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 近年，様々な化学物質の内分泌かく乱作用による生体影

響が懸念され，化学物質がホルモン様作用を有するかどう

かを検討する試験がいろいろ行われるようになってきた．

それらの中にあって，MCF-7細胞の増殖性をマーカーにし
たエストロジェン様作用の検出系は，安定した検出系とし

て利用され，いくつものエストロジェン様作用を示す化学

物質を明らかにしてきた 1,2)．この MCF-7細胞は，ヒト乳
ガン由来の細胞でエストロジェンと結合するエストロジェ

ンレセプターを有しており，レセプターに化学物質が結合

すると，乳腺細胞の性質を反映して細胞増殖の促進が起こ

る．そこで，MCF-7細胞の培養液中に化学物質を添加した
後の細胞の増殖を見て，増殖が促進された場合，エストロ

ジェン様作用があると判断される． 
 性ホルモンには，女性ホルモンのエストロジェンに対し

て男性ホルモンにはアンドロジェンがある．両者は基本構

造は同じでありよく似た化学物質であるが，ホルモン作用

としては相反するものであると一般的に理解されている．

このアンドロジェンを MCF-7 培養系に添加した場合の細
胞増殖を調べてみると細胞の増殖が促進される場合と抑制

される場合があることが確認された．これまでの研究報告

を検討してみると，アンドロジェンにはエストロジェン作

用があると言われており 3)，MCF-7細胞が増殖することが
報告されている 2,4,5)．また，アンドロジェンには MCF-7
細胞の増殖を抑制するとの報告 6)も有り，増殖の抑制と促

進は確認されている現象であった．しかし，これらの反応

についての実験が様々な研究者によって行われているため

実験条件が大きく異なっていたり，増殖の抑制と促進の反

応がどのようなレセプターを介して発現しているか，また

細胞内で代謝された代謝物質が関与しているかなどの解釈

が相反しているなど統一的になされていないため，非常に

複雑で理解しがたい状況であった．この MCF-7 細胞を用
いてエストロジェン作用を検討するに当たり，アンドロジ

ェン作用も有する化学物質があった場合，結果の解釈が困 

難であることが予想されることから，今回アンドロジェン

の代表的化学物資であるテストステロンに対する MCF-7
細胞の反応について検討することにした．テストステロン

を MCF-7 細胞培養液に添加した場合に細胞増殖の抑制と
促進が同一実験で観察できた．従って，その反応がどのよ

うな作用によって発現しているかについても同一実験系で

検討できたので報告する． 
 

実験材料及び方法 

  試薬 Testosterone，17β-estradiol，dihydrotestosterone，
tamoxifen，4-androsten-4-ol-3,17-dion，aminoglutethimide
はシグマ製を用いた．その他 ICI 182,780（TOCRIS），
2-hydroxyflutamide（LKT Labs），vinclozolin（和光純薬），
glycyrrhetinic acid（和光純薬），trisodium glycyrrhizinate
（東京化成）を用いた．培地は，通常継代用に Eaerle's 
MEM（GIBCO）に FBS（GIBCO）を10 %に添加（以下
継代用培地と略す）し７日間で継代した．増殖試験には，

フェノールレッド不含の DMEM（GIBCO）に5 % 4 ℃ 16 
時間で charcoal, dextran coated（シグマ）処理した FBS
を5 %添加（以下増殖試験用培地と略す）し用いた．試薬
は trisodium glycyrrhizinate を除き DMSO（和光純薬，
生化学用）に溶解し，細胞培養液での最終濃度0.1 %で用
いた． trisodium glycyrrhizinate は，Dulbecco's PBS
（GIBCO）に溶解し用いた．増殖した細胞数の計数にはテ
トラゾリウム塩（WST-8）の還元による発色を利用した
Cell Counting Kit-8（和光純薬）を用いた． 
 培養細胞 ヒト由来乳ガン細胞 MCF-7 は，ATCC より
購入した． 
 増殖試験 基本的にはSotoら 1)の方法を用いているが異

