
hon p.1 [100%]

443

東京都健康安全研究センター環境保健部

e-mail: Tomoko_Ookubo＠member.metro.tokyo.jp

443YAKUGAKU ZASSHI 123(6) 443―452 (2003)  2003 The Pharmaceutical Society of Japan

―Regular Articles―

ヒト乳がん由来MCF-7細胞を用いた食品添加物等の内分泌かく乱作用の検索と
BHA, OPPを中心とした機構の解析
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Estrogenic activities of more than 90 chemicals including food additives, foodstuŠs of plant origin, and some chem-
icals, which could be orally ingested, were examined by assaying estrogen receptor (ER)-dependent proliferation of
MCF-7 cells. Among 66 food additives, 17 compounds stimulated the proliferation, but their concentrations giving max-
imal cell yield were higher than that of 17b-estradiol and their estrogenic activities were weak. Flavonoids had relatively
strong estrogenic activities. In the assay of ER competitive binding to human ERa and ERb in vitro, the antioxidant t-
butylhydroxyanisole (BHA) had the capacity to compete with 17b-estradiol, while the capacity of o-phenyl phenol
(OPP) was too small to calculate. Both BHA and OPP induced a decrease in gene expression of ERa and an increase in
that of progesterone receptor in a time-dependent manner. These eŠects were similar to that of 17b-estradiol, a though
much higher concentrations were required for these compounds than 17b-estradiol. These results may suggest that we
should be careful not to ingest excessive food additives.
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は じ め に

