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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

　　　　　　　　島崎　操一

岩手医科大学歯学部口腔生化学講座

　　　　（主任：太田　稔　教授）

　　　　（受付：1995年10月12日）

　　　　（受理：1995年11月2日）

　Abstract：Anovel　method　indentifying　the　androgen　response　element　of　the　genes　has　been

deve】oped．　For　this　purpose，　the　DNA－blnding　domain　of　the　androgen　receptor（ARDBD）was

expressed　as　a　fusion　protein　with　glutathione　S－transferase　in　Esc11θη’c厄αcoκ．　Then，　the　fusion

protein　adsorbed　to　glutathione　Sepharose　was　prepared　and　used　as　an　affinity　column　to　trap　the

DNA　fragment　containing　a　potential　androgen　response　element．　This　affinity　column　was　proved

to　interact　specifically　with　the　mouse　mammary　tumor　virus　DNA　possessing　several

receptor－binding　sites．　This　technique　was　applied　to　the　mouse　epidermal　growth　factor　gene　of

which　expression　is　regulated　by　androgens　in　murine　submandibular　gland．　Among　the　regions

tested（about－1900～十315），　a　region　strongly　ineteracting　with　ARDBD　was　found　to　be　located

between　－727　and　－598．　Analysis　by　gel　shift　electrophoresis　supported　this　notion。　The

comparison　of　the　nucleotide　sequence　of　this　region　revealed　a　segment　with　homology　to　the

sequences　of　the　genes　which　are　regulated　by　androgens．　Therefore，　it　was　concluded　that　the

potential　androgen　response　element　of　mouse　epidermal　growth　factor　gene　is　detected　between

－ 727and－598　and　that　this　method　is　efficient　for　identifying　the　androgen　response　elelnent．

　Key　words：epidermal　growth　factor　gene，　androgen　receptor，　submandibular　gland，　androgen

response　element，　affinity　chromatography
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上皮成長因子　（epidermal　growth　factor，

EGF）Dは雄マウス顎下腺より初めて精製分離

された成長因子であり，細胞の分化や増殖など
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に広範囲な影響を与える。例えば初期の雄性器

