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AIBl 

ACTR 

AD 

AR 

ARA 

bHLH 

CARM 1 

CBP 

CREB 

DBD 

: amplified in breast canccr 1 

: activator of the thyroid and rctinoic acid reccptor 

activation domain 

: androgcn rcccptor 

androgen receptor activator 

: basic helix-loop-helix 

: coactivator-associated arginine methyltransfcrase 1 

: CREB-binding protein 

: cAMP response element binding protein 

: DNA binding domain 

ER : estrogen receptor 

GR : glucocorticoid receptor 

GRIP1 

HAT 

HDAC 

LBD 

Nco-A 

NcoR 

NID 

PAS 

p/CIP 

p/CAF 

PCR 

PPAR 

PR 

RAC3 

RIP140 

RT-PCR 

RXR 

SRC 

SMRT 

TIF2 

TR 

TRAM-l 

VDR 

: glucocorticoid receptor interacting protein 1 

histone acetyltransferase 

histone deacetylase 

: ligand binding domain 

nuclear receptor co-activator 

nuclear receptor co苧repressor

nuclear receptor interaction domain 

: period/aryI hydrocarbon receptorlsingle minded 

: p300/CBP co-intcgrator associate protein 

: p300lCBP-associated factor 

: polymerase chain reaction 

: peroxisome proliferator activated receptor 

: progesterone receptor 

receptor-associated co-activator 3 

: rcceptor interacting protein 140 

: reverse transcriptasc couplcd polymerase chain reaction 

: retinoid X receptor 

steroid receptor co-activator 

: silencing mediator for RXR and TR 

transcriptional intermediary factor 2 

: thyroid hormone receptor 

: TR activator molecule 

vitamin D receptor 

緒論

エス ト ロゲン、グルココルチコイドなどのステロイドホルモンやレチノイン酸、甲状

腺ホルモンなどの低分子脂溶性リガンドに対するレセプターは核内で遺伝子発現を制御

する転写因子であり 、 核内 レセプターと総称される遺伝子ファミリーを形成している 。

核内レセプターは細胞の増殖や分化、恒常性の維持などに関わる遺伝子の発現を調節し

ており 、 これまでに線虫から哨乳類まで 50 種類を超えるファミリー遺伝子が単離され

ている ( 1-5) 。近年、核内レセフターと結合する転写共役因子が見い出され、核内レ

セプターのリガンド依存性の転写制御機構として転写共役因子を介するモデルが考えら

れている (Fig . 1 ) 。リガン ドが結合していない状態の核内レセフターは N-CoR 、 SMRT

(6, 7) といった転写共役抑制因子(コリフレッサー)を介して桜的遺伝子の転写を抑

制しているが、リガンドと結合した核内レセプターは転写共役活性化因子(コアクチベ

ーター)を介して、標的遺伝子の転写を活性化すると考えられている 。

~ 
~ 

~ 

~ 

Activate ‘Ligand 

園田園・ー

Fig. 1. Model of transcriptional regulation by nuclear receptor. 

核内レセプターのリガンド依存的な転写活性化機構を考える とき、リガンドが結合し

た時に初めてリクルー トされてくる因子を想定すればその機構を説明する ととができる。

そのよ う な考えのもと核内レセフターと リ ガ ン ド依存的に相互作用する因子が多数クロ

ーニングされてきた。 現在までに報告されているコ アクチベーター遺伝子には、 一次構

造が類似 して いるととから p160 フ ァ ミリーまたは SRC ファミリーと呼ばれる SRC-

1川coA-1 ( 8 ， 9 ) 、 TIF2/GRIP1 (10, 11) 、 p/CIPI ACfRI AIB lIRAC3庁RAM-1 ( 12-16 ) や、

核内レセプター以外にも AP-1 や NF-KB などの転写因子と相互作用をする CBP/p300 (17, 

18 ) 、 アン ドロゲン レセフター (AR) 特異的なコ アクチベーターとして単離された ARA70

( 19 ) 、 ペルオキシソーム増殖剤活性化レセフタ -y ( PPARy ) 特異的なコ アク チベー

ターとしてクローニングされた PGC2 (20) 、 TR や VDR とリガン ド依存的に相互作用

する複合体のサブユニ ッ ト である T孔ぜ220/DRIP205 (21 , 22) などが単離されている。

1996 年に CBP はヒ ス ト ンアセチル トラ ンスフエラーゼ (HAT) 活性を もっと とが明 ら



かにされ (23 ， 24) 、その後、 SRC-l や ACTR も HAT 活性をもつことが明らかとなった

(12, 13, 25) 。また、コリプレッサ- N-CoR と SMRT はヒストン脱アセチル化酵素

(HDAC) 活性を有するタンパク質と結合するととが報告されている (26， 27) 。これ

らの知見から、核内レセプターはリガンドと結合していない状態ではヒストン脱アセチ

ル化酵素を含む複合体を形成し、ヒストンを脱アセチル化することにより転写を抑制し

ているが、リガンドと結合した核内レセプターはヒストンアセチル化酵素と会合するこ

とによりヌクレオソームを弛緩させ、転写を活性化するというモデルが提唱されている

(28, 29) 。

Table 1. Candidates of coactivators for nuclear receptors 

Coactlvator Interactable Receptor HAT Activity 

pl曲拍mlly I ，い[SATRlCFCT2-R 1 
ER, RAR, RXR, TR, VDR 。

AR, ER, GR, MR, PR, PPAR, RXR, TR,VDR 。

AR, ER, GR, MR, PR, RAR, RXR, TR,VDR 。

CBP ER, RAR, RXR, TR 。

p300 ER, RAR, RXR, TR 。

p120 AR, TR ラ

ARA70 AR ? 

PGC・2 PPARy ヲ

TRAP220/DRIP205 ER, PPAR, RXR, TR N. D. 
」自由

? Not Determined 
N. D. Not Detected 

現在までに多数のコ アクチベータ一候補因子が単離されているが (Table 1 ) 、これら

のコアクチベーターとしての機能解析は遺伝子導入などの手法によ り、これらの分子を

細胞内に過剰に発現させた条件で解析されており 、過剰な発現によ る本来の基質以外の

分子に働きかけている可能性や、内在するコ アクチベーターの影響を受けるなどの問題

点がある。これらの過剰発現の問題点を克服する方法として、酵母やマウス ES 細胞で

行われている遺伝子ノックアウト法がある。すなわち、解析したい分子を細胞内から除

去したときに、そこか ら消失する活性を解析する方法であり、この手法はコ アクチベー

ターの機能を解明する上で有用な知見を もたらすと期待される。ゲノム上の特定遺伝子

と相同的な配列をもっ DNA を細胞中に導入すると、ごく一部は染色体に組み込まれる

(Fig. 2) 。その大部分はランダムな位置での組換えだが、ご く まれに染色体上の相同

部分と組換えを起 こす。 これは相同組換えと呼ばれ、遺伝子のノックアウ ト は解析した

い遺伝子のゲノム配列を薬剤耐性遺伝子等に置換する こ と によ り 行われる。しかし 、 通

常の高等脊椎動物細胞では相同組換えの頻度がイ尽 く、 酵母で用 いられているような遺伝

学的解析を適用 した機能解析は容易ではない。ニワ ト リ B リンパ細胞株 DT40 は例外的

に相同組換えの確率が高く、そのため遺伝子のノックアウ トが行いやすく 、 またホモ欠
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損細胞の作製が可能なため、遺伝子の機能を細胞レベルで遺伝学的に解析することが可

能である (30-32) 。

本研究ではエス ト ロゲンレセプター (ER) 、 甲状腺ホルモンレセプター (TR) をは

じめ多くの種類の核内レセフターと結合し、 in vitro における解析が最も行われている

p160 ファミリーについて DT40 細胞を用いてノックアウト細胞を作製し、核内レセプタ

ーの転写制御における p160 ファミリーの機能上の差を検討した。

E亙・lSl
Knockout 

亡直エ主二二H l 

E亙O.J二二H l 
.. ~二二H l 

~三=:J.í l 

Ho町、ologous Recomblnatlon 
Nucleus 

Cytosol 

Frequency of Homologous Recombination 

Vertebrate Somatic Cell Rare 

Mouse ES Cell High, Available for Knockout Mouse 

Chicken DT40 Cell Highest in Known Vertebrate Cell Line 

Fig. 2. Gene targeting by homologous recombination. 
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本論 第一節 ニワトリ p 1 6 0 ファミリー遺伝子の単離

第一章 ニワトリ p160 ファミリー遺伝子の単離と機能解析 ( 1 ) 実験材料および実験方法

pl f>Ü ファミリーは一次構造の類似した分子量約 160 kDa のタンパク質をコードする遺

伝 r群であり ( Fig. 3) 、 ACTR、 SRC-l 、 TIF2 の 3 遺伝子がヒトとマウスから単離され

ている (8-16) 0 p16Ü フ ァ ミリ ーは N-末端側に basic helix-loop-helix (bHLH) ドメイン

と Per/Arn t/Sìm タンパク質に保存された配列 PAS ドメイン (33) 、中央に NR box と 11乎

ばれる LXXLL 配列 (34) (L はロイシン、 X は任意のアミノ酸)を 3 個含む核内レセ

プター相互作用領域 (NID) 、 C 末端側にグルタミンを多く含んだ領域を持つ 。 C 末端

側には HAT 活性を持つ領域があり、 CBP や P/CAF といった他の比生T 活性を持つ分子

やヒス トンメチル化酵素 CARMl と相互作用する領域があることも報告されている

(35-37) 。 これらのととから核内レセフターの転写制御における p160 ファミリーの機

能はリガンドと結合した核内レセフターと相互作用し、 HAT 活性を持つ因子等をリク

ルー トすることによりクロマチン構造を変換し、転写を活性化させる作用を持つと予想

されている。

p160 ファミリーを DT40 細胞でノックアウトするためには、ニワトリホモログの遺伝

子情報が必要となる 。 ニワトリにおける核内レセフターの単離については多くの報告が

あるが (38， 39) 、 p160 ファミリ一等のコアクチベーターの存在については全く明らか

にされていない。そこでニワトリ p160 ファミリー遺伝子 cDNA のクローニングを、既

知のヒトおよびマウスの p160 ファミリー遺伝子配列をもとにした RT-PCR 法およびス

クリーニング法により行った。また、クローニングしたニワトリ p160 ファミリーにつ

いて yeast two-hybrid 法により機能解析を試みた。

0 実験材料および実験試薬

制限酵素および修飾酵素は東洋紡績から購入した。ライゲーション反応には Ligation Kit 

Ver. 2 (宝酒造)を用いた。その他の試薬は市販の特級試薬を使用した。ニワトリ脳 Poly

(At RNA は Clontech より購入した。

。 細胞培養

ニワトリ B リンパ細胞株 DT40 (京都大学 武田俊一教授より供与)は、 RPMI1640 (日

研生物医学研究所)に 0.24 mM  2-mercaptoethanol 、 10 %子牛血清 (GIBCO BRL) 、 1 % 

ニワトリ血清(JRH Bioscience) を加えて 39.5 0C、 5 % CO， 条件下で培養した。

o RNA の調製
DT40 細胞 1 X 107個あたり 1 ml の TRlzol (GIBCO BRL) を用いて total RNA を調製し

た。

田 a
 
a
 

nu 
nu 
R
d
 

4
E
E
 

C
 

o RT-PCR (reverse transcriptase coupled polymerase chain reaction) 
DT40 細胞より調製した total RNA またはニワトリ脳 Poly (Ar RNA を鋳型として RNA

PCR™ Kit (AMV) Ver 1.1 (宝酒造)を用いて逆転写反応を行った。続いてヒトおよび

マウス p160 ファミリー遺伝子配列をもとに作製した以下のプライマーを使用して PCR

法 (30 サイクル、 940C 1 分、 600C 1 分、 720C 1 分)を行った。

Primer 1 5' -TTGTA1寸TGTRTCAGARAATGTSAC -3' 

Primer 2 5' -GCTGWGACACAGYRAARCACTGCAT -3' 

R=NG S=C/G W=A汀 Y=C庁

プライマーの設計には以下の配列を使用した。

遺伝子名および GenBank 登録番号

human ACTR : AF036892、 human SRC-l : U40396 、 human TIF2: X97674 、 mouse ACTR/p/CIP : 

AF000581 、 mouse SRC-l : T64828 、 mouse TIF2/GRIP1 : U39060 

HAT 

野 N-I 関 IAI 1
8
1 

LXXLLs polyQ 

P/CAF 
Nuclear Receptor 

CARM1 o PCR 産物のサブクローニング
pBluescript (Stratagene) を制限酵素 EcoRY により切断後、文献 (40) に従い T 化し

たプラスミドに増幅した DNA 断片を組み込んだ。

CBP/p300 

Fig. 3. Schematic representation of the structural domains of p160 family. The N-terminus contains the 
highly conserved bHLH and PAS NB domains. The centrally located nuclear receptor interacting domain 
(NID) contains three LXXLL motifs. The C-terminus contains a glutamine-rich domain. The specific 
domains for interaction with nuclear receptor, P/CAF , CBP/p300 and CARM1 , as well as the histone 
acetyltransferase (HA T) domain , are indicated. 

0 塩基配列の決定

ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystems) のプ

口トコールに従って調整したサンプルを ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (PE 
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Bimヴstems ) を用いて解析した。または Thenno Sequenase ™ fluorescent labelled primer cycle 

ιquencing kit with 7-deaza-dGTP (Amersham Pharmacia Biotech ) のフロトコールに従って

調整したサンプルを DSQ-1000 (島津製作所)を用いて解析した。

o cDNA ライブラリーのスクリーニング
chicken lntestinal Mucosa cDNA ZAP乱 library (Stratagene) のフロトコ ールに準じて行っ

た。プローブとして RT-PCR で増幅されたニワトリ ACTR、 SRC-l 、 TIF2 の PAS ドメ

インをコードする領域の cDNA を用いた。プローブは BcaBEST™ Labeling Kit (宝酒造)

を用いて[α-32p ]-dCfP (,,-, 110 TBq/mmol) CAmersham Pharmacia Biotech ) により標識し

た。

( 2 ) 実験結果

ヒトとマウスの p160 ファミリ一間で高く保存されている N 末端側の bHLH/PAS ドメ

インをコードする塩基配列を基に設計したプライマーを用いて RT-PCR により増幅され

た約 300 bp の DNA 断片について塩基配列を決定した。 DT40 細胞より調製した RNA を

鋳型として増幅した DNA 断片は TIF2 および ACfR に相向性の高いタンパク質をコー

ドしていた。また、脳より調製した RNA を鋳型として増幅した DNA 断片は SRC-l に

相同性の高いタンパク質をコードしていた (Fig. 4) 。これらの結果からニワトリにお

いても ACfR、 SRC・ 1 、 TIF2 の 3 遺伝子が存在することが明らかとなった。

A 

B 

ACTR 
SRC・1

TIF2 

ACTR 
chicken 
human 
mouse 

SRC・1
chicken 
human 
mouse 

TIF2 

一一- ・咽トー
!?っ I A I I B I 
bHLH PAS 

lXXLLs 

|I I I I 
Nuclear Receptor 
Interactlon Domaln 

悶
polyQ 

I伴喧哩叩I恒明L伊G匂ω... ωQ但叫E
S ト!OOïf..'... ，....II:wet.J:r!1:ï1ïit.3i...:J3...MHiifJ:l!‘巾QEATRRNSHTFNCRMLIHPPDEPGTENQEACQRYE引|咽• 
陪，配I.III:W圃'('IIM凋聞畠I~圃lI=t四晶百:'..:l'l'創・'1:1':"調::Il'j舗削銅圃泊詩書'~'j~[t‘.'j温"'，:1・E調官圃岨:1:細胞唖Z掴岨温M・・:Ið....:・泊温ED l:letl岨舗曲帥'J:W~l・a・J:...副l'.p 

chicken ~~B!li.t:圃担問開制etraI ~......:l'lern3N霊園工 盟翠ar.
human 欄間関居間関露間回開閉冒困層雪冒間関I

mouse 拘置富岡~...~【・3調司刷附詩情団帰"岡:l'Lttmll岨珂省担割問同盟諸制闘即時間瞬間:It~~33'I'

Fig.4. Cloning of chicken p160 family. A) Structure of human and mouse p160 family. Positions of primers 
used for RT-PCR are shown by arrow. B) Sequence alignment of the PAS A region of chicken , human and 
mouse p160 family proteins. Identical amino acid residues are shaded in black. 
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1 ACAGA TGTC CAGT A TCTGAAA TGAACTICmGGGCTICA nTGCAGAAAACCnTICTI ACAGA TICTCACT AAGGGCCAGA TICAAAAA TCAAGAACACAACTICAGGCAGCA TInT 120 

