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研究成果の概要（和文）：最近E2の膜受容体を介した早いシグナル伝達がE2の作用発現の一端を担っていること
が示唆されている。そこで、E2の増殖抑制が核内受容体を介するものなのか、あるいは膜受容体を介する作用な
のかを調べた。
E2の膜受容体の一つであるGpr30の特異的アゴニストG1はIGF-1によるPRL細胞の増殖促進作用をE2と同様に用量
依存性に抑制したが、E2依存性遺伝子発現には影響しなかった。このことから、E2によるPRL細胞の増殖抑制は
核内受容体を介したgenomicな機構によるものであること、またG1による増殖抑制はE2による増殖抑制作用とは
異なるメカニズムによるものであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Estrogen binds to nuclear estrogen receptors (ERs) to modulate transcription
 of target genes in estrogen-responsive cells. However, recent studies have shown that estrogen also
 binds to cytoplasmic membrane ERs to modulate protein kinase signaling cascades, leading to 
non-genomic actions. We investigated whether either nuclear or membrane ERs, including G 
protein-coupled receptor 30 (Gpr30), mediate the inhibitory action of estrogen on insulin-like 
growth factor-1 (IGF-1)-induced proliferation of pituitary lactotrophs in primary culture. 
Activation of Gpr30 by its agonist G-1 inhibited IGF-1-induced proliferation in a dose-dependent 
manner, but it had little effect on modulation of mRNA expression of estrogen-responsive genes. 
Here, we demonstrate that E2 inhibition of lactotroph proliferation is due to nuclear ER-mediated 
genomic action. Our results suggest that activation of Gpr30 mimics, but does not mediate, the 
anti-proliferative action of E2 on lactotrophs.

研究分野：神経内分泌

キーワード： Estrogen　Gpr30　Lactotroph　Proliferation

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、多くのエストロジェン感受性細胞において、従来増殖促進作用によってのみ説明されていた増殖
調節機構の理解に新しい展開をもたらす可能性がある。
エストロジェン感受性腫瘍の従来の治療ストラテジーはエストロジェンの増殖促進作用を阻害することに限定さ
れていたが、エストロジェンの膜受容体Gpr30を介した増殖調節機構の解明は、エストロジェンの増殖抑制作用
を増強することを目指す、まったく新しい治療ストラテジーを提唱することができる。この点において、エスト
ロジェン感受性腫瘍に関する臨床的意義も大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 女性ホルモンであるエストロジェンは、乳腺、子宮、下垂体前葉といった典型的なエストロ
ジェン感受性組織の細胞増殖を促進することによって生殖機能、及びこれらの組織の正常な発
達を調節している。一方、エストロジェンはこれらの組織における腫瘍の発症および進展を促
進することによって、乳癌や子宮内膜癌のようなエストロジェン依存性腫瘍の発症病理にも深
く関与している。このため、エストロジェンの細胞増殖促進作用に関する多くの研究が従来行
われ、現在、エストロジェン依存性腫瘍の治療にエストロジェン受容体阻害剤やアロマターゼ
阻害剤が広く使われている。しかし、これらの治療においても薬剤耐性による腫瘍再発の問題
点が依然として解決されていない。 
 最近、増殖促進作用とは逆の、増殖抑制作用をエストロジェンが有することが報告されてい
る。例えば、正常血管平滑筋細胞の細胞増殖はエストロジェンによって抑制され、また本来エ
ストロジェン受容体を持たない細胞株にエストロジェン受容体を強制発現させると、この細胞
株の増殖がエストロジェンによって抑制される。このことは、エストロジェンは増殖促進作用
と増殖抑制作用の両者を介して正常細胞の増殖調節を行っていることを示唆している。 
 さらに最近、膜受容体である Gpr30が、エストロジェンによる細胞増殖調節に関与している
事を示唆する研究結果が報告されている。エストロジェンの作用は、古典的には核内受容体（ER）
を介して細胞増殖調節因子に働くと考えられて来たが、Gpr30がエストロジェンの膜受容体で
ある事が同定され、この系を介してもエストロジェンの作用が現れることが明らかとなってい
るが、エストロジェンの細胞増殖抑制作用への Gpr30の関与は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 我々は従来から代表的なエストロジェン感受性細胞であるラット下垂体前葉のプロラクチン
産生細胞（PRL細胞）においてみられる、エストロジェンの細胞増殖抑制作用に着目している。
DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析によってエストロジェンの増殖抑制作用に
関与すると思われるエストロジェン応答性遺伝子群を先行研究により同定した。これら遺伝子
の中には発現変化が非常に短時間に現れるものが認められた。このことから、PRL細胞のエス
トロジェンによる増殖抑制作用の発現に、エストロジェン核内受容体ではなく、エストロジェ
ンの膜受容体 Gpr30を介した経路が関与している可能性が考えられる。 
 本研究は、エストロジェンの膜受容体 Gpr30を介した経路がエストロジェンによる増殖抑制
作用の発現に重要なのかを解明する事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット下垂体前葉初代培養細胞の調整は、雌ラットの下垂体前葉組織をトリプシン処理
により単一細胞にまで分散し、血清に含まれるエストロジェンや成長因子の影響を除外するた
めに、無血清条件下で培養した。 
（２）試薬の投与は、ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞の調整 2日後に、対照群として
IGF-1 (30 ng/ml)を単独投与し、実験群には IGF-1及び estradiol (E2) (1 nM)、BSA-conjugated 
E2 (BSA-E2) (1 nM, 100 nM)、diethylstilbestrol(DES) (1nM)、G-1 (Gpr30の特異的アゴニス
ト) (10 nM, 100 nM, 1µM)、G-15 (Gpr30の特異的アンタゴニスト) (10 nM, 100 nM)をそれぞ
れ同時投与した。 
（３）細胞の増殖率測定は、培養 3 日目に行った。培養終了 3 時間前に bromodeoxyuridine 
(BrdU)を投与することにより増殖細胞を標識した後、細胞を冷メタノール固定し、プロラクチ
ン（PRL）と BrdUの二重免疫染色を行い、PRL陽性細胞中の BrdU陽性細胞を同定し、その
割合から PRL細胞の増殖率を求めた。 
（４）遺伝子発現変化は、投与 3, 4, 12時間後に培養細胞から total RNAを抽出し、SYBRTM 
Greenを用いた real time RT-PCR法により、先行研究で E2投与によって発現変化した複数
の遺伝子を調べた。内部標準として acidic ribosomal phosphoprotein P0 (Arbp)を用いて、2-ΔΔCt

