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原 著

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充進

　　　　　吉　田　元　彦

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：1991年12月5日〕

　　　　〔受理：1992年1月18日〕

　Abstract：The　effects　of　testosterone　administration　on　the　Iocalization　of　the　androgen　receptor

and　on　the　activity　of　nuclear　phosphorylation　were　investigated　in　female　mouse　submandibular

gland．　Administration　of　testosterone（500μg／100　g　body　weight）to　female　mice　caused

translocation　of　androgen　receptor　from　the　cytosol　to　the　nucleus　within　3hrs．　Approximately　80％

of　the　nuclear　receptor　bound　to　the　active　chrornatin　which　was　prepared　from　the　nucleus　by

micrococcal　nuclease　digestion．　Incorporation　of　32　P　from［γ一32P］ATP　into　the　nucleus　was

enhanced　3hrs　after　testosterone　administration　and　then　the　enhanced　incorporation　returned　to

acontrol　level　in　6～9hrs．　Such　a　phosphorylation　activity　was　found　in　the　active　chromatin　and

asimilar　effect　of　testosterone　administration　was　observed　on　32P　incorporation．　Nonhistone

proteins，　which　were　extracted　from　the　32P－labeled　nucleus　with　O．35　M　NaCl，　were　mainly

phosphorylated．　These　results　indicate　that　mouse　submandibular　gland　contains　protein　kinases

which　are　activated　by　the　nuclear　androgen　receptor，　and　that　the　kinases　seem　to　be　lnvolved　in

the　transcription　activation　modulated　by　the　androgen　receptor．

key　words：androgen　receptor，　submandibular　gland，　active　chromatin，　phosphorylation．

緒 言

　　ステ1コイドホルモンレセプターは甲状腺ホル

モン，ビタミンD3やレチノイン酸にたいする

レセプターと同様，リガンド依存性の転写活性

調節因子であり，対応するリガンドと複合体を

形成した後に標的器官において特異的な遺伝子

の発現を促進または抑制する12）。ステロイドレ

セプターは可溶性のタンパク質性のレセプター

であるが，その細胞内の局在はエストロゲンレ

セプターのように活性型および非活性型ともに

核に局在しているものと3・4），グルココルチコイ

ドレセプターのように非活性型は細胞質に，活

性型は核に存在するものがある5）。

　活性型ステロイドレセプター複合体が核内で

作用するには，特異的遺伝子付近のクロマチン

領域へ結合することが重要なステップであると

考えられる。最近，レセプターによって発現が
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調節される特異的遺伝子の5’上流域には各々