内分泌かく乱化学物質は動物の生体内に取り込ま

れた場合，本来生体で営まれている正常なホルモン

作用に影響を与える．環境中に存在するいくつかの

化学物質が生殖機能の阻害，悪性腫瘍の発生などに

かかわる可能性が指摘されている．1)日常生活にお

いて，我々は様々な化学物質に接触している．特に

食品中には動植物由来の食品本来の成分の他に，保

存性を高める，見栄えを良くするなどの目的で食品

添加物が加えられていることが多く，それらを意識

せずに摂取している．食品中に存在する化学物質

は，体内へ取り込まれ，吸収される可能性がある．

内分泌かく乱化学物質は最近注目されており，わが

国でも環境省で「環境ホルモン戦略計画 SPEED'98」

が作成され，内分泌かく乱作用が疑われる物質，65

物質が挙げられている．食品に含まれる成分の中で

はフラボノイド類の内分泌かく乱作用について，数

多く研究されている．2―10)しかし他の食品成分や化

合物，特に食品添加物による内分泌かく乱作用につ

いては yeast two-hybrid assay を用いて核内受容体

に働きかけホルモン作用を示す化合物をスクリーニ

ングした報告3)などがあるものの，他の報告はあま

り多くない．食品添加物は，毒性学的に安全性が確

認されている濃度に基づき使用量が規制されてい

る．しかしこれは発がん性，催奇形性などから求め

た安全性である．これらの物質について内分泌かく

乱作用の検討も必要であると思われる．以前，我々

は保存料として繁用されるパラベン類にエストロゲ

ン作用のあることを報告した．11)本報では食品添加

物として用いられる化合物だけでなく，摂取する可

能性のある植物成分などについてもヒト乳がん由来

MCF-7細胞を用いたエストロゲン作用のスクリー

ニングを行い，さらにいくつかの化合物についてエ

ストロゲン受容体結合競合試験及び細胞の受容体遺

伝子の発現を調べた．
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実 験 方 法

試薬 17b- 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（TAM),

4-ヒドロキシタモキシフェン（4OH-TAM）は Sig-

maから購入した．t-ブチルヒドロキシアニソール

（BHA）は Fluka から，o- フェニルフェノール

（OPP）は東京化成から購入した．ICI 182,780 は

Tocris Cookson Ltd.から購入した．MCF-7細胞は

Dr. Soto, Dr. Sonnenschein (Tufts大学，Boston）

より供与された．

方法

1. MCF-7 細胞増殖試験 MCF-7 細胞は 5％

牛胎児血清（FBS）添加ダルベッコ改変イーグル培

地（DMEM）を用い，37°C, CO2 6％の条件下で継

代培養を行った．MCF-7細胞は 96ウェルプレート

に 5％ FBS 含有 DMEM を用いて 4000 個/ウェル

を播種した．24 時間培養し，播種用培地を除去

後，エタノール（終濃度 0.1％, vehicle）で溶解し

た化合物を，5％CDHuS（チャーコール，デキスト

ラン処理ヒト血清）含有フェノールレッド不含

DMEM（実験用培地）で希釈し，各ウェルに加え

6日間培養した．処理後プレートの培地を除去し，

24時間以上冷凍保存した後，CyQUANT細胞増殖

測定キット（Molecular Probes, Inc.）を用いて蛍

光強度から細胞数を測定した．Vehicleのみの対照

群を 100％として増殖の程度を算出した．

化合物の MCF-7細胞増殖作用に対するエストロ

ゲン拮抗剤 ICI 182,780の影響については，被験化

合物単独で最大の細胞増殖を示す濃度で，10－8 M

ICI 182,780共存下 6日間培養し，細胞増殖の程度

を測定した．

2. ヒトエストロゲン受容体結合競合試験 ヒ

トエストロゲン受容体（ER）結合競合試験は

Ligand Screening System―Estrogen Receptor a及び

b (TOYOBO Co., Ltd.）を用いて，プロトコールに

従い，ERタンパクと HRP標識エストラジオール

を用いて測定を行った．化合物による受容体の阻害

率は陽性対照 3×10－7 M DES存在下での吸光度を

100％ , DES が存在しない時の吸光度を 0％とし

て，化合物を反応させた時の吸光度から求めた．

3. 受容体遺伝子発現 実験方法は既報に従っ

た．11)簡略に述べるとMCF-7細胞を被検物質で 24,

48 時間処理後，細胞を回収し，RNA を Ultraspec

RNA Isolation System (Biotecx Laboratories, TX,

USA）を用いて抽出した．ERa，プロゲステロン

受容体（PR）のプライマーを用いて，RT-PCR反

応を行った．PCR 産物は 2％アガロースゲル電気

泳動により分離し，SYBR Green (Molecular Probes,

Inc.）で染色後，島津製作所デンシトメータ CS-

9300PCを用いて，PCR産物の定量を行った．ERa

及び PRの発現量は各々 b-アクチンで補正した．

結 果

1. MCF-7 細胞増殖試験 MCF-7 細胞増殖作

用のある化合物の濃度を変化させたグラフを Fig. 1

に，また最大細胞増殖を示す濃度（Cmax）及び作用

の強さ（Cmaxを与える濃度の 17b-エストラジオー

ルと化合物の％比）（RPP), 17b-エストラジオール

と比べた最大増殖程度の割合（RPE）を Table 1に

示す．10－3 Mまたは 1000 mg/mlまで高濃度にして

も細胞増殖を示さない化合物を Table 2に示す．

1-1. 合成ホルモン様化合物 陽性対照として

合成ホルモン様化合物の作用を調べた．MCF-7細

胞は，17b- エストラジオールで 6 日間処理を行っ

たところ，10－12 M付近から増殖作用を示し，濃度

依存的に上昇し，3×10－11 Mで対照の 4倍（400％）

を超える最大増殖を示した（Fig. 1A）．DES 及び

TAM の RPP はそれぞれ 0.003％, 0.0003％であっ

たが，いずれも増殖の程度 RPEは 17b-エストラジ

オールとほぼ等しいレベルまで促進した（Table 1）．

4OH-TAM の RPP は 0.3％であるが，増殖作用は

TAM に比べて小さく，RPE 36.5％であった．

Fangら32)の報告では，E-SCREEN assayで 17b-エ

ストラジオールの増殖の程度（RPE）を 100％とす

ると 4OH-TAMはそれより低くRPE 22％であった．

Andersenら33)の報告によると，MCF-7細胞増殖試

験を用いた場合，17b- エストラジオールで処理し

た細胞はコントロールに比べ約 7 倍，TAM で約

5.5倍に増加し，recombinant yeast estrogen screen

ではコントロールに比べ 17b-エストラジオールは

2.6 倍，TAM は 2.2 倍に増加した．今回の実験に

おける TAM 及び 4OH-TAM の増殖作用は比較的

高いが，基本的にこれらの報告に類似していると考

えられる．
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Fig. 1. Proliferation of MCF7 Cells
Cell number after treatment of cells for 6 days with the indicated concentrations of chemicals is expressed as percentages relative to that of cells treated with ve-

