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論文内容要旨

緒言

  ステロィ ドホルモ ンは標的細胞に存在する特異的な レセ プターと結合 し, ステロイ ドホルモン

 ・ レセ プタ 一複合体を形成する。 この複合体は活性化と呼ばれる レセ プタ 一の構造変化を経て,

 DN Aや核に高親和性の活性型となる。 活性型 レセプタ 一は核内結合部位に結合 して, 特定遺伝

 子の発現を促進する。 以上の 一連の過程によりステロイ ドホルモンの生理作用が発現する。 従っ

 て, ステロィ ドホルモン・ レセ プタ 一系は真核細胞での遺伝子発現機構を解明する上で重要なモ

 デル系であると考えられる。 しか し, 現在のところアン ドロゲン レセ プタ 一を含めて, ステロィ

 ドレセ プタ 一の分子構造, 活性化機構, 核内結合部位等の詳細は明らかになっていない。

  本研究はステロイ ドホルモン・ レセ プタ 一系の作用機構の解明を目的として, ラッ ト顎下腺ア

 ン ドロゲン レセ プタ 一の分子構造 と活性化機構について解析 した。

  顎下腺は唾液分泌の他に神経成長因子,.ヒ皮成長因子, レニンおよびエステロペプチ ダーゼ等

 の生理活性物質を含有 し, 近年, 内分泌腺としての機能を持つことがわかってきた。 上記生理活

 性物質 の存在量は雄の器官で有意に高いことか ら, アン ドロゲンに依存して合成される と考えら

 れている。 しか し, 顎下腺におけるアンドロゲン レセ プタ 一の存在は明らかになっていない。

  本研究では第 一編でラッ ト顎下腺 にアン ドロゲン レセ プタ 一が存在することを示 し, さ らに,

 活性化誘導条件について検討した。 第二編では活性化過程の可逆性について険討 し, 活性型アン

 ドロ ゲン レセ プタ 一の 高分子量化とモリ ブデ ン酸の作用 について解析 した。 第三編ではアン ドロ

 ゲン レセ プタ 一の分子構造について険討 し, レセ プタ 一の構造と活性化機構のモ デルを提案した。

 実験材料及び方法

  8 -14週令 Wistar 系ラットを使用 した。 雄ラッ トは内在性アン ドロ ゲン濃度を低くするため

 に実験の 16 - 20 時間前に去勢 した。 顎下腺細胞質を緩衝液A (50 mM Tris -HCl, pH 7.5,

 1 mM EDTA, 1 mM 〔lithiothrei七〇1, 10 % (v/v) glycero1, 1 mM leupeptin) あ

 るいは緩衝液B (緩衝液 Aに 20 mM sodium molybdate を加えた) で調製した。 調製後, 直

 ちに 〔3H〕 標識ステロイ ドを添加し, 一定時間後に Dextran-coated charcoal 法により遊

 離ステロイ ドを除去した。 〔3H〕 ステロイ ドの特異的結合 Bsp は

 ヱに Bsp二Bt-Blls

 より求めた。 ここで Btは標識ステロイ ドのみ添加 した場合に得られる総結合量であり, Bns

 は標識ステロイ ドと 100 倍量の非標識ステロイ ドを添加した場合の非特異的結合量である。

 第一編 ラッ ト顎下腺細胞質アン ドロゲンレセプター

  ステロイ ドレセ プターの存在量は標的器官においても極めて少ない また, レセプターは熱に

 不安定で蛋白質分解酵素によって分解されやすく, さらに現在のところ有効なアフィニティゲル
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 の作成が困難であるなどの理由により, 真の レセ ブター像は得られていない。 顎 下腺アン ドロゲ

 ン レセ プターについてはマウスで 1970 年代から検討されているが, レセ ブターに比べて多量に

 存在するアン ドロ ゲ ン結合蛋 白質を誤って測定 していた 可能性がある。 信頼性の 高い研究は 1979

 年に Verhoeven が報告 した 一編 にすぎない。 本編ではり ガン ドと して内在性アン ドロゲンであ

 る dihydotestosterone (DHT) と合成アンドロゲン medlyltrienolone (R l88ユ) を用い

 て レセ プタ 一の結合測定を行った。

 (結果)

 1. 〔3H〕 DHT は反応中に代謝され, リガン ドとしては不適当であることが示された。

 2. 〔3H〕 R 1881 の結合は安定しており, 以下の実験はR 188i を用いて行った。 細胞質ア

 ン ドロ ゲン レセ プタ 一は雌では雄の紅 2.5倍存在することが示された。

 3, 加温処理, 塩処理及びリ ン酸化合物処理によって レセプターは非活性型 (nontransfomed)

