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要約

ラ yト ・エストロゲンレセプター(rat ER) の

機能を解析するために、 一 連の ratERの火失変

異体を作成し、この欠失変異体の発現ベクターを

エストロゲン反応性のレポーター ・プラスミドで

ある ERE-tk(197)-CATとともに COS7細胞にトラン

スフェクトした。 CAT活性を測定することで、

作成した変異 体 によるレポ ー ター ・プラスミドの

転写の活性化を調べた。 RatERのアミノ末端か

ら 5 9番目の alanlne から 14 0番目の

glutamateの聞の疎水性 の領域が、転写の活性化

に重要であると判明 した。 また、異なるレポ ー

ター・プラスミドを用いた実験により ratER に

よる転写の活性化に重姿な別のファクターの存在

の可能性が示唆された。



緒論

ホルモンは、各極内分泌器官において合成・分

泌され、体液とともに体内を循環して、特定の組

織(標的穏官)の活動に 一 定の変化を与える。 ホ

ルモンは、保的~官 Iこ存在するレセプターを介し

て(すなわち、それぞれのホルモンに特異的なレ

セプターに結合して〉、ホノレモン作用を発揮す

る。 ホノレモンは、ペプチドホ Jレモン、ステロイド

ホルモン、アミノ酸誘導体ホルモンなどに大別さ

れるが、鼠近、ド ルモンの作用機序の分子生物学

的詳細が、明らかになってきた。

ステロイドホルモンレセプターは、チロシンキ

ナーゼ型レセプターなど細胞膜に存在する膜レセ

プタ ーと異なり、少なくともホルモ ンが結合して

活性化した状態では核内に存在し、クロマチン内

の傑的遺伝子近傍のレセプター結合部位に結合し

て、機的遺伝子の転写をホルモン依存性に制御す

る H o グルココルチコイド、エストロゲン、アン

ドロゲンなどステロイドホ Jレモンのレセプターの

cDNAは既に多様属においてクローン化され、得ら

れた cDNAのホモロジー解析や、培養細胞において

ホルモンレセプターを発現古せ CA T遺伝子の転

写制 御を調べる、 今回我々が用いた実験系等の普

及により、ステロイドホルモンレセプターの構造

や機能、特に、転写制御機機について新しい知見

が次々と得られた。

エストロゲンレセプター (ER)は、リガンド依存

性に estrogenresponse element (ERE) と呼ばれる

特徴的場基配列を認識して遺伝子の転写を制御す

る2・530 現在までに、ERcDNAは、ヒ卜 A 目、ラ ッ



ト曲、マウス 7)、ニワトリ 由、ッメガエル Q，など

の穏においてずローン化されている。 さ らに、得

られた各種 ERにおいて 7 ミノ酸配列を比較して、

ERの各部分部分におけるアミノ酸保存の度合によ

り、 ERは領域 Aから Fまでの 6つの領域に分け ら

れている 目。 アミノ酸の保存度の高い 3つの領域

が知られており、中央に存在する領域 Cは DNAlC: 

