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　　　　　　　は　じ　め　に

　マウス，ラット，モルモットの顎下腺は典型

的な雌雄二型を示す。雄では顎下腺の導管の一

部，すなわち，穎粒管がよく発達し，穎粒性膨

大部と呼ばれる。頼粒管では雌雄ともに，上皮

成長因子（epidermal　growth　factor，　EGF），

神経成長因子，レニン，カリクレインなど種々

の生理活性因子が主にアンドロゲンの支配によ

り合成される。したがって，留歯類では顎下腺

はアンドロゲンの標的器官である。少なくとも

マウスでは顎下腺を摘出するとEGF不足に陥

り，母乳の合成不足1），精子形成不全2）などの生

殖，保育機能障害を生ずる。このように，マウ

スの顎下腺は種の存続に必須の組織である。

　アンドロゲンによる顎下腺でのタンパク質発

現の調節は他の標的組織と同様に特異的な受容

体分子，androgen　receptor（AR）を介して行

われる。マウス顎下腺にARが存在することは

1977～79年に報告されている3’4）。私どもは

1983年に当教室が新設されて以来，マウスおよ

びラット顎下腺におけるARの作用機構の解

明を研究課題の一つとして実験を行って来た。

本論文では，これまでに教室で行われたARの

機能についての報告を中心に紹介する。また，

私どもは顎下腺ARの機能の研究の一環とし

て，レセプター結合因子であり，レセプターの

機能を調節する90kDaの分子量を有する熱

ショックタンパク質　（heat　shock　protein，

HSP）についても研究を進めている。この機能

は顎下腺ARに特異的なものではなく，ほとん

どのステロイドレセプターに共通であり，さら

に生命活動に普遍的な機能をもっことも判明し

てきたので，本論文ではARとHSPとの関係

についても焦点をあてた。ARはステロイド／

サイロイド・レセプター・スーパーファミリー

の一員である5）。ペプチドホルモンレセプター
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Table　1．　Number　of　binding　sites　of　cytosolic

　　　　andorogen　receptors　of　mouse　and　rat

　　　　submandibular　glands．
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Fig．1．　Domain　structure　of　steroid　receptors．
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Fig．2．　Mechanism　of　actions　of　androgen　in　the

　　　submandibular　gland．

が細胞膜上に存在するのに対し，これらのレセ

プターは細胞質，あるいは核内に存在する。

　ステロイド／サイロイド・レセプタースー

パーファミリー・タンパク質は基本的にはすべ

て同一のドメイン構造をもっている（Fig．1）。

N末端側より，A／B，　C，　D，　E／Fドメイ

ンに区分される。A／Bドメインには転写活性

の調節機能，Cドメイン（DNA結合ドメイン，

DNA・binding　domain，　DBD）にはDNA結合

能，Dドメインには核局在化シグナル，　E／F

ドメイン（ステロイド結合ドメイン，
steroid－binding　domain，　SBD）にはステロイ

ド結合能，ダイマー形成能，転写活性化能があ

る5）。

　ホルモン依存性に活性化されたこれらのレセ

プターは特定の遺伝子の5’上流あるいはイン

トロン内に存在する特定の認識配列，hormone

response　element（HRE）に結合する。その後

の過程は十分に解明されていないが，最終的に

はRNA　polymeraseを含む転写複合体の活性

を元進させる（稀には低下させる）ことにより，

特異的mRNAの発現レベルを変化させる
（Fig．2）。

（1）マウス顎下腺ARの性質

　私どもの研究室ではラットやマウスの顎下腺

から細胞質画分を調製し，標識アンドロゲンや

標識合成アンドロゲン（methyltrienolone，

［3H］R1881）6～8）を用いてレセプター分析を

行った。この結果，雌雄両性にARの存在を認

めたが（Table　l），意外なことに，その結合部

位数は雌の方が雄よりも2倍以上多かっ
た9～1D。さらに，肝臓6’12），胸腺13），副涙腺14）から

もARを検出した。また，マウス腎臓やラット

子宮にもある程度の量のARが発現している。

このように，ARは雄性器官のみならず，両性

に存在する器官に，しかも，雌組織にも広く分

布している。標識アンドロゲンを用いた

isotope　tracer実験によりラット顎下腺ARの

生化学的性質を検討すると，細胞質ARは約8

Sの沈降定数をもっ約220kDaの高分子とし

て存在するが，仇〃仇oでの操作，たとえば，高

塩処理，加温により，4Sの沈降定数をもつ低分
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子に変換する1516）。この分子量の変化に伴って，

