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Abstract: In the presence of molybdate， nontransformed androgen receptor was 

isolated from rat testis cytosol fraction applied on 5α-dihydrotestosterone affinity column 

CFPLC system)with the one-step method. These androgen receptor complexes consisted of 

five major proteinsC90-kDa， 80-kDa， 68-kDa， 52-kDa and 47-kDa)and reacted to 52-kDa 

protein with anti-androgen receptor antibody on nitrocellulose membrane， but not to 80-

kDa. Recently， constituents of nontransformed androgen receptor， except for hormone 

binding proteins， are thought to be heat shock proteins， so that 90-kDa and also 47-kDa may 

be heat shock proteins. Sixty-eight-kDa is thought to be proteins contaminated through 

isolation method and to be bovine serum albumin. The acceptor proteins in nuc1eus against 

nontransformed androgen receptor are histone H3 protein confirmed by western blot 

analysis so that in the nuc1eus， rat testis androgen receptor may be localized on histone H3 

of nuc1eosome core and stand by near hormone responsive elements for ligand activation 

processes. 
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非活性型の核内受容体は種々のヒストンタンパF質複合

体3-6)，非ヒストンタンパク質・DNA複合体(CP-3・

前回の報告(奈医誌， 40巻5号)')でモリブデン酸処理 DNA)7)や非ヒストンタンパク質複合体8叫が核内受容体

したcytosolより得た非活性型アンドロゲンホノレモンレ の可能性として報告されている.近年主にコアヒストン

セプター複合体の受容体がDNAではなく核タンパク質 であるとの報告が多くなりつつあるが，これまでの報告

であることをコロイド金標識したnontransform巴dan. ではコアヒストン内でも若干違い，単ータンパク質では

drogen receptorを用いて組織化学的に証明した ないとの報告が見られる.

ステロイドホノレモンレセプター複合体の核内受容体の ホノレモンレセプター複合体を単離するのにそリプデン

研究は遺伝子の発現や転写調節機構の研究に良いモデノレ 酸(Na，M04)を用いる理由はレセプターにリガンドが結

である.一方ホノレモンレセプターの活性型および非活性 合していない状態は非常に不安定で，またホノレモンが結

型の受容体結合ドメインの研究は種々のホノレモンレセプ 合すると非活性型のレセプターが活性型に変化する.そ

ター異常疾患の治療につながると思われる.現在の所， こでリガンドが結合していない状態でレセプター複合体
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を得るためにはモリブデン酸による方法が最も良い.こ

の利点については総説10)に述べられているが， L巴achll)

らはリガンドが結合していない不安定な状態のレセプタ

ー複合体の安定化と νセプターの活性化の阻害にモリブ

デン酸がタングステン酸より有効で、あること，さらに

Schidereie')らやJohnson13)らはこのモリブデγ酸処理

した活性型レセプターにはリガンドと DNAへの結合能

も保持していることを報告している.一方Boerら14)は

活性型アンドロゲンレセプターのモリブデン酸の影響に

ついて， DNA binding activityは5%弱であること，即

ちモリブデン酸はDNAへの結合を阻害すると報告して

いる.一方非活性型アンドロゲンレセプター複合体の核

内受容体へのモリフ*デン酸の影響については報告がない.

それ故，モリブデ、ノ酸で、安定化した非活性型ホノレモンレ

セプター複合体に核内受容体への結合能が保持されてい

るかどうか検討すべき価値がある.

ホノレモンレセプター複合体の構成タンパク質はモリブ

デン酸存在下で、はステロイド結合能を持つ 2種類(分子

量1l0-kDa，80-kDa)のタンパク質とステロイド結合能

を持たない分子量90-kDaの3種類のタンパク質からな

っている 13)との報告や，また分子量59-kDaや， 27-kDa 

のタンパク質もそれぞれ非活性型レセプター複合体の構

成成分であるという報告山5)もある.この構成成分の中

の分子量90-kDaのタンパグ質は熱ショツク夕、ノパク質

の一種(hsp-90)16)であること，さらにリン酸化17)された

状態であり，非活性型では2量体含まれていると報告16)

している.

この論文では，ラット精巣より得たモリブデン酸安定

化アンドロゲンレセプタ}複合体を抗アンドロゲンレセ

プター抗体による確認と，得られたレセプター複合体の

構成成分の SDS-PAGE分析の結果，さらにアンドロゲ

ンレセプター複合体の核内受容体について westemblot 

で得た結果はモリブデン酸の影響が無く，モリブデン酸

存在下でも核内受容体を同定することが可能であること

を報告する.

