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　Because 　concern 　over 　endocrine 　disnlpting　reactions 　caused 　by　chemicals 　to　human 　and 　ani −

mals 　is　growing，　a 　rapid 　and 　reliable 　screening 　assay 　fbr　endocrine 　disrupting　chemicals 　is
required ．　 We 　have　developed　an 　in　Vitro　screening 　assay 　based 　on 　a 　hormone 　receptor 　mecha

−

nism 　using 　a 　surface 　plasmon　resonance （SPR ）sensor ．　 When 　a 　DNA 　fragment 　containing 　a

scquence 　of 　the 　estrogen 　response 　element （ERE ）is　immobilized 　 on 　a 　scnsor 　chip 　of 　a　SPR 　sen
−

sor 　and 　an 　estrogcn 　receptor α （ER ）is　injected　over 　the 　sensor 　chip ，　the 　interaction　of 　ER 　and

ERE 　can 　be　monitored 　in　real 　time ．　 In　the 　prcsence　of 　a　chemical 　with 　estrogenic 　actiVity ，　the

ER −ERE 　interaction　is　enhanced 　and 　the 　kinetic　parameters　are 　altered ．　 We 　have 　 validated 　the

assay　in　terms　of　its　specificity ，　dose　dependency ，　optimal 　reaction
　conditions 　and 　reproducibili

−

ty．　 It　has　bcen 　shown 　that 　the 　assay 　is　very 　reliable 　as　a　rapid 　and 　quantitative　screening

method 　tojudge 　the　estrogenic 　actiVities 　of 　chemicals ・

Kayu，ords ： estrogen 　receptor ；estrogen 　response 　element ； cndocrine 　disrupting　chemical ；

　　　　　 screening 　assay ；surface 　plasmon 　resonance ；SPR 　sensor ・

1　 緒 言

　近 年，有機 塩 素系 農 薬 ， プ ラ ス チ ッ ク 容器 の 可塑剤，洗

浄 剤 中 の 界 面 活 性剤 な ど の 様 々 な化学物質が ，ヒ トや 野生

動 物 に お い て 内 分 泌 撹 乱 作 用 に よ る障 害 を引 き起 こ して い

る と懸念 さ れ て い る
S）．そ れ ら の 多くは エ ス トロ ゲ ン をは

じめ と した ホ ル モ ン レ セ プ ターと 直接相 互 作用す る こ と

で ，本来の ホ ル モ ン 作 用 を 修 飾 も し くは 阻 害 し，内分 泌 撹

乱 を引 き起 こ す と指摘 さ れ て い る
2｝．

　化学物質の 安全性 に つ い て は，発 が ん性，催奇形性，変

寧

ビ ア コ ア （株 ）開発部 ： 105 −0011 　東 京都 港 区 芝公 園 2−9−5
　 向 陽 ビル 5 階
1’

国立 医薬品食 品衛 生 研 究所 毒 徃 部 ： 158 −8501　東京都 世田 谷

　 区上 用賀 1−18−1

異原性，繁殖試 験 な どが 重 要 な指標 とされ て い る が ，慢性

的な毒性 を 評価す る場合 に は，従来 の 指標 の み で 評価す る

こ と は 困難 で あ る．更 に 内分泌撹 乱 化学物質に つ い て は
，

現在 の と こ ろ 毒性 メ カ ニ ズ ム に つ い て も未解 明 な 点 も多

く，その 評価方法 が 確 立 さ れ て い な い の が 現状 で あ る
S｝．

日常使用 されて い る 多岐 に わ た る化学物質 が，ホ ル モ ン 様

作用 を示す例が 報告 さ れ て お り，数 万 種類 に 及 ぶ 化 学 物質

につ い て ，迅速 に 内分泌撹乱性 を評価す る 試 験 法 が 求 め ら

れ て い る．

　化学物質の ホ ル モ ン レ セ プ ターを 介 した作用 を検 出 す る

方法 と し て ，こ れ まで に レ セ プ タ
ー

へ の 競 合 結 合 試 験 や，

エ ス トロ ゲ ン レ セ プ タ
ーを 発現す る 乳 が ん 細胞 （MCF7 ）

の 増殖 を指標 とす る細胞 ア ッ セ イ 系
4，
や，エ ス トロ ゲ ン に

反応す る レ ポ ー
タ
ー遺 伝 子 を組 み 込 ん だ 細 胞 に よ る ア ッ セ
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　 Transcrip重ion