結合し、カルポキシル末端側の領域 Eはエストロ

ゲンに結合することが判明しているが 3.悶¥ アミ

/末端由IJの領域 Aの機能は、はっきりとは知られ

ていない。 この研究の最初の目的の lつは、この

領域 Aの{動きを調べることであった。 そのため

に、 一 連の ratERの欠失変異体を作成し、この

変異体プラスミドをツメガエルのピテロゲニン A

2遺伝子の ERE由 を持ったエス卜ロゲン反応性の

レポーター・プラスミド ERE-tk(l97)ーCAT ととも

に COS7細胞にトラ ンス 7 ェクトした。 それぞ

れの変異体ごとに CAT活性を測定し、変異体 ER

によるレポーター・プラスミドの転写の活性化を

定量化した。



材料および方法

く プラス ミ ドの構築 〉

レポーター・プF ラスミド tk(191)ーCAT は、

pSV2CAT'¥) の SV40 の初期プロモータ ー領域の

AccI-HlndlU断片を Herpesslmplex vlrusのサイ

ミジン ・カイネース (tk)プロモーター(ー 19 1 

から + 5 1まで) ，却 で置き換えたものである。

ERE-tk(191)ーCAT は、 tk(191)-CAT の tk断片の前

に、ツメガエルのピテロゲニン A 2の繍基配列〈

- 3 3 4から - 2 8 9まで〕 由 を含む合成オリゴ

ヌクレオチドを持っている。 ratER野生株の発現

ベクターである pSV2HcERは、既に、詳述されて

いる 町。 プラスミド rEROHFは、 pSV2HcEHの 5プ

ライム非翻訳領域の大部分を欠く代わりに、そ の

領滋に 2 1塩基の長さの openreadlng frame を

有している。プラスミド rEHNム0では、 rERORF

の 5プライム非翻訳領域の小さな openreading 

frameが、除いである。残りのアミノ末端側欠失

変異体は以下のように構築された。 すなわち、 5

プライム側と 3プライム側に Hl日dIIJ サイトと

BamHI サイトをそれぞれ持ち Kozakの開始コド

ンに関するコンセンサス菌~III (5・-ACC主主QG-3・)'由

を in-frame になるように有したイニ γ エーショ

ン・アダプターを、 BAL31 ヌクレ 7ーゼにより種

々の欠失をJJ日えた ERcDNAの B創nllI-XbaI断片と、

pSV2RcER の J:UndIIl-XbaIのベクター側断片にラ

イゲー νョンした。 カルボキシル末端側欠失変異

体のうち、 rERCム235、 rERC6. 281とrERC6.430の

3つは、 pSV2RcER を ClaIかXbaIか Bgl11で切



断 L、 3プライム側に Bglllサイトを持ち晦蕊配

71J (5・ー工豆sGI皇且CTGA-3・)を含むターミネーション

.アダプターをライゲー シ ョンした後 llind[JJと

sglIlで切断、この断片を p5V2β-giobin11) の

IUndIU-BglIIのベクター側断片にライゲーション

した。他のカルポキシル末端側欠失変異体や内部

欠失変異体も類似の方法で作成した。

くトランスフェクションと CA Tアッセイ 〉

C057 細胞は、 10%の胎児牛血清 (FC5) を含

んだ Eagle'sminimum essential medlum (阿EM)中で

維持継代された。

プロトコール 1

トランスアェク二ノョンの前 回、 lxlO"個の C057

細胞を 10 cmシャーレにまく。培地は、 10 %の

新生児牛血清 (NsCS) を含んだ阿E阿とする。トラ

ンス 7 ェクションの 1時間前に、培地を 10%の

チャコール処理 NB心S に代え、タモキシフェンを

5xl0-e> Mに力日える。 トランスフェクションは、 1)

ン重量カルシウム法 ，A) による。すなわち、 1シャー

レあたり 8μgのレセプターの発現ベクターと 2

μgの ERE-tk(197)ーCATまたは tk(197)ーCATを力日え

た。 4時間後、グリセロール ・ショック 1聞 を行っ

た。その後、 10 %のチャコール処理 NBCS と

5xlO-15 Mのタモキ Y7xンを含 む縫地で細胞を培

饗した。 2シャーレ I組で、実験を行い、 一 方に

は、 17β-estradiol を 5xlO-7 Mに加え、他方に

は、加えなかった。細胞は、トランスフェクショ



ンの 48時間後に集められ、細胞抽出物のタン パ

ク質濃度を Bradford'釦 の方法で測定した o

Gormanら 11)の方法で CAT活性を測定した。この

プ ロトコールでは、トランスフェクションの効率

は、 β-galactosidase法ではなくタンパタ質濃度

で補正した。何故なら、効率補正用のプラスミド

である pCHllO に由来する β-galactosldase活性

は、このプロトコールの条件ではエストロゲンの

存在下で明らかに 抑制を受けた からである。この

抑制lの機序や生物学的重要性は不明であるが、同

様の現象が Meyerら 17) によ って報告されている

事は注目に値する。

プロ トコー ル 2

トランスフェク νョンの百ij日、 lxlO"個の COS7

細胞を 10 cm yャーレ にまく。培地は、 10 %の

チャコール処llIlNBCSを含んだ阿E阿とする。 トラ

ンスフェクションの 1時間前に、 培地を交像す

る。 トランス フェクションは、リン酸カルシウム

法 1叫による。すなわち、 1シャーレあたり O. 0 

5μgのレセプター の発現ベクタ ーと 2μgの

ERE-tk(197)ーCAT または tk(197)ーCAT に、

β-galactos ldase の発現 ベクタ ーである pCHllO

(Phar皿acia) を Z. 5μg、pGEM3Zf(ー)(Promega) 