顎下腺ARはDNA結合能を獲得するが，この

現象は一般に活性化と呼ばれ，glucocorticoid

receptor（GR）17），　mineralocorticoid　receptor

（MR），　estrogen　receptor（ER），　progesterone

receptor（PR）にも見られる。さらに，他のス

テロイドレセプター同様，透析18），ゲル濾過19）に

よる低分子量活性化インヒビターの除去や数

mM程度のATPの添加9）によっても活性化が

引き起こされる。これらの結果は顎下腺ARが

他の組織のステロイドレセプターと同様の活性

化機構を経て遺伝子を活性化することを示して

いる。

　最近，私どもはマウス顎下腺のARを［3H］

R1881と結合させた後に，紫外線照射すること

により安定な結合体を形成させることが出来

た。これをSDS一ポリアクリルアミドゲル電気

泳動で分析した結果，その分子量がおよそ100

kDaであることを知った20）。これはcDNAク

ローニングから推測されたマウスARの結果

とほぼ一致している。また，100kDaより分子

量の小さいいくっかの分子が認あられたが，こ

れらはARの機能ドメイン間が限定分解され

た産物と思われる。なお，ARの安定性21・22），

RNAとの結合性23），その他2刷）の性質について

検討し，これらの結果を代表的なステロイドレ

セプターであるGRの性質26～四）と比較した。ま

た，マウス顎下腺の細胞核内におけるARの存

在様式についても検索した3》。

（2）顎下腺ARの細胞内分布

　以上の研究の結果，細胞質ARの生化学的性

質は雌雄間では差異を認めなかったが，レセプ

ター量は雌雄で大きく異なっていた。雄ラット

やマウス顎下腺細胞質ARの結合部位数は雌

の％以下であり，しかも，この差はラット胸腺，

副涙腺，腎臓でも同様である。このAR濃度の

雌雄差が意味するものとして，っぎの二つが考

えられる。すなわち，（1）細胞質AR量の雌雄

差は単に見かけ上の現象ではないか。既にアン

ドロゲンが細胞質ARと結合しており，そのた

めに細胞質ARが仇〃協oで加えた標識リガン

3

ドと結合できないという可能性，そして（H）

リガンド存在下ではARが細胞質から核に移

行しているために31・32），雌では細胞質ARが雄

よりも多く存在する可能性があり，この場合，

少なくとも細胞質ARの性差は実際の値を示

していることになる。これらの可能性を検証す

るために，あらかじめ内在性のリガンドを結合

しているARを定量するためのExchange
Assayを開発した。すなわち，顎下腺組織の核

抽出物を得た後に，低温（0℃）で50時間，標

識リガンドとインキュベーションすることによ

り，核レセプター量を検出した33）。この結合の

タイムコースは数時間で飽和に達する雌細胞質

ARとは対照的であった。その後に，私どもは

GRおよびMR34）などの核レセプターは結合因

子であるHSP　90を解離しており，そのために

ほとんどリガンドと再結合出来ない状態にある

ことを知った。しかしながら，幸運なことに，

ARの場合はHSP90を解離しても比較的高親

和性のリガンド結合を保っており，そのために

標識リガンドが核内レセプターと結合すること

が可能であった。実際，現在までExchange

Assayによって核のGRやMRを定量した報
告はない。

　Exchange　Assayによって顎下腺ARを定

量した結果，雄のマウス顎下腺の細胞質ARは

全てリガンド非結合型であった35）。このことか

ら前記の（1）の可能性は否定された。すなわ

ち，雄細胞質ARは見かけ上減少しているので

はなく，実際に雌よりも少ない。っぎに，（H）

の可能性について検討するために核内のAR

をExchange　Assayにより定量したところ，

その雌雄での量比は細胞質のそれとは全く逆の

関係にあった。すなわち，雄では大量の核内

ARが存在していたが，雌では非常にわずかで

あった（Table　2）。この結果から（H）の仮説

が正しいことが判明した。なお，これらの詳細

にっいては，太田の総説3637）を参照されたい。

　私どもはマウス顎下腺ARの核クロマチン

上での局在性にっいて検討し，遺伝子転写活性

クロマチン画分であるヌクレアーゼ感受性モ
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Table　2．　Number　of　binding　sites　of　cytosolic

　　　　and　nuclear　andorogen　receptors　of

　　　　mouse　submandibular　glands．

Number　of　bindig　sites

　（fmol／mg　DNA）

cytosol nucleUS

male

female

368

512

1，052

　32

ノ，ジ，トリヌクレオソーム上にリガンドー

AR複合体が局在すること，さらに，テストス

テロン投与によってAR複合体の局在が変動

することを知った3＆39）。さらに，ARが転写活性

領域内の特異的結合部位と相互作用する際のタ

ンパク質リン酸化の役割を調べたところ，転写

活性画分中にアンドロゲンにより誘導される

protein　kinaseが存在し，これがARによる転

写活性調節に関与していることが推察され
た40）。

（3）加齢とARの発現ならびに雌でのARの

　機能

　上記のExchange　Assay法によって雌雄マ

ウス顎下腺におけるAR発現量の変化を検索

すると，生後1週齢で既に細胞質にARが検出

され，その量は8週齢まで増加した。雄では3

週から4週齢にかけて核内ARが増加した。ア

ンドロゲン依存性タンパク質であるエステロプ

ロテアーゼ（カリクレインファミリーの一員）

もそれに伴って4週齢から検出された41・42）。雄

の場合，核内ARとプロテアーゼの増加は精巣

の成熟によるアンドロゲンの合成開始によるの

であろう。興味深いことに雌では常に雄の％以

下ではあるが，4週齢からプロテアーゼ活性が

検出され，以後10週齢まで増加した43）。

　雌顎下腺で発現しているARの果たす機能

にっいては，まだ解明されていない。雌顎下腺

を摘出するとEGF不足のために母乳の分泌が

低下し，仔どもが育たないD。私どもが示した

ように雌マウス顎下腺のプロテァーゼ濃度は4

週齢以降上昇する。これらの報告は雌マウスで

も，少ないながらアンドロゲンーAR系を介し

た特異的遺伝子の活性化が起っており，また，

それが重要であることを示している。主要なア

ンドロゲンであるテストステロンの合成は雌で

はほとんどないが，副腎で合成されるデヒドロ

エピアンドロステロンには弱いアンドロゲン活

性があるので，雌の内在性のアンドロゲンとし

て機能している可能性がある。実際には非常に

少ないながらも雌顎下腺核内にもARが検出

される（Table　2）。次項で述べるように，雌顎

下腺ARmRNAの発現が雄のそれを上回って

いるという現象は，低濃度のアンドロゲンを利

用するための生体の補償作用と考えられる。一

般に“アンドロゲン”という名称から，雄性組

織のみのホルモンと受け取られてしまうが，実

は雌性組織においても重要な機能をもっている

のである。

（4）ARmRNAの解析
　ノーザンプロット解析により，マウス顎下腺

に発現するARmRNAについて検討した。そ

のサイズは雌雄とも9kbで，他の組織のもの

と同一であったが，その量は雌の方が雄よりも

明らかに多かった。定量的にRT－PCR法
（reverse　transcriptase　polymerase　chain

reaction　method）によって解析すると，

mRNAの量は去勢によって増加し，雌にテス

トステロンを投与することにより減少した

（Fig．3）44）。これらの結果はマウス顎下腺でア

ンドロゲン依存的に発現するEGF遺伝子の場

合と全く逆の傾向を示している。すなわち，顎

下腺でアンドロゲンにより正に調節されている

多くの遺伝子とは逆にAR遺伝子の発現は負

に制御されている。これまでARmRNAの発

現は，アンドロゲンにより負に制御されるとい

うラット精巣での報告がある45）一方，正に制御

されるという前立腺での報告46）もある。私ども

は，このように報告に食い違いが生ずる理由の

一っはこれらの組織自体の増殖がアンドロゲン

の支配下にあるためと考えている。たとえば，

前立腺は去勢により退縮してしまうために，そ

の後の解析が非常に困難である。しかし，顎下

腺の場合，雌雄で比較でき，しかも，アンドロ
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Table　3．　Comparison　of　the　apparent　dissociation

　　　　constants　of　HSP90－bound　and　HSP90・

　　　　free　steroid　receptors．

dissociation　constants8（nM）

HSP90－bound　HSP90－free

Fig．3．　Effect　of　testosterone　on　AR　and　EGF

　　　mRNA　　　expression　　of　　mouse
　　　submandibular　gland．　The　ampUfied
　　　product　for　AR　or　EGF　of　quantitative