Fig．1　Functional　mechanism 　of 　estrogen 　receptor 　in　gene 　regulation

イ系
6），また in　 vivo ア ッ セ イと して 子宮肥 大試騨

）7）
や ， メ

ダ カ の ビ テ ロ ジ ェ ニ ン ア ッ セ イ等が検討 さ れ て い る
S）．し

か し，こ れ ら の 試験法 は 長 い 時 間 を 要 す る も の が 多 い 点

や ，実験動物 に それ らの 化学物質を投 与 して も ， 生 体本来

の 恒常性維持 な どに よ り，障害を検 出 で き な い こ と も多

い ．こ の よ うに
， あ る化 学 物 質に ホ ル モ ン 様作用が あ っ て

も，そ れ の み で 障害性 と し て と らえ る こ と は 困難 で あ る．

また，こ れ まで の 毒性評価手法 は，フ ィ
ードバ ッ ク 機構 を

持つ 系や ， 受容 体 を介 し た 障害 な ど に つ い て の 解析経験が

乏 し く， また 核内受容体 シ グ ナ ル の ネ ッ トワ
ーク機構 に つ

い て の 知見 も未知 の 点 が 少 な くな い ．し たが っ て 化学物質

の 内分 泌 撹 乱 性 の 評 価
・
判定 に は，異な る ア プ ロ ー

チ が 要

求 さ れ て お り， 迅 速 か つ 信頼性 の 高 い ス ク リー
ニ ン グ 法の

開 発 が 必 要 とさ れ て い る．

　 ホ ル モ ン レ セ プ ターは リガ ン ド依存性転写因子 で あ る．

例 えば エ ス トロ ゲ ン レ セ プ ターは，内在性 リガ ン ドで あ る

エ ス トロ ゲ ン の 結 合 に よ りレ セ プ タ ー立 体構造 が 変 化 し

て，標的遺伝子 上 流 の 応答配列 DNA に 結合 して ， 支 配 下

に あ る 遺伝子転写 を 活性化す る （Fig．1）．こ れ ま で 報告

さ れ て い る エ ス トロ ゲ ン様作 用 物質 の 構造 の 多 様 さか ら

は，その すべ て が エ ス トロ ゲ ン と全 く同 じ作用 を レセ プ タ

ーに 引 き起 こ す とは 考えに くく，そ れ ぞ れ は微妙 に異 な る

遺伝子発現制御 を 引 き起 こ す と想 定 さ れ る
9）．

　近年，表面プ ラ ズ モ ン 共鳴 セ ン サ ーが 新 た な 解析装 置 と

して 注目され て い る
10 レ．こ の 装 置 は 非 標 識 で ，リア ル タ イ

ム に 分子間の 相互 作 用 を測 定 で きる と い う特 徴 を持 っ て い

る た め に，高速 ス ク リーニ ン グ ア ッ セ イ を行 うの に適 して

い る ．また，単 に結合量 の み を測 定対 象 とす る ほ か の 系 と

異 な り，相 互 作 用 に お け る結 合 ・
解 離 過 程 を詳細 に 検討す

る こ とで ， 相 互 作用 す る分子 の 微妙 な構造変化 を推察す る

こ とが で きる．

　著 者 ら は こ の 表面 プ ラ ズ モ ン 共鳴 （surface 　plasmon 　res一

onance ，　 SPR ） セ ン サ ーを 用 い た 内分泌撹乱化学物質高速

ス ク リー
ニ ン グ 法 と して ，ホ ル モ ン レ セ プ ターの 作 用 機構

に 焦点 を あ て た cel ］　free系 ス ク リ
ー

ニ ン グ 法を構築 した．

　 SPR セ ン サ ー
を用 い て 生体分子 の 相 互 作用 を分 子 レ ベ

ル で 測定す る に は ，対象 と な る生 体 分 子 の 一方 を セ ン サ ー

チ ッ プ と呼 ば れ る 表面 に 固 定化 し ，
こ れ に作 用 す る 分 子 を

含 む 試料 を，マ イ ク ロ 流路系 を介 し て
一

定流 量 で 送 液す

る ．2分子 間 の 結合，解 離 に伴 うセ ン サ ーチ ッ プ 表 面 で の

微量 な質量変化 を ， SPR シ グ ナ ル と し て 検 出 し，こ の シ

グ ナ ル の 経時変化をセ ン サーグ ラ ム と呼ぶ グ ラ フ と して 表

示 す る．し たが っ て ， 従 来 法 と異 な り分 子 を標 識 す る こ と

な く，少量の 試料 を用 い て 短時 間 で 相 互 作用 の 測定 が 可能

で あ る．更 に，生体分 子 間 の 相互 作用 に 関 して ，平衡状態

に お け る 2 分 子 間 の 親 和 性 （解 離 定 数 ： KD あ る い は 親和

定数 ： ＆）だ け で は な く，結合
・
解離反応 の 速さに 関す る

情報 ，す な わ ち 結 合 速 度 定数 （h），及 び 解離速度定数

（絹） を 得 る こ とが で き る とい う特徴 を持 っ て い る ．

　SPR セ ン サ ーを用 い て ，セ ン サ ーチ ッ プ 上 に エ ス トロ

ゲ ン 応 答遺伝子 の プ ロ モ
ー

タ
ー

領域 の ホ ル モ ン 応 答 配 列

DNA （ERE ） を 固定化 し，精製 した エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ

ター
α （ER ） を添加す る こ とで ，　 ER と ERE の 相 互 作 用

1］）

を 非標識 で リ ア ル タ イ ム に 測 定す る こ と が で き る （Fig．

2）．

　 こ の 試験法を検証 し，30 種類 の 化学物質 に つ い て エ ス

トロ ゲ ン様作用 の 有無 を評 価 した．

2　実 験

　2・1　 試薬及 び 装置

　2・1 ・1　試薬　　測 定 用 緩 衝 液 に 用 い た ト リ シ ン ，塩 化

カ リ ウ ム
， 塩化 マ グ ネ シ ウ ム ，水酸化 カ リ ウ ム ，Tween

20 は ナ カ ラ イ テ ス ク製 （試 薬 特 級 ），ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ

ド （DMSO ）は Sigma 製，再生 用試薬 に 用 い た 水酸化 ナ

N 工工
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Fig．3　Dose 　dependent 　responses 　of 　E2

ト リ ウ ム （NaOH ）， 塩 酸 （HCI ） は ナ カ ラ イ テ ス ク 製

（試薬特 級）を 用 い た．エ ス トロ ゲ ン レ セ プ タ
ー

（ER ） は

PanVera 製，ビテ ロ ジ ェ ニ ン 遺伝子 の ERE 配列を含む 5’