 から活性型 (transformed )へ変換した。 モリブデン酸は活性化を阻害 した。

 4. 活性化に伴い レセプタ 一の DEAEカラム溶出時の KC1 の濃度, 沈降係数, 及び分子量が

 変化する事を明らかに した (Table 1)。

 5. レセプターの物理化学的性質に関 しては雌雄差は見 られなかった。

 (考察)

  本研究は雌雄ラット顎下腺 にアン ドロ ゲン レセ プタ 一が存在するこ とを明らかに した。 また,

 加温処理や塩処理 に加えてアン ドロゲン レセ プタ 一がリ ン酸化合物によっても活性化さ れる乙と

 を初めて示した。 ATP は レセ プタ 一のリ ン酸化を促進することにより, 活性化を誘導する可能

 性が考えられている。 しかし, ADP やピロリン酸 も同様の効 果を持つことから, リン酸化以外

 の作用により活性化をおこすと考えられる。 非活性型と活性型 レセ プターの物理化学的性質の険

 討か ら, 活性化は非活性型 レセプタ 一がサ ブユニットに解離 して活性型となる過程であると考え

 られる。

 第二編 活性型アン ドロゲンレセプターの高分子量化とモリブデン酸の作用

  アン ドロゲン レセ プタ 一を含めたス テロイ ドレセ プタ 一の活性化過程 の可逆性については意見

 がわかれている。 本編では活性化条件を除去 した場合に活性型から非活性型への レセプタ 一の変

 換が誘導されるか どう か険討 した。 また, その際に非活性型 レセ プターの安定化剤及び活性化の

 阻害剤と して知 られているモリ ブデ ン酸 の効 果についても 検討 した。

 (結果)

 L ATP 処理で活性化を行った後, ゲルろ過により ATPを除去した。 この際, モリブデン酸

 存在条件でゲルろ過を行うと, レセプターは DNA結合可能であった。 一方, 非存在条件ではD

 NA 結合能は消失 した。

 2、 活性型 レセプターから ATP を除いた後, 低塩条件グリセリン密度勾配に上層 し, 遠心する

 と, 活性型4S レセ プタ 一の7-8S 型への高分子量化が観察された。
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 3. 活性型 レセプター由来の7-8S 高分子量 レセプタ 一 (以 下転換 レセプターと呼ぶ) の沈降

 係数はモリ ブデ ン酸の存 否によ らずほぼ等 しかった。

 4. 転換 レセプタ 一の DNA 結合能のモリブデン酸依存性は密度勾配遠心後にも確認された。

 5. 転換レセプターの分子量は 140 KDa であり, また, 0. 06 -0.08M KC1 で DEAE -

 Sephacel カ ラ ム より 溶出 した。

 (考察)

  加温処 理や塩処理で活性化 した レセ プタ 一 も低塩条件下で高分子量化した。 転換 レセ プタ 一の

 沈降係数は7-8S で非活性型のそれに類似した。 しか し, 分子量, DEAE カラムからの溶出

 パターンは明らかに異なり, 特にモリ ブデン酸存在条件では DNA に結合可能であることから,

 転換 レセブタ 一は非活性型 レセプタ 一とは異な る分子形態をとるものと考え られる。 従って, 活

 性型 レセ プターは活性化条件を除去 しても非活性型に変換せず, 活性化過程は不可逆であると結

 論できる。 不可逆である原因として, 活性化過程であるサブユニットの解離に伴って, 4S 型レ

 セ プタ 一にコ ンフ ォメ ーショ ン変化がおこり, 再 び非活性型を形成できない状態 になる可能性が

 考えられる。

  転換 レセ プタ 一の DNA 結合能の有無はモリ ブデン酸 に依存 した。 この結 果はモリ ブデン酸が

 レセ プタ 一の DNA 結合部位 と直接相互作用するこ とを強く示唆 した。 高分子量化 に伴い DNA

 結合部位が再び覆われる, あるいはコンフォメ 一一 ショ ン変化により DNA結合不能になることを

 モリ ブデ ン酸は妨げる ものと考えられる。 本研究で明らかになったモリ ブデ ン酸の作用 は全く新

 しい知見である。 ステロイ ドレセプターには DNA 結合に必須な 1ysine, argini ne, cysLeine

 残基が存在すると報告されている。 モリ ブデン酸はこれらのアミノ酸残基と相互作用して, レセ

 プタ 一の DNA 結合能に影響を及ぼすのかも しれない。

 第三編 アン ドロゲンレセプターの構造と構成因子

  非活性型アンドロゲンレセ プタ 一にはステロイ ド非結合性の蛋白質因子, あるいは RNA が構

 成因子と して 含まれる可能性が指摘されている。 しかし, 構成成分として確定 した ものはなく, レ

 セプタ 一の分子 構造の詳細は不明である。 本研究ではアン ドロ ゲン レセ プタ 一の 構造を解析する

 目的で, 非活性型および転換 レセプタ 一の構造, 特に RNA の結合の可能性について険訂した。

 (結果)

