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研究成果の概要（和文）：エストロゲン受容体の発現制御機構を解明するため、エストロゲン受容体遺伝子の多重プロ
モーター構造とその転写産物の選択的スプライシングパターンを解析した。その結果、エストロゲン受容体遺伝子から
多数のN末端・C末端欠損型スプライシング変異体が生じることが明らかとなり、さらに一部の変異体は恒常的転写活性
化能を示すものが存在した。ホルモン受容体のリガンド非依存的な活性化はホルモン感受性腫瘍の悪性化とホルモン不
感受性の獲得に寄与することが知られている。そのため、これら恒常的活性化能を持つスプライス変異体がエストロゲ
ン感受性腫瘍の悪性化とエストロゲン不感受性に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To determine regulatory mechanisms of estrogen receptor gene expression, 
alternative promoter usage and alternative splicing profiles of the estrogen receptor genes were 
examined. We identified modular structures of the estrogen receptor genes and several splice variants 
encoding N- and C-terminally-truncated estrogen receptor proteins. Some C-terminally-truncated estrogen 
receptor variants exhibited constitutive transcriptional transactivation in transfected cells. 
Ligand-independent transcriptional transactivation by steroid hormone receptors is deduced to be one of 
the candidate causes of malignant development of hormone-sensitive tumors. Therefore, our results may 
provide key mechanistic information explaining the cause of hormone-independent cell overgrowth in 
estrogen-sensitive tumors.

研究分野： 生殖生理学
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１．研究開始当初の背景 
 女性ホルモンであるエストロゲンは、女性
生殖器官の維持・発育のみならず、男性生殖
器官や非生殖器官にも影響し、多様な生理学
的作用を引き起こすことから現在では「多機
能性ホルモン」と認識されている。エストロ
ゲンの受容体であるエストロゲン受容体は、
核内ステロイドホルモン受容体スーパーフ
ァミリーに属する転写調節因子であり、標的
遺伝子の発現をリガンド依存的に調節する
ことでエストロゲンの作用を媒介する。哺乳
動物におけるエストロゲン受容体には、α型
エストロゲン受容体（estrogen receptor α, 
ER α）及びβ型エストロゲン受容体
（estrogen receptor β、ERβ）の異なる遺
伝子上にコードされた 2種類の核内受容体が
存在している。 
 エストロゲン受容体遺伝子は主に 8つのコ
ーディングエクソンから構成されている。こ
れら遺伝子は複数のプロモーターによって
制御される多重プロモーターシステムを内
包している。さらに、エストロゲン受容体遺
伝子の転写産物は複雑な選択的スプライシ
ングを経ることで多様な構造と機能を持つ
スプライス変異体が生成されることが知ら
れている。 
 エストロゲンの作用強度はエストロゲン
の標的器官が持つエストロゲン受容体の発
現量に相関するため、エストロゲンの発現調
節機構の解明は、エストロゲン作用を解明す
る上で非常に重要である。しかし、エストロ
ゲン受容体遺伝子が、複雑な多重プロモータ
ーシステムを持つこと、さらに転写産物が複
雑な選択的スプライシングパターンを示す
ことからエストロゲン受容体の発現調節機
構の解明はなかなか進んではいなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題はエストロゲン受容体遺伝子
の発現調節機構の解明を目的とし、そのため
に多重プロモーターシステムを含むエスト
ロゲン受容体遺伝子の構造を同定、さらに、
転写産物の選択的スプライスパターンを解
析するとともに、それらスプライシング変異
体の機能と発現調節機構への関与を調査し
た。 
 
３．研究の方法 
 サブタイプ間及び種間での比較を可能と
するため、ヒト、マウス、ラットの ERα及び
ERβ遺伝子を解析の対象とした。 
 それら遺伝子の 5’、3’側の遺伝子構造を
同定するためヒト、マウス、ラットの total 
RNA から Rapid amplification of cDNA end 
（RACE）用 cDNA を作成した。さらに、コー
ド領域の確認や選択的スプライシングパタ
ーンや変異体の発現パターンを解析するた
め、RT-PCR 用の cDNA を作成した。 
 RACE、RT-PCR 用 cDNA から増幅した産物は
クローニングベクターに組込み、遺伝子配列