のレセプターが認識，結合するDNA配列（ホ

ルモンレスポンス配列）が存在することが明ら

かになった＆7）。しかし現在のところアンドロゲ

ンレセプターに特有のホルモンレスポンス配列

は見い出されておらず，仇〃伽o実験系ではグ

ルココルチコイドレスポンス配列にグルココル

チコイドとアンドロゲンレセプターの両方が結

合することが報告されている＆9）。したがって，

両レセプターが細胞内で正確に作用するために

は，特異的なDNA配列に加えて，レセプター

が各々特異的な遺伝子を選択する何らかの機構

が存在するものと考えられる。その機構の一っ

としてDNA配列近傍に結合するタンパク質因

子によるクロマチンの微細構造の差異が考えら

　　レセプターに特有な核内因子がさらに存在

す’③可能性がある。あるいはDNA配列に結合

しているタンパク質がホルモン依存的にリン酸

化などの修飾を受けることにより，特異的なレ

セプターの結合部位が形成される可能性も考え

られる。

　一方，マウスやラット顎下腺はアンドロゲン

や甲状腺ホルモンに応答して上皮成長因子を産

生し1011），雄性生殖器官に匹敵する量のアンド

ロゲンレセプターが存在することが明らかと

なってきた12～15）。当教室ではこれまで成長因子

を高濃度に産生する顎下腺の機能を明らかに

し，さらにアンドロゲンレセプターによる遺伝

子発現調節機構を解明する目的で研究を進めて

きたが16～20），本研究ではマウス顎下腺アンドロ

ゲンレセプターの核内での局在，おもに遺伝子

転写活性の高いクロマチン領域（転写活性クロ

マチン画分）における局在にっいて検討し，そ

れにたいするテストステロン投与の影響につい

て検討した。また，アンドロゲンレセプターの

作用発現のためには前述のように核内でのタン

パク質修飾がおこる可能性が考えられるので，

本研究ではアンドロゲンによって活性の変動す

る核内プロテインキナーゼ活性が存在するかど

うかも検討した。
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材料および方法

1．実験動物：8～10週齢のddY系雌雄マウ

スを14時間10時間の明暗サイクル，22℃の条

件下，自由に固形飼料ならびに飲料水を与えて

飼育した。Testosterone　propionate（TP）を

アルコール，っいでプロピレングリコールに溶

解した後，100g体重あたりテストステロンと

して500μgを頸背部皮下に投与した。

2．試薬：標識合成アンドロゲン［3H］mibo－

lerone（74．O　Ci／mmo1）はAmershamより，

［γ一32P］ATP（3，000　Ci／mmo1）はDupon－New

England　Nuclearより購入した。　Micrococcal

nuclease　と　dithiothreitol（DTT）　はBoeh－

ringer　Mannheiln　GmbHより購入した。Phen－

ylmethylsulphonyl　fluoride（PMSF），　eth－

ylene　glycol－bis－（β一aminoethyl　ether）N，　N，

N’，N’－tetraacetic　acid（EGTA）はSigmaよ

り，ガラス繊維フィルターGC　50はToyo

Roshiより，　leupeptinはペプチド研究所より

購入した。ACSIIシンチレーターはAmers－

hamより購入した。その他の試薬は半井化学

製の特級試薬を使用した。

3．緩衝液：緩衝液A（50mM　Tris－HCI，25

mM　NaCl，3mM　MgC12，0．25　Mショ糖，0．5

mM　PMSF，0．4　mM　leupeptin，　pH　7．4），緩衝

液B（10mM　Tris－HCI，ユMhexylene　glycol，

0．1mM　MgCl2，2mM　DTT，5mM　EGTA，0．5

mM　leupeptin，　pH　7．4），緩衝液C（5mM

pyridoxal　phosphate，20　mM　sodium　barbi－

ta1，1．5　mM　EDTA，α15　M　KCI，5mM　DTT，

20％（v／v）glycerol，　pH　8．0），緩衝液D（50

mM　Tris－HCI，1mM　EDTA，1mM　DTT，10％

（v／v）glycerol，0．5　mM　leupeptin，　pH　7．4），緩

衝液E（10mM　Tris・HCI，10　mM　sodium

molybdate，0．5　mM　DTT，　pH　7．4）。

4．核と細胞質の調製：マウスは頸椎脱臼によ

り屠殺された。直ちに顎下腺を摘出し，冷生理

食塩水中に浸した。付着結合組織を除去した

後，5倍容の緩衝液Aを加えテフロンホモゲ

ナイザーでホモゲナイズした。ホモジネートを
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1，000xgで10分間遠心し，得られた沈澱を粗