121 AGA TIGTA TGGA TGTIGCATCTAC nTGCAGnT AAATIGCTIGGGAAGAGTIGTA TTI AAAAGCACATCTICTI ATGCTGCCA T AAGGAAGGGTGAAAACAC CTGTCTI AAA TA TIGCT 240 

241 ATTTIATCTATTIGTTIAnTIATTIACTIATTIGnTIAAATCATATGTIAAAGCCCTTIAnTIGAAATAGGGTTIACCAGTGAGCGAGGAAAATGGCGιCGAGAGGTIGAGTGTGGG 360 

361 GGAGACGGGGACGGAGCTGCGTCTIGGC1寸CTTICCCAGGCA竹CGTA仁TGGCTICTATIGGAGAGAGAAGACTGCT AGGA TG TGACTI AAAA TGGTTICTGA TICTGGGGACCCTGCGA 480 

481 AAAGTATCC TGTGCTIGAA TGCTIGTI AAGGTCAG TIGCTGATGTATGGTCAGιA TGAGTGGA TI AGGAGAAAGCTCCTI GGA TAGCTIGACCAA TGAGTCAAGGAAACGCAAGCCGTIG 60骨

M SGLGESSLDSLTNE5RKRKPL  

6白 1 (C CTGTGATACTCCAGGTGCAAGTC TGACCTGCAGTGGTGAGAAGCGTCGACGTGAGCAGGAAAGCAAA T ACA TIGAAGAACTGGCTGAACTGAT ATCTGCT AA TCTGAGTGACA TIGAC 720 

PCDTPGA5LTC5GEKRRR E QE5KY IEELAE LI5ANL5DID  

721 AA TTI CAA TGTCAAACCAGACAAA TGTGCTA nTI AAAAGAAACTGTGAGACAGA TIC GACAGA T AAAAGAGCAAGGAAAGGCAGTTICCAA TGA TGA TGAGGTICAιAAAGCTGATGTG 840 

NFNVKPDKCAILKEIVRQIRQIKEQGKAVSNDOEVQKADV  

841 TCTIC CACAGGTCAAGGAGTI A TIGA T AAGGACTCCTI AGGACCTCアnTACTACAGGCA TIGGACGGnTCCTGTICGTIGTCAATCGTGATGGGAACA TAGTA nTGTGTCAGAAAAT 960 

SSTGQGVIDKDSLGPLLLQ ALDG FLFVV NRDGNIV FV5EN  

961 GTCACACAGT A TTIGCAA T A T AAACAGGAAGA nTGGTI AA TACAAGTGTCT ATGGTA TCTIGCACGAAGAGGACCGGAAGGACTICCTI AAAAACTI ACCT AAA TCTICAGTI AA TGGA 1080 

VTQ  YL  QY  K QED  LV  NTSVY  GIL  HE  E DRKDF  LKN  L PKSSVN  G 

1081 GTIGCTIGGACCAA TGACGCACCT AGACAGAAGAGTCA TACA TTI AA TIGTCGGA TGA TGGTGAAAACTICCCATGA TCnTIGGAAGATGTAGGCAGCCACCAGGAT ACACGCCAGAGA 12ω 

VAWTNDAPRQKSHTFNCRMMVKTSHDLLEDVGSHQDTRQR  

1201 T ATGAAACAA TGCAGTGCTTIGCTTI ATCTCAGCCAAGGGCTATGA TGGAAGAGGGGGAAGA TTI ACAGTCCTGTATGA TTIGTGTGGCAC GTC GTA TCGCAACTGCAGAAAGAGTA TTI 132白

Y E T MQ C F A LSQP RAMME  E GED  LQS  C M ICVARR  IATAE  RVF  

1321 CCAACAAATCCAGAGAGmCATIACCAGACATGATCnTCAGGCAAACTIGTCAACATCGACACAAACTCATIACGATCTICCATGAGACCTGGCTTIGAGGATACAATICGACGGTGT 1440 

PT NPE SF I T RHD LSGKLV NIDTNS LRSS MR PGFEDTIRRC  

1441 ATICAGAGGn庁TIA TGCCAT AACGATGGACAGTCCTGGTCAAACAAAC GC CACTA TCA TGAAGCTI ATACACAAGGTCA TGCTGAAACAC CA TIGT A TCGcnnCCTI AGCGGA TGGA 1560 

IQRFLCHNDGQSWSNKRHYHEAYTQGHAETPLYR F5L ADG  

1561 ACT A TAGTGACAGCACAAACAAAGAGT AAAGTGTTI AGAAA TCCAGT AACT AA TGACCGCCATGGA TTIGTCTCT ACCCACTTICTICAAAGAGAGCAAAA TGGA TA TCGACCGAA TCCT 1680 

TIVTAQTKSKVFRNPVTNDRHGFVSTHFLQR 正 QNGYRPNP

1681 AA TACAGTIGGGCAAAACA TCAGAACAACAGTGGCTGGAAA TACAAA TICTGTIGGTCTI ATGAACA TGTCACCTGGTCAAGGCATGCCAA TGCAAAACAGGAACTATGGCATιGGAGAT 1800 

NTVGQNIRTTVAGNTN5VGLMNM5PGQGMPMQNRNYGMGD  

1801 C CCAGTACAGTGGGCCAGCTGAACAGCTCTCGATA TGGAGGCCCTGGT AA TATGGGACCAGTGAACTCTGGAC CAGGAA TGCAGTCCTCTGCTI A TCAGAGCAACAGTI ATGGGTI AAA T 1920 

PSTVGQLNSSRYGGPGNMGPVNSGPGMQSSAYQSNSYGLN  

1921 AT AAGTAGCCCACCACATGGAAGTCCTGGnT AACTICCAACCAACAGAA TCT AA TGA TATCT ACT AGGAA TCGAGGιAGTC(AAAAATιAATICACACCAGTnTCTCCAGTIACAGGT 204自

1 5S  PPHG  5 PGL  T5  NQQNL  MISTRN  RG  SPKMNS  HQf5PVTG  

2041 ATGCACTCTCCAATGGGATζTGCCAGCAACACCAGCAACAGCACTTICTCTAGCAGTICTCTIAGTGCTCTICAAGCCATIAGTGAGGGGGTIGGAACTICCCnTIATCAACACTTICT 216唱

MH  5 PMG  SASNTSNSTF  SSSSL  SAL  QA  1 SEGVGTS  L LS  TL  S 

2161 TCACCAGGTCCAAAA TIGGA T AGTICTC CAAA TGTGAGCAT AGCTCAGCAAAA T AAAGCAAAT AAC CAGGACTCCAAAAGCCCATCAGGCTIGT A TIGTGAACAAAA TCAGGTGGAAAGT 228自

SPG  PK  L DS  SP NVS  IAQQNKANNQD  SKSPS  G LYC  E QNQVE  5 

2281 TCCA TCTGCCAA TCAAACAGCAGGGATGTCCTI AGTGAAAAGGAT AGT AAAGACGGAAGTCTGGATGCGTCTGAAAGCCAGAGAGGACAA TCTGAAAGCAAAGGGCA T AAAAAGCTGCTI 240咽

5lCQS NSRDV LS EKDSKDGSLDASESQRGQSE5KGHKKLL  

24日1 CAGCTACTCACA TGCTmCAGATGAAAGAGGACA TICT ACAGCA TCGAACTCACCTn AGACTCT AA TIGT AAAGAA TCTICT ACCAACGTI ACCAGTCCTICAGGAGnTCCTCA TCA 252自

QLL TC5SDERGHSTASNSPL 日 SNCKE SS TNVTSP SGVSSS

2521 ACA TCTGGAGGGGTGTCTICCTCCTCAAA TGTGCA TGGGTCACTC CTGCAAGAGAAACATAGGA nTIACA T AAA TIGTIGCAAAA TGGTAA TICCCCTGCAGAGGITGCCAAAA T AACA 2640 

TSGGVSSSSNVHG5LLQEKHRILHKLLQNGNSPAEVAKIT  

2641 GCTGAAGCT ACTGGT AAAGACACAT ATCATGACACTAGT AA T ACAGTCCCA TGTGGAGAAAGT ACAGTCAAACAGGAACAACTGAGCCCAAAGAAGAAAGAAAACAA TGCTn ACT AAGA 27伺

AE  ATG  KDTYHDTSNTV  PCGESTVKQEQLSPKKKENNA  L L R 

2761 TACCTGTI AGAT MAGA TGA TGTI AAGGATCCGCTnCCAAAGAGTIGAAGCCAAAAGTGGAAAATGTGGA TAA T AAAA TGGGACAA TGCAGT AGTACTACTA TICCT AmCCAGTCAA 2880 

YLLDKDOVKDPLSKELKPKVENVDNKMGQCSSTTIPTSSQ  

2881 GAAAAGGAGATGAAAA T AAAAACAGAACCAACGGAGGAGATGAGTGGAGACTIGGA T AA TTIGGATGCAA nTIAGGGGA TCTGACT AGTICAGACTICTAT AA T AA TGCTA TGTCT ACA 30ω 

EKEMKIKTEPTEEMSGDLDNLDAILGDLTSSDFYNNAMST  

3ω1 AGTGGAAA T AACTTIGGAA TGAAGCAAGCGTI A TTICAAGGAAA TGmCACTGAGTA TGAGGAGTCCC CAGTCTGTGCAGGCTGCCCGCCCACCTnCAACAGAGCCATGTCTTI AGAC 3120 

SGNNF  GMKQAL  FQGNAS  LSMRSPQSVQAARPP  FNRAMS  L D 

3121 AGCCCTGTGGGCTCAGGTGmCAGTGAGιAATGTCAATGCATICTCCATGTIACAAAAGCAAAAmGATGGGTGGAAGTCCAAGAATGACTGAAAACCAGGAAAGCTICGGAGCMAT 3240 

SPVG5GASVRNVNAFSMLQKQNLMGGSPRMTENQESFGAN  

3241 A TIGCAAGTACTCCCAACAGAGGTGT ATCT ATGAA TCAACATCAA TCAGGAGACTGGGGTTIGCCAAACTCGAAGGTI AACAGA TIGGAAC CT ACAAGTICTACTICCATGTIGAGACAA 33ω 

IASTPNRGVSMNQHQSGDIIGLPNSKV N RLEPTSSTSMLRQ  

3361 GGAGCTGAGTICAGTGCATCCCTICCCAGACCCACAGCAGGTGGCTCTATGTCTGGGCTGCCCGTCCGTICTAACAGCATCCCTGGGACAAιACCAATGCTACAACAGCAAATGATGCAT 348自

GAEFSASLPRPTAGGSMSGLPVRSNSIPGTRPMLQQQMMH  

3481 A TGAGATCAAA TGAGA TIAACA TIGGTATGGGGGGGAA TCCTI ACGGACAGACAGGACCAAC CAGCCAGCCAGGATCGTGGCCTGACAGCA TGCTGTCCATGGAGCAAGCA TCACGGGGT 360唱

MRSNEINIG M GG NP YGQTGPT5QPGSWPDSMLSMEQASRG  

3601 TI ACAAAACAGACAA TI AGTGAGAAACTCnTGGATGACCTm AAGTGCAGCACCAAGTGTGGAAGGCCAGAA TGACGAAAGGGCTCnTIGGATCAGCTGCACACA TIGCTGAGT AA T 372日

LQ N RQLVRNSLDDLLS AA PSVEGQNDERALLDQLHTLLSN  

3721 ACGGATGTCACAAGCCTGGAAGAAA TIGACAGAGCTCTAGGAA TIC CCGATCTIGT AAACCAAGGGCAAACTTIGGAACCCAAACAAGA TICA TTICAAGGTCAGGAA TCCGCAGTGATG 3840 

TDVT5LEEIDRALGIP O LVNQGQTLEPKQDSFQGQESAVM  

3841 A TGGACCAAAAGCCTICGTI AT ATGGTCAGCCCTACCAAGGGCAGGGCACAGCmGCCAGGAGGm寸AATAACATCCAGGGACAGCAGCCATCCTnAATICCGTGATGAATCAGATG 3960 

MDQKPSLYGQPYQGQGT A LPGGFNNIQGQQPSFNSVMNQM  

3961 AGCCAACAAAACAA nTICCACTICAAAGTA TGCATCCT AGAGCAAA TGCAA TιAGACCTCGGACCAA TACACCAAAG仁AGCTCCGCA TGCAGCTCCAGCAGAGGCTICAGGGGCAGCAG 4080 

SQQNNFPLQSM 附 PRANA MR PRTNTPKQLRMQLQQRLQGQQ

4081 TTI ATGAA TCAAACCCGTCAAGCGCTIGAAA TGAAGATGGAιAA TCCAGGCAGT AGT AA TAGCTCAGTGA TGAGACCAGT AA TGCAGCCACAGGTGGGATCACAGCAAGGnTIm AA T 4200 

FMNQT  RQA  L EMKME  NP  GSSNS  SVMRPVMQPQVG SQQ G FL  N 

4201 GCTCAAA TGGTGGCTCAGCGT AACAGGGAGCT AA T AAGTCA TCA nTI AGACAACAGAGGATGGCAA TGATGATGCAGCAGCAACAACCTCAGGCmCAGTCCACCACCAAA TGTGACT 4320 

AQMVAQRNRELISHHFRQQRMAMMMQQQQPQAFSPPPNVT  

4321 GCCTCAGGAAGCA TGGATAGTGGTCTGACCGGCCCTCCAA TGGCTCAAGTICCTCCACAGCAA TICTCCT A TCCAC CT AA TI A TGGAA T AAGCCAACAGCCTGACCCTGCAT A T AGT AGA 4440 

A5GSMDSGLTGPPMAQVPPQQFSYPPNYGISQQPDPAYSR  

4441 GT ATCAAGC CCTCCCAA TCCAA TGATGGCATCAAGAA TIGGACCTICζCAGAA TCCT ATGA TGCAGCATCCTCAGACAGCACCAA TGTACCAGTCTCCTGAGA TGAAGGGCTGGCCGTC G 4560 

VSSPPNPMMASRIGPSQNPMMQHPQTAPMYQSPEMKGWPS  

4561 GGGAGCATGGCCAGGAGCAGTICTTICCCACAGCAACAGTICAGCCATCAAGGT AA TCCTGCAACGTACAGT ATGATGCACA TGAA TGGCAGCAGTGGCCA TA TIGGACAGATGAACA TI 4680 

GSMARSSSFPQQQFSHQGNPATYSMMHMNGSSGHIGQMNI  

4681 AGT ACTGTGC CT A TGTCAGGGA TGCCT ATGGGTCCAGACCAGAAA TACTGCTGACAGCTGCACCTGTGATCTC CAACTGAGAA TGCGCTGT A TI AA TGA TGCACT AGTA TI AGAAGGGAA 48骨骨

STVPMSGMPMGPOQKYC'  

48白 1 GTI ACGCA TI A TICATGGCAACT AGTCCTGGCTTI ATGGAAGTGA TInTCCTGCT AA TCACCATGA TGTC CT AAGTIA TTICA TIGAGGAAAAGACGAAAACAAACTIア汁TAGTAGAA 4920 

4921 GCGGTCTGTATIACTGTATATIGTGCTGTACAAAAAAGGTCATATInTGGCGCTCTGCCTCTAGAAATGTGAATTIGGCAATGGCA了TTIAGT AAGTATGATGGGTAGAGCCAGCC CTG 5040 

5041 AAATACCTIGTCTATTIACTGTAGCTATICAAAGCCCnTATCTACAGGCAGACAAAAGTGCCTGGAGAAATCATAGTGATAAGAACTTICTGAnTCTCTAGTAAGAATATCTGACAGA 51ω 

S161 GAATGTAGTICCTAGCCTIGACTCnTIATATGAATIC 5192 

Fig. 5. Nucleotide and deduced amino acid sequences of chicken ACTR. 
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1 (CCAGAGGTGAAAGATGGIT仁AGATGAGT GGCCIT GGGGACAGCTCGACAGACC CCGCCAAC CCCGACTCGCGGAAGAGGAAGGGCTC GCCCTGCGA T ACGGCCCAGAGCAA TGAAAAGC 12自 1 C GC CGTGTCACTGC CTCGCTGAGTCTCGGAACCCC TGCTT CACCGC GCACAGGA TGGACCTGC TC T <JGGGA TGAGC CT GG T G( C C GCGGGGCGAAGGCTGTTCTC C GTGGTGGC C CAGC C 120 

MS GLGDSSTDP ANPD S RKRKG SPCDT AQ S N E KR  121 TCGCTGACAGCAGGAGCCGT ACGGA TG(TCT ACGCAGCTGC GAGCTSCCTGGGGA TTGGGACTTTCTTCCTGGC CGTGCT AC AGAG T TCCT G T G TGATGCT AG ITGC TGA T A TGTGT寸CA 240 