5. 4 5μgを加えた。 4時間後、グリセロール

ショック 1目を行った。その後、 10 %のチャコ

ール処理 NBCSを含む沼地で細胞を培養した。 2

シャ ーレ 1組 で、実験を行い、一方 lこは、 17

β-estradiol を lxlO-9 M 1<::加え、他方には、加

えなかった。細胞は、トランスフェクションの 4

7 



8 時間後 lこ集められ、細胞抽出物の

β-galactosldase活性を H巴rbomelら 1自 の方法で

測定した。 Gormanら ，，， の方法で CAT活性を測定

した。このプロトコールでは、タモキ ν7ェンは

培地から除いた。何故なら、タモキシフェンは、

ある条件下ではエストロゲンの了ゴエストとして

の活性を持つ事 1引 が判明したからである。一方、

プロトコール 1を用いると高い backgroundの活

性が得られた。この結果は、リガンド非依存性の

転写活性化が起こっていることを意味するのかも

しれない。 mous巴 ERは、ある複度のリカ'ンド非依

存↑生の転写活性化を示すとされている 3目。おそら

く rat ER もエストロゲンなしでも EREにある干呈

度くっつき、ある程度の転写活性化をおこすのか

もしれない。プロトコ ー ル 1でタモキシフェンを

除いてもこれらの backgroundの活性は明かには

変化しない(図 1)ことより、この活性が、単

i己、タモキゾフェンの持つヱストロゲンの 7 ゴニ

ストとしての活性 t甘によ るものだとは 言 えない。

8 



結果

く アミノおよびカルポキシル末端欠失変異体ーによ

る ratERの解析〉

rat ERのどの領燥が転写活性化能を持っかを

決定するために、 一連のアミ/およびカルポ牛シ

ル末端欠失変異体を作成した(詳細は、材料およ

び方法を参照)。図 2に示すこれらの欠失変異体

のヰ目立、j的な転写活性化能を CA T 7 ッセイを用い

て比較した。 図 3に、 C A T 7 ッセイの 1結果を

示す。 図 3に示した実験〈トランスフェヲ νョン

および CAT7'lセイ)を 5回行い、図 4にまと

めた 。 値は、 tk(197)-CAT と pSV2HcER を

co-transfect して得られた CAT活性を基滋とし

て相対活性で表しである。RatEH野生株の発現ベ

クターである pSV2HcER を ERE-tk(197)ーCAT と

co-transfectするとエストロゲン依存性に転写活

性化能を発揮する(図 3の 3および 4、ならびに

図 4)。 一連の 7 ミノ末端欠失変異体を作成して

転写活性化能を調べた。アミ/末綿から 8I苦手自

の serineまで欠失させても転写活性化能は、ほ

とんど失われない(図 3の 5から I8、ならびに

図 4)。しかし、 11 0番目の prollneや I4 0 

番目の glut釧 aぬまで欠失させると野生株のそれ

ぞれ 60ないしは I0 %まで活性が落ちる(図 3

の I9から 2 2、ならびに図 4)0 DNA結合ド

メイ ンの中央に存在する 7 ミ/末端から 24 6番

目の arglnlneまで欠失させるとエストロゲン依

存性の CAT活性の上昇は認められない(図 3の

2 5および 2 6、ならびに図 4)。次に、カルボ