 1, DEAE クロマトグラフィーとグリセリン密度勾配遠心の連続した分析により, 非活性型レ

 セ プタ 一は分子表面の総荷電量と沈降係数がわずかに異たる複数の分子種の集合体 (多分子型)

 であることが明らかになった。

 2. 非活性型 レセプタ 一を RNase 処理すると沈降係数は8S から6-7S に減少 し, 非活性型

 レセ プタ 一の 構成 要素と して RNA が存在することが示さ れた。

 3. RNase 処理非活性型 レセプターは DNA に結合しなかった。

 4. 活性化処理後の レセプターを RNase 処理すると低塩条件下 における レセプタ 一の高分子量
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 化はおこらなかった。

 5. RNase 処理活性型 レセプターに顎下腺細胞質 RNAを加えると沈降係数は 4.5S から 5、7

 S に増加 し, 高分子量化を再現でき た。 同時にレセ プタ 一の DNA 結合が阻害された。 DNA結

 合の阻害は yeast RNA, 及びE.coli i6S, 23S rRNA によっても観察された。

 (考察)

  非活性型 レセプターには RNA が結合していることが示された。 また, 細胞質の核酸分画を精

 製 したところ, 比較的高濃度 (0. 4- 0.7 mg、/η!6) の低分子量 RNAが含まれることがわかった。

 非活性型 レセ プタ 一の多分子型は酸性の低分子量物質 によって生ずることが実験結 果か ら示唆さ

 れ, 従って, 低分子量 RNA がこの因子であると考えられる。

  さらに第二編で示した活性型 レセ プターの高分子量化は活性型 レセ プタ 一に RNA が結合 して

 お こることが明らかにな つた。 レセ プタ 一上の RNA の結合部位は DNA 結合 部位 とは異なると

 推測される。 ただし, モリブデン酸不在下ではDNA結合部位にもRNA が結合 し, 転換 レセプ

 ターの DNA 結合能が消失するものと考えられ る。

  非活性型 レセプターにおける RNA の結合は レセプターの安定化あるいは活性化の制御などの

 機能を有する可能性が考えられる。

総合考察

  1. アンドロゲンレセプターの構造

  本研究の結 果よりアン ドロゲンレセ プタ 一の構造とその分子型の転換およ び活性化機構につい

 てのモデルを提案 した ( Fig. 1)。

  非活性型8S ア ン' ドロ ゲンレセ プターは, 活性型4S レセ プターにステロイ ド非結合性の蛋白

 質因子と, さらに低分子量 RNA が結合 した構造をとると考えられる。 活性化誘導条件下ではサ

 ブユニットが解離 して活性型 4S レセプタ 一となり, DNA 結合部位が露出, あるいはコ ンフォ

 メーショ ン変化により DNA 結合部位が形成されると考えられる。

  本研究は非活性型から活性型 レセプターへの変換は不可逆で, 活性化誘導条件の除去によって,

 7・一 8S 転換 レセプター (7 -8S aggregated receptor )か形成されることを示した。 転換

 レセ プタ 一は蛋白質因子を含まず, 活性型 4S レセ プターに RNA が結合 して形成されると考え

 られる。

  2. アンドロゲンレセプター量の性差について

  第 一編 で雌顎下腺細胞質は雄の約 2.5倍のアン ドロ ゲンレセ プタ 一を含むこ とを示した。 雄で

 は内在性アンドロゲンの結合 のために全 レセ プタ 一重を測定 していな い可能性が考えられた。

 Exchallge assay により 険討 したところ, 雌雄ともに細胞質 レセプタ 一はアンドロゲンを結合

 していないことが確認された。 従って, レセ プター量の性差は見かけ上のものではないことが明

 らかになった。 一方, 核分画の レセプター量を測定 したところ, 雄には雌より高濃度の レセプタ
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 一が存在 した。 従って, 細胞質 レセブタ 一重の性差は雌雄における レセ プタ 一の局在性の違いに

 よることがわかった。 ま た, 去勢やアン ド・ゲン投与により細胞質 レセ プタ 一景か変動すること

 から, レセ ブタ 一の細胞内局在は内在性のアン ドロゲン濃度に依存 して変動するものと考えられ

 る。

 顎下腺においてアン ドロ ゲンによって誘導される形態的, 生化学的差異は個体 レベルでどのよ

 うな意味があるのだろうか。 アン ドロ ゲン・ レセ プタ一系の分子 レベルでの作用 機構の解明とと

 もに, 今後解明されるべき重要な問題であると考えられる。

Properties Nontransformed Trans formed

                

