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序論

生体の基本構造である細胞は、増殖や分化、細胞死や恒常性維持といった生命現象を様々な外界のシグ

ナルによって制御されている。このような外界シグナルとしてはJ増殖因子、神経伝達物質、ホルモン、

ビタミン、熟ショックなどがあlデられ、細胞がこれらのシグナルを正確に判断し、遺伝子発現を伴って応

答することは生理積能の維持に重要である（Fig．l－1）。このようなシグナルは、親水性、分子量のなど

の化学的な性質の違いから細胞への進入経路が異なっており、これらのシグナルを受けるため、細胞には

それぞれに適合したレセプターが必要である。例えば、増殖因子、神経伝達物質、ペプチドホルモンなど

の親水性物質は、多くの場合細胞膜を透過できないために、細胞膜にレセプターが存在する必要があり、

ステロイドホルモン、甲状腺ホルモン、脂溶性ビタミンといった脂溶性物質は細胞膜や核膜を透過できる

ことから細胞質や核などでレセプターがそれらのシグナルを待ち受けることが可能である。このように、

さまざまなシグナルを受容するにはそれぞれのシグナルに適応したレセプターが、シグナルを受けるのに

最も適した領域に局在することが不可欠である。レセプターが受けたシグナルは、その下流に存在するシ

グナル伝達分子へと伝えられ、最終的にシグナルの多くは、核内で転写制御因子に伝えられる。転写因子

はそれぞれのシグナルに対応した標的遺伝子を様々な介在因子とともに発現を融御している。このような

シグナル伝達分子や転写因子も、レセプターと同様にそれぞれがシグナルの種類や伝達順序に応じて細胞

内の最適な場所に局在し桧能する必要がある。またシグナルの伝達は経時的に、一定の順序を持って進行

すべきものであり、必ず連続的に伝えられるものである。づまり′、細胞外からのシグナル伝達経路とその

横棒を解明するためには、これらの分子が細胞内のどこに局在し、いつ模能しでいるかを解析することが

必須である（Fig．1－2）。

本研究では、この間題に対してステロイドホルモンの細胞内シグナル伝達機構をモデル系として着目し

た。ステロイドホルモンとは、性ホルモンと副腎皮質ホルモンの2種に大別され、いずれもコレステロー

ル誘導体で、ステロイド骨格を持つ分子量300程度の脂溶性低分子の籍称である。例えばグルココルチコ

イドホルモンは、唐代軒、ストレス抵抗性、抗炎症反応、免疫抑制作用に関わることが明らかになってお

り、現在はリュウマチ、喘息、薬物アレルギーなど多くの疾患治療にも用いられ、薬理的にも重要な分子

である。このようなステロイドホルモンは、内分泌腺から分泌され、血流によって運搬され遠く離れた標

的細胞の模能を調節している。この働きの非常に興味深い点は、体内のほぼすべての細胞がホルモンと叢

触するにもかかわらず、ごく限られた細胞のみがこのホルモンに応答するということである。この間題に
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対してステロイドホルモンの研究の第二段掛ま、窟由緒施にわレモンが蓄積するといった観察事実から始

まったoJc鮎亡nらによってトリチウムでラベルしたステロイドホルモンであるエストラジオールが調製さ

れ、これを雌ラットに注入すると、横的と考えられていた子宮に長時間保持されていることが判明した。

さらに致k山肌は、オートラジオグラフイーを用いて、数分の間にステロイドホルモンが細胞内に蓄棟さ

れることを組親切片を用いて明らかにした。この研究はStumpfらによってさらに詳細な解析がなされ、標

的細胞にまだ何も変化が認められない定時間に、ステロイドホルモンが核に局在する傾向があることが証

明された。この結果は、ステロイドホルモンの作用機構が遺伝情熱こ関与することを強く示唆し、細胞に

はホルモンの受容体（レセプター）が存在するという概念が登場した。この概念によって、細胞膜、核膜

を自由に透過するステロイドホルモンが、迅速に細胞内に保持されることや、比較的簡単な構造を持つス

テロイド分子が、生体内でさまざまな機能を果たすことが説明されるようになった。このような概念上の

分子には2つの条件が課せられた。一つにはレセプターはステロイドホルモンそれぞれの標的細胞に特異

的に存在し、それ以外の細胞には存在しないこと、二つ日にレセプターはそのホルモンに高い親和性を有

し、生理作用の異なる分子には親和性を示さないことである（OM班eyBW，etal．，1976）。このような観点

から、トリチウムラベルされたステロイドホルモンを指標に沈降度8－9Sの分子が同定されていたが、1985

年に王va鮎・がグルココルチコイドレセプター（GR）を、C鮎mbonがエストロゲンレセプター¢R）のクローニ

ングに成功することで、はじめてステロイドホルモンレセプターの実体が明らかになった田01lcnk喝SM，

etal．，1985；Gr∝nS，etal．198句。このようにして、体内で分泌されたホルモンが遠く離れた細胞に作用す

るには、標的細胞に発現するステロイドホルモンレセプターに結合することが重要であることが明らかに

なった。

以上のように、これらホルモンの伝達機構の研究は、リガンドを標識することによって常にその局在と

時間を手がかりに進められてきた。このようないつ、どこでといった情報が必要なのは、組織レベルでの

解析だけでなく、より詳細な細胞内での解析にも重要である。細胞に到着したホルモンがどのように核へ

伝えられるのかを理解するために、ステロイドホルモンレセプター分子の空間的、時間的な制御を明らか

にすること、さらに細胞内の微細な蛋白質の挙動を解析するために、細胞の生理状態をいかにして反映し

観察するかということが重要であると考え、本研究ではG代光nFluore5CentProtein（G押）を用い細胞内での

グルココルチコイドレセプター（GR）分子の動態をモデル系とした細胞内蛋白質の可視化系を構築すること

から始めた。

GFPはアメリカ・ワシントン州北部沿岸のサンジュアン鳥フライデーハーバーの海面近くに生息する

A叩α切庇わ壷（オワンクラグ）の持つ蛋白質である。A甲UO潤庇ね血は外からの刺激に対して、

photocyteと呼ばれる黄色・球状の細胞組織に存在する発光液が海水中のカルシウムに反応することによっ
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て緑色の蛍光を発する。この発光液中には2種類の章白質が存在することが明らかにされ、一つがGFPで

もうー方がユタオリンである。ユタオリンは、套白質であるアポユタオリンに発光種のセレンテラジンと

酸素分子が結合した複合俸として存在し、これにカルシウムイオンが結合することでコンフォメーション

に変化が起こり、セレンテラジンの酸化が開始してエネルギーが生じ、試験管内では亜5nmの青い光を発

する。ところがエクオリンは、A呵m鱒＝克仙南の生体内ではその発光エネルギーを光として放出せず共存

するGFPに与える。この現象はRadiationlesscnergytrzuuftrと呼ばれおり（Moriseetal．，1974）、GFPはこのエ

ネルギーによって助走されて、釣508nmの緑色の蛍光を発する。精製した黄白質の解析からGFPの助走ス

ペクトルは395mmと475nmに橿大があり、発光スペクトルは508n爪に極大があることが判明している

OvIoriseetal・，1974）。また1992年には遺伝子の塩基配列が決定された（1992，Prasheretal．）。AequoTt，＆Yittotia

は少なくとも3つのGFP遺伝子をもっており、異なる遺伝子に由来する数種類のcDNAがh由her（1992，

Prasheretal．）と井上（1994，血ouyeetal．）によって独立に単粧されている。GFPによる蛍光発光の分子模構

はまだ完全に明らかではないが、65から67番目のアミノ酸であるセリン（S）、テロシンm、グリシン（q

が環状化し酸素分子による酸化を受けて発色団が形成されると考えられている。（馳momuraO，etal．，

1973；W訂detal．，1989）

GFPcDNAの単乾によって大腸菌を用いて組み義え蛋白質の合成が可能になった。大腸菌で合成された

蛋白質もA甲U㈹血血8から精製したGFPと同樵のスペクトルを有するため、異種生物細胞内での発現お

よび蛍光発光の可能性が示唆された（1994，houyeet山．）。さらに、大腸菌を用いてGFP変異体のスクリーニ

ングも可能であり、目的に応じて有用な変異株を遺伝子操作を用いて得ることが試みられるようになった

（Heim．，1994；Yang，T．T．et．al，1998；Siemering，K．R．，1996；Anderson，M．T．，1996）。

GFPの特徴は、エクオリンからのエネルギーを比較的長波長のW光（約360ヰ00nm）によって代用する

ことができ、励起された喜白質が強い蛍光を発することにある。さらに蛍光発光にはA甲Uα切止血由特有

の基質を一切使用せず、大腸菌を例にするように他の生物内においても蛍光発光が可能である。これは、

β一ガラクトシターゼやホタルから単離されレポーターアツセイに広く用いられているルシフェラーゼが

酵素として用いられているのとも大きく異なる点である。また蛍光抗体法のように細胞を固定せずに観察

が可能であることは、生頴胞の蛍光ラベルにとって画期的なメリットである。GFPはそれ自身安定であり

固定しても蛍光発光に間是はない。さらにGFPは比較的分子量が小さく（27kDa）、サブユニット構造を持た

ない単一ペプチドであるため遺伝導入が比較的容易であるPrashere（aI．，1992；houyeetaI．，1994）。

光学的な側面からも助走光、蛍光がFITC（exニ49011m em＝520nm）に類似しているため、新しくGFP用の

システムを構築する必要なく口TC用のフィルターをそのまま使用することで、従来の蛍光顕微鏡を用い

ての観察が可能である。さらにGFPはnTCなどの蛍光試薬と違い退色が極めて少なく長時間の観察が可能
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である（Chd鮎亡tal．，1994）。

1994年になると線虫の特定の細胞で特異的に活性化されるプロモーターの下読にGFPをつないで、生き

たまま線虫の細胞ラベルに成功した報告がなされた（Chal鮎etal．，1994）。続いてショウジョウバエのRNA

結合蛋白質とGFPとの融合蛋白を用いてショウジョウバエ初期胚におけるこの蛋白質の局在バターンの可

視化に成功した報告がなされたⅣ血getd・，1押4）。このことから、GFPが生体での細胞系諸のマーカー遺

伝子およびマーカー蛋白質として、さらに細胞内蛋白質の蛍光タグとして有用であることが示唆された。

本研究では、の生細胞における細胞内蛋白質の経時的観察システムを構築するために、G汗の改良および

融合蛋白質の細胞内での積龍雄持について検証した。のさらにこのシステムを用いてステロイドホルモ

ンをリガンドとしたグルココルチコイドレセプター（GR）の細胞質から核へのシグナル伝達横棒を解析し、

GRの細胞質保持機構のモデルを示した。仰）核内でのGRの転写調節模様について検討し、GRの転写複合

体の形成とその局在について明らかにした。GFPを用いることにより、従来の手法では検討できなかった

細胞レベルでの経時的、空間的なホルモンシグナリングの解析を行い、細胞外からのシグナルが細胞質や

核内でどの様な機構によって転写応答へと変化されていくかを明らかにした。
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Fig．ト2
細胞外シグナル伝達系路

細胞には様々なシグナル伝達分子が存在し、細胞夕けらのシグナルを正確に核
まで情報を輸送している。

これらのシグナル伝達分子は、シグナルの流れに従って経時的に、適材適所で
機能している。



材料と方法

プラスミド構築

PCMX－AFP．pCMX－AFAP

Clonthch社htmanizcdGFPに01igoprimerS65A（A）β65A（B），Y145F（A）rY145F（B）を用いて点変異を導入し

AFP．AM5’primermFP3．primerによって増幅したPCR断片を作製し、PCMXベクターのAsp718PamHサ

イトに凄合したbCMX－AFP）。さらにAFPにV163A（A）rV163A（B）primerを用いて点変異を導入しAFP，

AFAP5’prime脚3’primerによって増幅したPCR断片を、pCMXベクターに接合したbCMX－AFAP）。

S65A（A）／CCCrGGCCCACAmGTGACCACCrrCGCTTACGGC

S65A（B）／GCCGTÅAGCGAAGGTGGTCAmGTGTGGGCCAGGG

Y145F（A）／TACAACTrCAACAGCCACAACGTATACATCATG

Y145F（B）／CATGATGTATACGTrGTGGCTGTTGAAGTrGTA

V163A（A）／GGCATCAAGGCCAACmAAAATCCGCCACAAC

V163A（B）／GTrGTGGCGGAT7TTWGTTGGCmGATGCC

AFP，AFAP5’primer／GGCGGCCCGGGTACCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC

AFP3’primer／GCCCGGATCCTGATATCGTCGACCCGCCTGAmGTACAGCTCGTCCATGCCGTG

AFAP3’primedCGGCGGATCCrGATATCCrCGAGCCGCCCTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGTG

PCRの反応は94℃5minの後、94℃1min，55℃1min，72℃2minのサイクルを15－20回行ない72℃を7min

の後4℃にした。

pCMX－hGR3■M，PCMX－hGR－GFP

PCMX－hGRのPstIからBamHを切断し、hGRを鋳型にしてprimer／GRpstI（A）とGR3’M（B）を用いてPCRで

増幅した断片を凍合し、bCMX－hGR3，M）hGRの終止コドンを取り除いた。その後pcMX－hGR31modifyを

PmlIB弧1HIで切断し、そこに5■blun GFP PCR断片を接合した。

GRpstI（A）：ACCCrACTGCAGTACTCCTGGATG

GR3M（B）：CCGCCGCCrAGGACGGTGCACGGTGAAAACTACmGTmCAAA

5．blun GFP PCR断片

primer5．blunt仏FAP3’を用いてpCMX－AFAPを鋳型にPCRを行った。
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5’bluntP3ATATCACGTGAGCAAGGGCGAGGAGCrGTTCACC

