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は じ め に

Proteasomeはubiquitinに て標識 された蛋 白質 を

選択的に分解 す る真核生物 のATP依 存性プ ロテアー

ゼ複 合体 であ り,多 様 な生体反応 を迅速に順序 良 く一

過的にかつ一 方的に決定す る合理的手段 として生命科

学の様 々な領域(細 胞周期,ア ポ トー シス,代 謝調節,

シグナル伝達,転 写制 御,ス トレス ・免疫 応答,蛋 白

質の品質管理機構 な ど)で 幅広 く活躍 してい ると考 え

られて います1).こ のシステムの多様性 を考 える とシス

テム破 綻は様 々な疾病 に関係す るこ とが予想 され ます

が,特 にp27な どの細 胞周期制御 因子やp53な どの転

写 因子,Smadな どの シグナル伝達 因子の分解 に必須

であるため,そ の破綻 は細胞周期 の無秩序 な進行 を引

き起 こし癌化 につなが ります2).ま た異常蛋 白質の蓄積

を もたらす こ とに よ りParkinson病 やAlzheimer病

な どの神 経変 性疾 患 を引 き起 こす こ とが明 らか となっ

ています2).以 前我々は核 内受容体 の一つ であるVita-

min Dreceptor(VDR)が 生体 内の重要 な蛋 白分解 を

司 っ て い るproteasomeのsubunitで あ るsuppressor

for gal-1(SUG1)3)と 結 合 す る こ とか ら,VDR turn-

overにproteasomeとSUG1が 深 く関 わ っ て い る こ

と を報 告 し て き ま し た4).

一 方
,我 々 は,い くつ か の 内 分 泌 撹 乱 物 質(Endocine

Disrupting Chemical;EDC)が 新 し い核 内 受 容 体 で あ

るPregnane X Receptor(PXR)を 介 し た 転 写 活 性

を誘 導 す る こ と,Coactivatorが こ れ らEDCの 存 在

下 でPXRと 結 合 す る こ と5),ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 で あ

るendometrial cancerで も発 現 し て お りCYP3Aと

正 の,Estrogen Receptor(ER)と 負 の 相 関 関 係 に あ

る こ と6)や い くつ か の 抗 癌 剤 がPXRを 介 し て 薬 剤 耐 性

因 子 の ひ とつ で あ るMDR1の 発 現 を誘 導 す る こ と7)を

示 して き ま し た.こ の こ とはEDCの 作 用 機 序 と し て

従 来 知 ら れ て い るERな ど の 核 内 受 容 体 に 結 合 す る 直

接 的 作 用8,9)の 他 に,特 にendometrial cancerな ど で

PXRを 介 して ス テ ロ イ ド代 謝 に 影 響 す る 間 接 的 作 用 の

可 能 性 が 考 え られ ま す.更 にPXRの リ ガ ン ドで あ る

progesteroneはPXRとSUG1の 結 合 を 誘 導 す る が,

同 じ く リガ ン ドで あ るEDCは こ のPXR-SUG1結 合

に 影 響 を及 ぼ さ ず,ま たEDCがproteasomeを 介 し

たPXR degradationをprogesteroneと 比 較 して 抑

制 す る こ と も報 告 し て き ま し た10).こ の こ と はPXRの
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もとで大学院の学位研究 と して胎児肺発育,分 化に影響する因子 を検討する中で出会 ったのが レチ ノイ ド(ビ タ

ミンA)で した.そ の レチ ノイ ドが作用を発現するためには受容体が必要であ り,レ チ ノイ ド受容体が核 内受容

体スーパーファミリーに属するこ とを知 りました.こ の核内受容体による標的遺伝子の発現制御 は如何 に行われ
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配慮で引 き続 き教室で研究 を続 けさせて頂 き,そ の後再び文部科学省 の在外研究員 と して渡米 し新 しい知識,技

術 などを取 り入れなが ら,環 境ホルモ ンや生殖生理 における核内受容体 を介 した遺伝子制御 について研究 を続け

ています.ま た最近 では,ア ディポサイ トカイ ンと妊娠高血圧症候群 の関連性について研究 を始めています.
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turnover即 ち受容体蛋 白の安定性にあ る種 のEDCが

影響 を及ぼす こ とによ り撹乱作用 を起 こす可能性が示

唆 され ました.