を ビ オ チ ン 化 した 34mer の 合 成 オ リ ゴ マ
ー

（5
’−biOtin −

tcgagcaaagtcaggtcacag 匸gacctgatcaat−3
’
）及 び そ の 相補鎖 は

日 清紡製 を 用 い た．ER は 非常 に 不安定 な 分 子 な の で ，1

回 の ア ッ セ イ に 必 要 な量 （6 μ1） を分 注 し て
一80℃ で 保存

して，ア ッ セ イの 度 に 1 本ずつ 取 り出 して 実 験 に 用 い た．

また，合成 オ リゴ マ
ーは MilliQ で lmg ／ml に 希釈 して，

使 用 時 まで
一20℃ で 保存 した．測定緩衝 液 は ，25mM ト

リ シ ン
， 160mM 塩化 カ リ ウ ム ，5mM 塩化 マ グ ネ シ ウ ム

の 組成 で ，8M 水酸化 カ リ ウ ム を用 い て pH 　7，8 に 調製 し

た 後 に フ ィ ル タ ー炉 過 及 び 脱気 を 行 い ，最後 に O．05％

Tween 　20 に な る よ うに調製 を行 っ た ．

　 2・1・2　装置　　測定 に は ビ ア コ ア 製 Biacore   3000，東

京理化器械 製 ヒ ートブ ロ ッ ク ， 井内盛栄堂製恒温循環 装 置

を 用 い た．セ ン サーチ ッ プ に は ビ ア コ ア 製で ，ス トレ プ ト

ァ ピ ジ ン を固 定化 した セ ン サ ーチ ッ プ SA を用 い た．また，

Biacore3000本体 に は恒温循環 装 置 を外 部 接続 して
， 本体

内 の サ ン プ ル ラ ッ ク を 4℃ に 保 ち ， 本 体 の 反 応検出部 は

25℃ に温 度設定 して 測定を 行 っ た．

　2・2 操 　作

　2・2・1　ビオ チ ン化合成 オ リ ゴ マ ーの 固定化　　ビ オ チ

ン 化 ERE を固 定化す る ため に，まず ス トレ プ トア ビ ジ ン

（SA ）が 既 に 固 定化 され て い る セ ン サ ーチ ッ プ SA を

Biacore3000 本 体 に セ ッ トして ，測定用緩衝液 を用 い て シ

ス テ ム 全 体 の 平衡化 を行 っ た ．約 7 分 の 平衡化後，ベ ー

ス ラ イ ン の 安定性 を得 る ため に，実際 の 測定 で 叩い る 2

種 類 の 再 生 溶液 で あ る 100mM 　NaOH ，50　 mM 　HCI を そ

れ ぞ れ 30 秒 問，5 回ずつ 添加 して ベ ース ラ イ ン が 安定 し

た こ と を確認 した後 に ，ビオ チ ン 化 ERE の 固 定を行 っ た．

ま ず ，lmg ／ml の ビ オ チ ン 化 ERE を 測 定 用 緩衝液 で 10

万 倍 に 希釈 して ，そ の 100　pl を沸 騰 水 中 で 5 分 間 加熱 し

た 後，急冷 し直鎖化 を行 っ た．こ れ をサ ン プ ル ラ ッ ク に セ

ッ トし，結合量 を観察 し な が ら セ ン サ ーチ ッ プ に 約 60 レ

ゾ ナ ン ス ユ ニ ッ ト （RU ） 固 定 した，次 に ，　 l　mg ／ml の 相

補鎖 ERE を 測 定 用 緩 衝 液 で 100 倍 に 希 釈 して ，ビ オ チ ン

化 ERE と 同様 に 直鎖化 処 理 を 施 し た 後 に ，
ビ オ チ ン 化

ERE を 固 定化 し た フ ロ ー