　　　RT－PCR　was　electrophoresed　on　an
　　　agarose．　castrated　male，7　days　after

　　　castration　　of　　male　　mouse　　；

　　　testosterone－inlected　　fema［e，　female

　　　mouse　　with　　daily　　injection　　of

　　　testosterone　propionate（0．5　mg／100　g

　　　body　weight）for　7　days．

androgen　receptor　　　O．1－LO

glucocorticoid
receptor

mineralocorticoid
receptor

0．6－2

0．35

0．6－3．1

64－100

338

ゲン投与や精巣摘出による組織の重量の変化が

少ないたあに明瞭な結果が得られたのであろ

う。私どもは雌雄顎下腺内のARタンパク質量

の定量はしていないが，このmRNAの雌雄差

は当然タンパク質レベルにも反映しているもの

と考えられる。

（5）ステロイドレセプターとHSP90の相互作用

　1982年から1984年にかけてToftの研究室

で，トリ高分子量型PRをリガンド特異的なア

フィニティークロマトグラフィーを用いてほぼ

純粋に精製したが，その標品にはりガンド結合

タンパク質成分以外に90kDaの非ステロイド

結合タンパク質が含まれていた47・48｝。その後，こ

の90kDaタンパク質成分がGR，　ER，　MRに

も共通の結合因子であること49），さらに熱

ショックタンパク質（HSP　90）であることが明

らかになり，HSPがステロイドレセプターの

機能に関与するという興味深い事実が示され

た5°）。ステロイドレセプターの結合因子に関す

るこれらの発見は私どもに多くの示唆を与え

た。私どもはARやGRが活性化に伴って，そ

の物理化学的性質が大きく変わる現象の多く

が，HSP　90の解離ということにより説明され

ることに気づいた。以前から非活性型GRは仇

aValues　were　determined　with［3H］steroids，□ゑ

［3H］R1881　for　androgen　receptor，［3H］triamcino－

lone　acetonide　for　glucocorticoid　receptor，　and

〔3H］aldosterone　for　mineralocorticoid　receptor．

城γoでは精子の核タンパク質であるプロタミ

ンに結合するが，活性型レセプターは結合しな

いという現象が知られており，両者のレセプ

ターの判別定量に用いられていた。私どもはこ

の現象はレセプター分子そのものが，塩基性タ

ンパク質であるプロタミンに結合するのではな

く，酸性タンパク質であるHSP　90を介して結

合していることを明らかにした2＆5D。また，活性

型レセプターのほとんどが30％飽和硫安で沈

殿するのに対し，非活性型レセプターの場合

50％飽和硫安で沈殿するが，これはHSP　90が

水溶性であるために50％飽和硫安でないと沈

殿しないためであった28）。前述のHSP　90がプ

ロタミンに結合するという性質を利用して，私

どもはラット肝臓よりHSP　90を精製した5D。

この標品を用いてウサギ抗血清を作成してラッ

ト顎下腺ARとHSP　90の相互作用について検

討した。肝臓に比較し低濃度であったが，顎下

腺組織にもHSP　90が存在しており，さらに

ラット顎下腺ARは抗HSP　90抗体と共沈し

た52）。すなわち，ラット顎下腺ARにもHSP　90

が結合していることを見出した。その後，主に

腎臓で発現しているMRがラット顎下腺でも

発現していることを認めたが，その場合でも

HSP　90と結合して存在していた53）。
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Fig．4．　Effect　of　thrombin　cleavage　on　the　specific　DNA－binding　of　GST－ARDBD．（a）SDS－polyacrylamide

　　　gel　electrophoresis　of　GST－ARDBD（lane　1）and　its　thrombin－treated　products（ARDBD　and　GST，

　　　lane　2）．（b）Increasing　amounts（0、1－25．6μg）of　uncleaved　GST－ARDBD（lanes　1－5）or　cleaved　ones

　　　（lanes　6－10）with　thrombin　were　incubated　with　32P・1abeled　MMTV　and　separated　on　an

　　　acrylamide　gel．　F，　free　probe．

（7）大腸菌および」πoj加o発現系による

　ARの解析
　通常，タンパク質など生体成分の解析を行う

たあにはある程度の量の試料が必要となるが，

顎下腺ARはきわめて低濃度しか存在してい

ない。そこで，当時クローニングされた

ARcDNAを用いてAR機能ドメインの発現を
試みた。

　私どもはDNA結合活性とステロイド結合活

性に注目し，ヒトのARのDBD（ARDBD）を

含む領域を大腸菌発現系とウサギ網状赤血球ラ

イゼート発現系で，それぞれ発現した。どちら

の系で発現した場合でもAR分子は特異的な

アンドロゲン結合活性を示したが，ウサギ網状

赤血球ライゼートで発現した方が，数倍高いリ

ガンド結合親和性を示した（Table　3）5254）。この

場合，発現ARは赤血球ライゼート内在性の

HSP　90と結合していた。発現分子を高塩処理

によって活性化するとHSP　90が解離し，同時

にDNA結合能を獲得した。

　っぎにヒトARのDBDとSBDを大腸菌の
系で個々に発現するとSBDはダイマーを形成

しており，一方，DBDは単独ではダイマーを形

成することはなかった品）。ヒトARDBDを

glutathione　S－transferase（GST）との融合タ

ンパク質として発現すると，GST部分がダイ

マーを形成するために融合タンパク質もダイ

マーとして存在していた。thrombin消化に

よって融合タンパク質からGST部分を取り去

るとアンドロゲン応答配列（androgen
response　element，　AR　E）をもっマウス乳癌ウ

イルス　（mouse　mammary　tumOr　virUS，

MMTV）DNAへのARDBDの結合親和性は
劇的に減少した（Fig．4）。すなわち，　ARDBD

はそれ自身ではダイマーを形成できず，そのた

めにDNAとの結合親和性が減少すると考えら

れた。一方，発現ARSBDはダイマーを形成す

るので，おそらく生体内の全長の長さをもっ
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AR分子の場合はSBD部分のダイマー形成に

