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研究成果の概要（和文）：　本研究ではエストロゲンの非遺伝子作用を担うアロマターゼの翻訳後修飾による急
激な発現調節機構を研究する。アロマターゼは細胞内キナーゼ及びホスファターゼによるリン酸化・脱リン酸化
により急激な活性、さらに分解調節を受けていることが、再構成系及び阻害剤、siRNAによるノックダウン実験
により明らかになった。急速な刺激応答に関わる神経細胞でもグルタミン酸刺激での活性及び酵素量低下、ノル
アドレナリン、セロトニン、GABA刺激での活性亢進などを確認した。分解機構にはリン酸化によるユビキチン
化、プロテアソーム分解系が関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  Post-translational acute regulation of aromatase responsible for 
non-genomic actions of estrogens was studied. Microsomal aromatase in JEG-3 cells was rapidly 
inactivated and subsequently degraded in the presence of cytosol fraction, calcium, and ATP. 
Experiments using various kinase and phosphatase inhibitors, and siRNAs indicated that aromatase is 
regulated acutely at the catalytic level and subsequently at the enzyme content level by 
phosphorylation/dephosphorylation. 
 In nerve cells, a major site of non-genomic actions of estrogens, aromatase activity was suppressed
 within 10 min after glutaminergic stimulations, whereas it was enhanced by GABAergic, 
noradrenergic, and serotonergic stimulations. The degradation was suppressed by proteasome 
inhibitor, MG132. The knockdown and siRNA inhibition revealed the involvement of ER-associated heat 
shock protein/ubiquitination and then proteasome systems in the rapid degradation of the 
phosphorylated aromatase in nerve cells.

研究分野：生化学
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１． 研究開始当初の背景 
 エストロゲン合成を律速する調節酵素であるア

