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研究成果の概要： 
 エストロジェンはエストロジェン感受性組織において、細胞増殖を促進することによって、
これらの組織の正常な成長、発達を調節している。一方で、我々は、下垂体前葉のプロラクチ
ン産生細胞の増殖に対するエストロジェンの作用について検討した結果、insulin-like growth 
factor-1 等の成長因子の存在下では、エストロジェンが細胞増殖を逆に抑制するという興味深い
現象を見出した。本研究課題では、このエストロジェンの増殖抑制作用に関与している可能性
のある遺伝子を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 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において、エスト
ロジェンは細胞増殖を促進することによっ
て生殖機能、およびこれらの組織の正常な成
長、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、エストロ
ジェン依存性腫瘍の発症病理にも関与して
おり、従来からこのエストロジェンの細胞増

殖促進作用について、多くの研究が行われて
いる。これに対して、我々は、下垂体前葉の
プロラクチン(PRL)産生細胞の増殖に対する
エストロジェンの作用について検討した結
果、insulin-like growth factor-1 (IGF-1)等の成長
因子の存在下では、エストロジェンが細胞増
殖を逆に抑制するという興味深い現象を見
出した。さらに、このエストロジュンの細胞
増殖抑制作用に関与する遺伝子を DNA マイ
クロアレイ法により調べた結果、細胞増殖に
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関与する転写因子である、nuclear factor ⎢B 
(NF-⎢B)ファミリー遺伝子が複数含まれてい
る事を見出した。 
 このことから、これらの転写因子がエスト
ロジェンの細胞増殖抑制作用に関与してい
る可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 エストロジェンによって下垂体前葉のプ
ロラクチン(PRL)産生細胞の増殖が抑制され
る時に、その発現が変化する遺伝子を DNA
マイクロアレイ法によって網羅的に調べた
結果、複数の候補遺伝子を見出した。 
このことから、 
(1) これら候補遺伝子について real-time 

reverse transctiption (RT)-PCR 法を用
いて、エストロジェンの増殖抑制作用に
伴って変化する遺伝子を同定する。 

(2) さらに、同定した遺伝子について、これ
を強制発現、あるいは発現抑制させて、
エストロジェンの増殖抑制作用に対して、
どのような影響があるかを調べる。 

 このエストロジェンの増殖抑制作用に関
与する遺伝子を同定する事は、未だ明らかで
はないエストロジェンの増殖抑制作用の細
胞内情報伝達経路の解明への第一歩となる
のみならず、エストロジェン依存性腫瘍の発
症メカニズムの解明と、これらの腫瘍に対す
る治療薬の開発にも大きく貢献すると考え
られる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 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) 下垂体前葉培養細胞に、対照群として
IGF-1  (50 ng/ml)を単独投与し、実験群
には IGF-1 及び estradiol (E2) (1 nM)を同
時投与した。投与４時間後に培養細胞か
ら total RNA を抽出し、これらの対照群
と実験群の間で real time RT-PCR 法で調
べ、DNA マイクロアレイ実験の結果を確
認した。 

(3) エストロジェンの増殖抑制作用に伴い、
発現量が低下した、nuclear factor ⎢B 
(NF-⎢B)ファミリー遺伝子の一つである、
Bcl-3 を強制発現させるために、非増殖
性アデノウィルスから、テトラサイクリ
ン誘導性に Bcl-3 を発現するベクターを
作製した。また、コントロールとして
β-gal を発現するベクターも作成し、これ
らアデノウィルスベクターをラット無
血清培養下垂体細胞に感染させた。IGF-1

あるいは E2 の投与直前に、Doxycycline
を投与し、24 時間後におけるプロラクチ
ン産生細胞の増殖率を調べた。 

(4) 細胞の増殖率測定には、培養終了前に
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、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。この実験方
法によりアデノウィルスベクターを介
して発現させた遺伝子がエストロジェ
ンの増殖抑制作用に対してどのように
影響するかを調べた。 

 
 
４．研究成果 
(1) real-time reverse transctiption (RT)-PCR 法

による DNA マイクロアレイ実験の確認 
 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 (50 ng/ml)のみを、実
験群には IGF-1 と E2 (1 nM)を同時投与し、4
時間後に Total RNA を抽出して、DNA マイク
ロアレイによる遺伝子発現解析を行った結
果、E2 投与により、79 個の遺伝子発現が増
加し、88 個の遺伝子発現が減少していた。こ
れら発現量が増加した遺伝子（Pdlim3, Rasd1, 
Ephb2, Pim3, Nfix 等）、また減少した遺伝子
（Nptx1, mybl1, Nfkb2, Sepine1, Bcl3 等）それ
ぞれ 12 個ずつ real time RT-PCR により調べた
結果、いずれも DNA マイクロアレイによる
遺伝子発現変化と同様に遺伝子発現が変化
している事を確認した。 
 