材料と方法

材料

Wister Rat( 6週令)(オリエンタルノミイオサーピス

紛〉を購入後，繁殖飼育し，約30匹の雄ラットをエーテ

ル麻酔し，摘出した精巣を氷冷したPBS(pH7.4)で血

液を出来るだけ取り除き，これをレセプター抽出材料と

した.

同時に摘出した肝臓は核タンパク質の抽出材料とした.

他の試薬類は中山ら1)の報告に記載してある.

方法

(1) レセプターの単離とコロイド金標識

モリブデン酸安定化アンドロゲンレセプター複合体の

単離方法およびレセプターへのコロイド金標識法は中山

ら1)の報告に記載してある.

(2) 核タンパク質の抽出

(a) High-mobility group prot巴msはGoodwinら18)

の方法によク抽出した.約100grのラット肝臓を約3倍

量(v/v)の氷冷した5% perchloric acid(PCA)を加え氷

冷しながらWaringblenderでmaximumspeed， 3分

細切後 2分間放置し，これを 3回繰り返し Hitachi

SCR-20高速冷却遠心機で2，500Xg4 'C30分遠心した.

上清をデカントして沈査を同様の方法で3回繰り返し抽

出し，集めた上清をガーゼと glassfil terでi慮過し，これ

に最終濃度 18%になるように100% Trichloroacetic 

acid(TCA)を加え，これを4.500Xg4 'C15分遠心し沈

査を集めた.この沈査を acetone/conc.-HCl(400: 1， 

v/v)に溶かし 3倍量のアセトンを加え4，500Xg

4 'C10分遠心した.混在する大部分のヒストン H1を除

くために沈査をO.lNHClに溶かし， 3倍量のアセトン

を加え4，500Xg4 'C10分遠心し，上清にさらに3倍量

のアセトンを加え4，500Xg10分遠心した.

この沈査をHigh-mobilitygroup proteins分画とし

た.

(b) ヒストンタンパク質の抽出は約50grのラット肝

臓をChauveauの方法1川こよりシューグロス核を得，こ

れに0.25N H，SO，を加え，氷冷中で 1時間撹枠し，

24，000Xg 4 'C30分遠心した.この上滑に6f音量のアセ

トンを加え 20'Cに一晩放置後，これを 10，000Xg

4 'C30分遠心して沈査を得た.この沈査をヒストン分画

とした.

(3) 変性ゲノレ電気泳動

Sodium laurylsulfate polyacrylamide gel electro. 

phoresis(SDS-P AGE)はLaemmliの方法20)により行っ

た.各試料は10mM  Tris -HCl(pH 8.0) -1 mM  

EDTA-1 % SDS-5 mMβmercaptoethanolに溶か

し， 90'C 1分間加熱し，不溶性のものがあれば固形Urea

を加えて溶かした. Stacking gelは1.1mlの44.4% 

polyacrylamide-1.2 % bisacrylamide， 2.5 mlの0.5M

Tris-HCl(pH 6.8)， 6.2 mlの蒸留水，各々100μlの10

% sodium laurylsulfate， 10 % ammonium persulfate， 

10μlのTEMEDを加えた runninggelは12% poly. 

crylamid巴 gelを作成した. 4.9mlの44.4% polya-

crylamide-1. 2 % bisacrylamide， 4.5 mlの 1.5M Tris 

HCl(pH8.8)， 8.25mlの蒸留水，各々180μlの10% 
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ammonium persulfate， 10 % sodium laurylsulfate，最

後に18μlのTEMEDを加え作成した.分子量マーカー

はpr巴stained marker(Bio-Rad Lab.)を使用した.

Myosin(M. W. 205，000)，βgalactosidas巴(116，500)，

Phosphorylase B(106， 000)， Bovine serum albumin 

(80，000)， Ovalbumin(49， 500)， Carbonic anhydras巴

(32，500)， Soybean trypsin inhibitor(27， 500)， 

Lysozyme(18，500).泳動緩衝液は0.05M Tris-HCl-

0.4 M glycin-1 % SDS(pH 8.5)を用い，泳動はマーカ

ー(Bromophenolblue， BPB)がゲノレ下端に来るまで行

った. ゲノレの染色は2.5% Coomassie Brilliant Blue 

(R 250)， 50 % methanol-5 % acetic acidで20時間染

色し， 7.5 % acetic acid-5 % methanolで脱染後， 40% 

methanol-10 % acetic acidで洗浄し， シノレバーステイ

ンキット但io-Rad)で銀染色した.

