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研究フロンティア

はじめに

　除草剤のatrazineは米国で最頻用の除草剤であり，お
そらく世界中でも最頻用と考えられているが，その使用
の是非をめぐり，論争の渦中にある．土壌や表面水のも
っともありふれた汚染化学物質として［１］，その広範
な使用が野生ガエルの世界的な減少を含め，生態系への
さまざまな影響を及ぼす可能性が懸念されている［２］．
Atrazineがaromatase活性の上昇作用を介してオスガエ
ルのメス化，半陰陽や不妊を引き起こす可能性が指摘さ
れているが，aromatase活性の上昇に関しては異論もあ
る．一方では，ヒトにおいても精子数の減少との関連を
示唆する報告やエストロゲン依存性癌との関連で，その
井戸水汚染と乳癌との関係［３］やatrazine製造工場の
周辺における高率の前立腺癌の発生［４］等も指摘され，
懸念されている．今回，われわれは，chloro-s-triazine
系の除草剤であるatrazine/shimazineは細胞環境によっ
てはaromataseの活性化を引き起こすこと，すなわち
SF-1/Ad4BP（以下SF-1）の高発現がその活性化には
必須であることを見い出したので，その機序の解析とと
もに報告する．

結　果

　われわれは以前，NIH3T3細胞にSF-1を遺伝子導入し
た 系 に お い て，forskolinは SF-1依 存 性 aromatase 
promoter II（ArPII）活性（ルシフェラーゼアッセイに
よる）を増強することを見い出し報告した［５］．今回，
56種類の内分泌攪乱候補物質のうち，この系に干渉する
化学物質が存在するか否かを検討した．その結果，
atrazine/simazineが，NIH3T3細胞におけるfoskolin刺

激下でのSF-1依存性ArPII転写活性をさらに増強するこ
とが判明した．さらのこの２化学物質は単独でSF-1依
存性にArPII転写活性を濃度依存性に増強したが（図１

A），10-5Mにおけるその強度はfoskoliin単独の強度より，
若干弱めであった（図１B）．また，NIH３T３細胞に
SF-1を発現導入しなければ，atrazine/simazineによる
このような効果は認められなかった（図１C）．
　同様の検討をわれわれ自身が樹立したaromatase発現
細胞であるヒト卵巣顆粒膜細胞株KGN［６］とヒト副
腎皮質際細胞癌株H295R細胞を用いて検討した．その結
果，すでにわれわれ自身が報告しているように［７］，
KGN細胞ではatrazine/simazineによるArPII活性の増強
効果が認められなかったが，H295R（副腎癌細胞）では
既 報［８］ の と お り atrazineに よ るH295R細 胞 の
aromatase活性の上昇を確認した（図２A）．この違いが
何に由来するかを検討するために内因性のSF-1発現量
をRT-PCRにて比較検討したところ，H295RではKGN
細胞に比べ，約60倍の内因性SF-1の高発現を認めた（図
２B）．またWestern blottingによる蛋白レベルにおける
検討でも同様であった．
　そこでアデノウイルスによる発現系を用いてKGN細
胞にAdx-bSF-1［９］を感染導入させ SF-1 を過剰発
現させたところ，atrazine/simazineによりP450arom 
mRNAレベルも，アロマターゼ活性レベルも（図３A）
上昇を認めた．一方，コントロールのAdx-lacZの発現
導入では，以上の効果は認められなかった．すなわち，
SF-1の発現量の増加に伴いatrazine/simazineに対する
aromatase遺伝子の反応性を回復させ得ることが判明し
た．
　次にH295R細胞におけるArPIIプロモーターとSF-1の
相互作用を既報［10］のごとく，SF-1抗体を用いた
Chromatin Immunoprecipitation assay（ChIP assay）
にて行った．10-5M atrazine/simazineは10-6M forskolin
ほど強力ではなかったものの，SF1-ArPIIの相互作用を
増強することが判明した．またaromatase promoter II 
4Kbの欠失変異を用いた検討から，ArPIIの-516bp断片
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中のSF-1サイトはatrazineによるArPIIの活性化に必須
であることが判明した（図３B）．atrazine/simazineが
SF-1依存性のArPII活性を増強する機序として，SF-1
発現量を変化させる可能性はWestern blottingにより否
定された．
　われわれは，atrazine/shimazineがSF-1と結合しうる
か否かをBiacoreT100システムによる表面プラズモン共
鳴（surface plasmon resonance, SPR）法を用いて検討
した．SF-1蛋白の産生と精製は，既報［11］のごとく，
baculovirusの 系 を 用 い て 行 っ た． 精 製 SF-1は
amincoupling法によりsensor chip（CM5, Biacore）に