法により測定した。 
（５）ERE プロモーター活性の測定は、ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、
Ad-ERE.TK/LucとAd-TK/rLuc アデノウィルスベクターをそれぞれ2 MOIづつ共感染させて、
Dual-Luciferase Reporter Assay法により測定した。 
（６）Akt, Erk1/2の活性化は、ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、Vehicle (対照)投
与、IGF-1 (30 ng/ml)単独投与、IGF-1及び G-1 (1µM)の同時投与、G-1 (1µM)の単独投与の 4
群を設けた。投与 5分後, 1, 4時間後に培養細胞からタンパク質を抽出し、western blotting法
により Akt, Erk1/2の活性化をそれぞれのリン酸化タンパク特異的抗体を用いて調べた。 
 
４．研究成果 
（１）E2の膜受容体にのみ作用する BSA-conjugated E2 (BSA-E2)の IGF-1による下垂体プ
ロラクチン(PRL)産生細胞増殖促進作用に対する影響 
 ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、対照群として Vehicle を投与し、実験群には
IGF-1 (30 ng/ml)単独投与、IGF-1及び E2 (1 nM), BSA-E2 (1 nM, 100 nM)をそれぞれ同時投
与し、投与 21時間後に、BrdUを投与することにより増殖細胞を標識した後、その 3時間後に
細胞を冷メタノール固定した。PRLと BrdUの二重免疫染色を行い、PRL陽性細胞中の BrdU



陽性細胞を同定し、その割合から PRL細胞の増殖率を求めた。 
 その結果、PRL細胞の増殖率は、IGF-1投与により約 12倍に増加したが E2 1 nMの同時投
与により、増殖率は約 4.5倍となり、著明に IGF-1による細胞増殖促進作用を抑制した。また、
BSA-E2 1nMでは IGF-1による増殖促進作用に影響はなかったが、BSA-E2 100 nMの同時投
与では、増殖率は約 5.5倍となり、著明に IGF-1による細胞増殖促進作用を抑制し、E2 1nM
と同程度の増殖抑制作用が認められた（Fig. 1）。 
 
（２）E2, BSA-E2の EREプロモーター活性に対する影響 
 E2 1nMによりラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞の EREプロモーター活性は、約 2.2
倍に上昇した。BSA-E2 1nMでは EREプロモーター活性の上昇は認められなかったが、濃度
依存的に EREプロモーター活性は上昇し、BSA-E2 100 nMでは E2 1nMと同程度の EREプ
ロモーター活性の上昇が認められた（Fig. 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）BSA-E2のエストロジェン反応性遺伝子変化の解析 
 ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、対照群として IGF-1 (30 ng/ml)のみを、実験群
には IGF-1と E2 (1 nM), BSA-E2 (1 nM, 100 nM)をそれぞれ同時投与した。投与 4時間後に
培養細胞から total RNAを抽出し、real time RT-PCR法により、先行研究で E2投与により発
現変化した遺伝子（E2 により発現が増加した遺伝子 8 種類、発現が減少した遺伝子 8 種類）
を調べた。内部標準として acid ribosomarl phosphprotein P0 (ARBP)を用いて 2-ΔΔCt法により
測定した。 
 その結果、E2 1nMにより発現が増加した遺伝子 8種類のうち 7種類では、BSA-E2 1nMで
は発現変化が認められなかった。唯一、Wnt4のみBSA-E2 1nMで約 2倍に発現量が増加した。
BSA-E2 100 nMでは、すべての遺伝子で E2 1nMと同程度に発現量が増加した。 
 また、E2 1nMにより発現が減少した遺伝子 8種類すべてで、BSA-E2 1nMでは発現変化が
認められなかったが、BSA-E2 100 nMでは、すべての遺伝子で E2 1nMと同程度に発現量が
減少した。 
 