 ApParent 出ssociation constan七 (nM)
            a

Num ber of blnding sites

 (fmol /mgprotein)

DNA binding

 ∫( Cl co nceほむratio n elu 仁ed

             b
 from DEAE-Sephacel (mM)

 Sedilnenしi。n c。efficierl♪ (S)

  1.1 一一i.2

140 (femaLe )

60 (male)

no

 250 一・260

 7、8- 8.6

               b紹
 Apparen七 molecular weigh七 (×10 ) 220

yes

 60 - 80 (ATP and KCユ )

 60 - 80 an〔i l30 (hea七 )

4.1 -43 (ATP or KC1)

3,5 - 3.8 (heat)

80-85 (ATP or KCl)

70 - 80 (heat)

 a Scachard analysis was perfomed wiむh cytosol prepared with buffer B.Under these

  condiUons, almos七 all an〔irogen -receptor complexes exist as the nontransforme(i

 receptor.

 b ▽副ues were determinedwith c誕。s。1 fr。m femaie ra七s.

 Table 1 ラット顎下腺アンドロゲンレセプターの性質
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 Fig.1 ラッ ト顎下腺アン ドロ ゲン レセ プターの分子構造と活性化機構のモデル

  詳細は本文に記した。 RNase 処理は4S アン ドロ ゲ'ンレセ プター (4S AR) から7-8S

  転換アン ドロゲンレセプター (7 -8S Aggregated AR) への転換を阻害する。 使用 した記

  号は以下である。 R, 4S アン ドロゲン結合サブユニット;F, ホルモン非結合蛋白質因子あ

  るいは4S アンドロゲン結合サブユニットle, 低分子量 RNA lΨ, アン ドロゲン1 診, D

  NA 結合部位。
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 論文審査の結果の要旨

  根本優子提出の論文は, ラッ ト顎下腺アン ドロ ゲン レセ プタ 一の分子 構造 と活性化 機構の解明

 を目的としたものである。

  近年顎下腺 は種々 の生理活性物質 を分泌する内分泌腺としての機能が注目されてい る。 これら

 の生理活性物質のうち幾つかは, アンドロゲン依存性であると見倣されている。 アンドロゲンを

 含むステロイ ドホルモンは, 先ず, 標的細胞の レセプタ 一に結合して, 活性型 レセプターに転換

 化, 活性型 レセプタ 一は特定道伝子の発現を促進するという一連の反応により生理作用を発現す

 るとされている。 然 し乍 ら, スチロイ ドレセプタ 一系の分子構造, 活性化機構な ど, 本質的問題

 は未解決である。

  本研究では, 実験 材一料として8- 14 週令の Wistan 系ラットを使用 している。

  第 一編では, 合成アンドロゲン 〔3H〕 methyl trienololle(〔3H〕 R 1881) の顎下腺細胞

 への結合を詳細に検討している。 その結果, 解離定数は雅, 雄で等しく, 最大結合部位数は両性

 で大きく異ることを見出している。 次に, 〔3H〕 R1881 を結合させ, 25 ℃での 加温や,ATP,

 ADP, ピロリン酸で, レセプタ 一の活性化に成功 している。 活性型, 非活性型, 両者の物理化

 学的性質を検討 し, 活性化に伴い変化する物理化学的性質を明らかにしている。

  以上の結果か ら, ラッ ト顎下腺にアン ドロ ゲン レセ プタ 一の存在を確認 し, 活性化は非活性型

 がサ ブユニットに解離 して起ると推論 している。

  第二編では, ATP, 加温, 塩処理などの活性化条件を除去した際に活性型→非活性型の転換

 があるかどうかを中心に詳細に険討を行っている その結 果, 活性型レセプターは非活性型に転

 換せず, 活性化過程は不可逆であると結論している。

  第三編では, アン ドロゲンレセプタ 一の 構造を解明する目的で, 非活性型, 転換 レセプターの

 構造を RNA の結合の面から比較 険訂してい る。 結 果は非活性型 レセプターには RNA が結合し

 ていることを明かに している。 また活性型 レセプタ 一の活性化条件除去による高分子化は, 活性

 型 レセ プターに RNA が結合することによることを明らかにしている。

  以上の結果に基づき, アン ドロ ゲン レセ プタ 一の 構造 とその分子型の転換およ び活性化 機構に

 ついて, 極めて有用なモデルを提案 し, また, レセ プターの雌雄の差について論 じている。

  以上, 本論文の内容は幾つかの重要な発見を含み, また現在未解決なアン ドロゲンレセプター

 の活性化機構に重要な知見を加えるもので, 本人が自立して研究活動を行うために必要な高度の

 研究能力 と学識を有することが示されてい る。 よって根本優子提出の論文は理学博士の学位論文

 として合格と認め る。
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