121 GGCGGCGGGAGC AAGAGAACAAA T A TTTGGAGGAGCTGGCAGAGCTGCTGTCTGCAAACA ITGGGGACA TCGACACCCTGAGTGTCAAACCAGACAAA TGCAAGATC CTGAAGAAGACGG 240 241 AGA TGAGTGGGA TGGGAGAAAA T ACCTCTGACCCATCCAGGGCAGAGTCAAGAAAGCGCAAGGA TC C CGATCAGC'�GACC C AGC C C T AAAAGAAGCACT GAGAAAC GC AA T CGTGAGC 360 

RREQENKYlEELAEllSANIGDIDTLSVKPDKCKILKKTV  M SG MG ENTSDPSRAESRKRKDPDQLGPSPKRSTEKRNREQ  

241 TTGATCAGA TC CAGCAAA TGAAGAGGTTGGAGCAAGAGAAAGCAGCTGATGA TGAAGTCCAGAAGTCTGACATCTCATCCAGCAGCCAAGGAGTGA ITGAGAAGGAGTCGCTGGGACCTC 360 361 AAGAGAAT AAAT ACA T AGAAGAACTTGCAGAGCTGA TTTTTGCAAA TTTCAA TGA T A TTGACAACTTT AACTTCAAAC C TGACAAA TGTGC AA TC T~GAAAGAAACTGTGAAGCAAA TTC 480 

DQIQQMKRlEQEKAADDEVQKSDISSSSQGVIEKESLGPL  ENKYIEEL A E LIFANFN DIDNFNFKPDKCAIlKETVKQIR  

361 TTCTGCTGGAGGCATTGGATGGCTTCTTCTTCGTCGTGAATCGCGAAGGGAGGATCGTCITCGTCTCTGAGAACGTCACCAGCTACCTGGGGTACAACCAGGAGGAGCTCATGAACACCA 480 481 GT仁 AGAT AAAAGAACAAGAAAAAGCAGCAGCAGCT AA TGAAGA TGAAGTGCAAAAAGCAGA TGTGTCA TCT AC GGGTCAGAGTGTCA TCGACAAGGA TGCGCTTGGAC CAA TGATGCTTG 600 

LLEALDGFFFVVNREGRIVFVSENVTSYLGYNQEELMNTS  QIKEQEK AAAANEDEVQKADV SSTGQSVIDKDALGPM ML E 

481 GTGTCTACAGCATCCTGCACGTGGGGGACCACACCGAGTTTGTCAAGAACTTGTTGCCCAAGTCTCTAGTGAATGGAGアTCCCTGGCCTCAGGAAGCGACCCGACGCAACAGCCACACGT 600 601 AGGC仁CTGGATGGGTTCTTC下竹GTAGTGAACCCAGAAGGTAA TGTTGTGTTTGTTTCGGAGAATGTGACGCAGTACTT AAGGT ACAACCAAGAAGAGCTGATGAACACAAGCATATATA 72自

VYSILHVGDHTEFVKNLlPKSlVNGVPWPQEATRRNSHTF  ALDGFFFVVNPEGNVVFVSENVTQYLRYNQEEL 同 NTSIYS

601 TCAGCTGCAGGA TGCTGATC( GGC CGCCC GACGAGC CCGGCACTGAGAACCAGGAGGCTCGACAGCGCT ACGAιGTGATGCAGTGCTTCACCGTTTCCCAGCCCAAGTCGTTCAAGGAGG 720 7Ll GCATCCTGιACGTAGGGGACCACAA TGAA mGTT AAAATCCTGCTGCCCAAA TCTTT AGTGAA TGGGGGATCTTGGTCTGGTGACACTCCTAGGCGT AA T AG(CATACCTTCAACTGTC 840 

SCR MlIRPPDEPGTENQEARQRYEVMQCFTV SQ PKSFKEE  ILHVG DHNEFVKILLPK SLVNGGS W SGDTPRRNSHTFNCR  

721 AAGGAGAAGA TTTC CAA TCCTGT (TGA T A TGCA TTGC GAGAAGGTT AC CTCGAC CAGCAGC C GTCAC CCCTTCCGAA TCCTTCGTGAC CAAGCAAGACACCACAGGT AAAA TCA TCTC CA 840 841 GGATGCTCGTAAAACCGCTTGCTGA下TCTCAAGAAGG仁仁ATGA T AA TCAGGAAGCACATCAGAAA T A TGAAACT ATGCAGTGCTTTGCTGTTTCTCAAC CAAA TTC CITCAAGGAGGAC G %日

G E 0 F Q 5 C L 1 C 1 A R R L P R P A A V T P S E S F V T KQ  0 T T G K 1 1 5 1 MLVKPLADSQEGHDNQEAHQKYETM QCFAVSQPNSFKEDG  

841 TCGACACCAGCTCCCTGAGAGCTGCC GGCAGGAC GGGITGGGAAGA TTT AGTGAGGAAA TGCA TCT A TGCTTTCTTCCAGC CTCAGGGCAGAGAGCCATCTT ACGC CAAGCAGCTGTTTC 96白 961 GTGAAGA TTTGCAGTCTTGCTTGA TTTGTGTTGCAAGAAGAGCTC CAA TGAAGGAAAGGCCACTTCT寸CCTTCATCAGAGAGCTTTACTACTCGCCAGGATCT ACAGGGCAAAA T AACTT 108白

DTSSLRAAGRTGWEDLVRKCIYAFFQPQGREPSYAKQLFQ  EDLQSCLICVARRAPMKERPLLPSSESFTTRQDlQGKITS  

961 AAGAAGTιA T GACACGTGGCACGGCCTTCAGCCCA TC竹ATCGA TTCACCCTGAGCGACGGGACGGTGCTCAGC GCTCACACCAAGTGCAAGCTCTGCT AC CC CTC CAGCCCAGAAGTGC 1080 1081 CACTGGATACCAGTAGCATGCGAGCAGCTATGAAACCTGGCTGGGAAGATTTAGTGAGAAGATGTATTCAGAGGTTCCATTCGCAGCATGAGGGAGAAATATCTTTTGCCAAAAGGCATC 1200 

E VMTRG T AFSP SYRFT LSDGTVLSAHTKCKL CY PSSPEVQ  LDTSSMRAAMKPGWEDLVRRCIQRFHSQHEGEI SF AKR HH  

l白81 AAC CCTTCA T C A TGGGCA TCCACA TCA TCGACAGGGA TCAC GGCATGCTGTCC CC CCAGGAGAACACT AACTC GGCCA TGGCCCTTC CGCGGGTCAGCCCCTCTCTGAACCC CAACA T CT 1200 12白1 ACCAGGAAGTGCTGAGGCAGGGACT AGCA TTT AGTCCTGTTT ACCGGTTTTC CTTGTC GGA TGGCACT A T AGTTTCTGC CCAAAC GAAGAGCAAACTCA TCCGTTC C CAGACT ACT AGTG 1320 

P F T 同 GIHIIDRDHGMLSPQENTNSAMALPRVSPSLNPNIS QEVLRQGLAFSPVYRFSLSDGTIVSAQTKSKlIRSQTTSE  

1201 CCCCCGGGCAAGGCATGGCCCTGCCGCCCTCCATCCCTCCCTCCAACGGCAGCATGCTGGCCACCCCTGGCAACCAGCAGCCCGGTGCCGGCCTCCACAGCAGCAACTCCAGCACCAGCC 1320 1321 AACCTCAGζTTGTCA TCTCCTTGCA T A TGCTTCACAGAGAGCAGAA TGTCTGTGGAA TGAA TCAGGA TTTGACTGGACAAGGAA TGGGAAAGA T A TTGAACCCAA TT AGC TCCAGC AGCC 1440 

PGQGMALPPSIPPSNGSMLATPGNQQPGAGLHSSNSSTSQ  PQLVISLHMLHREQNVCGMNQDLTGQGMGKILNPI SSS5 P 

1321 AAACGAGCTTCGGCTGTTCTCCTGGGAACCAGATAGGAGCCAACGTTGCCTTAAGCCAGGGACAAGCCGGTCCCCCAAACAGTAACCACAATTTAAACCTCAGTAGCTCCCCCATGAACA 1440 1441 CTGC C CA TCAGGC CA TGTGCAGTGGGAAC CCAGGTCAGGA T A TGACCA TCAGT AG仁AATATGAATTTTGCCATAAATGGCCCAAAGGAACAAATGGGCATGC CAGCAGGCAGA下TTGGTG 156白

TSFGCSPGNQIGANVALSQGQAGPPNSNHNLNLSSSPMNS  A H QAMCSGNPGQDMTI SS NMNFAINGPKEQMGMPAGRF GG  

1441 GCC CAGGGATCACCCCGC C GCAA TTCA TGTCTCCT AGGCACCGGGTCAGCCCAGGACTGGTCCCCCGGCCCCGGGGACCCAGCAA TC CCTTCTC CCCCACCA TGC C CACCA TGCACTC C C 156白 1561 GTTCAGGGGGAA TGAAC CA TGTGTCAAGCA TCCAAGCATCCACTC仁TCAGGGTAGTAACT ATGCACT AAAAA TGAAT AGCCCCTCTCAAAGCAGCCC CGGCA TGAACC CAGGGCAGC CAA 1680 

PGITPPQFMSPRHRVSPGlVPRPRGPSNPFSPTMPTMHSP  SGGMNHVSSIQASTPQGSNYALKMNSPSQSSPGMNPGQPN  

1561 CCG TGGGCA TGGCT AACAGCGGC GGGGGC GGCAACGGTGGC GGCGGC GGCGGTGGCTCCAGGT仁CTTTCCCACCGCCCCCATAAACTCTTTGCAGGGGC下TAGCGAAGGTGCCAGCACGC 1680 1681 ACTCT A TGCTTTCCCCAAGGCA TCGCGTGACCC CTGGAGTGGCAGGCAGTC CTCGAA TCCCACCTAGTCAGTTCTC CCCTGCAGGAAGCTTGCA TTCACCCGTGGGAG下TTGCAGCAGCA 1800 

VGMANSGGGGNGGGGGGGSRSFPTAPINSLQGLSEGASTP  SMLSPRHRVTPGVAGSPRIPPSQFSPAGSLHSPVGVCSST  

1b81 CGGTGGGCT ACTCCAC GCCACCC C CTGTGCTGAGACAGCTGGGCTCCCAGAGCTC GCCTGGCCGCCTCGGCA TGCAGCC CA TGAAGGCGGAGTC CAAGGACAGCAAGGAGA TC GCCTC CA 1800 18自1 CAGGAAATAGCCATAACTACACCAACAGTTCCCTGAATGCCCアTCCAGCCCTCAGTGAGGGCCA TGGAGTTTCTCT AGGATCGTCGTTGGCTTCAC CTGAC CT AAAAA TGGGAAA TTT AC 192自

VGYSTPPPVLRQLGSQSSPGRLGMQPMKAESKDSKEIASI  GNSHNYTNSSLNALPALSEGHGVSLGSSLASPDLKMGNLQ  

1801 TCCTGAGCGAGA TGA TCCAGTC C GA TGGCAGTGCAGGTGACGGCAAGC CGCTGGACTCGGGTGTGCTGCA TGCCAGCGAGAGGCTCACGGAGGGGGAGAGCAAGTGCTCCCAAGCCAC CA 1920 1921 AAAA TTCCC CTGTGAA T A TGAACCCTC CCCAGCT AAGCAAGATGGGAAGCCTGGACTCT AAAGACTGCTTTGGACTCTA TGGGGAGCAA TCAGAAGGT ACAACTGGACAAACAGAGAGCA 2白4自

LSEMIQSDGSAGDGKPLDSGVLHASERLTEGESKCSQATS  NSPVNMNPPQLSKMGSLDSKDCFGLYGEQSEGTTGQTESS  

1921 GC CACAAGCT G GTC CA GCTGCT GGC CAG CAC GG C C GAGCAG CAGCTTC GGCAC G C GGAC GC GGACAC GAGCT GCAAGGA TT CGTT G G C CTGC GC G GGCAC CACGGG CAC GC T G GGT GC CA 2040 2041 GCT GC CA TTCAGGAGAACAGAAAGA T AACAGTGAGAGCAGCGTGC CA TCGGT AGTGAGTGGC GAGAGACCTGATGGACAGAAT AAGCTGCACGATGGAAAAAGCCAGACAAAGCTCTT AC 216日

HKLVQLLASTAEQQLRHADADTSCKDSlACAGTTGTLGAS  CHSGEQKDNSESSVPSVVSGERPDGQNKLHDGKSQTKLLQ  

2041 GCAACCCGC CGAGCAGCACCTG TCCCT CC TCCCA TAGCTCGCTGAC C GAGCGGCACAAGA TTTTGCAT AGACTCCTTCAGGAGGGCAGCCCTTCTGACATCACCACCTTGGC CA TGGAGC 2160 216 J AGTTGCTGAC CACCAAA TCGGA TCAGATGGAGCCTTCGC CTTTGTCCAGTACCATGGGAGA TATCAGCAAGGACTCCACAGGAGGGTTGACTGGGTCTGGTTCAGCACA TGGAAC CTCAC 2280 

NPPSSTCPSSHSSLTERHKILHRLLQEGSPSDITTlAMEH  LLTTKSDQMEPSPLSSTMGDISKDSTGGLTGSGSAHGTSL  

2161 AC GACAAAAAGGA T AACGTCCC CAACC CCGCCACCACCC CGACGGCCCCGAGCCAGCTGCCGGGCACCCAGGACA TCAAGCTGGAGTCGGA TGCGATGAAAAAGAAGGATGTCAAGGATC 2280 2281 TCAAGGAGAAGCAT AAAA TTTT GCACAGACT A TTGCAGGACAGT AGTTCTCCTGT AGA TTTGGCCAAGCTCACAGζAGAGGC CACAGGAAAAGAACTGAACCAGGAGTC CAGT AGCACAG 24自由

DKKDNVPNPATTPTAPSQLPGTQDIKLESDAMKKKDVKDH  KEKHKILHRLLQDSSSPVDLAKLTAEATGKELNQESSSTA  

2281 AC CAGCTCCTGCGCT A TCTGCTTGAT AAGGACGAGAAGGAGCTCGCTGCCGC C C CAGCCCTCAGC CTGGA TGAC GTGAAGGTGAAGGTGGAGAAGACGGAGCAGATGGAGCC CTGCAACA 2400 2401 CT C CTGGTTCAGAGGTGACTGTT AAACAGGAGCCAGTGAGTCCT AAGAAGAA T AA T AA TGCACT ACTTC GιTACTTGCTAGATAAAGATGATACTAAAGATATTGGTTTACCAGACATAC 2520 

QLLRYLLDKDEKELAAAPALSLDDVKVKVEKTEQMEPCNT  PGSEVTVKQEPVSPKKNNNALLRYLLDKDDTKDIGLPDIP  

2401 CCACCCCAGTGCCGCTGGCCAAGCCACCGGCCGCAGAGGAGGTCAAGCTGGAGTCACAAGGCCAGTTTGCTGCTGAACTGGAGCAGCTGGACCAGCTCCTGCCATCACTGGAGAAAGCTG 2520 2521 CC C CAAAACTGGAGCGGTTGGACAGT AAGACAGACCCTTCTGGTAG仁ACAAAGTTAA TACCT ATGAGGACGGAAAAAGAAGAGA T AAGCTTTGAGC CT AA TGAACAGC CAGGCAGCGAGT 2640 

TPVPLAKPPAAEEVKLESQGQFAAElEQLDQlLPSLEKAA  PKLERLDSKTDPSGSTKLIPMRTEKEEISFEPNEQPGSEL  

2521 CCCAGCTACCGGGCTTGTGCGGGCCAGAGAGGAGTGAGAGCGGCGTGGCTGTCAAATCCGAAATGCTGGCAGCCCCCCTGCAGCCCAGCACTGCCCCCAGAGCCCCCACCGGCCTCAACC 2640 2641 TGGAT AACTTGGAGGAGATCCTGGATGACCT ACAGAACAGCCACGTACCGCAGCアTTTCCCAGAGAGCCGCCCAGGCGCGCC GGCAGGCTCGGTCGACAAGCAAGCCA TCA TCAA TGACC 2760 

Q L P G L C G P E R S E S G VA  V K S E M L A A P L Q P S TA  P R A P T G L N R DNLEEILDDLQNSHVPQLFPESRPGAPAGSVDKQAIINDL  

2641 GGA TGTCAGAGCTGGAGA TGGGGGTGC CAGA TCACCAGTTTGGGCAGCCGGGCA TGGGC GAGCAGATGCCA TGGACAGA T AACAGCA TGGCACC CA TGAACCGAGGCACGCTGAGT AAAC 2760 2761 TCA TGCAGCTCACCAGTGACAGCAGCC C CGGCACGGCTGTGGCCACCCAGAAACCAGCAA TGAGGA TTTCACAGAGCACTTTT AA T AACCCACGAGCAGGGCAACTGGGCAGGTT A TT AC 2880 