核画分とした。さらに粗核画分を緩衝液Bに懸

濁し，1，500xg，30分間遠心した。得られた沈

澱にhlの緩衝液Cを加え，0℃で30分間抽出

後，80，000xg，60分間遠心し上清を核抽出物と

した。また，上記と同様に摘出した顎下腺に9

倍容の緩衝液Dを加えてホモゲナイズし，

150，000xg，30分間遠心し，得られた上清を細

胞質として用いた。

5．アンドロゲンレセプターの測定：100μ1の

細胞質ならびに核抽出物に10nMの［3H］mibo－

leroneを添加し，2μMの非標識mibolerone

存在ならびに非存在下，0℃で細胞質は90分

間，核抽出物は24時間インキュベートした。つ

いで，100μ1の20％（w／v，緩衝液Eに懸濁）

hydroxylapatiteを加え，適宜撹拝しながら，

20分間インキュベート後，遠心分離した。っい

で，緩衝液Eで十分洗浄した後，1mlの工タ

ノールで抽出し，ACS皿シンチレーターを加

え，液体シンチレーションカゥンター（アロカ

LSC－903）で放射活性を測定した。非標識

miboleroneを加えない試料の結果（総結合量）

から加えた試料の結果（非特異的結合量）を引

き，特異的結合量（レセプター量）を算出した。

6．アンドロゲンレセプターの活性化と核結合

能の測定：方法5に従い，雌顎下腺細胞質を10

nM［3H］miboleroneで標識し，その一部にKC1

を0．4Mになるように加えて，さらに0℃，30

分間インキュベートした。未結合の［3H］－

miboleroneはdextran－coated　charcoa1法21）

により除去した。［3H］mibolerone標識レセプ

ターを含む細胞質（100μ1）に雄マウス粗核画

分（50μ1）を加え，0℃で90分間インキュベー

トした。反応液をガラス繊維フィルターGC　50

でろ過した。フィルターを緩衝液Eで充分洗浄

後乾燥し，シンチレーションバイアルに移し，

ACSIIシンチレーターを加え液体シンチレー

ションカウンターで放射活性を測定した。

7．転写活性クロマチン画分の調製：TP投与

マウス顎下腺を9倍容の0．25％（v／v）Triton

X－100と10mM　monothioglycerolを加えた
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緩衝液Aでホモゲナイズ後，800xg，1G分間

遠心し沈澱を得た。10mM　monothioglycerol

を含む緩衝液Aで沈澱を洗浄し，さらに同緩

衝液に再懸濁した。1mM　CaCl2存在下で
micrococcal　nuclease（250　units／20　Abs254／1

皿gDNA）を添加し，0℃で30分間反応した。

EDTAとEGTAを最終濃度5mMになるよう
に添加し反応を停止した。1，000xg，10分間遠

心した後，得られた沈澱に10mM　Tris－HCI緩

衝液（10mM　NaCl，1mM　EDTA，10　mM
monothioglycerol，0．1　mM　PMSF，　pH　7．4）を

加えて再懸濁し，0℃で20分間可溶化した。

1，000xg，10分間遠心し，上清として転写活性

クロマチン画分を得た。

8．グリセロール密度勾配遠心法による転写活

性クロマチン画分の分析：緩衝液Dを用いて，

45mlの15－30％（v／v）のグリセロール直線

密度勾配を密度勾配作製装置（日立）で作製し

た。これにmicrococcal　nuclease処理によっ

て得られた転写活性クロマチン画分300μ1を

重層し．2℃で230，000xg（日立RPS－55　T　2

ローター，50，000rpm），16時間遠心した。5滴

（約200μ1）ずっ分取し，同時に自動紫外部吸収

計で254nmでの吸光度を測定した。また，こ

れらフラクションについてアンドロゲンレセプ

ター量を測定した。カタラーゼ（11．4S）を沈降

係数の標準タンパク質として用いた。

9．核画分におけるリン酸化能の測定：粗核画

分（2．5㎎タンパク質）を30mM　Tris・HCI緩衝

液（5mM　MgCl2，115　mM　NaCl，1mM　DTT，

pH　7．5）に懸濁した。［γ一32P］ATP，5μCiを含

む0．1mM　ATPを添加し，25℃で90分間イン

キュベートした。トリクロロ酢酸を最終濃度

10％（w／v）になるように加え反応を停止した。

遠心後，沈澱物を10％トリクロロ酢酸で3回

洗浄し，1MNaOHを加え，37℃で一晩放置

した。トリクロロ酢酸を加えて中和した後に放

射活性をシンチレーションカウンターで測定し

た。転写活性クロマチン画分（核画分500μg

DNAに相当する）についても，同様の方法に

よりリン酸化能を測定した。
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10．ピストンおよび非ピストン蛋白質の分離：