官の分化や性成熟後の精子の生成2），母乳の合

成3）など雌雄マウスでは非常に重要な機能を

担っている。EGF受容体のcDNAクローニン

グの結果，癌遺伝子であるv併bBと細胞内ホ

モローグであることが明らかになった4）。その

後に，EGF受容体に相同性を有する癌原遺伝

子のc㊨γbB2もみいだされている5）。これらの

ことからEGFとその受容体は細胞の増殖や分

化，さらに癌化に深く関わっているものと考え

られている。EGFはマウスやラットの顎下腺

では主にアンドロゲン依存的にそのmRNAの

発現が促進されるが，腎臓ではアンドロゲンに

より逆に抑制される6）。このようにEGF遺伝

子の発現は組織特異的であり，かつホルモン依

存的である。しかし，このEGF遺伝子の発現

調節機構はまだ解明されていない。

　アンドロゲンなどのステロイドホルモンは，

コレステロールから合成される脂溶性リガンド

であり，核内レセプターを介して標的遺伝子に

作用しその遺伝子発現を調節する。この際，核

内レセプターは標的遺伝子の5’上流やイント

ロン部位に存在する特異的な配列（hormone

response　element，　HRE）に直接結合し，その

遺伝子の転写活性を制御する7）。

　アンドロゲンレセプター（AR）は核内レセプ

タースーパーファミリーに属し，その基本的な

ドメイン構造は互いに類似し，その機能からA

～ Fの領域に分けられている8）。各領域には，A

／BおよびE／F領域に転写活性化機能，C領域

（DNA・binding　domain，　DBD）にDNA結合能，

D領域に核移行シグナル，E／F領域
（steroid－binding　domain，　SBD）にステロイド

結合能，ダイマー形成能などの各機能が存在す

る（Fig．1）9）。　DBDは66～68個のアミノ酸残基

からなり，特に相同性が高い。この領域は塩基性

アミノ酸に富み，中心部にZn2＋を配位したZn

フィンガー構造を2個形成し，単独でもHREに

結合することができる1°）。各レセプターはSBD

を介してホモダイマーやヘテロダイマーを形成

して標的遺伝子のHREと結合する11）。

－
ー

岩医大歯誌　20：255－269，1995

　　666
55662↓

　1　い

8
1
｜

9

hAR［＝：亙一
GST－hARSBD

624
1

548627
　1　　1

GST－hARDBD麗塞蕊劉
　　　1　　　　　　　　goζ

GST－
rARDBD／SBD

526
1

．……◆………◆◆　、

　　　　　　　　　　　524648
　　　　　　　　　　　　ロ　　ハ
GST－rARDBD§露麺圏

　　　　　　　　　　　　圏＞
　　　　　　　　　　　　DBD　　SBD

Fig．1．　Domain　structures　of　human　and　rat

　　　ARs．　Domain　structures　of　human　and
　　　rat　ARs　are　schematically　illustrated．　A／

　　　B，Cand　D　domains　have　the　functions　of

　　　transactivation，　DNA　binding　and　unclear

　　　translocation，　respectively．　E／F　domain

　　　has　the　functions　of　steroid　binding，

　　　transactivation　and　dimerization．　C　and　E

　　　／Fdomains　are　also　called　DNA－binding

　　　domain（DBD）and　steroid－binding　domain

　　　（SBD），respectively．

　本研究ではマウス顎下腺でのアンドロゲンに

よるEGF遺伝子の転写調節機構を解明するた

めに，アンドロゲンによるEGF遺伝子の転写

調節領域の検索をおこなった。はじめに

ARDBDをglutathione　S－transferase（GST）

融合タンパク質として大腸菌にて発現させた。

この精製GST’ARDBDを用いて，　iη〃伽oで

ARE配列を検出するシステムを確立した。さら

にこの方法を応用して，マウスEGF遺伝子5’上

流のandrogen　response　element（ARE）12）の

配列の検索を試みた。

1．実験材料

1）試薬

材料および方法



岩医大歯誌　20255－269，1995

　［α一32P］dCTP（3000　Ci／mmol）はAmersham

（Arlington　Hights，　IL，　USA）より購入した。制

限酵素と他の酵素類は，Boehringer
Mannheim　（Germany）とTakara　（Tokyo，

Japan）より購入した。　pGEXベクターと

glutathione　Sepharose　4　BはPharmacia

Biotech．（Uppsala，　Sweden）より購入した。そ

の他の試薬類は特級を用いた。

2）緩衝液

　以下の緩衝液を使用した。

　Preparation　buffer：50　mM　Tris－HCI（pH

8．0），1mM　EDTA，0．4MNaCl．　TE　buffer：

10mM　Tris・HC1（pH　7．3），　1mM　EDTA，

10％（v／v）glycerol．1×TBE　buffer：90　mM

Tris・borate（pH　8．3），2mM　EDTA．

2．方法

1）　AR発現ベクターの調製

　Polymerase　chain　reaction（PCR）によって

ヒトARDBD（hARDBD）およびヒトARSBD
（hARSBD）　をコードするDNA断片を得た。

hARDBD遺伝子増幅のためのセンスプライ

マー（5’－GTTGGATCCATTGACTATTACT・

TTC3’）には制限酵素BamHI部位（下線部）

を，アンチセンスプライマー（5’－TCTGCAGA－

ATTCGGCTCCCAGAGTCATC3’）には制限
酵素EcoRI部位（下線部）を導入した。

hARSBDのセンスプライマー（5’－AAGCAGG－

ATCCACTCTGGGAGCCCG－3’）とアンチセン

スプライマー（5’－AGGGGATCCAATGCTTC・

ACTGGGTG－3’）には．Bα勿HI部位（下線部）を

導入した。Dr．　S．　Liao（シカゴ大学）より供与

を受けたヒトAR（hAR）の全長をコードする

cDNAクローン13）を，　PCRのテンプレートとし

て用いた。PCRの条件は，テンプレートDNA，

センスおよびアンチセンスプライマー各200㎎，

0．2mM　dNTPs，5units　7迦polymerase，10

mM　Tris－HCI，　pH　8．8，50　mM　KC1，1．5　mM

MgC12を含む反応液（100μ1）とし，92℃で2

分の変性，50℃で2分のアニーリング，70℃で

2．5分の伸長というステップをMINICycler

（MJ　Research）にて25サイクル反応を行った。
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増幅DNAは，　QIAquick　PCR　purification　kit

（Qiagen）にて精製した。増幅したhARDBD

遺伝子はβα〃2HIとEcoRIで消化した後pGE

X－2TベクターのBα〃2HI／EcoRI部位に挿入し

た。作成プラスミドはpGST－hARDBDと名づ

けた。hARSBDをコードする増幅DNA断片

はβα〃2HIで消化した後pGEX・2TのBα勿HI

部位に挿入した。作成プラスミドは
pGST・hARSBDと名づけた。　また，　DL　R．

Snoek（British　Columbia　Cancer　Agency）よ

りpGST一ラットARDBD（pGST・rARDBD），

pGST・ラットARDBD／SBD（pGST・rARDBD／

SBD）の供与を受けた14）。これらのプラスミド

は，pGEX－3　Xベク　タ　ー（Pharmacia）に

rARDBDとrARDBD／SBDをコードする
DNAを挿入したものである（Fig．1）。大腸菌

Y1090を上記のプラスミドにてトランス

フォームし，それぞれのプラスミドをもっク

ローンを得た。

2）GST融合ARタンパク質の発現と抽出

　pGST－hARSBD，　pGST－hARDBDを保有す

る大腸菌TG・1を50μg／mlのアンピシリンを含

むLB培養液（LBamp）300　mlで37℃にて一晩

培養した。翌日さらにisopropyl一β’D・thiogal・

actopyranoside（最終0．2　mM）を含む300　ml

のLBampを加え，さらに4～5時間28℃で培

養して，タンパク質の発現を誘導した。この培

養液を，10000rpmで10分間遠心して集菌した。

この菌ペレットを20μg／ml　leupeptin，20μg／

皿l　antipain，　　20μ9／皿1　soybean　　trypsin

inhibitor，20μg／ml　pepstatin，20μg／ml　Nα

・tosyl－L－lysyl　chloromethyl　ketoneを加えた

preparation　buffer　20　mlに懸濁した。さらに

0．5鰐／皿1のlysozymeを加え，0℃で30分間イ

ンキュベートした。この溶液をソニケーション

した後，15000rpmで20分間の遠心により，

GST融合ARタンパク質を含む上清（ライ
ゼート）を得た。

3）GST融合タンパク質の精製

　発現したGST融合タンパク質を，
91utathione　SePharoseカラムにて精製し
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だ5）。2）で調製した発現タンパク質を含むバ