AFAP3’／CGGCGGATCCrGATATCCrCGAGCCGCCCTACTTGTACAGCrCGTCCATGCCGTG

OFP♯－GR

GFP・GRをAsp718βalIサイトで切断しGFPを取り出す。PCMX－A抒からAsp718βalIサイトで切断したAFP

断片をGFPを切り出したGRベクターに寺合した（Ogawaetれ1995）。

pCMX・hGR550－GFP

PrimcrGRClaI（A）と550－3MP）によって増幅した鮎gmentをhGR－GFPのClaI－PmlIsiteに夜合した。

GRClaI（A）：GGAAGGAmGCÅTCATCGAMCG
550－3M（B）：CCGCCGCACGTGGCTATCATATCCTGCATATAACAC

hGR595．3M，hGR595－GFP

PCMX－hGR3MのPstIサイトを切断し、切り出された断片を除去後T7DNApolymeraSeで末端を平滑化した

（hGR595．3M）。primcr5．blunt2／AFAP3．を用いpCMX－AFPを鋳型に増幅した断片をPmacIβamirサイ

トに凄合した（hGR粥5－GFP）。

5’blunt2／CCCGAATCGATATCACGTGGCAGCAAGGGCGAGGAGmCACC

AFP3■primer／GCCCGGATCCrGATATCGTCGACCCGCCTGACTrGTACAGCTCGTCCATGCCGTG

hGR500－GFP／GFP－GR500

hGR－GFPGFP－GRそれぞれを駄oRトPmlIで切断し辛合した。

Tau－GFP

primertau151とtau13’を用いPCRによって増幅した断片をhGR－GFPのAsp718－PmlIsiteへ接合した。

tau15’：GGAGGAGGTACCACCATGCAGCAGCCTGATCrGTCCAAAGCAG

tau13’：CGGCGGGTGCACrGGAGGCGGGTCAÅAGAGAACGAmGGGGTCC

pCMX－hGRAAD3M，pCMX－hGRAAD3M－AFAP

PRS－AAD（Ho11enbcrgSM，etal・，1988）からAsp718－PstI断片を切り出し、PCMX－hGR3M，pCMX－hGR－GFPそ

れぞれのAsp718－PstI切断ベクターへ篠合した。
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PCMX－HSP90，pCMX－HSP903M，PCMX－HSP90－GFP

pBS－HS門0からHSP90瓜NAを含むA印718一助血Ⅲ断片を切り出しpcMXの同サイトに凄合した。

Primer（90aAn2）／OISP90a3M）によって増幅したPCR断片をAsp718－An2で切断したpcMX－HSP90ベクター

に叢合した（pcMX－HSP903M）。pCMX－HSP903Mの付加されたPmacIサイトとBむ嘘Ⅱサイトを切断し

5－blunGFPPCR断片を導入した（pcMX－HSP90－GFP）

（90aJR2）GAGACCTnAAGGCAAAAGGC

（HSP90a3M）GGCGGATCCCAGGTGTCCGCCGTCTACTTCTTCCATGCGTGA

pCMX－HSP905M・GFP

Primer（90a5M）と90ABGI皿を用いたPCRによって作製した断片をpcMX－HSP90－GFPのAsp718JBgⅢ：に

組み込んだ。（pCMX－HSP905M）

（90a5M）GCCGCCGGTACCACCATGCCCGGGCCTGAGGAAACCCAGAcccAA

（90ABGL巧CCAATGCATCrGATGAAmGAAATGAGCrC

pCMX－hヱR3M，pCMX－h王R－GFP

p血erER－Bg12／山王鮎M（B）を用いてhERcDNAを鋳型にPCRを行う。約700bpの断片をB由2βむn打で切断し、

pcMX－h王Rの同サイトに導入したbCMX－hER3M）。この操作によって付加されたPmacIサイト

CrAXARA）とBammサイトを切断し5．blun GFP断片を孝合する匝CMX・hER－GFP）。

pCMX－hGR－HSP90－GFP

pcMX－HSP905M－GFPのAsp718－Smalサイトを切断したベクターを準備し、PCMX－hGR－GFPから切り出し

た心p718－PmacI断片を接合した。

PCMX－hER－HSP90－GFP

pcMX－HSP905M－GFPのAsp718－SmaIサイトを切断したベクターを準備し、PCMX－hヱR－GFPから切り出し

た心p718－PmacI断片を接合した。

PCMX－hGRDAD・HSP90－GFP

pcMX－HSP905M－GFPのAsp718－SmaIサイトを切断したベクターを準備し、PCMX－hGRAAD3M－AFAPから

切り出した心p718－PmacI断片を接合した。

－9一



pCMX－hGR550－HSP90－GFP

PCMX－HSP905M－GFPのAsp718－SmaIサイトを切断したベクターを準備し、PCMX－hGR550－GFPから切り出

したAsp718－PmacI断片を凄合した。

pSG5－TIF－2－flag

PSG5－T『－2（VoegeIJJet・al，1996）をBst刀βaJhfEで切断し、PrimerT7Fl昭一A　〝刑ag・Bを用いてPCRで増幅

した釣100bp断片を接合した。

TTFlag－ACCAAACCAGCTGCCmGAATGGATÅTGAmGCAGGAGGGAGACACAACACGGAAATATrGC

TTFlag－B GGCGGCGGATCCTrGTCATCGTCGTCmGTAGTCCATGCAATATTTCCGTGTrGTGTCrCC

TIF－2欠失変異体

pSG5－TIF－2－APstI

pSG5－T『一2一瓜喝のPstIサイトで切り出される断片を除去した後に凄合した。

pSG5－TIF－2－AHAT

れuⅡの限定消化によって3246■338bpの欠失を行った。

pSG5－TIト2－APstI仏HAT

AHATにAPstIと同様の処理を行った。

PCMX－gal－CID－GFP

pCMX－hGR－GFPをAsp71絆macIで切断し、Primerset．T『CID－AqFCID－Bを用いてPCRによって増幅した

TIF－2のCⅡ）（2821－3470bp）を導入し（pcMX－CID－GFP）、その後gal4DBDをprimerGal4－AS町Gal4－3・ⅩSを使

用して増幅しAsp718β払dサイトに凄合した。

T】アCID－A／GGCGGCGGTÅCCACCAJGGGTÅACAGTGmCTAGACCTACT

T『CID－B／GGCCGGGGATCCCACGTGAAAGmGGATmGCÅTGGG

Ga14－ASP／GGCGGCGGTÅCCACCATGAAGCrACTGTmCTATC

Gal4－3’ⅩS／CGGCGGCCCGmCTAGÅTCCGAACrCCGGCGATACAGTCAACTG

gal－NMBD－GFP（gaトHAT－GFP）

gal－CID－GFPと同掛こT7F－2の（34804380bp）の領域を増幅しpcMX－CID－GFPのCIDの代わりにNMBDを導入

した後、ga14DBDをprimerGaI4－AS即Ga14－3．XSを使用して増指しAsp71鋸枕慮サイトに孝合した。

HAT－AJGCCGCCrCTAGAÅTGGGACAGCGGCmGTTAT

－10一



HAT－B爬GCGGCCACGTGGCCGCCGCAATAmCCGTGTTGTGTCrCC

PCAGGS－TIF・2－flag．

EcoRmamfEでT『－2を含む全長配列を切り出しpcAGGSのEcoRyBglⅡサイトへ凄合した。

細胞堵姜

COS－110TIPCV－1Helaいずれの細胞も同掛こ10％FBSDMEMで通常培善し遭伝子導入前、2日間10％

FBSD－MEMとopti－MEM（GBCOBRL）を2：8で混合した溶液で培善した。

遺伝子導入

6－8jLghnlのDNA溶液と3・6jLghnlDMR正一C（GBCOBRL）を混合し20分静置する。等容量の細胞懸濁液

と混ぜ6時間培養する。その後に培養液を交換しさらに36時間培養し解析に用いる。

レポーターアツセイ

COS－1／CV－1細胞に曲ctor（PCMX－hGR－GFPなど）50ng、r？POZtCr脚Ⅴ－Luc）400ngb－gal（PCMX－bgalwell

間の遺伝子導入効率祐正の為）300ng／weuの割合セ24welldishを用いてリン酸カルシウム法または、

DMN－C（GIBCOBRL）によって遺伝子尊入する。6時間培養後リガンドを加えさらに36時間考姜する。ルシ

フエラー・ゼ活性をベーターガラクトシターゼ活性で平均化した億を測定値とし、2－3点の平均値を用い

解析を行った。

β一ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼアツセイ

24穴培姜皿あたり1mlのPBSで2回洗浄した後、100〝1の細胞溶解液（25mMTds－POりpH7．8），15％

glycerol，2％CHAPS，l％Lecithin，1％BSA，4mMEGTA，8mMMgCl2，1mMDTr，0．4mMAPMSF）を加え細胞

抽出液を調製した。β一ガラクトシダーゼアツセイ（別1undetd．，1粥5）は、細胞抽出液50／‘＝こβ一ガラクトシ

ダーゼアツセイバッファー（60mMNi2HPO．・12Hユ0，10mMKCl，lmMMgCl2，40mMNaqPOJ，1lmM

ONPG，42．9mMβ一皿em甲tO血弧Ol）を100〝1加え37℃で20分保温した。酵素反応を1MNa三CO，100〝lで停

止させ、OD420を測定した。

ルシフェラーゼアツセイはプロメガ社の説明書に従い行なった。細胞抽出液20／‘‖こルシフェラーゼ活性

測定用基質920mMtricine，1．07mM（MgCO3沖Mg（OH）2・5伽，2．67mMMgSO一，0．1mM王DTA，33．3mM

DTr，270mMcoenzymeA，470mMluciftrin，530mMATP）を100FLl加え、活性をルミノメーターで測定した。
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血sjEuDNA binding asscy

T『－2とhGR－GFPまたはhER－GFPをCOS－1細胞に導入し32時間培養する。GR佗Rそれぞれのリガンドを

加し15分後にfぬを形成している細胞を蛍光で検出しビオテン化したp血er問－〟剋－B）を等圭混合

し650Cで20分間加熱してから2時間室温に静置する○その後DNÅprobeをpH7．4のPBSまたはTEに懸

濁し1ug／ulになるように希釈した後、核へ注入した。370cで2－5時間培養後0．5％tritonXCSKTbu批rで一

度洗浄し、4％ホルマリン溶液で固定をする。1：50の抗ビオテン抗体で染色し蛍光板寮を行った。

核マトリックス分画

主に文献（VanSteenselBet．al．．1995）に従った

6cmまたは10cm培養皿へ遺伝子導入後の細胞を回収し一度PBSで洗浄後CSKTバッファーを加え氷上で

3min静置した。

8000回転で30秒速心した後上清を（刃分画とする。ペレットに対しEXバッファーを加えビベッティング

によって撮絆した後氷上で3min静直した。

8000回転で30秒速心した後上溝を田）分画とした。

さらにべレットに対しD仙eIバッファーを加えピベッテイ．ングによって推拝した後37℃で30分インキエ

ペートする。8000回転で30秒遠心した後上清を（q分画とした。

ペレットに射しNaClバッファーを加えビベッティングによって投辞した後氷上で3min静置する。

8000回転で30秒遠心した後上清をP）分画とした。

ペレットに対しURヱAバッファーを加えビベッティングによって複拝し鰐）分画とした。（翔一何の分画を定

量的に7．5％SDS－PAGEに泳動し、セミドライブロツターを用いてニトロセルロースメンアレンに転写し

た（2mA／m）。特異的抗体およぴHRP二次抗体と反応させたのちECLkit（Amesham）を用いてバンドを検

出した。

CSK bu飴r

lOmMPIP王S（pH6・8），100mMNaCl，300mMsucrose，3mMMgC12，1mMEGTA，1mMPMSF

CSKTbu飴r

CSK bu蝕r O．5％TritonX－100

EXk蝕r（岬）ユSO4bu放り

10mMPIPES（PH6・8），100mMNaCl，300mMsucrose，3mMMgClヱ．1mMEGTA，lmMPMSF

Digestionbu蝕r
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DNAseI200unithnI＋10mMPⅣES（pH6・8），50mMNaCl，300mMsucrose，3mMMgCl2，1mM王GTA，

1mMPMSF

NaClbu飴r

10mMPIP王S（pH6．8），2MNaCl，300mMsucrose，3mMMgC12，1mMEGTA，1mMPMSF

U托abu飴r

8MUreaル1MN嘘iガ04．0．01MTds．bH8．0）

in situ　核マトリックス分画

上述と同様のバッファーを培養皿に培善したままの状態で添加した。細胞がはがれやすい場合にはEXバッ

ファー添加時にNaTTを0．5－1．OmM添加し核マトリックス構造を安定化させたⅣanSteenselBet．al．，1995）。

観察前にDAPIかHoechst33342を添加しChromatineDNAが完全に溶出されたのを確認した。

蛍光抗体染色と蛍光観察

4％ホルマリン水溶液を加えて4℃で30分国走した。Hむ止sまたはPBS溶液に最終濃度0．1％のtdtonXl00を加

えたHanksTまたはPBSTでよく洗浄した。

メタノールを加え一20度で30分静直後によく洗浄しブロッキングのために1％BSAを溶かしたPBSTを加え

1時間以上振塗した。最適濃度の1次抗体を希釈し加え（PCAF座3001：50）、室温で1時間振塗したのち3

回洗浄した。さらに2次抗体を加え1時間壷塗した。よく洗浄した後Hoecbst33342またはDAPIを適当量添

加し10分振とう後PBSで洗浄し観察した。

GFPの場合、遺伝子導入後36－48時間培養し蛍光を観察する。蛍光の観察時には培養液をPBSで洗浄し、

opti－MEMを加え戟察する。間擾蛍光抗体法の場合も染色後陀Sに置換し観察する。

ZWISSAxiophotoを用いレンズは水没レンズ40Ⅹまた63Ⅹを用い、フィルタ，－はFITC、TexRed、tTVの

創tersetを用いる（Ogawaet．a，1995；1997）。

免疫沈降法

COS－1細胞にhGR－GFPとT『一2－flagの発現プラスミドを共発現させ36時間培養する。1FLMのDexを添加し

た後2時間培養し細胞を回収する。回収した細胞をPBSで一度洗浄し、抽出バッファーを加え液体窒素で

冷却した後氷上でゆっくり融解する。この操作をもう一度繰り返し、15000回転15分遠心した後上清を細

胞抽出液として回収する。

アガロースA旧ビーズに抗Flag抗体とmou鍾の正常血清をそれぞれ1時間以上4℃で吸着させ、洗浄バッファー
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でよく洗浄した○初めに、正常血清を吸着させたビーズを調製した細胞抽出液と混ぜ2時間4℃で緩やかに

混合する（プレクリアー）。1∝伽回転で1分遠心し上清を回収しど－ズは3回洗浄する（非特異的結合の

コントロール）○回収した上清に、抗鮎g抗体を吸着させたビーズを混ぜ2時間4℃で緩やかに混合する。

1∝氾0回転で1分遠心し上清を回収し（上津サンプル）、ビーズは3回洗浄したのちにべレットサンプルと

して回収する。ペレットサンプルは全量の1仏上浦サンプルは全量の1／10を95℃10分間熱した後に遠心し

て上清を7．5％SDS＿PAGEをおこなった。

ウエスタンプロテイング

泳動したSDS－PAGEゲルをセミドライブロツターを用いてニトロセルロースメンアレンに釣120分家写し

た（2mA／叩）。バッファーはSDS－PÅ従泳動バッファーに10％のメタノールを加えたものを用いた。転

写したメンアレンを1時間以上5％スキムミルクを用いてブロッキングし、特異的抗体を最適濃度に希釈

して（GFPl：1000）添加し1時間室温で振塗する。3回PBSTで洗浄後、HRアニ次抗体と1時間反応させ3

回PBSTで洗浄する。ECLkit（Amesham）を用いてバンドを発色させⅩ線フイルムに感光させバンドを検出

した。
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第1章

本所究の初段階として、生細胞内喜白質の動態を可視化するために、以下の条件を兼ね備えた橋詰物質

を用いなければならないと考えた。（1）標識物質の細胞内毒性が少ないこと。（2）細胞内で標識する際に、

細胞が生きたままで基質などが加えられるか、または基質が必要ないこと。（3）標識した蛋白質の模能を阻

害しないこと。四）その標識物質自体に局在性、分泌性などの性質がないこと。四）細胞内の様々な生理状

態の変化においても標識物質が安定であること。（5）標識物質の感度が現在の光学技術で容易に観察できる

こと。（句標識した細胞を培養したままで長時間観察が可能なこと。

以上の条件を満たすものとして、北禾沿岸に生息するA叩α田河血血が持つユニークな蛍光葺白質

GreenFluorcscentProtcin（GFP）（Moris亡etal．，1974）を用いた実験系の開発から試みた。

結果

1－1温度感受性耐性GFP変異体の作製

GreenFluorescentProtein（GFP）を生細胞のマーカ⊥蚕白質として用いるために、晴乳類培養細胞での発

現およぴその蛍光観察を試みた。COS－1細胞に野生型GFPcDNA（AGP－1；houyeet．al．，1994）をコードする発

現ベクターを一過的に遺伝子導入し、36時間後に蛍光戟察を行った。しかし、強力なプロモーターを用い

た過剰発現系においても、野生塑GFPの蛍光はほとんど検出できなかった（Fig．1－1A）。そこで発現プラス

ミドの改善や培養条件など様々なバラーメーターを検討した結果、晴乳類細胞において培養温度を一等的

に30℃まで低下させると、強い蛍光を検出できることを見出した。そこで、30℃においても活発に分裂を

繰り返すことができる魚類細胞にGFPを遺伝子導入し観察すると、低温度培養条件で蛍光を検出した肩乳

類細胞よりも著しく強い蛍光を発することが判明した（Ogawaet．al．，1995）。これらの結果はGFPが高温反感

受性を示すことを強く示唆した（LimCR，etal．，1995；OgawaH，etal．，1995；SiemeringKR，etal．，1996；

KimataY，etal．，1997）。事実、GFPが最初に生体内でマーカー遺伝子として用いられたのは25－30℃で培

養できる線虫、ショウジョウバエであり、個体の中でもGFPの蛍光を効率良く検出することができていた

ことに矛盾しない（Chal頁eMet．sl．，1994；WangSet．sl．，1994）。このようにGFPを発現させている細胞の培

養温度を制御するだけで容易に蛍光を検出できたものの、哺乳類周胞において短時間でも培善温度を法下

させるのは、細胞の生理状態に大きな影響を与え、本来の分子模詑を損なうおそれがある。そこで、37℃
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でも強い蛍光を発する温度耐性GFP変異体の作製を試みた。