上述の方法により粗核画分を32Pで標識した後，

0．35MNaCl溶液に懸濁し，30分間撹枠した。

遠心により0．35MNaC1可溶性の非ヒストン

タンパク質と不溶性のヒストタンパク質に分別

した。液体シンチレーションカウンターでそれ

ぞれに取り込まれた放射活性を測定した。

11．DNAならびにタンパク質定量：DNA量は

Burton法22）で測定した。タンパク質量はBrad－

ford法23）により測定し，ウシ血清アルブミンを

標準タンパク質として用いた。

結 果

1．アンドロゲンレセプターの活性化と核結合

能の測定：

　Table　1に示すように，未処理試料に比べ

0．4MKCI処理した細胞質では約5倍多いレセ

プターが核画分に結合した。この結果は非活性

型アンドロゲンレセプターが仇砿γoではステ

ロイドを結合した後，塩処理により核に結合可

能な活性型レセプターに変換することを示して

いる。また，核画分には活性型アンドロゲンレ

セプターに対する結合部位が存在することを示

唆している。

2．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局在におよぼすテストステ

ロンの影響：

　Table　2に示すように，非TP投与雌マウス

ではレセプターは主として細胞質に存在した。

TP投与後に細胞質レセプターは減少し，核レ

セプターが増加した。この細胞内局在性の違い

は血中テストステロン濃度を反映していると考

えられる。実際，非TP投与雌マウスでは細胞

質アンドロゲンレセプター含量は核アンドロゲ

ンレセプター量より高値であるが（レセプター

量比，細胞質：核＝1：0．07），TP投与後3時

間では細胞質アンドロゲンレセプターが減少す

るのに対し，核アンドロゲンレセプターが増加

した（Table　2，細胞質：核；1：1．9）。このこ

とはリガンドと結合したレセプターが核内に移

行し，出現したものと考えられる。
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Table　l　Binding　of［3H］mibolerone－receptor

　　　　complex　to　crude　nuclei．

Treatment Nuclear　bound

Activation

（0．4MKCI）

400dpm

2250dpm

　Cytosol　and　crude　nuclei　from　mouse
submandibular　gland　were　prepared　as
described　under“Materials　and　Methods．”［3H］－

mibolerone－labeled　cytosol　was　activated　in　the

presence　of　O．4　M　KCL　Nonactivated　or　activated

［3H］mibolerone－receptor　was　incubated　with

crude　nuclei．　Nucleus－bound［3H］mibolerone－

receptor　was　measured　by　glass　filter　assay．

Table　2 Distribution　of　cytosolic　and　nuclear

androgen　receptors．

Testosterone
treatment

Time（h）

Cytoso1 Nuclei

（fmol／㎎DNA）（fmol／㎎DNA）

0

3

596．0±127．0

188．3±40．8

42．5±10．1

351．4±747

　Testosterone　propionate　was　injected　into
female　mouse．　Cytosol　or　nuclear　extract　from

submandibular　gland　was　incubated　with［3H］－

mibolerone　as　described　under“Materials　and

Methods！’The　incubate　was　treated　with

hydroxylapatite　and　bound　radioactivity　was

measured．

3．転写活性クロマチンへの核内アンドロゲン

レセプターの結合：

　っぎにアンドロゲンレセプターの核内での局

在性について検討した。雄マウス顎下腺から得

られた転写活性クロマチン画分では遺伝子から

の転写が盛んに行われており，転写活性調節因

子の1つであるアンドロゲンレセプターもここ

に結合していると期待される。グリセロール密

度勾配遠心により得られたフラクション11，

14，18上に高い放射活性を認あた。（Fig．1）。

各フラクションをアガロース電気泳動で分析す

ると，フラクション11，14，18は各々モノ，ジ，

トリヌクレオソームに相応した。また，モノヌ

クレオソームの前に検出されたピークはヌクレ

オソームから解離したアンドロゲンレセプター
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Fig．1　Distribution　of　androgen－receptor　complex