MSELE Io4 GVPDHQFGQPG Io4 GEQMPWTDNSMAPMNRGTLSKP  MQLTSDSSPGTAVATQKPAMRISQSTFNNPRAGQLGRLLP  

2761 CTGAAGACCCCTGCATCACCTCGCAGCTGGACGAGCTCCTGTGTCCTCCCACCACCCCGιAGGGCCGCAACGATGAGAAGGCGCTGCTGGAGCAGCTCGTGTCCTTCCTGAGTGGCAAGG 2880 2881 CAAACCAGAA TCT AC CACTTGACATCACGCTGCAGAAC CCAACAGGTGCAGGAGCCTTCCCAC CCA T AAGGACGAGTAGCCCAT A TTCAGTGA TACCTCAGC CAGGACTGA TGGGCAGGA 3000 

EDPCITSQLDELlCPPTTPEGRNDEKALLEQLVSFLSGKD  NQNLPLDITlQNPTGAGAFPPIRTSSPYSVIPQPGL 同 G R N 

2881 AC GAGAC GGAGCTGGC C GAGCT G GAC C GAGC C CT C GGCA T C GACAAACTGGT G CAGGGC GG C GGGCT G GAAGC C CTGA C GGAGC GGTTC CAGC C C CAGCAAGC CA C C C CTC C G CTGA TGA 3000 3001 ATGAAGGGATGATAGGAAGTCAAGGAGcn門AGGAAACAATGGCACAGGAA TGATCAGTGGT AGTGCCC CGCGAC CTGCCA TGACA TCTGGAGAGTGGGGAAGC CAGGCTTCTGCTGTGA 312自

ETELAElDRALGIDKlVQGGGLEALTERFQPQQATPPLMM  EG MI GSQG ALGNNGTGM ISGS APRPAMTS GE WG SQASAV R 

30自1 TGGAGCAGAAGCCCGGCA TGTAC CCCCAGC CTT ACTCCTCTGCA TCTC CCACCACCAACCTCCCTGCC GCCTTCCCCGGCA TGGTC C GCCAGAAGCCGTC CTTCGGTCCCATGCCGGTGC 312白 3121 GGGTGACGT GCGCGC C CACC GC CAGC GCCATGAACAGGCCGGTGCAGGCAGGCTTGA TCCGCAACCCCACAG仁CAGCATCCCCTTGAGAC CT AGCAGCCAGCCTGGCCCGAGGCAGATGC 3240 

EQKPG Io4 YPQPYSSASPTTNLPAAFPGMVRQKPSFGPMPVQ  VTCAPTASAMNRPVQAGLIRNPTASIPLRPSSQPGPRQML  

3121 AGGTCCCGCCGCCGCGCGGTGCCTTCCCCACCACCATGGCCATGCAGCCCCGGCAGGCGCTCAGCCGACCCCCCACGGCTCCCAACCAGCTGCGACTTCAGCTGCAGCAGCGGCTGCAGG 3240 3241 TTC CA TCTCAGGTCATGAA TA TGGGGCCA TC CGAA TTGGAGATGAACA T AGGAGGACCTCAGTA T AGC CAACAGCAGGCTC CTCCAAA T CAGACT GCACCA TGGCCAGACAGCATCTTGC 136自

VPPPRGAFPTT Io4 AMQPRQALSRPPTAPNQLRLQLQQRLQG  PSQVMNMGPSELEMNIGGPQYSQQQAPPNQTAPWPDSILP  

3241 GCCAGCAGCAGCTGA TCCA TCAGAACCGGCAGGCGA TCCTCAACCAGTTTGCAGCCAACTCCCCTGTGGGCA TCAACATGAGGGCAGGCATGCAGCAGCAGA TGACCCCGCAGCCTCCC C 3360 3361 CT A T AGAC CAGGCAAC A TTTGGTGGTCAGAACAGGCAA TCGTTTGGCAGCTCAC CAGA TGA T仁TCTTGTGTAA TCA TCCTTCA TCTGAA TCACCAAGTGATGAAGGTGCTCTCCTGGA TC 3480 

QQQLIHQNRQAILNQFAANSPVGINMRAGMQQQMTPQPPL  IDQATFGGQNRQSFGSSPDDLlCNHPSSESPSDEGALLDQ  

3361 TCAAC GCCCAGA TGCTGGCCCAGCGCCAACGCGAGCTCT ACAGCCAGCAGCACCGGCAGCGGCAGCTCA TGCAGCAGCGAGCCA TC CTCATGCGCCAGCAGAGCTTCGGCAACAACCTC C 3480 3481 AGCTTT AT A TGGCACT AAGAAA TTTTGA TGGCTT AGAAGAAA TC GACAGAGCTCTGGGAA T AC CGGAACTCGTT AGC CAGAGCCAGGCTGTGGAC C CAGAGACTTTCTC CGGCCAGGACT 3600 

NAQMLAQRQRELYSQQHRQRQLMQQRAILMRQQSFGNNLP  LYMALRNFDGLEEIDRALGIPELVSQSQAVDPETFSGQDS  

主481 CAC CCTCAGC C GGGCTCCCGGTGCAAA TGGGGGCC GCCCGCCTCCC C CAGGCTCCCC CACAGCAGTTCCCTT ATCCCCCCAACT ACGGTACGAGCCCC GGGAACC CTCCCACCTCCAC CA 3600 36自 1 CGAGCATGCTGTTGGAGCAGAAGGCTCAGGTTTTCTCC CAGCAGT ACACGGCTCAGGCTCAGA TGGCTCAGGGCAGCT ACGC GCCCA TGCAGGACC CCAGCTTCCAC GC CATGGGGCAGC 372白

P 5 A G L P V QM  G A A R L P Q A P P Q Q F P Y P P N Y G T S P G N P P T S T S SMLLEQKAQVFSQQYTAQAQMAQGSYAPMQDPSFHAMGQR  

3601 GC CC CTTCTC GCAGCTGGCTTC CAGCC CTGAGGC CGCGTTGGCCAAC CGCGGC GGCA TGGTGACCAGGGGGA TGA TGGGCAGCGTCGGAGGGCAGn門GGCACCGGGATGACACCGCAGA 372白 3721 GC GGCT A TGCC GCC CTGCGCA TGCGACCCC C G GCCTGGCCT AC GGCCGC CAGCATCA TCCAGAGCCAACCCAAC CAGCTGC GGCTCCAGCTGCAGCACC GTCTC CAGGCACAGCAGAAC C 3840 

PFSQLASSPEAALANRGGMVTRGMMGSVGGQFGTGMTPQM  GY AA L RMRPPAWPTAASIIQSQPNQLRLQLQHRLQAQ Q NR  

3721 TGCAGCAGAACATCTTTCAGTA TTCCGGA TCAGGCATGGGTCAGCAGAA TGAGCCCACCTTCGC C CCGTC GCTCAGC CCCAGCAGTCCCCTGATGTCACCGCAGCTCCCTCCA TCACAAA 3840 3841 GGCAGC C GC TGAT AAA TCAGA TCAGCAGTGTCTC CAA T A TGAAC CTGTCA TTGAGGCCC GGGGTGCCAACACAGGGCCCCA TCAA TGCACAGA TGCTGGCACAGAGGC AAC GGGAGATC C 3960 

QQNIFQYSGSG Io4 GQQNEPTFAPSLSPSSPLMSPQLPPSQS  Q P L 1 N Q 1 S S V 5 N M N L S L R P G V P T Q G P 1 N A QM  L A Q R Q R E 1 L 

3841 GCCCAATGCTGCAGCCGGCACCTCCTGCACCGGGCTATCAGTCACCTGACATGAAGACCTGGCAGCAGGGAGCCATGGGGAACAGCAACGTAITCAGCCAAACGGGGCAGACCCAGCCAG 396白 3961 T GAGTCAGCACCTGC GGCAGCGGCAGA TGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGTGCAGCAGCGGACACTGA TGA TGCGAGG GCAGGGCTTGAGCA TGAC C CCCAGCA TGTT GCT AC CGGGCA T AC 4080 

PMLQPAPPAPGYQSPD Io4 KTWQQGAMGNSNVFSQTGQTQPA  SQH LRQRQMQQQQQQVQQRTLMMRGQGLS 同 TPSMLLPG IP
3961 CACCGGCCCAGCAGGGAA TGT ACAACAACATGAGCA TCACCGTCTCCA TGGCAGGAGGAAA仁ACCAACGTCCAGAACA TGAA TC CCA TGGC GGGACAGA TGCAGA TGAACTCACTGCAGA 408白 4081 CAGCAACCA TGAGCAACCCACGGATCCCACAGGCGAACGCACAGCAGアTCCCATTTCCTCCAAACTACGGAA了TAGTCAGCAGCCTGATCCAGGCTTCACAGGGGCCACCACTCCTCAGA 4200 
PAQQGMYNNMSITVSMAGGNTNVQN Io4 NP Io4 AGQMQMNSLQM  ATMSNPRIPQANAQQFPFPPNYGISQQPDPGF TG ATTPQ S 

4081 TGCCTGGGA TGAACT CCA TGTGCTCGGAGCAGGT AAACGACCC GGC GCT GAGACCCACGGGCCTTT ACTGCAACCAGCTTTCCTCCACTGAC CTTTTGAAAACAGAAGCAGA TGGGGC GC 4200 42白 1 G TCCACT GA TGTCC CCAAGACTGGCTCA T ACACAAAGC CCCA TGA TTCAGCAGACTCAGGCT AA TCCTGCCT A T CAGTCCTCT ACAGAGA TGAA TGGGTGGGCACAAGGGAA T A TGGGTG 4320 
PGMNSMCSEQVNDPALRPTGLYCNQLSSTDLLKTEADGAQ  P L M S P R L A H T Q 5 P M 1 Q QT  Q A N P A Y Q 5 S T E M N G W A Q G N M G G 

4201 AGCAGGT ACAGCAGGTTCAGGTGTTTGCCGACGTGCAGTGT ACAGTGAA TCTGGT AGGAGA TCC CT ACCTGAACCCTC C GGCTCC C CTGGGC GC CCCGAAAGCCGC CGCGGTGCCGCC GA 4320 4321 GAAACAGζA TGTTTTCACAACAGTC CCCAC CACA TTTTGGGCAGCAAGCAAGCACCAGCATGT ACAA T AA T AACA TGAACA TCAA TGT A TCCA TGGCAAC CAACACAAGTGGT A TGAACA 4440 
QVQQVQVFADVQCTVNLVGDPYLNPPAPLGAPKAAAVPPT  NSMFSQQSPPHFGQQASTSMYNNNMNINVSMATNTSGMNN  

4321 C C CC GCAGGGCCAACAGAAGAGCCTTCTTCAGCAGCT ACTGACTGAA T AACCGCTTTTCGAGGAA TGTGAAAGGAAアK 4E9 4441 ACA TGAAC CAGATGACAGGGCAGATCAGCA TGACCTCAGCGAC CTCTGTGCCT ACA TCAGGGTTGT C CTCCA TGGGTCCT GAGCAGGTT AA TGATCCTGCT A TGAGGGGAGGCAA TCT A T 4560 
PQGQQKSlLQQlLTE.  MNQMTG QIS MT S ATSVPTS G LS S MGPEQVNDPAMRGGNLF  

4561 TTC CAAAC CAGCT GCCTGGAA TGGA T A TGA T AAAGC CAGAC GGAGA T GCAACAC GGAAA T ACTGCT GAC CCTGAGGG仁GGTGTGGTTGCTCCTTTCTCCAGCTGAGCGGGC GC C CGGC C C 4680 

PN QL PGMDMIKPD GDAT RKYC'  

4681 CAC AC C C TTCC CAGTTGGAGGAGCTGCAC C CA TTTGTTGC GC C GCAGC CACGC CGGCAC C CAGTGCT GCTGGGC C CAGC C C TGC( CTC CA TGGGGCCTC GT C GTC GGGAGCAGC CTC CTC 4800 

48白 1 TTC GAC AG TCTGAGGCT A T AGC GT ACAGACACTGCTCAGT CTGTTCACTGCA了TCACCTTAGTGCAAC竹AGATCTCTCCTGCGAAGTAAATGTTGACAGGCAGTTTTCATAAACCATGT 4920 

4921 CAGA TTGAATGTAm AAATGTATGTATTTAAGGAAAAG 4959 

Fig. 6. Nucleotide and deduced amino acid sequences of chicken SRC-1. 
Fig. 7. Nucleotide and deduced amino acid sequences of chicken TIF2. 
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続いてこれらの配列をフローブとして chicken intestinal mucosa cDNA ライブラリーの

スクリーニングを行い、 open reading frame (ORF) および 5'-untlanslated region (UTR) 、

3'-UTR を含む cDNA クローンを単離し塩基配列を決定した (Fig.5-7) 。ニワ トリ ACTR

は 1399 アミノ酸をコードし、推定分子量は 152.7 kDa であった。 SRC-l についてはス フ

ライシングの違いにより a-e までの 5 種類のアイソフォームが報告されているが (37) 、

cDNA ライブラリーより単離したニワトリ SRC-1 は C 末端に LXXLL 配列を持つ SRC-la

であり、 1449 アミノ酸をコードし、推定分子量は 155.5 kDa であった。 TIF2 は 1462 ア

ミノ酸をコードしており 、 推定分子量は 158.1 kDa であった。ニワトリ p160 ファミリー

のアミノ酸配列問の相向性はACTR と SRC-l 聞が 28% 、 ACTR と TIF2 問が 42.8% 、 SRC-l

と TIF2 聞が 34.2 %であり、 bHLH/PAS ドメインに関してはファミリ一間で 60-80 %程度

の高い相向性を示した (Fig. 8) 。

ACTR 
SRC-1 
TIF2 

ACTR 
SRC-1 
TIF2 

ACTR 
SRC-1 
TIF2 

basic helix loop 

iiiEZfjH55:剖|
園þr-ErPþ:JLTC:JG!
園亘窓;s匝亘!]-TAQヨー一-N -(

圏Dー耳目QIiP!PKRIri

PASAdomain 

PAS B domain 

helix 

耕輔

Fig. 8. Comparison of the bHLH and PAS domains of chicken p160 family proteins. Identical amino acid 
residues are shaded in black. 

第二節 p160 ファミリーの種属聞における相向性の検討

( 1 ) 実験方法

。 ホモロジー解析

GENETYX-MAC 8.0 (ソフトウェア開発株式会社)を用いて行った。 ヒ ト、マウス p160

ファミリーのアミノ酸配列は第一章、第一節で示した配列を使用した。

(2 ) 実験結果

ニワトリ ACTR、 SRC- l， TIF2 のアミノ酸配列について ヒ トおよびマウスの配列と比

較した (Fig. 9) 0 ACTR についてはヒト、マウスとそれぞれ 74.4 %、 69.5 %の相向性を

示し、 SRC-l はヒト、マウス SRC-1a と比較し 74 . 1 %、 73.7 %の相向性を示した。 TIF2 
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はヒト、 マウスとそれぞれ 86.0 %、 84.0 %の相向性を示した。 p160 ファミリ一間で保存

ドメインはヒトおよびマウスの配列と 90 %を超える高い相向性を

ファミリーの機能上重要と考えられる 3 個の LXXLL 配列と CBP 結

LLXXLXXXL 配列 (36) はニワトリにおいてもほぼ完全に保存され

p160 ファミリーの生体内での機能は哨乳類と同様であると予想され

性の高い bHLH/PAS

示した。また p160

合に必要とされる

ており、ニワトリ

た。

ACTR chicken 

hum8n 

町louse

SRC・1 chicken 

human 

町、ouse

TIF2 chicken 

human 

何百ouse

|I bHしH/PAS I 

1I 93.1% I 
|| 邸 1% I 

|I bHLH/PAS I 

1I 95.8% I 
|I 95.8% I 

|I bHLH/PAS I 

|I 91.6% I 

|I 91.1% I 

Fig. 9. Conservation of p160 family proteins. 