キシル末端からの欠失の転写活性化能に対する影

響を調べた。エストロゲン結合ドメインのおおよ

そ半分を欠失する変異体は、 CAT活性を上昇吉せ

ない(図 3の 35および 36、ならびに図 4)。

これは、 humanERについての Kumarらの報告 白 に

よく 一 致する。しかし、カルボキ νJレ末端の

isoleucine から 7 ミノ末端から 34 1番目の

prolineまでを欠失した変異体である rERCム341

では、 CAT活性をヱストロゲン非依存的に上昇さ

せうる。この結果も humanER においてエストロ

ゲン総合ドメインの大部分を欠失させると変異レ

セプタ ー は弱いながら恒常的な転写活性化能を持

つという結果司 に一致する。この CAT活性の上昇

は、さらに 24 7 ミノ酸を欠失させた rERCL':.317 

では、消失する(図 3の 3 1から 34、ならびに

図 4)。これらの結果は、 ratERが 2つの転写活

性化ドメインを持つこと(すなわち、 1つをカル

ボキシル末焔側、 3I 6番目の threonineと 34 

1番目の prolineとの聞に、もう Iつをアミノ末

端側、おそらく 140番 目の glutamateの直前あ

たりに)を示唆する。

く 7 ミノ末端目11の転写活性化ドメインについて

の、さらなる検討 〉

アミノ末繍 sl11の転写活性化ドメインの正確な位

置を決めるために、いくつかの内部欠失変異体を

作成した。それらの変異体は、図 5に CAT7'1

セイの結果とともに示しである。ここでは、実験

にプロトコール 2を用いた。トランスフェクトす



るレセプターの発現ベクターの霊を大幅に減 らす

ことで、プロトコール lよりも CAT7'，セイに

おいて backgrou，ndが、低くな ったからである。変

異レセプターの転写活性化能は、図 5の右サイド

に、野生株レセプター pSV2RcERを 100%とし

て表してある。 DN A結合ドメインの 7 ミノ末端

側に近接して比較的狭い範囲に転写活性化ドメイ

ンが存在する可能性を検討するために、 rERム

(168/176) と rER6， (168/183) の 2つの変災体を作

成した。 2つの変異体共に、野生株と同等の転写

活性化能を保 っていた(図 5の 7から 10 )。こ

の結果と rERNム110 と rERNム140の閉で転写活

性化iiEが劇的に低下することを考えあわせて、我

々は、 7 ミノ末端。IIJの転写活性化ドメインは 1I 

0番目の proUne と 14 0番目の prollneの聞

の比較的小さい領域に存在するものと予想し、内

部欠失変異体 rER6， (111/140)を作成した。転写活

性化ドメインが、 11 0番目の prolineより 7 ミ

ノ末端側に広がっている可能性も考えて rERム

(104/110) を、また、図 3ならびに図 4の結果より

転写に影響がないと恩われる領滋を欠いた rERム

(59/81) も作成した。結果は、 3つの変異体共に、

充分の転写活性化能を有することがわかった(図

5の J Iから I6 )。 そこで、アミ/末端仰lの転

写活性化ドメインは比較的広い領域より構成され

るものと考えて rER6， (104/166) と rERム(59/140)