(4) West巴rnBlotとコロイド金標識抗体染色

(a) 抗体へのコロイド金標識

monoclonal (Rat)anti-androgen receptor antibody 

(IgG) (Clone ANl-15) (Affi. Bioreag巴nts，Co. Ltd.)10 

μlを5mlの5nmコロイド金溶液に加え3分後， 5% 

polyethylene glycol(非20，000)を0.15ml加え， 26，000 

rpm 4 'C40分間遠心し，上清を出来るだけ除き， 1ml 

の0.05% polyethylene glycol-5 % glycerol-O. 01 % 

NaN3に再懸濁し，同液を含む 10-20% glycerin linear 

density gradientに重層し，目立RPS40T rotorで

14，000rpm 4 'C30分間遠心し 5nm金粒子パンド部

分を集めた.

(b) 非活性型アンドロゲンレセプター中のレセプター

の検出

泳動後， ゲ、ノレおよびnitrocellulos巴 membrane(BA

85) (Schleicher & Schu巴lCo. Ltd.)を25mMTris 

HCl， 192 mM  glycin， 20 % methanolのプロッティング

緩衝液に15分間浸し，毛細管式プロッティングを室温下

で20時間行った.nontransformed androgen rec巴ptor

を泳動したレーンをスライスし， 1 % Bovin巴 serum

albumin -PBS (pH 7.4)に15分間置き， 0.05 % Tween 

20-PBS (pH 7.4)で洗浄後，希釈したコロイド金標識抗

アンドロゲンレセプター抗体と 4'C20時間反応させ，

0.05 % Tween-20-PBS(pH 7.4)で一晩洗浄した.さら

にPBS(pH7.4)で洗浄後，銀増感キット(Janssen Lif巴

Scienc巴sProd目〉でコロイド金を増感した.

(c) 非活性型アンドロゲンレセプターの核内受容体の

検索

核タンパク質〔ヒストンと HMGの両方を含む〉分画

を12% SDS-P AGEで泳動後，前述の毛細管式ブロッテ

ィング法でnitrocellulos巴m巴mbraneに転写した. 0.05 

% Tween -20-PBS (pH 7.4)で15分 3回ブロッキング

と洗浄をして 5nmコロイド金標識nontransformed

androgen receptorと 4'C20時間反応後， 0.05 % 

Tween-20-PBS(pH 7.4)で一晩3回洗浄した.

結 果

モリブデン酸存在下で 5a -dihydrotestosterone 

affinity columnを用いてラット精巣より非活性型複合

体を中山ら1)の方法で単離した.これを12% SDS slab 

gelで分析し， Comassie brilliant blueで染色した. こ

のゲノレを脱色後40%アルコールにつけて，銀染色を行っ

た結果がFig.1に示しである.Coomassie brilliant blu巴

kDa (1) (2) 

106 
80 

49回5

32.5 

27.5 

18.5 

撃機懇議

Fig. 1. SDS-PAGE analysis of nontransformed an-

drogen receptor complexes prepared from rat 

testis cytosol in the presence of molybdate. 

Androg巴nreceptor compl巴xesconsist of five 

maj or proteins， some of them ar巴heatshock 

proteins (se巴resultsand discussions) (Ian巴2)，

and marker proteinsClane 1). Gel is stain巴d
with Coomassie brilliant blu巴andthen silver 

stain(Iane 1 and 2). 
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染色ではタンパク質パンドは68-kDaのみしか同定でき

なかったが，銀染色を行うことによって微量のタンパク

質パンドも出現可能となった.Fig目 lのlane2が非活性

型アンドロゲンレセプター複合体を泳動した結果である.

同定されたノミンドは92-kDa，80-kDa， 68-kDa， 52-kDa， 

47-kDaの5種類が主なものであった.しかしモリブデ

ン酸が存在しない条件下で活性型アンドロゲンレセプタ

ーを精製2)したときには65-kDaのみのタンパク質しか

出現しなかった.68-kDa中にこのタンパグ質が含まれ

ているかどうかはパンドが不明瞭で、確認できなかった.

