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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カルシウム応答やNO産生など早期応答にも関与してい
ることが知られているがその詳細は不明である。GPCRやキナーゼに対するRNAiライブラリーによるアッセイシステムを
確立し、そのメカニズム、シグナル経路の解明を行った。
　ロボットアッセイシステムを開発し、９６wellプレートでの同時大量測定が可能になった。エストロゲンの応答は刺
激によって顕著な結果が得られたミトコンドリア膜電位を測定した。その結果、GPCRの一部の遺伝子で細胞応答が抑制
される遺伝子群や促進される遺伝子群が検出された。しかし、これらのデータはばらつきがあり、さらに別の方法で検
証する必要があるだろう。

研究成果の概要（英文）：Estrogen plays a role for variety of physiological functions such as cell growth a
nd cell differentiation through transcriptional regulation by nuclear estrogen receptors.  However, intrac
ellular pathways such as calcium influx and NO production in early responses occurred by estrogen stimulat
ion have been unclear.  To elucidate the early responses for the cells by estrogen, we have carried out hi
gh-throughput negative screening assay using RNAi library of GPCRs and kinases.  
 To determine accurately, we developed automation assay by JANUS, robot assay workstation using 96-well pl
ates, and the cell response by estrogen stimulation was measured using mitochondria membrane potential ass
ay in the RNAi-trasnfected cells.  In several GPCR genes, mitochondria activities were significantly inhib
ited, suggesting the estrogen-dependent cell growth may be regulated by plasma membrane GPCRs.  However, t
he results were further confirmed by the additional experiments.
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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

るエストロゲン受容体(ER)がタンパク合成

を介して作用している。しかし、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も

知られている。このため、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

たちの研究室では、心筋細胞でストレスに応

答する受容体を探索し、

GPR30(ratGPR41/GPER-1)がストレスに応答

して転写誘導されることを示し、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。その後、米国のグループは、

GPR30が小胞体に存在するE2の受容体である

ことが発表した。同時期に私たちの研究室で

は、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、現在では E2 は、細胞膜

受容体であることが認知されつつある。しか

し、GPR30 は E2 の受容体ではないという論文

や生殖器で機能を果たしていないという論

文が出され、結論は未だ混乱している。この

最大限の原因は、E2 のシグナル経路に対する

網羅的な解析が行われていないことにある。

その理由は、E2 の作用は多彩であることに加

え、細胞毎に生理機能が異なるためシグナル

経路も複雑なためである。細胞に存在しない

遺伝子の抗体や RNAi は、クロスコンタミを

起こし、データに大きなノイズを与えている。 

２．研究の目的 

このような問題点を解消するため次世代シ

ークエンサーを用いた遺伝子発現データを

取得し細胞特異的 RNAi コレクションを作製

し、生殖細胞に対する E2 シグナル経路を完

全に解明する。そこで私たちの研究の目的は、

解析モデルとして子宮ガン由来の細胞株で

ある HeLa 細胞に発現している遺伝子を次世

代シークエンサーで解析し、発現しているシ

グナル伝達因子を明らかにする。発現してい

るシグナル伝達因子に対する RNAi コレクシ

ョンを作製し、細胞インピーダンス法を用い

て E2 刺激後の細胞応答を調べる。細胞応答

に関与したシグナル伝達因子についてIPAパ

スウエイ解析ソフトを駆使してシグナル経

路を明らかにする。正常な子宮平滑筋を用い

て HeLa 細胞で解析したシステムと同様の解

析を行い、正常細胞におけるエストロゲンシ

グナル経路の解析を行う。遺伝子解析データ

をコンピューターシステム上で解析し、正常

とガン細胞の応答変化を解明することであ

る。 

３．研究の方法 

(細胞培養)ヒト由来の培養細胞として子宮

ガン細胞由来の HeLa 細胞をモデル細胞に用

いる。正常細胞モデルとして子宮平滑筋細胞

を用いる（クラボウ）。細胞培養を指定の増

殖培地を用いる。但し、E2刺激時は、血清は

チャコール処理を行い、フェノールレッドを

除いた培地を用い E2 の影響を除外する 

(次世代シークエンサーによる解析) 

細胞からこれまでに確立した手法でRNAを回

収し、純度を確認後、SAGE 解析キットに従っ

て逆転写する。その後、制限酵素で 14bp の

断片を作製した後、SAGE ライブラリーを作製

する。このライブラリーを次世代シークエン

サーSOLiD5500(Life technologies)を用いて

解析する。すでにHeLa細胞の解析は終了し、

約19000種類の遺伝子の発現データを取得し

ている。 

（RNAi コレクションの作成） 

シグナル経路を同定するため、全キナーゼ遺

伝子約 850 種類中、HeLa 細胞で発現が確認さ

れたキナーゼ 185 種類のレンチベクター

shRNA コレクションを外注する(Sigma)。RNAi

ベクターは抑制が確認されている配列を優

先して用いる。 

(RNAi 遺伝子の導入) 

