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研究成果の概要（和文）： 
 正常ヒト線維芽細胞、ヒト関節滑膜炎細胞およびヒト乳癌由来細胞のミトコンドリア内のエ

ストロゲンレセプター(α, β)の発現量を定性的、定量的に測定し、各々の細胞におけるミト

コンドリア ROS、過酸化脂質産生、アポトーシス誘導に対するエストロゲンの効果について検

討した。得られたエストロゲン効果とエストロゲンレセプター発現量、エストロゲン濃度との

関連性について評価を行った。 

 ROS、過酸化脂質産生、アポトーシス誘導に対する Antioxidant, prooxidant 効果は、細胞の

違い、エストロゲンレセプター (α、β)発現量、エストロゲン濃度(10-10M〜10-4M)と大いに関

係していることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We examined the expressions of estrogen receptor, the production and activity of 
mitochondrial reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation and apoptosis 
following a cytokine plus estrogen (dose: 10-10M〜10-4M) treatment in human normal 
fibroblasts, RA fibroblasts, VA-13, MCF-7, and MDA-MB453 cells. 
  The oxidant and anti-oxidant effects of estrogen on the ROS generation, lipid 
peroxidation product, and subsequent apoptotic cell death depended on cell types, 
expressions of estrogen receptor (α, β), doses of estrogen. 
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１．研究開始当初の背景           
  

 多くの疾患の発症要因としてミトコンドリア由

来の活性酸素(ROS)との関連性が数多く報告

されている。関節リウマチ (RA)、発癌、糖尿

病、神経性疾患、老化などは ROS 疾患である

ことがわかってきた。 

 われわれは、これまでに RA 滑膜細胞を用 

いた研究において、細胞内の ROS と NO産生、

過酸化脂質およびアポトーシスの発現は、エ

ストロゲン処理（体内濃度レベル）により低下

し、関節炎病変ではエストロゲン（E2）が ROS

やアポトーシスに対して抑制効果（エストロゲ

ン効果）を示すことを初めて報告した。一方、

エストロゲンレセプターの発現を抑制した RA

滑膜細胞では、ROS や過酸化脂質産生、ア

ポトーシス発現に対してエストロゲンによる効

果は認められなかった。この細胞内 ROS 発生

のほとんどは、蛍光測定試薬（HPF）により、ミ

ト コ ンド リ ア 由 来 であ るこ とが 証明 され た 
（Indo HP, Suenaga S, Tomita K, Majima HJ et 
al. Mitochondrion. 2006.）。 
 脳神経疾患における神経細胞や血管内皮、

上皮細胞では、エストロゲンはミトコンドリア発

生 ROS やアポトーシス誘導を抑制し、しかもミ

トコンドリアに局在する MnSOD 量を増加させ

ることが示されている (Lee SY et al. FASEB J. 
2003.)。いっぽう、乳癌病変では、エストロゲン

はエストロゲンレセプター存在下で ROS 産生

やアポトーシスを増加させ、細胞増殖や病変

の進展をきたしたとの報告がみられる(Roy D 
et al. J Toxicol Environ Health B Crit Rev. 
2007.)。ヒト癌細胞では、エストロゲンはカテコ

ールエストロゲンに置換され、DNA 損傷や

ROS 産生を引き起こすことが知られている 
(Bosland MC. Ann NY Acad Sci. 2006.)。また、

エストロゲンの長期暴露ならびに過剰状態は

細胞増殖を促進させ、DNA 障害により遺伝

子のミューテーションをしばしば誘発すること

が解明されている(Chen JQ et al. Adv Exp 
Med Biol.2008.)。 
 いっぽう、生体内エストロゲン濃度は月経周

期により変動することが知られており、このよう

な濃度変動は疾患(病変)に対するエストロゲ

ン作用の違いとして反映されることが予想され

る。また、エストロゲンの作用には、アンチオキ

シダント(抗酸化)効果あるいは逆に酸化を誘

導するプロオキシダント効果の両効果が報告

されている。  
 本研究では、ミトコンドリア内に存在するエス

トロゲンレセプター(α, β)の発現の有無や発

現量が、炎症や腫瘍病変におけるエストロゲン

作用を左右するのではないかと仮説を立てた。

さらに、ROS 産生やアポトーシスに対するエス

トロゲンのアンチオキシダント効果とプロオキシ

ダント効果は、その濃度に依存するのではない

かと考えた。 
  

２．研究の目的 
 
 (１)正常ヒト線維芽細胞、ヒト関節滑膜炎細胞

およびヒト乳癌由来細胞のミトコンドリア内のエ

ストロゲンレセプター(α, β)の発現量を定性

的、定量的に測定すること。 (２)各々の細胞

におけるミトコンドリア ROS と NO 産生、過酸化

脂質、アポトーシス誘導に対するエストロゲン

の効果について検討すること。 (３)得られたエ

ストロゲン効果とエストロゲンレセプター発現の

有無とその発現量、エストロゲン濃度との関連

性について評価を行い、仮設を実証した。 
 
３．研究の方法 
 
 材料として、①女性胎児肺由来の正常ヒト

線維芽細胞 (WI-38)、②ヒト RA 滑膜線維芽

細胞、③ヒト線維芽細胞の悪性形質転換株

（VA-13）および④ヒト乳癌由来細胞（MCF-7, 

MDA-MB 

453）を用いて、以下の研究を行った。 

 