ロマターゼについては、その生殖生理機能への

関与、さらに乳癌・子宮内膜癌を始めとした癌増

殖制御、アルツハイマー痴呆症などの脳神経機

能への関与など多くの研究者が興味を持ち、ア

ロマターゼの組織特異的転写調節機構を介す

るエストロゲンの遺伝子作用の研究がなされきた。

しかしエストロゲンには急速な生理応答を伴う非

遺伝子作用も知られており、こうした急速な応答

を可能にするアロマターゼの活性調節機構につ

いては報告が少ない現状である。 

 申請者はアロマターゼの急速な活性調節の機

構として糖鎖付加及びリン酸化の翻訳後修飾の

可能性を報告してきた。最近までの研究で、糖

鎖付加では観察されるアロマターゼ活性調節は

難しいが、リン酸化による不活性化については

申請者を含めて幾つかの研究室から示唆する

データが提出されている。しかし阻害剤レベル

やタンパク質化学レベルの仕事が多く、実際の

細胞内反応や in vitro 再構成系を使用した詳細

な解析は少ない。またアロマターゼの分解調節

については IGF-I によるアロマターゼのオートフ

ァージ分解調節も最近報告したが、生理機能と

しての関与は得られていない。一方、リン酸化に

ついてはアロマターゼの分解促進を示唆するデ

ータを最近得ており、分解制御によるアロマター

ゼ発現調節機構の詳細な解析も必要と思われ

る。 

 
２．研究の目的 
 エストロゲンには核内受容体を介する遺伝子

作用（Genomic Action） と膜受容体を介する非

遺伝子作用（Non-genomic Action） が報告され

ている。エストロゲンの遺伝子作用は数時間から

数日スケールでの生体反応を代表しており、エ

ストロゲン合成を担うアロマターゼが先ず転写誘

導されてエストロゲン合成能を増加させ、その結

果、生成したエストロゲンが受容体に結合して生

理作用を発揮することで可能になっている。一

方、エストロゲンの非遺伝子作用に関しては、エ

ストロゲンによる秒単位の生理反応であり、この

時のエストロゲン生成・刺激に関わる調節機構

は不明である。こうした急速な生理応答を可能

にするエストロゲンの速やかな供給は、アロマタ

ーゼ遺伝子の転写誘導によるエストロゲン合成

能の増加では時間的に無理があると考えられ

る。 

 申請者が従来より注目している脳内アロマター

ゼの生殖行動に関する神経機能形成への関与

に関しても、局所性エストロゲン産生を通して脳

の性分化（性的二型核の形成）の神経ネットワー

ク形成を導く組織化効果（Organization Effects）

と成熟後の性的刺激に応じて反応する性行動

の誘導に関わる活性化効果（Activation Effects）

がある。組織化効果はアロマターゼ遺伝子の脳

特異的プロモーターへの発達段階特異的転写

因子や領域特異的な転写因子の結合による発

現調節で、申請者等はエストロゲン産生が転写

制御される機構を明らかにしてきた。しかし成熟

後の性的刺激による局所性エストロゲンの上昇、

それに伴った性行動の発現といった速やかな生

体応答を導く活性化効果は迅速なアロマターゼ

活性の翻訳後調節が不可避と考えられる。本研

究は、こうしたエストロゲンの速やかな合成調節

を可能にするアロマターゼ活性の活性化・不活

性機構に焦点を当てて、翻訳後調節の詳細を

明らかにする。 

 ニューロステロイドとしてのエストロゲンは種々

の神経機能に関与していることが考えられ、性

行動の活性化因子としてのみならず、現在まで

にエストロゲンの寄与が報告されているアルツハ

イマー病などの神経変性疾患や脳梗塞時の神

経保護作用、広汎性発達障害などの病因・診

断・治療に関しての有用な情報提供が期待され

る。 

 
３．研究の方法 
本研究ではエストロゲンの非遺伝子作用を担う

と考え られるアロマターゼの翻訳後修飾による

活性調節に焦点を絞って研究を進めていく。研

究には胎盤由来のアロマ ターゼ強発現株、



JEG3 細胞及び視床下部神経由来の N38 細胞

を使用して、細胞培養時での種々の発現調節

因子刺 激による小胞体アロマターゼのリン酸

化・脱リン酸化レベル、比活性、そしてタンパク

質量レベルの変化、そし てキナーゼやホスファ

ターゼ遺伝子導入や遺伝子ノックダウンなどで

翻訳後修飾に関与する分子を同定していく 。

同定されたキナーゼを使用して精製アロマター

ゼのリン酸化を行い、酵素活性(比活性)レベル

での制御を確 認するとともに、LC/MS/MS 解析

でリン酸化部位を同定する。 

（ １ ） ア ロ マ ターゼ遺伝子 ( 野性型及び

FLAG/Mycタグ付加型)を安定導入したJEG3細

胞及び神経細胞株を作成する 。 

（２）アロマターゼ遺伝子を導入したJEG3細胞及

び神経細胞株を用いて、細胞内アロマターゼの

酵素活性及びタンパク質量に対するホルモン、

増殖因子、神経伝達物質などの刺激の効果、

各種キナーゼ及びホスファターゼの 活性化因

子や阻害因子の効果、さらに siRNA 導入による

リン酸化・脱リン酸化酵素のノックダウンの効果

等を調 べる。  

（３） 部位特異的変異導入によりリン酸化部位の

確認を行なうと共に、リン酸化部位の Ser/Thr を

Ala や Glu に変異させ、活性化・不活性化及び

酵素タンパク質の安定性等を調べる。 

（４）単離されてきたクローンの同定を行い、実際

にアロマターゼ分解系で機能しているかどうか、

強制発現及び ノックダウンなどにより確認す

る。  

（５）アロマターゼの翻訳後修飾調節に関わる全

ての同定酵素の精製標品を用いて、活性及び

酵素量レベルの調節を再構成して確認する。 

 
４．研究成果 

 先ずアロマターゼ高発現細胞株である JEG-3

細胞を用いてアロマターゼの翻訳後修飾による

調節を調べた。細胞よりアロマターゼの局在する

小胞体及び細胞質分画を調製し、両分画を含

む in vitro 再構成系でアロマターゼの酵素量と

活性の継時的変化を解析した（図１）。 

 

図１． 細胞質/ATP 依存性のアロマターゼ活

性・タンパク質の経時変化 

 

その結果、アロマターゼはリン酸化により活性低

下が起こり、30 分くらいでほぼ活性を消失した。

その後、酵素タンパク質の分解が進行し、2時間

後には最初のレベルの 30％くらいにまで減少し

ていた（図１）。 

 

図２． 細胞質及び ATP/Mg2+/Ca2+依存性の小

胞体局在アロマターゼの活性制御 

 

この現象には細胞質と小胞体膜成分の両画分

が必要で、活性低下及びその後に続く酵素タン

パク質の低下はCa2+及びATP依存性だった（図

２）。またアルカリホスファターゼの添加により阻

害されること、反応液のウェスタンブロット解析で

リン酸化アミノ酸に対する抗体でアロマターゼが

検出できることより、このアロマターゼの翻訳後

修飾としてリン酸化による活性及び酵素量の二

段階調節機構が考えられた（図４）。 

 



