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研究成果の概要（和文）：分子モータータンパク質であるミオシン（ミオシンV, VI, VIII）およびダイニンと、蛍光
タンパク質であるGFPとの融合タンパク質を作成し、細胞内局在を検討したが、ステロイドホルモン受容体と共局在を
示す所見は得られなかった。
新規SERMであるバゼドキシフェンは、ラロキシフェンと異なり、エストロゲン受容体(ER)の核小体移行を誘導しないが
、ERを介する転写活性化の著明な抑制を認めた。
グルココルチコイド(GC)の脂肪細胞におけるインスリン抵抗性獲得のメカニズムとして、TXNIPの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：1. Molecular motor protein myosins (myosin V, VI, VIII) and dynein were fused 
with fluorescent GFP proteins and intracellular localization of these fusion proteins were examined. 
However, colocalization of these molecular motor proteins with steroid hormone receptors has not been 
observed.
2. A new SERM, bazedoxifene, did not cause translocation of estrogen receptors into the nucleoli, which 
was observed after treatment with raloxifene. However, bazedoxifene markedly suppressed ER-mediated 
transcriptional activation as well as raloxifene.
3. It has been suggested that TXNIP is involved in the process of acquisition of glucocortocoid-induced 
insulin resistance in preadipocytes.

研究分野：内分泌学

キーワード： ステロイドホルモン　核内受容体
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１．研究開始当初の背景 
アンドロゲン、エストロゲン、グルココル
チコイドなどのステロイドホルモンは、細胞
内にあるそれぞれの受容体に結合して、標的
遺伝子の転写を調節する。アンドロゲン受容
体 (AR)およびグルココルチコイド受容体
(GR)は、リガンド非存在下では、細胞質に均
一に分布しているが、エストロゲン受容体
（ER）は核内に均一に分布している。受容体
にリガンドが結合すると、受容体の構造変化
が起こり、AR および GR は細胞質から核に
移行して、核内で均一な細かい fociと呼ばれ
るパターンを取ることを、共焦点レーザー顕
微鏡を用いた研究で明らかにしてきた。一方
ER は、リガンド非存在下では核内にびまん
性に存在しているが、リガンドを加えると核
内で ARや GRと同様に fociを形成する。 
アンドロゲン不応症患者に認められたア
ミノ酸置換を有する変異型 ARは、この細胞
質から核への移行および核内での foci形成に
障害を認め、受容体を介する転写活性化が認
められなかった。また、骨粗鬆症治療薬とし
て用いられている選択的エストロゲン受容
体モジュレーター(SERM)の一つであるラロ
キシフェン(RLX)で処理すると、ERは、核質
から核小体に移行して、転写活性化能を失う
ことが明らかになった（図 1）。このように、
受容体が細胞内で本来働くべき場所に移行
できないと、ステロイドホルモン受容体はそ
の作用を発揮できないことが示唆された。つ
まり、受容体を細胞内の適切な場所に運ぶ機
構が、ステロイドホルモンの作用発現の上で
極めて重要であると考えられる。 
最近のプロテオーム解析などから、ステロ
イドホルモン受容体が、微小管やアクチンフ
ィラメントなどの細胞骨格に関連するタン
パク質と相互作用することが明らかになっ
てきている。また、前立腺癌において、ミオ
シン VI が強発現していることが明らかにな
った。 
近年、微小管やアクチンフィラメントは細
胞骨格を形成するだけでなく、細胞内の物質
輸送に大きな役割を果たしていることが明
らかになってきた。これまでにミオシンV, VI
やダイニンは、ステロイドホルモン受容体と
相互作用して、受容体を介する転写活性化を
制御することが示されている。 

 
２．研究の目的 
リガンドが結合したステロイドホルモン
受容体は、細胞内をダイナミックに移動し、
核内の標的遺伝子に結合し、転写を調節する。
この細胞内の局在変化の分子メカニズムは
十分に解明されていない。最近、細胞骨格関
連タンパク質で、細胞内の物質輸送に関与す
るミオシンやダイニンが、前立腺癌で発現が

