
様式Ｃ－１９ 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書
平成２４年５月２９日現在

研究成果の概要（和文）：

女性ホルモンであるエストロゲンは転写活性を有しているが、細胞内カルシウムの上昇など数

分以内での活性も有している。この急性期の反応は細胞膜に作用しているが、そのメカニズム

は不明であった。そこで急性期の作用を解明するため細胞膜受容体である G 蛋白結合型受容体

(GPCR)に対する RNAi を合成した。しかし、エストロゲンの作用は予想外に弱く、内因性受

容体では明確な細胞応答が観察されず、アッセイ系の再検討が必要であった。

研究成果の概要（英文）：
Estrogen induces the increase of intracellular Ca2+ concentrations in addition to 
transcriptional activity via nuclear receptor, but the membrane receptor except for GPR30 
remains unknown.  We have produced RNAi collection for GPCR, and examined the Ca2+

response and cell impedance in response to estrogen in the presence of RNAi collection.  
The membrane receptor did not be identified under the experimental conditions due to the 
weak response of estrogen.  The other assay system will be requested to elucidate the 
estrogen membrane receptor. 
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１．研究開始当初の背景 

女性ホルモンである E2 は、女性生殖器はも

ちろん、心血管や脳などに多彩な生理作用を

有している。これらの作用は核内受容体であ

り転写因子であるエストロゲン受容体(ER)

がタンパク合成を介してこれらの作用に関

与している。 

 ところが、E2は、血管の弛緩作用や細胞内

Ca2+の流入など転写が関与しない急性期の反

応を引き起こすことが知られている。このた
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め、細胞膜に E2 受容体が存在することが示