セ ル に 2 分 間 添 加 し，二 重 鎖

ERE を形 成 した．そ の 後，ビ オ チ ン 化 ERE が 結 合 し て い

ない ス トレ プ トア ビ ジ ン を ブ ロ ッ ク キ ン グす る た め に，l

Pg／ml の ビ オ チ ン を 30 秒 間 2 回 添加 した 後 に ，再度 100

mM 　NaOH ，50 　mM 　HCI を そ れ ぞ れ 30 秒間 3 回 ずつ 添 加

して，相補鎖 ERE を解離 させ て ，セ ン サ ー
表面 の コ ン デ

ィ シ ョ ニ ン グ を行 っ た．また ，別 の フ ロ
ー

セ ル
ー

つ を 空 試

験 セ ル と して 用 い る た め に ，ERE 固 定化 フ ロ ー
セ ル の 作

製法と同 様 に コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ を行 い ，ビ オチ ン の み を

固 定 化 した フ ロ
ー

セ ル を作製 した ．

　2・2・2　測 定対象の 化学物質 の 躙製　　各化 学物質 を

O．I　M とな る よ うに 100％ DMSO に溶解 して，こ れをス ト

ッ ク 溶 液 と し た．こ の ス ト ッ ク 溶 液 を 10 倍ず つ 5 段階

（0．00001 〜0．01M ） に DMSO で希釈 し ，
ガ ラ ス バ イ ア ル

に 入 れ，− 80℃ で 使 用 時 ま で 保 存 した ．測定直前 に，各

濃度 の 100 ％ DMSO 溶液 1μ1を 4℃ に 冷 や した 測 定 用 緩

衝液 で 500倍 に 希釈 し，分注保冷 した ER は 測 定用 緩衝液

で 40　 nM に なる よ うに希釈 して，各濃度の 化合物溶液 と

50　plの 等量を混和 し て ，　 ER は終濃度 20　nM ，化 合 物 は l

nM ， 10　nM ， 100　nM ，　 l　pM ，10μM に なる ように 調 製 し

た ．こ の とき，ER の 活性 を保 つ た め に 穏 や か に 混 和 し，

全試料 の 調製が 終了 す る まで 4℃ に 冷 や し た サ ン プ ル ラ

ッ ク 中に 静 置 した．また ， 測定の ポ ジ テ ィ プ コ ン トロ ール

と して ，ER の 内在性 リガ ン ドで あ る 17β一エ ス トラ ジ オー

ル を 用 い た．17β一エ ス トラ ジ オ ール の 濃度 を 1nM か ら l

pM まで 10 倍 ご とに 調 製 し て ，　ER −ERE の 結合反応 を観察

し た （Fig．3）．100　nM 以 上 で は 結合活性 は 同等 で あ っ た

の で ，測定 に お い て は 100nM の 17β一エ ス トラ ジ オール を

用 い た．また，ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ール は 化学物質を含 ま

ない 試料 を調製 し た．測 定試料 は 調 製後，S7℃ の ヒ
ート

ブ ロ ッ ク で 5 分間加温 を 行 っ た 後 に，冷却 した サ ン プ ル

ラ ッ ク に セ ッ トし た．

　 2・2・3ER と ERE の結合反 応　　2・2・2 の サ ン プ ル を，
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ERE を 固定化 し た フ ロ
ー