hicle (0.1％ ethanol) alone (100％). Each point is the mean of eight determinations and SD values were less than 5％. A●: 17b-estradiol,◯ : DES,▲: TAM,△:
4OHTAM; B▲: BHA,●: OPP,◯ : piperonyl butoxide; C●: morin,◯ : hesperetin,▲, ferulic acid; D●: carthamus yellow,◯ : cochineal color,▲: monascus
color; E ●: coumestrol, ◯ : genistein.

445No. 6

1-2. 食品添加物

◯ 酸化防止剤 酸化防止剤には多くの合成

品，天然由来化合物が用いられている．酸化防止剤

として幅広く用いられている BHAには MCF-7細

胞増殖作用が認められ，Cmax 5× 10－5 M, RPP

0.00006％であった（ Fig. 1B）． Soto et al.12) も

BHAにはエストロゲン作用があり，Cmax, RPPと

も我々の結果と等しい値を報告している．また

BHAの代謝物で，アメリカや中国などでは酸化防

止剤として食品に使用されている TBHQ及びその

代謝物 TBQには細胞増殖作用は認められなかった．

BHA と同様に幅広く用いられている BHT には，

増殖作用が見られなかった．フラボノイド構造を持

つモリンは酸化防止剤の中で最も高い増殖程度を示

し，10－4 Mの時に RPE 99.2％であった．またヘス

ペレチンにも強い細胞増殖作用が見られた（Fig.

1C）．Breinholt and Larsen2)は，recombinant yeast

screen及び MCF-7細胞増殖試験によりモリン，ヘ

スペレチンのエストロゲン作用を報告している．ル

チンはフラボノイド構造を持つケルセチンの配糖体

であり，増殖作用を有するがケルセチン自身にはエ

ストロゲン作用は認められなかった．その他にはノ
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Table 1. Proliferative EŠect of Chemicals

Chemical Cmax
a) RPP(％)b) RPE(％)c)