を確認するとともに、ゲノム上にマッピング
することで ERα及び ERβ遺伝子の新規構造
を同定した。 
 新規に同定したスプライス変異体は動物
細胞発現ベクター内に組込み、不死化細胞株
に導入することで機能解析を行った。5’-非
翻訳領域変異体に関しては、ルシフェラーゼ
発現ベクター内に組込み、ルシフェラーゼ活
性を指標に 5’-非翻訳領域が転写後調節に
与える影響を調査した。N 末端・C 末端欠損
型変異体に関してはコード領域を動物細胞
発現ベクター内に組込み、それらの転写活性
化能に関してエストロゲン応答配列を含む
レポーター遺伝子と共に動物細胞に導入す
ることでレポーター遺伝子の活性化を指標
に解析を行った。 
 
４．研究成果 
 5’-RACE 法によるエストロゲン受容体遺
伝子の 5’-非翻訳領域の解析の結果、エスト
ロゲン受容体遺伝子が従来考えられていた
以上に複雑な多重プロモーターシステムを
持つことが判明した。さらに、種特異的プロ
モーターが存在し、それらは特に特定の臓器
に高い発現を示すことが見出された。また、
遺伝子の 5’-領域にはプロモーター特異的
5’-非翻訳リーダーエクソンのみならず多
数の 5’-非翻訳中間エクソンが存在してお
り、5’-非翻訳中間エクソンが選択的に挿入
されることで多数の 5’-非翻訳領域変異体
が産生されていた。これら選択的挿入はプロ
モーター特異的に引き起こされることから、
選択的プロモーター使用と選択的スプライ
シング間の関連性が見出された。 
 多様なエストロゲン受容体遺伝子の 5’-
非翻訳領域が転写後調節に与える影響をル
シフェラーゼ発現ベクターを用いて解析し
たところ、5’-非翻訳領域は翻訳効率に影響
を与えていることそして 5’-非翻訳領域へ
の中間エクソンの挿入は翻訳効率の低下に
関与することが判明した。 
 さらに、ERα遺伝子ではプロモーター特異
的にコーディングエクソンがスプライシン
グされ、N 末端欠損型変異体をコードした
mRNA が産生されることがわかった。これら、
N末端欠損型ERα変異体の産生パターンはヒ
ト、マウス、ラットで保存されており、さら
に変異体の機能をエストロゲン応答配列を
含有するレポーターベクターを用いて解析
したところ、単独ではリガンド依存的に転写
活性化を示す一方で全長型 ERαの転写活性
化を著しく抑制することを見出した。また、
N末端欠損型ERα変異体の転写活性化能は細
胞のコンテクストに依存しており、細胞のコ
ンテクストによっては全長型とは著しく異
なる転写活性化を示した。 
 
 3’-RACE 法により、エストロゲン受容体遺
伝子の構造を調べたところ、従来はイントロ
ン領域と考えられていた場所に多数の選択



的終末エクソンや中間エクソンが存在する
ことが判明し、さらに、それらを選択的に利
用することで多数のC末端欠損型変異体が産
生されることを見出した。C 末端欠損型変異
体はリガンド結合領域を欠損しているため
リガンド依存性を消失していたが、変異体の
中には恒常的活性化能を示すものが存在し
た。 
 ステロイドホルモン受容体の恒常的活性
化は、ホルモン感受性腫瘍の悪性化やホルモ
ン不感受性増殖に関連するとされており、C
末端欠損型エストロゲン受容体変異体がエ
ストロゲン感受性腫瘍の悪性化やエストロ
ゲン不感受性増殖に関与する可能性が示唆
された。 
 C 末端欠損型エストロゲン受容体変異体の
恒常的活性化機構を解明するため、人工的に
C 末端を欠失させた変異体を作成し、それら
機能を解析した。エストロゲン受容体の C末
端領域はリガンド結合ドメインを形成して
おり、さらにそれは 11 個のヘリックス（H1, 
H3-12）から形成されている。さらに、H3, H5, 
H12 のヘリックスがリガンド依存的活性化に
重要であり、リガンド結合に伴う H12 の位置
変化により H3, H5 の相互作用状態が変わり
活性化状態に変化することが知られている。
人工的に作成したC末端欠損型変異体の機能
解析から C 末端から H5 までの欠損により恒
常的活性化が引き起こされることが判明し
た。コアクチベーターp300 との導入実験から
C末端欠損型変異体はH5の欠損によりコアク
チベーターと相互作用可能な活性化状態に
変換されることが明らかとなった。 
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