なる点もあるので具体的に記載する．25 cm2培養フラスコ

（CORNING）に継代用培地で継代している細胞を
Dulbecco's PBSで洗い trypsin-EDTA（シグマ）で分離し
た．細胞を継代用培地に懸濁し，2×104/wellで 24 wellプ 
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レート（FALCON）に播種した．24 時間後に Dulbecco's 
PBS で洗い増殖試験用培地に交換，さらに試薬の DMSO
溶液を加えた増殖試験用培地を添加した．6 日後に細胞数
を計数するため，増殖試験用培地を取り除き，細胞を

Dulbecco's PBSで洗い trypsin-EDTAで分離，継代用培地
に細胞を浮遊させ，一部を 96well プレート（FALCON）
に 100 μL移した後，KIT-8溶液を 10 μL添加．3時間後
に 450 nmで ODを測定することにより細胞数を求めた．
なお 4-androsten-4-ol-3,17-dion，aminoglutethimide，
glycyrrhetinic acid，trisodium glycyrrhizinateryhthilretin 
acidのような酵素阻害剤においては，作用が持続的である
か明らかでは無いため 4 日間連続で添加した．培地及び
testosterone溶液も 3日目に交換した．結果の有意差検定
は t-検定を用いた． 
 

結   果 

 Testosterone を MCF-7 細胞に添加した場合の細胞増殖
を図 1 に示した．MCF-7 細胞の増殖は，比較的低濃度の
10-8 M，10-7 Mでは 20 %ほどの増殖の抑制が見られ，10-6 
M 以上では増殖は促進され 10-5 M で最高になり，それよ
り高濃度では増殖は低下した． 
 これらの増殖の抑制及び促進がどのレセプターを介して

誘導されているかを確認するため，エストロジェンの作用

をエストロジェンレセプター（ER）に結合することにより
抑制するエストロジェンアンタゴニストである ICI 
182,780 及び tamoxifen，アンドロジェンの作用をアンド
ロジェンレセプター（AR）に結合することにより抑制する
アンドロジェンアンタゴニストである 2-hydroxyflutamide，
vinclozolin を添加する実験を増殖の抑制の見られた
testosterone 10-8 M において行った（図 2）．その結果，
2-hydroxyflutamide 及び vinclozolin では増殖の抑制が阻
止されコントロールと同じ増殖を示した． 
 MCF-7 細胞の増殖が促進された比較的高濃度の  
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図１．テストステロンのMCF-7細胞の増殖に対する影響．
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testosterone 10-5 Mにおいても同様に４種類のアンタゴニ
ストを添加する実験を行った（図３）．その結果，ICI 
182,780及び tamoxifenでは細胞の増殖の促進が阻止され
コントロール以下の増殖となった．この反応は 17β
-estradiol 10-11 Mでの実験と全く同じ反応であった（図
３）． 
 Testosteroneは，生体中では様々な代謝を受けていると
考えられているが大きな流れとして aromatase によって
17β -estradiol に変化するか 5α -redactase によって
dihydrotestosteroneに転換される．これらの代謝の影響を
確認するため aromataseの阻害剤であると言われている 
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図３．MCF-7細胞のテストステロン及び17β-estradiol によ
　　　る増殖促進に対するアンタゴニストの影響．
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図２． MCF-7細胞のテストステロンによる増殖抑制に対する
　      アンタゴニストの影響．
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4-androsten-4-ol-3,17-dion 及び aminoglutethimide，5α
-redactase の阻害剤であると言われている glycyrrhetinic 
acid，trisodium glycyrrhizinateを添加する実験を行った
（ 図 ４ ）． そ の 結 果 ， 4-androsten-4-ol-3,17-dion ，
aminoglutethimide及び glycyrrhetinic acidで細胞増殖が
やや抑制された．比較のためにこれらの酵素の影響は受け