NID 

84.6% 

83.8% 

NID 

10.8% 

15.0% 

NID 

86.2% 

81.9% 

第三節 ニワトリ p160 ファミリーの発現量の解析

( 1 ) 実験材料および実験方法

0 実験材料および実験試薬

8.8. homology (%) 

1399 100% 

1412 14.4% 

1398 69.5% 

1449 1∞% 

1441 14.1% 

1448 13.1% 

1461 1∞% 

1464 86.0% 

1462 84.0% 

第一章、第一節に準じた。ニワトリ脳および肝臓 Poly (Ay RNA は Clontech よ り 購入

した。

。 Poly (Ay RNA の調製

DT40 細胞の Poly (AY 貯~A の調製は Oligotex-dT30 <super> 

ルに従い、 total RNA より調製した。

。 ノザンブロット

(宝酒造) のプロトコー

Molecular Cloning (41) に準じて行った。 Poly (AY 即ぜA 1.0 μg をホルムアルデヒ ド含

有 1.0 %変性アガロースゲルで電気泳動後、ナイロンメンブラン(Amersham Pharmacia 

Biotech) に転写した。フローフとしてニワトリ ACTR 506-1475 bp 、 SRC-11187-2860 bp 、

-1 1 -



( Clontech) 

EcoRI-SalI 

フレイ:酵母内で GAL4AD 融合タンパク質として発現できる pGAD424

に以下のニワトリ p160 ファミリーの領域を PCR により増幅し、

サイトを利用して組み込んだ。

TIF2 802-1905 bp の領域を使用した。 ß-actin 検出用のプローブはヒト ß-3ctin の配列を使

プローブの標識は第一章、第一節に準じた。用した。

: cACTR 566-8143.3. 

0相竜作用の検出

文献 (42) に従い、液体法により活性を測定した。レセフターのリガンドとして以下

の物質と 4 時間反応させた後、 ß-galactosidasc 活性を測定した。

: 1α， 25-dihydroxyvitamin D3 (終濃度 1 x 107M) (中外製薬株式会社より供与)

3，了， 5-triiodo-L-thyronine (T1) (終濃度 1 X 10-6 M) (Sigma) 

:プロゲステロン(終濃度 1 X 10.6 M) (和光純薬)

: 17゚-cstradiol (終濃度 1 x 10-7M) (和光純薬)

: cACTR 566-799 a.a. 

: cSRC -1 586-833 a.3. 

: cTIF2 578-798 a.3. 

: cSRC-1 586-818 a.3. 

: cTIF2 578-813 3.a. 

pGAD424 ACfR・ 1

pGAD424 ACfR・2

pGAD424 SRC-1-1 

pGAD424 SRC-1-2 

pGAD424 TIF2-1 

pGAD424 TIF2-2 

実験結果(2 ) 

ニワトリ脳、肝臓、 B リンパ細胞株 DT40 における p160 ファミリ- mRNA の発現量

をノザンブロット解析により比較した (Fig. 10) 0 ACTR は約 11 kb 、 SRC-1 は 9 kb 、 TIF2

は 12 kb 付近にそれぞれ 1 本のバンドが検出された。 DT40 細胞には ACTR と TIF2 は発

現しているが、 SRC-1 はほとんど発現していないととが示された。また SRC-1 は脳に多

く発現していた。肝臓における p160 フ ァミリーの発現量はごくわずかであり、 p160 フ

ァミリーは組織により異なる発現パターンを示すことが明らかとなった。

VDR 

-゚actin TIF2 

幽圃畠:
SRC・1ACTR 

TR 

PR 

実験結果

ER 

( 2 ) 

OT 40 Brai n Liver 

Fig. 10. Expression pattern of p160 family in chicken tissues. Northern blot analyses were pe斤ormed with 
chicken tissues and DT40 cells. One μg of Poly (At RNA was separated on a 1 % formaldehyde-agarose 
gel , blotted onto a nylon membrane , and hybridized with random-primed 32P-labelled chicken ACTR , SRC-
1 or TIF2 cDNA probes. ß・Actin probe was used as a loading control. 

Brain Liver OT4O OT4O Brain Liver OT4O Braln Liver 

p160 ファミリーの NID 内の 3 個の LXXLL 配列、 NR box 1 から 3 についてニワトリ、

ヒト、マウス問で比較した (Fig. 11) 。ニワトリにおいても LXXLL 配列は完全に保存

され、 LXXLL 配列前後のアミノ酸についてもほぼ完全に保存されていた。 また、 NR box 

3 の約 50 アミノ酸下流には FXXLL または LXXIL からなるしXXLL 配列に類似した配

列が存在した。イソロイシンとフェニルアラニンもロイシンと同様に疎水性アミノ駿で

あり、 LXXLL 配列と同様にタンパク質ータンパク質問相互作用に働くことが予怨される

ことからこの配列を NR box 4 と名付けた。

ニワトリ p160 ファミリーと核内レセプターの相互作用の解析

のフ。ロトコ

実験材料および実験方法

0 実験材料および実験試薬

試薬および培地の作製は MATCHMAKER Two-Hybrid System (Clonetech) 

ールに準じて行った。塩類や溶媒は市販の最高純度の試薬を使用した。
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宿主細胞(酵母)

Y190 株を使用した。

プラスミド構築

ベイト:酵母内で GAL4DBD 融合タンパク質として発現できる pGBT9 (Clontech) 

に以下のラット核内レセプターの領域を PCR により増幅し、

サイトを利用して組み込んだ。

EcoRI -EcoRI 

。

。

Fig. 11. Sequence alignment of the LXXLL motifs in p160 family. Resldues common to chicken(c) , 
human(h). and mouse(m) are shown by asterisk. The LXXLL motifs are shown by bold. 

pGBT9-ERα: rat ERα246-600 a.a. 

pGBT9-PR 

: rat VDR 124-423 a.a. 市
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: rat PR 610-923 a.a. : rat TRα171-461 a.a. 
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次にニワトリ p160 ファミリーと核内レセフターとの相瓦作用をタンハク質-タンパク

質問相互作用を解析する方法として汎用されている yeast two-hybrid 法により解析した。

酵母転'引火J f GAL4 転写活性化ドメイン (GAL4 AD) とニワトリ p160 ファミリ- NID 

の融合タンパク質および GAL4 DNA 結合ドメイン (GAL4 DBD) とラット核内レセフ

ターリガンド結合ドメイン (LBD) の融合タンパク質を yeast 内に発現させβgalactosidase

活性を指標に相互作用を調べた。 Fig. 12 にはリガンド、添加時のß-galactosidase 活性を溶

媒のみ添加時のß-galactosidase 活性で害IJ った値でボした。リガンド依存的な相互作用が

ビタミン D レセフター (VDR) 、 TRα、プロゲステロンレセプター (PR) 、 ERαにお

いてみられ、ニワトリ p160 ファミリーがリガンド依存的に核内レセプターと結合する

ことがポされた。また、 p160 ファミリーは VDR と最も強く結合し、 PR を除き TIF2 が

どのレセプターとも強く結合することが明らかとなった。 NR box 4 を欠失させたコンス

トラクトを用いるとすべてのコアクチベーターの相互作用は減少し、 NR box 4 が核内レ

セプターとの相互作用に重要であることが示された。

NID : chicken ACTR 
chicken SRC・1
chicken TIF2 

NR : rat VDR, TR, PR, ER 

4{) 

35 VDR 

初

25 
電ε3泊

15 

10 

ト ιn
ACTR SRC・ 1 TIF2 

LacZ 

12 

TR 
10 

• 
8 

司￡ヨ 6 

4 

2 

。

ACTR SRC・ 1 TIF2 ACTR SRC-1 TIF2 

-rRM14  
NR box 1 ・3

4 

I ER 

3 

￡τコ 2 

O 
ACTR SRC-1 TIF2 

Fig. 12. Ligand-dependent interaction of chicken p160 family with nuclear receptors. Yeast two-hybrid 
assays were used to compare binding of NR LBDs to NR box 1 ・4 with NR box 1 ・3 . Yeast strains were 
incubated with appropriate ligand before preparing cell extracts for -゚gal assays. 
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第五節考察および小括

( 1 ) 考察

本章においてニワトリ p160 ファミリーのクローニングを行い、ニワトリにおいても

哨乳類と同様に 3 種類の p160 コアクチベーター遺伝子が存在することを明らかにした。

ヒ卜とマウス以外の生物種では p160 ファミリーの研究はほとんど行われておらず、ア

フリカツメガエルから ACfR と TIF2 遺伝子が単離されているのみである (43 ， 44) 。ニ

ワトリは 3 種類の p160 コアクチベーターが単離された生物種としては、ヒト、マウス

に続き 3 例目であり、日甫乳類以外の生物種では初めての例となる。既にゲノム解析が終

f した線虫やショウジョウバエにおいては多数の核内レセプター遺伝子が存在すること

が明らかにされたが (45) 、 p160 ファミリーに相向性を示す遺伝子の報告はないため、

p160 ファミリーは進化上、脊椎動物以降において獲得された遺伝子であると考えられ

る。

RT-PCR によるクローニングでは 3 種類の p160 コアクチベーターのすべてを増幅で

きる共通プライマーを設計し、実際に DT40 細胞から ACfR と TIF2 を、脳から SRC・ 1

を増幅することができた。 DT40 細胞から SRC-l が得られなかった理由としては、 DT40

細胞に存在する SRC-l の量が ACTR や TIF2 と比較し、極端に少ないためと考えられる。

ノザンプロット解析により発現量を解析した結果からも、 DT40 細胞では SRC・ 1 の発現

量の少ないととが確かめられ、 RT-PCR の結果と一致した。ただし、ニワトリ SRC-l 特

異的なプライマーを用いて RT-PCR を行うと SRC-l 由来の DNA 断片が DT40 細胞にお

いても増幅されることから(データ省略)、 SRC-l は少量ながらも発現していると考え

られる。また、 ACTR、 SRC・ 1 、 TIF2 以外の新規の p160 コアクチベーターが存在すれば

共通プライマーにより増幅される可能性が考えられるが、ニワトリ脳、 DT40 細胞およ

びラットの様々な組織で検討した結果、既知の p160 コアクチベーター以外のものは増

幅されず、発現量の低さや共通プライマーの配列の微妙な違いにより増幅できなかった

可能性もあるが、 ACTR、 SRC・ 1 、 TIF2 以外の新規の p160 コアクチベーターが存在する

ロJ能性は低いと考えられる。しかし、今回設計した共通プライマーを使用することで、

様々な生物種の p160 ファミリーを効果的にクローニングできると考えられ、まだ p160

ファミリーの単離されていない魚類等への応用が期待できる。

スクリーニングに用いたニワトリ小腸粘膜由来の cDNA ライブラリーからは ACfR 、

SRC-l 、 TIF2 の ORF の全長が単離できた。粘膜には未熟な B 細胞が存在しており (46) 、

B リンパ細胞株 DT40 において発現の認められた ACTR と TIF2 が単離され、小腸粘膜

中の細胞には SRC-l を発現している細胞もあるものと考えられる。 SRC-l については C

末側に LXXLL 配列を持つ SRC-la と持たない SRC・ le アイソフォームがあり、 SRC-le

の方が多く存在すると報告されているが (47， 48) 、ニワトリ小腸粘膜由来の cDNA

ライブラリーからは SRC-le に相当するアイソフォームは得られなかった。ニワトリに

おいてもおそらく SRC-la と SRC・ le が発現していると考えられ、 SRC-l の多く発現し
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ている脳などの組織で RT-PCR を行えば両万のアイソフォームが検出されると考えられ

る。

ニワトリ p160 ファミリーの発現パターンは、脳においては SRC-l が最も多く発現し、

肝臓では p160 ファミリーの発現量が少なかったが (Fig. 10) 、この結果はヒト組織で

観察された結果と一致している (49) 。一方、アフリカツメガエルの ACfR ホモログ遺

伝子、 xSRC-3 の発現量は腎臓、肺、肝臓、および卵母細胞で解析されているが、卵母

細胞と肝臓に多く発現することが報告されており (44) 、肝臓の発現に関してヒトや二

ワトリとは異なっている。今同はニワトリ脳と肝臓および B リンパ細胞株 DT40 におけ

る発現量のみしか解析しなかったが、さらに多くの組織や発生過程における発現量の解

析を行うことで、 p160 ファミリーの発現パターンの種属聞における差が明らかになる

と考えられる。

ニワトリ p160 ファミリーは哨乳類 p160 ファミリーと 70-85 %の相向性をもち、

bHLH/PAS ドメインについてはヒト、マウス配列と 90%以上の相向性を示した (Fig.8) 。

NID の相向性は全体では 70-85 %と bHLH/PAS ドメインと比較すると保存性は高くはな

いが、 LXXLL 配列とその前後に関してはニワトリ、ヒト、マウス問でほぼ完全に保存

されており、 LXXLL 配列が核内レセプターとの結合に重要な役割を持つことが推定さ

れる。しかし yeast two-hybrid 法で検討したかぎりでは 3 個の LXXLL 配列を含む領域の

みでは核内レセフターとの相互作用は弱く、 LXXLL 配列のほかに FXXLL または LXXIL

配列からなる NR box 4 が必要であることが示された (Fig. 12) 0 NR box 4 が核内レセ

プターとの結合にどのように働くかは明らかではないが、直接的に核内レセプターに結

合している可能性や、 NR box 1-3 の領域が効果的に核内レセプターと結合できるように

構造を安定化させる働きを持つ可能性が考えられる。最近の報告ではマウス TIF2

(GRIPl) の 1011 ・ 1121a.a 領域に AR やグルココルチコイドレセプター (GR) との結合

に補助的に働く領域があるという報告や (50) 、 SRC-1 のポリグルタミン領域が AR の

AF-l に作用するという報告もあり (51) 、核内レセプターと p160 ファミリーの相互作

用には LXXLL 配列の重要性に加え、周囲の配列の影響も無視できないと考えられるよ

うになってきている。 NR box 4 もそのうちの一つであると考えられるため、 GST pullｭ

down 法や yeast two-hybrid 法を用いて、 NR box 4 単独の配列と核内レセプターの直接的

な相互作用の検討や 1 アミノ酸置換したときの影響について解析を行うことにより NR

box 4 の働きを明らかにすることは今後の課題である。

第四節の yeast two-hybrid 法では用いるレセプターや p160 ファミリーの種類により相

互作用の強さが異なることが示された。それぞれの相互作用の強弱が yeast 内における

融合タンパク質の発現量の差やリガンドの膜透過性の違いに由来していると解釈するこ

とも可能なため、融合タンパク質量の確認や他の実験系での検討が必要とされる。しか

し、 p160 ファミリ一間で NRbox 1-3 の配列が極めて類似しているにもかかわらず、 ACfR 、

SRC-l 、 TIF2 では TIF2 が PR を除き、どのレセプターとも強く結合することは、各 NRbox 

問の配列や距離の違いにより NID の構造に違いが生じ、核内レセプターとの相互作用

に影響を与えていることを示唆する。実際の生体内において全長の構造をとったときに
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は、 NID 単独のときよりもさらにファミリ一間で構造が異なっている可能性も推測され、

その違いが機能上の違いを生むものと考えられる。これまでに SRC-l の LXXLL を合む

ヘフチドとリガンドの結合した PPARyの結晶構造が明らかとなっているが (52) 、 ACTR 、

SRC-l 、 TIF2 の全長の結晶構造解析に興味がもたれる。

日南乳類 p160 ファミリーは CBP や P/CAF などの因子と相互作用することや、弱いな

がらも HAT 活性をもつことが明らかにされている。これらの性質について本研究では

検討していないが、 CBP については結合に必要な LLXXLXXXL 配列が、ニワトリにお

いても保存されていることから晴乳類と同様に相互作用すると考えられる。 P/CAF や

CARMl との結合や HAT 活性を示す領域の解析については哨乳類においても詳細には

解析されていないため、アミノ酸配列の保存性から機能は予測できない。

本章においてニワトリ p160 ファミリーをクローニングし、その性質を解析した。ニ

ワトリにおける他のコアクチベーターの存在については RIP140 (53) 、 p300 、 TRAP220

の cDNA の一部を当研究室でクロ一二ングしている(データ省略)。また、 OT40 制11胞

の EST データベース (http://genetics.hpi.uni-hamburg.de/e刈online.html) (54) に

は核内レセフターコリフレッサーのニワトリホモログとして SMRT と N-CoR が、また

コアクチベーターでは N-CoA62 (55) が登録されている。とれらのことから哨乳類で単

離された核内レセフターコアクチベータ一候補因子は鳥類においても保存されているこ

とが推定され、これらの因子を DT40 細胞内でノックアウトし、機能解析を行うことは

核内レセプターの転写制御機構を解明する上で意義のあることと考えられる。続く、第

一章において ACfR および、 TIF2 遺伝子ノックアウト細胞を作製し、第三章では核内レ

セプターの転写制御における ACTR と TIF2 の役割をノックアウト細胞を用いて解析し

た。

( 2 ) 小括

( 1 ) ニワトリ ACfR、 SRC-l 、 TIF2 をクローニングし、日甫乳類以外の種属におい

ても 3 種類の p160 コアクチベータ一遺伝子が存在することを初めて明らか

にした。

( 2 ) ニワトリ脳と肝臓および B リンパ細胞株 DT40 における p160 ファミリーの

発現量を解析し、組織により異なる発現パターンを示すことを明らかにした。

( 3 ) ニワトリ p160 ファミリーが核内レセプターとリガンド依存的に相互作用す

ることを yeast two-hybrid 法を用いて明らかにし、 NR box 4 が結合に重要で

あることを示した。
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第二章 ACTR ノ ックアウト細胞および TIF2 ノックアウト細胞の作