考慮するパラメーターとして、翻訳効率、発色田の改良、細胞内安定性が考えられ、それらに関与する

と考えられる変異をGFPに導入した。変異体の評価は、培養細胞に変異体を発現させ、37℃で顕微鏡によ

り観察される蛍光強度によって判断した。

まずG押の使用コドンに着目した○オワンクラグの黄白質であるGFPのcDNÅは、アデニン（Ayチミン

mを多用したコドンを持つ塩基配列で、この配列ではほ乳類細胞で覇訳効率が著しく低下することが予

想される田a弧Jet・al・，相知）○そこで、アミノ酸配列を変化させずにシトシン（C）／グアニン（qを中心とし

たコドンのみを変換したGFPcDNAの発現を数種類試みた伽eloff1996；HaBLSet．al．，1996；YangTT，etal．，

1996）○蛍光観察の結果、細胞内で蛍光強度の増加が見られた（和一1－1－B）。この細胞の抽出液を調整しウ

エスタンプロテイングを行った結果、コドンのみの変換で細胞内の発現量が著しく増加していることが確

認できたPATÅnotshown）。しかしコドンの変換だけでは、高温度感受性は改善されていなかったことか

ら、mRNAの不安定性や翻訳効率で温度感受性を示すのではないことが判明した。そこで次にこのような

蛍光の増加は、発色団の改良、細胞内安定性とは独立だと考えられるので、さらに点変異を導入すること

で蛍光強度の増加を試みた。発色団変異は馳imらによって系統的に導入され、特に発色田内に位置する

65番目のアミノ酸に着日し解析が行われている。彼らは大腸菌を用いて蛍光スペクトルの測定、および蛋

白質単位圭あたりの蛍光強度を測定しているが、培姜温度を室温まで低下させて大腸菌体内で発現させて

いるため、温度感受性については検討がなされていない（Heimet．d1995）。そこで、彼らが導入した変異の

中でも蛍光強度が強い3巷類の変異体、65番目のセリンをスレオニンに置換した（S65T）、アラニンに置

換した（S65A）、グリシンに置換した（S65G）を作製し、培養細胞を用いて検討した節g．－1棚）。その結果、

いずれの変異体も培姜細胞での蛍光観察は可能であったが、これらの変異の中で特にS65Aが37℃で堵善

した細飽内で発現量が増加し、強い蛍光強度を示すことが判明した（Rg．－1－3－C、罰g．－1棚）。興味深いこと

にHdmらの報告で最も蛍光強度の強かったS65Tは、いぜんとして温度感受性を示したのに対し、S65Aは

30℃よりもむしろ37℃で強く発現していることが判明した（Fig．－1－4A）。さらにS65Aの励起波長ビータは、

現在使用しているmCフィルターの励起光のビータ470nmに吸収極大をもつことが蛍光測定の結果判明し

（DATAnotshwon）、この変異体が高温度耐性だけでなく、より効果的に蛍光を検出できる変異体であるこ

とを見出した。また、CmedEAらなどによって発色団以外の領域への点変異によってもGFPの蛍光強度

を増加させることが示され（HcimRet．al．，1994；AndersonMTet．al．，1996；CrameriEAet．al．，1996）、これら

の変異は大腸菌内ではGFPの不溶化タンパクの生成を減少させる役割があることが示された（Cmm引iEA

軋alり1996）。さらに同時期に多くのグループがランダムに導入した変異の解析によっても、145番目のテ

ロシン（Y145）もしくは163番目のバリン（V163）といったアミノ酸に変異を導入することで同様の効果
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が見られることが示されたので（AndersonMTet・al・，1996；Cram亡riEAet・al．，1996；YangTT，etal．，1998）、こ

れらの変異をS65A変異体に導入し、蛍光強度および葺白質の発現量を検討した。その結果

S65〟Y145打V163Aの変異体は、発現豊が増強され、主7℃で簡便に蛍光を検出できるようになった

節g・一ト3－D）。GFPの結晶構造が報告されたので、これらの変異を立体構造上に対応させると、興味深いこ

とに、Y145およびV163は発色団を取り囲む11本のβシート上に位置し、中央部に位置する発色団構造の

非常に近傍に位置していることが軸明した。この結果は、尊入された変異が発色田津造を安定に保ち、さ

らには構造の核である発色団が安定することでGFPの構造全体をも安定に維持しているのではないかと考

えられるⅣ弧g．F．軋aL1996；Omo，M．et．al．，柑96）。

以上のように独立したパラメーターを分離した上で変異を複数導入し、堵姜細胞で効率よく強い蛍光を

検出できるGFP変異体を構築したので、このG押を用いて細胞内蛋白質の動態を可視化することを試みた。

そこで着日したのは、ホルモンの受容体であり転写因子であるグルココルチコイドレセプター（GR）である。

ORはリガンドに結合すると自らがシグナル伝達分子となって核へ移行し、核内ではそのまま転写因子と

してDNAに結合し標的配列の豪写を制御することが知られている。そこでこれらの横能と細胞内での動態

の関与を検討するためにGRとGFPの融合蛋白質を構築した。

1－2GRの核移行の経時的観察

GRのカルポキシル末端にGFPを融合させCOS－1細胞に遺伝子導入した。血清中に含まれる内在性ホルモ

ンによる影響を除くために、遺伝子導入2日前から増車液を無血清培地opti－MEMで24時間ごとに希釈し、

最終的に血清濃度が2．0引こなるようにした。この条件で、COS－1細胞に遺伝子導入し36時間後に蛍光像を

観察すると、遺伝子導入された細胞の90％以上においてGR－Gf甲が細胞質に局在しているのが観察された

（Fig．－1－5A）。またこの細胞にDexを添加すると、顕微鏡下でGRの細胞質から核への移行が経時的に観察で

きたげig．一ト5B，C）。細胞質から核へは一部の限られた通路ではなく、全体的に浸透していくように移行し、

ほぼ15－30分で完了した。

1－3　GRの核移行におけるリガンド特異性

GR－GfアがDex依存的に核移行することを観察できたので、リガンド結合の特異性を調べるために核移

行を指標に実験を行った。　COS－1細胞にGR－GFPを発現させて、転写活性化剤（アゴニスト）である合

成グルココルチコイド、加姐me山鮎One（Dex）、弱いながらリガンドとして結合する了ルドステロン（刃do）、

転写の括抗阻害剤（アンタゴニスト）RU486、またステロイドホルモンであるが、GRに結合しないβエ

ストラジオール鰐2）、また、活性型ビタミンAであるレチノイン酸匹A）をそれぞれ十分量（1〝M）添加し
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た仔ig・一1－6）。リガンド添加前の蛍光パターンと1時間後に同一細胞における蛍光バターンを比較すると、

Dex、刃do、RU486では核移行が観察きれたが、E乙　RAでは全く核移行は観察されなかった。しかしE2、

RAを加えた細胞にさらに加xを加えると同一細胞での核移行が観察されたので、この細胞および発現して

いるGR－GFPにリガンド応答能が護持されていたことが確認できた節g．・1－6）。以上の結果は、GR＿G抒は核

移行においてリガンド特異性を有し、結合が弱いとされる刃doによっても核移行が確乾できることから、

この実験系の検出感度が非常に高いことを示している。

1－4GR－GFP融合蛋白質の転写活性化能

本来、リガンド特異的に核移行したGRは、標的配列に結合して転写を活性化する転写因子である四餌O

M，etal．，1995）。そこでGR－GFPの融合葺白質が核内で転写機能を果たすかを調べるために、グルココルチ

コイド応答配列（GR王）を含むマウス乳ガンウイルス由来のプロモーター即肌皿）を組み込んだレポー

ター遺伝子を用いて活性を測定した。その結果COS－1細胞においてD拡濃度依存的な転写活性化が戟察さ

れ、GR－GFPが細胞内で転写因子として積能することを確認した。この対照としてGFPのみの発現ベクター

を用い細胞内における内在活性と此乾し、GR－G押がバックグラウンドに比べ非常に強い活性を持つこと

が明らかになった（Fig．－1ヰ）。

以上の籍果よりGFPを融合したGRは、細胞内で本来のリガンド特異性および核移行能、さらに転写因

子としての模能を有することが示された。

1－5GFP融合蛋白質の特性

これまでに示したとおり、GFPは融合蛋白質として細胞内動態を可視化する非常に有用なレポーター蛋

白質である。しかしG押を融合した蛋白質が本来の局在または模能を轟持するには、GFPをアミノ末端、

カルポキシル末端どちらに融合するかが重要な閉塞である。そこでGRの（1）局在バターン、（2）積能（転写

活性化）を指標にアミノ末端、カルポキシル末端融合についてその有用性を検討した。

はじめに局在パターンに関してGFPのアミノ末端融合型GR－GFP（Fig．－l・7A，a）とカルポキシル末端融合型

GFP－GR（Fig．－1－7B，b）を比較した。その結果、リガンド非添加状態でGR－GFP（Fig．－1－7A．a）は細胞質に局在が

明確に見られるのに対して、G口＞－GRげig．－1－7玖b）は核へのシグナルのリークが多い。これらの細胞抽出液

から抗GFP抗体を用いてウエスタンプロツティングを行ったところ、GR－GFPは主に全長を有する産物を

検出できるのに対し、GFP－GR（Fig．－l－7b）では遭いバンドが複数見られた，この結果はGFP－GRの局在バター

ンは、これら寸断されたバンドのシグナルをも観察していることを意味する。よって局在バターンを明確
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にするに．は、アミノ末端融合型のGR－GFPが優れていることが明らかとなった。

次に転写活性化についてアミノ末端、カルポキシル末端の融合について検討した。それぞれの壱写活性

化において1げさMの数値を100とし、野生型、GR－GFP、GFP－GRのリガンド依存的な安写活性可能を比較す

ると、野生型およびG抒－GRは10●l（如からのを写活性化が検出できるのに対し節g．－1－8黒、青）、GR－GFPは

10■9Mから転写活性化が検出された仔ig．一1－8赤）。いずれの場合も強い転写活性化籠を持つことからGFPが

GRの模能全般を阻害しているわけではなく、GFPがGRのカルポキシル末端に何らかの影響を与えたと考

えられる。GRのカルポキシル末端領域はリガンド結合部位（Ⅰ月明であり、核内レセプターは一般的にリガ

ンド結合にともなって大きく構造変化することが知られている隈enaudJP，¢tal．，1995）。リガンド濃度に

よる応答性の変化は構造変化を伴うu‡DにGFPが結合しているために、リガンドに対する結合親和性に影

響を与えたと考えられる。

以上の結果から、GRの（i）核移行シグナルによる局在変化、（ii）LBDに結合するリガンドの特異性、（iii）

特異的DNÅへの結合を伴った転写活性化能につ．いてGFPはその機能を阻害せず細胞内でのレポーター蛋白

質として非常に有用であることが示された。
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コドンを最適化し（8）発色団（C）およぴその他の領域（D）に変異を
導入することで、37℃でも強い蛍光を発する変異体を
作成することができた。
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Fig．－1－5

hGRのリガンド依存的核移行の経時的観察

hGR－GFPの融合タンパク質をCOS－1細胞に発現させ、リガンドを漆加後
同一細胞での観察を行った。
（A）リガンド非議加、（B）リガンド添加後15分、（C）リガンド涜加後30分
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ドによって活性化が積出された（hGR－GFPIXlO－9M）ゥ



第2章

ステロイドホルモンやビタミンなどの脂溶性分子がシグナル分子として遺伝子の調節をするには、細胞

内におけるシグナル伝達葺白質．としての核内レセプターに結合する必要がある。核内レセプターはこれ

らシグナル分子の受容体であると同時に、範写因子として標的遺伝子の発現調節を行っている。この分子

模彿を理解することは、ステロイドホルモンやビタミンの作用の分子的理解に留まらず、細胞内のシグナ

ル伝達模構および遺伝子発現制御を理解する上でのモデル系として非常に重要である。

まずはじめに、薇内レセプターが細胞内のどこでシグナルを受容するかを検討するために、核内レセプ

ターとG押の融合葺白質．を構築し、それぞれのレセプターの生細胞内の局在バターンを検討した。その

結果、エストロゲンレセプター匹R）やレチノイン酸レセプター匹ÅRα／Mβ肝ig．－2）、甲状腺ホルモン

レセプター（TRβ）またリガンド未同定のオーファンレセプターであるTR2－11／HNF4／COUP／TIxなど多

くの核内レセプターは、リガンド非添加状腰で核に局在することが観察されたPATAnotshown）。一方、

前述のようにGRおよぴ、GRと相同僅の高いMRはリガンド依存的に細胞質から核へ移行する様子が観察

された（Fig・－2－1，Fig・－1－5）○このように核内レセプターはリガンド非添加で（め核に存在するものと、匝）細

胞質に存在するものの2通りに大別でき、細胞質と核という異なった環境下でリガンドを受け取ることに

よって、それぞれの役割を果たしていると考えられ為。

本章では、どのようにホルモンシグナルが細胞質から核へ伝達されるかを検討するために、GRの細胞

内局在の制御機備に着目して解析した。はじめに前章で構築したGR－G抒のシステムを用いて、どのよう

な因子が核移行を誘導しGRが核移行後どのょうな挙動を示すかを検射した。

結果

2－1　GRの核移行誘導因子

GRは先に用いたアゴニストリガンドDex、また転写の括抗阻書剤（アンタゴニスト）RU486を添加して

も同様に核へ移行する（Fig．－2－1A，B，C♪）。GRのリガンド分子によるこのような核移行は、添加するリガ

ンド濃度を増加させると、高濃度になるにつれて細胞質へ残留するGR－G押分子が減少し、核へ移行す

る分子が増加していくのが観察される。このような薇移行のバターンは、同一渡度のリガンドを添加した

個々の細胞を比較しても核移行の程度にばらつきが少なく、どの細胞もほほ一様にリガンドが作用してい

るように戟寮された（Fig．－2－2A）。一方、細胞に熱ショックを与えることによって、GR蛋白質．が核分画で
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検出されるようになることが、Sanchez王R．によって示されている（SanchezER．，1992）。そこで、