クテリアライゼートをglutathione　Sepharose

カラムに添加し，っいでPBS，0．2　M　KC1を含

むTE，　PBSの順に洗浄し，最後に25　mM

Tris－HCI，　pH　8，10　mM　glutathione，30％

glycerolで溶出した。精製したタンパク質を，

sodium　dodecyl　sulfate・polyacrylamide　gel

電気泳動（SDS－PAGE）で分析した。

4）マウス乳腺癌ウイルス（mouse　mammary

tumor　virus，　MMTV）プラスミドの作製

　MMTV遺伝子のうち3ヵ所にグルココルチ

コイドレスポンスエレメント（GRE）をもっ領

域（139b）をPCRによって増幅した。センス

プライマーには5’・CCTTGCGGATCCCAGGG・

CT－3’（Bα〃2HI部位を下線で示した），アンチセ

ンスプライマーには5’－GATTTGGATGAATTC・

CAAAAG－3’（EcoRI部位を下線で示した）を

用いた。テンプレートにはMMTV　5031（ガン

研究振興財団より供与を受けた）を用いた。

PCRにて増幅したDNAはBα〃2HIとEcoRI
で消化し，pUC　18のEcoRI／βα〃2HI部位に挿

入した。作成したプラスミドはpUCMMTVと

名づけた。大腸菌TG・1を上記のプラスミドに

てトランスフォームし，プラスミドをもっク

ローンを得た。

5）マウスEGF遺伝子の5’上流領域の調製

　マウスEGF遺伝子の5’上流領域は，　Dr．　J．

C．Pascall（AFRC研究所）より供与を受けた

clone　1，216）を用いた。　Clone　1は，マウスEGF

遺伝子のexon　1の一部とその5’上流側の

mη∂皿一X加1（約一1900～＋309）をpUC　18

ベクターの疏η4皿／Sαほ部位に挿入したもの

であり，一方clone　2はBluescript　M　13＋ベ

クターのXbα1部位にマウスEGF遺伝子の

intron　1の一部，　exon　1とその5’上流側の領

域計約11kbを挿入したものである。大腸菌

のTG－1をclone　1，2にてトランスフォームし

クローンを得た。

6）　ARE検索のたあのマウスEGF遺伝子5’

上流側断片の調製

i）Clone　lの切断
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　Clone　1を制限酵素疏ηd皿，　EcoRI，　Sρん1

をもちいて消化切断した。これにより疏η4皿

からEcoRI（約一1900～－897）までの1kb，

EcoRIからSρ刎（－896～－433）までの464

b，Sρん1からXんol（－432～＋315）までの

747b，ベクターであるpUC　18の2．69　kbに切

断した。

　i）PCR法による部分増幅

　Clone　1のEcoRI部位からSρM部位　（－

896～－433）までの464bを，さらに3っの領

域に分けて増幅したが，各領域の境界付近に

AREが存在する場合にも分断されないように，

それぞれの領域の末端部が20bずつ重複する

よう各プライマーを設定した。－896～－433

までの464bの領域を，－896～－727（A領

域）の170b，－746～－579（B領域）の168

b，－598～－431（C領域）の168bに分け
PCR増幅した（Fig．11）。　A領域はセンスプラ

イマーを5’－GAATTCCCATTGTTCATCAA－
3’（－896～－877），アンチセンスプライマー

を5’－CATCTATCACATCTCAGTGA・3’　（－

727～－746），B領域はセンスプライマーを5’

・TCACTGAGATGTGATAGATG－3’　（－746

～－ 727），アンチセンスプライマーを5’

－TAATAAAACATCACCGTGGGT・3’（－579

～－ 598），C領域はセンスプライマーを5’

・ACCCACGGTGATGTTTTATTA－3’（－598

～－ 579），アンチセンスプライマーを5’

・CGCATGCCTGGAGCTTAATC－3’（－431～

－ 450）とした。PCRの条件は，92℃で40秒

の変性，52℃で40秒のアニーリング，75℃で

40秒の伸長というステップを35サイクル行っ

た。反応液の組成は1）のPCRと同一条件と
した。

逝）EGF－A，　B，　Cプラスミドの作製

　PCRで増幅したEGF－A，　B，　Cを2％アガロー

スゲルにて電気泳動を行い，それぞれのバンド

をゲルより切り出し，QIAEX　DNA　gel
extraction　kitにて精製した。各EGF遺伝子

を，pCRII　vector（lnvitrogen）にライゲー

ションし，pCR　EGF－A，　B，　Cを得た。それぞれ
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glutathione　Sepharose
　
↓　add　bacterial　lysate　containmg　GST・rARDBD
　wash　with　highl　and　low2salt　buffers