を作成した。 転写活性化能を計算するとそれぞれ

19%と 10%となった(図 5の l7から 20 

) 0 rERN 6， 140が 5%の活性を持つことを考慮す

ると(図 5の 5および 6)、 rER6， (59/140)の 1



o %の活性は充分減弱したものと考え て、アミ ノ

末端側の転写活性化ドメインは 、 5 9番目の

alanlneと 14. 0番目の glutamateの間の領場に

存在するものと結論 した。 この領媛は、図 6に示

すように高い疎水位を特徴とする。この領援は、

4 4.個(5 4 %)の疎水性のアミノ酸を有し、ま

た、 prolJneを 13%と比較的多く含んでいた o

estrogen-blnding assay"Dlの給果 より rERNム140

も rERム(59/140) も細胞中で野生株の ERと同等

に合成されていることが判明した。すなわち、こ

れら 2つの変異 体がほとんど転写活性化能を有さ

ないのは、変異体タンパク質の発現レベルが低い

ためではないことがわか った。

〈変異体レセプターによる転写活性化に及ぼすレ

ポーター ・プラスミドの相違の彫響 〉

レポーター ・ 7・ ラスミドとして

ERE-tk(197)ーCAT の代わりに psLCAT2
2
1) の

Sphl-Pstl サイトにピテロゲニ y A 2の ERE百 を

持った ERE-tk(105)ーCATを使用すると転写活性化

の程度が変化する。ERE-tk(105)-CATをレポーター

にすると rERNム140や rER6. (59/140)は、充分な

転写活性化能を有する(図 7)。



考察

ステロイドホルモンレセプターの中央に存在す

る DNA結合領域は各ステロイドホルモンレセプ

タ一間で特 IL:高いホモロジーを示し、ツメガエ Jレ

の 5 S rRNAの転写制御因子である T F nf Aのメ

タル結合 7 インガーに類似の構造を 2カ所持って

いるが、この領域に hormone response element 

(llRE)の識別能力のあることが以下のように証明

された。すなわち、グルココルチコイドホルモン

レセプター (GR)は、 glucocortlcoid response 

element (GRE)に結合して転写を i活性化し、 ERは

ERE I己結合して転写を活性化するが、 humanGRと

human ERの DN A結合領援のみを交換した human

GRとbumanERのキメラ ・レセプターをイ宇ると、

h四 anERの oN A結合領域を持ったキメラ・レセ

プターは、他の部分がhumanGRにより憐成されて

いても EREに結合して転写を活性化し、逆に、

human GRの oN A結合領域を持 った キメラ ・レセ

プターは、他の部分がbumanERにより構成されて

いても GREに結合して転写を活性化する 2由。 この

ようにして oN A結合領域の中に、 EREとGREを

識別する能力の局在することが示された。さら

に、 humanERの 2つのメタル結合 7 ィンガーのう

ち前のひとつ、あるいは、後ろのひとつをそれぞ

れ humanGRの相当するフィンガーと交換したキメ

ラ・レセプターを使用して、 humanERとhumanGR 

の問では、 oN A結合領峻の 2つのメタル結合フ

インガーのうち前のひとつが、 HREの識別に働く

ことを証明した 23'。

その後、悔図らは、 oN A結合領域の前のメタ



Jレ総 合 フィンガ ーか ら後ろのメタル結 合 フィン ガ

ーにかけての領域に、 Pー ポ y ヲスおよび Dーボ

ックスの名称を 与 え、この Zつの領域が旺REの識

別に直接的に関与していることを証明した 2430

ところで、 humanERはEREに結合するだけでは

転写を 活性化できない 問、 転写の活性化のために

は転写活性化ドメインの働きを必要とするが、本

来のリプfンドであるエストロゲンのみがその働き

を引き出すことができる。抗エストロゲンJiI)であ

るタモキ シ フェンが結合した humanERは、 EREに

は結合するが転写を活性化できない 2目。 このよう

に、 一 般的に、ステロイドホルモンレセプターに

よる転写の活性化には、転写活性化ドメインの(動

きが必須である。

転写活性化ドメインの解析は、最初に、human

GR において進んだ。UumanGRのアミ/末端側の転

写活性化ドメインは、酵母のGAL4の転写活性化ド

メインと同様に、酸性 7 ミノ厳に富んでおり、欠

失させると転写の活性化は本来の 5%にまで低下

するが、重憶させると 3 0 0 %に地加する 120 ま

た、I'tum阻 GRにおいては、ホルモン結合領域内に

も、やはり酸性アミノ畿に富んだ転写活性化ドメ

インが存在する。

最近の研究により humanER2聞 も mouseER'日

も共に 2つの転写活性化ドメインを有することが

知られている。 2つの転写活性化ドメインは、レ

セプター・タン パ ク質のアミノ末端側とカルボキ

シル末端側にそれぞれ位置している。特に、アミ

/末端個1)の転写活性化ドメインは、 ERの領滋 A

および日にわたって存在する 2由 とされてはいる



が、それ以上の詳細な解析は知られていない。

我々の結果から、 ratERのアミノ末端側の転写

活性化ドメインは、アミノ末端から 59番目から

1 4 0番目のアミノ酸により構成される疎水性の

領域に局在することが判明した。この領域を完全

