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研究成果の概要（和文）：肝再生過程での女性ホルモンであるエストロゲンとその受容体によるミトコンドリアの形態
変化と機能の制御機構を検討するために、ラット70％肝切除モデルを用いてミトコンドリア関連遺伝子群について分子
組織細胞化学的に検討した。その結果、肝臓の細胞増殖活性は48時間がピークであり、同時にエストロゲン受容体αが
発現し、また、ミトコンドリア関連遺伝子であるTfamと肝細胞の再生に関与する特異的な幹細胞マーカーであるLinAも
同時期に発現することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to evaluate the morphological and functional changes of 
mitochondria through estrogen and its receptors during liver regeneration. We used for 70% partial 
hepatectomized rat samples to perform the molecular histochemical analysis including 
immunohistochemistry, western blot, and PCR. As a result, the cell proliferating activity was the peak at 
48 hours after partial hepatectomy. At the same period, estrogen receptor alpha, Tfam (mitochondria 
related gene) and LinA (specific stem cell marker in liver regeneration) were also expressed in the 
regenerative liver tissues. Therefore, estrogen receptor alpha may be involved in the mitochondrial 
function during liver regeneration.

研究分野：分子組織細胞化学
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１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアは細胞の生と死を制御す
る重要な細胞内小器官である。 

我々は、細胞死（アポトーシス）に関して、 

（１）エストロゲン標的器官の精巣で、アポ
トーシス誘導に関与するチトクローム C や
Bax の細胞質内への異常流出が関与すること 

（２）精子形成細胞に ERβ及びエストロゲン
反応エレメント（ERE）が局在し、高濃度エ
ストロゲン処理で高頻度にアポトーシスが
誘導されること 

（３）エストロゲン受容体β（ERβ） siRNA

処理精巣では Bax 陽性細胞が高頻度に誘導
されること 

を明らかにし、ERβ が生殖細胞増殖・分
化・細胞死に重要な働きをすることを示して
きた。 

一方で、ヒト乳がん細胞で ERβがミトコン
ドリアに局在し、ミトコンドリア局在 ERE

と結合しミトコンドリア関連タンパク質群
の一連の発現を制御し ATP 産生並びにアポ
トーシス誘導の両方に関与することが報告
されている。 

また、生殖器官のみならず、ステロイド代
謝の中心である肝臓でも、ERβを介して炎症
を誘導するインターロイキンー６（IL-6）発
現を抑制しアポトーシスを阻害することが
報告されており、女性の肝がん発症率の低さ
との関連からも注目されている。 

更に、エストロゲン類似物質処理の肝臓で
逆にミトコンドリア特異的活性酸素の減少
を認め、エストロゲン作用は、組織・細胞に
より多様であることが判明している。  

しかしエストロゲンと ER を介した肝臓に
特異的なミトコンドリア形態と機能を制御
する因子については未だ不明である。 

 

２．研究の目的 

背景で示すように、ミトコンドリアは、エ
ネルギー産生のみならず、細胞死、がん化、
老化など様々な生命現象に関与する。また自
身の融合・分裂増殖により極めてダイナミッ
クに形態が変化する。一方、エストロゲンは、
ER を介してミトコンドリア生物活性で中
心的な役割を果たす核内転写因子 nuclear 

respiratory factor-1（NRF-1）遺伝子のプロモ
ーター領域にある ERE 配列に結合して、
NRF-1 の発現制御を行い、直接的、間接的
にミトコンドリア生理活性を変化させるが、
このステロイド系によるミトコンドリアの
形態・機能の制御機構は未だ不明である。 

この為、ステロイド代謝の中心である肝臓
での肝切除・再生系を用い、エストロゲンと
ER が、ミトコンドリア特異的転写因子とそ
の関連蛋白発現動態、核・ミトコンドリア
DNA 修飾変化、ミトコンドリア融合・分裂増
殖による形態変化にどのように関与してい
るかを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）正常成熟雌雄ラットを用いて、70％肝
切除を行い、切除後 6、12、24、36、48、72、
120、168 時間の試料を作製し（図１）、以下
の実験を行った。 

図１ 肝切除モデル作製 

① 肝 細 胞 増 殖 活 性 の 指 標 と し て の
proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA)の経時的な変化に関する検討。 