GST－rARDBD　bound　to　glutathione　Sepharose

　add　EGF　gene　fragments

　wash　with　low　salt　buffer

　　　　UNBOUND　DNA　FRAGMENTS
elute　with　high　salt　buffer

BOUND　DNA　FRAGMENTS

1「ow　san　buffer，　TE　with　O．15　M　KCl

2high　salt　buffer，　TE　with　O．4　M　KCl

Fig．2．　Experimental　procedure　of　ARE－selection－

　　　affinity　chromatography．

のプラスミドを用いて，大腸菌株TG－1のコン

ピテント細胞を，electroporation法によりト

ランスフォーメーションした。得られたクロー

ンをLBampにて培養し各プラスミドを精製し

た。これらのプラスミドをEcoRIを用いて，各

EGF－A，　B，　CとpCR皿（3．9　kb）に切断した。

7）　アフィニティーカラムによるAR結合領

域の検索

　Glutathione　SepharoseにGST－rARDBD

を結合させて，AREを含むDNAが結合する

アフィニティーカラムを作製した。これに特異

的結合をするEGF遺伝子断片を検索した。そ

の概略については，Fig．2に示した。通常，2）

で得たGST－rARDBDを含むライゼート（500

μ1）とglutathione　Sepharose（50μ1）を使用

した。GST－rARDBDと親和性の低いDNA断

片をlow　salt　bufferにて低塩溶出画分に，結

合しているDNA断片をhigh　salt　bufferにて

高塩溶出画分に回収した。それぞれの画分をエ

タノール沈澱して脱塩と濃縮をした後，0．5×

TBE　buffer中で0．3μg／ml　ethidium　bromide

を含む2％agarose　gelにて電気泳動し染色し

て分析した。

8）　ゲルシフト解析
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i）　プローブ標識

　EGF・A，　B，　CをPCR法により作成する際に，

基質に標識dCTPを加えることによりプロー

ブを標識した。PCRの条件は，20μMのdNTP

（非標識条件の1／10濃度），30μCiの　［α一32

P］dCTPを加え総量を100μ1とし，他の条件

は6）－i）と同一とした。標識後，プローブ

を精製し，放射活性を測定して10kcpmを試

料に用いた。一部の実験では，pUCMMTVを

8α〃2H　IとEcoRIで消化切断し，［α一32Pコ

dCTP存在下にてDNAポリメラーゼのKlenow

fragmentで標識してプローブに用いた。

且）電気泳動

　［32P］標識プローブとGST－rARDBDを用い

て，ゲルシフト解析を行った。サンプル液（25

μ1）の組成は，25mM　Hepes－KOH，　pH　8．0，0．5

mM　EDTA，0．15　M　KCI，0．04㎎sonicated

salmon　sperm　DNA，0．04㎎poly（dl－dC）・

poly（dl－dC），0．04㎎bovine　serum　albumin，

0．04㎎milk，7．5μg　GST－rARDBDとした。サ

ンプル当たり10kcpmの標識プローブを加え

た。また一部の実験は，サンプルに競合ヌクレ

オチドとしてパリンドロームサイロイドレスポ

ンスエレメント　（TRE，5’－GATCCAAGATTC・

AGGTCATGACCTGAGGAGAGCCTAG・3’）17），

ラットチロシンアミノトランスフェラーゼの

GRE（5’－GGGTCTGCTGTACAGGATGTTCT・
AGCTACGCCC・3’）18）を加えた。サンプル液を

混合後，0℃で20分間放置した。0．5×TBEを

泳動用バッファーとし5％アクリルアミドゲル

で電気泳動した後，ゲルを乾燥させ，RX　film

（富士写真フイルム）にてオートラジオグラ

フィーを行った。

結 果

1）GST融合ARタンパク質の発現と精製

　当教室のこれまでの研究から，ステロイドレ

セプターを大腸菌で発現した場合，より大きな

分子は発現程度が低いことが判明している19）。

そこで本研究ではAR全長分子ではなく，その

一部の機能ドメインを発現することとした。大
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Fig．3．　SDS－PAGE　of　the　recombinant　proteins．