に欠くと転写活性化能は著明に減弱し、部分的に

欠くと欠失の度合に比例して転写活性化能が滅弱

する(図 5の 1'1から I6 )。これらの給果よ

り、この領域の働きとして 2つの可能性が示され

た。 この領域は、疎水性のあるいは proUneに富

む転写活性化ドメインとしてプロモーターの“転

写装置"と直後接触しているのかもしれない。 し

かし、この疎水性の領域が、転写活性化ドメイン

の 3次元的なコンブォメーションを保つ為に重姿

な役割を果しているから欠失により活性が低下す

るにすぎないのかもしれない。 ratERの 7ミノ末

端側(領減 Aおよび s)は、 GAL4の転写活性化

ドメイン 2宵 のように酸性ではないし、 Splの転

写活性 化ドメイ ン2自 のように glutamlneにも富

んでいない 。 しかし、 CTP国〉 や OCT-2由〉 や

OCT-3!31) の転写活性化ドメインのように、 やや

prol1neに富んでいる。 bumanERと mouseER と

rat ER においてこの領i或Aおよび Bの酸性およ

び泊基性アミノ酸の分布はよく保存されており、

また、 bydropathic proflleや prollne の分布は

よく似ているので、 humanERや mouseERの7 ミ

ノ末端側の転写 i活性化ドメインは ratERのそれ

と問機の性絡を有するかもしれない。

3 I 7 番 目の alanine から 34 0番 目の

arglnlneまでの 24 7ミノ酸の領域にもう 1つの

15 



転写活性化能が局在されうるかもしれない。 この

領援は酸性アミノ酸 lこ富んでおり、 hu皿叩 ER に

おいても認められる ヨ由。 しかし、 Wehsterら 3日

は、この領域では、 TAF-2自》 の強い転写活性化能

を説明できないとしている。彼らは、 TAF-2を担

うタンパク質の表面は、エストロゲン結合ドメイ

ンの 3次元的な折れ曲がりに依存しており、いく

つかの隊れた部分により楠成されていると考えて

いる。 また、 rERC[:， 341 のリ jfンドに依存しない

転写活性化能は、プロトコール 2を用いると認め

られない。この 24アミノ酸によりなる領域は、

プ ロトコール lに示されたような条件においての

み、弱い転写活性化能を発僚できるのかもしれな

し、。

アミノ末端欠失変異体の多く(例えば、 rERN[:'

140 や rERN[:， 166 やr:-ERN[:， 246) は、エストロゲ

ンなしの時、野生株のレセプターと tk(197トCAT

を co-transfectした時より低いCAT活性を示して

いる(図 3および図 4)。これは、これらの変異

体が、 repressor として働いていることを示唆す

るのかもしれない。

レポーター・プラスミドによって転写活性化の

程度が変化するという現象(区I7 )と問織の現象

は、{也の研究者 :3，10，'2町 によっても報告されてい

る。この変化はおそらく、 2つのレポーター・プ

ラスミドにおける EREと tkプロモーターの構成

妥素の聞の距緩や立体的関係の相違によるもので

あろう。

ステロイドホルモンレセプターによる転写の活

性化に、来同定のファヲターが必要であるらしい

16 



こと が 明 らかにな ってきた。間後的ではある が未

同定のファクターの存在を 示 唆する根拠として

は、 ( 1 )スクウェルチングという現象 17)、 ( 

2 )転写活性化ドメインの活性が宿主の細胞の種

類に大きく左右されること """、などが挙げられ

る。 仮に、 ER と basictranscrlption macblnery 

の聞を仲介する“アダプター"が存在し、 7 ミ/

末端由iJの転写活性化ドメインが、この“アダプタ

ー"との相互作用に重姿であるとすれば、レポー

ター ・プラスミドによ って転写活性化の程度が変

化するという現象も説明出来そうである。

GAL4 や LexAの DN A結合ドメインを含んだ

キメラ ・レセ プターを用いた実験が、アミノ末綿

側の転写活性化ドメインの機能をさらに調べるた

めには必要であろう。



謝辞

実験に関して多くの助言をくださった半田宏教

授(東工大)、梅園和彦博士(米国ソーク研)に

深謝致します。オリゴ 1 クレオチドを合成してく

ださった東大医第 1生化、石川さん、前田さん、

野田さんに感謝します。



文献

1.梅図利彦、 ( 1 9 9 0年)、先端の医生物学と

パイ オサイエンス、代謝、第 27巻、 175-

180 

2. Kleln-Hitpass， L.， 5cborpp， M.， Wagner， U.， 8. 

Ryffel， G. U. (1986) Cell 46， 1053-1061 

3. Kumar， V.， Gt'een， 5.， 5tack， G.， Berry， M.， .110， 

J-R.， 8. Chambon， P. (1987) Cell 51， 941-951 

4. Greene， G. L.， Gilna， P.， Waterfleld，阿， Baker， 

A.， Rort， Y.， 8， Shlne， .1. (1986) Science 231， 

1150-1154 

5. Green， S.， Walter， P.， Kumar， V.， Krust， A.， 

Bornert， .1一閃.， Argos， P.， &. Chambon， P. (1986) 