よって，それぞれのARのDBDが近接し，そ

の結果，高親和性，かつ特異的DNA結合能が

誘導されるのであろう。

（8）HSP　90によるステロイドレセプターのリ

　ガンド親和性の充進

　それまで予想しなかった新しいHSP　90の機

能にっいて知見を得た。リガンド非結合状態で

高分子量型（HSP　90結合型）と低分子量型

（HSP　90解離型）のGRをそれぞれ調製し，リ

ガンド結合親和性を測定したところ，両者には

100倍もの差があった（Table　3）2956）。すなわ

ち，HSP　90結合型のGRが高親和性のリガン

ド結合能を持ち，HSP　90を解離した分子は非

常に低い結合親和性しか示さなかった。しか

も，このHSP　90解離型GRのリガンド結合性

は大腸菌で発現したGRのそれとほぼ同様で

あった。MRではこの差はさらに大きく約
1，000倍であった57・58）。これらの一連の結果か

ら，HSP　90にはステロイドレセプターのDNA

結合抑制機能のみならず，ステロイド結合活性

も調節する機能があることが示唆された。この

発見以降，casein　kinase　nやtyrosine　kinase

型オンコジン産物などのHSP　90と結合するこ

とが知られていた分子の活性がHSP　90の結合

により，抑制，または元進することが明らかに

された。

（9）酸性条件でのステロイドレセプターの安定

　性とHSP　90の役割

　ステロイドレセプターは従来，酸性条件では

容易に変性する非常に不安定な分子であると考

えられていた。しかし，私どもは肝臓のGRや

顎下腺のARの酸性条件でのステロイドホル

モン結合能の喪失が，実は可逆的であることを

見出した（Fig．5）2227）。　GR，　AR，　PR，　ERはい

ずれもpH　5．9以下ではステロイド結合能を失

うが，pHを中性に戻すとリガンド結合能を回

復する。しかし，さらにpHを4以下にすると，

その後にpHを中性に戻してもそのリガンド結

合能は回復しなかった。一方，あらかじめ中性

条件でリガンドを結合したレセプターはpH　4

120

loo

80

ω

（芭
b
。
ε
匂
目
田

40

20

7

pH

Fig．5．　pH　profile　of　the　steroid　binding　of　AR．

　　　［3H］ligand－binding　ability　under　the　pH

　　　conditions　（■）　；　［3H］　1igand－receptor

　　　complexes　remaining　under　the　pH
　　　conditions　in　the　presence（○）or　absence

　　　（●）of　lO　mM　sodium　molybdate．

までステロイドを解離しない。これらの結果は

ステロイドレセプターの不可逆的変性はpH　4

以下で起り，pH　4～5．9では，レセプターの高

次構造が変化するのではなく，ヒスチジンやシ

ステインなどのアミノ酸残基のプロトン付加に

より，ステロイド結合能を失うことを示唆して

いる。

　ステロイドレセプターはpH　4以下で変性し

たが，さらに検討したところ，GRやARはま

ずHSP　90を解離し，その後に変性していた。

その際，緩衝液に10mMのモリブデン酸を加

えておくと変性は抑制され，pH　3でも50％以

上のリガンド結合能を示す27）。モリブデン酸や

タングステン酸などの遷移金属元素はステロイ

ドレセプターとHSP　90間に安定なブリッジを

形成することによりHSP　90結合型のレセプ

ターを安定化すると考えられている。このこと

からHSP　90の結合はステロイドレセプターの

高次構造の安定化に寄与すると推測された。こ

の機能も現在の概念からすればHSP　90のシャ

ペロン（介添役という意味，標的となるタンパ

ク質の折りたたみや複合体形成の手助けをす
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Fig．6．　Schematic　model　of　the　homodimeric　structure　of　HSP90α．　The　two　regions，　Val542－Lys615

　　　（dotted）and　Ala629－Asp732（hatched），　interact　each　other．　The　sites　cleaved　by　thrombin　and

　　　chymotrypsin　are　shown　by　open　and　closed　arrows，　respectively．　The　two　regions　essential　for

　　　PR　binding，　reported　by　Sullivan　and　Toft62），　are　indicated　as　closed　bars．

る）としての機能の一側面を見ているものと考

えられる。

（10HSP90のダイマー形成様式

　HSP　90は原核生物の大腸菌からヒトに至る

まで普遍的に存在する。真核細胞の場合，異な

る二っの遺伝子に由来するαおよびβアイソ

フォームがある。両アイソフォームのアミノ酸

配列は85％（ヒト）～90％（酵母）相同である。

酵母では，どちらか一方の遺伝子が発現してい

れば，高温条件下でも生育が可能であるが，両

者とも失うと生育できない。HSP　90α，βは

細胞質に発現しており，HSP　90αはホモダイ

マーを，HSP　90βは一部モノマー，一部ダイ

マーを形成している。HSP　90のダイマー形成

はその機能に必須らしく，ダイマーを形成でき

ない変異HSP　90だけを持っ酵母は生育できな

い59）。私どもはこのHSP　90のダイマー形成様

式にっいて検討した。HSP　90αはFig．6のよう

にC一末端側の191残基（542～732）によって

ダイマー構造をとっていた60’61）。

　SullivanとToftは巧妙なPR－HSP　90複

合体再構成系を確立してHSP　90のどの領域が

ステロイドレセプターと結合しているかを検討

した62）。彼らはトリHSP　90の381～441まで

と601～677の二領域がPRとの結合に必須だ

との結論を得た（Fig．6）。興味深いことに，こ

の二領域のうち後者は私どもが決定したHSP

90のダイマー形成に必須の領域とほとんど完

全に重複している。これらの事実のもっとも妥

当な解釈は，この二領域のうち，601～677ま

ではHSP　90がダイマーを形成し，安定な構造

を取るために必須であり，381～441が実際に

PRと結合するというものである。実際にダイ

マーを形成しない変異HSP　90がどの程度不安

定なのか現在検討中である。最近，私どもはN

一末端～289アミノ酸までを欠失したHSP　90

もERと複合体を形成しうることを見出した

が63），この結果はPRで得られた結果とも矛盾

しなかった。他のステロイドレセプターもおそ

らくHSP　90の同じ領域に結合するものとも思
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Fig．7．　Immunoblot　analysis　of　HSP90　isoforms．

