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Ubcg　 interacts　 with　 chicken　 ovalbumin　 upstream　 promoter-transcription　 factor　 I

　　　　 and　 represses　 receptor-dependent　 transcription.

(Ubc9はchicken　 ovalbumin　 upstream　 promoter-transcription　 factor　 Iと 結 合 し 、

　　　 　　　 　　　　 受 容 体 依 存 性 の 転 写 活 性 を 抑 制 す る)

内容の要旨

小　林

　副腎皮質において、ステ ロイ ド17n・水 酸化酵素(CYP17)は 、糖質

コルチ コイ ド産生の鎚 となる酵 禦であ る。これま で私 どもは、マ ウス

副腎皮質Y-1細 胞において、CYPII遺 伝 子の転写が、核 内受a体COUP

・TF【に よ り抑 制 され るこ と.ま た ク ッシン グ症 候群副 腎腺腫 にお い

て、CYPI7の 過剰発現 とCOUP・ τFlの低 発現があ ることを見いだ して

きた。本論 文では、00UP・TFIに よるCYPI7発 現調 節の分子機柵 を明 ら

かにす るためにyeast　two-hybridsystemを 用い て、ヒ ト副層腫窃oDNA

ライブラリーか らCOUP・TFl結 合 蛋白のスク リー ニン グを行な った。

　 COUP-TFIの 新 規 結 合 置 白 と して.　U6iquitin・Conjugating　 enzyme　 9

(Ubc9)を 同 定 した 。　Ubc9は 、　smell　ubiquitin-related　modifier一 巳(SUMO

・1)に よ る 蛋 白修 飾(SUMO化)に お け るSUMO.1　 conjugating　enzyme

と しての 機 能 が 綴 告 され て い る。U眈9とCOUP・ τF1の 結 合 は.　yeaseに

加 え て、」"確κpgl鷹g伽 ㎝e・Svensferaso-pulldoxm法 で も碗 認 され た。 さ

ら に 、共 焦 点顕 微 鏡 に よ る検 尉 で は 、COS一1細 胞 の 核 内 でCOUP-TFlと

Ubc9が 共 在 し、 免 疫 共 沈 降 法 に て細 胞 内 で の 複 合 体 形 成 が 碗 認 され

た。次 に,N末 端 お よ ひ℃末 端 欠 失 変 異 体 を 用 い た 結 合 部 位 の 検 附 の 結

果,Ubc9のC末 蟷 〔ア ミノ酸59-158Jと 、COUP-TFIのC末 端(ア ミノ

X383・4031の 結 合 を駆 め たNonhem　 610iに よ る粗 織 分 布 の検 肘 で は 、

00UP・TFl.　 Ubc9共 に 広 く分 布 し、 特 に副 腎 皮 質 、 精 巣 、卵 巣 な どの

ス テ ロイ ド産 生 組 繊 に 高 発 現 を 誌 め た。

　 次 に,COS・1細 胞 を用 い たtransirnttransfcction法 に よ り、Ubc9の 機 能

解 祈 を行 った。Ubcgi3,COUP-TFIと 共 発 現 させ た場 合,　C}P'7レ ポ ー

タ ー 活性 の 転 写 抑 制 に は た ら くCOUP・TF1の 新 規oorepressorで あ る こ

とが示 され た.ま た 、鵬9をGa14転 写 因 子 のDNA結 合 部 位 との 　P

白(Ga14Ubc9)と して発 現 させ た 結 果Ubcgiは 内 因 性 に 転 写 抑 制 部 位

を 有 し て い た が、 ヒ ス トン 脱 ア セ チ ル 化 酵 棄(HDAC)阻 害 薬 の

面cho蜘 面A処 置 に よn.Gal4-Ubc9に よ る転 写 拗 制 は変 化 を 示 さず,

uichostatin　A感 受 性 日DACの 直接 的 な 開 与 は 少 な い と考 え られ た。 さ

らに 、Ubc9のSUMO化 活性 欠 失 変異 体C93Sは 、野 生 型 と同 搬 にCOUP

・TF【に よ る転 写掬 制 を示 した。以 上 の 結果 よ り、Ubc9は 、　SUMO化 活