Nature 320， 134-.139 

6. Koike， S.， Sakai，阿.， &. Muramatsu， M. (1987) 

Nucleic Aclds Res. 15， 2499-2513 

7. Wblte， R.， Lee， .1. A.， Needham， M.， Ham， J.， 8. 

Parker， M. (1987) Mol. Endocrinol. 1， 735-744 

8. Krust， A.， Green， S.， Argos， P.， Kumar， V.， 

Walter， P.， Bornert， .J-M.， &. Chambon， P. 

(1986) EMBO .1. 5， 891-897 

9. Weller， 1. .1.， Lew， D.， &. Sbapiro， D. J. (1987) 

Mol. Endocrlnol. 1， 355-362 

10. Kumar. V.， Green， S.， Staub， S.， &. Chambon， P. 

(1986) EMBO J. 5， 223ト2236

371-378 

11. Gorman， C. M.，阿offat，L. F.， 8< Howard， B. H. 

(1982) Mol. Cell. Bio1. 2， 1044-1051 

12. McKnlgbt， S. L.， Gavis， E. R.， & Kingsbury， R. 

(1981) Cell 25， 385-398 



13. Kozak，阿.(1986) Cell 44， 283-292 

14. Chen， C.， 8. Okayama， H. (1987) Mol. Ce11. B101. 

7， 2745-2752 

15. Parker， B.A.， &. Stark， G. R. (1979) J. Vlrology 

31， 360-369 

16. Bradford， M. M. (1976) Ana.l. Blochem. 72， 

248-254 

17.阿eyer，M-E.， Grone田eyer，H.， Turcotte， B.， 

Bocquel， M-T.， Tasset， D.， &. Chambon， P. 

(1989) Cell 57， 433-442 

18. llerbomel， P.， Bourachot， B.， &. Yaniv， M. (1984) 

Cell 39， 653-662 

19. Lees， J. A.， Fawell， S. E.， 8. Parker， M. G. 

(1989) Nuc1elc Acids Res. 17， 5477-5488 

20.加藤!順三、 ( 1 9 8 2年)、ホルモン生物学、

実験生物学講座、第 12巻、 26 6 - 2 6 9、

丸善、東京

21. Luckow， B.， &. Schutz， G. (1987) Nuclelc Acids 

Res. 15， 5490 

22. Green， 5.， 8. Chambon， P. (1987) Nature 325， 

75-78 

23. Green， S.， Kumar， V.， Tbeulaz， 1.， Wabli， W.， &. 

Chambon， P. (1988) EMBO J 7， 3037-3044 

24. Umesono， K.， &. Evans， R. M. (1989) Cell 57， 

1139-1146 

25. Webster， N.J.G.， Green， S.， Ru1 Jin， J.， &. 

Cbambon， P. (1988) Cell 54， 199-207 

26. Tora， L.， Whlte， J.， Brou， C.， Tasset， D.， 

Webster， N.， Scheer， E.， &. Chambon， P. (1989) 

Cell 59， 477-487 

20 



27. Ma， J.， & Ptasbne，阿.(1987) Cell 48. 847-853 

28. Courey， A. .r.， & Tjian， R. (1988) Cell 55. 

887-898 

29. Mermod， N.. 0・Ne1l1，E. A.. Kelly， T. J.， & 
Tjian. R. (1989) Cell 58. 741-753 

30. Ko， [[-S.. Fast， P.，阿cBγlde.W.， & Staudt. L.阿

(1988) Cell 55， 741-753 

31. Okamoto， K.. Okazawa， H.， Okuda， A.， Sakal. 

問.， Muramatsu.阿..& Hamada. H. (1990) Cell 60， 

461-472 

32. Webster， N. J. G.， Green， S.， Tasset， D.， 

Pongllkitmongkol， M.， & Cbambon， P. (1989) 

