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神経細胞内アロマターゼの翻訳後修飾による
エストロゲン合成調節機構

１ ．緒　　　言
　アロマターゼは Cytochrome P450 superfamily に
属するタンパクで，脊椎動物において唯一，エストロ
ゲン生合成を律速している酵素である

1，2

。この酵素は性
腺のみならず皮膚や骨，血管内皮など生体内の至る所
で発現している 503 アミノ酸からなる小胞体局在性膜
タンパク質である

1，3，4

。本酵素は X 線解析よりその立体
構造と基質特異性が 2009 年に解明され，酵素活性維
持に小胞体膜への係留が必要な理由が明らかとなっ
た

5

。各組織で生合成されるエストロゲンが性分化や卵
巣・子宮成熟，妊娠の維持，精子の運動性，心血管系
の機能維持，骨リモデリング調節など生体にとって重
要な生理機能において様々な役割を果たしていること
が解明されてきた

6，7

。特に，脳神経内にて de novo 合成
されるエストロゲンは，自己分泌・傍分泌作用を介し
て，樹状突起の伸長やスパインの形成，脳の性的二型
核の形成，神経保護作用などの生命現象の重要な過程
に関与していること，その発現異常は摂食障害や自閉
症などの疾患の病因となることが報告されている。そ
のため，神経内で合成されたエストロゲンはニューロ
エストロゲンと呼ばれ，他器官とは区別されて多数の
研究が進められている

8−12

。
　アロマターゼ遺伝子の転写調節機構については現在
までに多数の報告がなされ，ユニークな多重エクソン
１ が各々持っている組織特異的プロモーターと組織特
異的発現調節因子との相互作用を通した調節機構の詳
細が明らかになりつつある。しかしながら，生体内で
短期的なエストロゲン合成調節する場合，酵素分子の
翻訳後調節が，より重要と考えられる。こうした翻訳
後調節を支持する実験観察として，これまでにアロマ
ターゼ酵素分子に対する二つの翻訳後修飾が見出され
ている。 １ つ目の修飾は N 末端から 12 番目の Asn
への糖鎖の付加

13

， ２ つ目は 118 番目の Ser
14

，162 番目
の Thr

15

，361 番目の Tyr
16

のリン酸化修飾であるが，

これらを調節する機構に関しては依然不明な点が多
い。我々はアロマターゼが calcium/calmodulin-depen-
dent protein kinase 2（CaMK2）によってリン酸化さ
れることにより酵素的に不活性化され，タンパク質的
には不安定化されること，逆にリン酸化されたアロマ
ターゼはタンパク脱リン酸化酵素である calmodulin-
dependent serine/threonine protein phosphatase cal-
cineurine（CN）によって脱リン酸化されることで再
活性化し，安定性を維持する

17

ことを明らかにしたの
で，本論文で紹介する。
　また，生体内においてアロマターゼのリン酸化によ
ってエストロゲン合成調節が行われているかどうかは
重要な点である。神経内分泌学・行動学的解析で多用
されるウズラは視床下部に大量のアロマターゼが発現
しており，ニューロエストロゲンをはじめとする神経
内ステロイドと，これらによって制御される生殖行動
の研究によく用いられる。このウズラの視床下部に存
在 す る ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド gonadotropin-inhibitory 
hormone（GnIH）は，ゴナドトロピン分泌と生殖行動
を抑制することが知られている

9，18，19

。これまでの研究によ
り脳のアロマターゼによってアンドロゲンから合成さ
れたエストロゲン（ニューロエストロゲン）は，雄の
生殖行動を調節することが明らかになり，GnIH とエ
ストロゲン合成が関係していると考えられてきた。そ
こで，雄ウズラを用いて GnIH とアロマターゼのリン
酸化に関する解析を行い，新たな知見を得たので，こ
れも本論文で紹介する。

２ − １ ．アロマターゼはリン酸化修飾によって活性，
安定性を制御される

　アロマターゼ高発現細胞株であるヒト絨毛由来細胞
（JEG-3）を用いて，アロマターゼに対するリン酸化修
飾と酵素活性・分解速度の関連について解析を行っ
た。JEG-3 細胞からアロマターゼが局在する小胞体
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してもアロマターゼの再活性化は起こらなかった（図
１ a）。再活性化が見られなくなった 30 分後，ちょう
どこの時点からタンパクの分解が始まっている事が観
察された（図 １ b）。これらの結果は，アロマターゼが
リン酸化によって活性のみならず，タンパクの安定性
も調節されていることを示している。その後の研究か
らアロマターゼのリン酸化（失活）は CaMK2，脱リ
ン酸化（再活性化）は CN によって調節される事が明
らかになっている（図 ２ a）。また前述したように，こ
のリン酸化修飾はアロマターゼタンパクの安定性も調
節している。実際に CaMK2 ノックダウンによって細
胞内アロマターゼタンパク量は増加（図 ２ b）し，CN

分画及び ATP/Mg2＋（ 5 mM）と Ca2＋（ １ mM）を添加
した細胞質分画を調製して in vitro でこれらを再構
成，アロマターゼがリン酸化される条件下でアロマタ
ーゼ活性の時間依存的な変化を観察した。その結果，
開始 10 分以降にアロマターゼ活性は急速に低下，15
分後には 65％，30 分後には 10％以下となった。生体
内で精微にエストロゲン合成を調節するためには，こ
のリン酸化による活性の低下が可逆的である必要があ
ると考えられる。そこで，反応開始から 15 分後に al-
kaline phosphatase を添加し，脱リン酸化してみると
アロマターゼは再活性化した。しかし，活性が 10％
以下になった 30 分後に alkaline phosphatase を添加

