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研究成果の概要（和文）：我々はエストラジオール E2 がハムスターインスリノーマ細胞 HIT-T15

細胞のインスリン mRNA 発現を抑制することを見出した。また estrogen	 receptorα(ERα)を過

剰発現させたHIT細胞でE2が濃度依存性にラットインスリンプロモーターの転写を抑制するこ

とを確認した。この現象は従来知られている既知の配列を介してのものではなく、E2-ERαが直

接転写調節因子 PDX-1 や BETA2 と相互反応して起こることを解明した。	 

 
研究成果の概要（英文）：We have demonstrated the treatment of HIT-T15 insulinoma cells 
with E2 led to the decreased insulin mRNA levels. Transient transfection assays of 
HIT-T15 cells revealed that ERα repressed transcriptional activity of rat insulin II 
promoter both in a ligand-dependent and -independent manner. The repression was not 
mediated by an ERE-like sequence or AP-1 site in the promoter. Instead, transcriptional 
factor PDX-1 and BETA2 appear to be involved.  
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１．研究開始当初の背景	 
近年エストロゲン受容体が肥満やインスリ
ン抵抗性等のメタボリック障害に重要な役
割を果たすことがわかってきている。ER ノッ
クアウトマウスを用いた実験から ERαはイ
ンスリン感受性や耐糖能異常を改善するこ
とによりメタボリック障害に対してそれを
是正する働きがある、という報告が出ている。

ERβは脂肪細胞の核内受容型転写因子 PPAR
γの転写活性を抑制することによりインス
リンシグナルと糖代謝を負に調整している、
という報告がなされた。またエストロゲンを
産生できないアロマターゼノックアウトマ
ウスにおいてストレプトゾトシンを用いた
酸化ストレスの曝露によりβ細胞のアポト
ーシスが増大しβ細胞減少が認められるが、
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エストラジオールを加えるとアポトーシス
が抑制され、糖尿病の発症が減少する。この
現象は ERαノックアウトマウスでは認めら
れず、エストラジオールは ERαを介して膵β
細胞のアポトーシスを防いでいると考えら
れる。これらの報告はいずれもエストロゲン
受容体がインスリン感受性や耐糖能異常、膵
β細胞アポトーシスに関与する、という内容
である。我々は 2000 年当時で膵β細胞に大
量の ERαが発現することを Q-PCR,ウエスタ
ンブロッティングで確認していた。ERαはβ
細胞において重要な役割を果たしているの
ではないか、膵β細胞に存在する ERαが直接
インスリン分泌に関与しているのではない
か、との仮説を立て、インスリノーマ細胞
（HIT-T15 細胞）を用いたトランスフェクシ
ョン実験を行った。予想に反して ERαはイン
スリン遺伝子のプロモーターに作用してそ
の転写活性をエストロゲン依存的に抑制し
ていることが明らかになった。	 
	 
２．研究の目的	 
上記の事象がどのようなメカニズムで起こ
るのか分子生物学的に解明することを目的
とする。	 
 
３．研究の方法 
(1)Northern	 blotting法による培養細胞イン
スリンｍRNA 発現の比較：Qiagen	 RNeasy	 kit
を用い HIT-T15 細胞から mRNA を単離、
Amersham	 kit を用いてインスリン遺伝子に
32P-dCTP をラベルして E2 存在下、非存在下
で発現を比較した。GAPDH 遺伝子をコントロ
ールに用いた。	 
(2)transient	 transfection 法による機能解
析実験：リン酸カルシウム法を用いて様々に
デザインした transfection を行った。	 
(3)Gal4	 プラスミドを用いた transfection
法による E2-ERαと転写調節因子の相互作用
解析：いくつかの転写調節因子遺伝子を
Gal4DNA 結合領域に融合させたキメラ蛋白を
作成、 E2 存在下、非存在下で ER と
co-transfect した。	 	 
(4)in	 vitro	 pull	 down 法による結合実験:	 
Amersham	 kit を用いて GST-ER,GST-転写調節
因子を作成、Promega	 kit を用いて 35S ラベ
ルした発現ベクターを作り E2 存在下、非存
在下で発現を比較した。	 
	 