 (1)WI-38 、 RA 、 VA-13 、 MCF-7 お よ び 、

MDA-MB453細胞内のエストロゲンレセプタ

ー(α,β)量については、蛍光免疫染色法を

用い、レーザー共焦点顕微鏡(波長488 nm)
にて、半定量的に評価した。 
 (2)WI-38 、 RA 、 VA-13 、 MCF-7 お よ び

MDA-MB453 細胞に、E2 処理(24 時間)を行い、

サ イ ト カ イ ン (IL-1 β (1ng/ml),TNF- α

(20ng/ml))刺激および無刺激下で 3 時間培養

を行った。E2 濃度については、10-9 から 10-4M

の範囲とした。 

 (3) 培 養 細 胞 の ROS の 分 布 は 、 HPF 
(Hydroxyphenyl Fluorescein, 第一化学薬品) 
蛍光試薬を用い、レーザー共焦点顕微鏡(波
長 488 nm)で観察を行い、緑色蛍光度を半定

量的に評価した。 
 (4)過酸化脂質を検出するために、細胞をホ

ルマリン固定後、HNEモノクローナル抗体によ

る免疫染色を行い、過酸化脂質産生をレー

ザー共焦点顕微鏡(波長488 nm)にて、半定

量的に評価した。 

 (5) アポトーシスの発現は、Hoechst 33342

染色法により核染色体の断片化を観察した。 

３個以上の核断片化をアポトーシス有りと判定

を行った。 



 (6) 細胞内のiNOS, eNOS, cNOS mRNAの

発現は、TaqMan probeを用いた定量PCR法

で、NOS蛋白レベルについては、Western 

blot法で評価を行った。 

 (7) RA 細胞のエストロゲンレセプターαの

発現抑制については、市販されているエスト

ロゲンレセプターα siRNA のコンストラクト

(Santa Cruz 社 ) を 用 い て 、 Lipofectamine 
TM2000 により細胞内に遺伝子の導入を行っ

た。RNA の抽出には、当研究室に現有する

自動核酸抽出システム(QuickGene-800)を用

いて行った。蛍光免疫染色法および Western 
blot 法でエストロゲンレセプターα量を定性

的・定量的に評価し、親株細胞と比較した。 
 エストロゲンレセプターαの発現が抑制さ

れた細胞を用いて、E2 処理(24 時間)を行い、

サ イ ト カ イ ン (IL-1 β (1ng/ml),TNF- α

(20ng/ml))刺激および無刺激下で 3 時間培

養を行った。 

 

４．研究成果 

 
  

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
図１．蛍光免疫染色法によるエストロゲンレ  
    セプター（α、β）量の検討 
 
表１．各細胞におけるエストロゲンレセプタ   
   ー（α、β）量の蛍光強度測定（平均値 

   ±標準偏差） 
 

 

 
 
 
 
 (1) VA-13, RA, MCF-7, MDA-MB453 細

胞内のエストロゲンレセプター発現量は、

WI-38 細胞と比較して有意に多く、とくに、

MDA-MB453 細胞では、約２倍の発現量を示

した。VA-13, MCF-7, MDA-MB453細胞では、

エストロゲンレセプターαよりもエストロ

ゲンレセプターβの発現量が有意に高かっ

た (図１、表１)。 
 (2)エストロゲンレセプター（α、β）発

現量の少ない WI-38 細胞では、E2 濃度

10-10M〜10-4M 処理により、無刺激下およ

びサイトカイン刺激間で ROS、過酸化脂質

産生およびアポトーシス頻度に違いは認め

られなかった。 
 (3)RA 細胞においては、ROS、過酸化脂質

産生およびアポトーシス発現は、E2濃度10-4M
で増加し、逆に 10-９M〜10-６M では抑制がみら

れた。E2 濃度 10-６M で、iNOSmRNA および蛋

白は有意に減少した。    
 (4)VA-13, MCF-7, MDA-MB453 細胞では、

E2 濃度 10-4M 処理により、サイトカイン刺

激群と比較して、ROS、過酸化脂質産生およ

びアポトーシスは有意に増加し、10-10 M〜

10-6M では変化は認められなかった。エス

トロゲンレセプター（α、β）発現量の多

いMDA-MB453細胞では、VA-13やMCF-7
細胞群に比較して、E2 濃度 10-4M で、ROS、

過酸化脂質産生は有意に高かった。 
 (5)RA 滑膜細胞において、蛍光免疫染色法

ではエストロゲンレセプターα蛋白は

siRNA３日後より抑制され、５日後で最も抑

制された。Western blot 法では、エストロゲ

ンレセプターα蛋白は、siRNA 後５日目で、

親株細胞や control siRNA を行った細胞と比

較して約３５％の抑制がみられた。 
 このエストロゲンレセプター量の発現を抑制

した細胞は、親株細胞や control siRNA 細胞

群に比較して、E2 濃度 10-6M 処理で、ROS、

過酸化脂質産生およびアポトーシス発現の抑

WI-38 

RA 

VA-13 

MCF-7 

MDA- 
MB453 

ERα  ERβ  

　  ERα ERβ 

   WI-38          22.40 ± 1.63        24.83 ± 4.40 ** 

   RA          25.62 ± 3.18        25.90 ± 3.84 

   VA-13          24.95 ± 2.56        26.33 ± 3.75 * 

   MCF-7          28.95 ± 4.25        31.89 ± 5.21 ** 

   MDA-MB453          42.31 ± 7.87        46.28 ± 5.06 ** 

*P<.05, **P<.01 （Sheffe’s F test）  



制は認められなかった。 
 
 E2 による Antioxidant, prooxidant 効

果は、細胞の違い、エストロゲンレセプタ

ーの種類や発現量、E2 濃度と関係してい

ることが示唆された。 
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