 

図 3. アロマターゼの細胞質依存性リン酸化とタ

ンパク質分解 

 

リン酸化による活性低下は可逆的に調節されて

おり、リン酸化状態が持続すると、さらに酵素タ

ンパク質の不可逆的低下が起こる事が明らかに

なった。 

 リン酸化及び脱リン酸化酵素について種々の

特異的阻害剤を使って調べてみると、アロマタ

ーゼ分解はリン酸化酵素であるCa2+-カルモジュ

リン依存性キナーゼⅡ (CaMKⅡ)の阻害剤であ

るKN-62やKN-93で阻害され、逆に脱リン酸化

酵素であるカルシニューリンの阻害剤であるサイ

クロスポリンや FK506 で促進した（図４）。 

 

図 4. CaMKII によるリン酸化依存性のアロマタ

ーゼタンパク質の分解 

 

この観察は、細胞内アロマターゼ量が CaMKⅡ

とカルシニューリンの siRNA によるノックダウンに

より増加・減少すること、また CaMKⅡとカルシニ

ューリン遺伝子の細胞内強制発現により逆に減

少・増加することより支持された（図４、５）。 

 

 

図 5. プロテインホスファターゼによるアロマター

ゼタンパク質の分解抑制 

 

同様の条件下で、遺伝子組み換え体アロマター

ゼタンパクを用い、リン酸化されたアロマターゼ

が増加していることも確認した。以上の結果はア

ロマターゼはカルシニューリンによる脱リン酸化

制御で安定性を増し、CaMKII によるリン酸化で

不安定になる事が示唆され、生体内エストロゲン

量がアロマターゼの翻訳後修飾による分解によ

って調節されることが明らかになった。 

 脳神経で局所性に産生され機能するニューロ

エストロゲンは、多くの生理活性分子と協調して

生殖行動などの生理的短期応答に関与してい

る。外的刺激に応じてニューロエストロゲン産生

を担うアロマターゼの短期的発現応答は翻訳後

修飾による急激な活性調節の有用なモデルとな

ると考え、マウス視床下部神経由来の N38 細胞

を用いて実験を続けた。神経伝達物質によって

カルシウムシグナル伝達経路を活性化した場合、

神経内アロマターゼの活性に急激な影響を及

ぼした。グルタミン酸/NMDA によってアロマター

ゼ活性は 5 分以内に急速に低下した。一方、ノ

ルアドレナリン、セロトニン、GABAは5分以内に

急速な活性増加を誘導した。この急速な活性の

増減はリン酸化酵素阻害薬により阻止できるこ

と, 

またPhos-tagゲルによるリン酸化アロマターゼの

検出及びリン酸化アミノ酸抗体を用いたウェスタ

ンブロット解析によるアロマターゼの検出よりリン

酸化による調節が示唆された。JEG3 細胞と同様



に，神経細胞 N38 でもアロマターゼ活性は神経

伝達物質による刺激に応じたリン酸化により二

段階調節されており、先ずアロマターゼはリン酸

化により数分以内に酵素活性を低下させる。そ

の後、数時間後にはアロマターゼ蛋白質の安定

性低下により細胞内アロマターゼ蛋白含量を減

少させる事が明らかになった。性行動誘発との

関連で注目される GnIH やキスペプチン等の生

理活性神経ペプチドもまたアロマターゼの活性

化を引き起こした。こうしたアロマターゼ活性の

調節にはリン酸化・脱リン酸化が伴っており、複

数の調節因子によるニューロエストロゲンの産生

調節機構が示唆された。 

 神経細胞 N38 のアロマターゼの分解はプロテ

アソーム阻害剤である MG132 で著しく阻害され、

細胞内に多量の未分解アロマターゼの蓄積が

観察された。神経細胞内でのアロマターゼ蛋白

質の半減期は他組織・細胞とは異なり、2時間程

度と非常に短いことから考えて、アロマターゼの

分解は Ubiquitin ligase UBE2R2 ・CHIP による

ユビキチン化の後に細胞質のプロテアソームに

移って進行する事、さらに分解速度の調節がカ

ルシウムシグナル依存的なアロマターゼのリン酸

化修飾と小胞体に局在のシャペロンタンパク質

GPR94 によってなされる事が明らかになった。 
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