　　　The　purified　proteins　of」a　coκY1090

　　　［pGST・hARSBD］　and　Y1090　［pGST－

　　　hARDBD］were　ana正ysed　by　SDS－PAGE．

　　　Lane　1，　GST・hARSBD　；1ane　2，　GST－

　　　hARDBD．

腸菌で発現したGST－hARSBDはglutathione

Sepharoseによる一段階のaffinity　chromato－

graphyによって純粋に精製することができた

（Fig．3，　lane　1）。その分子量は60　kDaであり，

hARSBDとGSTのcDNAの塩基配列より予
想される分子量の合計，60．9kDaとほぼ一致し

た。一方GST－hARDBDの分子量は35　kDaで

あり，予想した分子量36．2kDaとほぼ一致し

た（lane　2）。

　Y1090［pGST’hARSBD］のライゼート（0．1

ml）には，合成アンドロゲンである［3H］R　1881

10nMとインキュベーションした場合は，

20，455dpmの特異的結合が認められた。次に

GST・hARDBDのDNAへの結合活性を明らか

にするために，ゲルシフト分析を行った（Fig．

Fig．4．　Gel　shift　assay　of　32P－MMTV－GST－

　　　hARDBD　complexes．
　　　GST（lanes　1－4）or　GST－hARDBD（lanes　5

　　　－8）was　incubated　with　32P－labeled　MMTV

　　　and　separated　on　a　5％polyacrylamide
　　　gel．　Lanes　l　and　5，0．5据；lanes　2　and　6，1

　　　μg；lanes　3　and　7，2μg；lanes　4　and　8，4μg

　　　proteins．

4）。今回プローブとして用いたMMTVには

GREが3ヶ所存在するが，これらの配列はAR

とも結合することが知られている20・21）。GSTを

加えても32P・MMTVと結合してシフトするバ

ンドは得られないが，GST－hARDBDを加えた

場合には遊離のプローブのバンド以外にシフト

バンドが得られた。バンドの強さとシフトする

位置は，加えたGST－hARDBDの濃度依存的

であった。このことは，加えるタンパク質の用

量に依存してプローブ1分子に結合する

GST－hARDBDの分子数が増加することを示

唆している。このように発現した分子は

hARSBDの場合には特異的ホルモン結合能を，

またhARDBDの場合にはDNA結合能を有し
ていた。これらの結果から本発現系により調製

したARの機能ドメインは活性を保持してお
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2．69kb一レ

139b→
レ

Fig．5．　Binding　of　MMTV　　fragment　to
　　　GST－rARDBD　affinity　column．

　　　pUCMMTV　was　cut　with　EcoRI　into　139b

　　　MMTV　and　2．69kb　pUC18　fragments　and

　　　their　bindings　to　GST－rARDBD　were

　　　examined．　An　arrowhead　may　represent

　　　bacterial　RNA．　M，　rnolecular　marker（1kb

　　　ladder，　Gibco－BRL）：　lane　1，　cleaved

　　　pUCMMTV：　lane　2，1aw　salt　buffer
　　　eluted：lane　3，　high　salt　buffer　eluted．

り，本研究の目的である遺伝子の転写調節領域

の解析に使用しうると判断した。

　同様にpGST－rARDBD（アミノ酸残基524

～ 648）およびGST－rARDBD／SBD（アミノ酸

残基526～902）にて大腸菌Y1090をトラン

スフォームし発現した。データには示さないが

GST－rARDBD／SBDよりも，より分子量の小

さいGST－hARDBDおよびGST－rARDBDの
方がより効率よく発現した。また今回発現した

GST－hARDBDとGST－rARDBDを比較した

場合は，後者の方がDBDのN末端側とC末端

側のアミノ酸配列も一部含むためにDNAとの

より強い結合が期待された。以上のことから，

以下のDNA結合実験には，　GST－rARDBDを

用いた。

2）　ARDBDアフィニティーカラムによる

AR結合領域の検索

i）MMTVでの検討
　大腸菌内で発現したGST－rARDBDを含む
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ライゼートを，glutathione　Sepharoseカラム

に添加し結合させ，これを洗浄することにより

GST－rARDBDを負荷したアフィティーカラム

を調製した。このアフィニティーカラムに遺伝

子断片を添加し，選択的に結合するDNAを検

索した。カラムはエッペンドルフチューブに装

着したスピンカラムを使用することにより，非

結合成分を迅速に洗浄を行えるようにした。は

じめにGST－rARDBDが実際に特異的な配列

と結合する条件を検討する目的でpUCMMTV

を制限酵素で切断した試料を用いて実験を行っ

た。その結果，非特異的なDNA’であるpUC　18

が0．15MKCIでほとんど溶出し（Fig．5，　lane

2），GREを含むMMTV断片は主に0．4　M　KCl

で溶出された（lane　3）。　MMTVよりも低分子

域のバンドは主に大腸菌由来のRNAと思われ

るが，これも低塩溶出画分に回収された。

U）　マウスEGF遺伝子のAR結合領域の検索

　Clone　2を種々の制限酵素（EcoRI，　m城皿，

κρη1，PSτ1，　Sαcl，　Sρん1，　Xbα1）により消化す

ることにより，マウスEGF遺伝子の制限酵素

地図を作製した（Fig．6）。11　kbのうちほぼ中

央部分にexon　1が，その下流にはintron　1が

存在していた。これらのうちPascallら16）の決

定した塩基配列は一896～＋309のみであり，

他の部分の配列は全く不明である。最初に

clone　2の11　kb全領域を断片化し，　GST－

rARDBDとの結合を測定したが，得られる断

片が多すぎて分析が困難であった。通常，転写

調節領域は遺伝子のプロモーター近傍に存在す

ることが多い。そこで，検索する領域を狭めて

EGF遺伝子のプロモーターを含む約一1900～

＋315すなわちclone　1のコードする領域を検

索することにした。

　あらかじめ，制限酵素苗η∂皿，EcoRIにて

clone　lを消化切断し，約一1900～＋315の領

域をHiη∂皿部位からEcoRI部位（約一1900

～－ 897）までの1kb，　EcoRI部位からS助1

部位（－896～－433）までの464b，　S劫1部位

からXカol部位（－432～＋315）までの747

b，それとpUC　18の2．69　kbに切断した。これ
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Fig．6．　Restriction　map　of　5’－upstream　region　of　the　mouse　EGF　gene　encoded　by　clone　2．

