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ダイオキ シン受容体(arylhydrocarbonreceptor：AhR)は 、 ダイ オキ シンﾆよ って 引き

起 こされ る様 々な 生体 毒性ﾆ関 与す る。細胞 質ﾆお いてダイ オキ シン と結 合 し活性化

されたAhRは 核 内へ移行 し、P450な どの脂質薬物 代謝 酵素 の遺伝子 の プロモ ーター領

域ﾆ結 合す る ことで転写 因子 として働 く。細胞質でAhRはHsp90やAIP(AhRintercating

protein)と複合体 を形成 し、 これ らOAhR結 合分子ﾆよ ってAhRの リガ ン ド親和性や

細胞 内局在、 タ ンパ ク質安定性 が制御 されて いる。 申請者 はGタ ンパ ク質 αサ ブユニ

ッ トの一 つGα13がAIPと 結合す ること、Gタ ンパ ク質 の活 性化がAhRを 介 した転写

活性化 を抑制す る ことを見 出 した。また、Gタ ンパ ク質 の活 性化がAhRの 細胞 内局在

とタ ンパ ク質安定 性ﾆ影 響 を及ぼす ことを明 らかﾆし た。

まず 申請者 は酵 母 ツーハイ ブ リッ ド法 を用 いてGα13の 結合分子 の探索 を行 い、Arp

を同定 した。 またinvitrobindingassayを 行 いGα13とGαqがAIPと 結合す る ことを証

明 した。 さ らﾆ免 疫沈降法ﾆよ り細胞内ﾆお け るAhRとAIPの 相互作用 をGα13が 阻

害 す る ことを明 らかﾆし た。AhRの 結合配列(XRE配 列)を 用 いた レポ ーターア ッセ

イ を行 った結果 、AhRを 過剰 発現 させたCOS7細 胞及 び内在 的ﾆAhRを 発現 してい る

Hepalclc7細 胞ﾆお いて 、リガ ン ド刺激依存 的なAhRの 転写活性化ﾆ対 して、Gα活 性

型変異体(GαQL)の 過 剰発現やLPA刺 激ﾆよ るGタ ンパ ク質 の活性化ﾆよ ってそ の

転 写活性化 が抑制 され る ことが明 らかﾆな った。 またHepalclc7細 胞ﾆお いて、AhR

を介す るCYPIA1璋 伝子 の発現誘導 も同様ﾆGタ ンパ ク質の活性化ﾆよ って抑制 され

る こと を明 らかﾆし た。

次ﾆ申 請者 はAhRの 細胞 内局在 を免疫染色法 を用 いて調べ た ところ、Gタ ンパ ク質

の活性化ﾆよ ってAhRが リガ ン ド刺激非 依存 的ﾆ核 へ移行す る ことを示 した。さ らﾆ

核 内へ移行 したAhRの 動態 を解析す るた めﾆAhRとArhtの 二量体形成 とAhRのDNA

結合能 を解 析 した。そ の結果 、Gタ ンパ ク質 の活性 化ﾆよ って核 内へ移 行 した 紬Rは

Arntと の親和性が低 く、そ のためDNA結 合能 も低下 して いる ことが 明 らかﾆな った 。

続 いて、AhRの ユ ビキチ ン化 とAhRの 半減期 をpulsechase法ﾆよ って解析 を行 った。

そ の結 果、Gα13QLの 過 剰発現ﾆよ ってAhRの ユ ビキチ ン化が 充進 す る こと・またAhR

の半減 期が短縮 され、AhRタ ンパ ク質が不安定化 されてい る ことが判 明 した。 さ らﾆ

Gα13QLの 過剰発現ﾆよ ってCYPIA1の 転写誘導が抑 制 された細胞ﾆ対 して プロテ ア

ソー ム阻害剤 を処理 した ところ転写活性 の抑制が解 除 された ことか ら、GCti3QLﾆよ る

転写活 性 の抑制 はAhRタ ンパ ク質 の分解 の充進ﾆよ る ことが明 らか とな った。これ ら

の結 果か ら、Gタ ンパ ク質 の活 性化がAhRの 細胞 内局在 を変化 させ 、AhRタ ンパ ク質

の安 定性 を低下 させ る ことで ダイオキ シ ン受 容体 シグナル を抑 制す る ことが明 らか と

なった。
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3量 体Gタ ンパ ク質 は生体 内 の多 くの組織 にお いて 、ホル モ ンや神経伝達物質 、ケ