製

DT40 細胞を用いてホモノックアウト細胞を作製するまでの過程を Fig. 13 に示した。

DT40 細胞で両方の染色体をノックアウトするには 2 種類のターゲッティングコンスト

ラク トを必要とする(例外として DT40 細胞の第 2 染色体はトリソミー (56) なので 3

穐類のコンストラクトを必要とする) 。 ヘテロノックアウト納胞を作製するには 1 種類

司 のターゲッティングコンストラクトを正常細胞に導入し、薬剤選択により得られたク

ロ ー ンについてサザンブロット解析により相同組換えを確認する 。 DT40 細胞は相同組

換えの頻度が高く、ランダムな組換えがおとったクローンと相同組換えがおと っ たクロ

ー ンがほぼ 1 対 1 の割合で得られると報告されている (31 ， 32, 57) 。 また、ホモノッ ク

アウト細胞は 2 種類目のターゲッティングコンストラクトをヘテロノックアウト細胞に

導入し、同線に相同組換えの起こったクローンを単離する。 DT40 細胞で選択に使用で

きる薬剤マーカー遺伝子は、現在 7 種類あり 3 種類までの遺伝子を一つの細胞内でノ

ッ クアウトすることが可能である。また、 DT40 細胞では Cre-loxP 組換えシステム (58)

やテトラサイクリン誘導フロモーター (59) 、温度感受性変異株を用いたコンディショ

ナルミュータントの実験系が使用されており細胞レベルで致死遺伝子である場合でも解

析を行うことができる。第一章で、ニワトリにおいても p160 ファミリーの 3 種のコア

クチベーターが存在することを明らかにし、核内レセフターと相互作用することを示し

た。 また、 DT40 細胞では AcrR 遺伝子と TIF2 遺伝子が主に発現することを示した。

そこで、本章では DT40 細胞を用いて AcrR 遺伝子および TIF2 遺伝子ノックアウト細

胞を作製した。

Targeting construct 1 

医3・~

Cytosol 

Targetlng construct 2 

医3・ß1

DT40(+l・)

Isolation of drug-reslstant clones 

Conflrmatlon of homologous recomblnatlon 
by Southern blot 

Fig. 13. Strategy of gene-knockout in DT 40 cells , 

-18 -

DT40(・/・)

E二コヨl!iDC二二二二二コ
仁=ヱIDC二二二二コ

第一節 ACTR ノックアウト細胞の作製

( 1 ) 実験材料および実験方法

0 実験材料および実験試薬

実験試薬、酵素類は第一章、第一節に準じた。なお、 L-Histidinol は Sigma から、

Hygromycin B はロシュ・夕、イアグノスティックスより購入した。 エレクトロポレーシ

ョンはジーンパルサー (Bio Rad) を使用し、 0.4 cm キュベットは Bio Rad から購入した。

0 細胞培養
第一章、第一節に準じた。

0 ゲノム DNA の調製

Molecular Cloning (41) に準じて行った。 1 X 107 個の細胞を遠心分離したぺレットに

500μl の digestion buffer (100 mM  NaCl, 10 mM Trﾌs-HCl pH 8.0, 25 mM  EDTA pH 8.0, 0.5 % 

SDS , 0.1 mg.lml Proteinase K) を添加し混合した後、 50 0C で一晩反応させ、フェノール

抽出、エタノール沈殿により調製した。

0 ターゲッティングコンストラクトの作製

DT40 細胞より調製したゲノム DNA を鋳型として、 LA PCR™ Kit Ver. 2.1 (宝酒造)

を使用し、以下のフライマーを用いて増幅した DNA 断片を pBluescript に組み込み、塩

基配列を決定した。 cDNA 配列との比較によりエキソン/イントロンの位置を決定し、 PAS

A をコードするエキソンを in vitro mutagenesis により欠失させ、制限酵素 BglI I サイト

を導入した。 BglII サイトに chicken ß-actin プロモーター支配下に薬剤耐性遺伝子を発現

する chicken -゚actin Hygromycin B 耐性遺伝子または chicken -゚actin Histidinol 耐性遺伝子

(京都大学 武田俊一教授より供与)を組み込んだ。

primer ACTR-F 5' -AAGGAAAAAcr A TTTCCAGTGATGATGATGTTC -3' 

primer ACTR-R 5' -CGAA 1寸GTATCcrCAAAGCCAGGTCfCATGG-3' 

0 サザンブロット

Molecular Cloning (41) に準じて行った。ゲノム DNAI0 時を制限酵素 EcoRV により

切断したサンフルを 0.7 %アガロースゲルで電気泳動し 、 Hybond N+ (Amersham Pharmacia 

Biotech) に転写した。フロープの標識は第一章、第一節に従った。

0 トランスフェクション

文献 (3 1 ) に準じた。 1 X 107 個の DT40 細胞を PBS (1.5 mM  KH2P04, 137 mM r、~aCl ， 8.1 

mM Na2HP04, 2.7 mM  KCl) により洗浄後、 500μl の PBS に懸濁し、ターゲッティング

コンストラクト 30 時(制限酵素 BamHI で切断し、エタノール沈殿後、 30μl の TE(pH 8.0) 
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に溶解したもの)と混合後キュベットに入れ、 10 分間氷冷した。ジーンパルサーを用

(550 V, 25μF) を l 回かけた後、 10 分間氷冷した。 90ml の RPMl1640 (0.24 

mM  2-mercaptoethanol 、 10 %子牛血清、 1%ニワトリ血清)に細胞を懸濁後、 Hygromycin B 

(終濃度 1 mg!ml) またはしHístidinol (終濃度 1 mg!ml) を添加し、 4 枚の 96 穴プレー

トに 200μl/wcll で撒き、 5~7 日間培養してコロニーを形成させた。

いてパルス

8.5kb 
5.5 kb 

3.5 kb -働

Fig. 14. Targeted disruption of ACTR gene in DT40 cells. (A) Schematic representation of the targeting 
vectors. The configuration of the wild-type allele is shown at the top. In the targeting vectors, exon encoding 
PAS-A domain (Ec) is replaced by hygromycin (Hygroj or histidinol (Hisj resistance gene casse口e . Closed 
boxes indicate the position of exons deduced from the cDNA sequence. The location of the external probe 
used to confirm correct targeting events and the relevant EcoRV recognition sites are indicated. 

(8) Southern blot analysis of targeted integration. A DT40 cell line in which one ACTR allele had been 
disrupted by targeting construct ACTR-Hygro, was transfected with the second construct ACTR-His 
Genomic DNAs from untransfected DT 40 cells (Iane 1) and 5 doubly resistant clones (Iane 2-6) were 
digested with EcoRV and hybridized with the probe shown in A. Clones of lane 2 and 6 were completely 
knocked out. 

Puromycin は Sigma

6 

0 ターゲッティングコンストラクトの作製

第二章、第一節に準じた。以下のプライマーを用いて増幅した 12 kb の DNA 断片を

pBluescript に組み込み、 PASA をコードするエキソンを Blasticidin S 耐性遺伝子、 Histidinol

耐性遺伝子または Puromycín 耐性遺伝子(京都大学 武田俊一教授より供与)に置換し
た。

primcr TIF2-F 

primer TIF2-R 
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0 実験材料および実験試薬
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第二節

( 1 ) 

(2 )結果

DT40 細胞を用いて ACTR 遺伝子をノックアウトするため、第一章でクロ一二ングし

た cDNA 配列を基に bHLH/PAS ドメインを増幅するプライマーを設計した。ゲノム DNA

を鋳型とした PCR により増幅された約 6.5 kb の DNA 断片を pBluescript ベクターにサブ

クローニングし、塩基配列を決定し、 cDNA 配列との比較からエキソン/イントロンの位

置 (Ea-Eh) を決定した (Fig. 14. A) 。増幅したゲノム DNA 配列のうち PAS A 領域を

コードするエキソン (Ec) をハイグロマイシン耐性遺伝子またはヒスチジノール耐性遺

伝子で置換し、薬剤耐性遺伝子の 5'側と 3'側それぞれに約 2 kb の ACTR ゲノム DNA 配

列の相同領域を持つターゲッティングコンストラクト、 ACTR Hygro および ACTR His 

を作製した。 これらのコンストラクトを Fig. 13 で示した手)11貢に従って DT40 細胞に導入

し、薬剤耐性を示すクローンについてサザンブロット解析により相同組換えを確認した。

Fig. 14. B は ACTR Hygro を導入して作製したヘテロノックアウト細胞に ACTR His を導

入し、得られた薬剤耐性クローンについて相同組換えを確認したときのサザンブロット

を示している。ターゲッティングコンストラクトの外側に設定したフローブを用いると

正常細胞のゲノムでは 5.5 kb の位置にバンドが検出される(レーン 1) 。ヘテロノック

アウト細胞では ACTR Hygro が相同染色体の片方のアレルに相同組換えされることによ

り 3.5 kb にバンドが検出されるようになる(レーンエ6) 。さらに ACTR His が相同組

換えされるとレーン 2 と 6 のクローンのように 3.5 kb と 8.5 kb にバンドが検出され、

ホモノックアウト細胞が作製できた。このように解析したクローンの約1/3 で相同組換

えが確認され、 DT40 細胞の相同組換えの頻度が高いことが確認できた。また、ターゲ

ッティングコンストラクト内に設計したフローブを用いてサザンフロット解析を行い、

薬剤耐性を示すクローンのすべてにおいてターゲッティングコンストラクトが染色体上

の相同領域またはランダムな領域の 1 箇所にのみ組み込まれていることが確認され(デ

ータ省略)、薬剤j選択と使用したトランスフェクションの条件が正常に働いているとと

が確認できた。以上の操作により ACTR ヘテロノックアウト細胞を 9 クローン、 ACTR

ホモノックアウト細胞 5 クローンを作製した。ホモノックアウトが得られたことから

ACTR 遺伝子は細胞レベルにおける致死遺伝子ではないことが明らかになった。得られ

たノックアウトクローン間における性質の差はなく、また、ノックアウト細胞は正常細

胞と比較し細胞増殖能や形態に著しい変化は認められなかった。
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0 サザンブロット
第:章、第一節に準じた。ゲノム DNA は BamHI で切断し 0.7 %アガロースゲルで電

気泳動後、ナイロンメンプランに転写した。

0 トランスフェクション
第二章、第一節に準じた。薬剤耐性クローンの選別には Blasticidin S (終濃度 20μg!ml) 、

L-Histidinol (終濃度 1 mg!ml) 、 Puromycin (終濃度 0.5μg!ml) を使用した。

(2 ) 結果

第一章でクローニングした cDNA 配列をもとにプライマーを設計し、ゲノム DNA を

鋳塑とした PCR により増幅した約 12 kb の DNA 断片を pBluescript ベクターにサブクロ

ーニング後、塩基配列を決定し、 cDNA 配列との比較からエキソン/イントロンの位置

(Ea-Ef) を決定した (Fig. 15. A) 0 PAS A ドメイン (Eb) をコードするエキソンをヒ

スチジノール耐性遺伝子、プラスチシジン S 耐性遺伝子、ピユーロマイシン耐性遺伝子

で置換し、薬剤耐性遺伝子の 5'側と 3'側それぞれに約 8 kb と約 3 kb の TIF2 ゲノム DNA

配列の相同領域を持つターゲッティングコンストラクト、 TIF2 Bsr、 TIF2 His および TIF2

Puro を作製した。これらのコンストラクトを DT40 細胞に導入し、薬剤耐性を示すクロ

ーンのゲノム DNA についてサザンブロット解析により相同組換えを確認した (Fig. 15. 

B) 0 TIF2 は 2 種類のターゲッティングコンストラクトで相同組換えを起こした場合に

おいても、正常細胞の染色体由来の 5.5 kb の位置にバンドが検出された。相同組み換え

により出現したバンドと 5.5 kb の位置に検出されるバンドのシグナルの強さの比率が 2

対 1 であったことから(レーン 3) 、 TIF2 遺伝子はトリソミーである DT40 細胞の第 2

染色体上に存在すると考えられた。そのため 3 種類目のコンストラクトを導入し完全に

TIF2 遺伝子をノックアウトした(レーン 4) 0 TIF2 +1+1.細胞と TTF2+1γ細胞の作製の際に

は、サザンブロット法により解析したクローンの 1/2 から1/3 の高い確率で相同組換え

が確認されたが、 TIF2+1千細胞から TIF2-1-1-細胞が得られる確率は 1120 程度と低かった。

これはゲノム DNA 配列上に組み込まれたターゲッティングコンストラクトとトランス

フェクションした 3 種類目のターゲッティングコンストラクトが入れ替わって相同組換

えがおこっているためであると考えられる。また、ターゲッティングコンストラクト内

に設計したプローブを用いてサザンブロット解析を行い、薬剤耐性を示すクローンのす

べてにおいてターゲッティングコンストラクトが染色体上の相同領域またはランダムな

領域の 1 箇所にのみ組み込まれていることを確認し、 トランスフェクションの条件およ

び薬剤選択が正常に働いていることを確認した(データ省略)。以上の操作により TIF2+'+ ー

細胞を 4 クローン、 TIF2+1・/ー細胞を 9 クローン、 TIF2-1イ細胞を 2 クローン作製した。ホモ

ノックアウト細胞が得られたことから TIF2 遺伝子は細胞レベルにおける致死遺伝子で

はないことが明らかとなった。作製したノックアウト細胞はクローン聞における性質の

差はなく、またノックアウト細胞は正常細胞と比較し細胞増殖能や形態に著しい変化は

-22 -

認められなかった。
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Fig. 15. Disruption of the TIF2 gene in DT40. (A) Schematic representation of the targeting vectors. The 
configuration of the wild-type allele is shown at the top. In the targeting vectors, exon encoding PAS-A 
domain (Eb) is replaced by blasticidin S (Bsη ， histidinol (Hisう or puromycin (Puroj resistance gene 
cassette. Closed boxes indicate the position of exones deduced from the cDNA sequence. The location of 
the external probe used to confirm correct targeting events and the relevant BamHI (B) , Xba 1 (X) and Hinc 
11 (H) recognition sites are indicated. (8) Southern blot analysis of genomic DNAs from wild-type DT40 
(Iane 1) , TIF2+1+1. (Iane 2) , TIF2+/.f-(Iane 3) , TIF2+1 (Iane 4) clone. The DNA was digested with BamHI and 

detected by hybridization to the probe shown in A. 

