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論文内容の要旨

〔目的)

グルココノレチコイドホノレモン (G)は，その標的細胞の核内で特異的遺伝子の発現調節を行うことにより，

その作用を発現していると考えられている。 Gはまず細胞質レセプターと結合し，レセプター・ G複合体

(GRC) を形成する。乙の GRC が活性化され，核に移行結合する。乙れら各ステップの機構について

は，最近かなり解明されてきた。しかし，活性型 GRC の核内での動向，すなわち，クロマチンタンパク

質への結合からその最終結合部位である DNA の glucocort icoid response e1emen t s (G R E) に

至るまでの機構については，未だ殆ど解明されていない。一方，ヒストンは， DNA の転写過程iζ非常に

重要な役割を果たしているにもかかわらず， G作用機構との関係においては未知である。従って，本研究

では，核内タンパク質，特にヒストンに注目し， DNA ，ヒストン， GRC の相互関係について， in vi-

tro の実験系を用いて解析し，乙れらのG作用機構への関与について検討した。

〔方法〕

1) 活性型 GRC の精製:副腎摘除ラット肝より C1 iment 等の方法を一部改良して，活性型 GRC (活

性型レセプター・[ 3 HJ Triamcino1one ace tonide 複合体)を約 3，000 倍に精製した。以下，乙れ

を活性型 GRC の部分精製標品として用いた。

2) 活性型 GRC のヒストンアガPロースへの結合:ヒストンアガロース (20μ1 (120μg ヒストン)) ，及

び部分精製した活性型GRC (0.5 pmo1 (30,000 DPM)) を用いた。乙の assay 系lと諸因子を添加し

た。反応液を o .C , 10分間 incubate し， 3 回洗浄後， [3HJ GRCのヒストンアガロースへの結合量を

測定した。
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3) 活性型 GRC の DNA セルロースへの結合: DNAセルロース(10μg DNA) ，及び，部分精製した

活性型GRC (0.8 pmol (55,000 DPM) J を用いた。乙の assay 系に， 種々のヒストン分子種(ヒ

ストンHl ， H2A , H2B , H3 , H4) を添加した。反応液を， OOC , 60分 incubate し， 3 回洗浄後， CSH] 

GRC の DNA セルロースへの結合量を測定した。

〔成績〕

1)部分精製した活'性型GRC (4.2 S , MW: 98 ， 000) をヒストンアガロースカラムに添加したところ，

非常に強固に結合した。 3M KCl や50%e thylene glycol で，溶出を試みたが溶出できなかった。し

かし， 20 mM  pyridoxal 5'-phospha t e (P AL P) ，とより効率よく回収できた。回収した GRC は，

4.2 S 型を保っていた。

2) 活性型 GRC がどのヒストン分子種に結合するかを検討した(ヒストンアガロースと活性型 GRC の

結合反応における各ヒストン分子種による競合阻害で解析した)。活性型GRC のヒストンアガロースへ

の結合は，ヒストンH3 ，及びH4 で特に強く阻害され，ヒストンH2A ， H2B で軽度に阻害された。ヒス

トン Hl とは，ほとんど競合しなかった。親和性の順位は，ヒストンH3 孟H4} H2A>H2B であった。

3) 活性型GRC の DNAセノレロースへの結合量は，ヒストンH3 ，及びH4 の添加により著名に増大し，

ヒストンH2A，及びH2B'とより軽度増大した。一方，ヒストンHUとより著しく抑制された。 DNA と

ヒストンは，非常によく結合することが知られているので，ヒストンH3 ， H4 による GRCの結合量の増

大は， DNAセルロースに結合した乙れらヒストンに活性型 GRC が結合した結果であると推定される。

また，ヒストンHl による抑制は， DNA セノレロースに結合したヒストンHl と GRC が結合しなかった

ためと考えられる。

4) ヒストンアガロースに結合した活性型 GRC は， PALP'とより，量，及び時間依存性に溶出された

(20mM , 60分で， 70%溶出)。 しかし，ビタミン B6 誘導体である， pyridoxalでは一部が溶出される

のみであり， pyridoxamine , pyridoxamine 5' -phospha te , pyridoxine では，ほとんど溶出され

ず，乙の効果は PALP に極めて特異的であった。

5) 活性型 GRC は， PALP と NaBH 4 で前処理したヒストンアガロースにも，無処置のヒストンアガ

ノレースと同様に結合した。乙れは ， PALPがGRCのリジン残基と Schif f塩基を形成することによりヒ

ストンとの結合を減弱させていることを示唆している。

6) これまで活性型 GRC とヒストンとの相互作用について解析してきた。そ乙で，非活性型GRC をヒ

ストンアガロースカラムにかけて検討してみると，非活性型GRC もヒストンアガロースに結合した。し

かし非活性型GRC とヒストンとの結合は，活性型GRC よりも弱い結合であった。

〔総括〕

1)活性型 GRC は，非常に強固にヒストンと結合したが， 20mM PALPで溶出することができた。

PALP以外のビタミンB6誘導体では，ほとんど溶出できなかった。

2) 活性型GRC のヒストンの各分子種に対する親和性の順序は，ヒストンH3 孟H4} H2A>H2B で

あった。ヒストン Hl とは，結合しなかった。

3) 活性型 GRC の DNA セノレロースへの結合は， ヒストンH3 及びH4'とより著名に増大し，ヒストンHl
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により強く抑制された。

4) 活性型 GRC の方が，非活性型GRC よりも，ヒストンに対する親和性は大であった。

5) 以上の結果は，活性型 GRC がクロマチン構成成分であるコアヒストン(特にヒストンH3. H4) に結

合して，クロマチンを転写可能な構造に変換させ， DNA の GRE 部位への結合を容易ならしめている機

構の可能性を示唆している。

論文の審査結果の要旨

本論文は，クノレココルチコイド分子作用機構，特に活性型レセプター・グルココルチコイド複合体と

DNA，そしてヒストンとの相互作用について研究したものである。活性型グルココルチコイドとヒスト

ンが強く結合することを初めて明らかにし，クツレココルチコイド作用機構におけるヒストンの重要性を示

唆した。今後のグルココルチコイド遺伝子発現調節機構におけるクロマチン上のステップの解明に貢献す

る，興味深い研究である。
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