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研究成果の概要（和文）：Estrogen receptor α（ERα）は細胞膜、細胞質および核内に存在しており、それぞ
れに局在するERαの機能の詳細はよく分かっていない。本研究は、子宮内膜癌細胞を用いてその役割を評価し
た。細胞質核型ERα細胞はERα陰性細胞に比べ細胞サイズが有意に大きくなっていると共に、ミトコンドリア膜
電位が上昇することが確認された。ウエスタンブロット法によって解析したところ、エストロゲンE2添加によ
り、リン酸化mTOR（Ser2448）の発現量が増加することが認められた。以上の結果より、細胞質と核内に局在す
るERαはリン酸化ｍTORを介して、細胞サイズの変化に関与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The effects of estrogen on cells are mediated through the estrogen receptor 
α (ERα) which localizes at the peri-membrane, cytoplasm, and the nucleus of cells. To investigate 
how ERα plays its roles ERα-negative endometrial carcinoma cells (ERα-) were stably transfected 
with plasmid of human ERα carrying a substituted phenylalanine at position 445 with alanine (ERα
-F445A), which was localized at the cytoplasm and nucleus. Treated with 17β-estrogen (E2) or 
bazedoxifene (BDF), the cell-size and expression of kinases related to ERα were observed. The cell 
cycle-related changes in cell-size were found in ERα-F445A cells, accompanied by the increase in 
mitochondrial membrane potential. The expression of mammalian target of Rapamycin (mTOR) 
phosphorylated at serine 2448 was decreased, which was recovered in presence of E2 in the ERα-F445A
 cells. The present results indicate that the cytonuclear ERα-F445A plays an important role in 
regulation of cell-size. 

研究分野： 産婦人科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮内膜細胞の細胞サイズ制御機構についてはこれまでにほとんど解明されていない。一方で近年、細胞サイズ
の制御にミトコンドリアの生合成が関係していることが報告された（Yamamoto, et al, 2014）。本研究は、細
胞質と核内に局在するERαはリン酸化ｍTORとミトコンドリアを介して、細胞サイズの変化に関与することが示
唆された。本研究課題の成果はこれまでに解明されなかった哺乳類の細胞サイズを制御するための分子基盤を明
らかにする可能性がある。本課題により得られるデータは、医療現場における有用な基礎知見を深めながら診
断・治療法の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）細胞サイズの制御機構について 

子宮内膜細胞を含めて、哺乳類の細胞サイズ制御機構についてはこれまでにほとんど解明
されていない（Miettinen, et al, 2016）。現在、細胞サイズ制御機構において、蛋白質の合成
を制御する mTOR-S6K-pS6経路やMEK-ERK-Myc経路などが注目されている（Miriam, et al, 2015）。
加えて、Largen という遺伝子を強制発現させた場合、ミトコンドリアを介して、細胞サイズが
大きくなることが報告された（Yamamoto, et al, 2014）。 
（２）細胞サイズの制御機構における ERαの役割 

ERα は様々な遺伝子の発現を時間的、空間的に制御することを介して、その役割を果たす
と考えられている（Newbold, et al, 2006）。また、細胞膜、細胞質、および細胞の核に存在し
ている ERα は、それぞれが特異的な役割を有すると報告されている（Tecalco-Cruz, et al, 
2017）。一方、ERαを介する DNA メチル化やヒストン修飾などのエピジェネティックな制御シス
テムが、子宮内膜組織における遺伝子の特異的な発現や、細胞の機能的な分化に関与している。
それらの制御システムの異常により、癌を初めとして様々な疾病が起こることが明らかになり
つつある（Siersbæk, et al, 2018）。 

細胞サイズの制御機構における ERαの役割に関する研究はこれまでに報告されていない。
しかしながら上述した細胞サイズの制御に関わる各経路は、ERα の下流に位置するか、あるい
は ERαとのクロストークを有することが認められている。その一方で、ERαがこれらの経路に
直接的にかかわっているかはこれまでに明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 