EMBO J. 8， 1441-1446 

33. Imakado， S.， Kolke. S.， Kondo， S.. Sakal， M.， & 

阿uramatsu，問.(1991) J.日iochem.109， 684-689 



図および表

図 1 培地中のタモキ シ7 ェンの C A T 7 ッセ

イへ及ぼす影響

tam(') は、培地中 1<: 5xl0--<> Mのタモキ νフェ

ンを含む(レーン 1- 8 ) 0 tam(ー)は、タモキシ

フェンを含まない(レーン 9- 1 6)。 他の実験

条件は、プロトコール 1による。例えば、レーン

l、 2および 9、 10は、それぞれ同じ組合せの

ベタターをトランスフェク卜している 。

co-transfect したベクターの組合せを図中に示

す。

図 2 ラ y 卜 ・エストロゲン受答体のア ミノ来t唱し

およびカノレポキシル末端欠失変塁j主

Rat ERのアミノ末端およびカルポキシル末端

欠失変異体が模式的に示しである。変具体で保た

れている部分を黒線で、欠失する部分を空白で示

しである。 下端部に、 ratERの DN Aおよびエス

トロゲン総合ドメインを、境界都のアミノ酸番号

と共に示しである。 各変異体についての詳細は、

文献 33を参照。

図 3 ラット ・エストロゲン受容体の 7 ミノ末綿

およびカルポキシル末綿欠失恋異体による CA T 

之..:J_主二土

( E " 

トランスブェクションおよび C A T 7 '1 セイ

プロトコール Iによる。 5X10--<>Mのタモキ ν

フェンのみ(E .， -)、または、 5xlO-O Mのタモ
キシフェンと 5xlO-

7
M の 17β ー巴stradiol

は、
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+ )を t苦J:t!lに加えた。 3AC; 3' -acetyl 

cbloramphenicol， lAC; l' -acetyl chloramphenlcol， 

C; chloramphenlcol 

図 4 : C AT7ッセイの結果をまとめた総グラフ

プロトコール iに従って、 5図の実験を行っ

た。値は、液体シンチレーション・カウンターに

より測定し、 tk(197)ーCAT と pSV2RcER を

co-transfect して得られた E :2 (- )と E:2 ( 

十〉 の平均値に対する相対活性で表しである。値

は、 5回の実験の平均値である。 ERE-tk(197)ーCAT

と co-transfect したレセプターの発現ベクター

は、グラフの下に、省略形で示しである。

図 5 内部欠失変異体による CA T 7 ッセイ

変異体は、様式的に示しである。綾上部に rat

EI~ のアミ/末端側半分を、境界都のアミノ酸番

号とともに示す。太線部は、変異体で保たれてい

る部分を示し、欠失している部分は、空白あるい

は細線で表しである。内部欠失変異体は、欠失し

ている部分の最初と巌後のアミノ酸の番号で表し

である。例えば、 rERt. (168/176) では、 168番

目の glutamate から 176番目の lysine まで

が、欠失している。実験は、プロトコール 2にし

たがって行った。左側に CAT7'yセイの 1結果

を示す。 E 2 (ー)や E :2 ( + )は、培地中への

10-8 Mの 17β-estradlolの有無を表す。右 側に、

pSV2RcER を 100とした時の変異体の転写活性

化能を相対値で示す。また、数回の実験にお ける

エストロゲンによる誘導の履大と最小を示す。



図 6 Rat ERのアミノ末錦仰lの転写活件イ1:ドメ

イン

Rat ERの bydropatbicprofile田の一部を、ア

ミノ酸番号と共に示す。アミ/末綿側の転写活性

化ドメインが、点線で示しである。

図 7 変異体レセプターによる転写活性化 lこ及ぼ

すレポーター ・プラスミドの相違の影響

上段(レーン 1- 1 0 )は、 tkのプロモータ

ーをー197から +51まで持つレポーター・プラスミ

ド(tk(197)ーCATおよびERE-tk(197)ーCAT) を用いて

いる。下段(レーン 11-20) は、 tkのプロモ

ーターを -105から +51まで持つレポーター・プラ

スミド(tk(105)ーCATおよびERE-tk(105)ーCAT) を用

いている。レポーター・プラスミドとともに

co-transfect した発現ベクターを図中央に示す。

例えば、レーン 5、 6および 15、 16は、同じ

発現ベクタ- rERN6140をトランスフェク卜し

た。実験は、プロトコール 2によった。
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