　　　The　whole　bacterial　extracts　expressing

　　　human　HSP90α（1ane　l），　HSP90β（lane　2），

　　　GST－HSP90α　（1ane　3），　and　GST・HSP90β

　　　（lane　4）are　subjected　to　immunological

　　　detection　with　the　β・form　specific

　　　monoclonal　antibody，　K3701．

われる。一方，ステロイドレセプターがHSP

90と相互作用する部位についてはレセプター

C末端側に位置するSBDであることが判明し

ている。SBDの特定の一か所がHSP　90と相互

作用するのではなく，いくっかの部位でHSP

90と結合するようである㌧

　真核生物の細胞質には何故二種類のHSP　90

アイソフォームが存在するのか，そして，両者

には何らかの機能差があるのかという疑問を解

くために，私どもは両者を明確に区別して検出

する手段が必須であると考え，現在，特殊免疫

研究所と協同で，ヒトHSP　90アイソフォーム

特異的なモノクローナル抗体の作成に取り組ん

でいる（根本，太田，岩成，山下，未発表）。大

腸菌発現HSP　90αおよびβアイソフォームを

Fig．8．　Interaction　of　potential　ARE　sequence　of

　　　mouse　EGF　gene　with　ARDBD．　Each　of

　　　three　regions（A，－896～－727；B，－746～－

　　　579；C，－598～－431）and　A・B　region（－896～

　　　－579）were　mixed　and　then　incubated
　　　with　GST－ARDBD．　pCRII，　vector．　Lanes　1，

　　　4，　and　7　represent　DNAs　before
　　　GST－ARDBD　affinity　chromatography．
　　　Lanes　2，5，　and　8　represent　unfractionated

　　　DNAs．　Lanes　3，5，　and　g　represent　DNAs

　　　adsorbed　to　the　column．

抗原として，それぞれマウスに免疫した。この

マウスの脾細胞を細胞融合し，すでにHSP　90

βに特異的な抗体クローンを作成した（Fig．

7）。また，最近，HSP　90α特異的なモノクロー

ナル抗体も作成したので，これらを用いて，上

記の問題を解決するべく研究を行っている。

⑪マウスEGF遺伝子制御機構

　ステロイド／サイロイド・レセプター・スー

パーファミリーのメンバーのうちのGR，　M

R，AR，　PRはMMTVの同一の配列に結合す

ることから全く同一の配列をレスポンス　エレ

メントにすると考えられている。しかし，それ

ぞれのレセプターに特異的な認識配列が存在す

る可能性もある。私どもはマウスEGF遺伝子

の5’上流領域内にARE配列が存在すると推

測し，その同定を試みた。上述の発現ARDB

Dを負荷したアフィニティーカラムを作成し，

これとマウスEGF遺伝子より得た遺伝子断片

との結合性を検討した。EGF遺伝子のエクソ

ン1の一部とその上流2．2kbを制限酵素で消

化し，カラムに添加したところ，すべての断片

がカラムに結合したが，特に一896～－433
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（転写開始点を＋1，その5’上流をマイナスと

する）までの464bの結合が特に強かった。こ

の領域をさらにA～Cまでの3つに分けてPC

R増幅し，その結合性を比較したところ，A，

C領域やベクターであるpCR　nに比べB領域

（－746～－579）が特に強く結合した（Fig．8，

lane　6）。　B領域とA，　C領域とのオーバラップ

領域を考慮すると，－727～－598までの130

bにAREが存在すると考えられた65）。この配

列内には，顎下腺や前立腺でアンドロゲン依存

的に発現が制御されている遺伝子と類似する領

域が見出された。現在，この領域が実際にAR

Eとして機能するかどうかについては検討中で

ある。

お　わ　り　に

　本論文ではマウスやラットの顎下腺ARの

性状やその発現などにっいて記述した。これら

の結果から雌雄顎下腺におけるアンドロゲンと

ARの役割がかなり明らかになったものの，顎

下腺におけるEGFやカリクレインなどの遺伝

子のアンドロゲンによる転写制御機構にっいて

はいまだに不明の点も多い。今後は私どもが

EGF遺伝子で試みたようなAREの同定とそ

の機構の解析を顎下腺で発現する多くの遺伝子

に適用してその共通の配列や制御機構を明らか

にする必要がある。アンドロゲンの標的器官で

も顎下腺，前立腺，精巣にはそれぞれ全く異な

る遺伝子群がアンドロゲン依存性に発現してい

る。そのため共通の因子であるARとは異なる

組織特異的な転写調節因子が存在するものと考

えられる。この分子がARと協調して顎下腺遺

伝子群の発現を調節している可能性が高い。こ

の特異的転写調節因子のクローニングが顎下腺

でのアンドロゲン作用機構の解明の鍵と思われ

る。

　私どもはARの機能の調節因子としてHSP

を研究してきたが，HSPはすべての細胞に存

在し，その生命活動に必須である。したがって，

HSP研究もARとの関連にとどまらず，歯科

領域にも応用できよう。たとえば，歯周病や矯

正治療による歯牙の移動などの一種のストレス

時にHSPの発現が変化している可能性があ

る。口腔組織のストレス応答を明らかにするた

めに私共の作成したアイソフォーム特異的モノ

クロナール抗体は強力な手段となることが期待

される。

謝 辞

　本研究は著者らのほか，黒川理樹博士，根本

優子博士，岡村利恵（旧姓，馬場）博士，田村

潔博士，佐藤政直博士，吉田元彦博士，永井雅

純博士ほかの諸先生によって行われた。本研究

は文部省科学研究助成金，日本私学財団大学院

重点特別経費，岩手医科大学圭陵会学術振興

会，東北インテリジェントコスモス学術機構，

田村護博士ほかからの研究助成金によった。深

く感謝する。

文 献

（引用文献の制限があるため当講座より報告したもの

を主とした）

1）Okamoto，　S．，and　Oka，　T．：Evidence　for　physi－

　ological　function　of　epidermal　growth　factor：

　pregentinal　sialoadenectomy　of　mice　decreases

　milk　production　and　increases　offspring　mortal－

　ity　during　lactation　period．　Pγoα2VOεL　／1cα（紘

ScL　σS／481：6059－6063，　1984．

2）Tsutsumi，0．，　Kurachi，　H．and　Oka，　T．：Apos－

sible　physiological　role　of　epidermal　growth

　factor　in　male　reproductive　function．　Sc絃ηcθ

　233：975－977，　1986．

3）Takuma，　T．，　Nakamura，　T．，　Hosoi，　K．，　and

　Kumegawa，　M．：Binding　protein　for　5α一

　dihydrotestosterone　in　mouse　submandibular
gland．β‘oεカゴ〃2．β‘ρρ乃夕＆ノ1τ飽496：ユ75－181，