　　　The　ll　kb　EGF　gene　encoded　by　Clone　2　was　cut　with　a　variety　of　restriction

　　　enzymes．　The　deduced　restriction　map　is　shown．　Clone　l　encodes　the　2．2　kb∬勿∂

　　　皿一X加Ifragment．※The　region　sequenced　is　represented．

2．69kb＿レ

1．Okb→・

747b一レ

464b－一

Fig．7．　Binding　of　EGF　gene　fragments　to

　　　GST－rARDBD．
　　　Clone　l　was　cut　with　17仇∂皿，　EcoRI　and

　　　SρカIinto　463　b　EcoRI－Sρん1　（－896～－

　　　433），747b　EcoRI－XんoI（－432～寸315）and　l

　　　kb　、研勿d皿一EcoRI（about　－1900～－897）

　　　fragments　and　their　bindings　to
　　　GST－rARDBD　were　measured．　M，1kb
　　　ladder　；lane　1，　cleaved　clone　1　（0．5　μ9）；

　　　lane　2，　cleaved　clone　1（1μg），　lane　3，　low

　　　salt　buffer　eluted；lane　4，　high　salt　buffer

　　　eluted．

らの断片はプラスミドー分子中に，一分子ずつ

存在するので，agarose　gel電気泳動した場合，

エチジウムブロマイドで染色されるDNAはそ

の長さに応じて染色の程度が強くなった（Fig．

7，lanes　1，2）。この切断断片をアフィニティー

カラムにて分画した結果，2．69kbはほとんど

が低塩溶出画分に回収され（lane　3），高塩溶出

画分にはほとんど認められなかった（lane　4）。

一方他の3っのDNA断片は，2．69　kbの断片

に比べて高塩溶出画分により強いバンドが認め

られた（lane　4）。なかでも特に464　bのバンド

が高塩溶出画分で強く，残りの2っの断片の結

合度には明確な差はみられなかった。

　特に強い結合がみられた一896～－433の領

域（464b）を，5’側から一896～－727（A領

域）の170b，－746～－579（B領域）の168

b，－598～－431（C領域）の168bの3領域

に分けてさらに検索した。それぞれのDNAは

pCR－A，　B，　Cより切り出して用いたので，その

際に生じるpCR　Hベクター（3．9　kb）も同時に

分画した。さらに，比較する対照として，Aと

Bの二領域を含む一896～－579（A－B領域）

の318bをPCRにて増幅し分画試料に加えた。

その結果，pCR　Hベクターはほとんど低塩溶出
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　　　　　　　　　　　　123456789
Fig．8．　Binding　of　EGF－A，　B，　and　C　fragments　to　GST－rARDBD．

　　　EcoRI－Sρカ1（－896～－433）463b　region　of　EGF　gene　was　divided　into　three

　　　regions，ゴ．ε．，－896～－727（A，170b），－746～－579（B，168b），－598～－431（C，168b）．

　　　pCR　EGF－A，　B，　and　C　were　cut　with　EcoRI　and　the　binding　affinities　to

　　　GST－rARDBD　were　compared　to　that　of－896～－579（A－B）318b　fragment

　　　amplified　by　PCR．　Lanes　1，4and　7，　unfractionated　DNAs；lanes　2，5and　8，　low

　　　salt　buffer　eluted；Ianes　3，6and　9，　high　salt　buffer　eluted．

画分に回収された（Fig．8，　lanes　2，5，8）。　Aと

A－Bとを比較した場合，分画前のバンドに比

べ，低塩溶出画分においてAがA－Bより強く，

逆に高塩溶出画分ではA－BがAより強かった

（lanes　1－3）。またBとA－Bを比較した場合，

低塩溶出画分では両者とも少なく，高塩溶出画

分に両者ともに強いバンドが認められた
（lanes　4－6）。　CについてはA領域の結合と同

様に，分画前に比べ低塩溶出画分においてCが

A－Bより強く，逆に高塩溶出画分ではA－Bが

Cより強かった（lanes　7－9）。これらの結果を

総合すると，GST－rARDBDと強く結合する部

位は一746～－579（B領域）に存在すると考

えられた。

3）　ゲルシフト解析

　アフィニティーカラム実験で強い結合がみら

れた一896～－433（464b）の領域について，ゲ

ルシフト解析を用いてさらに検索した。A，　B，

C領域を［32P］dCTPで標識しプローブ32P－EGF

－ A，B，　Cを作製した。はじめにGST一

rARDBDの量を変え32P－EGF－Bをプローブと

してゲルシフト解析をおこなった。その結果，

タンパク質量が増えるに従って結合バンドの強

さが増加し，それにつれてゲル先端の遊離プ

ローブのバンドは消失した（Fig．9）。また，タ

ンパク質量に応じて3種類の結合バンドが観察

された。この結果は，3ヶ所のGREを有する

32P－MMTVをプローブとした場合のゲルシフ

トパターンとよく似ていることから，GST－

rARDBDが32P－EGF－Bの複数の領域と結合し

たことが示唆された。続いて，32P－EGF－A，　C

をプローブとした実験でも同様の泳動パターン

が得られたが（Fig．10a，　lanes　2，10），それらよ

りも32P－EGF－Bをプローブとした場合に，より

強い結合がみられた（lane　6）。次にプローブ

32P－EGF－A，　B，　Cについて，競合ヌクレォチド

TRE，　GREを50ngずっ加え実験を行った。そ

の結果，すべてTRE　50㎎では結合が阻害され

なかったが（lanes　3，7，11），32P－EGF－Bのシフ

トバンド1を除いては，GRE　50　ngで結合が阻害
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Fig．9．　Interaction　of　EGFB　with　GST－rARDBD．

