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転写共役因子p54nrbによる男性ホルモ ン受容体転写制御機構 の解析

石 谷 健

内容の要旨

(目的)性 ホル モ ンに関す る基礎研 究 は1987年 に女性 ホルモ ン受容

体が発 見 されて以 来、遺 伝子 ・分子 レベル の作 用機構解 明が焦点 と

な った。性 ホル モ ンは転 写因子 であ る核 内受容 体 に属す る各 々特 異

的な受容体 に結合 し、性 ホルモ ン と結合 した受容体 は転 写共役因子

群 と蛋 白複合 体 を形成 して標 的遺伝子 の転 写 を調節 す る。 したがっ

て、今 日で は各 種性 ホル モ ンの転 写共役因子群 を同定解析 す るこ と

が、性 ホルモ ンに よる生理 作用 の理 解 にっ な が る と考 え られ て い

る。核 内受容 体では転写活性化領 域(AF)がAF-1、 AF-2の2領 域存

在 す る。 とりわ け男性ホルモ ン受容 体(AR)のAF-1は 他 の核 内受容

体 と比較 して転写活性 は高 く相同性 は低 いこ とか らAR特 異的 な機能

を担 うと考 えられ てお り、AR AF-1領 域 の転写活 性化能 を説明 でき

る転写共役 因子群 の重要性 が指摘 され てい る。そ こで、本研 究で は

培養 細胞 由来の核抽 出液 を材料 とした蛋 白質 精製 と生化 学的手法 を

用 いて、AR AF-1転 写共役 因子群 の探索 と機 能解析 を試 みた。

(方法)①2種 類 の タグで標識 したAR AF-1蛋 白が恒常的 に発現す

る形 質転換株 を ヒ ト胎児腎細胞株(HEK293)を 用いて作製 し核抽 出

液 を得 た。② この核抽 出液 を材料 に2段 階 のタ グを認識す るカ ラム

精 製 よ りAR AF-1領 域 に結合 す る蛋 白群 を精製 した。③精製 され た

蛋 白群 を構成 す る各蛋 白質 をマ トリックス支援 レーザ ー脱 離イオ ン

化 飛行時間型質 量分析法(MALDI-TOF MS)に よって同定 し、免疫

共 沈降 法、GST pull-down法 、哺乳 動物 細胞two-hybrid法 、ル シフ ェ

ラーゼ レポー ター 法 を用 いてAR AF-1転 写共 役 因子機 能 を解析 し

た。

(結果)以 下の 事実 を見 出 した。① 上 記精 製 に よ りp54Mb(nuclear

RNA-binding protein)  PSF(polypyrimidine tract-binding protein-

associated splicing factor)、PSP1(paraspeckle protein 1)、PSP2をAR

AF-1結 合 蛋 白質群 の構成 因子 として同定 した。② 免疫共沈 降法の結

果、in vivoに お いてp54励 はAR AF-1領 域 と結合 した。③GST pull-

down法 の結果、 in vitroの無細胞系 でp54mbはAR AF-1領 域 と蛋 白同士

が 直接結 合 した。④ル シフ ェラーゼ レポー ター法 の結 果、p54mbは

AR AF-1選 択 的な転写 を活性化 した。

(結論)p54皿bはAR AF-1に お け る転写活性化 共役因子 として機 能す

るこ とを示 した。また、p54曲 は複数 のスプ ライ シング因子 と蛋 白複

合体 を形成 し、蛋 白複 合体 として転写 とスプ ライ シン グにお ける協

調的 な機能 を有す るこ とを示唆 した。

論文審査の要旨

 アン ドロゲ ンは転 写因子 であ る核内受容体 に属す るARと 結合 し標

的 遺伝子 の転 写 を開始 させ るこ とに よって、男 性化 の促進 、骨 代謝

の調節 、前立腺 癌の進展 な ど様 々な作用 を現す。核 内受容体 が有す

る2つ の転写活性 化領域 の うちAF-1で は ホル モ ン非依存的 な転写活

性 化能 を示 し、AR AF-1で は他 の核 内受 容体 と比較 して転 写活性は

高 く相同性 は低 い特徴 を有 す る。近年 、AF-2に お ける機能解析 か ら

核 内受容体 の転 写制御機構 には転 写共役因子 と呼ばれ る蛋 白群 が必

須 であ るこ とが 明 らか とな りつつ あるが、AR AF-1領 域 にお ける転

写 制御機構 はほ とん ど明 らかに され ていな い。AR AF-1に お いて も

転 写共役 因子 群が存在 し、重要 な役割 を果 たす ことが予想 され る。

そ こで本研 究にお いてはAR AF-1領 域 に相互作用す る転写共役 因子

複合 体 を明 らか にす ることを 目的 と して、AR AF-1領 域 に相互 作用

す る転 写共役 因子複合体 の精製 を試 みた。 さ らに精 製複合体構 成因

子 の同定 も行 い、 これ ら構i成因子 がAR AF-1の 転写 共役 因子 として

機能す るか検討 した。その結果、HEK293細 胞 由来の形 質転換株核 抽

出液 を材料 とした2段 階 のタ グを認識 す るアフィニテ ィー カラムを

用い た精製 およびMALDI-TOF/MSを 用 いた質量分析 に よりp54mbを含

む4種 の スプライ シング関連蛋 白質 か ら構成 され る複合体 を同定 し

た。 また、p54皿bはAR AF-1の 中央領 域 と直接結合 し、 AR AF-1の 転

写 を活性化す るこ とを示 した。

 審査 ではまず 、HEK293細 胞 を精製材料 に用 いた理 由について質問

され た。 これ に対 し転写共役因子複合 体はAR抗 体カ ラムを用 いた精

製法 では取得 困難 で あ り組 織 を材料 に使 えない点、ル シフ ェラー ゼ

ア ッセ イ によってAR転 写活性化 能が認 め られ かつ内在性 のARを 発

現 していない点 、浮 遊大量培養 が可能 である点か ら選択 に至 った と

回答 され た。 次に、精 製で取得 され たp54Nn以 外 の他の因子 にお ける

AR AF-1転 写 活 性 化 能 に 関 して 質 問 され た。 p54mb以 外 のPSF、

PSP1、 PSP2い ずれ も単 独 でAR AF-1転 写活性 化 能 を認 めない が、

p54曲 とヘ テ ロニ量体 を形成す るPSFはp54mb共 存下 でp54mb単 独 の場

合 よ りもさ らにAR AF-1の 転写 を活性化 す る旨、説 明 され た。最 後

に本研 究の臨床応 用にお ける位 置づ けに関 して 質問 された。 これ に

対 し乳癌細胞 におけ るp54曲発現変化 に関す る最近の知見 をあげて、

p54mbに よるARの 顕著 な転 写活性 化 は前立腺癌 の進展 において も関

連す る可能性が ある と説明 された。今後 は幅広い視 点で病態 を解 明

し、転写共役 因子機能 阻害ペ プチ ドの創薬 な どの臨床応用 を検討す

べ きで あるとの助言が され た。

 以 上、本研 究 は い くつ か の検討 を要 す る課題 を残 してい る もの

の、p54曲 がAR AF-1転 写活性化共役 因子 と して機能 す ることを初 め

て明 らかに した こ とで、男性 ホル モ ン受容体 の新た な転 写制御機構

を示 した点 におい て有意義 な研究 である と評価 され た。
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