なおすべての培養細胞はフェノールレッド
フリー、チャコールストリップド培養液を用
いて E2 の人為的影響を排除した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)10-8M の E2 添加によりインスリンｍRNA
発現は有意に低下することがわかった。縦軸
はインスリン遺伝子のdensitometryをGAPDH

の densitometry で割った相対値。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
(2)①E2 は濃度依存的にラットインスリンプ
ロモーターの活性を抑制した（インスリンプ
ロモーターは転写開始地点から 695bp 上流ま
で切り出している）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
(2)②プロモーターの deletion	 assay の結果、
E2の抑制効果は転写開始地点から148bpから
238bp までの部位が必須であることがわかっ
た。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
(2)③	 ligand 結合領域の欠失したプロモー
ターや DNA結合領域に点突然変異を施したミ
ュ ー タ ン ト プ ロ モ ー タ ー を 用 い た
transfection 実験では E2 の抑制効果は失わ
れた。インスリンプロモーター遺伝子には従
来知られている ERE や AP1site がなく、この
現象は E2-ERαが直接インスリンプロモータ
ーに従来知られていない部位で結合して起



きていることがわかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
(3)（2）②の結果から得られた抑制効果に必
須のインスリンプロモーター転写開始地点
から‐148bp～-238bp には膵β細胞特異的転
写調節因子である PDX1 や BETA2/E47 が関係
することが知られている。そこで我々は
E2-ER のインスリンプロモーター抑制にこの
ような転写調節因子が関与しているのでは
ないかと推測し Gal4‐転写調節因子キメラ
プラスミドを作成、co-transfect したところ	 
ERと PDX1,BETA2は E2存在下でUAS-Luc活性
を低下させた。つまり相互作用することが示
唆された。一方BETA2と複合体を形成するE47
と ER は反応しなかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(2-3)	 	 
	 
	 

	 
さらに様々な ERαのミュータントと
Gal-4PDX1,Gal4-BETA2 との co-transfect 実
験で（2）③同様 ligand 結合領域、DNA 結合
領域それぞれが抑制効果に必要であること
を確認した。	 
	 
(4)	 in	 vitro	 pull	 down法の結果,	 PDX1,BETA2
は ERαと直接結合していることがわかった。
また我々は ERαのポイントミュータントを
用いても pull	 down を行い、ミュータントで
は結合は認められないことも確認した。一方

E47 と ERαとは結合が認められなかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
上記の結果から我々は膵β細胞において E2
は ER と結合して転写調節因子である PDX1 や
BETA2 と複合体を形成し、従来知られていた
ERE や AP1site を介さず別な場所でインスリ
ンプロモーターに結合し、その転写活性を抑
制する、というメカニズムを解明した（下図）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
５．主な発表論文等	 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	 
 
	 
〔学会発表〕（計 2件） 
① 西尾真一、石井宏明、武井真大、鈴木

悟、駒津光久	 	 



ERαは PDX-1、BETA2 を介してインスリ

ン転写活性を抑制する	 

日本糖尿病学会、2011 年 5 月 20 日	 於：
札幌	 	 

② 武井真大、西尾真一、四宮健、石井宏

明、鈴木悟、駒津光久	 	 

ERαは PDX-1、BETA2 を介してインスリ

ン転写活性を抑制する	 

日本内分泌学会、2011 年 4 月 21 日	 於：
神戸	 

	 
６．研究組織	 
(1)研究代表者	 	 
	 西尾	 真一（NISHIO	 SHIN-ICHI）	 

信州大学・医学部附属病院・講師	 

研究者番号：30467146	 

	 
(2)研究分担者	 	 
	 駒津	 光久（KOMATSU	 MITSUHISA）	 

	 信州大学・医学部・教授	 

	 研究者番号：90221978	 

	  
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