17b-Estradiol 3×10－11 M 100 100

Synthetic Steroids

Diethylstilbestrol (DES) 1×10－6 M 0.003 106

Tamoxifen (TAM) 1×10－5 M 0.0003 105

4-Hydroxytamoxifen (4OH-TAM) 1×10－8 M 0.3 36.5

Food Additives
Antioxidants

t-Butylhydroxyanisole (BHA) 5×10－5 M 0.00006 66.8

Morin 1×10－4 M 0.00003 99.2

Hesperetin 1×10－4 M 0.00003 73.9
Ferulic acid 1×10－3 M 0.000003 68.7

Nordihydroguaiaretic acid 1×10－5 M 0.0003 29.2

Propyl gallate 1×10－4 M 0.00003 13.8

Ellagic acid 1×10－5 M 0.0003 10.6
Rutin 1×10－3 M 0.000003 40.5

Guaiac gum 10 mg/ml ― 47.3

Clove oil 100 mg/ml ― 21.2

Fungicides
o-Phenylphenol (OPP) 5×10－5 M 0.00006 80.1

o-Phenylphenol Na (OPP-Na) 5×10－5 M 0.00006 51.7

Coloring Agents

Carthamus yellow 1000 mg/ml ― 66.8
Cochineal color 100 mg/ml ― 25.1

Monascus color 100 mg/ml ― 11.4

Insecticides

Piperonyl butoxide 1×10－4 M 0.00003 10.6
Bitters

Naringin 1×10－3 M 0.000003 66.0

Substances Naturally Present in Plants

Coumestrol 1×10－7 M 0.03 86.5

Genistein 1×10－7 M 0.03 71.0
Genistin 1×10－3 M 0.000003 134

Daidzein 1×10－6 M 0.003 115

Daidzin 1×10－3 M 0.000003 58.8

Resveratrol 1×10－4 M 0.00003 59.9
Naringenin 1×10－5 M 0.0003 90.6

Biochanin A 1×10－6 M 0.003 90.4

Puerarin 1×10－3 M 0.000003 82.6

Chrysin 1×10－4 M 0.00003 45.0
Apigenin 1×10－6 M 0.003 60.8

Chemical Substances

Bisphenol A 1×10－6 M 0.003 101

4-n-Nonylphenol 1×10－6 M 0.003 74.3

a) Cmax is the concentration of the compound giving maximal proliferation. b) RPP (Relative proliferative potency) is the ratio
between 17 b-estradiol and xenoestrogen doses needed to produce maximal cell yields×100. c) RPE (relative proliferative eŠect) is
the ratio of maximal cell yield of the test compound to that of 17 b-estradiol, expressed as a percentage.

446 Vol. 123 (2003)
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Table 2. Nonestrogenic Chemicals

Food Additives
Antioxidants Preservatives Coloring Agents
L-Ascorbic acid Hinokitiol Amaranth (Red No. 2)

L-Ascorbyl palmitate Propionic acid Erythrosine (Red No. 3)

L-Ascorbyl stearate Sorbic acid Allura red (Red No. 40)

Butylhydroxytoluene (BHT) Sodium benzoate New coccine (Red No. 102)

Catechin Phloxine B (Red No. 104)

Citric acid isopropyl Sweetners Rose bengal (Red No. 105)

Gallic acid L-Arabinose Acid red (Red No. 106)

Gentisic acid Aspartame Red cabbage color

g-Oryzanol Saccharin Annatto red

Quercetin Saccharin Na Beet red

Sesamol D-Sorbitol Tartrazine (Yellow No. 4)

Sodium isoascorbate Xylitol Sunset yellow FCF (Yellow No. 5)

d-a-Tocopherol Gardenia yellow

t-Butylhydroquinone (TBHQ)a) Others Curcumin

t-Butylquinone (TBQ)b) Hesperidin Ribo‰avin
Phytic acid Fast green FCF (Green No. 3)

Fungicides Sodium copper-chlorophyllin

Biphenyl Brilliant blue FCF (Blue No. 1)

Imazalil Indigo carmine (Blue No. 2)

Thiabendazole Gardenia blue

Cacao color

Substances Naturally Present in Plants

Berberine Luteolin

Epicatechin gallate Myricetin
Epigallocatechin Procyanidin B1

Epigallocatechin gallate Procyanidin B2

Glycyrrhizic acid Wogonin

Interpretation of nonestrogenicity was based on no cell proliferative activity in the range of concentration up to 10－3 M or 1000 mg/
ml. a) TBHQ is a major metabolite of BHA and it is a food additive as an antioxidant in some countries, but not in Japan. b) TBQ
is the metabolite of TBHQ.

447No. 6

ルジヒドログアヤレチック酸，フェルラ酸，没食子

酸プロピル，エラグ酸，グアヤク脂，クローブ油に

も細胞増殖作用が認められた．クローブ油の主成分

オイゲノール，アセチルオイゲノールには増殖作用

は見られなかった．カテキンにはMCF-7細胞でエ

ストロゲン作用が報告されている2)が，我々の実験

ではエストロゲン作用は認められなかった．

◯ 防カビ剤 防カビ剤の中では，OPP の

RPP は 0.00006％であった（Table 1, Fig. 1B）．

OPP は水に溶けにくいため，水溶性の高い OPP-

Na も食品添加物として使用される．両者を 2×

10－4 Mの濃度まで培地に溶解させても pH に違い

はなく，また MCF-7細胞増殖の結果に大差はない

ことから，以下の実験では OPPを用いた結果を示

す．OPP は生体内で代謝され PHQ が生成し，さ

らに酸化されると PBQになるが，これらの代謝物

にはエストロゲン作用はなかった．ビフェニル，チ

アベンダゾール，イマザリルには増殖作用はなかっ

た．

◯ 保存料 保存料として使用されている物質

の中でパラオキシ安息香酸エステル（パラベン類）

にはエストロゲン作用があることを報告したが，11)