第三節 ACTR十細胞と TIF2十/・細胞内における p160 ファミリーの発

現量の解析

( 1 ) 実験材料および実験方法

0 実験材料および実験試薬
第一章、第一節に準じた。

o RNA の調製
第一章、第一節に準じた。

。 ノザンブロット解析

第一章、第三節に準じた。
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(2 )結果

ACTR 細胞および TIF2 細胞内の p160 アァミリ- mRNA の発現についてノザンブ

ロット法により解析した (Fig. 16) 0 ACTR 遺伝子のノックアウトにより、 ACTRmRNA

の発現は完全に消失した。 ACTR 細胞では正常細胞と比較し、 TIF2 mRNA の発現量は

変化しなかったが、 SRC・ 1 mRNA の発現量の増加がみられた。 TIF2- -細胞では TIF2 mRNA 

の発現は完全に消失した。また TIF2 遺伝子ノックアウトにより ACTR mRNA の発現量

は変わらなかったが、 SRC-l mRNA の発現量の増加が観察された。 ACTR 遺伝子、 TIF2

遺伝子のいずれをノックアウトした場合においても SRC-1 mRNA の発現量の増加が観

察されるととから、 p160 ファミリー問で互いの発現量をコントロールしていることが

示唆された。

ACTR 

+/+ +/・-/-

ACTR 

TIF2 

SRC-1 

-゚actin 

TIF2 

+/+/+ +/+/・+/・/・・/・/-

• 
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Fig. 16. Expression of 
p160 family in ACTR-null 
DT 40 (Ieft panel) and 
TIF2・ null DT 40 cells 
(right panel). Total RNAs 
(30μg) from wild-type 
and knockout cells were 
electrophoresed on an 
agarose gel , transferred 
to nylon membrane , and 
probed with cACTR, 
cSRC・ 1 ， cTIF2 or -゚actin 
cDNA 

第四節 考察および小括

( 1 ) 考察

本章において OT40 細胞を用いて p160 ファミリーのうち、 ACTR 遺伝子と TIF2 遺伝

子についてノックアウト細胞を作製した。近年、 DT40 細胞の相同組換えの頻度の高さ

を利用し多くの遺伝子のノックアウトが報告されている。それらの遺伝子は、組換えに

関わる凶子 RA054 (55) 、 RAD51 (56) 、 Ku70 (60) や、制fI胞周期調節閃(- cyclin 01 

(32) 、 リン酸化酵素 Btk (61) 、 Syk (62) 、転写調節凶子 TAFII31 (63) 、 HDAC-2

( 64) 等、多岐にわたる 。 DT40 細胞は相同組換えとランダムな組換えがほぼ l 対 l で

起こると報告されているが、本研究においては相同組換えよりもランダムな組換えの jj

がやや多く観察された。これは薬剤耐性遺伝子の両側のゲノム相同領域の長さに ~11 米す

ると与えられ、本日間領域を長くすることで改善されると考えられる。ただし、 TIF2 泣

伝子の様にトリソミーの第 2 染色体上に存在する場合、最後の染色体のターゲッティン

グは 3 本の染色体中 2 本にターゲッティングコンストラクトが組み込まれた状態にある

ため、 トランスフェクションしたターゲッティングコンストラクトと染色体上のターゲ

ッティングコンストラクトとの相同組換えが起こり、見かけ上、相同組換えの確率がほ

ドするため、ホモノックアウト細胞を作製するためにはたくさんのクローンを解析する

必要がある。 DT40 細胞が高い相同組換え能力を持つ理由については、ニワトリ B 細胞

では抗体遺伝子の多様性を相同組換えを利用して作り出すためと説明されているものの、

はっきりとしたことはわかっておらず、その仕組が明らかになれば哨乳類細胞株におい

てもノックアウト細胞の作製が可能になると考えられる。

ACTR と TIF2 遺伝子のターゲッティングはN 末端側の bHLH/PAS ドメインのうち PAS

A をコードしているエキソンを薬剤耐性遺伝子に置き換えることにより行った。ノック

アウト細胞を作製する場合には遺伝子座全体を完全に除去することが理想的だが、 p160

ファミリーは cONA のサイズが 5 kbp と長いため、ゲノムのサイズは数 10 kb に及ぶと

予想され、遺伝子全体を除去することは技術的に困難である。そのため最も N 末端側

に位置し、ファミリー問や種属間で高く保存されている bHLH/PAS ドメインをノックア

ウトする領域とした。 bHLH/PAS ドメインは転写因子Ahレセフターや HIF1 について

は 2 量体形成に関与することが明らかにされているが (65 ， 66) 、 p160 ファミリーの

bHLH/PAS ドメインの機能についてはこれまで不明であった。最近、この領域に転写凶

子 TEF フ ァミリーや MEF2 が結合することが報告され (67， 68) 、 p160 ファミリーにお

いても bHLH/PAS ドメインがタンパク質ータンパク質問相互作用に働く重要な機能ドメ

インに相当すると考えられ、との領域をノックアウトすることは妥当であると考えられ

る。

第三節において相同組換えが起こった細胞についてノザンブロット解析をした結果、

ACTR、 TIF2 のいずれについてもノックアウトに伴い、それぞれの mRNA は検出され

なくなった。また、相同組換えで破壊したエキソンの下流に別のフロモーターが存在し、
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そこからアイソフォームが発現する可能性も考えられるが、ノザンブロット解析ではそ

のような産物由来のバンドは検出されなかった。また、 TIF2 についてはウエスタンブ

ロットにおいて TIF2 が検出されなくなることを確認した(データ省自各)。これらの結

果から作製したホモノックアウト細胞では、 ACfR または TIF2 が完全に消失している

と考えられる。

ACTR または TIF2 遺伝子をノックアウトするととにより、正常細胞でほとんど発現

していなかった SRC-l の mRNA 量が増加した。この増加が転写レベルの上昇によるも

のか、 mRNA の安定性の増加によるものかについては不明であるが、 p160 ファミリー

問で互いの発現量をコントロールするシステムの存在が予想される。また、 SRC-l のノ

ックアウトマウスでは、 ACfR mRNA の発現量は変化しないが、 TIF2 mRNA の増加が

認められることが報告されており (69) 、 pl60 ファミリーの一つの凶下をノックアウ

トすると他の p160 ファミリーの発現量が変化するという点で一致した。そのメカニズ

ムを解明するためにはさらなる検討が必要であるが、一つの仮説として以下のようなこ

とが考えられる。 p160 ファミリーは DNA 結合能を持たないと考えられてl-)るが、 bHLH

は DNA 結合ドメインとしても機能することが知られていることから、何らかのコファ

クターと会合した場合、もしくはリン酸化やアセチル化等の修飾を受けた際に p160 7 

γ ミリーは DNA に結合し、転写レベルを調節している可能性が考えられる。例えば

ACTR汀IF2 ヘテロダイマーが SRC-l 遺伝子を抑制しており、 ACfR/SRC-l ヘテロダイ

マーが TIF2 遺伝子の抑制に働いているといったメカニズムが考えられる。

p160 ファミリー遺伝子自身の発現制御機構についてはほとんど解析されていないこ

とから、今後 p160 ファミリーのフロモーター解析やその上流の制御領域に関する解析

を行い、その発現制御に関わる因子と p160 ファミリーの関連性を明らかにすることや、

p160 ファミリーのフロモーターや制御領域をレポーター遺伝子の上流に組み込み、 p16Ü

ファミリーの存在量の異なる細胞に導入した際の活性を比較することで、 p160 ファミ

リ一間で互いの発現量をコントロールするメカニズムについての解明の糸口が見つかる

のではないかと考えられる。特に ACfR 遺伝子は乳癌細胞で過剰に発現することが認め

ら才1ており (15) 、乳癌細胞の増殖と密接な関係があると推測されるため、発現制御メ

カニズムを解析することによりその病態の解明や治療薬の開発につながるものと期待さ

れる。

本章においてホモノックアウト細胞が作製できたことから ACfR 遺伝子、 TIF2 遺伝

子ともに細胞レベルにおける致死遺伝子ではないととが示された。作製したノックアウ

ト細胞は形態や細胞増殖に対する明らかな影響はみられなかった。しかし、通常の培養

条件において明らかな異常は認められなくても、熱、放射線照射、酸化剤、抗癌剤など

の環境ストレスや化学ストレスを与えた場合に正常細胞との差が認め られる可能性も予

想できる。最近、 2 つのグループから ACfR 遺伝子ノックアウトマウスに関する報告が

されている。 ACTR は個体レベルにおいて致死遺伝子ではないが、生殖能力が正常マウ

スと比較し弱いことが示されている (70) 。また mouse embryonic fibroblasts (MEF) 細

胞を樹立し解析した結果、 ACTR ホモノックアウトマウス由来の MEF 細胞が、血清除
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去の条件において培養したのち、 IGF-l や Growth Hormone の増殖刺激を与えた場合、

正常細胞よりも増殖能力が低下することが示されている (71) 。この MEF 細胞でみら

れる現象が DT40 細胞のノックアウトでも確認されるかについて検討し、そのメカニズ

ムを解明することは今後重要な課題であると考えられる。

最近になり、 SRC・ 1 ノックアウトマウスと ACfR ノックアウトマウスが報告されたが、

核内レセプターを介した転写制御における p160 ファミリーの機能については、 SRC-1

ノックアウトマウスにおいて PPAR の標的遺伝子の発現誘導が正常マウスと同岐に起こ

るという報告があるのみでほとんど解析されていない (72) 。続く第二章において、本

市で作製したノックアウト細胞を用いて核内レセプタ一転写制御における A(，lR および

TIF2 の役割について検討を行った。

(2 ) 小括

( 1) ACfR- 細胞および TIF2-'-I-細胞を作製した。

(2) ACfR-' -細胞および TIF2- ・細胞では正常細胞と比較し、 SRC-l の発現量が培

加することを明らかにし、 p160 ファミリ一間で互いの発現量を調節してい

ることを示唆した。
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第三章 核内レセプタ一転写制御機構における ACTR と TIF2 の機能

第一節 核内レセプタ一転写制御機構における ACTR の機能の解析

( 1 ) 実験材料および実験方法

。 実験材料および実験試薬

第一章、第-節に準じた。

。 プラスミド構築

工ブエクタープラスミド:

human ERα全長の発現プラスミドには pCXN2-hERα(村松正賞氏より供与)を使用し

た。 rat GR 、 rat TRα 、 rat VDR、 rat RXRßの全長を発現するフラスミドとして pRc/RSV-rG R 、

pRc/RSV -rTRα 、 pHßApr1-rVDR、 pHßApr1-rRXRßを使用した。

レホータープラスミド:

ルシフエラーゼ遺伝子の上流に SV40 プロモーターを持つ PGV-P (東洋インキ製造)

に以下の応答配列を組み込んだものを使用した。

(ERE) x 4 -PGV-P :アフリカツメガエルのビテロゲニン遺伝子 (73) の ERE を 4

個つないだ配列(徐 明旭氏より供与)を PGV-P に組み込

んだものを用いたO

GRE -PGV-P : GRE のコンセンサス配列 1 個を PGV-P に組み込んだものを

用いた。

(TRE) x 2 -PGV-P : TRE のコンセンサス配列 2 個を PGV-P に組み込んだものを

用いた。

(mSpp-l) x3-PGV-P :マウスオステオポンチン遺伝子 (74) の VDRE3 個をタンデ

ムに組み込んだものを用いた。

0 トランスフェクション
1 X 107 個の DT40 細胞を RPMI1640 (フェノールレッドフリー)により洗浄後、 500μl

の RPMI1640 (フエノ ールレッドフリー)に懸濁し、レポーターフラスミド 20μg、エ

フェクタープラスミド 5μg (TRα と VDR は 2.5μg の RXRßと合わせて 5 μg とした)、

pRSV -゚-gal 5μg と混合後キュベットに入れ、 10 分間室温で放置した。ジーンパルサー

を用いてパルス (250 V, 960μF) を 1 回かけ、その後 10 分間氷冷した。 20 ml の RPMI1 640

(フェノールレッドフリー、デキストランー活性炭処理した 10 %子牛血清、 1 %ニワ

トリ血清)で懸濁後、 2 枚のプレートに 10 ml ずつ分け、片方にはリガンドを 10μl、も

う一方には溶媒のみを 10μl 加え 24 時間培養した。

リガンドとして以下の物質を使用した。
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ER : 17゚-estradiol (和光純薬)を終濃度 1 x 10- 7 M になる様に添加した。

溶媒は DMSO を用いた。

GR : dexamethasone (Sigma) を終濃度 1 x 10- 7 M になる様に添加 した。

溶媒はエタノールを用いた。

VDR : 1u, 25-dihydroxyvitamin D3 (中外製薬株式会社より供与)を終濃度 1 x 10・H M

になる様に添加した。溶媒はエタノールを用いた。

TR :3ヲ 3' ， 5-triiodo-L-thyronine (T) (Sigma) を終濃度 1 X 10-7 M になる様に添加

した。溶媒は 0.02 M NaOH を用 いた。

0 ルシフエラーゼ活性測定

トランスフェクションした細胞を遠心分離により集め、 PBS で洗浄したぺレ ッ卜に細

胞溶解液 150μl を加えて 15 分間静置した。その溶液を 15000 rpm x 10 秒 (TMP-11 roter ; 

TOMY) で遠心し、その上清を細胞抽出液とした。測定はピッカ ジーン発光キット(東

洋インキ製造)の発光基質液 100μl に対し細胞抽出液 2μl を加え、 10 秒間の発光量を

ルミノメーター (Lumat LB9501 ; Berthold) により測定した。その測定値をß-galactosidase

活性値により補正した。

(2 ) 結果

ACfRナ細胞について核内レセプターの転写への影響をルシフエラーゼアッセイによ

り解析した。 ERα、 GR、 TRα、 VDR の発現フラスミドと各々のレセフ夕一の応答配夢功列|リl 

を組み込んだだ、 レボ一夕一遺伝子発現プラスミドとともに正常細胞または ACfR千細胞に

トランスフエクシヨンし、 24 時問後のルシフエラ一ゼゼ、活性を測定したo リガンドを添

加していない場合のルシフエラーゼ活性は、正常細胞と ACfR-1-細胞でほとんど差はな

く、 Fig. 17 にはリガンドを添加した時のルシフエラーゼ活性を溶媒のみを添加した時の

ルシフエラーゼ活性で割った値 (fold induction) で表わした。正常細胞と比較し、 ACTR

ノックアウト細胞ではどのレセフターに対しでもリガンドによる転写活性化能に若干の

低下がみられるものの、大きな低下は認められず、核内レセフターのリガンド依存性の

転写活性化能への ACfR の関与はあまり大きくないと考えられた。
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Fig.17. Effect of ACTR-knockout on ligand-dependent transactivation of nuclear receptors. Luciferase 
reporter gene activities under the control of GRE, ERE, TRE, or VDRE were measured from extracts of wild 
type DT 40 cells, and ACTR十 DT40 cells after the cells were transiently transfected by the corresponding 
repo巾r and r配eptor expression plasmids. Relative luciferase activities to the internal -゚galactosidase 
activities were determined. The values are represented as fold stimulation compared the ligand treated 
activity to vehicle treated activity. The ligands and their final concentrations used in these assays are as 
follows: Dex (~OO nM) for GR; estradiol (~OO nM) for ER; T3 (~OO nM) for TR; ~ ， 25・ (OH)2D3 (~O nM). 

第二節 核内レセプタ一転写制御機構における TIF2 の機能の解析

( 1 ) 実験材料および実験方法

0 実験材料および実験試薬
第一章、第一節に準じた。

0 トランスフェクションおよびルシフエラーゼアッセイ
第 三章、第一節に準じた。

( 2 ) 結巣

TIF2--'-細胞について核内レセプターを介した転写制御への影響をルシフエラーゼアッ

セイにより解析した。 ERα、 GR 、 TRα 、 VDR の発現プラスミドと各々のレセプターの

応答配列を組み込んだレポーター遺伝子発現プラスミ ドを正常細胞または TIF2件細胞に

トランスフェクションし、 24 時間後のルシフエラーゼ活性を測定した。レセプタ一発

-30 -

現プラスミドの量は 3 段階に分けて解析を行い、 Fig. 18 にはリガンド存在時のルシフエ

ラーゼ活性を非存在時の活性で割った値 (fold induction) で表わした。レセプタ一発現

プラスミドを全く加えない条件では、 GR のリガンドであるデキサメタソンや ER のリ

ガンドであるエストラジオールの添加による転写活性化は正常細胞においても TIF2-1-1-細

胞においても全く観察されず(データ省略)、 DT40 細胞には内在性の GR や ER はほ

とんど発現していないと考えられた。正常細胞に ER または GR の発現プラスミドをレ

ポーターとともにトランスフェクションするとリガンドによる転写活性化が観察され、

レセプタ一発現プラスミドの量に依存して ER に関しては約 4.5 倍、 GR では約 27 倍ま

で転写活性化能は増強された。一方、 TIF2-1イー細胞においては ER のリガンド依存的な転

写活性化は全ての条件で約1.5 倍程度であり、正常細胞と比較し ER の転写活性化能は

大きく低下した。また同様に、 GR についても全ての条件において転写活性化能は正常

細胞よりも低下しており、 GR 5μg の条件では正常細胞では約 27 倍の転写活性化能を

示すのに対して TIF2-/-1-細胞では約 6 倍と転写活性化能が大きく低下していた。これらの

結果から ER と GR を介した転写制御に TIF2 が重要な働きをしていることが示された。

TIF2-/-1-細胞においては GR のリガンド添加による転写活性化能が若干認められ、内在す

るコアクチベータ一作用を持つ因子が存在すると示唆されるが、その因子の候補として

は TIF2 遺伝子をノックアウトすると発現量の増加する SRC-1 であることが予想される。

TIF2-1十細胞においては正常細胞の場合の様にレセプタ一発現プラスミドの量に依存して

転写活性化能は増強されず、 2.5 陀から 5 時にかけては若干低下した。これは GR 量が

多くなると、 TIF2-1イー細胞に存在する微量の SRC・ 1 に対する競合が起こっているためと推

察される。この結果から、細胞内に存在する TIF2 と SRC・ 1 の存在量が ER と GR の転

写制御に非常に重要であることが考えられる。

TR と VDR に関してはそれぞれの発現プラスミドおよび結合補助因子 RXR の発現プ

ラスミドをトランスフェクションしない条件でもリガンド添加による転写活性化がみら

れ、 DT40 細胞には内在性の VDR、 TR、 RXR が存在すると考えられる。内在性のレセ

プターを用いても、レセプタ一発現プラスミドを導入した場合においても TIF2-1十細胞で

は正常細胞と比較し、転写活性化能の著しい低下は認められず、 TR と VDR の転写制御

における TIF2 の関与はあまり大きくないと考えられる 。

以上の結果から TIF2 が GR と ER の転写制御に必要であることが示された。また、

TIF2-' ，-細胞では TR と VDR の転写活性化能は正常細胞と変わらないことから、 in vivo で

は TIF2 は核内レセプターのすべてに働くのではなく選択的に働いていることが示唆さ

れる。
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第三節 TIF2・/十細胞における TIF2 と SRC-l の過剰発現の影響
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( 1 ) 実験材料および実験方法