これ らの研究結果 を踏 まえて,今 回我 々はERの

ubiquitin/proteasome経 路 を介 したturnoverへ の

SUG1の 関与 につ いて検討 しました.更 にEDCの 作

用機序 に深 く関わっているERのturnoverへ のEDC

の影響 につ いて も調べ ま した11).

研 究 結 果

1.　Proteasomeを 介 したER蛋 白分解

ER発 現細胞であ る子宮 内膜癌 由来Ishikawa cell

を用 いてcyclohexamideに よ り蛋 白合成 を抑制 し

Proteasome阻 害剤(MG132,β-lactone)を 添加 しER

蛋 白の変化 を調べ た ところ,Proteasome阻 害剤無添

加群 ではER蛋 白は急速に分解 されたが,Proteasome

阻害剤 を加 え るとこの分解 は阻害 され ました(Fig.1

A).ま たEstradiolの 存在下 では受容体 蛋 白分解が促

進 され ましたが,Proteasome阻 害剤 にて この促進作

用 は阻害 され ました.ま たER-β は,BSAの 存在下 で

estradiolと 比較 して受容体 蛋 白分解が著 明に抑制 され

ました(Fig.1B).こ れ らの こ とよ りERα やERβ の

turnoverはubiquitin/proteasome経 路 を介 して制御

されている と考 えられ ました.ま た一部 のEDCがER

のturnoverに 影響 を及ぼす可能性 が示唆 され ま した.

2.　ERとSUG1の 結合

Yeast two-hybrid法 を用 いてERとSUG1の 結合

を検討 した ところ,endogenousなligandで あ る

estradiolの 存在 下でERα お よびERβ とSUG1は 結

合 しました(Fig.2A).ま たEDCと して知 られ るフ

タル酸(PA)や ビスフェノールA(BSA)の 存在下 で

ERα およびERβ はSUG1と 結 合 しま したが,そ の誘

導能 に著 しい差 を認め ました.BSAは 特 にERβ-SUG1

結合誘導能 をほ とん ど認 め ませ んで した(Fig.2B).

3.　SUG1のER turnoverに 及 ぼす影響

SUG1のER turnoverに 及ぼす影響 を検討 す るた

め培養細胞 を用いてSUG1発 現vectorをtransient

transfectionし 受容体蛋 白turnoverが 変化 す るか,

またこのような変化 がendogenousな リガン ドやEDC

の存在下 で違 うか を検討 しま した.SUG1過 剰発現細

A

B

Fig.1•@ Proteasome-mediated degradation of estrogen receptors
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胞 で は リガ ン ドの 存 在 下 でERα とERβ 共 に

proteolytic fragmentが 発現 してい ましたが,BSAの

存在下 ではERβ のproteolytic fragmentは 認め ませ

ん で し た.ま た 阻 害 剤(MG132)の 投 与 に よ り

proteolytic fragmentは 消失 しました(Fig.3).以 上

よ り,SUG1は リガ ン ド存 在 下 にERに 結 合 し

proteasomeに よる受容体 蛋 白分解 に関与 していると考

え られ ました.EDC特 にBSAはERβ-SUG1結 合 を

ほ とん ど誘導せず,ERβ 受容体 蛋 白分解 を著 明に抑制

しました.

4.　SUG1の 受容体蛋 白Ubiquitin化 への影響

SUG1の 受容体蛋 白Ubiquitin化 へ の影響 を検討す

るため,培 養細胞 を用 いてSUG1発 現vectorを

transient transfectionしUbiquitin鎖 を持つ受容体

蛋 白が出現す るかpolyubiquitin affinitybeadsを 用

いてpulldownassayに て検討 しま した(Fig.4A) .