ない dihydrotestosterone でも同様な実験を試みたところ
4-androsten-4-ol-3,17-dion ， aminoglutethimide 及 び

glycyrrhetinic acid で 細 胞 増 殖 が や や 抑 制 さ れ

testosterone に見られた反応と全く同様の結果となった
（図４）． 
 

考   察 

 Testosteroneは，代表的アンドロジェンであり，乳ガン
由来細胞である MCF-7 の培養液に添加した場合，細胞増
殖の抑制と促進の両方が見られた．MCF-7 細胞に対する
testosteroneの影響は，いくつかの報告の中で増殖の抑制 6)

と促進 2,7)が見られ，また DNA合成の増加から細胞増殖の
促進が起こるとしている報告 8,9)もある．今回の結果を単純

に増殖の抑制と促進という点だけでとらえるとこれまでの

報告に見られた結果と同じであった．しかし，これらの報

告では培養条件が大きく異なったり 6,7)，MCF-7 細胞以外
の乳ガン由来細胞の反応と比較 6,9)されたりしたため，作用

の経路を含め抑制と促進は相反する実験結果ととらえられ

る傾向があり，解釈を困難にしていると思われた．ところ

が今回の testosterone に対する MCF-7 細胞の反応では，
抑制と促進が同時に観察され，その反応の違いは，用いて

いる testosterone の濃度による違いであった．すなわち，
どちらかというと生理的濃度である 10-8 M 程度の場合に
は，増殖の抑制であり，生体中ではおそらくあり得ない高

濃度の 10-5 Mでは増殖は促進された．このように増殖の抑
制と促進という反応の違いは，アンドロジェン濃度が重要

である点が明らかになった． 
 なお，この細胞増殖の促進は，MCF-7細胞を用いた検出
系としてはエストロジェン様作用が検出されたと判断され，

testosterone は，エストロジェン様作用を有していること
になると考えられる．testosterone は，アンドロジェンで
あり，エストロジェン様作用があるのは矛盾するように思

われるが，多くの実験事実としてアンドロジェンにエスト

ロジェン様作用があることは認められている 3)． 
 増殖の抑制と促進が濃度の違いである事が明らかになっ

たが，これらの違いがどのようなレセプターを介して発現

しているかについて４種類のアンタゴニストを用いて検討

した．その結果，低濃度の増殖の抑制ではアンドロジェン

ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 2-hydroxyflutamide 及 び

vinclozolin によって増殖の抑制が阻害されたことから AR
を介して反応していることが明らかとなった．また高濃度

の増殖の促進は，エストロジェンアンタゴニストである

ICI 182,780及び tamoxifenによって増殖の促進が阻害さ
れたことから ER を介して反応している事が明らかとなっ
た． 
 増殖の抑制と促進がどのレセプターを介しているかにつ

いては，testosterone による増殖の抑制が AR は発現して
いるが ER は発現していない乳ガン由来細胞でも MCF-7
細胞と同様に起こることから AR を介している 6)と報告さ

れており，今回のアンドロジェンアンタゴニストの添加に

より抑制が阻害された反応により確認された．また増殖 
の促進に関しては，testosterone による DNA 合成の促進
が tamoxifenにより抑制される 8)ことから ERを介してい
ると解釈され，今回の細胞増殖の促進においても同様の結

果であった． 
 Testosteroneによる MCF-7細胞の増殖促進は，ERを介
していると考えられるが，testosterone は，生体中で様々
な代謝を受けるため，testosterone が直接 ER に作用して
いるのか代謝物が作用しているのかを明らかにしなければ

ならない． testosterone の代謝は，大きな流れとして
aromatase によって 17β -estradiol に変化するか，5α
-redactaseによってdihydrotestosteroneに転換される 3，10)．