今回調べた安息香酸ナトリウム，ソルビン酸，プロ

ピオン酸，ヒノキチオールにはエストロゲン作用は

なかった．

◯ 甘味料 最近，砂糖より甘く，低カロリー

であるアスパルテームやその他の人工甘味料が多く

使用されているが，今回調べた天然及び人工の甘味

料の中でエストロゲン作用を有する化合物はなかっ

た．
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◯ 色素 現在，数多くの色素が使用されてい

る．今回の実験では，ベニバナ黄（Carthamus yel-

low），コチニール色素，モナスカス色素の天然色

素にMCF-7細胞増殖作用が認められた（Fig. 1D）．

ベニバナ黄は 1000 mg/ml で溶解度を超えている

が，高い RPE (66.8％）を示した．コチニール，モ

ナスカス色素は 100 mg/mlで最大増殖を示したが，

その増殖程度 RPEは比較的小さかった．エストロ

ゲン作用が認められた天然色素は多種多様な成分で

構成されているため，いかなる構造の成分が作用を

持つかについては今回の実験では検討していない．

これら以外の色素には増殖作用は認められなかった．

◯ 防虫剤 ピペロニルブトキシドのエストロ

ゲン作用について，これまで報告はなかったが，今

回の実験で，わずかではあるが再現性良く細胞増殖

作用があり，弱いエストロゲン作用が示唆された

（Fig. 1B）．

◯ その他 苦味剤ナリンギンはグレープフ

ルーツなどに含まれる成分であり，フラボノイド構

造を持つナリンゲニンの配糖体である．ナリンギン

には，ナリンゲニン（Cmax 1×10－5 M）より弱いも

のの細胞増殖作用が認められた．ヘスペリジンはヘ

スペレチンの配糖体であるが，エストロゲン作用の

ある酸化防止剤ヘスペレチンとは異なり，エストロ

ゲン作用はなかった．

1-3. 植物に存在する成分 食品として摂取す

る可能性のある植物由来の化合物について MCF-7

細胞増殖試験を行った．これまでにクメストロー

ル，4)ゲニステイン，2,5)ゲニスチン，6)ダイゼイ

ン，2,4)ダイジン，3)レスベラトロール，7,8)ナリンゲ

ニン，2,9)ビオカニン A,2,4)クリシン，2,10)アピゲニ

ン2)などに，植物エストロゲンとしての報告がある

が，今回の実験でもこれらの化合物に細胞増殖作用

が見られた．クメストロール，ゲニステインによる

細胞増殖曲線を Fig. 1E に示した．ともに Cmax

10－7 Mで強い増殖作用を示した．

プエラリンは大豆に含まれるフラボノイドの配糖

体で，ダイジンとは glycosideの結合位置を異にす

る物質であるが，ダイジンと同様 RPPは小さいが

エストロゲン作用が認められた．ゲニスチン，ダイ

ジン，ナリンギン，ヘスペリジンは配糖体の構造を

持ちそれぞれゲニステイン，ダイゼイン，ナリンゲ

ニン，ヘスペレチンなどのアグリコンに比しエスト

ロゲン作用は著しく弱く，特に，ヘスペリジンには

エストロゲン作用は認められなかった（described

above）．一方，酸化防止剤の 1 つケルセチンには

エストロゲン作用はないが，その配糖体であるルチ

ンには弱いエストロゲン作用が認められた．ミリセ

チン，ルテオリンにエストロゲン作用の報告2)があ

るが，今回の実験では作用は認められなかった．酸

化防止剤として用いられているカテキン以外の茶の

成分，エピカテキンガレート，エピガロカテキン，

エピガロカテキンガレート，及び茶抽出物ポリフェ

ノン 100 (data not shown）にもエストロゲン作用

は認められず，主な茶成分の中で作用を示すものは

なかった．リンゴ由来のプロシアニジン B1, B2 に

も作用は認められなかった．豆科の植物，甘草は甘

味料としても用いられるが，この成分の 1つ，グリ

チルリチン酸に作用は認められなかった．

1-4. その他 エポキシ樹脂，ポリカーボネー

ト製品などの食器から溶出する可能性のある，ビス

フェノール A は，MCF-7 細胞を用いて 10－5 Mの

濃度（Table 1）で 17b-エストラジオールと同程度

の増殖を示し，これまでの報告13,14)と同様の結果が

得られた．食器の洗浄に使われる洗剤中のノニルフ

ェノールにおいても，これまでの報告12,15)に対応す

る高いエストロゲン作用が認められた．

1-5. ICI 182,780による細胞増殖抑制試験 食

品添加物などの中で比較的高い RPEを示した，化

学合成品である BHA, OPP，植物成分であるモリ

ン，ヘスペレチン，クメストロール，ゲニステイン

の細胞増殖作用についてエストロゲン拮抗剤 ICI

182,780 の影響を調べた．ICI 182,780 自身に細胞