セ ル 及 び 空試験 セ ル に 流 量 20

μ1／min で 2分 間添加 して ， 解離 に つ い て も 2 分 間 データ

を 測定 した ．こ の 際，kinject コ マ ン ドを使 用 した．結 合

及 び 解離 に つ い て 反応 を測定 した 後 に ， 100mM 　NaOH を

30 秒 間添加 し，続 い て 50mM 　HCI を 30 秒 間 添 加 して セ

ン サー
表面 を再 生 した．試料 を変えて こ の 測 定を連続的 に

行 っ た．

　 2・3 デ ー
タ評価

　測定 は 各化学 物 質ご と に化学物質 を加 え な い サ ン プ ル を

ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ー
ル ，100　nM 　17β一エ ス トラ ジ オー

ル

を加 えたサ ン プ ル を ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー
ル と して 測定

し ，
17 β一エ ス トラ ジ オール 存在下 で の ER の ERE へ の 結

合量 との 比 を 求 め ，反応性 の 違 い を 比 較 し た．し か し，

ER は 非常 に 不安 定 な 分子 で あ り，活性 を 安定化 さ せ る た

め に 測 定条件の 検討を行 っ た が，複数 の 試料 を連続 して 測

定 して い る 問 に ， ERE へ の 結合活性 が 経時的 に 低下 して

し ま う．そ こ で ，ER の 結合活性 を求 め る た め に ，　 ER の

活 性 の 経時変化 の 影響 を補正 した ．各化学物質の ア ッ セ イ

の 始 め と終 わ りに，17β一エ ス トラ ジ オー
ル 100nM を加え

た ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ール と，化学物質 を加えない ネ ガ テ

ィ ブ コ ン トロ ール を それ ぞ れ 測定 し，こ の ア ッ セ イで 得 ら

れ た 結合量 か ら，試料 ご との ER 結合活性 の サイ ク ル ご と

の 低 下 率 を ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ
ー

ル ，ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ

0 100

τ1me

200 　 　 　 　 250

　　　 s

Fi昏 6　Dose 　dependent 　responses 　ofER −2

一ル それ ぞ れ の 系 で 求め，こ れか ら各 サ イク ル で の ポ ジテ

ィ ブ コ ン トロ
ー

ル 及 び ネガ テ ィ ブ コ ン トロ ール の 推定結合

量 を 算 出 した （Fig．4）．また，各化学物質の ER 結 合 促 進

能 は，17β一エ ス トラ ジ オール 100nM 存在 下 で の ER の 結

合量 との 比 ，相対的な活性化度 （％ activation ） と し て 表

現 した．す な わ ち，Fig．4 の 方法で 経 時 変 化 を 補 正 した 結

合量 か ら計算式 を用 い て 求 め た．

3　結 果

　3・lBiacore を用 い た ER −ERE ア ッ セ イ 系 の 有意性 の

検証

　Biacore の ア ッ セ イ 系 の 有 意 性 を確 認 す る た め に ，化学

物質を添加 しな い 条件 で ER の 濃 度 を変 え て ER と ERE の

結合量 を観察 した ．ER の 濃度依存 的 に結 合 量 は増 加 し，
一

方 ERE を結 合 させ て い な い フ ロ ーセ ル で は，　 ER の 結 合

は 全 く見 られ な か っ た （Fig．5）．

　更 に 1 μM の BSA を注 入 して も ERE に は 全 く結合 は 見

ら れ な か っ た （Fig．6）．こ の こ とか ら，こ の ア ッ セ イ で

は ER の ERE 特 異 的 な 結 合 を 観察 して い る こ とが 示 され

た．ER 　10，20，40　nM で の 結合 量 を比 較す る と，10nM

で は 結 合量 が 相 対 的 に低 く出 る こ と が 多 い ．lpM 　BSA を
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添加 して 測 定 し た と こ ろ ，
10nM で ER 結合量の 増加が 見