導入効率を高めるためポリブレンをウイル



スベクターに加えRNAiベクターを導入する。

これまでに基礎データではポリブレンを加

えることでほぼ 100%の HeLa 細胞に導入する

ことが確認できている。 

（細胞インピーダンス法および Ca2+測定に

よるアッセイ） 

細胞インピーダンス法は細胞増殖や細胞死

の微小な変化を精度良く再現できるアッセ

イである。これまでにも E2 の細胞膜への結

合活性を測定することに成功している。また、

E2 刺激下での細胞インピーダンスは、

xCELLigence(ロッシュ)や ECIS(electroric 

cell impedance sensing)を用いて数多く測

定しており E2 のシグナル経路の測定は既に

確立されている。 

（IPA パスウエイ解析） 

複数のシグナル経路の遺伝子から細胞で活

性しているパスウエイをIPAソフトを用いて

解析する。IPA は毎週最新のデータに更新さ

れており、高い信頼性を有している。申請者

らは、既に脳領域別プロテオーム解析を行い、

海馬や前頭葉に特異的に存在するシグナル

経路の解明に成功している。E2 シグナル経路

についても同様の手法で解析する。 

(同定されたシグナル経路の確認) 

同定されたシグナル経路について E2 刺激後

のリン酸化抗体での IP ウエスタンやリン酸

化特異的抗体を用いて活性化経路の確認を

行う。また、シグナル経路の下流で活性化さ

れる転写活性をルシフェラーゼベクターを

用いて測定する。 

（正常子宮平滑筋での E2 シグナル経路の解

明） 

ヒト正常子宮平滑筋細胞を購入（クラボウ）

し、細胞を増殖させ、HeLa 細胞と同様に RNA

を調製する。RNA から逆転写、制限酵素処理

を行い、SOLiD5500 で SAGE 解析を行う。この

結果をベースにしたシグナル伝達因子の

RNAi コレクションを作製し、正常細胞の E2

シグナル伝達経路の解明を行う。実験手技は、

HeLa 細胞で確立した手法を用いる。 

４．研究成果 

私たちは、次世代シーケンサーSOLiD で細胞

の全発現遺伝子を確認した。その結果、予想

外にキナーゼ遺伝子の発現量は多く、全キナ

ーゼの 95％以上の遺伝子の発現が確認され

た。このため、全てのキナーゼに対する RNAi

コレクションを用いることにした。大量の

RNAi を実験に用いるため、RNAi の導入を

ロボット分注装置で行うことができるよう

に予備試験を実施した。予備試験では、384

プレートでは、各ウエルの面積が小さく、細

胞がばらつき、安定した結果を得ることが困

難であった。そこで 96 ウエルプレートに変

更し、刺激前後で細胞の増殖を確認した結果、

安定したデータを得ることができた。また、

活性を測定するため、ミトコンドリア膜電位

の測定と核 DNA 量を測定する方法で検討し

た。その結果、ミトコンドリア膜電位はダイ

ナミックレンジが狭く、定量精度に問題があ

る可能性があり、再度細胞増殖は、生細胞

（赤）と死細胞（緑）に染色する蛍光試薬を

用いて精度良く活性ミトコンドリア膜電位

の測定する手法を確立した。さらにヘキスト

で核 DNA 量を測定し細胞数を補正すること

でエストロゲン刺激後、3 日で数倍以上活性

に差がある実験条件を確立した。この手法を

用いて 96well プレート 16 枚を同時測定しシ

グナル経路に関与する全RNAiを細胞に導入

し、細胞増殖が抑制されたウエルを測定した。

しかし、大量に測定したためタイムラグが生

じ、プレート測定に時間がかかり、前半と後

半部分でのデータが合わず、データを解析す

るだけの精度を得ることができなかった。デ

ータの精度には多少問題はあったが、細胞に

発現している全ての GPCR 及びキナーゼに

ついて RNAi を遺伝子導入し、コントロール

およびエストロゲン刺激における細胞応答

の変化を 4回づつ測定しエストロゲン刺激に

応答する遺伝子群を検討した。 



 

図に示すように遺伝子の欠損によって細胞

の増殖を抑制する遺伝子群および増殖を促

進する遺伝子群が存在していた。 

 しかし、これらのデータにはばらつきが大

きくデータの信頼性を確保するためには、さ

らに繰り返し測定する必要がある。今後、デ

ータの信頼性を確保するため、ロボットアッ

セイの効率的な測定と細胞アッセイシステ

ムの改良を行い、精度の高いデータを取れる

ように実験条件を改善する予定である。 
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