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研究成果の概要（和文）：女性ホルモンであるエストロジェンは、周知の増殖促進作用の他に、逆の増殖抑制作用を有
する。本研究は、増殖抑制遺伝子の一つであるRasd1に焦点を絞り、エストロジェンの増殖抑制作用発現へのRasd1の関
与を調べた。
培養下垂体前葉細胞にエストロジェンを投与すると超早期にRasd1のmRNA発現が促進され、この促進はRasd1のプロモー
ター活性の増加を伴った。Rasd1を過剰発現させるとプロラクチン産生細胞の増殖が抑制され、一方エストロジェンに
よるRasd1発現促進を抑制すると同細胞のエストロジェンによる増殖抑制が阻止された。

研究成果の概要（英文）：The female ovarian steroid hormone estrogens have an anti-proliferative action as 
well as a well-known proliferative action on estrogen-responsive cells. We investigated the involvement 
of Rasd1, a tumor suppressor gene, in the regulation of the anti-proliferative action of estrogens in the 
present studies.
The expression of Rasd1 mRNA was stimulated at very early times after estradiol treatment of anterior 
pituitary cells in culture. The change in Rasd1 mRNA expression was accompanied by an increase in the 
promoter activity of the Rasd1 gene. Overexpression of Rasd1 inhibited proliferation of pituitary 
lactotrophs in culture while inhibition of estrogen-induced Rasd1 expression blocked the 
anti-proliferative action of estrogen.

研究分野：神経内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
（1）卵巣から分泌される女性ホルモンである
エストロジェンは、その増殖促進作用を介し
て乳腺や子宮といったエストロジェン感受性
組織の発達を促進する一方、乳癌や子宮内膜
癌といったエストロジェン依存性腫瘍の発症
を促進する。このエストロジェンの増殖促進
作用の発現機構に関しては、古くから精力的
に調べられ、これに関与する分子が同定され、
これらの研究成果に基づいて開発されたエス
トロジェン依存性腫瘍の治療薬が臨床的に広
く使われている。 
 
（2）最近、エストロジェンは増殖促進作用だ
けではなく、逆の増殖抑制作用も有すること
が報告されている。特に、本来エストロジェ
ン受容体を持たない細胞にエストロジェン受
容体を強制的に発現させた細胞では、実際に
は逆にエストロジェンによって細胞増殖が抑
制されることが明らかとなっている。この結
果は、エストロジェンによる増殖抑制機構の
方が促進機構よりも普遍的にエストロジェン
感受性細胞に内在することを示唆している。 
 
 
２．研究の目的 
（1）我々は代表的なエストロジェン感受性細
胞である下垂体前葉のプロラクチン産生細胞
（PRL 細胞）において、増殖に対する、この
対立する二つのエストロジェンの作用が細胞
環境依存性に現れることを明らかにした[1]。 
 
（2）さらに、我々は、先行研究において、エ
ストロジェンによって発現が減少する増殖促
進遺伝子群とともに、発現が増加する増殖抑
制遺伝子群を DNA マイクロアレイ解析によ
って同定した[2]。このような増殖抑制遺伝子
の発現促進によって、エストロジェンの増殖
抑制作用が発現する可能性が考えられる。 
 
（3）本研究では、このような増殖抑制遺伝子
群の中でも、monomeric G protein Ras familyの
一つである Rasd1 に焦点を絞って、下垂体
PRL 細胞においてこの分子がエストロジェン
の増殖抑制作用発現において果たす役割を、
以下の疑問に答えることによって解明した。 
①エストロジェンはRasd1のmRNAおよび蛋
白発現を促進するか？ 
②エストロジェンはどのようにして Rasd1 遺
伝子発現を促進するか？ 
③Rasd1には増殖抑制作用があるか？ 
④エストロジェンによる Rasd1発現促進を抑
制することによってエストロジェンの増
殖抑制作用が阻止されるか？ 

 
 
３．研究の方法 

（1）Wistar系雌ラットの下垂体前葉を採取後、
初代無血清培養を行った。エストロジェン受
容体陽性 PRL 産生下垂体細胞株である
GH4C1細胞は米国 ATCCより入手した。 
 
（2）Rasd1 の mRNA 発現は、培養細胞から
total RNA を抽出後、定量的 real time 
polymerase chain reaction (qRT-PCR)法によっ
て定量した。用いた primerの配列は、forward 
primer: 5’-CCAGGACTAACAGGGCATTATC 
TC-3’、reverse primer:  5’-GTTTCCAGTTTGC 
TGAGGACAGA-3’。内部標準として acid 
ribosomal phosphoprotein P0を用い、2-△△CT 法
によって mRNA量を測定した。Rasd1蛋白の
発現は、市販の抗体を用いてWestern blotting
法によって調べた。 
 
（3）Rasd1のプロモーター解析には、rat Bac 
cloneから、5’上流領域約 5 kb及び 3’下流領
域約 4 kbを含むRasd1遺伝子をクローニング
した後、5’上流及び 3’下流領域全体、さらに
これらの領域のDNA断片を PCR法によって、
pGL3 Basic vectorの luciferase上流に挿入して、
リポーター遺伝子を作成した。GH4C1細胞に
X-fect transfection試薬を用いてリポーター遺
伝子を導入した後、プロモーター活性を
luciferase assayによって測定した。 
 
（ 4 ） rat Rasd1 遺 伝 子 の cDNA を
tetracycline-response element-CMV promoterの
下流に挿入し、これを最終的に、E1, E3欠損
非 増 殖 性 adenovirus type5 plasmid の
PI-SceI/I-CeuI 切断サイトに組み込んだ。
negative controlとしては-galactosidase遺伝子
の cDNA を挿入したものを使用した。small 
interfering RNA (siRNA)発現のためには、
Rasd1 の short hairpinRNA (shRNA)を U6 
promoter の下流に挿入したものを用い、
negatvie control と し て は non-targetting 
sequenceを挿入したものを使用した。 
 