ら れ た．こ れ は 10nM で は タ ン パ ク 濃度 が 低 い た め に，

試 料 調 製 中 に ER が プ ラ ス チ ッ クバ イ ア ル ，チ ッ プ 等へ 吸

着 して しま い ，実際 に は所定 の 濃 度 の ER が セ ン サーチ ッ

プ表面 に 送液 され て い な い こ とが 原 因 と考え ら れ る．

　 こ れ ら の 結果 を も と に ，以 後 の 実 験 は す べ て ER 終 濃 度

20nM で 行 っ た．

　Biacore を用 い た ア ッ セ イ系 に お い て 再現性 を 向上 させ

る た め に は ，測定 ご とに セ ン サー
表面 を再 生 す る こ とが 重

要 で あ る．今 回 ，ア ッ セ イ系 の 再現性 を検証す る た め に

30 サイ ク ル 連続 で 測定を行 い （Fig．7，　 a ），各 サ イ ク ル ご

と の ベ ース ラ イ ン の 変動値 を求 め た 結果 （Fig．7
，
　b），セ

ン サ ー表面 は 再現性高 く再生されて い る こ とが示 された．

30 サ イ ク ル を通 じて 約 4RU 程度 の 値を示 し，各サ イ ク

ル ご と の 相 補鎖 ERE ア ニ ーリ ン グ 量 に つ い て も，30 サ イ

ク ル を通 じて 約 25RU で 安定 して お り （Fig．7，　 c ），こ の

ア ッ セ イ系 は 再 現 性 が 高 い こ とが 検証 さ れ た．また，ア ッ

セ イ系全体 の 精度 に つ い て も ，
ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ール と

ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ー
ル を繰 り返 し計 16 サ イ ク ル の 測 定

を行 っ た 結果，Fig．8 に 示 す よ う に RSD 値 は 4．68％ で あ

り，精度 に つ い て の 検証結果 が 得 られ た．

　3・2　化学物質 30 種類の ス ク リーニ ン グ結果

　化学物質 の ス ク リ
ー

ニ ン グ と して ，30 種類 の 各化学物

質 ご と に 5 段階 の 濃度で 測定 し，ER の 結合 に つ い て 濃度

E2　cycle

123456789 覃o 樋 121314 圃516

N 凵 mber 　of 　cyotes

Fig・8　Precision 　ofER −ERE 　assa ア

Average （％ activation ）99 ．98 ，　SD 　4．68 ，　RSD 　4．68％

依存的 な活性化作 用 の 有無を調べ た．1 サイ ク ル の ア ッ セ

イ 所 要 時 間 は 15 分 で あ り，1 化 学 物 質 の ス ク リーニ ン グ

は コ ン ト ロ ール の 測 定 も含 め て 9 サ イ ク ル
， 約 2 時 間 半

で 測定が行わ れ た．

　Fig，4 の 計 算 式 を用 い て 30 種 類 の 化 合 物 に つ い て 相 対

的な活性化度 を求 め た 結果，化学物質濃度 100nM に お い

て ，E2 と比 較 して 50％ 以 上 の 活性化 が 起 こ る 物質 を 高 反

応 性物質 （high　responder ），20〜50％ の 活 性 化 が 起 こ る

物質，あ る い は 20％ よ りも低 い が あき らか に 濃度依存 的

に 活性化 が 見 ら れ る 物質 を低反応性物質 （10w　responder ），

活性化 が 20％ 以 下 の 物質 を 無反応 性物質 （non −respon −

der） と して 分類 した （Fig．9）．2 回 の ス ク リ
ーニ ン グ の

結 果 を Table　 l に 示 す．そ の 結果 ，30 種類 の 化学物質中，

28 種類 の 化 合物 に お い て 2 回 と も同 じ 結果 が 得 ら れ た．

17β一エ ス トラ ジオール や その 誘導体は高反応性 で，男性 ホ

ル モ ン で は 無 反 応 性 で あ っ た．ま た，環 境 ホ ル モ ン物質 と

い わ れ て い る ビ ス フ ェ ノ ール A は 低 反 応性 に 分類 さ れ

（Fig、10），こ れ まで の 報告 と
一

致 した 結果 が 得 られ た．

　更 に ，17β一エ ス トラ ジ オ ール 以 外 に こ れ ま で に 内分 泌 撹

乱作用 が 指摘され て い る 化学物質 ビ ス フ ェ ノ ール A ， 17β一

エ ス トラ ジ オー
ル 誘導体 で あ る 17α

一エ ス トラ ジ オ ール ，

ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス トロ ール （DES ），タモ キ シ フ ェ ン ，

