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論文内容の要旨

(目的)

ステロイドホルモンレセプターは，ホノレモンと結合後活性化され，核への親和性が増大し核内へ移行

するとされている。各段階でレセプター機能を調節する細胞質因子の存在が，これまでに報告されてい

る。しかし，活性型レセプターを特異的に認識し核結合部位に作用する因子についてはよくわかって

いない。その様な細胞質因子が存在すれば レセプター機能の調節機序のみならず核結合部位の解析

にも役立つものと思われる。そこで，ラット子宮エストロゲンレセプター C RE) の活性型を特異的に

認識・作用する細胞質因子の有無につき検討した。

(方法)

成熟雌Sprague -Dawley ラットを使用。去勢後16--加時間して子宮摘出。また，去勢・副腎切除後 3

日して肝摘出。成熟雄ラットは 去勢後 16--20時間して前立腺摘出。 18-- 23日令の無処置幼若ラットの

子宮も使用。

組織は， lOmM  Tris CpH 7.4) -2mM mercaptoethanol 中でホモゲナイズし 105000xg で 60分遠心。

得た上清を可溶性分画とした。核は，成熟雌ラットの子宮及び成熟雄ラットの前立腺をlOmM Tris 

(pH 7.4) -2 mM  mercaptoethanol-3 mM  MgClz -0.32 M sucrose 中でホモゲナイズし， 10mM 

Tris (pH7.4)ー 2mM  mercaptoethanol -3 m M  MgClz -25 mM  KCl -1.8 M sucrose 中で精製。肝

の核は， Chauveau の方法で精製。

子宮・肝・前立腺の可溶性分画は， 4 nM3Hーエストラジオール (E z ) ・ 20 nM デキサメサゾン (Dx)

・ 4 n M3H- ジヒドロテストステロン (DHT) とインキュベーションし，各種処理後，核と o oc 1 時間
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混和。その後， レセプターの核への結合を調べた。

庶糖密度勾配法 CSDG)による分析は， 5--209ぢ sucrose-l0mM Tris CpH7.4)-1.5mM EDTA 

-2 mM  mercaptoethanol -O. 4 M KCl で行なった。

ゲ〉レ戸過による分析には， lOmM  Tris CpH 7.4 )-1.5 mM  EDT A -2 mM  mercaptoethanol -0.4 M 

KClで平衡化した Sephadex G -2∞を使用した。

(成績)

(1) 成熟雌ラット子宮の可溶性分画を 3H-E2で、標識後， 25
0

Cで加温すると， E2- R E 複合体の核結合は

時間と共に増加し一定値に達した。と乙ろが O. 15M KCl 存在下で加温すると， E 2 結合には変化が

ないにもかかわらず，核結合は一過性に上昇し，後急速に減少した。これは成熟雌ラット子宮の可溶

性分画において， KCl 存在下で活性型 Ez-RE 複合体に，何らかの変化を生じている乙とを示す。

(2) この KCl 存在下で加温した E2 - R E 複合体を，イオン強度の高い SDG で分析すると， E 2 結合因子

は 4 --5 S から 5 --20S の巾広いピークへと移行した。 Sephadex G -200カラムクロマトでは， void 

部分にE 2結合因子を認めた。乙れらの結果は ， KCl 存在下の加温で， R E が heterogenous 大分子に

変化することを示す。

(3) 活性化阻止のための10mM Na 2 Mo0 4 存在下で，成熟雌ラット子宮 Ez- R E 複合体を加温すると，

加温時lζ KCl が存在しても，続く透析操作(活性化を抑制する低分子物質の除去。 Na2 Mo0 4 ， KCl 

も除去される) ，とより，核結合が回復した。一方，透析で活性化した Ez- R E 複合体を KCl 存在下で

加温すると，核結合は消失し，乙れは加温時 Na2Mo04 が共存しても阻止できなかった。また核共存

下で加温するとKCl が存在しても核結合の消失は認めなかった。従ってKCl 存在下の加温による核結

合の消失は，活性型， しかもその核結合部位を特異的に認識する反応によるものと考えられる。更に

KCl存在下で加温した Ez- R E 複合体は，透析で核結合が回復しないことから，核結合の消失は不可

逆的な過程と考えられる。

(4) 幼若ラット子宮の可溶性分画を， KCl 存在下で加温した場合，核結合の消失は認められずイオン強

度の高い SDG でも 5 S 't:ピークを示した。幼若ラット子宮のE2-R E複合体iζ成熟雌ラット子宮ない

し肝のレセプター free 可溶性分画を加えKCl 存在下で加温すると，前者の場合のみ核結合の消失，

SDG 上 5 --20S のピークを認めた。乙れは，成熟雌ラット子宮可溶性分画にのみ核結合の消失をき

たす細胞質因子が存在することを示す。

(5) 成熟雌ラット肝の Dx ーグルココノレチコイドレセプター複合体・成熟雄ラット前立腺のDHT-アンド

ロゲンレセプター複合体では，加温時KCl が存在しても，核結合や SDG上のパターンに変化を認め

なかった。成熟雌ラット子宮のレセプターfree 可溶性分画の添加も効果がなかった。前述の細胞質因

子は， RE'ζ特異的に作用するものと思われる。

(総括)

成熟雌ラット子宮には，活性型 R E の核結合部位を特異的に認識し，温度・イオン強度依存性ft: RE 

の凝集・核結合の急速な消失をきたす細胞質因子が存在すると考えられる。乙の細胞質因子は，各活性

型ステロイドホノレモンレセプターの核結合部位の相違を明らかにするのに有用であると思われる。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，エストロゲンレセプター機能を調節する細胞質因子の存在を明らかにしたものである。

成熟ラット子宮には，活性型エストロゲンレセプターの核結合部位を認識し，温度・イオン強度依存

性に活性型レセプターの凝集をお乙し核結合能を急速に消失させる細胞質因子が存在することを見い出

した研究で，ステロイドホルモンレセプターの機能調節を考える上で興味深い。
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