固定後，Biacore T100　biosensoring system（Biacore, 
Tokyo）による表面プラズモン共鳴（SPR）法を用いて
精 製 SF-1蛋 白 と 内 因 性 リ ガ ン ド16PC（１ ,２
-dihexadecanoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine）なら
びに化学物質との結合の有無を検討した．精製SF-1と
16PCとの結合を検討したところ，強度の結合を認めた
（図４A）．一方，atrazineもSPR値は低いながらも，
SF-1との濃度依存性の結合を認め（図４B），SF-1の弱
い外因性リガンドである可能性が示唆された．一方，
shimazineお よ び ネ ガ テ イ ブ コ ン ト ロ ー ル の
p-nitrotolueneとSF-1の結合を認めなかった．

考　察

　atrazine/shimazineがaromatase活性を上昇させるか
否かについては論争があり，細胞によっては上昇させ，
細胞によっては不変であるとの報告がなされていた
［７，８］．今回の研究において，SF-1発現量の低いKGN
細胞では，atrazineの効果が認められないのに対し，
KGN細胞の60倍以上のSF-1の高発現を認める副腎皮質
細胞癌H295R細胞では，atrazineによりaromatase活性
の上昇を認めること，その差異は，KGN細胞へのSF-1
導入実験からSF-1の発現量の差異によって生じている
ことを明らかにした．報告者によるaromatase活性の上
昇に関する結論の差異もこの点に起因する可能性があ

Forskolinとの強度比較SF1-依存性ArPII活性の増強は
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図１　atrazine/simazineはNIH3T3細胞においてSF-1依存性にArPII転写活性を増強する．
　　　NIH3T3細胞にArPII-Luc並びにpcDNA3.1（control）あるいはpcDNA3.1-hSF-1を遺伝子導入し，ルシ

フェラーゼアッセイを行なった．
　　　（A）濃度依存性（B）Forskolinとの強度比較（C）SF-1発現導入の有無での比較（化学物質濃度は

10-5M）
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図２　（A）H295R細胞ではSF-1の外因性発現なしにArPII活性が上昇（濃
度は10-５M）．

　　　（B）H295R細胞とKGN細胞におけるreal-timePCRによる内因性
SF-1mRNAの発現比較．
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内分泌攪乱物質AtrazineはSF-１依存性にアロマターゼ転写活性を誘導する

る．このことはきわめて重要で，ヒトにおいてSF-1高
発現という条件下では，aromataseの活性上昇により
atrazineが局所的な高エストロゲン環境を作り出す可能
性を示唆している．臨床疫学的に懸念されている
atrazineとエストロゲン依存性癌の乳癌や前立腺癌との
関連が示唆される．
　SF-1は長い間，内因性リガンドが未同定のオーファ

ン受容体として認識されてきた．ごく最近，その生理学
的意義はいまだ未解明であるが，リン脂質がSF-1の内
因性リガンドとして同定された［12, 13］．今回の研究で
は，その内因性リガンドの１つである16-PCがSF-1と
相互結合することを，in vitroにおける親和性研究によ
って初めて示し得た．また，16PCに比べるときわめて
弱いが，atrazineはSF-1に結合することを示し，SF-1
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図４　SPR法を用いた精製SF-1と16PC（内因性SF-1 リガンド）（A）あるいはatrazine（B）
との濃度依存性の結合
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図３　（A）Adx-SF1導入はKGN細胞のatrazine/simazineに対するaromatase活性の反応性を回復させる（濃
度は10-5M）．

　　　（B）ArPIIの-516 bp断片中のSF-1配列はatrazineによるArPIIの活性化に必須である．516SF-1-Mは
SF-1サイトへの変異導入コンストラクト．
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の外因性リガンドとして作用する可能生を提示した．
atrazineの aromatase活 性 の 上 昇 機 序 と し て，
phosphodiesterase活性の抑制を介したcAMPの上昇に
よる機序が報告されているが［８］，それのみではなく，
SF-1のリガンドとしてSF-1とaromatase promoter IIの
相互作用を増強する機序も関与している可能性が示唆さ
れた．環境中には，このような未知のSF-1リガンドが
存在し，生態系に少なからず影響を与えている可能性が
あり，今後の重要な検討課題と考えられる．

結　語

　atrazine/simazineによるヒトaromatase遺伝子の転写
活性化は，aromatase promoter IIを介して転写レベル
で起こり，その転写活性の刺激にはSF-1の高発現が，
必須であった．atrazineとSF-1の直接的結合が認められ
たことから，atrazineは弱いながらもSF-1の外因性リガ
ンドとして作用している可能性が示唆された．
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