恐らく，この最も多く含まれている 68-kDaのタンパク

質画分は5a -dihydrotestos七巴roneaffinity columnを

作成する際， ligandはbovineserum albuminと結合し

たものをSepharos巴4B column iこ不溶化したので，カ

ラムを十分に洗浄したにもかかわらず，この albuminが

混入してきたものと考えられ，非活性型アンドロゲンレ

セプター複合体とは無関係な構成分と考えられる.92 

kDaタンパク質はTaiら15)が報告している様にモリブ

デン酸存在下で得られる非活性型アンドロゲンレセプタ

ー複合体にはこのタンパグ質が存在しており，しかもこ

れは熱ショックタンパク質(hsp90)であると Joabら21)

が報告しているものと一致する.80-kDaタンパク質は

モリブデン酸存在下で得られたとし、う報告があり，また

活性型，郎ちモリブデン酸がない状態で、は-79kDaタン

パク質(form II又はsubunit B)が得られるという報

告22)があり，これがそれに該当するかどうかは不明であ

る.52-kDaおよび47-kDaについても Johnsonらの報

告13)と一致する部分はあるが，いずれにせよ，抗体による

同定を行わなければならない.

Fig.2にモリブデン酸存在下で得られた非活性型アン

ドロゲンレセプター複合体中にandrogenr巴ceptorが含

まれているかどうかを抗体を用いて同定を行った.用い

た抗体はChangら17)が作成したmonoc!onalantibody 

で非活性型アンドロゲンレセプター複合体と反応する特

異的抗体である.報告では他の非活性型ホノレモンレセプ

ターとは反応しないのでレセプター複合体に含まれる共

通部分とは反応しないはずである.この抗体でassayし

た結果， 52-kDaタンパク質がこの抗体と強く反応した

が，一方， 80-kDaとの反応は非常に弱い反応しか示さず

不明瞭であった.これはwesternblot法が高分子になる

ほど転写効率が悪くなるために引き起こされた結果かも

知れない.従って Johnsonら23)の報告とは一部異なる分

子量のものがandrogenreceptorであることがわかった.

この理由はモリブデン酸存在下で精製する際に，内在性

proteas巴により抗体に対する epitopeは温存されたま

kDa 
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27.5-
18.5 

(1) (2) 

Fig. 2. Western blot of rat testis nontransform巴d

androgen r巴ceptor complex巴s(NTAR)with 

colloidal gold lab巴ledmonoc!onal (Rat) anti 

-androg巴nreceptor antibody. After NT AR 

was gel巴lectrophoresis，it was blott巴donto 
nitrocellulose membrane目 Afterreaction with 

antibody to nitrocellulos巴 membrane，colloi 

dal gold was enhanced by silver stain kit(Jane 

2)， and 1巴fttwo lanes are mark巴rproteins， 

stained with Coomassie brilliant blu巴(Jane1)ー

ま分解され，低分子量の androgenr巴C巴ptorになったと

考えられる.従ってこの 52-kDaタンパク質は1l0-kDa

androgen receptorから由来したものである.このこと

からモリブデン酸存在下で5a -dihydrot巴stosterone

affinity columnを用いて，ラット精巣ホモジネートから

直接非活性型アンドロゲンレセプター複合体を単離でき

たと考えられる.

Fig.3はこの論文のテーマである非活性型アンドロゲ

ンレセプター複合体が核内でどの様な形態で存在するの

かを検索したものである.問題点はモリブデン酸が結合

している状態の非活性型アンドロゲンレセプター複合体

でDNAやタンパク質に対して親和性が温存されている

かどうかである.Boerら14)は活性型アンドロゲンレセプ
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Fig. 3. Western blot analysis of nuclear acceptor 

proteins against rat testis nontransformed 

androgen r巴ceptorcomplexes. Lan巴1and 2 

were blotted nuclear proeins and reacted with 

colloidal gold labeled with nontransformed 

androgen receptor complexes (lane 2) and 

stained with Coomassie brilliant blue(lane 1) 

ターに対するモリブデン酸の影響は確かにDNAへの結

合を阻害すると報告しているが，一方モリブデン酸存在

下で、得た非活性型アンドロゲンレセプター複合体には

DNAへの結合能は温存されていると Scheider巴itら12)

は報告しているので，タンパク質に対しでも温存されて

いるかどうか確認する価値があると同時にモリブデン酸

存在下では安定した非活性型ホノレモンレセプター複合体

が得られるので， この方法が確立されれば非活性型ホノレ

モンレセプター複合体に対する核内受容体研究が容易に

なると考えられる.そこでコロイド金粒子の nitroc巴1-

lulose menbraneへの非特異的吸着を防くために

Tween-20を用いて assayを行った結果， Fig.3に示す

ように主にhistoneH3へ非活性型アンドロゲンレセプ

ター複合体は強L、親和性を示した. コロイド金の集積密

度が高く銀増感せずとも十分に検出された.非常に弱い

反応であるがhistoneHIと未確認の低分子量の核タン

パク質とも反応しているようであった.この非活性型ア

ンドロゲンレセプター複合体中にはalbuminが含まれ

ているが，それによる非特異的親和性は観察されず，特

異的な染色性のみが示された.従ってモリブデン酸が存

在してもタンバグ質に対する親和性が失われていないと

考えられる結果を得，非活性型アンドロゲンレセプター

複合体の核内受容体はhistoneH3がメインであると考

えられる結果を得た.

