 日間でエス
トロゲン活性の検出が行えることが示唆された。

3.4.　17β

形質転換シロイヌナズナの 17β-エストラジオール以
外のエストロゲン活性を持つ物質への応答を調べるため
に，T2 種子をジエチルスチルベストロール (DES)，p-n-
ノニルフェノール，ビスフェノール A，ゲニステインを
含む寒天培地で 1 週間育成し，GUS 活性測定法により
応答を調査した（図 5 ）。DES は 17β-エストラジオール
と非常によく似た応答を示した。その他，ゲニステイン
は 1 nM 以上，ビスフェノール A は 100 nM 以上，p-n-
ノニルフェノールは 1 µM 以上からそれぞれ活性の上昇
が見られた。また，GUS 遺伝子発現のための各々のエ
ストロゲン様物質の至適濃度は，DES 10 nM，ビスフェ

図 4 ．エストロゲン曝露日数に依存したレポーター遺伝子の発現量の変動。
100 pM の 17β-エストラジオール存在下で，22°C，明所において，3 日もしくは 7 日間育成した10個体の実生 (T3) を用いて GUS 
染色を行った。写真はそのうちの代表的なものを示す。Bars=1 mm

図 5 ．さまざまなエストロゲン様物質に対するレポーター遺伝
子の応答性。
エストロゲン様物質として DES，ゲニステイン，ビス
フェノール A, p-n-ノニルフェノールを用いた。異なる濃
度のエストロゲン様物質存在下で，22°C，明所において，
1週間生育させた20個体の実生 (T2) を用いて，GUS 活性
を測定した。蛍光分光光度計を用いて測定した値を全可溶
タンパク質量で標準化した。縦軸は GUS 活性 (nmols 4-
MU h–1 mg protein–1) を示す。独立した実験を 3 回行っ
て，誤差を算出した。

図 6 ．形質転換植物を用いた広域環境調査の将来像。
環境試料を採取し，そこに直接形質転換植物の種子をまき育成し，レポーター遺伝子活性を視覚化する。育成に場所もとらず，
検出のための特別な装置も必要ないため，簡便に大量のサンプルを同時に評価できることが期待される。
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ノール A 100 nM，ゲニステイン 10 nM であった。これ
らのことから，このシロイヌナズナはエストロゲン活性
を持つ多種の化学物質を検出できる能力を有していると
いえる。

この研究で作製した形質転換シロイヌナズナは 17β-
エストラジオールをはじめとしてエストロゲン活性を持
つ化学物質に対して応答を示した。また，今回利用した
エストロゲン受容体以外の核内受容体スーパーファミ
リーにも，コアクチベーターである TIF2 がリガンド依
存的に相互作用することが確認されており10)，受容体を
変更することで多種多様な環境ホルモン検出植物を作製
できることが期待できる。
形質転換シロイヌナズナが示した 17β-エストラジ
オールに対する検出感度（50 pM 以上）は，現在報告さ
れている酵母や魚類を用いたバイオアッセイ法とほぼ同
等の検出感度を有していると言える。しかしながら，他
の生物を用いたバイオアッセイ法よりもこの植物を用い
たシステムは取り扱いが非常に簡便であり，また低コス
トで調査を行えることも期待できるため，図 6 に模式的
に示したように広域にわたるエストロゲン様物質の存在
の調査に利用することが可能であると言えよう。
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