唆され続けてきた。 

 私たちは心筋細胞でストレスに応答する

受容体を探索し、GPR30 (ratGPR41)がストレ

スに応答して転写誘導されることを示した。

GPR30 がガン抑制遺伝子を活性化しアポトー

シスを誘導することを示した

(Kimura,JBC,2000)。 

 その後、米国のグループから GPR30 は小胞

体に存在する E2 の受容体であることが発表

された(Revankar,Science,2005)。 

 私たちは、同時期に GPR30 が細胞膜に存在

する E2 の受容体であることを初めて証明し

た(Funakoshi,BBRC,2006)。しかし、E2 は細

胞増殖に関与していると考えられているこ

とから、GPR30 が E2 の細胞膜受容体でアポト

ーシスを誘導するという結果に懐疑的な意

見も出された。しかし、GPR30 のノックアウ

トマウスが初めて作出され、E2が GPR30 を介

してアポトーシスを誘導していることが証

明され、私たちの結果が間違いないことが示

された(Mol.Endocrinol.2008)。 

 その一方で、GPR30 は E2 の受容体ではない

という論文(Endocrinology,2008)や生殖器

で 機能を 果たし ていな いとい う論文

(Biol.Reprod.2008)が出され、一部で混乱し

た結果になっている。 

２．研究の目的 

 そこで、私たちはGPR30の組織発現を調べ、

胃・子宮など収縮する組織で発現することが

解明された。また、GPR30 が発現すると緑色

を発する遺伝子組換え動物を作成し、血管で

強く発現することを示したが、生殖器で機能

している証拠はまだ得られていない。 

 E2 は女性ホルモン応答性の腫瘍の増殖を

促進するが、抗女性ホルモン剤は、腫瘍の増

殖を抑制するケースと促進するケースが存

在し、E2の作用は謎に包まれている。このよ

うな混乱の最大限の原因は、E2の細胞膜受容

体に対する網羅的な解析が行われていない

ことにある。GPR30 が E2 の受容体であること

を示したのは、乳がん細胞で GPR30 の発現が

高いというデータから推測した決め打ちで

あった。しかし、細胞膜受容体の発現クロー

ニングやタンパク精製による解析は、これま

での技術では不可能であった。なぜならば、

細胞膜受容体を過剰発現させた場合、多くが

細胞膜に移行せず、一部の遺伝子しか解析で

きないためである。 

また、タンパク精製の場合、７回膜貫通型受

容体は細胞膜を貫通する疎水構造を多く含

むため、溶液に溶かすことができず、カラム

にアプライすることができない。このような

実験上の制約のため、これまで開発された網

羅的な解析方法では、細胞膜受容体を同定す

ることは不可能であった。そこで、私は、こ

のような問題点を解消する唯一の手段とし

てリバーストランスフェクション法を用い

た RNAi コレクション解析法を確立する。こ

の方法を用いて、ゲノム上、GPCR と予測され

る全ての遺伝子に対し、３領域ずつ RNAi を

作成する。この RNAi をハイスループットに

対応したリバーストランスフェクション法

で細胞に導入し、活性の消去で対応する遺伝

子を探索する手法である。 

 GPR30以外にE2と反応する受容体が存在す

るのか。あるいは、反応は応答に違いがある

のかといった詳細な情報が確実に得られる。 

 この実験手法は間違いなく革命的な研究

手段になる。 

 なぜならば、細胞膜受容体の網羅的な解析

法はこれまで全く存在せず、多くの研究者が

多大な労力を払いながら、ほとんどが解明さ

れなかった受容体未知のリガンドは多数存

在しているからである。このようなリガンド



ー受容体の解明は、これまで最も困難で、全

く手つかずの状態にあったため、最も重要な

生命現象が解明されていない。この研究は、

抗がん剤やイオンチャンネルなど生命現象

や疾患の根幹に関わる説明につながる。 

３．研究の方法 

(1)細胞培養 

RNAi コレクションをヒトの遺伝子で作成し

ているため、ヒト由来の培養細胞を使い、特

に E2の応答が研究に観察されるHeLa, SiHa, 

Hep2 細胞(子宮頸ガン),MCF7（乳がん）, 

Ishikawa 細胞(子宮体がん),で検討する。こ

れらの細胞の中で、E2の応答が最も強い細胞

のアッセイシステムを優先して行う。 

(2)RNAi コレクションの作成 

嗅覚の遺伝子を除き、ゲノム上、G 蛋白結合

型受容体であることが予想される GPCR 411

種類をアルゴニズムにかけ、RNAi として用い

る３領域を決定する。（Aki,JCP, 2008） 

(3)RNAi コレクションでの発現ベクターの作

成 

各領域に対するオリゴ DNA を合成し、RNAi 発

現ベクターを作成する。作成した発現ベクタ

ーを１本のチューブにまとめ、１遺伝子のノ

ックダウンを確実に行うシステムを作成す

る発現ベクターには導入細胞を選別、確認す

るため、緑色蛍光蛋白と抗生物質耐性遺伝子

を挿入する。(Aki,JCP,2008)。  

(4)RNAi 遺伝子の導入 

現在、行っているリポソームによる RNAi ベ

クターの遺伝子導入の手法を 96well に対応

するため、small スケールでの条件検討を行

う。特にリバーストランスフェクション法は、

細胞分散と同時に遺伝子を導入できる簡便

法であり、ハイスループットに向いている。

このため、リバース法を含めて条件を検討す

る。 

(5)E2 刺激後の活性測定 

これまでに確立した細胞内 Ca2+の測定

(Funakoshi,BBRC,2006,Mizukami,Cardiovas

c Res.2008)や NO 測定の手法

(Mogami,FEBS,1999,Omura,FEBS.2000)を

Flex station（高感度蛍光マイクロプレート

リーダー）によるアッセイシステムに変更す

る。 

(6)E2 標的受容体遺伝子の確認① 

Alexa555 による蛍光ラベル E2 を用いて同定

された E2の細胞膜受容体との直接的な結合

を確認する。また、E2刺激後の同定された受

容体の局在を調べ、E2刺激との関連を調べる。 

(7)E2 刺激後の転写活性の測定 

ERK のリン酸化を指標にハイスループットシ

ステムで活性を測定する。

（Mizukami,JBC,2000, Mizkaumi,JBC,1997, 

Mizukami,BJ,1997）。また、ERK の下流で活性

化される AP-1 サイトの転写活性をルシフェ

ラーゼベクターを用いて測定する

(Kimura,JBC,2001,Nishina,Gastroenterolo

gy,2008) 。 

(8)E2 標的受容体遺伝子の確認② 

同定された受容体遺伝子を再度、細胞でノッ

クダウンし、その効果を real-time PCR お

よびウエスタンブロティングで確認する。確

認できた細胞について E2の効果の抑制を確

認する(Kimura,JBC,2001,Hirata,Brain 

Res,2007)。 

４．研究成果 

411 種類の GPCR 遺伝子に対する RNAi をそれ

ぞれ 3カ所づつ合成し、これを混合した RNAi

を予試験に用い、細胞導入し実験を行った。

乳がん細胞には、リバーストランスフェクシ

ョン法で導入する条件を検討し、RNAiMax を

用いて効率よくノックダウンできることが

蛍光標識 RNAi を用いて確認された。この実



験プロトコールをプログラムに組み自動化

を試みた。自動化にはパーキンエルマー

Janus を使い、細胞導入が無人で行えるシス

テムの構築に成功した。

遺伝子導入と並行して内因性受容体に対す

る応答をカルシウムアッセイで検討したが、

Flex stationのシステムが予想ほど感度が得

られず、内因性受容体の存在を明確にするこ

とは困難であると判断した。このため、アッ

セイシステムを変更し、細胞膜電位測定シス

テム(Cellkey)を用いて受容体アッセイを行

った。しかし、ポジティブコントロール以外

は反応が認められず、少なくとも乳がん培養

細胞MCF-7では現在までエストロゲンに応答

する細胞膜受容体は検出されていない。

細胞培養中に一部の遺伝子が欠損あるいは、

変異を起こし細胞応答が消失している可能

性が考えられる。このため、正常ヒト乳腺上

皮細胞や正常ヒト子宮平滑筋細胞を含めて

エストロゲンに明確に応答する細胞をセレ

クションすると共に内因性受容体を明瞭に

測定できるアッセイシステムの確立を行う

必要がある。 
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