(2) エストロジェンの増殖抑制作用に伴う

遺伝子発現変化の増殖刺激特異性に関
する検討 

 さらに、上で調べた遺伝子について、非投
与群、IGF-1 単独投与群、E2 単独投与群、IGF-1
及び E2 同時投与群を設け、得られた total 
RNA を real time RT-PCR 法によって調べた。
その結果、IGF-1 存在下で E2 投与により発現
量が変化した遺伝子の中には、IGF-1 と相乗
的に発現量が変化する遺伝子、独立して変化
する遺伝子、及び拮抗して変化する遺伝子に
分類されることが示された。これらの結果か
ら、E2 投与により発現量が変化した遺伝子の
一部が、プロラクチン産生細胞に対する E2
の増殖抑制作用と関係していることが示唆
された。 
 
(3) プロラクチン産生初代培養細胞の増殖

に対するアデノウィルス感染の影響の
検討 

 上の結果から、E2 投与により発現量が減少
した遺伝子を、下垂体細胞に過発現させるた
めに、初代培養細胞において効率よく感染し、



テトラサイクリン誘導性に目的遺伝子を発
現させるため、非増殖性アデノウィルス（Δ
E1, E3）ベクターを用いる事にした。この予
備実験として、テトラサイクリン誘導性に
β-gal を発現するベクター（Ad-Tet.On + 
Ad-TRE/ β-gal ）、 蛋 白 非 発 現 ベ ク タ ー
（Ad-emp）を作製し、下垂体細胞に感染させ、
細胞増殖に対する影響について検討した。そ
の結果、Ad-Tet.On + Ad-TRE/ β-gal の感染は、
PRL 細胞の基礎増殖を促進したが、増殖に対
する forskolin、IGF-1 単独の作用及び IGF-1
存在下の estradiol の増殖抑制作用には影響を
及ぼさなかった。一方で、基礎増殖の促進は、
Ad-emp 感染によっても見られたことから、
アデノウィルス感染自身によることが示さ
れた。 
 
(4) 薬理学的な NF-⎢B シグナル伝達系の抑

制による下垂体プロラクチン産生細胞
の増殖に対する影響 

 エストロジュンの細胞増殖抑制作用に関
与する遺伝子を DNA マイクロアレイ法、及
び Real-time RT-PCR 法により調べた結果、細
胞増殖に関与する転写因子である、nuclear 
factor ⎢B (NF-⎢B)ファミリー遺伝子のいくつ
かの遺伝子発現が減少している事を見出し
た。このことからエストロジュンの細胞増殖
抑制作用にNF-⎢Bシグナル伝達系の抑制が関
与している可能性が考えられた。このため、
薬理学的なNF-⎢Bシグナル伝達系の抑制剤で
ある BAY 11-7082 を IGF-1 投与の直前に、
0~100 µM 投与し、プロラクチン産生細胞増
殖に対する影響を調べた。その結果、BAY 
11-7082 用量依存的に IGF-1 依存的なプロラ
クチン産生細胞の増殖が抑制される事が分
かった。 
 
(5) Bcl-3 遺伝子の過発現によるエストロジ

ェンの細胞増殖抑制作用に対する影響 
 上の薬理学的なNF-⎢Bシグナル伝達系の抑
制の結果、さらに、遺伝子発現解析の結果か
ら、NF-⎢B ファミリー遺伝子の一つである、
Bcl-3 遺伝子発現の低下に着目した。エスト
ロジェン作用時のこの遺伝子発現低下を、ア
デノウィルスベクターを介して Bcl-3 遺伝子
発現を補うことでエストロジェンによる増
殖抑制作用が阻害されるかどうかを調べた。
テトラサイクリン誘導性に Bcl-3 を発現する
アデノウィルスベクター（ Ad-Tet.On + 
Ad-TRE/Bcl3）を作製し、またコントロール
としては、β-gal を発現するアデノウィルスベ
クター（Ad-Tet.On + Ad-TRE/ β-gal）を、下垂
体細胞に感染させた。Doxycycline 投与により
コントロールとしてβ-gal を過剰発現させた
場合には、エストロジェンによるプロラクチ
ン産生細胞増殖抑制作用に対する影響は見
られなかった。一方で、Ad-TRE/Bcl-3 を感染

させても Doxycycline 非投与時にはエストロ
ジェンによるプロラクチン産生細胞増殖抑
制作用に対する影響は見られなかったが、
Doxycycline 投与によって Bcl-3 を過剰発現さ
せると、その抑制作用が消失した。 
 以上のことから、エストロジェンによる
IGF-1 誘導性のプロラクチン産生細胞増殖に
対する抑制作用の発現には、少なくとも Bcl-3
遺伝子発現の抑制が関わることが示唆され
た。 
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