　1977．

4）Verhoeven，　G．：Androgen　binding　proteins　in

　mouse　submandibular　gland．∫s跡of4、B‘ocんθ7η．

　10：129　－　133，　1979．

5）Evans，　R．　M．：The　steroid　and　thyroid　hor－

　mone　receptor　superfamily．　Sc乞¢ηc¢240：889－

895，　1988．

6）Sato，　N．，and　Ota，　M．：Bindmg　of　cytoplasmic

　testosterone－receptor　complex　to　nuclei　from

　male　rat　livers．　E旭α仇Eη（locπηoム84：37－

　44，　1984．

7）Kyakumoto，　S．，　Sato，　N，　Nemoto，　T．，　Ohara－

Nemoto，　Y，，　and　Ota，　M：Activation　of　the　rat

liver　androgen－receptor　complex．　Biochem．βゴo一



顎下腺アンドロゲンレセプター 11

　ヵ1zys．1～ρs．　Co〃2〃zτzπ．120：953－958，　1984．

8）Kyakumoto，　S．，　Sato，　N．，　Nemoto，　T．，　Ohara－

　Nemoto，　Y．，　and　Ota，　M．：Binding　of［3H］methylt－

　rienolone　to　androgen　receptor　in　rat　liver．　B乞o－

　cカ‘〃2．」B‘oρノ2y＆ノ4czα800：214－219，　1984．

9）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Sato，　N．，　Kya－

　kumoto．　S．，　and　Ota，　M：Characterization　of　non－

　transformed　and　transformed　androgen　recep－

　tor　from　rat　submandibular　gland．8ioc力伽．
　β‘ρρノ2ys．ノ4　cω839　：249－257，　1985．

10）Sato，　N，　Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Baba，

　R．，and　Ota，　M．：Effects　of　castration　and　sex

　hormones　on　the　androgen　receptor　of　the

　mouse　submandibular　gland．ノ助．∫0耐βゴoZ．27

　　：640－648，　1985．

11）Ohara－Nemoto，　Y．，　Nemoto，　T．，　Sato，　N．，　Kya－

　kumoto，　S．，　and　Ota，　M．：Comparison　of　andro－

　gen　receptor　in　male　and　female　rat　sub－

　mandibular　glands．ノ助．ノOmZ　B‘oJ．27：679－

　684，　1985．

12）Ota，　M．，　Kyakumoto，　S．，　Sato，　N．，　and　Ono，　S．：

　Characterization　of　testosterone　binding　Pro－

　tein　of　rat　liver　cytosol．　Eηばo（酒ηo↓．ノρη．30：139

　　－146，　1983．

13）Sato，　N．，　Kyakumoto，　S．，　Kurokawa，　R．，　and

　Ota，　M．：Characteristics　of　cytosol　androgen

　receptor　in　rat　thymus．βゴocゐ■初．∫祝．13：15－

　23，　1986．

14）Ota，　M．，　Kyakumoto，　S．，　and　Nemoto，　T．：Dem－

　onstration　and　characterization　of　cytosol　an－

　drogen　receptor　in　rat　exorbital　lacrimal　gland．

　β乞oc力o勿．1タ2L　10：129－135，　1985．

15）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　and　Ota，　M．：

　Heterogeneity　of　molybdate－stabilized，　non－

　　transformed　glucocorticoid　receptor　from　rat
　liver．　B∠ocカθ〃2．βioρ力ys．1～θs．　Co7η7ημη．131：1139

　　－　1145，　1985．

16）Ohara－Nemoto，　Y．，　Nemoto，　T．，　and　Ota，　M．：

　Conversion　from　4　S　androgen　receptor　from

　　rat　submandibular　gland　to　higher　molecular

　form　and　the　effect　of　sodium　molybdate．ノ

　s‘θγo‘（IB‘oc12θ〃2．23：643－649，　1985．

17）Ohara－Nemoto，　Y．，　Nemoto，　T．，　Yoshida，　M．，

　　and　Ota，　M：Conversion　of　transformed　andro－

　　gen　and　glucocorticoid　receptors　to　higher　mo－

　　lecular　forms．　、B‘oc加働．肋L　12：397－402，

　　1986．

18）Sato，　N．，　Nemoto，　T．，　Baba，　R．，　and　Ota，　M．：

　　Dialysis－induced　transformation　of　mouse　sub－

　　mandibular　androgen－receptor．、Bioc力o〃τ．1カた10

　　：771－776，　1985．

19）Sato，　N．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　and　Ota，　M．：Trans－

　　formation　of　androgen　receptors　from　mouse

　　submandibular　glands　by　gel　chromatography．

　ノEηdbcτ　108：123－　127，　1986．

20）八木一弘，根本孝幸，根本優子，太田稔，坂巻公

　男：マウス顎下腺アンドロゲンレセプターの精製

　　とその性質の検討，岩医大歯誌，20：16－25，
　1995．

21）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Sato，　M．，　and

　Ota，　M．：Stabilization　of　androgen　receptor　by

　nonandrogenic　steroids．　Bioc／zρη2．1カL　12：701－

　705，　1986．

22）佐藤政直：ラット顎下腺アンドロゲンレセプ
　　ターの酸性条件での安定性，歯基礎誌，30：192－

　207，　1988．

23）Ohara－Nemoto，　Y．，　Nemoto，　T．，　and　Ota，　M．：

　Ribonucleic　acid　association　with　androgen　re－

　ceptor　from　rat　submandibular　gland．ノsτθπ）似

　1ガoc12θη2．29：27－31，　1988．

24）Ohara－Nemoto，　Y．，　Nemoto，　T．，　Sato，　N．，　and

　Ota，　M．：Characterization　of　the　non－

　transformed　and　transformed　androgen　recep－

　tor　and　heat　shock　protein　90　with　high－

　performance　hydrophobic－interaction　chromat－
　ography．　ノ　s’θγoゴ∂、B‘ocカθ〃z．　31：295－304，