　　　32P－Labeled　EGF－B　probe（10　kcpm）was

　　　incubated　with　GST－rARDBD．　DNA－
　　　protein　complexes　were　separated　on　a

　　　5％　polyacrylamide　gel　in　O．5×TBE
　　　buffer。　Lane　1，　no　protein：1anes　2－6，0．1，

　　　0．2，0．4，0．6　and　O．8μg　GST－rARDBD，

　　　respectively．　Arrows　1　－　3　represent

　　　32P－EGF－B－GST・rARDBD　complex　bands．

　　　F，free　probe．

されシフトバンド1～3がほとんど消失した

（lanes　4，8，12）。しかし，32P・EGF－Bのシフト

バンド1は，GRE　50　ngでは完全に消失しなかっ

たので（1ane　8），さらに競合ヌクレオチドの量

を200ngまであげ，ゲルシフト解析を行った

（Fig．10b）。その結果，　TREの場合は200㎎で

もシフトバンド1～3が完全には消失しないのに

対し（lane　5），　GREでは50　ngでシフトバンド

2，3が消失し，100～200㎎ですべてのシフト

バンドが消失した（lanes　7，8）。このように，

rARDBDとEGF・A，　B，　Cとの結合はTREに

よっては阻害されず，GREによって特異的に

阻害されたが，特にB領域において結合が阻害

されにくいことから，－746～－579（B領域）

に強い結合部位が存在するという，カラムクロ

マトグラフィーの結果と一致した。
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考 察

　一般に核内レセプターの生体における発現量

はきわめて微量であり，特にARの場合その量

は限られている。雌ラット顎下腺細胞質では，

ARの存在量は160　fmo1／mg　proteinであり，

細胞質全タンパク質中では，わずか0．0016％に

すぎない22）。さらに，プロテアーゼによる分解

を受けやすい23）などの理由で，これまでその精

製は非常に困難であった。そこで本研究では

ARのcDNAより，機能ドメインをGST融合
タンパク質として発現した。これにより精製過

程が一段階のアフィニティークロマトグラ

フィーのみとなり，大量に発現，精製すること

を可能とした。

　ステロイドレセプターのDBDを結晶解析し

た研究により一つのHREには二分子のDBD
が結合することが知られている24）。　しかしなが

らDBD単独ではダイマーは形成されずモノ

マーとして挙動し，DNAともほとんど結合し

ない。しかし幸運なことに，GST融合タンパク

質の形で発現した場合には，GST部分がダイ

マーを形成するために25），GST－ARDBDもダイ

マー構造をとりAREへ結合することができ

る15）。この意味でも今回のARDBD発現に用い

たGST融合タンパク質発現系は有効であっ

た。

　本研究ではGST－rARDBDを負荷したア

フィニティーカラム用い，ARとの結合力を指

標としてAREを見いだすという戦略をとっ

た。この方法によって，細胞培養やトランス

フェクションなどの手間のかかる手順の大部分

を省き，‘η砿γoでAREを見いだすのが狙いで

ある。

　今回，実験に用いたMMTVのGREには，

グルココルチコイドレセプターのみならず

AR，プロゲステロンレセプター，　ミネラルコ

ルチコイドレセプターの全てが結合し，その転

写を促進する。このことから，これら4種類の

レセプターのHREには塩基配列に差がない可

能性がある21）。しかしながら，実際には生体内
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Fig．10．　Interaction　of　EGF－A，　B，　and　C　fragments　with　GST－rARDBD．

　　　　（a）32P－Labeled　EGFA，　B，　or　C　probe　（10kcpm）was　incubated　with

　　　　GST・rARDBD　in　the　presence　or　absence　of　50㎎of　competitors．　DNA－protein

　　　　complexes（bands　1－3）were　separated　on　a　5％polyacrylamide　geL　F，　free

　　　　probe．　（b）　32P－Labeled　EGF－B　probe　（10kcpm）　was　incubated　with

　　　　GST－rARDBD　and　analysed　as　in（a）．　F，　free　probe．
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ではこれら4種類のステロイドホルモンによっ