増殖作用はなかった．化合物は最大増殖を示す濃度

とし，ICI 182,780の濃度を変化させると，濃度依

存的に細胞増殖の抑制が見られ（data not shown),

10－8 Mの ICI 182,780添加時に，いずれもほぼ完全

に増殖が抑制された（Fig. 2）．このことから，こ

れらの化合物による MCF-7細胞増殖は ERを介し

たエストロゲン作用であることを示唆している．

2. ER結合競合試験 食品添加物などの中で

比較的高い RPEを示した BHA, OPP，モリン，ヘ

スペレチン，クメストロール，ゲニステインについ

て ER結合競合試験を行った．ヒト ERa, ERb各々

について半阻害濃度（IC50），及び DES の IC50 値

を 100 としたときの，化合物の相対的結合親和性
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Table 3. Relative Binding A‹nity of Chemicals for ERa and
ERb

Chemicals
ERa ERb

IC a)
50 RBAb) IC a)

50 RBAb)

DES 3.0×10－8 M 100 2.6×10－8 M 100

TAM 3.8×10－7 M 7.89 5.3×10－7 M 4.91

4OH-TAM 7.9×10－8 M 37.97 5.7×10－8 M 45.61

BHA 2.0×10－4 M 0.015 9.0×10－4 M 0.003
OPP ＞1.0×10－3 M ― ＞1.0×10－3 M ―

Morin 3.2×10－5 M 0.094 1.5×10－5 M 0.173

Hesperetin 3.8×10－5 M 0.079 2.8×10－5 M 0.093

Genistein 1.3×10－6 M 2.31 9.4×10－8 M 27.66

Coumestrol 1.9×10－6 M 1.58 3.7×10－7 M 7.03

Each value was the mean of a representative duplicate determination in
more than four experiments.
a) IC50 is the concentration of the compound that inhibits binding of 17b-
estradiol to ER by 50％. b) RBA was calculated by the equation: (IC50 of
DES/IC50 of competitor)×100.

Fig. 2. Inhibitory EŠect of ICI 182,780 on Cell Proliferation
by Chemicals

The concentrations of 17b-estradiol and chemicals were those giving
maximal cell yield (Fig. 1 and Table 1). Cell proliferation was examined in
the absence (at 0 M, black bar) and presence (at 10－8 M, white bar) of ICI
182,780. Each point is the mean of eight determinations and SD values were
less than 5％.

Fig. 3. Gene Expression of ERa and PR Detected by RT-
PCR Following Treatment of Cells with BHA and OPP for
48 h, with Expression of b-Actin mRNA as Reference

Electrophoresis of PCR-products was carried out on 2％ agarose gel.
(A) The bands of ERa (314 bp) and those of b-actin (838 bp) are shown.
(B) The bands of PR (533 bp) in the upper panel and those of b-actin are
shown. 1: none, 2: 10－10 M 17b-estradiol, 3: 5×10－5 M BHA, 4: 5×10－5 M

OPP. A typical result of ˆve experiments is shown.
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（RBA）を求めた（Table 3）．4OH-TAM は比較的