　　　bound　to　chromosomal　fraction．

　　　　The　purified　nuclei（1㎎DNA）from

　　　male　mouse　submandibular　gland　were
　　　digested　with　micrococcal　nuclease（250

　　　units）at　O℃　for　30　min．　The　soluble

　　　fraction　was　analyzed　on　15－30％glycerol

　　　gradients．　After　centrifugation，　fractions

　　　of　approximately　200μl　were　collected

　　　and　incubated　with　10　nM［3H］mibolerone

　　　at　O℃．　After　48　h－incubation，［3H］mibo－

　　　lerone－androgen　receptor　complex　was
　　　measured　by　hydroxylapatite　adsorption
　　　assay．　An　arrow　shows　catalase（11．4　S）

　　　as　a　marker　protein．1，2and　3　in　figure

　　　show　mononucleosome，　dinucleosome　and
　　　trinucleosOme，　respectively．

である。

4．雌マウス顎下腺転写活性クロマチン上での

アンドロゲンレセプターの分布におよぼすテス

トステロン投与の影響：

　非TP投与雌より得られた活性クロマチン画

分でも雄ほど顕著ではないが，三っのピークが

認められた（Fig．2A）。前述のごとくTP投与

により雌マウス顎下腺では核に存在するアンド

ロゲンレセプター量が増加することが示された

ので（Table　2），雌マウスにTPを投与し，経

時的に転写活性クロマチン画分中のレセプター
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を測定した。TP投与1時間後では，ジヌクレ

オソームに相当するピークが増加した（Fig．2

B）。TP投与の3時間後ではモノ，ジ，トリヌ

クレオソームに相当するピークの放射活性が著

しく上昇し，特にトリヌクレオソームに最も高

い結合活性が認められた（Fig．2c）。　TP投与

9時間後にはすべてのピークで最大の放射活性

を測定した（Fig．2E）。　TP投与18時間後では

TP投与6時間後のパターン（Fig．2D）と同様

であり，ジヌクレオソームでの活性は認められ

なかった（Fig．2F）。

　［3H］miboleroneを雌マウスに皮下投与し，3

～ 9時間後に転写活性クロマチン画分を調製し

て同様に分析した。Fig．2に示した結果と同様

に，投与後3～9時間で転写活性クロマチンのヌ

クレオソーム画分に［3H］miboleroneの取り込

みが見られた（データは示さない）。

5．テストステロン投与後の顎下腺核画分リン

酸化能の経時的変動：

　アンドロゲンレセプターの核移行と転写活性

クロマチン領域への結合過程にともない，遺伝

子転写の調節がおこるものと考えられる。この

過程にはピストンや非ヒストンタンパク質の修

飾が起こることが期待される。そこで本研究で

はテストステロン投与後のマウス顎下腺核にお

けるリン酸化能の変動について検討した。Fig．

3に示すごとくTP投与後3時間で顎下腺核画

分中の32P取り込み量が上昇し，　TP投与6時間

で投与前のレベルに戻った。

　っぎに，核画分から調製した転写活性クロマ

チン画分のリン酸化能にたいするテストステロ

ン投与の影響を測定した。TP投与3時間後に

おいては32Pの取り込み率は高値を示し，さら

に6時間後には投与前のレベルに減少し　（Fig．

4），核画分での32Pの取り込みの経時変化と類

似していた。これらの結果は顎下腺核には血中

テストステロン濃度の上昇にともなって活性が

変動するリン酸化活性が存在し，その活性は転

写活性クロマチン画分においても示された。

6．テストステロン投与雌マウス顎下腺のピス

トンおよび非ヒストンタンパク質への32Pの取
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Fig．2　Distribution　of　androgen－receptor　complex　in　nuclease－digested

　　　chromosomal　fractions．
　　　　Female　mice　were　injected　with　testosterone　propionate（500