図 １　リン酸化による aromatase 活性およびタンパク量の経時的変化（文献 17 より改変）
JEG-3 から疎精製された小胞体分画と細胞質分画を調整した後，ATP/Mg2＋（終濃度 5 mM）Ca2＋（終
濃度 １ mM）を加えて 37ºC に加温し，活性およびタンパクの経時変化（0-120min）を測定した。a；
aromatase 活性（●および実線；n＝ ４ ）．alkaline phosphatase を測定開始から 15，30 分後に添加添
加した場合の aromatase 活性（○および点線；n＝ ３ ）。b；a と同様の条件時のタンパク量変化を 
western blotting 法を用いて解析した。（■および点線；n＝ ４ ）．

図 ２．アロマターゼは CaMK2 によってリン酸化，CN によって脱リン酸化される（文献 17 より改変）
a；アロマターゼは CaMK2 によって活性阻害，CN に再活性化をされる。
JEG-3 細胞が 50％コンフルエントになるように播種したもの，にノックダウン用ベクター（b；si 
CaMKⅡ, c；si CN），コントロール用ベクター（scrb）の DNA 量は 10 /㎖に調整した。ベクター
導入後 60 時間培養し，回収したサンプル中のアロマターゼおよび CaMK Ⅱ，CN の WB 像と同条件
の scrb を 100% とした場合の相対アロマターゼタンパク量（＊p＜0.001 対 scrb）。
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化を抑制することにより活性化し，ニューロエストロ
ゲン合成を生殖行動の発現に最適な濃度を越えて増加
させて，その結果として雄の生殖行動を抑制させるこ
とを示している。この報告は，ニューロエストロゲン
合成を担う脳内アロマターゼの活性を直接調節する視
床下部ニューロペプチドを初めて明らかにした報告で
あった。

３ ．おわりに
　これまでエストロゲンに関する研究は，卵巣・子宮
成熟，妊娠の維持など中長期的な作用が注目され，転
写調節に関しては多くの報告がなされてきた。しか
し，アロマターゼの翻訳後修飾による調節機構が明ら
かになってきたことで，エストロゲンの短期的な作用
とその機構解明が大きく前進すると期待できる。特に
ニューロエストロゲンは樹状突起の伸長やスパインの
形成，脳の性的二型核の形成，摂食障害や自閉症など
多くの短期的な生理現象や疾患に関係している

7，20，21

ため，
神経内アロマターゼの翻訳後修飾と様々な生理現象や
疾患との関係解明が重要になるであろう。まさに，今
回紹介した雄ウズラの生殖活動が GnIH を介したアロ
マターゼのリン酸化レベルの調節を通して発揮される
ことを示した報告は，その先駆けになったといえる。
　ニューロエストロゲンは Kisspeptin や GnRH，さ
らにエストロゲン以外の神経内ステロイドなど，多く
の生理活性分子と協調して生理的短期応答に関与して
いる。現在著者らは，これら生理活性分子とアロマタ
ーゼの翻訳後修飾の詳細な機構解明に取り組んでお
り，研究成果を上げ始めている。これらの研究は短期

ノックダウンはアロマターゼタンパク量を減少させた
（図 ２ c）

17

。
　これまでにリン酸化修飾によってアロマターゼ活性
が変化することは報告されているが，リン酸化・脱リ
ン酸化を担う kinase/phosphatase の特定など詳細な
機構解明には至っていなかった。今回明らかになった
CaMK2，CN は共に calcium/calmodulin 依存的な酵
素であり，生体内においてエストロゲン合成がカルシ
ウムシグナル伝達経路の支配を受けている可能性があ
り，非常に興味深い。

２ − ２ ．アロマターゼのリン酸化修飾を介して雄ウズ
ラ視索前野GnIH はニューロエストロゲン合
成を調節する

　前項で紹介したようなリン酸化修飾によるアロマタ
ーゼの活性制御が実際に生体内で働いているかどうか
を確認する必要がある。視索前野（POA）でのアロマ
ターゼ活性とニューロエストロゲン濃度は，ウズラが
活発に行動する朝は低いが，ウズラが不活発になる夕
方にかけてニューロエストロゲン合成は増加する。ニ
ューロエストロゲン濃度が低い朝，ウズラの視床下部
に GnIH を投与すると，POA でのニューロエストロ
ゲン合成が増加し，これによって生殖行動は低下す
る。また，高濃度のエストロゲン（17β−エストラジ
オール）をウズラの視床下部に投与した場合も同様に
生殖行動が抑制される。GnIH 投与によってエストロ
ゲン合成が増加した POA のアロマターゼは vehicle
投与群に比べてリン酸化修飾が減少していた（図 ３ ）。
これらの結果は GnIH が，直接アロマターゼのリン酸

図 ３　POA 内アロマターゼのリン酸化に対する GnIH の影響。
POA に GnIH（100pmol）を投与し，２ 時間後に POA を採取。アロマターゼは ８ % SDS–polyacrylamide 
gel（SDS-PAGE），リン酸化されたアロマターゼの量は selective phosphate-binding tag 分子を含ん
だ ８ % SDS–polyacrylamide gel（Phos-Tag SDS-PAGE），PVDF に転写した後に抗アロマターゼ抗
体を反応させ，HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体を用いて検出した（図 ３ a）。リン酸化アロマターゼ量は
vehicle 投与を基準にして GnIH 投与群を相対的に評価した（図 ３ b）。
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的なニューロエストロゲン合成調節メカニズム解明の
一助になると期待される。今後，神経内アロマターゼ
の研究が，ニューロエストロゲンが関与する生理現象
解明や疾患の治療につながっていくことを期待してい
る。
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