RBA が大きく，TAM より強い親和性を示した．

BHA の RBA 値が小さく，受容体に対する親和性

が比較的弱いことは，Jobling et al.16) の報告と同

様である．OPPもわずかに結合はあるもののその

程度は弱く IC50 値を求めることはできなかった．

ラット ER を用いた結合競合試験17)でも，OPP の

IC50 は大きく我々の結果と同様，算出不可能であ

った．モリン，ヘスペレチンは DESと比べて非常

に弱いが結合競合を示した．ゲニステイン，クメス

トロールは ER に対し比較的親和性は高く，特に

ERbに結合しやすかった．Kuiper et al.18)も，ヒト

受容体を用いて，両化合物が ERaより ERbに親和

性が高いことを報告している．BHA, OPP，モリ

ン，ヘスペレチンにおいては ERa, ERb の差は顕

著ではないと思われる．

3. 受容体遺伝子発現 MCF-7 細胞増殖作用

があり，繁用される食品添加物 BHA, OPPが，細

胞中の ERa及び PR の遺伝子発現に及ぼす影響に

ついて検討した．細胞を BHA, OPP（いずれも 5

×10－5 M）で処理後，細胞から RNA を抽出し，

RT-PCRを行った．無処理及び化合物処理 48時間

後の PCR 産物の電気泳動像を Fig. 3 に示す．

Figure 4には化合物による各時間の遺伝子発現量を

0 time を 1 として表した．MCF-7 細胞を 10－10 M

17b- エストラジオールで処理すると，ERaは経時

的に減少した．BHA, OPPで処理したMCF-7細胞

でも 17b-エストラジオールよりやや弱いが，ERa

の減少が認められた（Fig. 4A）．PRの発現は 17b-

エストラジオールにより経時的に増加し，BHA,

OPPで処理すると 17b-エストラジオールと同様に

PRの発現は経時的に増加した（Fig. 4B）．17b-エ

ストラジオール処理により MCF-7細胞の ER遺伝

子の転写が抑制されること（Saceda et al.），30)及び
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Fig. 4. Gene Expression of ERa and PR Detected by RT-
PCR Following Treatment of Cells with BHA and OPP with
Expression of b-Actin mRNA as Reference

Expression of ERa (A) and PR (B) at diŠerent time points, 0, 24 and
48 h, was determined by densitometry of electrophoretic bands, taking the
value of sample/b-actin at zero time as 1. Induction is calculated with the lev-
el of control cells, treated with vehicle alone, as a reference at each time-
point. Values were the mean of duplicate determinations and SD values were
less than 5％.
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PRの合成が促進されることが（Nardulli et al.)31)

報告されている．今回の実験でもこれらの報告と一

致した 17b-エストラジオールによる遺伝子発現量

の変化を示した．このことから，BHA, OPP の

MCF-7細胞に対するエストロゲン作用を確認する

ことができた．両化合物とも濃度は高いものの

17b- エストラジオールと同傾向の結果を示し，女

性ホルモンと類似の細胞内情報伝達に関与すること

が示唆された．

考 察

食品成分を含む食品添加物など 90以上の化合物

についてヒト乳がん由来MCF-7細胞増殖試験によ

るエストロゲン作用を調べた．その結果，食品添加

物として使用されている 66化合物中，作用の弱い

ものを含めMCF-7細胞の増殖促進作用を有する化

合物が 17あることが明らかになった．

これまで，乳がん細胞を用いた BHA12,16,19)，及

び OPP19)による増殖試験と，BHA, OPP両者につ

いて調べた recombinant yeast screen assay,20) ER結

合競合試験16,17)の結果からエストロゲン作用が報告

されている．今回の実験で BHAと OPPがMCF-7

細胞増殖作用を有すること，エストロゲン拮抗剤

ICI 182,780 を用いた実験によりこれらの細胞増殖

作用が完全に抑制されたことは，これらの報告に対

応するものである．しかし，ER, PRの遺伝子発現

に及ぼす影響を検討した報告はなく，今回初めて

RT-PCRにより細胞中の ERa, PRの発現量の変化

から，BHA, OPP の濃度は 20000 倍高いものの，

17b- エストラジオールと類似の作用のあることを

確認した．

BHAは酸化防止剤として食品や化粧品などに幅

広く使用されているが，ラット21,22)やハムスター23)