　　　μg／100gbody　weight）and　killed　at　O　（A），1　（B），3
　　　（C），6　（D），9　（E），18（F）hafter　single　injection．　Purified

　　　nuclei　prepared　from　submandibular　glands　were　digested　and

　　　the　resulting　soluble　fractions　were　analyzed　as　described　in

　　　Fig．1、　An　arrow　shows　catalase　as　a　marker　protein．1，

　　　mononucleosome；2，　dinucieosome；3，　trinucleosome、

り込み：

　リン酸化活性が核タンパク質の構成成分であ

るピストンあるいは非ヒストンタンパク質をリ

ン酸化するかどうかを検討した。非ヒストンタ

ンパク質は核クロマチンにゆるやかに結合して

いるため，0．35MNaClで処理すると抽出され

る24）。非ヒストンタンパク質のリン酸化の割合

はTP投与1時間後から上昇し，　TP投与3～

6時間後で最大になった（Table　3）。その後，

しだいに減少し，TP投与24時間後ではTP投

与前値に戻った。非ヒストンタンパク質のリン

酸化の総リン酸化タンパク質にたいする比率は

TP投与後6時間で最大となった。一方，ヒス

トンタンパク質への32Pの取り込みはTP投与

3～6時間後には相対的に減少した。これらの

結果はテストステロンによって活性化されるプ

ロテインキナーゼが存在し，このキナーゼは主

に非ヒストンタンパク質を基質としてリン酸化
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Fig．3　Effect　of　testosterone　administration　on　incorporation　of　32P　into　nuclear　fraction．

　　　　　　　Female　mice　were　injected　with　testosterone　propionate　and　killed　at　1，3，6，9，180r　24　h　after

　　　　　　　single　injection．　The　purified　nuclei（2．5㎎protein）were　incubated　with　O．1　mM　ATP

　　　　　　　containing［γ一32P］ATP　at　O℃．　After　90　min，32P－labeled　fractions　were　precipitated　with　10％

　　　　　　　ice－cold　trichloroacetic　acid，　washed　with　trichloroacetic　acid，　and　then　counted．

Fig．4
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Effect　of　testosterone　administration　on　incorporation　of　32P　into　soluble　fraction　produced　by

nuclease　digestion．

Female　mice　were　treated　with　testosterone　propionate　at　indicated　times．　The　purified　nuclei

（500μgDNA）were　digested　with　micrococcal　nuclease（125　units）at　O℃for　30　min　and　the

resulting　soluble　fraction　was　incubated　with　O．1　mM　ATP　containing［γ一32P］ATP　at　O℃for　90

皿in．32P－labeled　fractions　were　treated　as　described　in　Fig．3．

Table　3　Effect　of　testosterone　administration　on　32P　incorporation　into　histone　and　nonhistone　proteins．

Testosterone

　treatment

Time（h）

　　　Total
inCOrporatiOn

pmoles／100μg　protein

Nonhistone
　protelns

pmoles ％

Histones

pmoles ％

0
1
9
U
C
U
O
O
8
4

　
　
　
　
　
1
2

11．3

14、5

15、1

12．9

13．8

14、3

11．0

⊂

」
0
0
8
9
9
ム
3

9
乙
4
只
∪
4
り
0
4
2

22、3

27．6

33．4

373

28．2

29．5

21．0

8、8

10、5

10．1

8．1

9．9

10、1

8．7

77、7

72．4

66．6

62．7

71．8

70．5

79．0

Female　mice　were　inlected　with　testosterone　propionate　and　were　killed　at　indicated　times．　The

purified　nuclei（1．5㎎protein）were　incubated　with　O、1　mM　ATP　containing［γ一32P］ATP　at　O℃for　90

min，　and　then認P－labeled　nuclear　proteins　were　treated　with　O．35　M　NaCL　The　radioactivities　in　O．35　M