B してネオマイシン耐性遺伝子を持ち、 CMV プロモーター支配下に目的遺伝子を発現す

る真核細胞発現プラスミド pBK-CMV (Stratagene) に組み込んだ。
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0 ルシフエラーゼアッセイ
第三章、第一節に従った。
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トランスフェク ションは第二章、第一節に準じた。薬剤耐性クローンの選別には G418

二硫酸塩(終濃度 1 mglml) を用いた。
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( 2 ) 結果

D TIF2-'- 細胞で観察された GR の転写活性化能の低下が TIF2 遺伝子ノ ックアウ トによる

影響であるととを確かめるため、 TIF2-1-1 細胞にヒト TIF2 遺伝子を強制発現させた細胞

を作製し、同様にルシフエラーゼアッセイにより解析した。 また、 TIF2 遺伝子をノ ッ

クアウトした細胞では、 SRC- l の発現量が上昇し、これら 2 つの因子は相互に補い合う

関係にある可能性が考えられる。そこで、ヒト SRC-l 遺伝子を導入した細胞を同様に

作製し、ルシフエラーゼアッセイを行った (Fig . 19) 。その結果、 TIF2-1-1-細胞に TIF2

または SRC-1 を導入 した細胞で GR の転写活性化能の回復が観察され、 ER と GR の転

写活性化能の低下は TIF2 の発現が消失した ことによる も のであり、また、 SRC- l は TIF2

の機能を代替できることが示された。
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0 実験材料および実験試薬
第一章、第一節に準じた 。 なお、薬剤耐性ク ローンの選別には G418 二硫酸塩 (ナカ

ラ イ テスク)を用 いた 。
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0 プラスミド構築
human TIF2 または human SRC-l の全長を、 真核細胞における選択マーカー遺伝子と
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Fig.19. Recovery of transcriptional activity of glucocorticoid receptor by ectopic expression of human TIF2 
or human SRC-1. hTIF2 or hSRC-1 was stably introduced into TIF2-1-1-DT40 and assayed for their ability to 
stimulate transcription by GR. 

-33 -



第四節 考察および小括

( 1 )考察

本章において ACTR1 細胞と TIF2 '-細胞を用いて核内レセフターの転写制御における

これらの因子の役割について解析した。第一節において ACfR- -細胞では核内レセプタ

ーの転写活性化能は正常細胞に較べほとんど変化しないこと、第二節において TIF2- - 紛!

胞では ACfR が正常細胞と同程度発現しているにもかかわらず、 ER と GR の転写活性

化能が低下するととを示した。とれらの結果より、 ACTR は核内レセフターの転写制御

には大きく関与していないことが考えられる 。 また、第二節と第三節において TIF2 が

存化しない細胞では ER と GR の転写活性化能が大きく低下することを明らかにし、さ

らにこの低下が TIF2 を発現させることによって回復することを示し、 TIF2 が ER と GR

の転写活性化に機能していることを明らかにした。また第三節において TIF2- - -細胞に

SRC-I を過剰に発現させた細胞を用いて SRC-l と TIF2 の機能が重複していることを明

らかにした。以上のことから細胞内に存在する TIF2 と SRC-l の量が ER と GR の転写

活性化能力を決定する細胞内の限定因子であると考えられる。つまり、 SRC-l と TIF2

は骸内レセプターの転写制御に関しほぼ同じ機能を持っており、細胞内に TIF2 もしく

は SRC・ 1 のどちらかが存在することが ER と GR の転写活性化の必要条件と考えられる D

Shim らにより蛍光抗体染色を用いてシングル細胞レベルで SRC-l と ERα、その標的遺

伝子 PR の細胞内の発現量を解析した結果、 SRC-l の存在の認められない細胞でも、 ERα

さえあれば標的遺伝子である PR が発現しているという報告がある (75) 。このことは、

SRC-l が ERαの転写活性化に必須ではなく、他に代替できる因子の存在を想定させる。

また、 SRC・ 1 ノックアウトマウスがほぼ正常であることも TIF2 が SRC-l の機能を代替

しているためだと考えられる。

しかし、 TIF2 や SRC-l がどのようなメカニズムにより転写活性化に働いているかは

不明であり、さらなる解析が必要である。 TIF2 はリガンドと結合したレセプターと相

互作用し CBP/p300 や P/CAF といった HAT 活性をもった因子をリクルートするという

モデルから考えると、今回は比I\T 活性やクロマチン構造の変換に関しては全く検討し

ておらず、今後はクロマチン構造に焦点をしぼった解析を行うことが課題である。今回

の実験系ではレポータープラスミドを一過性に細胞内に発現させており、レポータープ

ラスミドは生体内でみられるような完全なクロマチン構造をとっていないと考えられる 。

しかし、そのような条件下でも TIF2- 山細胞において ER と GR の転写活性化能が大きく

低下することは TIF2 がこれらのレセフターの転写制御に非常に重要な機能を果たして

いることの証拠であり 、染色体上の標的遺伝子について同様に解析した場合には同程度

またはそれ以上の転写活性化能の低下がみられるものと考えられる。また、この実験系

においてほとんど影響のみられなかった VDR と TR に関してもクロマチン構造をとっ

た染色体上の標的遺伝子の転写に関してはACfRや TIF2 が関与することも考えられる。

DT40 細胞には内在性の VDR と TR が存在しているととから、 VDR と TR の内在性の標
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的遺伝子の発現制御における ACTR と TIF2 の関与について検討することが今後の課題

である 。

TIF2 ノックアウト細胞と ACTR ノックアウト細胞で影響のみられなかった VDR と TR

の結果に関しては、細胞内に大量の TIF2 または ACTR が発現しており、 一方の因子を

ノックアウトしても他方の因子が代替し、その影響がみられないと解釈するとともでき

る。第一章において、 in vitro では TIF2 と ACTR は VDR や TR と非常に強く結合でき

ることが示されており、細胞内における TIF2 または ACfR の存在量が少ない場合でも、

TR と VDR は他の核内レセプターよりも優先的に p160 ファミリーと複合体の形成がで

きるといった見方も可能である。 TIF2 と ACTR を同時にノックアウトした細胞を作製

し、同様に解析することでこの可能性を追求することが今後の課題である。しかし、 TR

や VDR のリガンド結合ドメイン (LBD) を細胞内に発現させ抗体により精製した複合

体 T札ザ/DRIP complex 中には p160 ファミリーは含まれないという結果から考えると、 M

vitro では TIF2 と ACTR は VDR や TR と非常に強く結合できるが、生体内ではそれほど

強く結合していないと考える方が現段階では妥当であると考えられる。今後、

T孔生P220/DRIP205 をはじめ p160 ファミリー以外のコアクチベータ一候補因子について

も DT40 細胞を用いて解析することにより、 VDR や TR の転写制御に必要なコアクチベ

ーターが明らかになると考えられる。

ACfR は核内レセプターの転写制御には深く関与せず、 TIF2 は ER と GR の転写制御

に大きく関与していることから、 ACfR と TIF2 は機能が異なることが明らかとなった。

この機能上の違いがどこから生じるのかについてはいまのところ明確ではない。第一章

で示した NID と核内レセプターの相互作用の解析からは、ファミリ一間では TIF2 が最

も強く核内レセプターと結合した。との NID と核内レセフターの結合能力の強弱が p160

ファミリーの機能を規定しているのか、それとも ACfR と TIF2 では NID 以外に何らか

の違いを持つのかについてはさらなる解析が必要である。 Shang らのクロマチン免疫沈

降法を用いた実験ではクロマチン上のエストロゲン応答配列 (ERE) 付近に ER ととも

に ACfR が存在していることが示されている (76) 。この結果から、 ACfR と TIF2 の

機能上の違いを説明するならば、 TIF2 はクロマチン上の ERE に ER を誘導するという

段階で働いている仮説 (Fig. 20) が考えられる。 ER や GR はリガンドと結合していな

い状態では細胞質に存在し、リガンドが結合すると核へと移行するといわれている。 TIF2

は ER や GR がリガンドと結合して核内に移行したときにこれらのレセプターと複合体

を作り、クロマチン上の応答配列まで誘導し、クロマチン構造を変換させることにより

レセプターと DNA との結合を促進する作用をもっている。 ACfR には、そのような誘

導作用はないが、クロマチン上に結合したレセプターとは結合できると考えると、 Shang

らのデータと本研究のデータが説明できると考えられる。また、 TIF2 は通常核内に存

在するが、核移行シグナルを欠損させた TIF2 変異体はエストロゲン存在下では細胞質

から核に移行するという免疫染色の報告もあり(10) 、このことは生体内でも ER と TIF2

がリガンド依存的に強く相互作用することを示唆し、この仮説を支持する。また、この

仮説ならば、リガンドのない状態で核内に存在し、クロマチン上で転写を抑制している
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TR や VDR の転写制御に TIF2 が働かないことを説明できる。今回は 4 種類の核内レセ

ブターに関してのみしか解析していないため、さらに多くのレセフターについても同じ

ことがいえるのかを確認することでこの仮説の信頼性が明らかにされると考えられる。

最近、 ACTR ノックアウトマウスより樹立した MEF 細胞のレチノイン酸レセプター

(RAR) を介した転写制御に関して、 10 %血清存在下においては正常な転写活性化能を

ぷすが、血清非存任下においてはレチノイン酸依存的な転写活性化能の低下がみられる

こと、またインターフエロンy刺激により誘導される転写活性化能についても同様な条

件で低下することが報告された (71) 。これらの結果が ACTR をノックアウトした DT40

納胞においても観察されるかを調べることや、 p160 ファミリーは核内レセプター以外

にも転写因子 HIF-l 、 NF-KB などのコアクチベーターとして機能するといった報告もあ

り (77， 78) 、これらの転写因子への関与を解析することも今後の課題といえる。

ヘ
Cytosol I Nucleus 

Fig. 20. Speculative model of TIF2 function. 

(2 ) 小括

( 1 ) ACTR.f.細胞では、核内レセプターの転写活性化能は正常細胞とほとんど変

化せず、 ACTR は核内レセプターの転写制御に深く関与しないことを示した。

( 2 ) TIF2-1-1-細胞を用いて核内レセプターの転写制御について解析し、 ER と GR

の転写制御に TIF2 が重要であることを明らかにした。

( 3 ) TIF2-1十細胞に TIF2 または SRC-1 を発現させるととで GR の転写活性化能の

低下が回復することを明らかにし、 TIF2 と SRC-l の機能が重複しているこ

とを明らかにした。
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総括

p160 ファミリーはリガンドと結合した核内レセフターと相互作用する因子として ycast

two-hybrid スクリーニングにより単離された因子であり、 ycast two-hybrid 法や GST pulト

down 法では多数の核内レセプターと相互作用すること、一過性のトランスフェクショ

ンを用いた実験によりコアクチベータ一作用を示すことが報告されている。本研究の第

a章においてニワトリ p160 ファミリーを単離し、日甫乳類以外の脊推動物でも 3 種類の

p160 ファミリー遺伝子が存在することを初めて明らかにし、ニワトリ pl60 ファミリー

も哨乳類と同係に核内レセプターと相互作用することを yeast two-hybrid 法により縫認

した。第二章において DT40 細胞を用いて ACTR 細胞と TTF2 細胞を作製し、ノザン

プロット法により p160 ファミリーが互いの発現量をコントロールする機構が作布する

ことを示した。続く第三章において核内レセプターの転写制御における p160 ファミリ

ーの機能についてルシフエラーゼアッセイにより解析した結果、 TIF2 が ERα と GR の

転写制御に重要な働きをもつことを明らかにした。また、 TIF2 は yeast two-hybrid 法で

は VDR や TR と強い結合を示すが、ノックアウト細胞を用いた実験では、 TIF2 は VDR

と TR の転写制御にはほとんど関与していないことを示した。とれらの結果は、核内レ

セプターを介した転写制御機構におけるコアクチベーターの機能を考えるとき、 in vilro 

におけるデータのみではその機能を説明できないことを意味しており、核内レセフター

コアクチベーターの機能を解明する上で DT40 細胞を用いた実験系が非常に有用である

ことを示している。

最後に本研究から得られた知見から予想される p160 ファミリーの機能について Fig.21

にまとめた。核内レセフターはホモダイマーを形成しパリンドローム配列に結合して働

くステロイドレセフターと、 RXR とのヘテロダイマーを形成しダイレクトリピート画己

列に結合して働く非ステロイドレセプターに大別される。ステロイドレセプターはリガ

ンドと結合し、核内に移行し、標的遺伝子の転写を活性化すると考えられている。一方、

非ステロイドレセフターはリガンドと結合していない状態ではコリプレッサーと複合体

を形成してクロマチン上で転写を抑制していると考えられている。本研究により TIF2

および SRC-l はステロイドレセプター選択的なコアクチベーターとして機能すること

が示された。また、 ACTR は核内レセプターの転写にはほとんど関与しておらず、一次

構造の類似した p160 ファミリー内で各遺伝子産物の機能が異なることが示された。

1998 年に SRC-l のノックアウトマウスが、また 2000 年に 2 つのグループから ACTR

ノックアウトマウスが報告されている (69-72) 。これらのマウスから得られた知見に

よると、 ACTR ノックアウトマウスでは生殖系器官の成熟化の遅れが観察される。一方、

SRC-l ノックアウトマウスは若干の子宮重量の低下が認められるがほぼ正常であり、

SRC-l と ACTR では機能上の違いがあることが指摘されている。とれらの結果は本研究

で得られた p160 ファミリーの欠損はそれぞれ異なった表現型を示すという点で一致し

ている。また本研究では、 SRC・ 1 、 ACTR ノックアウトマウスではほとんど解析されて

いない核内レセフターの転写制御について解析を行い、 p160 ファミリーの機能上の違
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いを明らかにできたことは非常に意義のある結果であるといえる 。

p160 フ ァ ミリーの関与が認められなかっ た非ステロイドレセフターの転写に関わるコ

ア クチベー タ ー としては、 TRAP/DRIP 複合体などが働いているととが予想される 。 と

れ ら の囚子についても DT40 細胞を用いた遺伝学的解析を行うととで核内レセプターの

転写制御メカニズムに関する重要な知見がもたらさられるものと考えられる。また、

DT40 細胞ではダブルノックアウト細胞やトリフルノックアウト細胞を作製することが

可能であり、それらの細胞における解析の結果にノックアウトマウスより得られる知見

をプラスすることで、脂溶性リガンドによる転写制御メカニズムがより 一層明らかにさ

れることが期待される 。

結論

( 1 ) p160 ファミリー遺伝子 ACfR、 SRC-l 、 TIF2 のニワトリホモログ遺伝子を

単離した。

( 2 ) ニワトリ p160 フ ァ ミリーがリガンド依存的に核内レセプターと相互作用す

ることを示し、その相互作用に LXXLL 様配列 NRbox 4 が必要であること

を示した。

(3) DT40 細胞を利用して ACfR・1-細胞および TIF2-1十細胞を作製した。

• Glucocorticoid 
.. Thyroid hormone (4) ACfR-1細胞と TIF2-1イー細胞では正常細胞と比較し、 SRC-l の発現量が増加す

ることを明らかにした。

Nucleus 

( 5 ) TIF2-1-1-細胞において ERαと GR のリガンド依存的な転写活性化能が低下する

ことを明らかにし、 TIF2 が ERα と GR の転写制御に必要であることを示し

た 。 また ACfR は、核内レセプター ERα、 GR、 TR 、 VDR の転写制御に大

きな関与はしていないことを示し、 TIF2 と ACfR の機能上の差を明らかに

した。

⑨
 

⑨
 

Cytosol 

⑥
一

氏)
7

守空う

( 6 ) TIF2-1・/・細胞において SRC-l を過剰に発現させることで GR の転写活性化が

回復するととを示し、 SRC-l と TIF2 の機能が重複していることを明 らかに

した。

GR, ER TR, VDR 

Fig_ 21_ Model of function of p160 family in transacriptional activation of nuclear receptors. 
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