GR－GFPを用いて生箱喝内でも熟ショックによるGRの核移行が検出できるかを試みた。GR－GFPの融合葺

白質．をCOS－1細胞に発現させて熟ショック前の局在バターンを観察した。その後42℃で2時間培善したの

ち同一細胞の局在バターンを観察したところ、GR－GFPの核への移行が観察できた（Fig．－2－1王，円。しかし

このような熱ショックの場合、リガンドによる核への移行と異なり、GR－GI乎を発現している細胞の

10－20％程度は核への移行が検出できず、核へ移行が乾められる個々の細胞を比較してもGR－Gf甲の局在バ

ターンは混在しており、リガンド添加の場合と比較して細胞ごとのばらつきが大きかった（ng．・2－2B）。こ

れらの観察事実は、リガンドによるGRの核移行が各GR分子のリガンド結合に一義的に依存したものであ

るのに対し、熱ショックは細胞のストレス応答を介する2次的な現象であることを示唆するものである。

2－2　GRの核排出

一GRはリガンド分子や熱ショックによって核移行することが観察されたが、核へ移行したGRがその後ど

のような挙動を示すのかを調べるために、細胞をリガンド添加、熱ショック後、15分ごとに観察した。そ

の結果、リガンド存在下ではGRは核に保持されたままだが、熟ショックで核移行を常幸した場合、2時間

以内に核から細胞質へシグナルが排出されるのが観察されたpATAnotshown）。熱ショックによる核移行

の程度は前述の通り細胞によってまちまちであり、細胞集団として平均的な挙動を把達するのは困難であ

る。そこで熱ショックによるGRの核移行と排出の挙動にhdexを設け数値化を行うことを試みた。h血xは、

細胞質に完全に局在している場合を0％とし、細胞質から核へ均「に局在しているときと50％、核に大部分

が局在している場合は80％、完全に核へシグナルが局在し細胞質にシグナルが検出できない時を1∞％とし

た。無作為に選定した視野の写真を捷影し、100細胞以上を数値化して核移行の過程を解析したげig．2－3－B）。

その結果、熱ショックでhdexに換算し平均約60％核移行し、その後移行したGRのシグナルがほぼ完全に

排出されていくことが明らかとなった肝ig．－2－2A）。このときリガンド添加したGRは、ほぼ1∝偶核移行し、

その後6時間たっても核へ留まることが観察されたPATAnotshown）。このように熟ショックによる核移

行はリガンドに比べ一過的であり、排出されたGRは再度リガンド分子を添加すると核移行できることか

ら（DATÅnotshown）、GRが容易に初期状態へ戻ることも示唆される。これらの結果から、GRの集ショッ

クによる核移行は、細胞状態によって応答能が異なる点、細胞内での保持能力が弱いなど、核内で転写を

厳密に制御するには疑問点が多い。この点からGRが核内で転写因子として模能を理解する上で、リガン

ドによるGRの制御を解析することが重要であると考えた、そこでGRがリガンドによってどのように核移

行を制御されているかを検討するために、GRの欠失変異体を作製し検討した。

2－3　GR欠失変異体の細胞内局在
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前述のとおりGFPをGRのアミノ末端側、またはカルポキシル末端側に融合しても、リガンド依存的な

核移行が観察された節g．・24A，B）。GRは、アミノ末端に転写活性化領域（AD）、分子中央部にDNA結合領域

町政叫、カルポキシル未壬削こリガンド結合領域叩D）が同定されているが、リガンドが結合することによっ

てLBDがGRの局在をどのょうに制御しているのかを明らかにするために、uDの一部を欠く変異体を作

製しそれらの局在バターンを検討した。その結果GR595、GR550、GR500はリガンド非依存的に常に核へ

局在していることが観察された伊ig．－2－4C，D，F）。このことからリガンドに結合していないⅠ月Dが、GRの核

へ移行を阻暮していること、GRの核移行シグナルがそれ単独では核移行能を常に維持していることが明

らかになった。一方アミノ末端のAD領域を欠失する変異体AADは、大部分が核へ局在し細胞質に一部が

局在した節g．－2ヰGDex（－）），この細胞質に局在していたシグナルは、リガンド添加によって完全に核へ移行

するのが観察された伊ig．・1ヰGDex（巾）。この結果からGRをリガンド非添加状態で細胞質に厳密に保持す

るには、アミノ末端が必要であることも見いだした。また、蛍光強度が非常に弱いために図中に示してい

ないがL鼠D－GFPが細胞質に局在すること、さらにÅDのみ、または転写の活性中心であるhulのみでも細

胞質に局在し、両者ともリガンド添加しても核移行は誘導されなかったことから節g．－2■印、核移行シグ

ナルは中央部のDBD付近に存在することが示唆された。興味薙いことに、GR500のカルポキシル末端に

GFPを酸合したGR500ーGFPは、GFP－GR500が債常的に核移行するにも関わらずリガンド添加後も細胞質に

保持された仔ig．一2－4E，円。このことは核移行シグナルに結合し、細胞質から核へ輸送する因子の結合が

GFPによって構造的に阻害されたのだと予想される。

2－4　GRの細胞内局在制御に対する仮説

これらの欠央変異体の詰黒からFig．一2・5に示した2つの仮説が導かれる。i）GRはⅠぷDによる立体構造障書

によって細胞質から核へ孝行するのに必要な核移行シグナル領域（Nu）を覆われることで、細胞質に受

動的に留まっている。リガンドは、Ⅰ月Dの構造変化を誘導しこの立体障書を排除するため核移行シグナル

が活性化される。（ii）リガンド非存在下でもNuは活性を維持しているが、細胞質のアンカー因子がGRを

棟橿的に保持しており、リガンド依存的にGRはそのアンカー因子から解推することによって核へ移行す

る。ここではまず（ii）の仮鋭から検証した。

2－5　熱ショック蛋白質．とステロイドレセプターの局在パターン

ステロイドレセプターは、一般にほDを介してシャペロン分子であるHSP90，HSP70，HSP56等を含む複

合体に結合している（AherG，etal．，1995；PrattWB．，1993）。血YiL7Vで精製されたHSP90の結合していない

GR葺白質．はリガンド結合能を失っているのに対し、HSP複合体が結合することでリガンド結合能が回復

・22一



することから、HS円0は非活性型ステロイドレセプターのリガンド話合能接待に重要であると考えられて

いる（DittmatKD，etal．，1997；BresnickEH．et．al．，1989；PrattWB．，1993；」Catelli，M．G．1985；Scherrer，L．

C．，1990）。GRが細胞質に局在するのには、請径的にGRを保持する妻白質．が存在しているのではないかと

考え、その侯祷の一つとしてHSP90に着日して、GRに対しての細胞質保持能力を検討した。

2－6　GRと熟ショック蛋白質．HSP90

はじめにHSP90とGFP融合蛋白質．を構築し細胞内局在バターンを観察した。その結果HSP90－GFPのシ

グナルは細胞質へ局在していることが判明した（Fig．－2－1三戸）。こわ結果よりリガンド非添加時のGRと

HSP90の局在パターンが一鼓したことから、これら両者が複合体を形成していることが示唆された。

HSP90はリガンド依存的にGRのLBDから解乾することが知られている伊r班WB．，1993）。この過程がGR

の細胞質から核への移行に重要であると考え、リガンドを添加してもGRからHSP90が解離しないように

するために、両者の融合葺白質．（GR－HSP90－GFP）を構築した。リガンド非添加状態でGR－HSIり0－Gf？は

細胞質に局在し（Fig．－2－6A，C）、そこにD既を1jLM加え24時間培養した。この上うな充分圭のリガンドで充

分時間培養しても、GR－HSP90－GFPは核へほとんど移行しなかった（Fig．－2－7A）。GRとHSP90－GFPが途中で

分断されていないことは、GRのAD領域を認識する抗体を用いて融合蛋白質を染色しカルポキシル未着に

融合されたGFPのバターンと比較し、両者が一鼓することから確認した肝ig．－2Aβ，D）。

2－7　GR欠失変異体とHSP90の融合蛋白質．の局在パターン

このようにGR－HSP90－GFPがリガンドを添加しても核へ移行しない原因を検証するた捌こ、Fig．一2・4示

した欠失変異俸の中から細胞質保持能が低下した△ÅDと、リガンド非依存的に核へ局在したGR550と用い

てHSP90－GFPとの融合蛋白質．を構築し、局在パターンを検討した。すると、AAD－HSP90－GFPはリガンド

添加帝ではGR－HSP90－GFPと同掛こ細胞質に局在したが（Fig．－2－8A，C）、リガンド添加後観察すると核への

局在が観察された（Fig．－2－8D）。このことはAAD－HSP90－GFP融合蛋白質．のⅠ月Dがリガンド結合能を緩芳し

ていること、HSP90分子が結合した状態でもGRは核移行できる能力を持つことを示唆し、さらに

GR＿HSP90＿GFPが核移行できなかったことからAD領域が細胞質保持に重要であることを意味している。

さらに、GR550単独で局在バターンを観察すると、常に核に局在したのに対し（Fig．－2－4王）、GR550に

HSP90と融合したGR550・HSP90・GFPは常に細胞質に保持された（Fig．－2E，F）。このことはGR550－GFPでは

OFPを融合してもGR500－GFPのように核移行が阻害されることはないので、HSP90－GFPを融合した場合も

核移行シグナルに対して韓造的な障書が要因であるとは考えにくく、むしろHSP90との結合およぴADに

作用する因子によって積毎的に細胞質に保持されているものと考えられる。以上の結果から、GRがLBD
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を介してHSP90と結合する領域に細胞質保持シグナル1匹TSl）を持ち、アミノ末端のADにはHSP90と等価

の細胞質保持シグナル2（RTS2）が存在することが想定できる。これらのシグナルRTSlとRTS2の保存能力

の和は、核移行シグナルに対して優性で、GRを細胞質に保持することができる。しかしどちらか一方の

RTSでは核移行シグナルが優性で、その結果GRは核移行する。野生型GRではリガンド依存的にu旧から

HSP90が解離するので、その結果GRはRTS2が一つとなり核へ移行する。細胞質保持シグナルRTSlと

RTS2によるGRの局在制御は前述の仮説（ii）に対して矛盾しない。

2－8　GR一日SP90－GFP融合空白質．の転写活性化能

AAD－HS搾0－GFPはリガンド依存的に、核移行を誘導されることが観察されたので、核内で

AAD－HSP90－GFPが転写因子として磯能できるかを検紆した。前述のレポーター遺伝子Mm＿Lm＿Lucを

もちいてレポーターアツセイを行った。その結果、非常に弱いがAAD－HS門0－GFPはリガンド依存的に転

写活性化能を持つことを見いだした呼ig．－2－9上段）。ここにリガンド依存的にGRのほDに結合する豪写介

在因子であるT阻2を導入すると、この宕写活性化能が充進されたげig．－2－9下段、第3章参照）。このこと

は、融合蛋白質．が本来のGRと同様の構造を持ち、DNA結合能、リガンド結合能を護持していることを示

唆している。

2－10　ERの細胞内局在制御

GRの核移行に必要なDBDはステロイドレセプター間で高く保存されている。またリガンド結合線経芹

においては、いずれのレセプターもHSP90との結合が必須である（MengX軋aI．，1996；JoabIeL

al．，1984；BohenSP．，1995）。しかしFig．一2－6の結果からもGRと同じステロイドレセプターに属するERはGR

が細胞質に局在するのに対し、リガンド非添加の状態でも核に局在する。この結果はHSP90に結合した

ERの局在が、GRβSP90複合体と異なることを意味する。そこでもしERが、細胞質で生合成された後に

HSP90と結合するのなら、ERの局在バターンから考えて、ERがHSP90の核移行を誇草すのではないかと

いう仮説を立てて、GRとERそれぞれとHSP90－GFPをCOS－1細胞に共発現し、HSP90－G押の局在バターン

に変化が生じるかを検討した。GRとHSP90－GFPを発現させた細胞では、HSP90のシグナルは完全に詔飽

質のみに見られたが、ERとHSP90－GFPを発現させた細胞では一部の細胞で、HSP90－GFPのシグナルが核

ヘリークしているように見られた（DAmnotshown）。しかしこの実験条件では、内在性のHSP90の発現圭

が圧倒的に多いことから、GRと王Rの局在バターンに優位な差が検出しにくい。そこで、ERもGRと同凍

にHSP90と直接結合させるために、融合蛋白質．．（ER－HSP90－GFP）を構築し、細胞内局在パターンを検討

した。前述したようにERはリガンド非添加の状態でも核へ局在する（Fig．－2－6B）が、ER－HSP90－GFPを合喜
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白質．の局在バターンを観察すると70％以上の分子が細胞質に局在しており（Fig．2－10C）、リガンドを添加す

ると細胞質に局在していたER－HSP90－GFPが、核へ移行するのが観察された節g．2－10D）。この結果は

AAD－HSP90－GFPと同じようにHSP90を一分子つれて細胞質からリガンド依存的に核移行できることを意

味し、ERにはGRのような女TS2がないためにHSP90と結合しているにも関わらず、リガンド非添加の状態

においても核へ局在できるのだと考えられる。

以上の結果より、GRはリガンド非添加の状態で2カ所の細胞質保持シグナル匹TS）により細胞質に保持

されていると考えられる。RTSlはリガンド依存的に解推するHSP90が結合し、RST2には現時点では不明

であるが何らかの細胞質保持眉子に結合していると考えられる。これら2分子の細胞質保持能はGRの核

移行シグナルよりも優勢であるが、どちらか単独では核移行シグナルが優性となるためにGRはリガンド

に結合に伴って核へ移行する。一方ERもHSP90に結合しているがRTS2が無いためにリガンド非添加の状

態でも核へHSP90をつれて移行している。これらの籍呆はGRとERそれぞれのリガンド結合能維持に

HSP90の結合が必須であることを考慮に入れても矛盾しない結果である。
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A・リガンド　　hGR・GFP B．熟ショック
42℃　2時間

10・12M

10・10M

10・8M

10・6M

A－Dのいずれか

謙

A　－Dが混在

Fig．－2－2

hGR－GFPのリガンドまたは熟ショックによる核移行度

核移行するGR分子の数はリガンド濃度に依存して増加する。
従って特定のリガンド濃度において、細胞ごとのGR局在パターンは、
ほぼ一定である（A）
一方、熟ショックによっては、個々の細胞ごと核移行度が異なり一定ではない。
写真は希釈したリガンドを添加後2時間培養し典型的な像を撮影した。
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Fig．－2－3

hGR－GFPの熟ショックによる核移行の数値化

GRは細胞集団として、約半数が熟ショックによって核移行し、
そのシグナルは6時間で完全に排出される。
A：Bを指標として、100細胞以上を観察し数値化した。
90分の熟ショックで約55％のGR－GFPが核へ移行する様子が見られた。
6時間後に、そのシグナルはすべて排出される。
B：核移行インデックス

（哨い核の輪郭がはっきりと観察できシグナルが核から抜けて見える状態
（50％）：細胞質と核のシグナルが等量で核の輪郭が不鮮明な状態
（80％）：細胞質よりも核のシグナルが強く核の輪郭が鮮明に見える状態
（100％）：シグナルがほとんど核に局在し細胞質の形状が判断できない状態
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GR欠失変異体の局在パターン

間欠失変異体をG汗と融合し、リガンドによる局在パターンの変化を観察した。
（DBD）DNA結合領域、（LBD〉リガンド結合領域、㈹LS）核移行シグナル；NLl、（Dex）GFi
のアゴニストリガンド、デキサメサゾン
各融合タンパク質の模式図下の数字はアミノ酸番号を示す。
（A）GRwt・－GFP，（B）GFP－GRwt．，（C）GR595－G汗，（D）GFP－GR550，（E）GFP一間500，

） taul－GFP（F）開50トGF㌔（G）DAM汗，（H
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Fig．2－5

GRの局在パターン制御に対する仮説

GRはDBDに核移行シグナル（NLS）を有する。GRがリガンド依存的に細胞質
から核へ移行するのには、どのような制御が働いているのか？
（i）核移行シグナルをブロックしているためにGRは核移行しない
（ii）GRは細胞質に積極的に保持されて核移行しない。
という2つの仮説が考えられる。
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C

Fig．2－6

GRとERリガンド非存在下でのHSP90TGFPとの
局在パターンの遣い

GR－GFP（A），ER－GFP（B），HSP90－GFP（C）の融合タンパク質を構築しCOS－1細胞に
発現させた。
リガンド非添加の状態で、GRとHSP90は細胞質に局在したが（A）ER（B）は
核に局在が観察された。
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Fig．2－7

