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論文内容の要旨

【目的】

グルココルチコイドホルモン (G) は，その標的細胞内で特異的レセプター (R) に結合し さらに活性化の過程

を経て，“活性型"GR 複合体 (GRC) に変換される。その後，この活性型 GRC は核内に移行し 標的 DNA 塩基配

列 (G response element (GRE) J に結合して， G 作用を発現すると考えられているO 細胞質中には，この移行結合

の過程を調節する物質の存在が知られているO 我々は， ATP 存在下で移行結合を促進する因子 (ATP-Stimulated

Translocation Promoter (ASTP) J と逆の作用を持つ移行阻害因子 (Macromolecular Translocation Inhibitor 

(MTI) J の存在を報告してきた。更に，我々は， DEAE-cellulose column による MTI の分離精製を試み，ラット肝臓

には少なくとも三種類の MTI 活性 (MTI-1 , n , ill) が存在する事を証明して来た。本研究において，私は， MTI 

の内，特に MTI-ill に注目し，その高度精製法の開発を行い，その精製標品の生化学的諸特性を解析し， MTI-ill の作

用機構について検討した。

【方法】

1 )活性型 GRC の精製:副腎摘除ラット肝細胞質から活性型 GRC ([ 3 HJ Triamcinolone acetonide (T A) ・レセ

プター複合体〕を約3 ， 000倍に精製した。以下，全ての実験はこの高度精製活性型 GRC を用いた。

2) MTI-ill の阻害活性の測定:反応液は，最終容量を250μl とし，ラット肝精製単離核 (1 x10 6 nuclei，約10μg

DNA) と活性型 GRC (50 ,000dpm , 0.75pmol)を用い， 4 0Cで90分間 incubation の後，核に結合した GRC 量を測

定した。 MTI-ill の阻害活性は活性型 GRC の核への結合量を20%減少させるものを 1 unit とした。

【成績】

1) MTI-ill の精製と諸特性の解析:副腎摘除ラット肝細胞質画分から， DEAE-cellulose 酸処理，ゲル漉過

(Sephadex G-75) , S-Sepharose , MonoS 等によって MTI-ill を電気泳動的に単一にまで精製した (4500倍)。以下，

この精製標品を用いて，その生化学的諸性質について解析した。 SDS 電気泳動で測定した分子量は69 ， 000，ゲル鴻過

では68 ，000であった。その沈降定数は3.7S であった。精製したMTI-ill は， 2μg で GRC の核結合を50%阻害した。

また単離核の代りに， DNA-cellulose や Histone-agarose を用いて実験を行っても， MTI-ill はほぼ同様の阻害率を示

した。更に， MTI-ill は活性型 GRC と GRE を含む 57bp のマウス乳癌ウイルスの Long Terminal Repea t 部分

(MMTV-LTR) との結合も阻害した。
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2) MTI-ill の阻害作用機構の解析:精製MTI-ill と活性型 GRC 及び MMTV-LTR の相互作用を glycerol 密度勾配遠

心方法で‘解析した。活性型 GRC (沈降定数4.28) を MTI-ill と 4 0C ， 15分間 incubation すると，両者は結合して，約

6.88 に沈降した。この MTI-ill と GRC の複合体に MMTV-LTR は結合できなかった。 MTI-ill非存在下で， GRC と

MMTV-LTR は結合し，約7.28 に沈降した。この GRC-MMTV-LTR 複合体に MTI-ill を添加し， 4 0Cで 15分間 mcu­

bation すると，約60%の GRC が GRC-MMTV-LTR 複合体から解離し， GRC-MTI-ill複合体を形成した。同様の条

件下で30分間 incubation すると，約90%の GRC が GRC-MMTV-LTR 複合体から解離し， MTI-ill と複合体を形成し

た。以上の結果より， MTI-ill の阻害作用機構は， MTI-ill活性型 GRC と直接接合する事により， GRC と GRE を阻害

する事が分かった。

3) MTI-ill と hsp70との異同についての解析:分子量が MTI-ill と近似し， GRC と相互作用する事が示唆されている

hsp70 と MTI-ill の異同について，抗 hsp70モノクローナル抗体を用いて， western blotting 方法で実験を行った。広

く hsp70family と交叉反応する事が知られている抗 hsp70抗体は精製 MTI-ill とは反応しなかった。従って， MTI-ill 

は hsp70family の一員ではなく，新規の GRC 結合蛋白であるo

【総括】

1 )ラット肝グルココルチコイド・レセプター核結合阻害因子-ill (MTI-ill) を電気泳動的に単一にまで(約4500倍)

精製した。 MTI-ill の分子量は約68 ， 000で，その沈降定数は3.78 であった。

2) MTI-ill は GRC と核や DNA-cellulose 及び Histone-agarose の結合を阻害した。更に， MTI-ill は GRC と標的

DNA 塩基配列 GRE を含む MMTV-LTR は結合を阻害した。

3) MTI-ill の作用機構は直接 GRC と結合し， MTI-illGRC 複合体を形成する事により GRC と DNA 結合を限害す

ることが示唆された。

4) MTI-ill は hsp70family の一員ではなく，新規 GRC 結合蛋白であった。

論文審査の結果の要旨

グルココルチコイドホルモン (G) は，その標的細胞内で特異的レセプター (R) に結合し，さらに活性化の過程

を経て，“活性型"GR 複合体 (GRC) に変換される。その後，この GRC は核内に移行します。最終的には標的 DNA

塩基配列 [G response element (GRE) ]に結合して， G 作用を発現すると考えられています。この GRC の核への

移行と， GRE に結合する step は遺伝子発現調節機構上重要な調節 step と考えられますo 細胞質中には，この移行結

合の過程を阻害する高分子性阻害物質 MTI (Macromolecular Transloca tion Inhi bi tor) の存在が知られている。本

研究において MTI の内，特に MTI-ill に注目し，その高度精製法の開発を行い，その精製標品の生化学的諸特性を解

析し， MTI-ill の作用機構について検討した。

その結果， MTI-ill を電気泳動的に単一にまで精製した。 MTI-ill はゲソレ櫨過による分子量 6 万 8 千， 8D8-PAGE 電

気泳動による分子量は約 6 万 9 千です。その沈降定数は約3.78 でした。 MTI-ill は核や chromatin ， DNA-cellulose , 

Histone-agarose への GRC 結合を阻害した。更に， MTI-ill は GRC と標的 DNA 塩基配列 GRE を含む MMTV-LTR

の結合を阻害した。 MTI-ill の作用機構は直接 GRC と結合し， MTI-ill-GRC 複合体を形成する事により GRC と DNA

結合を阻害する事が示唆された。 MTI-ill は hsp70family の一員ではなく，新規の GRC 結合蛋白であった。

本論文は“活性型" GRC の核結合を阻害する高分子物質の精製と生化学的特性について述べたものであり，グル

ココルチコイド作用機構の解析に大いに貢献している。今後の発展が期待される独創的な研究であるo 学位論文とし

て価値あるものと認めるo