　　1988．

25）Ohara－Nemoto，　Y．，　Yoshida，　M．，　and　Ota，　M．：

　Interaction　of　vanadyl　ribonucleoside　complex

　　with　the　androgen　receptor．、Biocんθη2．1砿17二

　　197－202，　1988．

26）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　and　Ota，　M．：

　Interaction　of　glucocorticoid　receptor　from　rat

　　liver　with　protamine　and　arginine．∫sεθπ）似

　3iocんθ沈．29　：127－　132，　1988．

27）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　and　Ota，　M．：

　　Stability　and　transformation　of　the　glucocortic－

　　oid　receptor　under　acidic　conditions．ノBiocゐ¢〃2．

　　103：920－927，　1988．

28）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Kurokawa，　R．，

　　Sato，　M．，　and　Ota，　M．：、　Ammonium　sulfate　pre－

　　cipitation　of　the　glucocorticoid　receptor　from

　　rat　liver．　B‘ocん¢〃2．∫カL　16：973－981，　1988．

29）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Denis，　M．，　and

　　Gustafsson　J．－A．：The　transformed　glucocortic－

　　oid　receptor　has　a　lower　steroid－binding　affinity

　　than　the　nontransformed　receptor．、B‘oc舵7励s的

　　29：1880－1886，　1990．

30）Sato，　N．，　Kyakumoto，　S．，　Tamura，　K．，　and　Ota，

　　M．：Intranuclear　androgen－receptor　complex

　　binding　sites　of　mouse　submandibular　gland．

　ノ2）η．∫　0γαZ」9ioL　31：417－426，　1989．

31）Kyakumoto，　S．，　Kurokawa，　R．，　and　Ota，　M．：

　　Effect　of　castration　and　administration　of　tes－

　　tosterone　on　cytosol　and　nuclear　androgen　re－

　　ceptor　in　mouse　submandibular　gland．　Biocんθη2．

　　1）∂ε　11　：701　－　707，　1985．

32）客本斉子：マウス顎下腺アンドロゲンレセプ
　　ターの細胞質ならびに核画分への分布とテストス

　　テロン投与の影響，歯基礎誌，29：267－292，
　　1987．

33）Kyakumoto，　S．，　Kurokawa，　R．，　Ohara－Nemoto，



12 太田 稔，根本　孝幸，佐藤　詔子，客本　斉子

　Y．，and　Ota，　M．：Sex　difference　in　the　cytosolic

　and　nuclear　distribution　of　androgen　receptor

　in　mouse　submandibular　gland．ノEη∂ocτ108：

　267－273，　1986．

34）Tamura，　K．，　Nemoto，　T．，　and　Ota，　M．：Charac－

　terization　of　the　mineralocorticoid　receptor　in

　rat　submandibular　gland．　S缶π）似8ioc力卿．〔乙舵

　SciL／1ばひ」　11　：13　－　21，　1992．

35）Kyakumoto，　S．，　Kurokawa，　R．，　and　Ota，　M．：

　Mechanism　of　replenishment　of　androgen　recep－

　tors　in　cytosol　of　mouse　submandibular　gland．

　ノEη40cれ　115：411－418，　1987．

36）太田稔：ラットならびにマウス顎下腺のアンド

　　ロゲンレセプター，歯基礎誌，27：1007－1024，
　　1985．

37）太田稔：唾液腺のステロイド・ホルモンレセプ

　　ター，唾液腺シンポジウム，28：1－21，1987．

38）吉田元彦：テストステロン投与によるマウス顎

　下腺アンドロゲンレセプター局在の変動と核内リ

　　ン酸化能の冗進，岩医大歯誌，16：139－149，

　1991．

39）Sato，　N．，　Yoshida，　M．，　and　Ota，　M．；Effects　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ
　androgen　on　phosphorylation　of　chromosomal

　proteins　in　mouse　submandibular　gland．βio－
　c12θ〃2．∫カτ．26：843－852，　1992．

40）Sato，　N．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Sawano，　K．，　and

　Ota，　M．：cAMP－dependent　phosphorylation　of

　nuclear　proteins　in　mouse　submandibular　gland

　following　testosterone　administration．8τoc力θ勿．

　肋Z．」θioZL　1ηε　30：131－138，　1993．

41）馬場利恵：マウス顎下腺におけるesteroprotease

　　に関する研究，歯基礎誌，28：573－589，1986．

42）Kurokawa，　R，　Baba，　R．，　and　Ota，　M．：Tissue

　specificities　of　protease　A－like　esteroprotease　in

　male　mice．、Bioc舵仇．動L　15：295－302，1987．

43）Baba，　R．，　Kurokawa，　R．，　and　Ota，　M．：Develop－

　mental　changes　of　esteroprotease　and　androgen

　receptors　in　the　mouse　submandibular　gland．ノ

　Z）eηL1～θs．66：1623－1626，　1987．

44）Nagai，　M．，　Nemoto，　T．，　Masuda，　T．，　and　Ota，　M．：

　Reduction　of　androgen　receptor　mRNA　concen－

　tration　by　testosterone　in　mouse　sub－
　mandibular　gland．　Eη40cηηe／42：31－38，
　1995．

45）Blok，　L．　J．，　Bartlett，　J．M．，　Bolt；V．　J．，　Themmen，

　A．P．，　Brinkmann，　A．0．，　Weinbauer，　G．　F，　Niesc－

　hlag，　E．，　and　Grootegoed，　J．　A．：Regulation　of

　androgen　receptor　mRNA　and　protein　in　the　rat

　testis　by　testosterone．ノs‘θπ）i∂B乞ocん¢〃z．2倣）↓．

　BゴoZL　40　：343－347，　1991．

46）　Takeda，　H．，　Nakamoto，　T．，　Kokontis，∫．，

　Chodak，　G．　W．，　and　Chang，　C．：Autoregulation　of

　androgen　receptor　expression　in　rodent　pros－

　tate：immunohistochemical　and　in　situ　hybridi－

　zation　analysis．βiocんρ〃2．・Bi〔4）力ys．1～es．　Co〃2〃2μη．

　177：488－496，　1991．

47）Puri，　R．　K．，　Grandics，　P．，　Doughtery，　J．　J．，　and

　Toft，　D．O．：Purification　of“nontransformed”

　avian　progesterone　receptor　and　preliminary
　characterization．　∫　BゴoZ．　C海¢η2．257：10831－