上昇することやステロイドホルモン受容体
との相互作用することが報告されており、ホ
ルモン依存性の発がんメカニズムに寄与し
ている可能性が示唆されている。我々は、こ
れらの細胞内の分子モータータンパク質に
着目し、ステロイドホルモン受容体の転写活
性化機構における細胞内分子モーターの役
割を、画像解析を駆使して解明することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ステロイドホルモン受容体およびミオ
シンやダイニンなどの分子モータータンパ
ク質を、異なる蛍光タンパク質(GFP, CFP, 
DsRed など)でラベルしたものを、前立腺癌細
胞や乳癌細胞などで発現させて、各種リガン
ドで処理をして、共焦点レーザー顕微鏡で画
像を取得する。3 次元画像の構築およびタイ
ムラプス観察により、空間的・時間的解析を
行い、リガンド依存的な受容体の細胞内局在
変化を可視化して解析する。細胞内で共通の
動態を示す場合は、免疫沈降などによる相互
作用の確認や、受容体を介する転写活性化へ
の影響を生化学的に解析する。また siRNA を
用いて、目的の分子モータータンパク質の発
現を低下させた場合の、受容体のリガンド依
存的細胞内動態変化への影響を調べる。 
(2) 骨粗鬆症治療薬として用いられている
新規 SERM バゼドキシフェン(BZA)が、細胞内
で ER の局在に、どのように影響するかを解
析した。ERと GFP の融合タンパク質を、乳が
ん細胞株である MCF-7 で発現させて、BZA 処
理後の ER の細胞内局在を、共焦点レーザー
顕微鏡を用いて解析した。また、BZA 存在下
での ER を介する転写活性化能を、ルシフェ
ラーゼアッセイで評価した。 
(3) ステロイド糖尿病発症の分子メカニズ
ムを明らかにするために、グルココルチコイ
ド(GC)で処理した脂肪前駆細胞におけるイ
ンスリン抵抗性関連遺伝子の発現を、リアル
タイム PCR で解析した。GC処理で発現上昇を
認めた TXNIP 遺伝子に関して、脂肪前駆細胞
におけるインスリン抵抗性への関与につい
て、グルコースの取り込みおよびインスリン
シグナル伝達に関与するAktなどのリン酸化
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 分子モータータンパク質であるミオシ
ン（ミオシン V, VI, VIII）およびダイニン
と、蛍光タンパク質である GFP との融合タン
パク質を、細胞内でステロイドホルモン受容
体と共発現させて、共焦点レーザー顕微鏡を
用いて解析したが、両者が細胞内で共局在を
示す所見は得られなかった。 



(2) 新規 SERM である BZA 処理後の、ER の局
在を乳癌細胞株で調べたところ、RLX 処理で
観察された ER の核小体移行はほとんど認め
ず、核質に留まっていた（図 1）。ER を介す
る転写活性化は、RLX と BZA によって強く抑
制されることから、二つの SERM は異なる分
子メカニズムで、ER の転写活性化抑制に関与
していることが示唆された（図 2）。 
 

 
図1. エストロゲン及び各種SERM処理後の
エストロゲン受容体(ER)の局在 
乳癌細胞株 MCF-7 において、ER-GFP を発現
させて、エストロゲン(E2)および各種 SERM
で 30 分間処理し、共焦点レーザー顕微鏡
で観察した。ラロキシフェン処理で核小体
移行を認めるが、バゼドキシフェン処理で
は ER は核質に留まっていた。 

図 2. ラロキシフェンおよびバゼドキシフ
ェンによるエストロゲン受容体を介する
転写活性化の抑制 
 
 
 また、骨芽細胞様細胞株 MC-3T3-C1 細胞に
おいて、骨芽細胞分化に必要な Runx2 は、オ
ステオカルシンの転写を促進するが、エスト
ラジオールおよびタモキシフェンでは、Runx
による転写促進は増強されるが、RLX および
BZA では、オステオカルシンプロモーターの
転写促進は著明に抑制された。RLXおよび BZA

は、破骨細胞だけでなく、骨芽細胞に対して
も作用し、骨代謝を低下させていることが示
唆された。 
(3) グルココルチコイド(GC)で処理した脂
肪前駆細胞において、インスリン抵抗性関連 

図 3. グルココルチコイド（デキサメタゾ
ン）は、脂肪前駆細胞において、グルコー
スの取り込みを低下させるが、TXNIP をノ
ックダウンすることにより、GC によるグル
コース取り込み抑制が解除された。 
 
 
遺伝子であるTXNIP遺伝子の発現上昇を認め
た。糖尿病治療薬として用いられている
GLP-1 アナログの投与で、GC による TXNIP の
発現誘導がキャンセルされた。脂肪前駆細胞
のグルコースの取り込みは、GC によって阻害
されるが、siRNA を用いて TXNIP をノックダ
ウンすると、GC によるグルコースの取り込み
阻害が解除されることから、TXNIP が脂肪前
駆細胞での GC によるインスリン抵抗性に寄
与している可能性が示唆された（図 3）。一方、
インスリンシグナル伝達に関与するAktのリ
ン酸化は、GC処理後の脂肪前駆細胞において
亢進していたことから、脂肪前駆細胞でのイ
ンスリン抵抗性獲得（グルコース取り込み阻
害）に関しては、Akt を介さない経路が関与
していることが示唆された。 
(4) 副腎腫瘍からのコルチゾール自律分泌
を認めるものの、典型的なクッシング徴候を
認めないサブクリニカルクッシング症候群
(SCS)患者では、非機能性副腎腫瘍患者と比
較して、動脈硬化が進展していることを明ら
かにした。SCS 患者において、動脈硬化の進
展と関連する因子を調べたところ、早朝空腹
時のコルチゾール濃度と正の相関を示し、骨
代謝マーカーである TRACP-5b および P1NP と
は負の相関を示すことが明らかになった。コ
ルチゾールの自律分泌により、骨代謝回転が
低下することが、動脈硬化の進展に関与して



いることが示唆された。 
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