考 察

この論文ではモリブデン酸存在下で非活性型アンドロ

ゲンレセプター複合体を5a -dihyirotestosterone 

affinity columnで精製し，市販の抗体を用いて証明し

た.これはradioisotopeを用いなくとも hormonerece 

ptorを単離できることも示している.さらにこの非活性

型アンドロゲンレセプター複合体に対する核内受容体が

histon巴H3と考えられることを示し，またモリブデン酸

が非活性型ァ γ ドログンレセプター複合体の受容体結合

部位に対して阻害しないと考えられることを示した

モリブデン酸存在下で、ラット精巣cytosolより非活性

型アンドロゲンレセプター複合体を精製すると 5種類の

構成分を示し，若干の分子量差は見られたものの，これ

まで、に報告されたものが得られたと考えられる.このこ

とはモリブデン酸が非活性型ホノレモンレセプター複合体

の単離精製に有用かつ普遍性があることの証明でもあ

る10-11). SDS-PAGEで出現した92-kDaは熱ショック

タンパク質(hsp90) 16.22)であり，最近の報告では，この複

合体のレセプタータンパク質以外の nonhormonebind-

ing proteinsは全て熱ショックタンパク質，即ち最近さ

らにこの複合体構成分であると言われている.56-

kDa24)， 70-kDa制も構成員の一部であり，これらが全て

hsp 56， hsp 70であると報告されている.hormoneが活

性化される際にはこれら熱ショツクタンパク質は遊離す

ると考えられており 26にまたこれらの機能は不明である

が， hsp 90についてはactinbinding活性があることか

ら，核内のhormonereceptorの輸送16)にかかわってい

ると考えられている.今回得た非活性型アンドロゲンレ

セプター複合体をSDS-PAGE分析の結果， 90-kDaタ

ンパク質が2量体16)含まれているかどうかは判定困難で

あった.さらに新たに報告されている 70-kDa，56-kDa 

も確認できなかったが，恐らく 56-kDaはSDS-PAGE

で示された 47-kDaがこれに相当すると考えられるが熱

ジョツグタンパク質に対する抗体がないので、確認不能で、

あっTこ.

非活性型アンドロゲンレセプター複合体は核タンパク

質の内， histone H3と強い親和性を示したが，この結果

は他の研究者の報告と一部分異なっている.thyroid hor-
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mone rec巴ptor'4)ではcore histoneへ， Vitamin D， Fig. 4a 

r巴C巴ptor6)で、はhistoneH3とhistoneH2A -H2Bへ他の

core histoneよりも強く結合することを報告している.

この違いはモリブデン酸によるのか，またはコロイド金

標識によるものかどうかは現在の所不明であるが，モリ

ブデン酸の影響により histoneH3以外の受容体結合部

位がmaskingされている可能性は否定できないしかし

core histoneの一部へこのモリブデン酸安定化非活性型

アンドロゲンレセプター複合体が結合できることには相

違ない結果である.さらにコロイド金標識による受容体

結合部位がマスクされる可能性があるが，特定の受容体

結合部位のみがマスクされる可能性は低いと考えられる.

従って， western blot assayでの受容体への結合の強弱

は考えにくく， コロイド金標識による影響は少ないと考

えられる.

今回の結果から，アンドロゲンホノレモンレセプターの

遺伝子発現モデノレをFig.4に示した.このレセプター複

合体はFig.4aに示すごとく，熱ショッタタンパグ質の

いずれかが恐らく nucleosomeDNAのlinker部位の近

傍の corehistone(histone H3)へ結合間して待機してい

ると考えられる.これが核内に入ってきたligand(アン

ドロゲン〉により活性化されると，熱ショッ Pタンパク質

を離脱26)し， Fig目4bの如くホルモンレセプターはdimer

を形成し叫， TATA boxの上流(-33bp)のhormon巴

response elem巴nts(HRE)(5'-GG T ACANNNTGTT. 

CT-3'， Nは塩基不定〉へ結合する.これが引き金となっ

てTATA boxへ転写調節因子が結合して RNA

polymeras巴による mRNAの合成が誘導され，ホノレモン

応答遺伝子の発現叫が引き起こされるものと思われる.
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