（４）核内受容体に作用する diethylstilbestrol (DES)の IGF-1による PRL細胞増殖促進作用
に対する影響 
 ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、対照群として Vehicle を投与し、実験群には
IGF-1 (30 ng/ml)単独投与、IGF-1及び E2 1 nM, DES 1 nMをそれぞれ同時投与し、BSA-E2
の IGF-1によるPRL細胞増殖促進作用に対する影響を調べた時と同様にPRL細胞の増殖率を
調べた。 
 その結果、PRL細胞の増殖率は、IGF-1投与により約 12倍に増加したが、DES 1nMによ
り、E2 1nMと同様に著明に IGF-1による PRL細胞の増殖促進作用の抑制が認められた。 
 
（５）DESのエストロジェン反応性遺伝子変化の解析 
 ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、対照群として vehicleを投与し、実験群には E2 
(1 nM)あるいはDES (1nM)を投与した。投与 3, 12時間後に培養細胞から total RNAを抽出し、
real time RT-PCR法により、先行研究により E2投与で発現変化した遺伝子（c-myc, Rasd1, 
Wnt4, Giot1, Batf3, Ccna2, Palmd）を調べた。 
 その結果、投与 3時間後に E2 (1 nM)により発現が誘導された c-myc, Rasd1, Wnt4はいず
れも DES (1 nM)により同程度に発現誘導された。また発現が抑制された Giot1も DES (1 nM)
により同程度に発現が抑制された。投与 12時間後に E2 (1 nM)により発現が誘導された Batf3, 
Rasd1はいずれも DES (1 nM)により同程度に発現誘導された。また発現が抑制された Ccna2, 

Fig. 1 Fig. 2 



Palmdはいずれも DES (1 nM)により同程度に発現が抑制された。 
 
（６）G-1 (Gpr30の特異的アゴニスト)の IGF-1による PRL細胞増殖促進作用に対する影響 
 ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、対照群として Vehicle を投与し、実験群には
IGF-1 (30 ng/ml)単独投与、IGF-1及び E2 (1 nM), G-1 (10 nM, 100 nM, 1µM)をそれぞれ同時
投与し、BSA-E2の IGF-1によるPRL細胞増殖促進作用に対する影響を調べた時と同様にPRL
細胞の増殖率を調べた。 
 その結果、G-1用量依存的に IGF-1による細胞増殖促進作用を抑制した（Fig. 3）。 
 
（７）G-1のリン酸化タンパク質、Akt, Erk1/2活性化に対する影響 
 ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、対照群として vehicle を投与し、実験群には
IGF-1 (30 ng/ml)単独投与、IGF-1及び G-1 (1µM)の同時投与、G-1 (1µM)の単独投与の 4群を
設け、投与 5分後, 1, 4時間後に培養細胞からタンパク質を抽出し、western blotting法により
Akt, Erk1/2の活性化をそれぞれのリン酸化タンパク特異的抗体を用いて調べた。 
 その結果、Erk1/2は、IGF-1投与 5分後には活性化し、1時間後には平常レベルに戻ってい
た。Aktも IGF-1投与 5分後には活性化していたが、4時間後でもやや度合いは下がるが活性
化が持続していた。一方で、Erk1/2, Aktの IGF-1による活性化に対して、G-1の同時投与、
あるいは G-1の単独投与による影響は認められなかった。 
 
（８）G-15 (Gpr30の特異的アンタゴニスト)による下垂体プロラクチン(PRL)産生細胞増殖促
進作用に対する影響 
 ラット下垂体前葉の無血清初代培養細胞に、対照群として Vehicle を投与し、実験群には
IGF-1 (30 ng/ml)単独投与、IGF-1及び E2 (1 nM)を同時投与、さらに G-15 (10 nM, 100 nM)
をそれぞれ同時投与し、BSA-E2の IGF-1による PRL細胞増殖促進作用に対する影響を調べ
た時と同様に PRL細胞の増殖率を調べた。 
 その結果、IGF-1 と E2 (1 nM)の同時投与による IGF-1 の細胞増殖促進作用の抑制作用は
Gpr30の特異的アンタゴニストである G-15により減弱されなかった（Fig. 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上より、E2の IGF-1による PRL細胞増殖促進作用に対する抑制作用は、エストロジェン
の膜受容体 Gpr30 を介した経路よりも核内受容体を介した genomic な機構によるものが優位
であることが示唆された。 
 また Gpr30の特異的アゴニストである G-1は、用量依存的に IGF-1による PRL細胞増殖促
進作用を E2と同様に減弱したが、Gpr30の特異的アンタゴニストである G-15は E2の IGF-1
による PRL細胞増殖促進作用に対する抑制作用を減弱しないことから、G1 による PRL細胞
の増殖抑制は E2 による増殖抑制作用とは異なるメカニズムによるものであることが考えられ
る。 
 

Fig. 3 Fig. 4 
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