GR一日SP90－GFPの融合タンパク質は、リガンドを添加しても
細胞質に局在する。

IFLMDexを添加し24hr培養後固定して、抗GR抗体で染色した。
抗体染色とGFPの染色パターンが同一であることから、
このシグナルは融合タンパク質全長である。
（A）抗GR抗体（epitope）
（B）GFP蛍光像
（C）クロマチンDNA（DAPI）
（D）GR－HSP90－GFP融合タンパク質模式図
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Fig．2－8

GR欠失変異体とHSP90の融合タンパク質の
リガンド依存的な局在パターン変化

DAD＿HSP90はリガンド依存的に核へ移行するが、
GR550とHSP90の融合タンパク質では、核へ移行しない

（A，B）：GRwt．－HSP90，（C．D）：DAD－HSP90，

（E，F）：GR550－HSP90

（A，C，E）：リガンド非添加．（B．D，F）lJLMDex16hr
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hGR－HSP90－GFP

1 777 1

hER・HSP90・GFP
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Fig．2－10

GR／ER　－HSP90融合タンパク質の局在JてタTンの比較

GR－HSP90は十分量のリガンドを添加しても核移行は見られないが（A，B）、
ER－HSP90は細胞質に保持された状態から（C）、リガンド依存的に
核へ移行した（D）

（A，C）リガンド非添加、（B）DexIFLM16hr、（D）E21FLM16hr
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（RTSl）

Fig．2－12

GRの2つの細胞質保持シグナルと橡移行シグナル

GRおよびERとHSP90の融合タンパク耳の解析から、GRのアミノ末端に
細胞賃保持能が存在することが明らかになった。
A：融合タンパク賃のモデル
8：GR槙移行能（NLS）と細胞質保持能（RTS）の強度を模式的に示した
NLSはRTSlまたはRTS2単独より強いが、RTSl＋RTS2の強度は
NLSよりも強い
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Fig．2－13
GRとERの局在パターンとHSP90の結合

HSP90は単独で細胞質に局在する、GRはHSP90と結合するこ
とで細胞質に保持されるが、ERは単独で核へ移行する。このと
きERはHSP90を核へ運んでいくことができる。GR、ER両者と
も局在パターンは異なるが、HSP90と結合することでリガンド
結合能を維持している。



第3章

GRはリガンドに結合するとHSP90を含む複合体から解離し、細胞質から核へと移行する。核内では標

的遺伝子プロモーター領域に存在する特異的配列（GRヱ）に結合し、転写を活性化する転写因子として積乾

する（Beatoet・al・．1995；ヱvむ遁RM．，1989）。この様なGRを含めた横内レセプターの転写制御に関して、近

年多くの介在因子が同定され、大きな複合体を形成していることが示唆されている（GlassCX，etal．，1997；

McKenmNJ，亡tal・，1998；YaoTP，etal・，1996；電urokawaR，Ctal．，1998）。その複合体構成因子には（1）ヒス

トンアセチルトランスフエラーゼ岬活性を持つ因子（0卯嘘0VV，etal．，1996；Spenc¢rTE，etal．，

1997；ImhofA，Ctal・，1997；BamisterAJ，etal．，YaJ）gXJ，etal．，1996；）、（み核内レセプターや他の転写因子を

統合的に制御する因子（Ⅹ弧CiY，Ctal．，1996；．m血ava而D．ctal．，1996）（3）普遍的転写因子との複合体

形成へと導き、またそれらを安定化させる働きをする因子（0夢γ址0VV，etaI．，1998；Nakat血Y．，1998）。

などの多くの転写機楕をになうステップに必須な因子が存在することが知られてきた。現在までに同定さ

れている中には、’核内レセプターにリガンド依存的に結合し、転写の克進作用を持つSRC＿1ファミリー

（p／CⅣ／SRC－1rrⅣ－2）（OnatcSA，etal．，1995；LiH，etal．，1997；VpegelJJ，etal．，1996；TakeshitaA，etal．，1997；

TorchiaJ・Ctal・・1997）、転写競合因子CBPh）300（ChriviaJCJCtal・・1993；LundbladJR，Ctal・1995）、さらにそ

の結合因子であるPCAFが核内レセプターの転写反応に必須であり（TorchiaJ，Ctal．，1997；JensterG，etal．，

1997；KorzusE，etal・1998；ChenH，Ctal．，1997；KurokawaR，etal．，1998）、これら何れの因子もHAT活性を

持つことが知られ、それぞれの因子間の相互作用については多くの研究報告がある（K弧eiY，etal．，1996；

ChakravaLtiD，etal・，1996；ChenH，etaI．，1997；BlatlCO’JC，etal．）。これらを矛盾なく模式的に示すと

（Fig．3－1）に示すような巨大な複合体が予想され、これら全ての因子はそれぞれDNA上の核内レセプターを

足場として標的遺伝子上へ集合してくると考えられている。これらの複合体の一つの結合様式としては、

リガンドを受け取った核内レセプターが標的配列に結合し、そのリガンド結合領域（LBD）にSRC＿1ファ

ミリーが結合するoSRC－1ファミリーはCB顆3∞との希合領域（qD）を持ち、CB顆3∞は基本転写因子詳

の一部を含む巨大複合体を形成している因子PCAFと結合することができる。恐らくはこの複合体が普遍

的転写因子と相互作用を持ち家写反応を押し進めていると考えられている。しかし、これらの因子間の結

合はCBPh）300ヤPCAFがそれぞれ直接核内レセプターに結合できるなど（KameiY，etal．，1996；ChakTaVani

D，etal．，1996；；BlancoJC，etal．）、非常に複雑である（Fig．3－2）。

このような多くの因子を含んだ転写複合体がどの掛こ秩序だって核内で形成し、複雑な相互作用様式を

保っているのかを明らかにするために、GRの相互作用因子GRロー1として同定され、その後多くの核内レ
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セプターのコアクチベーターとして同定されたT『－2（HongH，etal．，1996，1997；VccgelJJ，etal．，1996）を用

いて検討を行った。

結果

・3－1GRと介在因子TIF－2の細胞内相互作用

分与されたT『－2がリガンド依存的にGRと結合するかどうかを確認するために、COS－1細胞にGRと

TIF＿2を遺伝子導入し免疫沈降法を用いてその結合を検出した。COS・1細胞にプラスミド此にして1：2の

比率でGR－GFPとT『・2－Flag－を発現させリガンド（DexljLM）添加後2時間増車し細胞抽出液を調製した。

抗日喝抗体を用いてⅥF－2を喝訂OSeA旧ビーズへ吸着させSDS－PAGEしウエスタンプロツティングを行い抗

GFP抗体を用いてGRを検出した。その結果GRはリガンド依存的に¶『一2と共沈し、TW－2はGRと細胞内で

結合していることが確かめられた（ng．－3－3A）。

3－2　TIF－2のGRへの転写活性化瓦造作用

次にGRの転写活性化に対するT好一2の効果についてレポーターアツセイによって検討した。T『－2は核内

レセプターのIBDにリガンド依存的に結合することが知られているCVoegelJJ，etal．，1996；HongH，etal．，

1996，1997）qig．－3－3A）。そこで輯成的な転写活性化ドメインを欠くGRの変異体（AAD）を用い、リガンド依

存的な転写活性化を検出するのに最適化した条件でT『－2の作用を調べた。レポーターは、マウスの乳ガ

ンウイルスのプロモーターであるMm一皿－Lucを用いた。その結果、AADは細胞内でリガンド依存的

に転写活性化を持ち、その活性は¶『一2によって約10倍に克進される（Rg．3－3B）。一方のリガンドを転写活

性化のアンタゴニスト匹W86）を用いると、このようなT肝一2の充造作用はみられないげig．3－3B）。これらの

着果から、リガンド依存的な相互作用によってⅥF－2はGRと結合し、その転写活性化能を充進できるが、

アンタゴニストによってはT『・2と結合することが出来ないために、充造作用が検出されないと考えられ

る。さ．らにAADのみによっても若干の転写活性化能がみとめられることから、内在性のコアクチベーター

が存在するが、発現圭はAADに比べ十分でないことが示唆される。このようなアゴニスト依存的なT『－2

の転写活性化冗造作用が、GRの細胞内での挙動にどのような作用を示しているかを検討するために、GR

およぴT肝＿2を細胞内に遺伝子導入し細胞内局在を観察した。

3＿3　TIF－2の細胞内局在パターンとGRの動態変化

FlagタグをもつT『－2をGRと同時に遺伝子導入し間凝蛍光抗体法によって検出すると、リガンドの有秦

－27－
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に関わらず核内でT『2が小構造体（nucle射ねd）を形成しているのが観察された仔ig．－3■B，E，H）。リガン

ド非存在下でT『・2が過剰発現している細胞でもGRの局在は変化せず細胞質に観察された。ここにリガン

ドを添加するとアゴニストに結合したGRは核移行し、このnucle訂知iへと集合するが節g．－3■E）、アンタ

ゴニストによってもGRは核移行をするものの（Fig・－34G）、nuCleaTfbciに集合することなく均一な核内分布

を示すことが観察された（Fig．－3－3恥これらの結果より、レポーターアツセイによって得られた転写活性

化の充造作用はT訊2のnucle訂ねdへの局在と相関があり、このnuc18打払ciは少なくともアゴニスト依存的

なGRの構造を認識出来ることが判明した。さらに、nuCl朗汀ねciはマウス10Tlβ細胞、CV－1細胞、Hda細

胞、Ⅷ乃細胞、3T3Ll細胞など多くの細胞でも形成きれることを見いだしたので節g．一3－5）、nuCle打払ci

形成に必要な細胞内の条件や因子が普遍的に存在することが示唆された。

3－4　RARaもTIF－2nucIear fociに局在できる

T『－2のnucle訂負氾i上にはGRの他に、少なくとも甲状腺ホルモンレセプター（叩）、レチノイン酸レセプ

ター匹AR）、レチノイドⅩレセプター町政）、ミネラルコルチコイドレセプター（MR）、エストロゲンレセ

プター鰐R）が局在できることが観察されたげigふ6，3－8B）。GfアーMaをCOS・1細胞に導入しレチノイン酸

を添加した後に同一細飽で経時的に寮察すると、核に均一に局在していたMaが、30分以内にT『一2に集

合していく過程を観察することができた（Fig・3－6）○さらに㌍Raに対してのアゴニスト、アンタゴニストを

それぞれ漆加し冊2との局在バターンを比較する■と、アゴニストによってMaはT『－2へ集合するが

（Fig．3－7A－C）、アンタゴニストによっては、先ほどのGRの結果と同様にT『・2nucleNfbciへの局在化は見ら

れなかった（Fig．一3－7D一恥

3－5　標的配列の局在バターン

このように核内レセプターはそれぞれのアゴニストによってT『－2nucle訂知iへ集合することができ、レ

ポーターアツセイによって観察される転写活性化能と相関がある。このことは多くの核内レセプターの転

写反応がTⅡL2上で行われていることを予想させる。もしリガンドによって制御されたを写反応がこの

nuclearfoc止で起こっているのならば、核内レセプターごとのDNÅ結合鹿列が、特異性にTTF＿2上に集合す

ると考えられる。核内レセプターのDNA藤倉能および認識能は、非常に特異性が高く配列上にホモニ主体

もしくはヘテロまたはホモニ主体として結合していることが報告されている（PerlmannT，etal．，1996）。

そこでGRのホモタイマーが結合できる藤倉配列（GRヱ肌iuW，etal．，1995）を核へ導入し、その局在パター

ンと特異性について検討した。GRまたはERをそれぞれTIF2と遺伝子導入し堵善した後に、ビオチンラベ

ルしたGREを核内にマイクロインジェクションし、それぞれのリガンド添加後2時間培養した後に、抗ピ
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オテン抗体で染色を行った。その着果、王ⅣⅠ甘－2のnuc厄rねd上にはGR王のシグナルは検出できないが

節g．－3－8B，D）、その条件下でGR／口F－2のnucle訂加iにはGR王が局在することが範寮されたげig・－3－8A．q〇こ

のことは、T肝＿2上でGRは特異的なDNAに対し結合能を有し、おそらくはホモニ圭俸を形成して結合して

いることを示している。

3＿6　T肝－2を足場とする転写複合体形成

丁甘．2によって形成されるnucle訂触iの磯能を類推するために、その血dにどの様な内在の因子が含まれ

ているかを間貸蛍光抗体法によって検討した。転写統合因子p300および基本転写因子の構成因子TAfを含

む巨大複合体を形成しているPCAFを特異的抗体を用いて検出した。その結果、T『－2の導入していない細

胞ではp300、PCAFともに核内で均一に染色されるが肝ig・－3－9A，G）、T『一2のnucl亡訂fociを形成している細胞

ではp300、PCAFともに完全にnucleatfoci上に局在が戟寮されたげig・一3－9DE）○よってT『－2によって内在の

p300PCAFがnucle訂fbci上へ集合していることが明らかになった○次にこの複合体が転写反応に特異的で

あるか、また核のどの様な領域を用いて集合しているかを検討するために、COS－1細胞に発現している複

製に関与するSWOT（Fig．3－10D）、核内でPODと呼ばれる小樽遺体を形成している白血病病因遺伝子産物

PML（Fig．3－10A）、核内レセプターを含む多くの転写抑制嶺構に関与するSMRT（Fig・3－10G）とTTF・2との局在

パターンを検討した。その結果PMLおよぴSMRTは核内で小橋遺体を形成しているものの、nF－2のnucleat

fociとは数及び大きさも異なり、局在する核内領域も異なっていることが観察されたQ；ig．一3－10A，G，CJJ）。

またp3∞と結合が報告されているSV朝Tは、同様の条件下で核内で不均一なバターンを示しT掛2のnucle訂

fbciとは異なった核内分布として観察されたげig．－3－10D）。これらのことより、T『一2のnucleaTfbciには転写

機能に必須な因子p3∞，PCAFを含む複合件の基点となり、それらは核内でも転写反応に特異的な領域を占

めていることが判明した。特に蒙写抑制積構に関与するSMRTと局在バターンが異なることから核内レセ

ブターの抑制積梼複合体と転写活性化桟橋複合体は、異なる領域に局在し制御されていることが示唆され

た肝ig．－3－10J）○

3＿7　TJF－2nucIear fociの核内での足場領域と細胞分画化

T『＿2はSMRTやPMLとも異なった領域に局在していることがわかったが、これは核内のどのような領

域を用いているかを検討するために細胞の分画化を行った。核マトリックスを分画化する定法に従って

0．5％tri，tOnXlOO（A）250mM硫化アンモニウムP）200unitDNAaseI（C）2MNaCl（D）で処理し最終分画を核

マトリックスのとした（色p00et．a11982；Feyet．al．1986；鮎軋a11990）。それぞれの分画を定量的に

sDS＿PAGEを行いT『・2、SMRT、PMLの抗体を用いウエスタンプロテイングによって検出した。以前の報
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告からPMLは核マトリックス分画に検出されることが示されていたが、この事法によってもPMLは核マ