て，明らかに異なる遺伝子の活性化がされてい

る。そこで考えられる可能性としては，（i）生

体内の遺伝子のHRE配列にはわずかずつでも

差があり，そのようなHREが1個から数個存

在することによって各ホルモンの特異性が発揮

される。（且）HREには特異性がなく，それぞ

れのステロイドレセプターと特異的に相互作用

する転写因子，あるいは制御因子が組織特異的

に存在する，という2つがある。これまでの

AREについての研究においては，　Claessens

ら26）が仇　⑭0でアンドロゲンによって誘導さ

れるC3遺伝子の第一イントロン内に存在する

AREを見い出している。しかしながら，その配

列の基本モチーフは“TGTTCT”で典型的な

GREのそれと同一であった。また細胞発現実

験により，この配列がGREやプロゲステロン

レスポンスエレメントとしても機能することが

示された。すなわち，このケースで同定された

配列は，MMTVの場合と同様にGREとして
もAREとしても機能した。一方，　Rennieら14）

はアンドロゲン依存的に発現が調節されるラッ

トプロバシン遺伝子内に二っのAREの配列を

決定した。これらの配列の場合は，グルココル

チコイドはあまり遺伝子を活性化せず，比較的

アンドロゲン特異的にその遺伝子の転写を促進

した。このように，これまでの報告ではいまだ

に両方の可能性が残されており，あるいは両者

のレスポンスエレメントとして機能する配列と

一方に特異的配列があるのかもしれない。しか

しながら，これまでのところARについては

HREとして同定された配列自体がまだ少なく，

その意味でマウスEGF遺伝子のAREを決定

することは非常に重要である。

　マウスEGF遺伝子の5’上流をARDBDの
アフィニティーカラムを用いて検索した結果，

－ 896～－433の464bに特に強い結合がみら

れ，それよりやや弱いながら一432～＋315ま

での747b，約一1900～－895までの1kbに

も結合がみられた（Fig．7）。さらに一896～－

433内を検索し，その中の一746～－579に強
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い結合を認めた。またゲルシフト解析において

も，－746～－579が他の領域に比べ強く結合

するという同一の結論が得られた。以上のこと

から，－746～－579の領域にAREの存在が

強く示唆された。さらに検索に用いたA，B，　C

領域は互いに少しずつオーバーラップしている

ので，AとB，　BとCのオーバーラップ部分に

は強い結合部位はないと考えられる。この事実

を考慮に入れると強い結合部位の存在する範囲

はさらに狭められ一727～－598の130bと結

論できる。

　核内レセプターのHREは，例えばGREで

は“AGAACAXXXTGTTCT”のように，中心
に3塩基のスペースを置いて基本モチーフ（下

線部）が対称となる構造をとる。この基本モ

チーフに一分子のレセプター分子が，すなわち

一つのHREには2分子のレセプターが結合す

る27）。グルココルチコイドレセプターやARの

場合，HREと結合する以前にSBDを介したダ

イマーが形成されている。先に述べたように，

本実験系の場合も，GST－rARDBDがダイマー

を形成し一っのARE様領域に結合していると

考えられる。32P・EGF－Bをプローブとした場

合，GST・rARDBDの量を増やすにしたがって

少なくとも3種類のバンドが検出されたので，

おそらく3ヶ所のARE様構造を含んでいると

思われる。ただしB領域をプローブとした場

合，A，　C領域より強い結合が得られたのは，

AREの数の違いなのか結合親和性の差なのか

は現在のところ不明である。マウスEGF遺伝

子のexon1を含む5’上流領域の1．2kb（－896

～＋315）にっいての塩基配列は既に報告され

ており16），その配列をみるかぎり上述の典型的

なGREと全く同じ配列は存在しない。しかし，

アンドロゲン依存的に発現する生理活性物質で

あるレニン28），カリクレイン29），神経成長因子遺

伝子3°）と比較すると，相同性を有するいくつか

の配列が存在する16）。本研究で特に
GST－rARDBDとの強い結合がみられた一727

～－ 598の領域中の一645～－627に相同性が

高い配列が存在している　（Fig．11）。今回の結
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clone　1

Hind川 EcoRl Sphl Xhol

1kb 464b 747b

．

EGF　　　　　－645
NGF一α　　　　一110

NGF一β　　　　一400

NGF一γ　　　　一117

REMN　I　G－290
RENIN　2G－347
RAT　C2　　　　－46

B

CCAGTACAG－CT－CAGTCAT
　AGTACAA－CT－CTGTCA
　ACTCCAA－CT－CAGCCA
　AGTACAA－CT－CTGT
　AGTACAA－CT－CTGTCA
　　　ACAG－CTA
CCAGTA－AGCCT－CA

一 627
　－96

－ 386
－ 105
－ 103
－ 337
－ 34

Fig．ll．Comparison　of　the　nucleotide　sequence　of　region　B　with　those　of　the　genes

　　　regulated　by　androgens．

果を考え合わせると，この部位がAREである

可能性が高い。今後，この領域をフットプリン

ト法やレポータージーンを用いた細胞内活性な

どを用いて調べ検討し，アンドロゲンによるマ

ウス顎下腺EGF遺伝子の転写調節機構を解明

を進めていきたい。また，今回結合がみられた

領域内の一608～－603と一282～－277に，

GREの基本モチーフである“TGTTCT”配列

が存在し，他にも類似した配列がいくつか存在

した。このように，今回みいだされた領域以外

にも，塩基配列の面からもいくつかの結合する

可能性のある部位の存在が示唆されるが，これ

らについてもさらに検討が必要である。

結 語

　ARの機能ドメインを大腸菌発現系を用いて

発現，精製した。この発現タンパク質を用いて，

仇ρ仇oでアンドロゲン依存性発現遺伝子の

AREを同定するシステムを開発した。このシ

ステムを用いてマウスEGF遺伝子内のARE

の同定を試みた。その結果，いくつかの領域が

ARと親和性を示したが，特に一727～－598

にARが強く結合する部位の存在が示唆され

た。このことより，同領域内におけるAREの

存在が強く示唆されると同時に，今回開発した

システムによるARE検索の有効性が確かめら

れた。
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