更 に 男性 ホ ル モ ン の プ ロ ゲ ス テ ロ ン 等 で は，セ ン サ ーグ ラ

ム の 形 か ら 結合反応 に 違 い が あ る こ とが 明 らか に な っ た

（Fig ，11 ）．一
方，全 化学物質 に つ い て ，1μM で の ER 添

加後 の 結合量 と 2分 間解離反応 をした 後 の 結合量 （結合

安定性）を プ ロ ッ トして み る と，ア ゴ ニ ス ト，ア ン タ ゴ ニ

ス トで 有意 な 差 が 見 ら れ た．代表的な化学物質 の 結果 を

Fig．12 に 示す．ア ン タ ゴ ニ ス トの 場合 に は，　 ER と ERE

の 結合 が よ り安定的に 保持 させ る 作用を有す る こ と が 示 さ

れ ， Biacore を用 い た測定 に よ り化学物質の エ ス ト ロ ゲ ン

作用 の 有無 だ け で な く，ア ゴ ニ ス ト ・ア ン タ ゴ ニ ス トを区

別で きる可 能性が 示唆され た．
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Table 1 ResultofER-EREscreeningwithSPRsensor

No.CAS  No. Name lstscreening2nd  screening

12s456789101112IS1415161718l92021222824252627282930oooesa2&2

oeoes7-glo
OOO053107

oooos763-6

OO036205-O

OO0362D7-2
OOO06&224
oeoo63-os-s
OOO057S3-O
OO0501T246

O05153253

OOIOS-Ol.1
O06807-17-6
02795bl94-8
OOO081-92-5
OOO081-90-3

OO0978809

062625.314

O0588+21A

O05613-4a7

OOO084-102

OOO08417-3

50531O06893-02-3

oeosoo3gg

023239T51-2

OOI05028T8

OOO145506

ooo44a72o

OOO080-Obl7

Estrad{olEstra-1,3,5(10)-triene-3,17-cliol(]7a)

Estrone19-Nor-17-alpha-pregna-1,3,5(10)-trien-20-yne-S,17-diol

Estra-1,3,5{10)-uiene-2,3,17-beta-trio]

Estra-1,3,5(10)-niene-8,17diol,2-methoxy-,(17fi)-
19-Nor-17-alpha-pregii-4-en-20=yn-S-one,17-hydroxy-
Androst-4-ene-8,17dione
Progesterone

3Pentadecylphenol

Benzoic  acid,  4hydroxy-,  2-ethylhexyl ester

Gallic acid,  o[ty1  ester

4,4L(1,SDimethy]buty]idene)bisphenol

Phenol,4,4',4"tthylidynetri-

Benzenemethanol,2-[bis(4-hydro)yphenyl)methyl]-
o-Toluicacid,.alpha.,.alpha,-bis{p-hydroxyphenyl)-

4-(Triphenylmethyl)phenol

Phenel,4,4L(SH-1,2-benzoxathiol-3ylidene)bis3methyl-,SS-dioxide,

monosodPhenol,4,4'-methylenebis[2,6-climethy]-

2,5Xylenol,4,4Lisopropylidenedi-

Phenol,4.4L(1,2-diethylethylene)di-,mese

Phenol,4,4'-{diethylideneethylene}di-

diethylstilbestrol

Alanine,Y(4-(4-hydroxy-giodophenoxy)-S,5-diiodophenyl)-,L-

Nordihydroguaiareticacid

Benry1alcohol,p-hydroxy-alpha-(1-((p-hydroxyphenethyl)arnino)ethyl)-,

hydroch]o

bTyrosine,  NLL-tyresyl-

1(4H)-Naphthalenone,4-.alpha.-(4hydro)ry-1-naphthyl)bencylidene-

GenisteinBisphenolA

HHHHHLLNNNNNLNLNLN

LLHLHNNN

NLLL

HHHHHLLNNNLNLNLNLN

LLHHHNNNNLLL

H:  high  responder;L:  lowresponder;N:  non-responder
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4 　考 察