特に 17β-estradiol は，最も強力なエストロジェンである
ことから，testosteroneから 17β-estradiolが生成すれば，
明らかに ERを介して細胞の増殖を促進する．また MCF-7
細胞には 5α-redactaseが存在し，dihydrotestosteroneが
生産されると報告 12)されており，dihydrotestosterone に
は MCF-7 細胞の増殖促進の報告 4,5)がある．われわれは

dihydrotestosteroneによる ERを介したMCF-7細胞の増
殖促進を確認している．そこで，testosterone による増殖
促進が，代謝を受けて生成した 17β -estradiol または
dihydrotestosterone によって引き起こされたかどうかを
確認するため，両酵素の阻害剤を添加した場合 testosterone 
の増殖促進が変化するかどうかを検討した．酵素の阻害剤
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図４．MCF-7細胞のテストステロン及びジヒドロテストステロン
　　　による増殖促進に対するアロマターゼ及び5α-リダクタ
　　　ーゼ阻害剤の影響．
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が効果を示す濃度は in vitroの阻害実験 8)を参考にしたが，

阻 害 剤 単 独 で や や 細 胞 増 殖 の 抑 制 が 起 こ り

（aminoglutethimide及び glycyrrhitinic acid），阻害効果
の判断が難しいため，これらの酵素の作用を受けない

dihydrotestosterone と比較する実験を試みた．その結果，
4-androsten-4-ol-3,17-dion ， aminoglutethimide 及 び

glycyrrhetinic acidでは testosteroneの増殖促進が阻害さ
れたが dihydrotestosteroneでも全く同様な阻害が見られ，
この増殖促進の阻害が testosteroneに特異的な代謝の阻害
ではなく，阻害剤単独で見られた増殖の抑制効果によるも

のと判断された．この増殖の抑制反応の機構は，現在明ら

かではないが，一般的な細胞毒性と解釈している．以上の

結果より testosterone に見られた 10-6 M での細胞増殖の
促進は，17β-estradiolまたは dihydrotestosteroneが生成
したのではなく，testosterone そのものにより発現してい
ると推察された． 
 しかし，これまでの報告では aromataseによる代謝説 2,7)

が有力であり，MCF-7 細胞に aromatase が存在すること
も報告 11)されている．一方存在していないとする報告 12)

もある．また福岡ら 8)は，testosterone 10-8 Mでの増殖促
進では aromatase 阻害剤の aminoglutethimide により
MCF-7 の増殖促進が抑制され aromatase の関与を示唆し
ているが，10-6 M の高濃度では aromatase 阻害剤の効果
は見られず，testosterone が直接作用している可能性も示
唆している．testosterone は，ER にはほとんど結合しな
いと報告 2)されているが，ある程度結合するとの報告 3，13)

もあり，aromataseが関与せずに testosteroneがそのまま
作用した細胞増殖の促進の可能性はあるものと考えられる． 
 このように testosterone の MCF-7 細胞の増殖の促進及
び抑制の機構に関しては，まだ未解明の点が多い様である

が，今回の結果は，比較的低濃度の生理的濃度では，本来

の結合部位である AR を介して細胞の増殖を抑制し，おそ
らく生体中では異常な高濃度では作用物質は未だ明確では

ないが ER を介して細胞の増殖を促進していることが明確
になった． 
従って，MCF-7細胞を用いてホルモン様作用を検討する

場合，ER と AR の両方に結合可能な試験化合物では，両
レセプターへの結合性の違いによって反応が試験濃度によ 
り変化する可能性があることに注意が必要であると考えら 

れる． 
 

ま と め 

 ヒト乳ガン由来細胞の MCF-7 に testosterone を作用さ
せると，細胞の増殖の抑制と促進が見られた．10-8 M程度
の低濃度では増殖は抑制され，10-5 M程度の高濃度では増
殖は促進された．増殖の抑制はアンドロジェンレセプター

を介して発現し，増殖の促進はエストロジェンレセプター

を介して発現していると考えられた． 
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