（5）増殖レベルは、bromodeoxyuridine (BrdU)
によって標識された細胞周期 S期にある PRL
細胞を、BrdUと PRLの 2重免疫染色によっ
て同定し、2 重免疫陽性細胞数の割合によっ
て測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) エストロジェンによるRasd1のｍRNA発
現の促進 
 我々は、下垂体PRL初代培養細胞を使った
先行研究において、エストロジェン投与4時間
後にRasd1のmRNA が著明に増加することを
DNA microarray解析によって明らかにした。
このmRNAの変化をqRT-PCR法によって調べ



た結果、エストロジェン投与0.5時間後にすで
に2倍に増加し、1時間後に約4.8倍のピークを
示し、その後96時間後まで約2倍のレベルを維
持することがわかった。PRL細胞の株化細胞
であるGH4C1細胞においても、エストロジェ
ンが細胞増殖を抑制する培養条件下でRasd1
のmRNA発現が増加するかを調べたところ、
初代培養細胞において見られた変化よりさら
に著明な変化が認められた。ただ、GH4C1細
胞では、Rasd1 mRNAが0.5時間後にはすでに
増加し、1時間後にピークを迎える点では初代
培養PRL細胞と全く同じ時間経過を示した。
Pdlim3, Batf1, Ccnd1, C-fos, Abcg2等のエスト
ロジェン反応性遺伝子は、エストロジェン投
与4あるいは24時間後に発現のピークを示し
たのに対し、Rasd1とC-mycだけが1時間後に
ピークを示したことから、Rasd1はエストロジ
ェン超早期反応性遺伝子であることが示され
た。 
 Rasd1のmRNAの変化を確認するために培
養PRL細胞及びGH4C1細胞を用いてWestern 
blottingを行った。市販の抗Rasd1抗体を数種類
用いたが、Rasd1に特異的なバンドを認めるこ
とができなかった。 
 
(2) エストロジェンによるRasd1遺伝子の発現
に関するプロモーター解析 
 エストロジェンによるRasd1の遺伝子発現
の促進機構を解明するために、GH4C1細胞を
用いてRasd1遺伝子のプロモーター解析を行
なった。その結果、5’領域において転写開始
点から5 kbまでの領域のプロモーターがエス
トロジェン投与後、約2.5倍のリポーター活性
の上昇を示した。一方、転写停止点から4 kb
下流の3’領域のプロモーターはエストロジェ
ンに対し何らリポーター活性の上昇を示さな
かった。 
 
(3) Rasd1の増殖抑制作用 

Rasd1が下垂体 PRL細胞に対して細胞増殖
抑制作用を持っているかを検討するために、
Rasd1 過剰発現が insulin-like growth factor-1 
(IGF-1)存在下の PRL 細胞の増殖を抑制する
か否かを調べた。rat Rasd1遺伝子の cDNAを
tetracycline 依存性に発現する adenovirus 
vector（Ad-TRE/Rasd1）を作成した。negative 
control としては同様に-galactosidase を発現
する adenovirus vector (Ad-TRE/bGal)を使用し
た 。 rtTA を 発 現 す る Ad-Tet.On と
Ad-TRE/bGalを培養下垂体細胞に共感染し、
doxycycline (Dox)を投与しても qRT-PCR法に
よって検出されるRasd1のmRNA量は変化し
なかった。Ad-Tet.Onと Ad-TRE/Rasd1の共感
染だけではRasd1のmRNA量は変わらなかっ
たが、Dox 投与によって用量依存性に Rasd1
の mRNA 量 が 増 加 し た こ と か ら 、

Ad-TRE/Rasd1の有効性が確認された。 
増 殖 実 験 に お い て 、 Ad-Tet.On と

Ad-TRE/Rasd1 の共感染によって Rasd1 を過
剰発現させると、negative controlに比較して、
BrdU標識法による PRL細胞の基礎増殖レベ
ルには変化が見られなかったが、IGF-1 投与
による増殖促進が Dox 用量依存性に有意に
抑制された。これらの結果より、Rasd1 が
IGF-1による PRL細胞の増殖促進に対し抑制
作用を持っていることが示唆された。 
 
(4)Rasd1knockdown のエストロジェンの増殖
抑制作用への影響 

Rasd1 遺伝子発現がエストロジェンの増殖
抑制作用発現時に促進していることから、
Rasd1 がエストロジェンの増殖抑制作用を仲
介している可能性が示唆されたので、エスト
ロジェンによる RasdI 発現の促進を抑制する
ことによってエストロジェンの増殖抑制作
用が阻止されるか否かを調べた。Rasd1 遺伝
子発現を抑制するために、RNA干渉に基づい
た knockdownを採用した。Rasd1の siRNAを
発現する Ad-shRasdI を PRL 産生細胞に感染
させると 2及び 4 MOIによってそれぞれ 34%
および 52%の抑制がRasd1 mRNA発現に見ら
れたことから、knockdown効率は十分である
ことが確認された。 
培養 PRL 細胞に IGF-1 存在下に 1 nM の

estradiolを投与すると、negative controlである
Ad-shControl感染群では 74％の増殖率の抑制
が見られたのに対し、Ad-shRasd1感染群では
55％の増殖率の抑制がみられた。この結果か
らエストロジェンによる増殖抑制が Rasd1の
knockdownによって一部阻止されることが示
唆された。 
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