②エストロゲン受容体 ERα、ERβの肝細胞
での発現動態の変化。 

③ミトコンドリア関連タンパク質群の発現
動態変化。 

④ミトコンドリア生物活性で中心的な役割
を 果 た す 核 内 転 写 因 子 nuclear 

respiratory factor-1 (NRF-1)遺伝子発現
解析。 

⑤肝細胞再生に関する特異的幹細胞関連遺
伝子群の発現動態解析。 

 
（２）エストロゲン誘導によるミトコンドリ
ア形態変化解析のための in vitro モデルと
してヒト乳がん細胞 MCF7 を用いた以下の分
子組織細胞化学的解析並びに電子顕微鏡形
態解析を行った。 
①ミトコンドリア融合・分裂に関与する特異
的遺伝子群の発現動態変化に関する解析 

②ER 遺伝子発現抑制によるミトコンドリア
形態の変化に関する解析 

③電子顕微鏡（TEM）による形態変化解析 
 
４．研究成果 
（１）雄ラット肝臓での肝切除後の細胞増殖
活性について PCNA を指標として経時的変化
を検討したところ、切除後 24 時間から細胞
増殖活性が上昇し 48 時間でピークとなった
（図２）。雌ラットでも同様に 48 時間でピー
クを示したが PCNA 陽性細胞は雄ラットに比
べ高くなった。 
 

図２ 肝再生過程での細胞増殖活性  

 
 ER 発現について免疫組織化学とウエスタ

 



ンブロットで検討したところ、ERαの発現が、
切除後 36時間と 48 時間で高頻度に認められ
たことより、肝再生過程において、ERαが重
要な働きをする可能性が示唆された（図３及
び図４）。一方で ERβの発現はほとんど認め
られなかった 

図３ ERα発現動態（免疫組織化学） 

図４ ERα発現動態（ウエスタンブロット） 

  
 更に、ERα陽性細胞と PCNA 発現との関連
性について免疫組織化学で検討したところ、
ERα陽性細胞は PCNA 陽性であった（図５）。 

図５ ERαと PCNA の発現動態 

  
以上の結果より、ERαは肝再生過程において、
細胞増殖活性制御にも関与する可能性が示
唆された。 
 一方、ミトコンドリア関連遺伝子群である
NRF1、Tfam、SOD、PDH、OXPHOS について検討
したところ、切除後 24 時間より Tfam の発現
が増加したが、NRF1 をはじめとするその他の
関連遺伝子群の発現動態に顕著な変化は認
められなかった。 
 一方で肝細胞の幹細胞マーカーである
Lin28A及びLin28Bについて検討したところ、
切除後 48 時間で Lin28A の発現を認めた（図
６） 

図６ Liｎ28A,B の発現変化 

 
（２）ヒト乳がん細胞 MCF7 を用いてエスト
ロゲンによるミトコンドリア形態変化につ
いて解析した。 
 まず、エストロゲンにより誘導されるミト
コンドリア関連遺伝子群についてエストロ
ゲン処理によりスクリーニングを行ったと
ころ mitochondrial elongation factor 1 (MIEF1)

が誘導されることが明らかとなった（図７）。 

図７ エストロゲン処理によるミトコンドリア関

連遺伝子群の誘導 

 

 次に、MIEF1 の発現動態について免疫組織
化学で検討したところ、MIEF1 はミトコンド
リアに局在しエストロゲン処理で発現動態
が変化することが明らかとなった（図８、9） 

図８ MCF7 での MIEF1 の局在 

図９ エストロゲン処理による MCF7 での MIEF1

の局在 

 



 一方、電子顕微鏡を用いた超微形態学的解
析を行ったところ多様な形態を示している
ことが判明し、今後、エストロゲン処理等に
よる詳細な解析を行う予定にしている（図
10）。 
 

図 10 MCF7 でのミトコンドリア形態 

 
 以上の結果より、エストロゲンはミトコン
ドリアの形態制御に重要な働きをする可能
性が示唆された。 
  

近年、ミトコンドリア形態異常が、ホルモ
ン感受性乳癌やメタボリックシンドローム
（肥満、糖尿病、高血圧、高脂血症）などの
生活習慣病、更には自己免疫性肝障害の発症
機序等との関連で注目されている。  

将来的には、本研上記疾患の病態生理に重
要な働きをするエストロゲンの作用点とし
ての ER が、ミトコンドリア遺伝子制御の中
心である NRF-1、TFAM の転写調節と DNA

修飾を直接的に制御することで、ミトコンド
リア形態変化を制御する機構について明ら
かにし、ミトコンドリアをターゲットとした
個々の細胞レベルでのがん治療への応用や、
メタボリックシンドロームや種々のミトコ
ンドリア病への応用、更にミトコンドリア異
常遺伝子の関与も疑われる老化の制御機構
解明にも貢献していきたいと考えている。 
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