　10837，　1982．

48）Doughtery，　J．J．，　Puri，　R．K．，　and　Toft，　D．O．：Pol－

　ypeptide　components　of　two　8S　forms　of　chick－

　en　oviduct　progesterone　receptor．ノB乞oZ．　Cぬo〃2．

　259：8004－8009，　1984．
49）Joab，1．，　Radanyi，　C．，　Renoir，　M．，　Buchou，　T．，

　Catelli，　M．－G．，　Binart，　N．，　Mester，　J．，　and　Baulieu，

　E．E．：Common　nonhormone　binding　compo－
　nent　in　nontransformed　chick　oviduct　receptors

　of　four　steroid　hormones．」V碗μπ308：850－

　853，　1984．

50）Sanchez，　E．　R．，　Toft，　D．0．，　Schlesinger，　M．　J．，

　and　Pratt，　W．　B．：Evidence　that　the　90－kDa

　phosphoprotein　associated　with　the　un－
　transformed　L－cell　glucocorticoid　receptor　is　a

　murine　heat　shock　protein．ノBiol．　Cんρ卿、260：

　12398－　12401，　1985．

51）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　and　Ota，　M．：

　Purification　and　characterization　of　a　non－

　hormone－binding　component　of　the　non－
　transformed　glucocorticoid　receptor　from　rat

　liver．ノ・Bゴocぬρ〃2．102：513－523，　1987．

52）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　and　Ota，　M．：

　Association　of　the　90－kDa　heat　shock　protein

　does　not　affect　the　ligand－binding　ability　of　an－

　drogen　receptor．ノs‘θγo‘〔》β乞ocカθ豹．ルfoLβioL　42

　　：803－812，　1992．

53）田村潔：ラット顎下腺におけるミネラロコルチ
　　コイドレセプターの性状の解析，歯基礎誌，34：35

　　－48，　1992．

54）Ohara－Nemoto，　Y．，　Nemoto，　T．，　and　Ota，　M．：

　The　Mr　90，000　heat　shock　protein－free　androgen

　receptor　has　a　high　affinity　for　steroid，　in　con－

　trast　to　the　glucocorticoid　receptor．ノ．B‘ocカθηz、

　109：113－　119，　1991．

55）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Shimazaki，　S．，

　and　Ota，　M．：Dimerization　characteristics　of　the

　DNA－and　steroid－binding　domains　of　the　andro－

　gen　receptor．ノs’θπ）‘d」Bゴocんθ〃2．2レroZ．β‘oZ．50：

　225－233，　1994．

56）Ohara－Nemoto，　Y．，　Stromstedt，　P．－E，　Dahlm－

　an－Wright，　K．，　Nemoto，　T．，　Gustafsson　J．－A．，　and

　Carlstedt－Duke，　J．：The　steroid－binding　pro－

　perties　of　recombinant　glucocorticoid　receptor：

　aputative　role　for　heat　shock　protein　HSP　90．ノ

　∫花γx）ゼdBioc12¢〃2．・MoZ．．θioZ．37　：481－490，　1990．

57）Nemoto，　T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Sato，　N，　and

　Ota，　M．：Dual　roles　of　90－kDa　heat　shock　protein

　in　the　function　of　the　mineralocorticoid　recep－

　tor．　ノB乞oclze勿．113　：769　－775，　1993．

58）根本孝幸：ステロイドレセプターと熱ショック
　　タンパク質，ホルモンと臨床，40：1121－1127，



顎下腺アンドロゲンレセプター 13

　1992．

59）Minami，　Y．，　Kimura，　Y．，　Kawasaki，　H．，　Suzuki，

　K．，and　Yahara，1，：The　carboxy－terminal　region

　of　mammalian　HSP90　is　required　for　its　dimeriz－

　ation　and　function　iη痂〃o．2レ♂oJ．　Cθμ．β‘oZ．14：

　1549－1564，　1994．

60）Nemoto，　T．，　Ota，　M．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　and

　Kaneko，　M．：Identification　of　dimeric　structure

　of　proteins　by　use　of　the　glutathione　S－

　transferase－fusion　expressoin　system．　ノ1ηα↓．

　Bゴoc12θ7η．227：396－399，　1995．

61）Nemoto，T．，　Ohara－Nemoto，　Y．，　Ota，　M．，　Takagi，

　T．，and　Yokoyama，　K．：Mechanism　of　dimer

　formation　of　the　90－kDa　heat　shock　protein．

　Eμγ．∫・Bioc九e7η．223：　1－8，　1995．

62）Sullivan，　WP．，　and　Toft，　D．0．：Mutational

　analysis　of　hsp　90　binding　to　the　progesterone

　recePtor．　∫　8ioL　Cカθ〃2．268：20373－20379，

　1993．

63）Nemoto，　T．，　Matsuzaka，　T．，　Ota，　M．，　Ohara－N－

　emoto，　Y．，　Kaneko，　M．，　Horigome，　T．，　and　Inano，

　K．：Kinship　between　self－oligomerizing　and　the

　estrogen　receptor－interacting　activities　of　the　90

　－kDa　heat　shock　protein．　S花γo∠4β‘oc舵η2．　r乙旋

　SciL／4∂〃」‘ηργθss　1996．

64）Chambraud，　B．，　Berry，　M．，　Redeuilh，　G，　Cha－

　mbon，　P．，　and　Baulieu，　E．－E．：Several　regions　of

　human　estrogen　receptor　are　involved　in　the

　formation　of　receptor－heat　shock　protein　90

　complexes．ノβio／．　Cんθ勿．265：20686－20691，

　1990．

65）島崎操一：アンドロゲンレスポンスエレメント

　の新同定法の確立とマウス上皮成長因子遺伝子へ

　　の適用，岩医大歯誌，20：255－269，1995．