また このubiquitinationがendogenousな リガン ド

やEDCの 存在下 で異 なるか検 討 しました.SUG1過

剰発現細胞 ではEstradiolやPAの 存在下 でpolyubi-

quitin化 したERα とERβ の発現 を認め ました.BSA

の存在下 ではpolyubiquitin化ERβ は認め ませんで し

た(Fig.4B).以 上 の ごと くSUG1はubiquitin/

proteasomeを 介 して特 に リガン ドの結合 したER蛋

白の分解 に関与 してい ると考 え られ ま した.

5.　SUG1のERを 介 した転写 に及 ぼす影響

SUG1のERを 介 した転写 に及ぼす影響 を検討 す る

ため,培 養細胞 を用いてSUG1発 現vectorをtransient

transfectionしERを 介 した転写への影響 や,こ の影

響 がendogenousな リガ ン ドやEDCの 存在 下で違 う

か を検討 しま した.SUG1を 過剰発現す るとERに よ

る転写活性は抑制 されました.BSAの 存在下 ではSUG1

はERβ を介 した転写 に影響 を与え ませ んで した(Fig.

5).

6.　SUG1の 発現

新 たに作成 したSUG1ポ リクローナル抗体 を用 いて

各組織 でのSUG1の 発現 を免疫組織染色法にて検 討 し

ました.肝 臓,小 腸な どと共 に子宮や卵巣 などの生殖

臓器 で も発現 を認め ました.ヒ トにお いて子宮内膜で

は,正 常例 に比 しホルモン剤投与症例 の子宮内膜で強

く発現 していま した(unpublishdata).

Fig.2•@ The Interactions between Estrogen Receptor and SUG1

Fig.3•@ Enhancement of Wild-type SUG1 on ER Proteolysis
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B

Fig.4•@ Enhancement of SUG1 on the Ubiquitination of Estrogen Receptors

Fig.5•@ Suppression of ER-mediated Transcription by Overexpressed SUG1

結 論

以 上 の 結 果 よ り,ERα やERβ のturnoverはubi-

quitin/proteasome経 路 を介 して 制 御 さ れ て い る と考

え ら れ ま し た.リ ガ ン ドの 存 在 下 でERα やERβ は

SUG1と 結 合 し,SUG1を 過 剰 発 現 させ る とERα や

ERβ を 介 し た 転 写 誘 導 が 抑 制 さ れ,ま たERα やERβ

のproteolytic fragmentやPolyubiquitin化ERが 発

現 し た こ と か ら,SUG1はubiquitin/proteasomeを

介 し た 特 に リガ ン ドの 結 合 し たER蛋 白 の 分 解 に 関 与

して い る と考 え ら れ ま し た(Fig.6).こ れ ま で の 我 々

のVDRやPXRのturnoverで のSUG1の 役 割 の 報

告4,10)と あ わ せ て,SUG1はubiquitin/proteasome経

路 を 介 して 核 内 受 容 体turnoverに 深 く関 わ っ て お り,

受容体 レベ ルを調節す ることに よって核 内受容体 を介

した転写制御 に関与 してい ると考 え られ ま した.一 方,

このSUG1とERβ の結合 を誘導 しないBSAの 存在

下ではERβ のubiquitin/proteasomeを 介 したERβ

蛋 白分解が阻害 されてお り,BSAが 受容体 蛋 白turn-

overに 影響 を及ぼす ことにより内分 泌撹乱作用 を引 き

起 こしている可能性が示 唆 され ました.ま たSUG1は

ヒ トにおいて も生殖臓器 であ る卵巣や子宮 に も発現 し

てお り,高 ステロイ ドホルモン暴露下 の子宮 内膜で発

現が増加 していたこ とか ら,生 殖機能 において も何 ら

かの役割 を果 た している と考 え られ,今 後更 に検討が

必要 と思われ ました.
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Fig. 6 Potential Roles of SUG1 in Nuclear Receptor-mediated Transcription
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