置0，000

　 ホ ル モ ン レ セ プ タ
ー

の 作用機構 に 焦点をあ て た cell　free

系 ス ク リーニ ン グ 法 と して ，SPR 高速分析法 を構築 し た．

ER を あ ら か じ め様 々 な 化学物質とイ ン キ ュ ベ ー
トし て 測

定を行 うこ と に よ り，ER と ERE の 結合反応 に 変化を引 き

起 こす こ とが 示 され ，ER の 結 合量 の 変化 を観察す る こ と

に よ り，化学物 質の エ ス トロ ゲ ン 様作用 の 有無を判定す る

こ とが で き た．更に，ER と ERE の 相互 作 用 の 結合及び解

離 の ER 結 合 量 の 解 析 か ら，ア ゴ ニ ス トとア ン タ ゴ ニ ス ト

が 大 きく異 な る 相 互 作用変化 を 引 き起 こ す こ とが 示 さ れ

た ．測定 の エ ン ドポ イ ン トと して ，結合 量 の み を指 標 とす

る 従来 の 競合結合試験 で は，ア ゴ ニ ス ト，ア ン タ ゴ ニ ス ト

の 区別は判定 で きなか っ た が，SPR セ ン サ ー
の 特 徴 で あ

る リ ア ル タ イ ム 解析 に よ り，ア ゴ ニ ス ト，ア ン タ ゴ ニ ス ト

とい っ た リ ガ ン ドの 作用 を検討す る こ とが 可 能で あ る．ま

た，細胞 を用 い た試験系 で は，対象物質の レ セ プ タ
ー

以外

へ の 作 用 を考慮す る必 要が あ る が，本 ア ッ セ イ 系 で は 純粋

な レ セ プ ターシ グ ナ ル 伝達系へ の 作用 の み を検討す る こ と

が で き る，ホ ル モ ン レ セ プ ターの 作用 メ カ ニ ズ ム をもとに

した 本 ス ク リーニ ン グ 法 に よ り ， 多数 の 化学 物質 に つ い て

その ホ ル モ ン 様作 用 を 迅 速 に ス ク リーニ ン グ す る こ と が 可
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能 で あ る ．

250

　ER 以外 の ホ ル モ ン レ セ プ タ
ー

もほ ぼ 同様 の メ カ ニ ズ ム

で 遺伝子転写 を行 っ て い る こ とか ら，それ らに つ い て 同様

の ア ッ セ イ系 を組むこ と も可能で あ り，数万種類 に 及 ぶ と

い わ れ る化 学 物質 の
一

次ス ク リーニ ン グ 法 と して ，有効的

な 方法 で あ る こ とが示唆 さ れ た．

　 この 研 究 は厚 生 労 働 省厚生 科学研 究 （班 長，国 立 医薬 品食品衛

生研 究所毒性部 菅野 　純） とし て 行わ れ た．
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要 旨

　近年 ヒ ト，野生動物 の 内分泌系 を撹乱す る化学物質 の 存在 が 懸念 さ れ て お り，こ れ らの 化学物質 の 作用機

構 と して，内分 泌 系 を 制 御 す る種 々 の ホ ル モ ン レ セ プ タ
ーと化学物 質 との 相 互 作用が 指摘 さ れ て い る ．著者

らは 内 分 泌 撹 乱 化 学 物 質 の 迅 速 な in　 vitro ス ク リー
ニ ン グ 法 と し て ホ ル モ ン レ セ プ タ

ー
の 作用機構 に 焦点 を

あ て た表面 プ ラ ズ モ ン 共鳴高速分析法を構築 した．表面 プ ラズ モ ン共鳴 セ ン サ
ー

の セ ン サ
ー

チ ッ プ上 にエ ス

トロ ゲ ン レ セ プ ター
の ホ ル モ ン 応答配列 DNA （ERE ）を固定化 し，エ ス トロ ゲ ン レ セ プ タ

ー
α （ER ） を添

加す る と ER と ERE の 相 互 作用 を 非標識で リア ル タ イ ム に 測定す る こ とが で きる ．こ の 系 で ER を様 々 な化

学物 質 と共存 させ る と，ER と ERE の 結合 ・解離 の 反応速度が変化す る．こ の ア ッ セ イ 法 につ い て 特異性，

用量依存性，至 適条件及 び 系 の 再現性 を検討 した．その 結果，こ の 方法 は あ る化学物質が エ ス トロ ゲ ン 様作

用を有す る か ど うか を迅速か つ 定量的 に判定す る ス ク リ
ー

ニ ン グ法 と して 有効 で あ る こ と が 示 さ れ た．
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