の前胃にガンや乳頭腫を誘発することが報告されて

いる．BHA の 1 日許容摂取量（ADI）は 0.5 mg/

kg/dayであるが，Ishiwata et al.24)によると，日本

において BHA の 1 日平均摂取量は 0.105 mg/day

であり，これは体重 50 kgの人で ADIの約 0.4％で

ある．このことから，毒性学的に見て影響ないと考

えられる．しかし，成人に比べ子供は感受性が高い

上，特定の食品の偏った大量摂取により体重に比べ

大量の BHAを摂る可能性があるので配慮が必要で

あろう．

OPPはかんきつ類などの防カビ剤としてよく使

われているが，2％の濃度で投与するとラットに膀

胱ガンを誘発するなどの報告がある．25)また OPP

の ADI値は 0.2 mg/kg/day であるが，1日平均摂

取量は 11.5 mg/dayであり，成人の ADI 10 mg/day

の約 0.12％である．26)この量に比べると，OPP の

MCF-7細胞増殖の Cmaxは 5×10－5 Mと比較的高濃

度である．しかし実験動物のガンは高濃度で見られ

ており，生体影響の解釈は in vitroの実験結果だけ

でなく in vivoのホルモン作用の検討に待たねばな

らない．

OPPとベンゼン環に結合する OH基の位置が異

なる化合物に m-フェニルフェノールと合成樹脂原

料，ゴム加工剤として使われる p- フェニルフェ

ノールがある．これらは食品添加物ではないが

OPPの異性体であることから，異性体が食品添加

物の OPPに夾雑物として混入する可能性を考え，

エストロゲン作用を調べた．その結果，Cmax はと

もに 10－5 M, RPEはそれぞれ 40.8％, 82.4％ (data
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not shown in the Table）で，p-フェニルフェノール

は OPPよりエストロゲン作用が強いことが分かっ

た．Routledge and Sumpter20) によると， recom-

binant yeast screenにより側鎖が p-＞m-＞o-の順で

エストロゲン作用が強いこと，Blair et al.17)がフェ

ニルフェノールのヒト ER への結合力も 4-(IC50

9.80×10－5 M)＞3-(2.45×10－4 M)＞2-(＞1.00×

10－4 M）の順で強いことを報告している．p- フェ

ニルフェノールは平成 11年度環境庁の調査27)によ

ると，水質（ 0.007― 0.009 ppb），底質（ 0.002

ppm），魚類（0.01 ppm）から，頻度・濃度とも低

いが検出されている．魚類の 0.01 ppm は約 5.9×

10－8 mol/lで，かなり低濃度ではあるが，環境中で

検出されたことから，食物連鎖により生体に取り込

まれる生物濃縮が起こる可能性もある．さらに p-

フェニルフェノールは RPEが 82.4％で比較的高い

ことから，生体に入った場合の影響は無視すべきで

はないと考えられる．

今回エストロゲン作用を示した化合物で作用が比

較的強かったのは，食品添加物及びそれ以外の化合

物ともフラボノイド類であった．しかし大豆由来の

ゲニステインやダイゼインを始め，かんきつ類に含

まれるフラボノイド類には乳がんなどのがんの発生

抑制作用28)や血中コレステロールを正常値に近づけ

る29)などの生体に有用な働きも知られており，有

用・有害作用について議論のあるところである．

培養細胞を長期間培養する際，薬物代謝酵素によ

る化合物の代謝物への変換に配慮する必要があるか

もしれない．しかし，例えばゲニステイン，ダイゼ

インなどのフラボノイド類は比較的低濃度で細胞増

殖作用を示すのに対し，ゲニスチン，ダイジンのよ

うにフラボノイド類の配糖体では，アグリコンに比

べ増殖作用は弱く異なった結果を示した．配糖体は

培養細胞に作用させても分解が結果に及ぼす影響は

小さいものと考えられる．また，TAMはその代謝

物 4OH-TAM とは異なる増殖作用を示したこと，

BHAと TBHQとは異なる作用を示したことなどか

ら，細胞中の薬物代謝酵素などの結果への寄与は大

きくはないと考えられる．

食品添加物及び食品に含まれる成分などについて

エストロゲン作用を調べた．その結果，BHA や

OPPなどいくつかの物質にエストロゲン作用のあ

ることが確認できた．エストロゲン作用を示した化

合物はすべて 17b-エストラジオールより高濃度で

作用を示したことから作用の程度は弱いと解釈され

た．しかし，大量にあるいは複合的に摂取した時の

リスクも否定できない．

謝辞 MCF-7 細胞を供与された Tufts 大学の

Dr. A. Sotoと Dr. C. Sonnenscheinに深謝する．
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