NaCl－soluble（nonhistone　proteins）and　insoluble（histones）fractions　were　counted．
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することが明らかになった。

考 察

　アンドロゲンレセプターは一般に雄性動物の

標的細胞に多く含まれているが，レセプターの

性状を検索するためには，通常，事前に去勢を

行って内因性のアンドロゲンを除去する必要が

ある。一方，マウスでは雌の顎下腺にも雄性器

官に相当する量のアンドロゲンレセプターが存

在しており，同時に血中アンドロゲン濃度が低

いことから無傷の雌マウスを使用できる利点が

ある。本研究の目的は，雌顎下腺に存在するア

ンドロゲンレセプターの核クロマチン上での局

在の経時的な検索であるが，はじめに顎下腺内

でのアンドロゲンレセプターの動向とTP投与

による雌でのレセプターの変動に関する基本的

な実験を行う必要があった。この結果，雌マウ

スへのTP投与により顎下腺における細胞質レ

セプターの著明な減少と核レセプターの増加が

観察された。このことはTP投与により血中ア

ンドロゲン濃度が上昇し，細胞質に存在する非

活性型アンドロゲンレセプターがテストステロ

ンと複合体を形成し，活性型となり核へ移行し

たためと思われる。これらの観察結果は当教室

で行った同様の実験成績25）を確認するものであ

る。ついでステロイドホルモンレセプターと核

およびクロマチン画分との相互作用について検

討した。まず，ステロイドレセプターと核を

別々に調製した後，両者の結合を分析した。こ

の結果，細胞質に存在するアンドロゲンレセプ

ターはリガンドと結合しても核との結合能を持

たない非活性型レセプターであることが示され

た。非活性型レセプターは0．4MKCI処理する

ことにより核に結合可能な活性型レセプターに

変換した。リガンドを結合したアンドロゲンレ

セプターは仇硫mでは25℃の加温処理でも

活性型レセプターに転換することが知られてい

る26）。したがって，細胞内では非活性型レセプ

ターは適当な温度と生理的塩濃度にさらされて

おり，アンドロゲンとの結合が引き金となって

活性型レセプターへ転換するものと考えられ
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る。

　っぎに，ホルモンを動物に投与して，仇仇加

で形成したアンドロゲンレセプター複合体の核

内での局在性を検討した。TP投与後調製した

核画分をさらにmicrococcal　nuclease消化に

より分画し，転写活性クロマチン画分を得た。

グリセロール直線密度勾配遠心により転写活性

画分をさらに分画すると，沈降速度の異なるヌ

クレオソーム，すなわち大きさの異なるヌクレ

オソームを分別することが可能であった。ま

た，このようにして分別された活性クロマチン

上のアンドロゲンレセプターを測定することが

できた。ヌクレオソームの大きさにより結合し

ているレセプター量に若干の差が認められ，雌

ではトリヌクレオソームの放射活性が低く，雄

ではモノヌクレオソームの放射活性が低かっ

た。さらに，雌マウスにTPを投与し，経時的

に核クロマチン上でのアンドロゲンレセプター

複合体の分布の変動を検索したところ，ヌクレ

オソームに結合するレセプター量に変化が観察

された。これらのことは投与したTPが顎下腺

のアンドロゲンレセプターと複合体を形成後，

レセプターは活性型に転換し，転写活性クロマ

チン領域に結合することを示している。

　当教室の佐藤ら27）は本実験と同様の方法で

ラットの肝臓に存在するグルココルチコイドレ

セプターにっいて検索したところ，本研究で得

られた結果と同じく，核に存在するグルココル

チコイドレセプターの一部はモノ，ジ，ならび

にトリヌクレオソームに相応する転写活性クロ

マチン画分に結合していることを明らかにし

た。したがって，活性型ステロイドレセプター

の作用発現部位が，少なくとも転写活性クロマ

チンに存在するものと推測できる。