トリックス分画へ残留した肝ig．－3－11．PML）（ChangKS，etal．，’1995；Bα出yMN，etd．，1997）。一方SMRTは核内

で小構造停を形成しているが、完全に可溶画分に存在した（Rg．－3－11，SMRT）。このような条件下でT肝－2を

分画化したところ完全に核マトリックツス分画へシグナルが検出された（抗g．一3－11，TⅣ一2）。

このことからT『．2は、核マトリックスに強く結合し、これらの構造体を介して複合体を形成していると

考えられる。そこで核マトリックス分画においてもT『⊥2は複合体を形成しているかを検討した。

3－8　核マトリックス上での複合体形成

細胞分画のウエスタンプロテイングの結果から、核マトリックツスまたは、それらに結合できる因子へ

強く結合していることが判明したが、その状態でT『－2はどの様な局在バターンを示すかを検討した。

T『－2を発現させたCOS－1細胞およびHcla細胞を培善したまま状態で、同様の分画化処理を行った。その結

果、クロマチンDNAが溶出された状怒（Hoechst33342またはDAPrC染色されない状態）でも（Fig．－3－12F，H）、

T『－2は核内でnucl亡訂知iを形成していることが判明した（アig．・3－12B，D）。このことからTⅣ－2は核マトリッ

クスを足湯にして、クロマチンm非依存的にnucle訂知iを形成していることが示唆された。

3－9　TIF－2の核内複合体形成と核マトリックス結合に関与する領域

丁肝＿2は核内複合体形成と核マトリックス結合という2種類の活性を持つことが示唆されたので、T『－2

上のどの領域が、このような機能を担っているかを検討した。Ⅵデー2は、アミノ末端に潜在的なDNA結合

領域であるbHLH－PASドメインをもち、ここに核移行シグナルが存在する。また中央部に核内レセプター

相互作用領域叩）とCⅡ）、HAT領域をもつことが知られているⅣoegelJJ，etal．，1996，1998）。TU－2を大き

く3つの領域に分け、肝ig．－3－13）で示すような欠失変異体を作製し、各変異体に対して通常に固定し

nucle打払d形成を検討し、さらに核マトリックス処理後の¶F2の残留について検討した。bHLH－PASドメ

インだけ（APstAHAT）では、nuClearfbci形成、マトリックス結合は見られないが仔ig．－3－13D，H）、CⅡ）領域

後半部分を含むカルポキシル末端領域が存在する（APst）と核マトリックスへの結合が見られた

（Fig．－3－13C）。このときの核内局在バターンは、大きく分けて2種類見られ、一つは核内で均一に局在して

いるもの、もう一つは核内で2－3個の非常に大きな凝集塊を作っているのが観察された伊ig．－3－13G）。こ

れらはともに核マトリックスに残留することから、カルポキシル末端領域が核マトリックス結合に必要で

あることが判明した。凝集塊ができる仕組みとしては、未だに不明であるが、何らかの細胞内状腰の変化

（たとえば細胞分裂）によってマトリックス蛋白が一時的に核膜から遊離することでT『－2がそれを取り

込んで凝集塊を作ってしまう等の可能性が考えられる。一方全長の¶F－2では、多くのタンパク相互作用
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によって、このようなことがおきないように何らかの制御が働いていると考えられる。

一方nucle打foci形成はこれらの欠失変異体ではいずれも見られないため（Fig．－3－11F，G，H）、全長にわたる

高次構造が重要か、すべての変異体で分断されているCDが必要であると考えられる。これらの可能性を

検討するためにCDを含む941＿1157香アミノ酸（261アミノ酸）を切り出し、核移行を誘導するためにG山4

のDNA結合領域をつないだ融合蛋白質を構築した肝ig．－3－14F）。この融合葺白質を細胞内で発現させたとこ

ろ、核内でnucl亡訂f由i様の小構造件の形成が観察され肝ig．－3－14B）、興味深いことにこの領域だけで内在の

p300と複合体を形成していることが判明した（Fig．－3－14C）。CⅡ）によって小構造体は形成されることが明ら

かとなったが、AHATでは核マトリックスへの結合も見られないのに対し、△Pstだけで核マトリックスに

結合できることから、核マトリックス結合に関して、カルポキシル末端領域のどのドメインが重要である

かを検討した。CIDを含まない1157・14糾香アミノ酸領域をG山4のDNÅ結合領域とつないだ融合蛋白質を構

築し、CIDと細胞に遺伝子導入し核マトリックス処理を行い比較した。その結果、CⅡ）が完全に溶出され

る条件で、1157＿14糾香アミノ酸領域は核内で非常に微少な覇粒状に局在した。そこで核マトリックスに

結合するにはHATを含む307アミノ酸で十分であると判断しげig．一3－15C）、この領域を核マトリックス結合

領域ひ恥皿D）として同定した。

このことは、CⅡ）でnuclearfociに関与する核内因子を集合させ、NMBDによって核マトリックスに結合

し足場を捷供していることを意味し、このような結果から、¶『－2には独立に核マトリックスに結合する

ための領域と核内複合体形成を形成する領域が含まれており、おそらくはそれぞれが別々の因子との相互

作用を通じてnucle訂氏にiを形成していると考えられる。

3－10　核内複合体形成／核マトリックス結合と転写克造作用

TⅡL2のCIDとNMBDは、ともにTTF－2のnucleaTfbci形成に必須な領域であるが、これらの領域はGR汀『一2

によって得られた転写活性化充造作用に対し、どの様な影響を持つかをレポーターアツセイによって検討

した。（Fig．一3－3B）で示した転写の充進作用に対し、CIDまたはNMBDを7’ラスミド量でTF－2の1・5倍量導入

すると、約10倍の元進活性がNMBDで1．5－2．0倍まで低下し、CIDでは完全に阻害することができた

（Fig．－3－16）。これらの結果は、CⅡ）とNMBDが転写活性化の充造作用にともに重要であることを示唆してい

る。nuClearfbci形成に着日して同定した領域であるCIDとNMBDが、転写活性化でも重要な役割を示した

ことから、nuCleaqfoci形成は転写活性化と密接な相関を持ち、nuClearfbci形成を指標にすることで、核内

での転写活性化模橋を評価する実験系として有用であると考えられる。

以上の結果から、T『－2は核内でNMBDを介し核マトリックス上に結合しており、CⅡ）を足場と▲してp300

やPCAFなどと複合体前駆体を形成するための足場蛋白質として模能すると予想される。核内レセプター

ー31－
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はリガンドを受け取ると、標的遺伝子上の特異的配列と結合し、この複合体へと誘導され転写開始複合体

を形成し転写を活性化すると考えられる。
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mlOTl／2 CV－1

Fig．3－5

様々な細胞種でのTIF－2nuclear foci形成

TIF－2をマウス10Tl／2，CV－1細胞に遺伝子導入し局在パターンを検討した。
両細胞ともnuclear fociを形成し、GRはこのfociヘアゴニスト依存的に
集合することが観察された。
その他細胞では、Hela，NIH3T3，3T3Ll細胞においてもnuclear fociが
形成され、hGRが局在することを確認した。
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Fig．3」5

同一核内におけるRARaのTIFp2への集合過程

GFP」祖Raの融合タンパク質とTIF－2をCOS－1細胞に発現させて、
リガンド漆加後経時的に核内局在パターンを観察した。
RARaはリガンド非議加状態の核内で均一なパターンとして
観察されたが、レチノイン酸の漆加によってTlト2への
集合することが観察された。



Antagonist Agonist

Fig．3－7

RARaはアゴニスト依存的にTtF－2に集合する

GFP＿RARaとTIF－2をCOS－1細胞に発現させてアゴニストリガンド
とアンタゴニストリガンドを添加し30分培養後、Tlト2と2重染色を行った。
Tlト2がnuctearfociを形成している核内で、アゴニストを添加した場合は
RARのTlト2への集合が観察されたが、アンタゴニストを添加した細胞では
RARaはT肝－2に集合は観察されなかった。
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Fi∈ト3－8

ビオチン化したGREはTIF－2nuclear foci上にGR特異的に局在する。

hGR／TIF－2、hER／TIF－2のnuclear fociヘビオチン化した
GREを核ヘマイクロインジェクションし抗ビオチン抗体で染色した。
（A）hGR／TIF－2、（B）hER／TIF－2、（C）hGR／TIF－2に局在したGRE、
（D）hER／TIF－2nuclear foci上に特異的なシグナルは検出できなかった。
（E）導入したビオテン化GRE、＊＊ビオテン、矢印は6塩基のコンセンサス配列



■

rJト：－

。′’さ、

．．国岳i許
■

四 」

＋・一寸‘＋

・・★●宇†’

テ＿‾三l三
国l口□

回

E弓

l

士

匡司 0

壁
。　　ぜ
来　　朝
J　　刷
騒　　N
ゴ、＿．＿

㈲　イモ
．＼　出‾

l′u－L」

媚準

叶　£止8．
監　中F電撃
増　蟄u出ぜ

警告雲臣苔

害毒き蔓貰芸
血1　一博8止d
正仁：1≡思手〉



ト・
【亡

≡
∽

トl
∈》・。

t曹

司＋＋
ぴ》

∴＋＋＋

■■駄

†◆

．．妾√

亡†

攣
■

回

E弓

」

≡
L

び領一帽■

、・、■

・∴

尋‡

田

【コ

■　　■■ロ

十◆

エ

態＋＋

臼。邑

国

難

√自＋

●

』ii甲i．i．云「．云＿≡，l田

植

言1
止　樺
戸　眠
ÅJ L上

岳　肇
房　僅
≠　吏
国　　∩
買　趣
妄　疎
帥　　′

慮　牛
e　玉

l　怖

小　冊
卜　悔
ゃ　u

ユ　．＼

・E l

騒　璧　仇シ■
⊥J　　　　′　　　　、

盲　妄　支
．＼　誘　モ
l　㊥　ヤ
阜　卜　望

て　小　？
煙　霞　生

害壷更
ご　1‾、l
室　」　や、
く　≡　て
等　琵　e

亘蔓萱妄言毒Ⅰ

・一　－・　　－　シ■：≡‘「

u＿トー　　　←　、　L　）



Expre＄＄ioninCOSce”＄

0．5％TritonXlOO

S

A

P　250mM（NH4）2SO4

S

B

TIF－2

SMRT

PML

P　200U／mlDNa岳el

S

C

P　2MNaCl

S

D

A B C D E

訂

」

ーP

E

Fig．㌻11
核マトリックス分画法によるTIF－2、P帆、S脈丁の比較

COS－1細胞にTIF－2、SMRT、PMLを発現させ、核マトリックス分画処理を行った。
SMRTは可溶化画分に、PMLとTIF－2は核マトリックス分画へシグナルが積出された。
（A）Tri10nXl000．5％溶液処理、（B）250mM硫化アンモニウム処理、
（C）200u／mIDNasel処理、（D）2M NaCl溶液処理、（E）核マトリックス分画
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Fig．3－12

／n　5ffuによるTIF－2発現細胞の分画化

COS－1細胞、帖Ia細胞にTlト2を発現させ、培養状態で核マトリックス分画処理を
行った。T肝－2はクロマチンMが溶出された状態（F，H）でも核内でnuclear f∞iを
形成し残留した（B，D）。
（Triton）0．5％のTritonX100酒液処理で固定
（N．M．）核マトリックス分画処理した後に固

（A，C，E，G）

定（B，D，F，H）
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Fig．㌻14
C旧ドメインはrtcl髄r f∞i類似の複合体を形成できる。

Tl閏のCIDドメインに卵14の旺Dに融合し00㌻1細胞に発現させると、核内でnぷ】閻r
f∝i類似の複合体を形成した（郎。
その複合体には内在のp瓢が誘導されていた（臥。
2重染色パターンの、［粁）Iによるクロマチン肌へ染色（籾
（E）全長のTtト2のドメイン構造、『）卵l射：l踊虫合タンパク賃の構造



Fig．3－15

T】F－2の核マトリックスヘの結合に必要な領域（M旧D）

TIF＿2のCIDおよびNMBDをCOS－1細胞に発現させ36時間培養後、
核マトリックス処理を行った。CIDは溶出されるが、
N鵬Dは核マトリックスヘ残留した。
（A．B）未処理のNMBD、（E，F）未処理のCID、
（C．D）核マトリックス処理後のNMBD、（G，H）核マトリックス処理後のCID。
（AC．E．G）GFPシグナル、（B．D，F．H）DAPIによるクロマチンDNAの染色像
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Fig・3117　GRの転写活性化におけるCIDによる転写阻害モデル

（A）通常の転写活性化複合体のモデル

（B）GRはCIDの横合体上に局在できるが、GRからの転写は阻害されている。
しかしこの状態でこの横合体は転写活性化能を維持している。
（C）gal－CIDの発現している細胞ではGR／TfF－2上にp300／PCAFをリクルートできない。
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丁IF－2は核マトリックスを足場にCIDを介して複合体前駆体を形成している。
開はアゴニストに結合すると自らの標的配列をこの複合体まで輸送し、
転写開始複合体を形成する。
この複合体はT肝－2，P3∞，Wのもつ仙丁活性を駆使してクロマチン構造を
形成している標的遺伝子の転写を活性化する。



考察

（Ⅰ）第1章　考察

細胞の外界シグナルに対する応答横棒を明らかにするために、シグナル伝達分子の細胞内動態に着目し

て解析を進めた。細飽内薫白質の挙動を経時的に解析するためには、生細胞を非破壊的に観察するシステ

ムが必要であるため、GFPを用いた細胞内蛋白質の経時的観察システムを構築した。

GFP変異体

GFPの野生型は高温反感安佐を示したために、培姜温度を制御することによって蛍光を検出する方法を

開発した。30℃で細胞増殖が盛んな魚類細胞を用いると、ほ乳類細胞を30℃で培養したときに比べ著しい

蛍光強度の増加が観察されたことから、晴乳類細胞ではGFPの発色に際して、培養温度を低下させること

によって生理状態に影響を与えると判断した。そこでGFPを哺乳類細胞内でのマーカー蛋白質として用い

るために、高温度耐性変異体を作製を試みた。まずはじめに発色団変異に着目した。GFPの発色団は糾番

目から67番目のアミノ酸からなり中心の65番目のセリン、66番目のテロシン67番目のグリシンが環状化し

酸素分子によって薮化されることで形成きれる（PrふerDC，Ctal．，1992）。Heimらは、発色団構造の65番目

のセリンが励起／蛍光スペクトルの調節に非常に重要であると考えて、系競的に変異を導入し蛍光発光が

強い変異体S65Tを報告した（Heimet．al．，1995）。このS65TのほかにS65A，S65G，S65Cも同時に報告されたが、

S65Tがその中では圧倒的に一分子あたりの蛍光強度が強かった。しかし彼らは、変異GFPを遺伝子導入し

た大腸菌の培養温度を室温まで筐下させることによって発現させていたために、温度感受性を見出すこと

はなかった。MoriyoshiKらと云々は、大腸菌およびCOS－1細胞においてS65AがS65Tよりも蛍光強度が強

いことを示し、それらがGFP喜白質の発現量を著しく増加させていることを明らかにした（ModyoshiK，et

al．，1996；houyeS，etal・，1997；Fig14A）○

これらの結果から、発色団が温度に影響を受けやすいこと、さらには発色田構造がGFP全体の構造にも

影響を与えGFP蛋白質の可溶性または安定性を変化させることを示唆している。また、現在までに報告の

あったランダム変異導入による蛍光強度の増強を行った変異体を比較し、励起蛍光波長が変化せずに蛍光

強度が増強しているものを選定した（Anderson，M．T．et．aI．，1996；Crameri，Aet．aI．，1996；Heim，R・et・al・，1994）○

その結果、発色団以外の特定のアミノ酸（Y145，V163など）は変異が導入されることによって、37℃での発

現量が増加することが観察され、発色田の変異と独立に特定の励起、蛍光波長をもった変異体を増強する

一33一
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ことを見出した。このような変異体はGFPの立体請造をサポートすることで発現圭の増加を担っているの