性 とは独 立 したCOUP-TP】 のcorepressorと して の 機 能 を 持 つ こ とが 明

らか とな った。

佐　紀　子

臨文審査の要旨

　副腎皮質 に存在す る17a一 水酸化酵 緊(CYP切 は、糖質 コルチ コイ

ドの産生 に関与す る健 とな る酵 禦であ る。このCYP17の 発 現調節に核

内受容体 であるchicken　oval旦bumin　upstream　promoter　Transcription　factor

l(COUP-TFI)が 重竪であ り、CYPI7遺 伝 子の転写抑制 に働 くことが

示唆 され ている。 この転写抑 制に何 らかのcorepressorが関与 してい る

可能性が ある ことか ら、 当研究者 は、ye箇 晦hyb醐5ンsl㎝ を用いて

ヒ ト副 腎腫 瘍のcDNAラ イ ブ ラ リー か らCOUP・TFI結 合 蛋 白の ス ク

リーニ ン グを行 い、新 規結合 彊 白 と してubigitin・9Dゆ8頒"8　enryme

(Ubc)9を 同 定 した。このUbG9とCOUP-TFIの 結 合は、　y㎝s1に加 えて、

in　vitro　glutation・S　vansferase・pulldown法で も確認 され た。 共焦点顕微

鏡 でCOUP-TFlとUb。9がCOS・1細 胞 の核内に共存 し、免疫 沈降法で細

胞 内での襖 合体形成が砲認 され た。COUP・TFIとUbc9の 結 合郎位の検

討 で13,COUP・ τFlのC末 端 とUb69のC末 端 との結合 を腿め た。さらに

Ub69の 生体内の分布 に関 して、副腎皮質、性腺 などのステ ロイ ド産生

組織 に強 く発現 してい るこ とを認めた。Ubc9の 機 能解析 では 、Ubc9が

CYP17レ ポ ター活性 の転写 抑制に働 くCOUP-TFIの 新規corepressorで

あ7、SUMO化 活性 とは独 立 して機能 を発揮す ることが明 らかに され

た。

　 二のよ うな研 究に関 して、Ub69がCOUP・TF且 の新規◎orepr邸orであ
る こ とをye匹Uwo-hybrid　 systemだ け で な く、㎞VIUO　 glu亀a㎞ion・S

証閃5伽邸坤ull南wn法 で も確認 してお り、 さらに結合部位 に開 して も

詳細 な検討がな され てお り、Ubc9がCOUP-TFIのcorepressorと して問

違 いないと考え られた。共無点頒微鏡 による観 察、また免疫 共沈降法

によ りCOS・1細 胞 の核内 にCOUP-TFIとUbc9が 共存す る こと、また細

胞 内で複合 体が形成 され る ことが示 されたが 、写真 の とり方に問題が

あn,も う少 し明瞭な写真 が示 され るべ きで あった とされた。

　 この研究 で最 も注 目され た点は、Ubo9の 生体の分布 状態 と副腎皮

質 の各 ゾーンでの発現状態 である。U㏄9は 広汎 な組織 分布 を示すが、

副 腎皮 質 と性 腺 に特 に高発 見がみ られ た点 が注 目 された。 当研 究者

は 、ステ ロイ ド産生 と関係 してい ると したが、今回 は性腺 での検附は

な され てお らず、今後の検肘繰題 とされた。またUbc9が 副腎皮質球状

層 に強 く発 現 していた こ とか らCYPI7f3か りでな く,CYPI18と の関

係 も検討 すべ きであ るとされ た。

　Ubc9がCOUP・TF1のcorepressorと して働 き、　CYPI7の 発 現に抑制的
に働 くことか ら、臨床的 には、アル ドステ ロン産 生腺 腫、c邸hing症 候

群やpreclinical　Gushing症 候 群、さらに非活 動性副腎腺腫 でのUbc9が 注

目され た。当研究者 らの検 肘では、Cushin彦症候群の腺 腫のみで発現の

低 下を認 め、他の腫 瘍での変化は少な く、その意義 の検討 は今後の課

題 とされ た。

　以上の よ うに.本 研究 ではCYPI7の 転写抑 制に働 くCOUP・TFIの 新

規wrcpressorと してUbc9を 同定 した ことから、今後 の この領城の研究

発展 に大 き く貢献 す る瞼 文 と評価 された。
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