　Micrococcal　nucleaseやDNase　Iは制限さ

れた条件下では核内クロマチン構造のうち比較

的分散した状態のクロマチンを選択的に切断す

ることが報告されている。以前からこのように

nucleaseにより消化を受けやすい部位は転写

活性が高い領域であることが見いだされてい

る2＆29）。最近，ステロイドホルモン依存的に発現



岩医大歯誌　16：139－149，1991

する個々の遺伝子において，遺伝子の5’上流

域にあるレセプター結合部位にホルモン依存的

にレセプターが結合し，nuclease感受性が高

くなる部位が現れることがわかってきた3°）。し

たがって，今回マウス顎下腺で見られた核レセ

プターが結合する転写活性クロマチンはアンド

ロゲン依存的に転写が調節されている遺伝子の

近傍を含むものと考えられる。

　興味あることに雌マウス顎下腺でもTP投与

により，転写活性クロマチンに結合するレセプ

ター量が増加した。雌マウスは妊娠時には副腎

由来のアンドロゲン濃度が高くなることがわ

かっている31）。したがって，妊娠の維持や胎児

の発生にアンドロゲン’アンドロゲンレセプ

ターが機能し，顎下腺から上皮成長因子などの

生理活性物質が分泌され，胎児の成長などに関

与している可能性が考えられる。

　遺伝子転写の活性化にはクロマチンの構造変

化が重要であると考えられる。クロマチンの構

造変化の要因としては，クロマチンを構成する

タンパク質が修飾を受け，これがクロマチンの

構造変化をきたし，転写活性を変化させるとい

う考え方がある。本研究の32Pのタンパク質へ

の取り込み実験で得られた成績は，マウス顎下

腺核中にアンドロゲンレセプターの核局在の経

時変化と一致して活性が変動するプロテインキ

ナーゼが存在することを示唆した。また，この

活性により非ヒストンタンパク質が主にリン酸

化されることが明らかとなった。これらの結果

はアンドロゲンによる遺伝子発現の調節機構に

非ヒストンタンパク質のリン酸化が深く関わっ

ている可能性を示唆するものである。

　ステロイドレセプターにたいする核アクセプ

ター部位として，アクセプタータンパク質やア

クセプターDNA配列（ホルモンレスポンシブ

配列）があげられるが，非ヒストンタンパク質

はアクセプタータンパク質の一候補として考え

られている3斑）。非ヒストンタンパク質のなか

でhigh－mobility　group（HMG，電気泳動上高

移動度グループ）と呼ばれているタンパク質

は，転写活性の高いクロマチン領域に多く含ま
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れており，遺伝子活性の調節に重要な役割を果

たすとの報告がある3435）。今後，どの非ヒストン

タンパク質がアンドロゲン依存的にリン酸化を

受けるのか，また，そのリン酸化がクロマチン

構造の変化を引き起こす要因となるかどうかの

検討が必要と考えられる。

結 語

1．雌マウス顎下腺核からmicrococcal　nuc－

lease消化により調製した転写活性画分中のモ

ノ，ジ，トリヌクレオソーム上にアンドロゲン

レセプター複合体が局在するが，この局在パ

ターンはTP投与により変動した。

2．雌マウス顎下腺核画分ならびに転写活性画

分を［γ・32P］ATPとインキュベートした際に，

両画分に32Pの取り込みが認められた。このリ

ン酸化はTP投与3時間で最大値を示し，　TP

投与にたいする経時的応答性は両画分とも同じ

であった。

3．32Pで標識した核を0．35　M　NaClで処理し

て分別した非ヒストンタンパク質とピストン画

分中のリン酸化能を比較するとTP投与3時間

での非ヒストンタンパク質の活性が上昇した。

4．以上の結果より，マウス顎下腺には活性型

アンドロゲンレセプターによって活性化される

プロテインキナーゼが存在し，これらキナーゼ

はアンドロゲンレセプターによる遺伝子転写活

性調節に関与しているものと推察される。
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