子宮内膜癌は、細胞サイズの不均一や形態異常などの異型性が認められているが、その発症
機序については不明な部分も多い。本研究では ERαが子宮内膜癌細胞において細胞サイズを制
御する分子機序の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 

ERαを発現していない Ishikawa 子宮内膜癌細胞株（ERα陰性型）に ERα強制発現ベクタ
ーを恒久的に導入することによって、①細胞膜（細胞膜型 ERα）、②細胞質（細胞質型 ERα）、
③細胞質と細胞核（細胞質核型 ERα）、④細胞膜、細胞質、および細胞核（野生型 ERα）に、そ
れぞれ ERα を発現する細胞株を作成した。これら細胞内局在の異なる ERα を持つ細胞株にお
ける細胞特性の変化を解析した。 

AlamarBlue アッセイよって細胞増殖能、スクラッチアッセイと IncuCyte Live-Cell 
Analysis System (Essen BioScience, MI, USA)によって細胞遊走能について測定した。細胞サ
イズの変化の検証は、FACS（BD 社）を用いて細胞周期と細胞体積を測定することによって行っ
た。総タンパク質定量キット（TFS 社）と Click-iT HPG Alexa Fluor 594 蛋白質合成測定 Kit
（TFS 社）を使用して総タンパク質量を測定した。ERαシグナルパスウェイ上の各種タンパクレ
ベルおよびリン酸化レベルについてウエスタンブロット法によって解析を行った。ミトコンド
リアの機能的な変化は、蛍光色素である TMRE を用いて，細胞のミトコンドリア膜電位を FACS
（BD 社）で測定することによって評価した。 
 
４．研究成果 
 

本研究は、ERαを発現していない Ishikawa 子宮内膜癌細胞株（ERα陰性型）に ERα強制
発現ベクターを恒久的に導入することによって、①細胞膜（細胞膜型 ERα）、②細胞質（細胞質
型 ERα）、③細胞質と細胞核（細胞質核型 ERα）、④細胞膜、細胞質、および細胞核（野生型 ERα）
に、それぞれ ERαを発現する細胞株を作成した。これら局在の異なる ERαを持つ細胞株におけ
る、「細胞サイズ」と、細胞サイズと密接に関係することが知られている細胞増殖能、細胞周期、
ミトコンドリアの活性およびタンパク合成能などを解析した。また、ERα シグナル経路上の各
種タンパク質レベルおよびリン酸化レベルについて検討を行った。 

結果として、細胞質核型（ERαERα-F445A）では、細胞の増殖能（図１）と遊走能（図２）
はエストロゲン（E2）添加により亢進し、エストロゲン（E2）あるいはエストロゲンモジュレー
ターであるbazedoxifene（BDF）によって抑制することが確認された。一方でERα陰性型（ERα-）
では、エストロゲンや BDF の添加によるこれらの変化は認められなかった。シグナル経路上のタ
ンパク質およびリン酸化レベルをウエスタンブロット法によって解析したところ、両細胞にお
いて、非リン酸化 mTOR の発現量には変動が見られなかった（図３）。一方細胞質核型 ERαでは
E2 添加により、リン酸化 mTOR（Ser2448）の発現量が増加するが（図３）、リン酸化 FAK（Try297）
の発現量が低下すること（図３）が認められた。また、増殖能が変化し細胞周期にも影響を与え
ていることから、細胞のサイズについても解析したところ、細胞質核型 ERαは ERα陰性型に比
べ細胞サイズが有意に大きくなっていることが確認された（図４）。これらの変化と共に、ミト



コンドリア膜電位が有意に上昇することが認められた（図５）。 
本研究は、細胞質と核内に局在する ERα はリン酸化ｍTOR とミトコンドリアを介して、細

胞サイズの変化に関与することが示唆された。本研究課題の成果はこれまでに解明されなかっ
た哺乳類の細胞サイズを制御するための分子基盤を明らかにする可能性がある。本課題により
得られるデータは、医療現場における有用な基礎知見を深めながら診断・治療法の開発につなが
ることが期待される。 
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