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Ar yl hydr ocarb on receptor (AhR)はダイオキシンを認識する受容体として同定されたタンパ

ク質であり， 生体異物に応答して解毒や代謝のための遺伝子発現を制御する転写因子である。ダ

イオキシンの毒性のほとんどはAhRを介して発現すると報告されており， ダイオキシンによる

AhRの持続的な活性化が原因だと考えられている。一方で，AhRは異物代謝の機能だけでなく，

トリプトファン代謝物などの内因性リガンドを含む多様なリガンドに応答することで， リガン

ド特異的な T細胞の分化調節や癌の充進など， 様々な生埋的機能を持つことから， 創薬ター ゲ

ットとして注目されている。

AhRは通常細胞質でHsp90などのシャペロンと複合体を形成している。リガンド依存的に核

内に移行し， AhR nuc lear transl ocator (ARNT)とヘテロダイマ ーを形成する。AhR/ARNTは

xenob iotic - responsive element (XRE)と呼ばれる特異的なDNA配列に結合し， コアクチベ ー

タをリクルー トすることでター ゲット遺伝子の転写を活性化する。AhR が誘導するタンパク質

の1つにAhR repressor (AhRR)がある。AhRRはARNTとのヘテロダイマ ー形成と， それに

続くXREとの結合によってAhRの転写活性を競合的に抑制する。 加えてAhRRはヒストン脱

アセチル化酵素などのコリプレッサーをリクルートすることでAhRの転写活性を抑制するとさ

れている。

AhR, ARNT, AhRRは全てbHLH-PASファミリーに属している。 このファミリーは 一 般的

に N末端側にDNA結合を担うbHLHドメイン， それに続いてタンパク質間の相互作用やリガ

ンド結合に関わるPASドメインを2つ(PAS-A, PAS-B)持ち， C末端側に転写を制御する領

域を持つ。AhRRはPASドメインを1つしか持たないという点で特徴的である。

AhRに関する構造情報についてはこれまでにAhR/ARNT/DNAのbHLH-PAS-A領域の構

造が報告されているが， リガンド結合ドメインであるPAS-Bドメインの構造は明らかになって

おらず， AhR によるリガンド認識機構の詳細や PAS-Bドメインを含めた四次構造は不明であ

る。 また， 転写抑制複合体であるAhRR/ARNTについては， 構造情報は皆無だった。

本論文は，AhRの転写制御機構を解明することを目的とし， 転写活性化複合体AhR/ARNTと，

転写抑制複合体AhRR/ARNTに関する構造生物学的な研究成果を述べたものである。

まず転写活性化複合体AhR/ARNTの構造解明に向けた取り組みについて記す。複数の種由来



のAhR, ARNTについてbHLHからPAS-Bドメインまでの領域を，昆虫細胞Sf9を用いて共

発現させ，破砕上清を，各種カラムを用いて精製することで， リガンド結合能及びDNA結合能

を有するAhR/ARNTの高純度試料を得た。 より結晶化に適した試料を得るため， フレキシブル

なループ領域の欠損や熱安定化変異を検討した結果， 野生型に比べて安定性が向上した変異体

の高純度試料を得た。さらに，PAペプチド配列 (GVAMPGAEDDVV)を挿入したAhR/ARNT

複合体を作成し，PAペプチドの抗体 NZ-1との複合体を調製した。 本研究において700種類以

上のコンストラクトを作成し，100種類以上の結晶化試料を調製した。タンパク質のアルキル化

やプロテアー ゼ限定分解， DNAの長さや配列， リガンドの種類などの条件を変更して 10万以

上の条件で結晶化スクリー ニングを行った。

さらに，野生型 humanAhR/ARNT/DNA複合体についてクライオ電子顕微鏡による単粒子解

析を行った結果， 12 A と低分解能ではあるが， これまでのbHLH-PASファミリーの構造解析

から予測されるモデルと概ね 一致した三次元マップを得た。

次に， 転写抑制複合体 AhRR/ARNTの結晶構造解析について記す。Human由来の AhRR

(PAS-Aまで）とbovine由来のARNT(PAS-Bまで）のループ欠損体を，昆虫細胞Sf9を用いて

共発現させ，破砕上清を，各種カラムを用いて精製することで高純度試料を得た。AhRR/ARNT

についてもタンパク質のアルキル化などの条件を変更して約9000 条件で結晶化スクリー ニン

グを行い，リジン残基をエチル化した試料を用いて結晶を得ることに成功した。X線回折実験を

行い， 2.4 A の分解能でAhRR/ARNTの結晶構造を決定した。AhR/ARNT(bHLH-PAS-A領

域）の結晶構造との比較から，bHLH-PAS-A領域においてAhRR/ARNTとAhR/ARNTの構

造はよく似ており( RMSD = 1.6 A) , さらにARNTやDNAとの相互作用に関わる残基はAhRR

とAhRで高度に保存されていたことから，AhRRがAhRを競合的に抑制する構造基盤が明ら

かになった。 一方， 他のbHLH-PASファミリーの構造と比較すると，AhRRは PAS-Bドメイ

ンを持たないため， ドメイン配置が異なっており，AhRR/ARNTの特徴的な相互作用界面が観

察された。 この特徴的な相互作用界面はコリプレッサ ーのリクルー トなど競合モデル以外の転

写抑制機構に関与する可能性があると述べている。

本諭文は転写活性化複合体である AhR/ARNTについて大規模な結晶化スクリ ー ニングを行

い， クライオ電子顕微鏡による単粒子解析によって原子分解能には至っていないが，リガンド結

合ドメインであるPAS-Bドメインを含む領域での構造解析に迫った。 また， 本論文はこれまで

不明だった転写抑制複合体であるAhRR/ARNTについて結晶構造を決定し，AhRRによる転写

抑制機構の構造基盤を明らかにしたものであり， 博士 （薬科学） の学位請求論文として合格と

認められる。