モカイ ンな どの細 胞外の シグナル を細胞 内 のシグナル分子 に伝 達す る重 要な タンパ ク

質で ある。一方 、ダイオキ シ ン受容体(AhR)も 広範 な組 織 に発現 が見 られ、本来 の

生体 内での機能 は不 明の部分 が多 いが 、ダイ オキ シンによ る生殖毒性や 肝臓毒性 、免

疫毒性 、発 ガ ン性な どの生体毒 性 に関与す る ことが知 られ ている。 申請者 はGタ ンパ

ク質 の活性化 がAhRシ グナル の抑 制す る ことを見 出 し、そ の抑 制機構 を解 明 した。

まず 申請者 はGタ ンパ ク質 αサ ブユニ ッ トの一 つGα13とAhR結 合分子 で あるAIP

(AhRinteractingprotein)の 結合様 式 を解析 し、AIPがGタ ンパ ク質 の不活 性型3

量体Gα βγとは結合せず 、Gβγか ら解離 したGα に特異 的 に結合す る ことを示 した。 さ

らに細胞 内 にお いてGα がAhR-AIP複 合体 形成 を阻害す る ことを見 出 した。、また レポ
ー ター ア ッセイや リアル タイムPCRに よってGタ ンパ ク質 の活性化がAhRを 介 した

転写活性化 を抑制す る ことを示 した。次 にAhRの 細胞 内の動態 を解 析 し、Gタ ンパ ク

質 の活性化 によ ってAhRが 不活性化 状態 で核 へ移行 し、核 に移行 したそのAhRは

Arntと の2量 体 形成やAhRのDNAへ の結合が減 弱 して いる ことを示唆 した。 さ ら

にGタ ンパ ク質 の活性化 によ ってAhRの ユ ビキチ ン化が促進 し、AhRの タ ンパ ク質

量が減 少す る ことを見 出 した。 またGα13QLの 過剰発現 によ って、AhRの 標的遺伝子

(CYPIA1)の 転写誘導 が抑制 され 、そ の抑制 はAhRタ ンパ ク質 の分解 を阻害す る こ

とで解 除 された ことか ら、Gタ ンパ ク質 の活 性化 によるAhRの 転写活 性化 の抑制 には

ユ ビキチ ンープ ロテア ソーム 系 を介 したAhRタ ンパ ク質 の分解が 関与す る ことが示 唆

された。

申請 者はGタ ンパ ク質 とAhR結 合分子 の相 互作用 を起 点 とし、AhRの 細胞 内局在や

タ ンパ ク質 の安定 性 を詳細 に検 討 し、Gタ ンパ ク質 シグナル とダイオキ シン受容体 シ

グナル とい う これ まで二つ の独立 じた シ グナル経 路 と考 え られて いた ものが ク ロス ト

ーク して いる ことを初めて見 出 し、そ の メカ ニズム の一端 を解 明 した。AhRは 生体 内

の リガ ン ドやそ の生理機能 に関 して未解 明な部分 が多 く残 され てい る。 これ までGタ

ンパ ク質 は様 々な生命現象 に関わ るこ とが知 られて いるが 、新 た にGタ ンパ ク質 によ

るAhRシ グナル の活性 制御機i構iが明 らか にな り、AhRの 生理機能の解 明につなが る こ

とも期待 され る。

以上 のよ うに、本論文 はGタ ンパ ク質 によ るダイ オキシ ン受容体 シ グナルの抑制機

構 につ いて多 くの知見 を もた らす もので あ り、学術上 、応 用上貢献 す る ところが少 な

くない。 よって審査委員 一 同は、本論 文が博士(バ イ オサ イエ ンス)の 学位論 文 と し

て価値 ある もの と認 めた。