ではないかと考えられる。現在ではこのような変異体からの情報と、立体構造から得られる情報をもとに

複数の変異を導入し、蛍光強度の増加を図るアプローチも取られている（Yang，F．亡Lal．，1996）。このような

変異体に対する概念をもとにGFPの変異導入を試み、高温度耐性変異体の作製に成功した。

GR－GFP融合タンパク

高温度耐性GFPを点いてGRの細胞内動態を可視化するために、GR－G印蘭合蛋白質を構築し検討した。

レポーターアツセイと局在パターンの観察によりにより、1）リガンドと特異的に結合し、（2）核へ移行、

（3）標的配列に結合し転写を活性化をする。といったGR本来の転写因子としての積能を果たすことが証明

できた。このような結果は、G‡甲をアミノ末端およぴカルポキシル末端どちらに穀倉した場合にも得るこ

とができた。（Ogawaet．al，1995，柑97）。

GRは細胞内で様々な因子と相互作用し模能を果たしていると考えられるが、GR散合蛋白質を用いた研

究ではCarey．K．L．らがリガンド依存的な核移行について独立に検討を加え、生細胞にj引ナるGRの核移行

機能を経時的に観察した。さらに、一般的な核移行シグナルの輸送機構に必要なRmGTPa5eがGRの核移行

にも重要であることを生細胞を用いた実験系で示した（C訂ey，K．L，1996）。このことからGRの核移行積商

も典型的な核移行シグナルを介したキャリアー賓白質に与って担われていることを示唆している。また核

内の挙動に関しては、Htun，H．によってリガンド依存的なGRの転写活性に着日し、染色体上に取り込まれ

たMhqrV－Lm－Lucレポーター遺伝子をGFP－GR敲合蛋白が活性化することが示された（Htun，H．，1996）。こ

れらの報告は、実際にGf甲一GRがクロマチン構造を形成した榛的配列を認識し、宏写を活性化できること

を意味しており、G抒－GRが核内でクロマチン蒙写に関与する因子と相互作用できることが考えられる。

彼らもGRのアゴニスト依存的な核内小構造体形成を観察しているが、その形成積読については検討して

いない。本研究ではGR－GFPがリガンド依存的にLBDを介して介在因子¶F－2によって形成される複合体と

も結合できることが明かにし、蔵内で転写複合体を形成していることが観察された（第3章参照）。また、

本研究で作製したGR－GFPがリガンド非添加状態で熟ショック蚤白質（HSP90）と結合することも田中らによっ

て示されており（旭川医大、田中ら：私膚）、GR－GFPは細胞質や核において本来の韓能をほぼ完全に経持

していると考えられる。

－34－
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（ⅠⅠ）第2章　考察

GFPによる細胞内葺自質の可視化システムを用いて、GRの細胞質から核へのシグナル輸送機請の解析

を行った。はじめにGRがどのようなシグナルによって核へ誘導されるかを検討した。

核移行を誘導する因子

GR＿GFPは転写活性化のアゴニストであるD既、アンタゴニストであるRU486だけでなく、熱ショックに

よっても核移行が誘導された。熱ショックによっては、HSF（He鵬ShocktⅧSCdpdond叫やHS㍗0が核

移行することが知られている。しかしこれらの移行に要する時間は15－30分とGRの移行時間である9か120

分に比べ短い。GRのように遅効性の核移行としては、MukaiHらによってPKNが90min42℃の条件下で核

移行することが報告されている（MukaiHet．al．，1996）。GRやP広州まHSFやHSP7〔啓のような即効性の熱ショッ

ク応答ではなく、細胞応答に伴った2次的な現象であることが予想される。GRが熱ショックによって核

移行が誘導される原因として以下の仮説が立てられる。

¢）熱ショックによってGR自身が構造変化を起こし核移行シグナルが活性化される。

（最）GRに結合している因子（HSP70など）の核移行に同伴した。

（珂熱ショックを受けた棚包内で、核移行を務草す’るような新たなシグナル（リガンド）が合成された。

（iY）細胞質への保持積構が解除された。

（i）の仮覿のように熱ショックセンサーがGR上に存在すると考えるには、熱ショックによる核移行は、リ

ガンド添加の場合に比較して、応答する細胞がまばらであり、核移行の割合が熱ショックを受けた細胞ご

との感受性の違いを反映しているように観察されたので、直凄GRに熱が作用しているとは考えにくい。

また（ii）の仮説のようにHSP70のような即効性の核移行因子に結合しGRが移行するとは、あまりにも応答

が遅効性のために、つれられて核移行したようにも観察されなかったⅣ弧g，J．，1994）。むしろ（iii）のように

核移行を房導できるリガンド横の2次的産物が桑ショックによって生成され、それによって移行すると考

えるか、（iv）の仮説のように、GRを穣橿的に細胞質に保持している能力が何らかの原因で低下することに

ょって、核移行が誘導されるとも考えられる。このような熟ショックによるGRの核移行は速やかに核か

ら排出されるため核内で転写模構をになっているとも考えにくく、実際にどの様な模能を果たしているか

は現時点で不明である。もしも転写活性化ではなく、GRが何らかの因子を核内へ運搬するような働きで

あれば、熟応答因子の核移行に比べて遅効性であるこのような時間的ずれは、生理現象として非常に興味

深い制御である。

－35－
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GRの局在化制御

GR欠央変異体の解析から、DBDが核内保轟に、はDは細胞質保持に機能していることを明らかにした。

核への局在化に関しては、nC訂dとYa汀H打nOtOによって融GRの欠失変異体の解析からNLl（497－524アミノ

酸．），NL2（540－795アミノ酸）とよばれる2ケ所の核移行シグナルが同定されている鮮CむdD．，1988）。NLlは

nucleoplasminにみられるbipartite型の典型的な核移行シグナルで、L＆Casseらはクロスリンク法によりNLl

の領域に分子量60、76K肋の賓白質が検出されることを示している軋aCぉseEC，e一山．，1993）。このクロス

リンクのバターンはSV40Tの核移行シグナルと同様であったことから、これら2種類の蛋白質の核移行に

は同じ蛋白質が作用していると考えた。一方CareyらによってSV40Tの核移行に必要なRan〝C4GTPaseが、

GRにも必要なことが示され（伽yKL，etal．，1996）、GRの核移行シグナルNLlには血匹血α／βなどのキャ

リアー蛋白質が結合すると予想される（SaYOryJGA，etal．，1999）。細胞質の保持に関してはW．B．打a仕らによっ

てリガンド結合以前のGRLBDにHSP90が結合することが証明され、GRは核移行シグナルをHS‡＞90によっ

て覆われることで細胞質に留まるというモデルが捷喝されているげ加血WB，etal．，1997）。このモデルに対

して、NLl直後に融合したGFPによって核移行が阻害されたGR500－GFP（Fig．－24E；GR500－GFP）は、GFPに

よって川1へのキャリアー蛋白質の結合を阻暮したと考えれば、Pr紙のモデルに－鼓する。しかし、アミ

ノ末端のAD領域を欠いたAAD変異体は、リガンド非添加でもほとんどが核に局在することからげig．－24G）

核移行シグナルをHSP90が阻害しただけでは、厳密‘な局在制御には十分でないことを示唆している。GR

と欠失変異体AAD、GR550とHSP90の融合章白質の解析の結果、HSP90がLBDに結合することと、アミノ

末端のRTSlとが協調的に作用し、細胞質保持を行っていることが明らかになった（Fig．－2・11，12）。この結

果は今までGRの局在パターンがHSP90の結合によって制御されていたモデルに対して、もう一つのRTS2

を設定することで、Fig．2・5に示した仮説（ii）を強く指示するものであり、より厳密な局在バタ●－ン制御模

律を連喝するものであるⅣ飢g，J．，1996；Pr紙WB，etal．，1997。P畑tのモデルを指示する結果としてK弧gKL

etal．らはHSP90に核移行シグナルを融合することでGRがリガンド非添加でも核へ局在できるようになる

こと、GRにも核移行シグナルをもう一つ付加しHSP90が核へ局在するようになることを示した（K狐gKI，

etal．，1994；kcl∝℃P，etal．，1998）。これらの結果も、今回凍喝した2つのRTSと核移行シグナルによるバラ

ンスによってGRの局在が制御されているモデルに対して矛盾はない。

GRの細胞質での機能

これまでの結果からも、GRの細胞質への保持は厳密に制御されているが、細胞質でGRが局在する理由

については、ほとんど明らかになっていない。核内レセプターのリガンドである脂溶性ホルモン、ビタミ

＿36－
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ンは細胞膜、核膜を自由に透過できるため、核内レセプターの多くが核内で保持されていることは、核移

行というステップを省くことができ合書的に見える。このことから考えてもADとLBDの2ケ所を用いて局

在を厳密に制御していることから、GRの細胞質保持には積極的な理由が予想される。仮説としては、（i）

細胞質での他の因子制凱（可細胞雀等異的なGRの制御が考えられる。

（i）細胞質での他の因子制御

GRは様々な転写因子の活性化阻害効果が知られており、抗炎症作用や免疫抑制作用などに寄与してい

ることが示されている。それらの現象に関与する代表的な因子としては肌一B，Aクー1があげられる（De

如∬Ch∝Ⅹ，etal．，1997；K叩匹Ia，T∴K．軋a＝99恥しかし、いずれの場合もGRのリガンド依存的にこれら

の転写活性化に対して抑制効果を発揮することから、これらの因子と細胞質で相互作用し抑制効果が発揮

されるというよりは、リガンドを受け核移行後に作用していると考えられる。このようなリガンド依存的

な抑制効果の中で、ⅩねoN．らによって、GRがHSP70のプロモーター上でHSFlの転写活性化をリガンド

非依存的に抑制することが示さた（氾aoN，etal．．1997）。HSP70の局在パターンが主に細胞質であること、

GRのリガンドを添加すると抑制効果が阻害されることから、この制御が細胞質で行われていると考えら

れる。しかしこの実景系では細胞質に遊離し窄HSP70が枯渇するまでGRを発現させることで、HSFの

HSP70プロモーターに対する寿写活性化が見られることから、籍胞内でこのような転写制御が実際に行

われているかには不明な点も多い。

（ii）細胞穫特異的なGRの制御

今回の実景では、COS－1細胞を用いてGRの細胞内局在について検討したが、同様の実験を他の細胞で

も行うとマウス乳癌由来のC127細胞はCOS－1細砲と同じく比較的細胞質への保持能力が強いのに対して

（Htun，H．，1996；DATAnotshown）、CV－1細胞はGRの細胞質保持能が著しく弱く、リガンドを加えなくと

も殆どの場合核でのシグナルが観察される。このバターンはCOS－1細胞におけるAADの局在バターンに

類似しているPATAnotshown）。これらの原因として、CV－1細胞は血清中の内在性リガンドを細胞内に保

持する能力が強く、十分に細胞からのぞけていない可能性も考えられる。しかし、この条件下でレポーター

アツセイ行っても転写の活性化は全く見られないことから、もう一つの可能性として、ADに作用する

RTS2結合因子が、細胞覆特異的であることも考えられる。HSP90は普遍的に、そして大量に細胞内に発

現していることから、GRのⅠ』DにHSP90が結合し細胞質保持を制御しているRTSlの作用は、おそらくど

の細胞においても共通の桜橋であると予想される。しかし、細胞彊においてGRの局在バターンが異なる

のは我々のCV－1の結果の他にも、ManinsらによってCHO細胞でリガンド非結合のGRが核へ局在すること
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を述べている（M血5VR，etal‥，1991；鋸止M，etd．，1992）。このことからもアミノ末端のRTS2を介して

GRの局在パターンが邦飽穫特異的に制御されるのではないかと考えられる。

細胞質保持と核排出

このようにGRの細胞局在を制御するRT5について考察してきたが、GRが細胞質に局在するには、細胞

・に積極的に保持される以外に、核から常に排出される結果として、細胞質に存在する可能性も考えられる。

近年MAPキナーゼなどに核から細胞質に積極的に排出するシグナルが同定されnucleNeXPrOtSignal：NESと

呼ばれている。GRのRTS2付近にこのシグナルと同等のものを仮定すると籍胸算へ保持と考えていた模様

が、積極的に核から細胞質へ排出されているとしても矛盾はない。本研究において熱ショックによって核

へ移行したGRが、短時間に細胞質へ排出されることを観察している（Fig．2う）。GRの分子量から推定さ

れる大きさは（GR－GFP約120KDa）、核膜孔を自由拡散で透過できる大きさ（約60KDa）から比べれば2倍近

く大きい。このことからもGRが核から積極的に排出される機構が関与しているとも考えられる。ごく最

近、核排出阻書剤1甲tOmyCinBを添加することによってリガンド非添加状態のGRが核に蓄積することが

Savoけらによって範寮されている。この結果はGRが頻繁に細胞質から核へ往復券送されている可能性を

示唆しているが、核排出に必要な領域はGR上に特定されていない（Savoけ比al．，1999）。今回の研究からGR

のアミノ末端にNE5が存在する可能性も考慮に入れたが、現時点の結果からは細胞質保持、核排出のどち

らにGRアミノ末端のRTS2が模能するかは確証がなく、今後検討の必要がある。

本研究では、GFPを蛍光タグをとして用いることで単一の生細胞でGRの挙動を観察し、GRの局在制御

に関して固定や抗体の浸透処理などによる人為的な局在バターン変化を避け、細胞内の蛋白質本来の挙動

を追跡することが出来た。しかしこれらの観察事実は大多数の分子の挙動の鞍寮であって、特定の分子が

どのような過程を経て動いてきたかを明らかにするには至らなかった。例えば、GR分子が細胞質に局在

している場合、細胞質に保持されたままであったのか、細胞質から核へ移行後すぐに排出されて細胞質に

局在が観察されているのかは、分子の動きを追跡することが必要であると考えられる。現在精製した蛋白

質であれば、一分子を蛍光顕微鏡で観察することが可能となってきた。今後は、様々なタンパク分子が共

存する生細胞内で、従来よりも高感度な蛍光分子の検出が必要であり、それらのシステムの開発が期待さ

れる。
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（ⅠⅠⅠ）第3章　考察

focは核内レセプターの相互作用および転写活性化

T『⊥2が核内でnuc血rねdを形成することおよび、多くの転写関連因子がこのnucl組H玩iに集合すること

を観察した。コアクチベーターと核内レセプターの相互作用については、主に酵母や動物細胞を用いた

two－hybrid法や免疫沈降法、GSTプルダウン法などによって解析されてし、る（VoegcIJJ，etal．，1996；ChcnH，

etal．，1997；DingXF，etal．，1998）。J．J．V∝雀elらは、細胞内でT『一2と核内レセ7’ターの相互作用を可視化す

るために、COS－1細胞にT『－2の核移行シグナル欠失変異体と核内レセプターのMa，ER，PRそれぞれと

を共発現させ、リガンドを添加後のT『－2変異体の局在バターンを観察した。その結果いずれのレセプタ

ーの場合も、リガンド依存的にT『－2変異体の核移行がみられ、．このことから細胞内でT『－2と核内レセプ

ターはリガンド依存的に結合できることを示した。■また止らは、RⅡり40が核内で特異的なドットバタ

ーンを示し、そのドット上にn2が局在することから、RⅣ140とm2が核内で相互作用することを示した

（beCH，etalり1998）。我々はT『－2が核内で永にiを形成することを利用し、核内レセプター

（GRPv（R佗R〝R爪AR）が転写活性化剤（アゴニスト）依存的にfociへ局在しげig．－3－7）、転写抑制因子で

あるCOUPは同一核内に共存していても、血dに局在しないことを見いだしたPAmnotshoⅥm）。GRにお

いて、この結果はレポーターアツセイの転写先進作用と一鼓するげig．－3－3B）。さらにマイクロインジェク

ションによって導入したGRの結合配列をもつDNAブロープは、GR依存的にT『－2のfbci上に局在が見られ、

核内レセプターは特異的結合配列をもつ標的遺伝子（レポータープラスミド）をリガンド依存的に核内の

特定領域へ運搬することが可能であることを示している肝ig．－3－8）。このことは核内レセプターがDNA結合

能や2主体形成能を有した転写因子としてT『一2の氏にi上に局在していることを示唆している。これらの着

果は、コアクティベーターと核内レセプターの相互作用を可視化しているだけでなく、核内レセプターの

知iへの局在と転写活性化能には密凝な相関があることを示した。このシステムはGRの核移行と転写活性

化という今まで分離してみることの出来なかった過程をコアクティベーターとの結合過程を可視化するこ

とによって可能とした。

核内での転写複合体形成

この実験系では、T『一2が核内で形成しているnucle訂ねciは単一分子で形成されたものではなく、転写に

関与する因子を多く含んでいることを明らかにした。特に我々はⅥF2とp300，PCAFが同一玩i上に存在し

ていることを見いだし、T『－2がp3軋PCAFが積極的に転写複合体前駆体を形成を誘導していると考えら
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れる（Fig．－3－9）。これらの着果は、TP．YaoらによってSCR－1とp300が核内でfociを形成し局在しているとい

う範察事実（TP．Yaoet．al．，1996）、またN．J．McKcrmaらのgelBltcration法をもちいた分画化によってSRC－1

¶『一2p300などが同一複合体に存在していることと一致している即J．McXcmaet．れ19粥）。しかし、

N．J．McX亡maらは、SRC－1舟300とPCAFは同一の分画に検出できないことを指摘している。彼らは、いく

つかの小単位複合体が核内で存在し、それぞれが転写の素過程における複能単位として順番に結合し、転

写反応を進めていると説明している。我々の結果では、それらの因子は同一の払ci上に戟察されるので、

N．J．McX亡maらによって同定された小単位複合体は相互作用の強弱によって小単位として検出されたもの

で、空間的には核内で同一領域に存在していても矛盾はないと考えられる。事実、p300とPCAFやT『一2と

p3∞などの相互作用は細胞内で十分検出できていることから、それほど時間的に短く、不安定であるとも

考えにくい。また介在因子間の相互作用は、ある一つの因子について琴数の因子が、同一の相互作用領域

を介して籍合するといった、従来の一対一の結合解析では混えられない相互作用関係である。例えばp300

、T【F2両者ともに核内レセプターのリガンド結合ドメインに結合することが示されており、リガンド結

合ドメインを欠くと転写活性化が誘導されなくなが、これら非常に大きい分子が何の制御もなく一つの領

域に同時に結合しているとは考えにくい。おそらくは、N．J．Mc由maらの指摘のように過程ごとに小単位

複合体が存在し順序よく結合が入れ替わることが予想されるが、それらが核内で衝突だけで制御されてい

るとも考えにくく、むしろ我々の観察のようにある限られた範囲に集められることで秩序だった相互作用

を繰り返す転写工場を形成していることが合理的であろうと考えられる。

また、T『－2欠失変異体の解析からCBP舟300相互作用領域が複合体形成に必要十分な領域であることが

明らかになったがげig．－3－14、後述）、CBP舟300はAP－1，CREB，STAT，SV40T，EIAなど転写や複製と行っ

た多くの校構に関与する因子と相互作用し、それぞれの模楕を統合的に制御していることが示唆されてい

る。我々の結果からもCrjunがそのねdに局在していることから、T『－2によって集合したp3∞には他の多く

の因子が結合した状態で集合していると考えられる。現在、複製開始点や組換え開始点が、転写因子の結

合配列ヤプロモーター領域と一敦することから、これらの競合的制御を行う巨大穣能複合体の存在が想定

でる。このような多機能複合体としてnucle訂女にiが機能出来るかは不明であるが、一＊少なくともこの

nuclearぬciは、転写反応が核内で統合的に制御されていることを示唆するものであり、核内でのを写工場

の存在を支持する結果である（Jack50nDAet．d）。

核マトリックスにTIF－2は結合する

核マトリックス上では、乾写や複製など核で起こる複合体形成を伴う多くの現象が制御されていると考

えられている。核マトリックス上でP托－mRNAが検出されるだけでなく、多くの転写因子が存在すること
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が示されており、核内レセプターの多くも核マトリックスに希合するという報告ある。師k1987

G地肌kreg1990；Bo∬q血，J．P．軋aL1997；Pa叫叫M．．比止，19粥）特にステロイドレセプターは盈最お

ょびリガンド特異的に核マトリックスとの結合が報告されており鮮血sれT．M．．eLれ1986；馳u血mn，S．

H．．eLれ1986；）、組線特異的な、アクセプター蛋白質が核マトリックス上に存在することが示唆されて

る。実際にプロゲステロンレセプターにおいては、鮎hudl細らによってR丑f－1，－2（托∝ptOrbin血g

如t。ト1，－2）が、グルココルチコイドレセプターにおいてiよb瓜ⅣUが同定されている鰐gg叫M．，1997；

Schuchard，M．，1991；Lauber，A．H．et．al．，1995）。しかし、これらが核マトリックス上で起きる転写反応に関与

するは不明な点が多い。我々は、核内レセプターのコアクティベーターT『」2が核マトリックスに強固に

結合することを示したが騨g．－3－11）、これが核マトリックスに直掛こ結合するのか、何らかのアクセプタ

ー葺白質を介しているかは不明である。しかし、p3∞などT『－2が発現していないと可溶化される蛋白質

がT呼－2発現条件下では核マトリックス上へ残留しnucle訂ぬdを形成することからPAmnotshown）、核内

レセプターを含む転写複合体の中でも、より核マトリックスへの相互作用が強いことが予想される。核内

レセプターの転写活性化に関与する因子では、SWⅣSNF複合体構成因子Bmや活性の中心であるRNAポリ

メラーゼⅡが、核マトリックスへ結合することが報告されている匹cyesJC，etal．，1997；BourquinJP，et

れ1997；Pamr毎払M，etd．，1998）。これらの因子の他に核内で小棒遺体を形成し核マトリックスに結合する

PMLは、T『－2のnuclealfociには積極的に集合しなかった0．LaMorteらによってPMLとCBPが同一小構造体

に集合する亭が報告され、T茸－2の爪uCle訂知iへ集合するp300とではCBPの核内局在パターンが異なること

が示唆された（LaMor【elれctd．，1998）。このような観察事実はBexFによってもなされており、p3∞とCBP

は非常に相同性が高いものの、核内では別々の模能を担う転写競合因子として働く可能性もある四¢XF，et

d．，1998）。、核マトリックス近傍に存在するのか、もしくはそれ自身がアクセプター葺白質であるかは不

明であるが、1994年にニワトリ赤血球からマトリックスを分画化しHAT活性を測定したグループが、核マ

トリックス分画に70％以上の活性が存在することを報告しており、HAT活性をもつT『－2が複合体を形成

しマトリックス上に残留していることは過去の報告と矛盾しない。これらの観察事実は、核内レセプター

の転写工場が、¶F」2を足場蛋白質として、核マトリックスの特定領域に形成されていることを示唆して

いる。

TIF－2の機能ドメイン

T『－2はSRC・1即COA），P／CP（RAC3Am）とSRC－1またはp160とよばれるフ7ミリーを構成しているが、

このファミリーはいずれもbHLH・PASドメイン、核内レセプター結合領域、CBPh）300との結合領域、HAT
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活性領域をもつ。これらSRC－1ファミリーは核内レセプターに結合し転写の克造作用を示すが、その作用

は報告によってかなりの増減が見られる。我々は、GRの恒常的転写活性化ドメインを欠失した変異体を

用いることでT『・2の転写天道作用を明確に示した。この系を用いてもAmやSRC－1に関しては、若干の

克造作用は認められるもののT『」2と比較すると微々たる効果しか見られなかったPATAnot血own）。今回

は培養細胞を用いたレポーターアツセイでの評価であり、発現圭、細胞内内在因子の影響など多くの実験

的要因による影響が大きいため、一概に細胞内での転写活性化先進作用の強弱は評価できない。しかし、

NJ．McK亡n皿らによってもTⅣ・2とSRC－1が細胞内で複合体を形成していること、我々の結果からT『⊥2だけ

で複合体形成を誘導できることなどから、T呼－2はSCR－1ファミリー同士のオリゴマ一夜合体を形成する能

力をもち、複合体形成の足場タンパクとして横能するとも考えられる。TP．YaoらNJ．McKmaらは非常に

高い相同性を示すbHLH－PASドメインが、オリゴマー複合体形成に関与しているのではないかと述べてい

る。しかし、これらの領域は転写先進作用、・レセプターとの相互作用に必要ではないことも示している

ⅣaoTP，etal．，1996；NJ．McKenna．，19粥）おり、今回の欠失変異件の籍果でもnucl色町ぬd形成および複合体

形成にはbHLH－PASドメインが直接必要ではなかった。けれども後述する00領域だけではnucl仁訂ねd形成

の効率が著しく低下することから、bHLH－PASドメイン領域が別の因子と相互作用する可能性も考えられ、

DNA結合領域としても模能できる可能性があることから、核内の配置に重要な役割を果たす可能性も示唆

される。

nucJear foci形成領域と核マトリックス結合領域

（A）nuc暮ear foci形成について

T『－2の欠失変異体を用いた実験から、□Dを含む941－1157昔日のアミノ酸領域（261アミノ酸）でp3∞

を誘導し複合体を形成できること、HÅTおよびAD2を含む1157－14糾番目のアミノ酸（307アミノ酸）領域

間D）で核マトリックスに結合するのに十分であることがわかった（Fig．3－14，15）。さらに、Cmは核

マトリックス分画への残留もできないことからCDのドットバターンは、核内で浮透していることを意味

する。これはT『一2全長とCIDのnucIcaTfbci形成について比較すると、実験系が一過的発現で単純には比較

できないが、T『－2全長とCIDを別々に遺伝子導入し、一定時間で観察するとnFi2は90％以上がnuclearfoci

を形成しているのに対し、CIDは約30－60％の細胞でのみドットバターンを検出することができる。このこ

とはCIDはドットパターンを形成する効率がT『－2に比べ劣る事を意味し、bHLH－PASドメインもしくは、

NMBDの核マトリックスへの結合が、核内でnucl亡町政氾iを効率よく形成するのに重要であることを示唆し

ている。これらの結果からCⅡ）は自然衝突によって複合体を形成しているのに射し、T『一2全長は核マトリッ
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クス上で何らかの因子との相互作用によって効率的にnucl∝汀ねd形成が行われているのではないかと考え

られる。

（B）転写活性化について

CⅡ）およびNMBDは、T『－2のGRに対する転写克造作用を著しく阻害した。特にNMBDは、Onateらによ

るSRC＿1のカルポキシル末端が、ドミナントネガティプとして作用する領域と一致する（OnateSA，et

れ1995）。CDはCB印3∞と結合することが知られており、GR／標的配列とp300および基本転写因子積梼

の相互作用を阻害することにより転写活性に影響を与えていると考えられる。しかしGRは、SRC－1ファ

ミリーを唐由しなくともp300忙BPあるいはPCAFと直甚結合しうることが、亀井ら、およびaabavartiら

によって報告されており（KameiY，亡tal．，1996；ChakravartiD，etal．，1996）、我々の実験からもp300を含む

CIDによって形成されたドットバターン上に、GRが局在できることを見出しているPATAnotshown）。こ

の結果は、川Dを持たないT阻2によって形成される複合体にGRが誘導きれることを示し、GRがp300／00P

あるいはPCAFへと結合することを示唆していると考えられる。これはp3叩荘3Pに対して核内レセプター

は2つの経路から直棲またはSRC－1ファミリーを介して相互作用するが、CIDによってGRの転写活性化能

が完全に阻害されることから、GRがp30αCBPに直凍結合する経路においては、核内で転写活性を持つこ

とが出来ないと考えられる師g．3－17B）。興味深いのはCD仁g争1のDNA結合ドメインが接合し、ga14の結合

部位を含んだレポーター遺伝子によって転写活性化を測定すると非常に高い転写活性化を検出でき、Cm

の複合体が転写活性化を持つことを意味している。つまりCIDによってp30OP：BPやPCAFが不活性化され

たわけではなく、SRC－1ファミリーからの転写経路のみを道断したことを示すものである仔ig．3－17参照）。

p3∞／CBPに存在する核内レセプターとの相互作用領域のように、転写活性化に対して重要とされない領

域がどの様な意味を持つかは不明であるが、一つの可能性として、多くの因子が一つの作用面を共有する

場合、他に結合領域がないとその複合体が頻掛こ解離してしまうと考えられる。巨大複合体は、複数の相

互作用面に射し少ない構造変化で、それぞれの因子と相互作用することで近傍に集合体を形成していると

考えられる。このように一見無意味に見える相互作用面であっても、核内で効率良く転写複合体を形成す

るには重要な役割をなしているものが存在するとも考えられ、このような複数の因子を競合的に観察する

システムは転写複合体を解析するにおいては不可欠であると考えられる。

一方王ヾMBDと相互作用する因子は同定されていないが、我々の結果では、核マトリックスとTⅣ－2の結

合にNMBDが必要なことから、相互作用するのは核マトリックスもしくはそのアクセプタータンパクであ

ると予想される。jnYitTOQ）実験系においてSRC－1が転写活性化充進作用を持つことからも（JensterG，et

aL1997）、核マトリックスのアクセプタータンパクが転写反応に対し直淳必須なのではなく、核内の特定
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領域を規定することで局所的に分子の濃度を上昇させて核内での相互作用能を飛羅的に上昇させているの

ではないかと考えられる。

HAT活性とnuc［ear foci

ヒストンアセチルトランスフエラーゼ岬活性は、多くの場合精製したヒストンにアイソトープラベ

ルしたアセチルCoAを混合し、アイソトープラベルのヒストンへの取り込みによって評価される。核内レ

セプターに関与する転写複合体には、上記の方法によってCBPh）300PCAF，SRC－1ファミリーにHAT活性

が同定されている。このように複数のEAT活性化存在する理由は明らかではないが、これらそれぞれの

HATは、単なる楼能重複ではなく基質選択性または積能分担を行っているのではないかと予想される。黒

川らは、CBP，PCAFの点変異および特異的抗体を用いた研究で、ZuRとCREBの転写系では、RARの転写

活性化には、PCAFのHAT領域が必須でCBPのHAT領域を必要としないこと、一方CREBでほ逆にCBPの

HATが必要なのに対し、PCAFのHATを必要としないことが示され、SRC－1のHAT活性の欠失はどちらの

転写模能にも影響を与えないことを報告した鰐OrZuSE，etal．，1998）。これらの結果は、CBPとPCAFのHAT

活性に模能的な分担が存在すること予想させる。しかし、この実験系ではレポータープラスミドに対して

の作用であるために、クロマチン構造をとった標的遺伝子に対しSRC－1の附が必要でないかは不明であ

る。確かにSRC－1のHAT活性はp300PCAFに比べ弱いことが示されているが、核内レセプターに結合する

sRC＿lフ7ミリーはレセプターのDNA結合によって、■基質であるヒストンの非常に近傍まで誘導されるこ

とが予想され、これによって必要な領域を限定し、標的ヒストンをアセチル化できるのではないかと考え

られる。逆に強いHAT活性を持つPCAFは転写複合体形成部位から離れた位置でのヒストンのアセテル化

を行うことができるため比較的広範囲のアセチル化に寄与すると考えられるPrummA，etal．，1998）。現在

それぞれのヒストンに対して、アセチル化状態のみを認識する抗体が報告されている。我々のnucle訂ねci

を用いた実験系でこのアセチル化ヒストン抗体を用いれば、nuCIG訂ぬci近傍でヒストンのアセテル化反応

が検出できると考えられる。さらにこの系にTTF－2、P300、PCAFなどそれぞれのHAT領域点変異体を用い

れば、どのHATがヒストンをアセテル化しているかを可視化できるのではないかと考えられる。また、

このアセテル化反応に対しては基質が、ヒストンではをく他の因子である可能性もある。p53（GuW，etal．，

1997；SakaguchiK，etal．，1998）やGAm－1（BoyesJ，etal．，1998）はアセテル化されることでDNAへの結合が安定

化する辛が報告されており、核内レセプターや他の複合体構成因子がアセチルされることで複合体の形成

様式に変化が生じることも考慮に入れる必要がある。nF－2、P300、PCAFなどののHAT領域点変異体が、

nuclearfbci形成に何らかの影響が生じるかは興味深い。今回の結果から同定したNMBD内にもHAT活性領

域が含まれていることから、核内の領域を決定することに関与している事も考えられる。
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